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| Einleitung und Aufgabenstellung

| Einleitung und Aufgabenstellung

Ein Sensor ist, einer auch nach heutigen wissenschaftlichen MaBstaben noch zeit-
geméaBen Definition nach Wolber und Wise (1989) zufolge,

‘a single-parameter measuring instrument which transduces a physical pa-
rameter into a corresponding electrical signal with significant fidelity”

Diese Beschreibung ist, ebenso wie frlihere Beschreibungen von Norton (1982) und
der IEC draft 65/84 (1982), angelehnt an die Definition der Instrumental Society of
America aus dem Jahr 1975. Derzufolge sind Transducer bzw. Sensoren

“devices which produce a usable output in response to a specified meas-
urand”

[,Electrical Transducer Nomenclature and Terminology“, ANSI| Standard
MC6.1-1975].

In der modernen Analytik sind Sensoren unverzichtbare Instrumente zur Messung
verschiedenster chemischer Stoffe und Stoffgruppen, zur Bestimmung physikalischer
GréBen und zur Charakterisierung stofflicher Zustande. Dabei sind im Hinblick auf
deren Aufbau, Funktionsweise und Anwendungsgebiet eine Vielzahl von Sensoren
im Einsatz.

Festkdrpersensoren dienen zur Bestimmung und zum Nachweis unterschiedlichster
Chemikalien und werden u. a. zur Immissionstberwachung und zur ProzeBkontrolle
in der chemischen Industrie eingesetzt. Biosensoren verwendet man in der Ruck-
standsanalytik zur Messung von Pestiziden, in der klinischen Diagnostik zur Analyse
der Atemluft und zur Bioprozesskontrolle in Fermentationsanlagen. Mechanische,
optische und magnetische Sensoren werden in unterschiedlichsten Funktionen nicht
nur in der industriellen Praxis und in der naturwissenschatftlichen Forschung einge-
setzt, sie sind vielmehr millionenfach in tagtéglich verwendeten Haushaltsprodukten
integriert. Eine Ubersicht (iber Sensoren und deren Anwendungsgebiete geben Gé-
pel und Schierbaum [1991].

Mit der Entwicklung leistungsfahiger Computer zur Verarbeitung und Auswertung
groBer Datenmengen haben sogenannte Multi-Sensor-Arrays seit den friihen 80er
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Jahren einen ungeheuren Aufschwung erlebt. Es handelt sich dabei um Systeme,
deren MeBzelle aus einer Kombination mehrerer Einzelsensoren besteht. Wéhrend
bei Einzelsensor-Systemen die MeBgréBe direkt mit der Probeneigenschaft korreliert
ist, besteht bei Systemen auf Basis von Multi-Sensorarrays kein derartiger Zusam-
menhang. Hier werden die von den einzelnen Sensoren eines Arrays gelieferten
MeBdaten verarbeitet und anschlieBend mittels Verfahren der multivariaten Daten-

analyse ausgewertet (Abb. 1.1).

Signalerzeugung Signalverarbeitung Ergebnis
(=)
(m] .
%O Sensor 1 Transducer—>{ Signal 1 Bekannte
= Signal-
muster
Dn A .
D 1 [Sensor 2HTransducer ¥ Signal 2 JVergleich
Verfahren

Signal- _} der
verarbeitung Musterer-
kennung

Klassifikation

Z o
QO

=

[ ]

3

[ ]
V[v

Sensor nf—| Transducer[—» Signal n

Abb. 1.1:  Schematischer Aufbau und Funktionsweise eines Multi-Sensor Arrays

Unabhéngig von der Art der verwendeten Einzelsensoren sollen Sensorsysteme auf
Multi-Array-Basis eine Reihe von Anforderungen erflllen. Neben hoher Empfindlich-
keit und Selektivitét flr die zu detektierenden Substanzen sollen die in der Anord-
nung eingesetzten Chemosensoren ein schnelles Ansprechverhalten, lange Le-
bensdauer und mdéglichst geringe Neigung zur Drift aufweisen. Mechanische Stabi-
litdt sowie eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind ebenso unverzichtbar
wie die Unabhangigkeit der Sensorenleistungen von duBeren physikalischen Para-
metern, wie z. B. Luftfeuchtigkeit oder Umgebungstemperatur. Alle diese Anforde-
rungen an die Einzelsensoren sind als Grundvoraussetzungen fur deren Leistungs-
fahigkeit zu betrachten, jedoch erst die Kombination einer bestimmten Zahl unter-
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schiedlich selektiver Einzelsensoren zum Array legt Eigenschaften und Anwen-
dungsbereich des Gesamtsystems fest.

Fur den routinemé&Bigen Einsatz von Sensorsystemen ist es vorteilhaft, wenn Frage-
stellungen aus den unterschiedlichsten Bereichen der industriellen Praxis mit dem-
selben System bearbeitet werden kénnen. Insofern wére die Mdéglichkeit zur freien
Auswahl der im Array zu verwendenden Sensoren winschenswert, da man diesen
dann hinsichtlich GréBe und Selektivitdt der Einzelsensoren flexibel jedem
MeBproblem anpassen kénnte. Dies kdme auch dem Wunsch des Anwenders nach
einem moglichst vielseitig einsetzbaren System sehr entgegen.

Beim Einsatz in der industriellen Praxis sind Eigenschaften wie Bedienerfreundlich-
keit und leichte Kalibrierbarkeit vorteilhaft, da sie die Handhabung selbst durch un-
geschultes Personal ermdglichen. In diesem Zusammenhang sollten in einem Sen-
sorsystem deshalb auch mdéglichst einfache Verfahren der Probenahme eingesetzt
werden, so daB auf eine langwierige vorherige Probenaufbereitung verzichtet werden
kann. Ebenso sind Mobilitat bzw. flexible Einsetzbarkeit winschenswert. Besondere
Aufmerksamkeit kommt daher der Miniaturisierbarkeit und der Méglichkeit der Schaf-
fung portabler Systeme zu. Wirtschaftliche Aspekte wie geringe Produktionskosten
flr einzelne Sensoren und Bauteile sowie ein niedriger Preis flr die jeweiligen Ge-
samtsysteme spielen fur die Verbreitung dieser Technologie eine entscheidende Rol-
le, da diese Kriterien ausschlaggebend flr die Eroberung neuer Mérkte sind. Man
sollte ihnen daher ebenfalls Beachtung schenken.

Die kommerziell erhéltlichen Sensorsysteme auf Multi-Array-Basis haben bis dato
noch einige entscheidende Mangel. Diese riihren daher, daB Festkdrperchemosen-
soren wie z. B. Metalloxidsensoren oder Polymersensoren als Sensorelemente he-
rangezogen werden. Einige dieser Bauteile weisen Querempfindlichkeiten, nichtline-
are Sensorcharakteristiken und geringe Empfindlichkeiten auf, andere zeigen eine
starke alterungsbedingte Signaldrift oder Vergiftungserscheinungen. Bedingt durch
die jeweiligen Einzelsensoren sind daher auch die Gesamtsysteme mit Nachteilen
wie mangelnder Selektivitat, geringer Langzeitstabilitdt und schlechter Reproduzier-
barkeit der Signale behaftet.



| Einleitung und Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war es, ein neuartiges Konzept der Sensor-Massenspektrometrie in
die Tat umzusetzen. Dabei sollte ein Sensorsystem (MS-Sensor) geschaffen werden,
das in Bezug auf den MeBablauf und die Datenauswertung an die gangigen Multi-
Sensor-Array-Sensorsysteme angelehnt ist, sich jedoch durch die Verwendung der
Massenspekirometrie als Sensortechnik maBgeblich von herkédmmlichen Che-
mosensorsystemen abhebt. Insbesondere sollte mit der Realisierung des MS-Sen-
sors den soeben beschriebenen Anforderungen an arraybasierte Sensorsysteme
soweit wie moglich Rechnung getragen werden.

Zu diesem Zweck sollte zunéchst ein Headspace-Massenspektrometer-System (,MS-
Sensor) realisiert werden. Das HS-MS-System sollte dazu verwendet werden, kom-
plexe gasférmige Stoffgemische in ein Massenspektrometer zu lberflihren, ohne sie
gaschromatographisch in ihre Bestandteile aufzutrennen. Headspace-Autosampler
und Massenspektrometer, die zum HS-MS-System gekoppelt werden sollten, waren
kommerziell erhéltlich. Die Gesamt-Massenspektren der zu untersuchenden Stoff-
gemische sollten mittels Hauptkomponentenanalyse ausgewertet werden. Hierflr
stand ein kommerzielles Computerprogramm zur Verfligung. Um die mas-
senspektrometrischen Rohdaten in ein Datenformat zu Uberflihren, das deren Ver-
arbeitung mit dem kommerziell erhéltlichen Softwarepaket erméglicht, wurde ein spe-
zielles Computerprogramm benétigt. Dieses Konvertierungsprogramm sollte im Rah-
men der vorliegenden Arbeit geschrieben werden.

Die Einsatzmdéglichkeiten der Sensor-Massenspektrometrie zur Identitats- und Quali-
tatsprifung von Lebensmitteln und Lebensmittelbedarfsgegenstéanden sollten an aus-
gewéhlten Anwendungsbeispielen Uberprft werden. Dies machte es notwendig, eine
spezielle Strategie zur Untersuchung komplexer Stoffgemische mit dem MS-Sensor
zu entwickeln. Die Auswahl des Untersuchungsmaterials richtete sich zum einen da-
nach, daB mdglichst viele unterschiedliche Probenmatrices untersucht werden soll-
ten. Zum anderen sollten Fragestellungen mit humansensorischer Relevanz bearbei-
tet werden.
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Il Theoretische Aspekte der Multi-Sensor-Array-Technik

1. Stand der Technik zur Entwicklung und zum Einsatz von Chemo-
sensoren
1.1 Ubersicht iiber gangige Sensortechnologien

Trotz der Vielfalt der heute gebrduchlichen Einzelsensoren werden in Multi-Sensor-
Arrays hauptséachlich drei Typen von Sensorelementen verwendet: Metalloxid-Sen-
soren, Sensoren auf Basis organischer Polymere und massesensitive Sensoren. Ei-
ne Ubersicht lber physikochemische Vorgénge bei der Signalerzeugung, MeBgré-
Ben sowie Charakteristika dieser Technologien gibt Tabelle Il.1.
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1.2 Einsatzgebiete von Multi-Sensor-Arrays

Die Entwicklung und Kommerzialisierung von Multi-Sensor-Arrays wurde maBgeblich
von modernen Bestrebungen zur Entwicklung einfacher und zeitsparender MefB-
techniken und Analysemethoden vorangetrieben. Besonders vielversprechend er-
scheint der Einsatz von Multi-Sensor-Arrays in Bereichen mit hohem Probenauf-
kommen, denn diese schnelle und verhéaltnismaBig gunstige MeBtechnik bringt eine
erhebliche Zeitersparnis und somit Kostenreduzierung gegenuber althergebrachten
Analysenmethoden mit sich. GroBe Probendurchséatze fallen vor allem in der Le-
bensmittel- und Umweltanalytik an. Daher bemuht man sich heute mehr denn je um
die Etablierung von Multi-Sensor-Arrays in diesen industriellen Bereichen.

1.2.1 Untersuchung von Lebensmitteln

Angesichts immer strengerer gesetzlicher Vorgaben und der Forderung des Ver-
brauchers nach qualitativ einwandfreien Lebensmitteln hat die Uberwachung und
Kontrolle von Rohwaren sowie die Qualitdtssicherung von Endprodukten in der Le-
bensmittelindustrie verstarkt Bedeutung erlangt.

In der industriellen Praxis werden vor allem analytische Methoden wie die Gaschro-
matographie, oft gekoppelt mit Massenspektrometrie, zur Identifizierung und Quanti-
fizierung von Lebensmittelinhaltsstoffen herangezogen. Daneben setzt man auch
humansensorische Testverfahren zur geruchlichen und geschmacklichen Bewertung
von Lebensmitteln ein. Beide Testverfahren besitzen gravierende Nachteile: Die hu-
mansensorische Beurteilung unterliegt einer Vielzahl von subjektiven Einfliissen phy-
siologischer Art (Gesundheitszustand und individuelle Sensibilitat der Prifpersonen)
und psychischer Art (tagesformabhé&ngige Urteils- und Konzentrationsfahigkeit, sen-
sorisches Gedéachtnis) [Ohloff, 1990]. Analytische Methoden hingegen sind zeit- und
kostenintensiv.

Uberall dort, wo Proben anhand ihrer leichtfliichtigen Inhaltsstoffe charakterisiert
werden kdnnen, stellen Multi-Sensor-Arrays schnelle und einfache Alternativen zu
den erwdhnten herkdmmlichen Testverfahren dar. Tab. 1.2 gibt einen Uberblick ber
einige Anwendungsgebiete und die verwendeten Sensortechniken; dhnliche Uber-
sichten finden sich auch in Publikationen von Pearce (1997) und Schweizer-
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Berberich (1995). Ergdnzend sollen hier die zahlreichen Blcher [Hurst, 1997;
Hurst, 1999] sowie die steigende Zahl von Tagungen und Workshops [u. a. das jahr-
lich an unterschiedlichen Standorten stattfindende ,International Symposium of Ol-
faction and Electronic Noses®] auf diesem Gebiet erwahnt werden, die das groBe In-
teresse der Lebensmittelindustrie an Chemosensoren dokumentieren.

Unglicklicherweise hat gerade die Bezeichnung ,klnstliche Nase® in der Vergangen-
heit vielfach zu Verwirrungen in der Beurteilung der Leistungsféhigkeit von Multi-
Sensor-Arrays geflhrt: Sie erweckte bei wenig erfahrenen Anwendern irrtimlich den
Anschein, die Diskriminierung von Proben erfolge aufgrund ihrer unterschiedlichen
Geruchseigenschaften. Tatsachlich beruht diese Differenzierung auf Unterschieden
in den Zusammensetzungen der fllichtigen Fraktionen dieser Proben und kann nur in
seltenen Féllen direkt mit den unterschiedlichen sensorischen Eigenschaften der
Proben korreliert werden. Da Analysenergebnisse oft als alleinige Folge der ver-
schiedenen sensorischen Profile misinterpretiert wurden, waren viele Anwender zu
Unrecht enttauscht dartber, geruchlich vdllig verschiedene, in der Zusammenset-
zung der fllichtigen Inhaltsstoffe sehr ahnliche Proben mit Hilfe der ,klnstlichen® Na-
se nicht diskriminieren zu kénnen. Erst durch die Aufklarungsarbeit von erfahrenen
Anwendern und um Seriositat bemuhten Herstellern von Multi-Sensor-Arrays wurden
die Grundlagen dieser MeBtechnik einer breiteren Offentlichkeit versténdlich ge-
macht.
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Tab. 1l.2:  Anwendungsbereiche von Multi-Sensor-Arrays in der Lebensmittelanalytik

Anwendungsbereich Sensortyp Autor(en)

homologe Alkohole, alkoholische und nichtalkoho- QMB Cao et al. (1995)

lische Getranke Cao et al. (1996)
Shurmer et al. (1990)

alkoholische Getranke QMB Ema et al. (1989)
Aishima (1991a)

verschiedene Biersorten MOS Gardner (1991)
Pearce et al. (1993)

fluchtige Aromastoffe unterschiedlicher Méhren QMB Broda et al. (1998)

sorten

Alterung von Kabeljau und Kalbfleisch, QMB Di Natale et al. (1997)

Essigsauregehalt in Tomatenmark

Ranzigkeit von Butter MOS Hofmann et al. (1997)

Ranzigkeit von Pflanzendl, MOS Shiers und Farnell

Sortendifferenzierung von WeiBwein (1995)

Klebstoffart und -anteil in beleimten Spanen MOS Zurcher et al., 1997

Unterscheidung von Kaffeesorten, MOS Tan et al. (1995)

Wourst verschiedener Hersteller

Unterscheidung von Kaffeesorten MOS Gardner et al. (1992)

(gerostete Bohnen) Springett (1990)

Unterscheidung von Kaffeesorten MOS Aishima (1991b)

(gerostete Bohnen), Instantkaffee

Rotwein gleicher geographischer Herkunft, MOS Di Natale et al. (1996)

angebaut auf unterschiedlichen Weinbergen

Rostkaffee unterschiedlicher Herkunftslander MOS Lucas et al. (1996)

Cheddar-Kase unterschiedlicher Handelsklassen MOS Wijesundera und
Walsh (1998)

Qualitat von Hackfleisch MOS Winquist et al. (1993)

Aromaextrakte, MOS Hoffheins und Lauf

Verderb von Orangensaft und Milch (1990)

Pappe unterschiedlicher Hersteller MOSFET, Holmberg et al. (1995)

MOS
Trichloranisol in Kork leitende Poly- Hodgins (1995)

mere
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1.2.2 Anwendungen in der Umweltanalytik

Wenngleich im Bereich der Umweltanalytik die Entwicklung hochempfindlicher Ein-

zelsensoren zur selektiven Detektion bestimmter Schadstoffe im Vordergrund steht,

wird in jungerer Zeit auch der Einsatz von Multi-Sensor-Arrays zur Luftanalyse er-

probt. Tabelle 1.3 gewéhrt einen Einblick in Anwendungsgebiete zur Bestimmung

von gasférmigen Schadstoffen.

Tab. 1.3:  Anwendungsbereiche von Multi-Sensor-Arrays in der Umweltanalytik
Anwendungsbereich Sensortyp Autor(en)
Lésungsmittel QMB Chang et al. (1991)
SAW Ballantine und Wohltjen
(1989)
Diesel- und Losungsmitteldampfe QMB, SAW Dickert et al. (1997)
Losungsmittel QMB Carey et al. (1987)
S0O,, NH;, H,S, HCI, QMB Hlavay und Guilbault
Phosphororganische Verbindungen, Pestizide (1977)
NH,, H,S, HCI, Phosphororganische Pestizide, QMB Guilbaut (1982)
Toluol, CO
H,, NH,;, Ethylen, Ethanol MOSFET Sundgren et al. (1990)
CH,/CO-Gemische MOS Horner und Albertshofer
(1988)
Hierold und Mdaller
(1989)
organische Verbindungen unterschiedlicher MOS Oishi (1988)
Substanzklassen
Kraftstoffe fir Motoren und Turbinen MOS Lauf und Hoffheins
(1991)
H,, NH;, Methanol, Aceton, Benzol, Toluol MOS Mdller und Horner
(1986)
homologe Alkohole leitende Poly- Hatfield et al. (1994)
mere
Geruchsbelastigung in der Landwirtschaft leitende Poly- Persaud et al. (1996)
mere

10
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2. Signalverarbeitung und Datenauswertung
2.1 Signalverarbeitung

Die von den einzelnen Sensoren eines Multi-Sensor-Arrays gelieferten MeBdaten
sind zeitabhangige, elektronische Signale, die infolge der Wechselwirkung der Sen-
soren mit Inhaltsstoffen der Probe entstehen. Sie werden einer Datenvorverarbeitung
unterzogen, um anschlieBend mit Verfahren der multivariaten Statistik ausgewertet
werden zu kdnnen.

Signale von Chemosensoren werden fast ausschlieBlich mittels Transformation vor-
verarbeitet. Welcher Transformations-Algorithmus dabei verwendet wird, hédngt von
Aufbau und Typ des Multi-Sensor-Arrays, der MeBumgebung sowie der statistischen
Methode der Datenauswertung ab [Gardner und Bartlett, 1994]. Bei der Vorver-
arbeitung von MeBdaten aus mehrdimensionalen Arrays mit linearer Ansprech-
charakteristik (QMB) wird i. a. eine Signalnormierung nach x;;'= x; /le,-j durch-
geflihrt

2.2 Datenauswertung mit multivariaten Verfahren
Eine Messung, die mit einem Array aus j Einzelsensoren durchgefiihrt wurde, 148t
sich als j-dimensionaler Vektor x = (x; . x]-) darstellen: i Messungen der gleichen

Probe kénnen zu einer Klasse zusammengefasst und als Matrix X angordnet wer-
den. Die Matrix X enthélt daher j Spalten und i Zeilen:

/ X1 ... X]j\

X21 .. Xy

X - : : (I.1)

N/

Zur Erkennung von Mustern in Daten sowie zur Zuordnung von Objekten zu diesen

Xip - Xjj

Mustern verwendet man Methoden der multivariaten Datenanalyse. Man unter-

11
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scheidet dabei zwischen Methoden der Uberwachten Klassifikation und Methoden
der unuberwachten Klassifikation (Tab. 1.4 und Tab. I1.5).

Methoden der uniberwachten Klassifikation werden dazu benutzt, Gruppierungen

von Daten herauszufinden. Methoden der Uberwachten Klassifikation dienen dazu,

die Zugehdrigkeit von unbekannten Objekten zu bereits bekannten Datengruppen

(Klassen, Clustern) zu untersuchen.

Multivariate Techniken sind in der Literatur ausfihrlich beschrieben [u. a. Flury und

Riedwyl, 1983; Henrion und Henrion, 1994; Otto, 1997]. Sie werden in vielen natur-

wissenschaftlichen Disziplinen, hauptséchlich jedoch in der Chemie zur Planung und

Auswahl optimaler MeBverfahren sowie zur Gewinnung maximal relevanter Informa-

tion bei der Analyse von MeBdaten verwendet [Sharaf, 1986; Massart, 1988].

Tab. Il.4: Methoden der Uberwachten Klassifikation

Parametrische Methoden

Lineare Diskriminanzanalyse (LDA)

Nichtparametrische Methoden

Methode der k-nachsten Nachbarn
SIMCA-Methode

Neuronale Netzwerke (Kohonen,
Backpropagation)

Fuzzy-Methodik der unscharfen Mustererkennung

Tab. I1.5: Methoden der uniiberwachten Klassifikation

Faktorielle Methoden

Hauptkomponentenanalyse (PCA)

Faktorenanalyse (FA)
Singularwertzerlegung (SVD)
Eigenvektorprojektion

Ranganalyse
Karhunen-Loewe-Expansion
Maximum-Likelihood Faktorenanalyse
Hauptfaktorenanalyse

Clusteranalysen

hierarchische Clusteranalyse
nicht-hierarchische Clusteranalyse
Fuzzy-Methodik der unscharfen Clusterung

Graphische Verfahren

Chernoff-Gesichter
Darstellung als ,Sterne® und ,Sonnenstrahlen®

12
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Signalverarbeitungsmethoden und Klassifikationsstrategien, die in Multi-Sensor-Ar-
rays verwendet werden, besitzen groBe Ahnlichkeit mit den Prinzipien der biologi-
schen Geruchserkennung. Seit Persaud und Dodd (1982) diese Analogie erstmals
aufzeigten, werden Multi-Sensor-Arrays daher oftmals als ,elektronische Nasen® bzw.
.kunstliche Nasen“ bezeichnet.

Aus der Vielzahl multivariater Verfahren sollen die gebréuchlichsten im folgenden
vorgestellt werden.

Im Bereich der Chemie und Physik werden mit der Anwendung der multivariaten Da-
tenanalyse in den meisten Fallen eine der drei nachstehenden Zielsetzungen ver-
folgt.

1) Ermittlung der Gruppierung von Objekten
2) Zuordnung unbekannter Objekte zu bestehenden Objektgruppen
3) Vorhersage bestimmter Objekteigenschaften aufgrund vorliegender MeBdaten

Sowohl bei der Ermittlung von Objektgruppierungen als auch bei der Zuordnung un-
bekannter Objekte zu fixierten Objektgruppen spielt der Begriff der Klassifikation eine
zentrale Rolle — allerdings mit jeweils unterschiedlicher Bedeutung. Im ersten Fall
versteht man unter Klasssifikation die Ermittlung von Objektgruppierungen. Im zwei-
ten Fall erfolgt mit der Klassifikation die Zuordnung eines MeBdatensatzes zu bereits
vorgegebenen Gruppen. Im dritten Fall, bei der Vorhersage bestimmter Objekteigen-
schaften aufgrund vorliegender MeBdaten, spielt die Klassifikation keine Rolle.

Die mathematischen Verfahren, derer man sich zur Realisierung der drei oben ge-
nannten Zielvorstellungen bedient, werden im folgenden naher betrachtet.

2.2.1 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse bzw. Hauptachsentransformation ist das gebrauch-
lichste Verfahren zur Ermittlung von Objektgruppierungen. Sie ermdéglicht zum einen
die bequeme graphische Veranschaulichung der wesentlichen Struktur eines Daten-
satzes. Zum anderen bilden Hauptkomponenten neue statistische Variablen mit
glinstigen Eigenschaften, die sich auch in einer Reihe anderer Problemstellungen
(Regression, Klassifikation, Clusteranalyse) verwenden lassen. Bei der Auswertung
der MeBdaten von Multi-Sensor-Arrays erweist sich dieses Verfahren als besonders

13
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zweckmaBig, weil damit die Reduktion der hochdimensionalen Priméardaten auf einen
leicht interpretierbaren, niederdimensionalen Datensatz erfolgt. So kann z. B. die Un-
terscheidbarkeit mehrer Proben(klassen) festgehalten werden, da die MeBdaten von
Serienproben derselben Probenklasse zu unterscheidbaren Gruppen (Clustern) zu-
sammengefaBt werden kénnen.

In praxi gibt es verschiedene Ansétze zur Durchflihrung einer Hauptachsentransfor-
mation. Stets wird jedoch der zur Verfligung stehende Datensatz X von n Objekten
(MeBwerten) und p<n Variablen (Sensoren) zunéchst zentriert.

3T S, °

26

1 €1
S 3 3
» » 1 —e 1 0 2

* =

-3 -2 -1 1 2 3 X -1 -1
*-17 2 0

24

3L

Abb. 111 Zweidimensionaler Objektdatensatz, nicht zentriert
3ﬁ¥
Si
2 °

o 1+
S 2 2
1 1 1 1 1 1 1 1
3 2 -1 1 2 3 X =122
-1+ ° 1 -1

o 2

3L

Abb. 1.2  Zweidimensionaler Objektdatensatz, zentriert
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In einem eher statistisch orientierten Ansatz wird dann die empirische Kovarianz-
matrix Cxdes zentrierten Datensatzes nach

Ce=m-1)"-x" X (1.2)

berechnet. Im vorliegenden Beispiel ergibt sich die Kovarianzmatrix zu

1T (2421 (2 2
4-1 |2 12 - 11
-2

1

-2
1 [10 6
s E {6 10}

AbschlieBend werden die Eigenvektoren der Kovarianzmatrix Cx berechnet. Die Ei-

Ck

genvektoren sind identisch mit den Hauptachsen der Ausgangsdatenmatrix X. Im
vorliegenden Beispiel erhalt man die beiden Eigenvektoren

SUET

Durch Rangreduktion der Ausgangsdatenmatrix X erhélt man im vorliegenden Bei-
spiel einen eindimensionalen Datensatz X ".

, 2 2 1 4
X'= 114 1 '{1}: 0

2 2 4
1 -1 0

Die Objekte des Ausgangsdatensatzes lassen sich nun — subjektiv — in Klassen ein-
teilen. Im vorliegenden Beispiel liegt die Einteilung in drei Klassen nahe.

15
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3 —_
S 1. Hiuptachse
\\ 2 4 /‘
N 7
N 7
1 . e
| | | IPI | | Sz
T T T , \\ T T T
-3 2 -1 A 2 3
AT\
yd ~N
s’ S,
R 27 2. Hauptachse
34

Abb. 1.3  1.und 2. Hauptachse des zweidimensionalen Objektdatensatzes (n=4)

1. Hauptachse

Abb. I.4  Rangreduktion von X

In einem eher geometrisch orientierter Ansatz wird die Ausgangsdatenmatrix X nach
ihrer Zentrierung als Summe von Matrizen mit Rang 1 dargestellt.

X:T'PT:t]'p]+t2'p2+ ..... + tm Pm (11.3)

Die Vektoren ¢; werden als ,Scores®, die Vektoren p; als ,Loadings® bezeichnet. Die
Spaltenvektoren p; , sind wiederum die Eigenvektoren der Matrix X' X Die Rang-
reduktion von X bzw. die Reduktion der Matrix X auf signifikante Dimensionen erfolgt
dann durch Weglassen der letzten Glieder obenstehender Gleichung. Dies bedeutet
in praxi, daB die urspriingliche Datenmatrix X durch zwei kleinere Matrizen ¢; und p;

16
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angenéhert wird. Im vorliegenden Beispiel einer (2;4)-Datenmatrix X ist dies noch
bequem per Hand zu bewaéltigen, im Falle von héherdimensionalen Ausgangsdaten-
satzen bedient man sich spezieller iterativer Algorithmen wie z.B. dem NIPALS-
Algorithmus (Otto, 1997) zur Bestimmung von #; und p;.

Die Hauptkomponenten stellen neue unkorrelierte Variablen in der Form optimaler
Linearkombinationen dar. Sie kénnen mathematisch als die gewichtete Summe der
urspringlichen i gemessenen Variablen (Sensoren) aufgefaBt werden, graphisch
sind sie als die Projektionen der urspriinglichen Datenmatrix X auf die Faktorenwerte
t zu interpretieren. Jede hinzukommende Hauptkomponente beschreibt das Maxi-
mum an Varianz, das durch die vorangegangenen Komponenten nicht erfaBt wurde.
Die Elemente z. B. der ersten Hauptkomponente ergeben sich aus:

L =Xl + X202 + Xy lﬂ
for = Xoplyp + X2l + .o+ Xyl (11.4)

L =Xir by + Xiolpy + oo+ x5 0y

Zur graphischen Interpretation der Ergebnisse einer PCA verwendet man sog. Fak-
torenwerte-Darstellungen. Die Achsen des i. a. zweidimensionalen Diagramms wer-
den von den Hauptkomponenten aufgespannt, die Koordinaten der Objekte (Mes-
sungen) errechnen sich durch Wichtung mit den Komponenten der Eigenvektoren.

Fur die Entscheidung daruber, wieviele Hauptkomponenten notwendig sind, um die
ursprungliche Datenstruktur adaquat zu reproduzieren, stehen zahlreiche statistische
und heuristische Kriterien zur Verfligung. Zu den statistisch begrindeten Vorge-
hensweisen zéhlen der Sphérentest nach Bartlett [vgl. Marinell, 1979] und die Kreuz-
validierung [Wold, 1978]. Die am héaufigsten verwendeten heuristisch begriindeten
Verfahren sind der Scree-Test nach Cattell (1966), das Eigenwert-Eins-Kriterium
nach Kaiser (1959) sowie die Verwendung des Anteils der erklarten (kumulativen)
Varianz [vgl. Otto, 1997].

17
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2.2.2 Diskriminanzanalyse

Eine weitere wichtige Frage in der naturwissenschaftlichen Praxis ist es, neue Objek-
te unbekannter Herkunft einer von g mdéglichen — von vornherein fixierten — Gruppen
eines Ausgangsdatensatzes zuzordnen. Um Klassifikationsregeln aufstellen zu kén-
nen, muB die Verteilung und Lage der Muster im Merkmalsraum untersucht werden.
Dieses problemspezifische Verfahren wird als Diskriminanzanalyse' bezeichnet.

Betrachtet man die Muster als Punkte im mehrdimensionalen Raum, bilden sich flir
jede Klasse @; Punktwolken um den Schwerpunkt s Definiert man die Muster als
Vektoren im mehrdimensionalen Raum, wird eine Klasse @, durch eine Gruppe von
Ortsvektoren festgelegt. Die Zuordnung unbekannter Mustervektoren p erfolgt an-
hand ihres Musters in denselben Variablen wie im gegebenen Datensatz. Durch die
Wahl eines geeigneten Klassifikationskriteriums wird gewahrleistet, daB die Zuord-
nung des unbekannten Objekts mit mdglichst geringer Wahrscheinlichkeit der Fehl-
klassifikation vorgenommen wird.

Der Klassifikation kann, muB aber nicht zwingend, eine Dimensionsreduzierung (z.B.
mittels Hauptachsentransformation) vorausgehen. Im Gegensatz zur klassischen
Hauptachsentransformation ist das Ziel der hierbei vorgenommenen linearen Trans-
formation nicht die Maximierung der Varianz innerhalb des Gesamtdatensatzes. Es
ist vielmehr die Maximierung der Varianz zwischen den Gruppen bei gleichzeitiger
Minimierung der Varianz innerhalb dieser Gruppen. In praxi bedeutet dies, daB die
Vektoren einer Klasse im resultierenden Unterraum dicht beisammen liegen, wéh-
rend die Abstédnde der Mittelpunktsvektoren groB bleiben.

2.2.2.1 Hauptachsentransformation fir die Stoffklassifikation

Ein Transformationsverfahren zur Dimensionsreduzierung, das sich in Bezug auf die
Erhaltung der klassentrennenden Information als duBerst gunstig erweist, ist die ge-
neralisierte Karhunen-Loeve-Transformation (Horner, 1990; Niebling, 1996). Da sie
in der vorliegenden Arbeit zur Datenauswertung herangezogen wird, wird sie im fol-
genden in ihren Grundztigen vorgestellt.

! Ganz allgemein bezeichnet man statistische Entscheidungsverfahren, die ein Beobachtung p einer
bestimmten Gruppe gleichartiger Beobachtungen — einer Population w;— zuordnen, als Diskriminanz-
analyse

18
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Die Karhunen-Loeve-Transformation ist eine zweistufige lineare Transformation, an
deren Beginn eine Hauptachsentransformation der Klassenmittelpunkte der Merk-
malsvektoren steht. Man geht davon aus, daB der Abstand der Klassen durch den
Abstand ihrer Klassenmittelpunkte ausreichend beschrieben werden kann. Die Dis-
tanz der Klassenmittelpunkte ist jedoch nur unter Berucksichtigung der Klassen-
streuungen ein aussagekréftiges MaB flr die Trennbarkeit der Klassen. Im allgemei-
nen liegt eine optimale Klasseneinteilung dann vor, wenn die Streuungen innerhalb
einer Klasse klein und die Abstande zwischen den Klassen groB sind. Es muB jedoch
auBerdem gewaéhrleistet sein, daB alle Richtungen im Merkmalsraum bezlglich der
Klassenstreuungen gleichwertig sind. Zunachst wird deshalb eine mittlere Kovari-
anzmatrix @ die sog. Interklassenmatrix, nach

Cp =

1 g
—2.C 1.5

g =1 * (11-5)

ermittelt. Sie umfaBt die Klassenstreuungen um den Mittelwert. Sind die Streuungen
der Klassen in bestimmten Richtungen des Merkmalsraums ausgepréagter als in an-
deren, muB der Merkmalsraum homogenisiert werden. Man erreicht dies durch Uber-
flhrung der Interklassenmatrix in die Einheitsmatrix mit Hilfe einer linearen Transfor-

mation B nach
BT ¢_B=1 (1.6)

Die Matrix der urspriinglichen Klassenmittelpunkte ¢ wird mit Hilfe der Abbildungs-
vorschrift B in die Matrix ¢ * tiberfihrt.

pr=p- B omit p= I (1.7)

774

Erst dann wird die eigentliche Hauptachsentransformation mit der Matrix der modifi-
zierten Mittelwerte 1 * durchgefiihrt. Die dabei ermittelten Hauptachsen werden in der
Matrix J” zusammengefasst. Man hat nun eine Projektionsebene gefunden, auf der
die Klassenmittelpunkte mdéglichst groBen Abstand haben, ohne dabei die Streuung
innerhalb der Klassen zu verschlechtern. Ahnlich wie bei der unter 2.2.2.1 beschrie-
benen einstufigen Hauptachsentransformation des Ausgangsdatensatzes lassen sich
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aus dem Ergebnis der hier vorgestellten zweistufigen Hauptachsentransformation
Aussagen Uber die Bedeutung einzelner Sensoren flr den Klassifikationsproze3 ma-
chen. Ein einzelner Sensor ist umso bedeutender, je gréBer sein ,Score“-Koeffizient
ist.

AbschlieBend werden alle Merkmalsvektoren p! des Ausgangsdatensatzes trans-
formiert nach

paTlt - paTlt "BV (”'8)

= 5 - y -

= d =170 |=|p "

Abb. I.5 Transformation der Merkmalsvektoren bei der Stoffklassifikation

2.2.2.2 Klassifikatoren und Klassifikationskriterien

Wie bereits erwahnt, stellen sich Klassen von Objekten im mehrdimensionalen Raum
als Punktwolken um den Schwerpunkt der jeweiligen Klasse dar. Aufgrund dieser
Clusterung kann ein unbekanntes Muster — ein einzelner Punkt im mehrdimensiona-
len Raum — durch eine einfache Abstandsmessung klassifiziert werden. Das unbe-
kannte Muster wird dann derjenigen Klasse zugeordnet, welche den geringsten Ab-
stand zum unbekannten Muster aufweist. Mit der Wahl eines bestimmten Distanz-
maBes wird der Begriff ,Abstand” konkretisiert und quantifiziert.

Vom geometrischen Standpunkt aus betrachtet werden somit die Grenzen im Merk-
malsraum festgelegt, mit denen die Klassifikation eines unbekannten Musters vorge-
nommen werden kann.
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Euklidscher Abstand

Ein gebréuchliches DistanzmaB ist der Euklidsche Abstand dy. Er berechnet sich aus
dem Quadrat des Abstands zwischen dem Mustervektors p und dem Mittelpunkts-
vektor y; der Klasse w; . Er ist damit ein rein geometrisches AbstandsmaB. Ein unbe-
kanntes Muster p wird derjenigen Klasse zugeordnet, deren Mittelpunkt von allen g
Klassen den geringsten Abstand zu p besitzt.

Klassifikationsgrenze
\ < //
M
N
\ e,

2. Hauptachse

1. Hauptachse

Abb. I1.6 Prinzip der Klassenzuordnung mittels des Euklidschen Abstands

Ein Nachteil des Euklidschen Klassifikators besteht darin, daB er von den verschie-
denen Klassen gleiche Streuungen erwartet.

Gewichteter Euklidscher Abstand (Mahalanobisdistanz)

In der Praxis liegt oft eine ungleiche Streuung der Merkmale vor. In diesem Fall ver-
wendet man DistanzmafBe wie den gewichteten Euklidschen Abstand d),, da hierbei
die Streuungen der einzelnen Klassen berlicksichtigt werden. Zur Bestimmung der
Mahalanobisdistanz eines Musters p zum Mittelpunkt einer Klasse w; bendtigt man
die empirische Kovarianz Ck der ng Merkmalsvektoren dieser Klasse.

Der Mahalanobisabstand [Mahalanobis, 1936] ergibt sich dann unter Verwendung

der invertierten Kovarianzmatrix zu
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dM(pX>/uK) = \/(p)( _IUK)TCI?(])X —#K) (11.10)

Orte gleicher Mahalanobisdistanz zum jeweiligen Klassenmittelpunkt werden im
Merkmalsraum in Form von Ellipsen dargestellt. Der Abstand wird dabei so gewahlt,
daB die Ellipsen 99 % aller Muster einer Klasse einschliessen. Abbildung 1.7 zeigt
die Aufteilung des Merkmalsraums mit Hilfe des Mahalanobisklassifikators.

2. Hauptachse

1. Hauptachse

Abb. I.L7  Prinzip der Klassenzuordnung mittels des Mahalanobisabstandes

2.2.3 Stichprobenumfang und Dimensionalitat in Klassifikationsverfahren

Im praktischen Umgang mit Chemosensor-Arrays und der Auswertung mehrdimensi-
onaler Signalmuster sollten stets auch die beiden folgenden Aspekte der Untersu-
chungen néher betrachtet werden: Eignet sich das verwendete Chemosensor-Array
hinsichtlich Zahl und Art der verwendeten Einzelsensoren zur Lésung des Klassifika-
tionsproblems? Ist der Kalibrationsdatensatz hinreichend groB, um eine verlaBliche
Klassifikation zu gewahrleisten?

Zur Beantwortung dieser Fragen wird die Tatsache genutzt, daB in der Diskrimanz-
analyse zur Klassifikation von Mustern lineare Entscheidungsfunktionen der Form

dip) =wo+ w;-pr+ws-prt ..+ @ pr (I1.11)
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verwendet werden: Sowohl bei den Klassifikatoren selbst als auch bei den Abbil-
dungsvorschriften der Hauptachsentransformationen handelt es sich um lineare Ab-
bildungsvorschriften, die ebendieser Form entsprechen.

Die Entscheidungsregeln derartiger Funktionen lassen sich als lineare Ungleichun-
gen darstellen (Horner, 1990). Die Entscheidungsgrenze zwischen zwei Klassen liegt
dann bei d;=d,

Sollen n r-dimensionale Muster in zwei Klassen aufgeteilt werden, ergeben sich §
mogliche Klassenaufteilungen. Die Berechnung von S (Horner, 1990; Meyer-Brétz
und Schirmann, 1970) erfolgt nach

—~(n-1 .
2 - ;(Tj fir n>r+1 (11.12)

2" firn<r+1

Die Wahrscheinlichkeit p, mit einem linearen Klassifikator eine willklrliche Klassen-
einteilung vorzunehmen, ergibt sich zu

Zahl der linear trennbaren Klassen S

Pnr= T _ = (11.13)
' Zahl der méglichen Klassenaufteilungen A

bzw.

]_n- 4 n_lj ..
g 2 ;(—i firn>r+1 (11.14)

1 firn<r+1

In Abbildung I1.8 wird p,, , in Abhéngigkeit von der Musteranzahl n und der Merkmals-
dimension r dargestellt.
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Porl
1
0.5
n
0 ———
0 r+1

Abb. 11.8  Wahrscheinlichkeit p,,, n r-dimensionale Muster mit einem linearen
Klassifikator bei willktrlicher Klassenzuordnung in zwei Klassen einteilen
zu kénnen [Horner, 1990].

Die beiden eingangs gestellten Fragen lassen sich damit wie folgt beantworten:

Je gréBer die Anzahl der Merkmale, desto mehr beliebig verteilte Muster kénnen im
Merkmalsraum in eine willkUrliche Klasseneinteilung gezwungen werden. In praxi
bedeutet dies, daB flr einen zu kleinen Kalibrationsdatensatz die Hauptachsentrans-
formation stets einen Merkmalsraum liefert, in dem die als unterschiedlich definierten
Klassen getrennt vorliegen — unabhéngig davon, ob sich deren Signalmuster tatsach-
lich signifikant unterscheiden.

Dies bedeutet weiterhin, daB mit steigender Anzahl von Einzelsensoren im Array die
Wahrscheinlichkeit einer Fehlklassifikation zunimmt, falls die Dimensionalitat des Ka-
librationsdatensatzes nicht hinreichend groB ist. Die Verwendung hochdimensionaler
Sensorarrays kann sich daher unter Umstanden negativ auf die Zuverlassigkeit der
Klassifizierung auswirken, da mit der Erhéhung der Merkmalsdimension nicht
zwangslaufig auch die Anzahl der trennspezifischen Merkmale eines Signalmusters
zunimmt. In der industriellen Praxis verzichtet man daher auf die Verwendung hoch-
dimensionaler Sensorarrays, da die Erstellung der groBer Kalibrationsdatensatze
zeitaufwendig und kostspielig ist.

2.2.4 PLS-Verfahren

Wahrend die Klassifikationsverfahren in der Absicht angewendet werden, unbekann-
te Objekte bekannten Klassen zuzuordnen, wird mit der Anwendung von Verfahren
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der multivariaten linearen Regression’ ein vollig anderes Ziel verfolgt. Regressions-
methoden wie das PLS (Partial Least Squares)-Verfahren dienen dazu, schwer
meBbare Variablen oder ,abstrakte® Objekteigenschaften aus leicht meBbaren Er-
satzvariablen vorherzusagen. Mit der Regressionsrechnung laBt sich feststellen, ob
ein linearer Zusammmenhang zwischen einer bekannten nicht meBbaren Objektei-
genschaft und bestimmten meBbaren GréBen tatséachlich exisitiert. Das Hauptan-
wendungsgebiet der Regression in der analytischen Chemie ist die Kalibrierproble-
matik. Hier ist insbesondere die Konzentrationsbestimmung eines Analyten bzw. die
Vorhersage seiner Konzentration auf Basis geeigneter MeBsignale von Interesse.

Wahrend die Klasifikationsverfahren auf Datensatze angewendet werden, die bezlig-
lich der Objektmenge strukturiert sind, geht man bei der multivariaten Regression
von zwei unabhangigen Gruppen innerhalb der Variablenmenge aus. Die erste
Gruppe besteht aus den sog. Regressoren x;, X, ...X,, die zweite Gruppe aus den
sog. Regressanden y,, y,, ...y, (Niebling, 1996; Henrion und Henrion, 1995 ; Har-
tung, 1986).

Y =dapXp +dyXxat ...t dul Xn
Y2 =dpX; HdnX; ..o dp2 Xn (11.15)

Ve = digXp T dogXo + ...+ Gyg Xy

In der Chemosensorik stellen die Sensorsignale die Regressoren (x-Variablen) dar,
die Konzentrationswerte werden durch die Regressanden (y-Variablen) beschrieben.
Unter Verwendung des Ausgangsdatensatzes werden die Koeffizienten a; so be-
rechnet, daB die Summe zwischen den Schétz- und MeBwerten der y-Variablen mi-
nimal wird (Niebling, 1996).

Im Rahmen der linearen Regression ist das Gleichungssystem ¥ = X - 4 mit der un-
bekannten Matrix A zu I&sen. Zuvor wird mit den beiden Datenblécken (X, ¥) eine
(verknlpfte) Hauptachsentransformation mit Hilfe des PLS-Algorithmus (Niebling,
1996) durchgefiihrt. Diese Rangreduktion der Regressoren- bzw. Regressanden-

' Neben Verfahren der linearen Regression existieren auch multivariate Verfahren der nichtlinearen
Regression wie z.B. Neuronale Netze. Zum Studium dieser Techniken sei auf die Literatur (Zell,
1996) verwiesen.
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Matrix mittels Hauptachsentransformation ist notwendig: Nur falls die Anzahl der
Stichproben gleich ist mit der Anzahl der Regressoren, existiert eine eindeutige L6-
sung flr A, ansonsten ist das Gleichungssystem Y = X - 4 (berbestimmt. In praxi
hat dies eine wichtige Konsequenz: Anders als in der Diskriminanzanalyse muB in
der Regressionsanalyse die Zahl der Messungen die Zahl der Sensoren nicht not-
wendigerweise Ubersteigen, um die numerische Stabilitat der Analyse zu gewahrleis-
ten. Es ist im Gegenteil sogar von Vorteil, wenn die Zahl der Messungen und die
Zahl der Sensoren identisch sind.

Als Ergebnis der linearen Regression mit dem PLS-Algorithmus erhélt man schlieB3-
lich eine Abbildungsvorschrift A in Form einer (m;g)-Matrix.
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L Konzeptionelle Aspekte und theoretische Grundlagen des MS-Sensors

1. Konzept des MS-Sensors

1.1 Aufbau und MeBprinzip

Das Sensorsystem auf massenspektrometrischer Basis besteht aus denselben funk-
tionalen Einheiten wie herkémmliche Sensorsysteme: einem System zur Proben-
zufihrung, einer MeBzelle mit einem Sensorarray aus n einzelnen Sensorelementen
und einem System zur Datenverarbeitung (Abb. 1ll.1). Einzig die MeBzelle selbst ist
durch ein Massenspektrometer ersetzt, so daB der Array aus n Einzelsensoren in
einer Auswahl aus n Fragmentionen Entsprechung findet. Daher werden im weiteren
Verlauf dieser Arbeit die Begriffe Sensor und Fragmention synonym gebraucht.

T

() Headspace-Sampler

i

d .Offene Kopplung

LL:]7
Quadrupol-
Massenspektrometer

3 le=—
LI Il ——
0 ‘
© | I| | 1

Computer

Abb. lll.1  Schemazeichnung des MS-Sensors
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Wird eine Mischung fllichtiger Stoffe ohne Trennung ins Massenspektrometer lber-
flhrt, erfolgt die Aufzeichnung der Intensitaten dieser n Fragmentionen. Die gemes-
senen Intensitdten bilden das charakteristische Signalmuster des Fragmentionen-
Arrays, welches mit Methoden der mehrdimensionalen Signalverarbeitung ausge-
wertet werden kann. Die Analogien zwischen MS-Sensor und herkdmmlichen Multi-
Sensor-Arrays sind einander am Beispiel des Multi-Sensor-Arrays auf Schwingquarz-
Basis in Tabelle lll.1 gegenubergestellt.

Tab. lll.1:  Gegenliberstellung von Multi-Sensor-Arrays auf Schwingquarzbasis und MS-Basis

Multi-Sensor-Array Multi-Sensor-Array

auf Schwingquarz-Basis auf MS-Basis
Einzelsensor einzelnes Sensorelement mit Fragmention

gassensitiver Beschichtung
Sensorsignal Frequenzerniedrigung Intensitat des Fragmentions
Array aus n Einzel- n Sensorelemente mit unter- n unterschiedliche Fragment-
senhsoren schiedlichen Beschichtungen ionen
Auswertung der Datenverarbeitung mit Methoden Datenverarbeitung mit Methoden
MeBdaten der Mustererkennung der Mustererkennung

1.2 Stromungsverhaltnisse

Von entscheidender Bedeutung fir die Qualitét einer MeBapparatur ist die Wahl op-
timaler und aufeinander abgestimmter Gerateparameter. Um im vorliegenden System
sowohl eine reproduzierbare Direktinjektion im Sensor-Betrieb als auch eine funkti-
onsfahige Trennung mit akzeptabler Analysenzeit und Trennwirksamkeit im
Headspace-GC-MS-Betrieb zu gewéhrleisten, missen insbesondere diejenigen Pa-
rameter, die EinfluB auf die Strémung des Tragergases durch die Apparatur aus-
Uben, sorgfaltig gewéahlt werden. Neben dem Tréagergasvordruck sind dies die Di-
mensionen der verwendeten Kapillaren und die Arbeitstemperaturen der unter-
schiedlichen Bauteile. Im folgenden wird daher auf die apparativen Rahmenbedin-
gungen und die daraus resultierenden Strémungsverhélinisse naher eingegangen.
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Strémungen durch Kapillarrohre, deren nach

u-a-p
Re = .1
. (111.1)

mit a charakteristische Abmessung des durchstromten
Bauelements (hier a = 2-r)

1., dynamische Viskositat des stromenden Gases
u mittlere Stromungsgeschwindigkeit

p Dichte des stromenden Gases

berechnete Reynoldszahl Re kleiner als der kritische Wert von Re= 2300 ist [Edel-
mann, 1998], bezeichnet man als stabil laminar. Sie lassen sich durch das modifizier-
te Hagen-Poiseuille-Gesetz in einer Form beschreiben, welche der Expansion des
strémenden Gases infolge des l&ngs des Rohres abfallenden Druckes Rechnung
tragt [Edelmann, 1998]:

] _ d(p-V) _ rtem ‘(pl +p2)‘( _p) (|”2)

dt 8-1-1,, 2

mit [/ Gasstromung am Ausgang der Kapillare
Py Druck am Eingang der Kapillare
P> Druck am Ausgang der Kapillare
r Innendurchmesser der Kapillare
[ Lénge der Kapillare
s dynamische Viskositét des strémenden Gases

Analog gilt fir den GasfluB F' [Leibnitz und Struppe, 1984]

4
F, = 7 @) .3
1/2 SIUM 2‘p1/2 (pl p2) ( )

mit /7, GasfluB am Eingang (F,) bzw. Ausgang (F,) der
Kapillare, gemessen bei p, bzw. p,
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Befindet sich der Ausgang der Kapillaren im Hochvakuum, vereinfacht sich (l11.3) zu

d(p-V ‘. ’
| - (p-V) _ rm pi (111.4)
dt 8-1-m,, 2

Aus der allgemeineren Form

= L)~ (p, -p) (111.5)

|&Bt sich die Berechnungsformel flr den Strémungsleitwert /. ableiten. L ergibt sich
demnach zu [Edelmann, 1998]

L - —— (111.6)

1.3 MeBsignal bei Direktinjektion des Kopfraumgases

Der EinlaB unaufgetrennter gasférmiger Mehrkomponentengemische ins Massen-
spektrometer |4Bt sich in zwei Phasen einteilen. Die erste Phase besteht in der Ent-
spannung des Kopfraumgases in die offene Kopplung, die zweite Phase besteht in
der Uberfiihrung definierter Mengen des entspannten Gasgemisches ins Mas-
senspektrometer. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, daB die beiden Vorgénge
nicht in zeitlicher Abfolge, sondern parallel ablaufen, sobald der Dosiervorgang ein-
geleitet wird.

Das Prinzip, das der Entspannung des Probenheadspaces in die offene Kopplung
zugrunde liegt, ist die Expansion des Kopfraumgases von der Seite héheren Drucks
(druckbeaufschlagtes, thermostatisiertes Probenflaschchen) auf die Seite niedrigen
Drucks (Atmosphérendruck der offenen, beheizten Kopplung). Die Entspannung er-
folgt dabei nicht schlagartig. Der Druck im Probenflaschchen wird langsam und kon-
tinuierlich abgebaut, indem das Kopfraumgas durch die beheizte Transferkapillare
aus dem Probenflaschchen abgeflihrt wird.
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Der Druckabfall im Probenflaschchen geht mit einer Abnahme der Gasstrémung am
Ausgang der offenen Kopplung einher (Abb. 111.2).

Fluss am Splitausang
/Druck im Probenglas

Iniektionszeit

Abb. lll.2: Gasstromung am Ausgang der
offenen Kopplung / Druck im Probenglas wah-
rend der Injektion des Dampfraumgases

Unter den gegebenen MeBbedingungen kann man davon ausgehen, dafB es um eine
isenthalpische Expansion des Probenheadspaces handelt. Dies ergibt sich aus der
Abschatzung der Temperaturdnderung des expandierenden Dampfraumgases auf
Basis der Joule-Thomson-Koeffizienten p;; (Tab. 111.2).

Tab.lll.2 Joule-Thomson-Koeffizient bei Atmosphéarendruck und 298 K [Atkins, 1987]

Gasart Wt
(10°KPa™)

Helium -0,059

Stickstoff 0,25
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Die durch Expansion bedingte Abkuh-

1,,<0 lung des Kopfraumgases betragt
(Erwdrmung) 0,1°C. Sie ist damit so klein, daB sie
durch Aufnahme thermischer Energie
wahrend der Strémung durch die be-
heizten Transferkapillaren kompensiert
werden kann. Bei der Abschatzung der
auftretenden thermodynamischen Ef-
fekte ist zu berlcksichtigen, daB unter
den gegebenen Versuchsbedingungen
unterhalb der Inversionstemperatur

t t i
100 200 300 400 , ,
p [bar] versionstemperatur von Stickstoff ge-

arbeitet wird (Abb. 111.3).

von Helium, jedoch oberhalb der In-

Abb. lI.3: Vorzeichen des Joule-Thomson-
Koeffizienten flir Helium, Wasserstoff und
Stickstoff [Atkins, 1987]

Die Form des MeBsignals wird im wesentlichen davon bestimmt, ob und wie stark
sich die Gasphasenkonzentration des Analyten wahrend des Dosierungsvorgangs
andert. Die Konzentrationen fllichtiger Probeninhaltsstoffe im Dampfraum Uber einer
Probe wird durch deren Dampfdruckwerte und deren Verteilungskoeffizienten flir das
thermodynamische Gleichgewicht zwischen Matrix und dartber befindlichem Dampf-
raum bestimmt. Durch Abtransport von Probenmolekulen aus dem Flaschchen an-
dert sich wahrend des Dosierungsvorgangs die Konzentration des Analyten im
Dampfraum. Da der Druck im Probenflaschchen nur langsam abgebaut wird, andert
sich wahrenddessen auch der Dampfdruck des Analyten.

Bei Proben nattrlichen Ursprungs mit festen oder fllissigen Matrices hat dies in praxi
keinen EinfluB, da die Gasphasenkonzentrationen der fllichtigen Inhaltsstoffe im we-
sentlichen durch die Einstellung von deren Verteilungsgleichgewichten bestimmt
wird. Sie erfolgt nur sehr langsam und kann daher die Abnahme der Partialdriicke,
die die Analyten im Probenfldschchen ausiiben, nicht kompensieren. Auch die Ande-
rung des Dampfdrucks jedes Analyten wéhrend der Dosierung besitzt keine Bedeu-
tung, da sie klein gegenlber der Druckdifferenz der beiden Gaszustande ist. Folglich
ist von einer gleichbleibenden Konzentration der Probeninhaltsstoffe im Kopfraum

32



[l Konzeptionelle Aspekte und theoretische Grundlagen des MS-Sensors

Uber der Matrix auszugehen. Bei HS-MS-Messungen derartiger Proben werden Sig-
nale in Rechteckform erhalten (Abb. 111.4b).

Bei (flissigen) Reinsubstanzen treten die eben beschriebenen Matrixeffekte nicht
auf. Hier kann im Verlauf der Injektion eine kontinuierliche Zunahme des MeBsignals
(Abb. 1ll.4a) beobachtet werden. Das Bestreben zur Aufrechterhaltung des Partial-
drucks flihrt zu einer Zunahme der absoluten Konzentration in der Gasphase, da fir
Reinsubstanzen der Ubertritt von Molekilen in die Gasphase nur geringe kinetische
und thermodynamische Hinderung erféhrt.

t, Thermostatisierung
t, Druckbeaufschlagung

a t; Injektion
t, Spulvorgang
o

—p i —>: ¢ > <

v to ts ts

Abb. lll.4: MeBsignal bei HS-MS Analyse a) Reinsubstanz

b) Probe natlrlichen Ursprungs

2. Grundlegende Aspekte der Auswertung massenspektrometrischer Daten
mit multivariaten Methoden

In der modernen analytischen Chemie kann man zur Auswertung massenspektro-
metrischer Daten auf multivariate Techniken nicht mehr verzichten. Bei weitem am
haufigsten werden Methoden der Mustererkennung bei der sogenannten Biblio-
thekssuche verwendet, deren Ziel die Identifizierung unbekannter Verbindungen
durch Vergleich ihrer (experimentell ermittelten) Massenspektren mit Referenzspekt-
ren einer MS-Bibliothek ist.
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Bereits seit den frihen 70er Jahren wurde die Eignung zahlreicher Algorithmen zur
korrekten Klassifizierung unbekannter MS-Spektren untersucht, so daBB wegen der
unuibersehbaren Fllle der auf diesem Gebiet erschienenen Publikationen hier nur
Verweise auf Verdffentlichungen mit Ubersichtscharakter gegeben werden kénnen,
z.B. Justice und Isenhour (1974), Mellon (1977), Martinsen und Song (1985), McLaf-
ferty und Stauffer (1985) und McLafferty (1990). Die herausragende Bedeutung der
Mustererkennung in der laboratorischen Praxis ist daran zu erkennen, daB heutzuta-
ge im Lieferumfang nahezu jedes Massenspektrometers neben der NIST/EPA-NIH
MS-Bibliothek auch die entsprechende Software zur Bibliothekssuche inbegriffen ist.
Darliberhinaus werden multivariate Methoden dazu herangezogen, auf der Basis von
MS-Daten Strukturvorhersagen zu treffen [Isenhour und Jurs, 1971; Justice und I-
senhour, 1975].

Die praktische Anwendung von Methoden der Mustererkennung zur Interpretation
und Klassifizierung von Substanzgemischen anhand ihrer Gesamtspektren wurde
bislang nur im Zusammenhang mit Pyrolyse-Massenspektrometrie behandelt [Voor-
hees und Tsao, 1985; Anklam et al., 1998], obwohl die Anwendung der Faktoren-
analyse auf Massenspektren binarer Mischungen [Lawton und Sylvester, 1971; Sha-
raf und Kowalski, 1981; Sharaf und Kowalski, 1982; Ritter et al., 1976] und ternarer
Mischungen [Sharaf et al., 1986] bereits ausflhrlich diskutiert wurde.

Die grundlegende Voraussetzung flir die Auswertung massenspektrometrischer Da-
ten mit multivariaten Techniken besteht darin, daB das (Gesamt-)Massenspektrum
einer unaufgetrennten Mischung aus n Komponenten sich als Linearkombination der
(Einzel-)Spektren dieser n Komponenten darstellen 148t. Jedes Einzelspektrum wird
durch einen n-dimensionalen Vektor reprasentiert, dessen Dimension n durch die
Zahl der Fragmentierungsbruchstlicke bestimmt wird. Das Gesamtspektrum der Mi-
schung ergibt sich wiederum als gewichtete Summe der Einzelspektren A... N der in
der Mischung enthaltenen Verbindungen. Wichtungsfaktoren sind die jeweiligen Mo-
lenbriiche f der Komponenten in der Mischung. Flir das Gesamtspektrum S gilt dem-
nach:

S=fA+HpB+. ..+ N (11.7)
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Die Intensitét jeder Masseposition m/z (s;) dieses Gesamtspektrums berechnet sich
nach

S :faa,- Jf_fbbiJr... JF_]sql/li (|||8)

aus den Intensitaten der Massepositionen q; ... n; der jeweiligen Einzelspektren. Sind
die Einzelspektren und die Molenbruche der an einer Mischung beteiligten Verbin-
dungen bekannt, |48t sich das Gesamtspektrum dieser Mischung nach (111.8) berech-
nen.

3. Vorteile des MS-Sensors

Mit der Wahl der Massenspektrometrie als Sensortechnologie werden nicht nur die
an die Einzelsensoren gestellten Anforderungen bezlglich Ansprechverhalten, Lang-
zeitstabilitdt und Reproduzierbarkeit erflillt, sondern auch die flexible Anpassung des
Arrays an das MeBproblem ermdglicht. Durch Auswahl von Fragmentionen, die re-
presentativ flr die zu erfassenden Probeneigenschaften sind, kann das Array hin-
sichtlich GréBe und Selektivitéat flr jede Anwendung maBgeschneidert werden. Je
nach Aufgabenstellung kann die Diskriminierung auf Basis von Inhaltsstoffen unter-
schiedlichster Konzentrationen erfolgen. Sind die Intensitdten der gewéahlten Frag-
mentionen sehr klein, erfolgt die Registrierung der Fragmentionen zweckmaBi-
gerweise mit Hilfe der Selected lon Monitoring-Technik. Dies gewahrleistet gréBt-
mdgliche Empfindlichkeit und ist insbesondere dann von Interesse, wenn Neben-
oder Spurenkomponenten flur die zu erfassende Probeneigenschaft verantwortlich
sind. Sollen Unterschiede in der Zusammensetzung der Hauptkomponenten erfafit
werden, sind die Intensitdten der gewahlten Fragmentionen in den meisten Féllen
groB genug flr eine Aufnahme des kompletten Massenbereichs mittels Full-Scan-
Technik. Mit einem nutzbaren linearen Bereich von 10° GréBenordnungen und Nach-
weisgrenzen im ppt-Bereich ist ein Sensorsystem auf massenspektrometrischer Ba-
sis im Hinblick auf universelle Einsetzbarkeit und Nachweisempfindlichkeit jedem
herkémmlichen Chemosensor Uberlegen.

Ein weiterer Vorteil gegenulber géngigen Systemen liegt darin, daB man sich mit der
Verwendung der Massenspektrometrie ein in allen Details bekanntes, einheitliches
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physikalisches MeBprinzip zunutze macht. Auf verschiedenen MS-Sensoren erfolgte
Klassifikationen sind daher vorbehaltlos miteinander vergleich- und lbertragbar. Die
flr den wissenschaftlichen Informationsaustausch stets geforderte Gleichartigkeit der
Ergebnisse ist bei Verwendung der Massenspekirometrie als neuartiger Sen-
sortechnologie erstmals gegeben: Dies ist insofern ein entscheidender Fortschritt, als
bislang weder die vergleichende Bewertung der mit Sensorsystemen unter-
schiedlicher Technologie erhaltenen Ergebnissen noch die verléssliche Ubertragbar-
keit der mit unterschiedlichen Systemen desselben Typs erhaltenen Aussagen mdg-
lich war.
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IV Apparativer Aufbau des verwendeten MS-Sensorsystems

In diesem Kapitel wird das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Sensor-
system auf massenspektrometrischer Basis, im folgenden auch kurz als MS-Sensor
bezeichnet, vorgestellt. Dabei steht zunéchst der detaillierte Aufbau der Apparatur im
Vordergrund. AnschlieBend wird ndher auf die zugrundeliegenden MeBprinzipien
eingegangen. MeBanordnung und MeBverfahren wurden patentrechtlich geschuitzt
[Patentschrift DE 19713194C2].

1. Aufbau des Gesamtsystems

Das System bestand aus vier Funktionsbereichen, sein Aufbau ist in Abb. IV.1 sche-
matisch dargestellt.

¢ Probenaufgabesystem — Headspace-Sampler HS 40
zur Probenzuflihrung unter Einsatz der statischen Headspace-Technik

e Gaschromatographische Einheit — Siemens Sichromat 1-4
zur Bereitstellung einer thermostatierbaren Umgebung flir 6-Wege-Ventil und of-
fene Kopplung sowie zur Durchfliihrung der gaschromatographischen Trennung

e Detektionssystem — Quadrupol-Massenspektrometer Finnigan 4500 (Finnigan,
Bremen) zur lonisierung und Analyse der Probenbestandteile

e System zur Datenauswertung — Personal Computer Pentium 133 MHz
zur automatischen Steuerung, MeBwerterfassung und MeBwertbearbeitung

Das entwickelte System besaB zwei Funktionen:

Neben der Direktinjektion des Kopfraumgases ohne Trennung (Abb. IV.2, Ventilstel-
lung 1) war durch Umschalten des 6-Wege-Ventils (Valco, Schweiz) die Injektion auf
eine gaschromatographische Trennsaule moglich.

37



IV Apparativer Aufbau
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Abb. IV.1: Schemazeichnung des verwendeten MS-Sensors
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9))

Ventilstellung | (HS-MS) Ventilstellung Il (HS-GC-MS)

Abb. IV.2: Ventilstellungen zur Durchfiihrung von H8-MS und HS-GC-MS-Analysen

Das System konnte also je nach Bedarf als MS-Sensor (Direktinjektion ohne Tren-
nung) oder als Headspace-GC-MS-System (mit gaschromatographischer Trennung)
genutzt werden. Dies war insofern von Vorteil, als auch die im Rahmen der Entwick-
lung einer MeBmethode oftmals notwendige Identifizierung unbekannter Probenbe-
standteile in derselben MeBumgebung vorgenommen werden konnte wie die jeweili-
gen Sensormessungen.

2. Headspace-Probenaufgabesystem

Bei der statischen Headspace-Analyse wird die zur Messung gelangende Probe ei-
nem abgeschlossenen statischen System, der verschlossenen Headspace-Flasche,
entnommen. Dies erfolgt, nachdem sich das thermodynamische Gleichgewicht zwi-
schen flissiger/fester Matrix und dem darlber befindlichen Dampfraum eingestellt
hat.
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Die Probenaufgabe erfolgte automatisiert mit Hilfe eines Headspace-Samplers der
Firma Perkin Elmer, Modell HS 40.

Abb. V.3 zeigt das Prinzip, das der hier verwendeten Probenaufgabetechnik zugrun-
de liegt. Die Probenaufgabe bestand im wesentlichen aus drei aufeinanderfolgenden
Schritten: der Thermostatisierung des Probenfldschchens, der Druckbeaufschlagung
und der Entspannung des Headspaces.

Eine Hohlnadel aus Edelstahl bewegte sich in einem beheizten Flhrungszylinder,
welcher zur Verhinderung von Kontamination standig mit einem schwachen Gas-
strom gespult wurde. Wahrend das Fléschchen thermostatisiert wurde, befand sich
die Injektionsnadel in Standby-Stellung (Abb. A). Dabei war der Flhrungszylinder
durch Membranen aus Silicongummi gasdicht abgeschlossen. AnschlieBend erfolgte
die Druckbeaufschlagung (Abb. B): Die Nadel durchstach das Septum des Proben-
flaschchens und ermdéglichte so den FluB von Tragergas ins Gléschen.

Der darin aufgebaute Druck entsprach dem Trégergasvordruck, welcher geréteseitig
am Headspace-Sampler vorgewahlt werden konnte. Nachdem die Druckbeaufschla-
gung erfolgt war, wurde der Dosiervorgang ausgeldst. Dazu schloB sich das Mag-
netventil 1, und die Zufuhr von Trégergas wurde kurzzeitig unterbrochen (Abb. C).
Der folgende Druckausgleich zwischen Probenfldschchen und ,Injektor®, d.h. dem
Ende der Transferkapillaren, war gleichbedeutend mit der Probenaufgabe in den ,In-
jektor: Die injizierte Gasmenge war variabel, sie wurde Uber die Dauer des Injek-
tionsvorgangs gesteuert. Durch Offnen des Magnetventils 1 wurde der Dosiervor-
gang beendet. Da der wiederhergestellte Vordruck des Tragergases gréBer als der
Restdruck im Probenfldschchen war, wurde mit Offnen des Ventils 1 die Férderung
der Probe sofort unterbunden. Das nachstrémende Tréagergas spulte die Transfer-
kapillare und Dosiernadel von Probe frei.

Die hier verwendete Injektionstechnik brachte es mit sich, daB im Verlauf eines Do-
siervorgangs die Gasstrébmung aus dem Probenfldschchen absank (siehe auch
Kap. 111.1.3). Um die FluBrate der Gasstrémung ins Massenspektrometer konstant zu
halten, war die Verwendung einer offenen Kopplung zwischen Massenspektrometer
und Aufgabesystem zwingend notwendig.
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Die statische Headspace-Technik ist eine Methode der Probenzuflihrung, die hervor-
ragend zur Erfassung der leicht- und mittelfllichtigen Inhaltsstoffe einer Probe geeig-
net ist. Sie ist nicht nur auf Probengut unterschiedlicher Matrices (fest, fllssig, gas-
férmig) anwendbar, sondern es entfallen auch aufwendige Arbeitsschritte wie das
Extrahieren der Probe, das Clean-up und die Aufkonzentration. Da automatisierte
Headspace-Sampler, seit Mitte der 70 er Jahre bereits kommerziell erhéltlich, einen
hohen Probendurchsatz gewéhrleisten, ist die Messung einer Vielzahl von Einzel-
proben einfach und schnell zu bewéltigen. Da dies vor allem im Falle einer Daten-
auswertung mittels multivariater Datenanalyse zwingend erforderlich ist, sind viele
kommerziell erhéltliche Chemosensorsysteme mit Headspace-Autosamplern aus-

gestattet.

3. Stréomungsverhaltnisse

3.1 Aparative Rahmenbedingungen

Tab. IV.1 gibt eine Ubersicht (iber die apparativen Rahmenbedingungen.

Tab. IV.1: Apparative Gegebenheiten

Kapillare i.D. |
(mm) (m)

HS-Transferkapillare 0,32 1,75

Verbindungskapillare 0,50 0,05

6-Wege-Ventil/offene Kopplung

Spulgasausgang der offenen 0,50 0,20

Kopplung

MS-Restriktionskapillare 0,18 3,00

GC-Saule 0,25 30,00

2,4 m der MS-Restriktionskapillaren befanden sich im Ofen des GC. Von den 0,6 m
der Kapillaren, welche sich auBerhalb des Ofenraums befanden, wurden 45 cm mit
Hilfe eines Heizungsbandes auf einer Temperatur von 160 °C gehalten. Die verblie-
benen 15 cm wurden in der MS-Eingangsverschraubung auf 250 °C gehalten.
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3.2 Stréomungskennzahlen

Tab. IV.2 gibt eine Ubersicht tiber die aus den apparativen Rahmenbedingungen re-
sultierenden Strémungskennzahlen.

Tab. IV.2: Stromungskennzahlen

Betriebs- Gasweg: T ac Pe Pa L Re F, F,
art durch:strc")mte (°C) (bar) (bar) (1 o’ (ml/ (ml/
Bauteile m3/s) min) min)

HS-MS-Analyse

HS-Kapillare und 150 2,00 1,01 1,19 11,44 44,60
Verbindungs-
kapillare

MS-Kapillare 150 1,01 HV 4,42 0,35 0,80
HS-GC-MS-Analyse
HS-Kapillare 150 2,00 1,98 1,58 0,30 0,60

GC-Saule und 50 1,98 1,01 3,16 0,61 1,16
Verbindungs-
kapillare

MS-Kapillare 50 1,00 HV 5,44 0,71 1,00

Wie aus Tab. IV.2 ersichtlich ist, war auf dem gesamten Gasweg die kritische Rey-
noldszahl Re= 2300 mit Werten zwischen 0,30 und 11,44 so weit unterschritten, dafB
die Strébmung mit Sicherheit als laminar angenommen werden konnte und damit
durch das Hagen-Pouiseuillesche Gesetz (lI.2) beschrieben wurde. Die nach (lI1.3)
errechneten FluBraten am Eingang (F,) bzw. am Ausgang (F,) der Kapillaren sind
ebenfalls in Tab. IV.2 aufgenommen.
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4, Leistungsfahigkeit der Arbeitsweise und Apparatur

4.1 MeBsignal

Der praktische Einsatz der Datenauswertung mittels Hauptkomponentenanalyse ist
immer auch daran zu bemessen, ob die MeBsignale hinsichtlich Intensitat und Form
ausreichend reproduzierbar sind. Vor allem die Signalform ist eng mit der Aufgabe-
technik und den physikalischen Vorgéangen wéhrend der Probeninjektion verknlpft.
Nachdem die apparativen KenngréBen des Sensor-MS-Systems bereits unter V.3
erldutert wurden, schlieBt sich nun eine differenzierte Betrachtung leistungsbestim-

mender Parameter an.

Abb. IV.4 zeigt den zeitlichen Verlauf der Gasstrémung mit und ohne Spllgasstrom
von 10 ml/min flr einen Tragergasvordruck von jeweils 1 bar. Sie wurde wahrend der
Injektion des Probenheadspaces am Ausgang der offenen Kopplung gemessen.

50 Flr eine Injektionszeit von bis
zu 1,6 min war der GasfluB aus
dem Probenflaschchen gréBer
als der GasfluB ins Massen-

Fluss

spektrometer, so daB wéhrend-

dessen ein stabiles MeBsignal

0 1 2 3 erhalten wurde.

Iniektionszeit

Abb. IV.4 Gasstromung am Ausgang der
offenen Kopplung — mit und ohne
Splilgasstréomung

In Abb. IV.5 sind die Gasstrémungen am Ausgang der offenen Kopplung flr ver-
schiedene Tragergasvordruckwerte gegentbergestellt. Der Spullgasstrom betrug hier
jeweils 10 ml/min. Fur Vordruckwerte >1 bar waren nur MeBsignale flr Injektionszei-
ten <1 min nutzbar, da bereits nach 0,5 min der FluB aus dem Probenflaschchen auf
Werte <1 ml/min sank und somit kleiner als der GasfluB ins MS wurde.
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4.2
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Abb. IV.5 Gasstromung am Ausgang der

Wiederholbarkeit

offenen Kopplung — verschiedene

Tragergas-vordruckwerte

Die Leistungsfahigkeit der Arbeitsweise kann am besten anhand der Reproduzier-
barkeit einer Analyse Uberprift werden. Zu diesem Zwecke wurde eine Probe, Pen-
tan in Maiskeimdl (Konzentration 17 ppm), jeweils in 10 Flaschen geftillt und sowohl
im HS-MS als auch im HS-GC-MS Modus analysiert. Aus den registrierten Chroma-
togrammen wurden die Signalhéhen der Fragmentionen m/z 57 und m/z 72 entnom-

men und die relativen Standardabweichungen berechnet.

Tab. IV.3: Daten zur Wiederholbarkeit von HS-MS und HS-GC-MS Analysen

ty  Tec / S S (%) 14
(min) (°C)
m/z 72 57 57 72 57 72 57 72
HS-MS | 1 150| 1255 589 39 21 3,1 3,5| 1255 4776
+39 + 158
HS-GC-MS | 1 5010583 4776 327 158 3,1 3,3/10583 4776
+328 + 158

= o~

Inj

lonenintensitat, Mittelwert aus 10 Messungen

Standardabweichung

Vertrauensgrenze fur I mit

+ I bei einer statisti-

n

schen Sicherheit von 99,73 % (3c-Regel)

Tsc Ofentemperatur

Injektionszeit,
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Aus Tab. IV.5 geht hervor, daB sich Messungen im HS-MS Betrieb und im HS-GC-

MS-Betrieb mit Standardabweichungen < 3,5 % ausflihren lieBen.

4.3 Linearitat

Bei den in der analytischen Praxis untersuchten Proben handelte es sich um ideal
verdlunnte Mischungen. Die Dampfdruckwerte und die Gas/Matrix-Verteilungskoeffi-
zienten der Inhaltsstoffe sind somit keine Funktion der Konzentration. Die gemesse-
nen Signalhéhen (bzw. Signalflachen) nehmen linear mit steigender Stoffmenge der
Substanzen in der Mischung zu. Um zu Uberprifen, ob diese Proportionalitét in praxi
gewabhrleistet ist, wurde Pentan in Konzentrationen zwischen 17 ppm und 100 ppm in
Maiskeimdl vorgelegt und sowohl mittels HS-MS als auch mittels HS-GC-MS-Analyse
vermessen. Mit SIM-Technik wurden Massenchromatogramme der Fragmentionen
m/z 57 und m/z 72 aufgezeichnet. Die ermittelten Signalhdhen und Signalflachen
sind in Tab. V.6 aufgeflhrt.

Tab. IV.4: Abhangigkeit der Signalhéhen und Signalflachen der Fragmentionen m/z 57 und
m/z 72 von der Pentankonzentration und der Injektionszeit

Cp tioj Signalhohe * Signalflache *
(PPm)  (min) (Zahlereignisse) (10° Zahlereignisse)

m/z 57 m/z 72 m/z 57 m/z 72

HS-MS 17 3,00 1261 594 25,00 10,30
50 3,00 2803 1414 56,44 28,12

75 3,00 4354 1897 90,41 37,44

17 0,50 1015 548 2,58 1,31

17 1,00 1120 578 7,52 2,81

HS-GC-MS 17 0,25 5689 2334 5,20 1,92
17 0,50 9183 3806 10,78 4,52

17 1,00 11019 5805 17,60 7,81

50 1,00 34999 8648 126,99 31,55

75 1,00 73776 26327 277,43 100,13

& Mittelwert aus 2 Messungen
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In den Abbildungen IV.6 und IV.8 ist fir m/z 57 und m/z 72 die Abhangigkeit der Sig-
nalhéhe von der Pentan-Konzentration fir die HS-MS-Analyse und die HS-GC-MS-
Analyse dargestellt. Der EinfluB variabler Injektionszeiten auf die Peakflachen von
m/z 57 und m/z 72 wird in den Abbildungen IV.7 und IV.9 gezeigt. Es 1aBt sich eine
lineare Abhéngigkeit der Signalhéhen der Fragmentionen m/z 57 und m/z 72 von der
Konzentration der vorgelegten Probe feststellen. Diese liegt sowohl flr die HS-MS-
Analyse als auch die HS-GC-MS Analyse vor. AuBerdem kann die Proportionalitat
von Signalflache und Konzentration des untersuchten Inhaltsstoffs bestétigt werden.
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Abb. IV.6: Signalflachen bei verschiedenen Pentan-
konzentrationen (HS-MS-Analyse)

30
oy .
7 -7
L= 20+ -
c D P
T o -
58 e
c g
.g:m 10 + // ,’/‘
(D©N P ,””
o - -
— P
N— Z -
0 f f f
0 50 100 150 200

Injektionszeit (s)

Abb. IV.7: Signalflachen bei verschiedenen Injektions-
zeiten (HS-MS-Analyse)
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Abb. IV.8: Signalflachen bei verschiedenen Pentan-
konzentrationen (HS-GC-MS-Analyse)
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Abb. IV.9:  Signalflachen bei verschiedenen Injektions-
zeiten (HS-GC-MS-Analyse)

4.4 Empfindlichkeit

Im folgenden werden die Empfindlichkeiten bei Injektion im HS-MS und bei Injektion
im HS-GC-MS-Betrieb gegentbergestellt. Die Empfindlichkeit einer Messung steht im
direkten Zusammenhang mit der durch die Restriktionskapillare begrenzten Gas-
strdmung ins Massenspektrometer. Im Falle der Direktinjektion wird der Proben-
headspace auf den in der offenen Kopplung herrschenden Druck von 1bar ent-
spannt. Die ins Massenspektrometer injizierte Gasmenge V,,; ergibt sich als Produkt
aus der FluBrate F),5 der MS-Restriktionskapillaren und der Injektionszeit 7;,,.
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V. =t, Fg (IV.1)

Mit der nach (lll.3) berechneten FluBrate von 0,8ml/min (Tab.IV.2) in der
MS-Transferkapillaren ergibt sich bei einer Ofentemperatur von 150 °C ein Splitver-
héltnis von 1:56. Da der Beaufschlagungsdruck des Probenflaschchens in jedem
Falle gréBer als der in der Kopplung herrschende Druck von 1 bar ist, kann man im
Fall der Direktinjektion von einem sogenannten Uberdruck-Probenaufgabesystem
sprechen. Dies geschieht in Anlehnung an eine bereits von Goéke (1970) und
Pauschmann (1972) beschriebene Kopplung von Headspace-Sampler und Gas-
chromatograph, in der ein split/splitless-Injektor als Kopplungskomponente fungiert.

Anders verhielt es sich, sobald das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte System als
Headspace-GC-MS System genutzt wurde. In Ventilstellung Il waren Headspace-
Transferkapillare und gaschromatographische Trennséule lUber zwei benachbarte
Ausgénge des 6-Wege-Ventils (Abb. IV.2) direkt miteinander verbunden, die Ent-
spannung des Kopfraumgases erfolgte hier durch die gaschromatographische
Trennséule in die offene Kopplung. Im AnschluB daran fand im Laufe der gaschro-
matographischen Analyse temperaturabhéngiges Nachsédulensplitting statt. War bei
der Injektion des Kopfraumgases die Ofentemperatur kleiner als die Betriebstempe-
ratur der HS-Transferkapillaren, war die Empfindlichkeit aufgrund einer durch ,Kon-
densation® bewirkten ,Aufkonzentrierung® proportional zur gewahlten Injektionszeit.
Zusatzlich hatten die physikochemischen Eigenschaften (Fllchtigkeit) und das
gaschromatographische Verhalten (Retentionszeit) der jeweiligen Verbindung Einflu
auf ihre Nachweisgrenze. Der Druck im Probenflaschchen entsprach dem Vordruck
der gaschromatographischen Trennsdule, man bezeichnet diese Dosierungstechnik
deshalb als ,balanced pressure sampling® oder ,Gleichdruckdosierung®.

In Tabelle IV.5 werden flr Pentan der Konzentration 17 ppm (in Maiskeimdl) die Sig-

nalhéhen und die Signal/Rauschverhéltnisse der Fragmentionen m/z 57 und m/z 72
im HS-MS-Betrieb denen im HS-GC-MS-Betrieb beispielhaft gegenlbergestellt.

49



IV Apparativer Aufbau

Tab. IV.5: lonenintensitaten und Signal/Rausch-Verhaltnisse bei HS-MS- und HS-GC-MS-
Analyse

i Tusax  Tac Signalhohe ? S/N*®
(min)  (°C) (°C)

m/z57 m/z72 m/z57 m/z72

HS-MS 1 140 150 1261 594 13 4
HS-GC-MS 1 140 150 105637 4500 70 30
HS-GC-MS 1 140 60 11019 5805 73 38

& fiir HS-MS-Analyse Mittelwerte der scans 980-1080, Mittelwert aus 2 Messungen
far HS-GC-MS lonenintensitat im Peakmaximum; Mittelwert aus 2 Messungen

Wie aus Tab. IV.5 hervorgeht, ist flr Pentan bei einer Konzentration von 17 ppm das
Signal/Rausch-Verhéltnis der Fragmentionen m/z 57 und m/z 72 bei gleicher Ofen-
temperatur von 150 °C und Injektionszeit 1 min im HS-MS-Betrieb 5,4 fach kleiner als
jenes im HS-GC-MS-Betrieb. Da die Temperatur der MS-Restriktionskapillaren bei
beiden MeBreihen gleich hoch (150 °C) war, ergab sich auch flr beide MeBreihen
derselbe FluB ins Massenspektrometer (0,8 ml/min, Tab. IV.2). Man sollte also fur
beide MeBreihen zunédchst auch dhnlich groBe Empfindlichkeiten erwarten, zumal die
Elutionstemperatur von Pentan mit T= 60 °C wesentlich kleiner ist als die Ofen-
temperatur 150 °C. Als Grund fir die niedrigere Empfindlichkeit im HS-MS-Betrieb
kann die Anwesenheit von Stickstoff, Sauerstoff und Wasser (sog. Restgas) in der
lonenquelle angenommen werden, welche bei der Direktinjektion des Proben-
headspaces aus dem Probenfldschchen gemeinsam mit dem Analyten ins Mas-
senspektrometer gelangt. Im Vergleich zu Helium sind die gaskinetischen StoBradien
dieser Gase 2- (N,, O,) bis 3-mal (H,O) so groB, ihre mittleren freien Wegléngen,
z. B. fir N, und O,, halb so groB (Tab. IV.6). Dies fuhrt im Falle der Direktinjektion
aufgrund hoher StoBwahrscheinlichkeit zwischen Analyt und Restgas zu ver-
minderter Transmission. Als weitere mdégliche Ursache flr die herabgesetzte Emp-
findlichkeit kommen die vergleichsweise geringen lonisierungsenergien (Tab. IV.6)
und groBen lonisierungsquerschnitte von N,, O, und H,0 in Frage. Sie bewirken, daB
in verstarktem MaBe Restgas-Moleklle ionisiert werden, welche dann durch Cou-
lomb-AbstoBung die Fokussierung geladener Fragmentionen des Analyten stéren.
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Tab. IV.6: Gaskinetische StoBradien r oo, mitt- <
. . o £
lere freie Weglange A o, lonisie S 44
rungsenergien W, fir ausgewahlte eo
Gase bei T oo — 0, pp,=1,33 mbar, -
nach Edelmann (1998) g 31
Gas roo- A o Wion o)
bei T bei T o5, Po
(10m)  (10°m) (eV)
He 1,3..123 11,90 24,50 1
N, 1,60 6,10 15,80
0 148 6,87 12,5 I8 aa—
2 ’ ’ ’ 0 50 100 150 200
H,0 1,34 9,50 E, (eV)

Abb. 1V.10: lonisierungsquerschnitte Q
fir ausgewahlte Gase bei
ElektronenstoB in Abhangig-
keit von der Elektronen-
energie, nach Edelmann
(1998)

Ahnlich groBe Empfindlichkeiten im HS-MS- und HS-GC-MS-Betrieb sind dann zu
erwarten, wenn die beim Verschliessen des Probenglaschens in den Gasraum ein-
gebrachte Luft vor der Messung durch Helium ersetzt wird. Dies erfordert allerdings
einen erheblichen Mehraufwand bei der Probenvorbereitung und ist daher selbst bei
durchnittlichem Probenaufkommen in praxi nicht realisierbar.

Erfolgt die Injektion im HS-GC-MS-Betrieb bei 60 °C Ofentemperatur, ist das Sig-
nal/Rausch-Verhéltnis fir m/z 57 mit S/N um 4,3 % hdher, flir m/z 72 um 26,7 % hé-
her als bei 150 °C Ofentemperatur. Diese héhere Empfindlichkeit im Fall niedrigerer
Ofentemperatur 148t sich damit erklaren, daB der SaulenfluB im Falle der hdéheren
Ofentemperatur von 150 °C kleiner ist als bei niedrigerer Ofentemperatur. Die FluB-
differenz von 17 % (bezogen auf einen S&ulenfluB von 0,96 mi/min bei 60 °C) flhrt
jedoch nur fir m/z 72 zu einer deutlichen Zunahme der Signalintensitat, die mit
22,5 % in einer vergleichbaren GréBenordnung liegt wie die FluBdifferenz. Fur m/z 57
konnte die erwartungsgeméaBe Zunahme der Signalintensitdt von 17 % nicht be-
obachtet werden. Als mégliche Ursache hierflr kommt nur ein MeBfehler in Frage.
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4.5 Zusammenfassung

Es wurden Untersuchungen zur Wiederholbarkeit und Linearitat der Analysenergeb-
nisse sowie zur Empfindlichkeit des entwickelten Systems in den Betriebsmodi HS-
MS und HS-GC-MS durchgeflihrt. Als Ergebnis |&Bt sich festhalten, daB die Richtig-
keit und die geforderte Prazision der Analysenergebnisse unter den vorliegenden
geratetechnischen Gegebenheiten gewahrleistet ist.
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V  Entwicklung einer Strategie zur Untersuchung komplexer Stoffgemische
mit dem MS-Sensor

1. Klassische Strategien beim Einsatz herkdmmlicher Chemosensoren

Multi-Sensor-Arrays werden i. a. dazu benutzt, um Proben mit unterschiedlichen Ei-
genschaften als solche zu erkennen und unbekannte Proben verléBlich zu klassifi-
zieren. Daher muB in einem ersten Schritt ermittelt werden, worauf die Verschieden-
heit der vorliegenden Proben beruht. Um die Zusammensetzung der vorliegenden
Proben zu ermitteln, bedient man sich klassischer Analyseverfahren, wie z. B. der
zeitaufgelésten Gaschromatographie, die mit geeigneten Techniken der Probenvor-
bereitung kombiniert werden. AnschlieBend erfolgt die Ermittlung der flr die charak-
teristischen Eigenschaften der Proben verantwortlichen Verbindungen. Speziell bei
der Untersuchung von Lebensmitteln werden die wertgebenden Aromastoffe mit Ver-
fahren wie Sniffing-GC-FID, Sniffing-GC-MS, Aromaextraktverdiinnungsanalyse etc.
ermittelt. Zuletzt wird die Zusammensetzung des Probenaliquots ermittelt, der bei
den vorgegebenen MeBbedingungen Uber das Probenaufgabesystem des Che-
mosensorsystems zur Messung gelangt. Im Falle der Probenaufgabe mittels stati-
scher Headspace-Technik bedeutet dies, das Kopfraumgas in qualitativer und quan-
titativer Hinsicht zu charakterisieren. Dies ist notwendig, da bei einer Sensormessung
der Probenaliquot nicht in seine Bestandteile aufgetrennt wird, sondern vielmehr die
komplexe Mischung der fllichtigen Inhaltsstoffe als Ganzes zur Entstehung des Sig-
nalmusters flhrt.

Nur wenn die jeweilige Zusammensetzung der Probenaliquote signifikant unter-
schiedlich ist und diese Unterschiede flir die unterschiedlichen Eigenschaften der
Proben verantwortlich sind bzw. mit den jeweiligen Eigenschaften korreliert werden
kénnen, ist der Einsatz eines Chemosensors sinnvoll. Die Klassifzierung unbekann-
ter Proben oder die Kontrolle der Produktkonstanz mit Hilfe des Chemosensorsys-
tems kann nun erfolgen.
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2. Neue Strategien beim Einsatz des MS-Sensors

2.1 Voraussetzungen fiir die Entwicklung

Das Kernstlck herkdmmlicher Sensorsysteme besteht aus einer Anordnung nicht-
oder wenig selektiver Einzelsensoren. Das bei einer Messung erhaltene Signalmus-
ter ist daher als Ergebnis der physikochemischen Wechselwirkung aller im Dampf-
raum Uber der Probe befindlichen Verbindungen zu begreifen. Erst durch die an-
schlieBend vorgenommene Zuordnung von Probeneigenschaft und Signalmuster
wird das vorliegende Trennproblem definiert und die Anwendbarkeit des Sensor-
systems zur Lésung dieses Trennproblems festgelegt.

Die Unterscheidung zweier oder mehrerer unterschiedlicher Proben auf der Basis
einer charakteristischen Probeneigenschatft kann jedoch nur in den folgenden beiden
Féllen gelingen: Im ersten Fall sind die flir genau diese charakteristische Probenei-
genschaft verantwortlichen Inhaltsstoffe flur das Zustandekommen des Signalmusters
verantwortlich. Bei einer Headspace-Probenaufgabe bedeutet dies beispielsweise,
daB diese Inhaltsstoffe Hauptkomponenten im Dampfraum Uber der Probe sein mus-
sen. Im zweiten Fall sind diese Inhaltsstoffe der Messung zwar nicht zugénglich, sie
stehen jedoch in direkter Korrelation mit denjenigen Verbindungen, die flr das Aus-
sehen des Signalmusters verantwortlich sind. In der hier vorliegenden Situation lie-
gen die angesprochenen Inhaltsstoffe in so geringen Konzentrationen im Headspace
vor, daB sie keinen Beitrag zu den Sensorsignalen liefern, ihre Zu- oder Abnahme
jedoch anhand der Verédnderung der Konzentration der Hauptkomponenten verfolgt
werden kann. Dies ist in insofern problematisch, als ein urséachlicher und eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der flir charakteristische Probenei-
genschaften verantwortlichen Nebenkomponenten und der Konzentration bestimmter
Hauptinhaltsstoffe im Headspace lber der Probe vorliegen muB3, um das vorliegende
Klassifikationsproblem erfolgreich 18sen zu kénnen. In vielen Anwendungsbereichen
besteht ein derartiger Zusammenhang uberhaupt nicht oder ist nur unter groBem ap-
parativem und zeitlichen Aufwand zu ermitteln, was den Einsatz von Sensorsyste-
men in diesen Bereichen ékonomisch wenig sinnvoll erscheinen |&Bt.

Vor allem in der Nahrungsmittelindustrie sollte die Anwendbarkeit herkbmmlicher
Sensorsysteme deshalb besonders kritisch betrachtet werden. Sowohl Naturstoffe
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als auch verarbeitete Lebensmittel stellen duBerst komplexe Probenmaterialen dar.
Auf deren Zusammensetzung wird im Verlauf der Herstellung und Verarbeitung in
vielerlei Hinsicht in bekannter und unbekannter Weise EinfluB genommen, so daB die
oben beschriebene Korrelation zwischen einer betrachteten Probeneigenschatt, z. B.
dem Geruch einer Probe, und deren Hauptinhaltsstoffen in vielen Féllen als eher zu-
fallig zu betrachten ist und nicht als Grundlage flir die Diskriminierung der vorliegen-
den Proben herangezogen werden darf.

In Kenntnis dieser Unzulénglichkeiten wurde bei der Anwendung des MS-Sensors
eine neue Strategie zur Ausarbeitung maBgeschneiderter MeBmethoden entwickelt
und angewendet. Sie stellt sicher, daB die Lésung des vorliegenden Trennproblems
auch tatséchlich auf der Basis der jeweils charakterischen Probeneigenschaften be-
ruht.

2.2 Vorgehensweise

Im folgenden werden die Schritte, die im Rahmen der Methodenentwicklung flir den
Einsatz des MS-Sensors zu verfolgen sind, zunachst allgemein beschrieben. Diese
Vorgehensweise wird im nachstehenden Schema V.1 zusammenfassend wiederge-
geben.
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Ahnlich wie bei der unter Punkt V.1 beschriebenen Strategie zur L&sung von Trenn-
problemen mit herkémmlichen Sensorsystemen bestand der erste Schritt der Metho-
denentwicklung darin, das zu I6sende Trennproblem mit Methoden der instrumen-
tellen Analytik zu charakterisieren. Wéahrend dieser Arbeitsschritt flir den Einsatz
konventioneller Systeme in praxi nicht notwendig ist und daher oft nicht durchgeflihrt
wird, konnte bei der Entwicklung einer Methode zum Einsatz des MS-Sensors nicht
darauf verzichtet werden.

Zunéchst wurden also alle gaschromatographierbaren Inhaltsstoffe der Probe identi-
fiziert und quantifiziert. Durch Wahl geeigneter Probenvorbereitungsverfahren sollten
dabei neben den leicht- und mittelfllichtigen Verbindungen auch schwerfllichtige
Substanzen erfaBt werden, um die Proben mdéglichst vollstédndig zu charakterisieren.
Hieran schloB sich die Aufkldrung und Bewertung der qualitdtsrelevanten Inhalts-
stoffe an.

Um zu ermitteln, ob und in welchen Konzentrationen diese unter den Bedingungen
der Sensormessung im Headspace vorhanden waren, wurde dessen Zusammenset-
zung mittels Headspace-GC-FID untersucht. Eine eventuell durch die Thermostati-
sierung hervorgerufene Umwandlung von Inhaltsstoffen und andere Artefaktbildun-
gen konnte durch den Vergleich der Headspace-Zusammensetzung mit dem im er-
sten Schritt ermittelten Gesamtprofil zuverlassig erkannt und im folgenden be-
rucksichtigt werden.

Neben den zeitaufgeldsten, gaschromatographischen Untersuchungen wurden zeit-
aufgeldste, massenspektrometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Die Aufnahme
des Headspace-GC-MS-Profils im Full-Scan-Verfahren stellte die Ausgangsbasis flr
die nun folgenden Uberlegungen und die durchzuflihrenden Arbeitsschritte dar.

Ziel der im folgenden durchgefilhrten MaBnahmen und Uberlegungen war es, aus
dem Massenspektrum jeder als probentypisch erachteteten Verbindung eine festge-
legte Zahl charakteristischer Fragmentionen auszuwahlen. Diese Fragmentionen
stellten den Sensorarray dar, der zur Lésung des Trennproblems verwendet werden
sollte. Bei den als probentypisch erachteten Verbindungen konnte es sich, je nach
vorgegebener Problemstellung, sowohl um aromarelevante Verrbindungen als auch
um sensorisch nicht aktive, typische Inhaltsstoffe handeln.

Die verwendeten Fragentionen muBten folgende Bedingungen erflllen: Die Signal-
héhe bzw. Signalflache jedes dieser Fragmentionen in den Massenspektren der als
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probentypisch erachteten Verbindungen sollte groB gegentber der Intensitdt sein,
die dieses Fragmention in den Massenspektren anderer Inhaltsstoffe besitzt. Im Ide-
alfall war die Intensitdt der flir den Sensorarray gewéhlten Fragmentionen in allen
auBer den probentypischen Verbindungen gleich Null.

Grundsétzlich wird man bei der Auswertung des HS-GC-MS-Profils unter Beruck-
sichtigung der obigen Ausfihrungen auf eine der beiden folgenden Situationen tref-
fen:

1. Bereits im Full-Scan-Modus ist eine ausreichende Zahl intensitatsstarker typi-
scher Fragmentionen vorhanden, die sich zur Bildung eines Sensorarrays eig-
nen. In diesem Fall kann die Methodenentwicklung abgeschlossen werden.
Sensormessungen sind Direktinjektionen im Full-Scan-Modus. Die im Rahmen
der Mustererkennung zu verwendenden Intensitdten der ausgewahlten Frag-
mentionen werden aus dem erhaltenen Gesamtspektrum ausgelesen und mit-
tels multivariater Datenanalyse ausgewertet.

2. Die Intensitdten der charakteristischen Fragmentionen sind im Full-Scan-
Modus nicht ausreichend. In diesem Falle ist die Aufnahme eines SIM-Profils
notwendig. Ist dabei eine ausreichende Zahl intensitatsstarker typischer Frag-
mentionen vorhanden, die sich zur Bildung eines Sensorarrays eignen, kann
auch hier die Methodenentwicklung abgschlossen werden. Sensormessungen
sind in diesem Fall Direktinjektionen im SIM-Modus. Die im Rahmen der Mus-
tererkennung zu verwendenden Intensitdten der ausgewahlten Fragment-
ionen werden aus dem erhaltenen SIM-Spektrum ausgelesen und mittels mul-
tivariater Datenanalyse ausgewertet.
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23 Signalauswertung und Mustererkennung

Die Stoffklassifikation auf Basis massenspektrometrischer Signalmuster erfolgte un-
ter Verwendung eines Programmpakets bestehend aus den Programmen MSS2QMB
und QMBSoft NT der Firma HKR Sensorsysteme GmbH, Mlinchen. Letzteres ist ein
kommerziell erhéltliches Programm und wird zusammen mit dem Chemosensorsys-
tem QMB 6 von der Firma HKR Sensorsysteme zur MeBwertauswertung und Analy-
sensteuerung vertrieben. Das erstere wurde im Rahmen dieses Projekts von der Fir-
ma HKR entwickelt und zur Verfligung gestellt. Es diente dazu, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ermittelten massenspektrometrischen MeBdaten aus den MefB-
dateien auszulesen und ihnen ein Format zuzuweisen, das ihre Auswertung mittels
Mustererkennungsanalyse im Programm QMBSoft NT ermdglicht.

Mit Hilfe des Konvertierungsprogramms MSS2QMB wurde der grundlegende erste
Schritt einer Stoffklassifikation mittels Multi-Sensor-Arrays, die Merkmalsextraktion,
durchgeflhrt. Aus den urspringlichen Signalwerten der Sensoren, d. h. den im Ver-
lauf der Injektion des unaufgetrennten Probenheadspaces aufgezeichneten Intensi-
tatswerten jedes Fragmentions, wurden stoffspezifische Merkmale gewonnen. Dies
wurde erreicht, indem innerhalb eines vorgewéhlten Zeitabschnitts At (Abb. V.2) flr
jedes Fragmention dessen Intensitdtswerte aus dem MeBfile ausgelesen und daraus
anschlieBend das arithmetisches Mittel gebildet wurde.

A At

Intensitat

>
Zeit

Abb. V.2: Sensorsignal und Zeitabschnitt At fiir Merkmalsextraktion

Die Mittelwertbildung ist gleichbedeutend mit der Transformation der Signalvektoren
in Merkmalsvektoren. Die Merkmalsvektoren von Proben, die einer gemeinsamen
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Kategorie angehdren, legen auch eine gemeinsame Klasse fest. Die Klassen besit-
zen, wie bereits in Kap. 11.2.2 erwéhnt, Matrixstruktur und wurde in einer gemeinsa-
men Datei (Klassendatei) festgeschrieben.

Abbildung V.3 zeigt eine solche Klassendatei. Neben der Bezeichnung der Klasse
(mix1.cla) werden die als Sensoren verwendeten Fragmentionen, deren gemittelte
Intensitatswerte und die Scans des Mittlungszeitraums festgehalten. Ebenso werden
der Zeitpunkt, zu dem die Klassendatei erstellt wird, sowie die MeBdateien, aus de-
nen die MS-Daten ausgelesen wurden, festgehalten.

mix1.cla

Zeilen 3

Spalten 4

Bemerkungen 5

HKR Sensorsysteme GmbH, Klassenfile V3.00
Massenzahlen:121/70/83

Datum: 11.01.99 Zeit: 13:10:10

Bem :

Massenspektrometer

2401 114452 40275 Gemittelte Scans: 4, 5, 6; c:\Messung 1.TXT 1
2299 129745 46682 Gemittelte Scans: 4, 5, 6; c:\Messung 2.TXT 1
2646 112841 39522 Gemittelte Scans: 4, 5, 6; c:\Messung 3.TXT 1

Abb. V.3 Klassendatei

Die Matrizen der Klassendaten bildeten die Grundlage der im Programm
QMBSoft NT durchgefiihrten Hauptkomponentenanalyse. Sie umfaBt eine zweistu-
fige Hauptachsentransformation, an deren Beginn die Ermittlung einer mittleren Ko-
varianzmatrix [Horner und Mdlller, 1989; Ruske, 1988] steht. In dieser sog. Interklas-
senmatrix sind die Klassenstreuungen um den Mittelwert zusammengefaBt, durch
eine lineare Abbildung wird sie in die Einheitsmatrix Uberflhrt. Die verwendete Abbil-
dungsmatrix B wird aus den Eigenvektoren und Eigenwerten der Interklassenmatrix
berechnet [Niebling, 1996]. Auf diese Weise werden Merkmalsrdume mit ausge-
pragten richtungsabhé&ngigen Streuungen der Klassen in homogene Merkmalsraume
Uberflhrt. Dies ist notwendig, da der Abstand der Klassenmittelpunkte nur unter Be-
ricksichtigung der Klassenstreuungen ein aussagekréftiges MaB flr die Trennbarkeit
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der Klassen ist. Sollen probenspezifische Merkmale gewonnen werden, die invariant
gegenuber den Analytkonzentrationen sind, werden die gemittelten Intensitatswerte
mittels Division durch die Summe der Mittelwerte einer Klasse normiert.

AnschlieBend wird die Hauptachsentransformation mit den nach p'= - B modifi-
zierten Klassenmittelpunkte durchgefiihrt. Man erhélt die geméaB ihres Informations-
gehaltes sortierten transformierten Merkmalsvektoren. Bei normalverteilten Merk-
malsvektoren enthalten bei n Stoffklassen die ersten n-1 Merkmalsvektoren die voll-
sténdige Information, die auch im gesamten Datensatz enthalten sind [Horner
und Miller, 1989]. Mit den Komponenten auf der ersten Hauptachse wird die beste
Trennung erreicht.

Die Zuordnung eines unbekannnten Musters zu bekannten Klassen erfolgt anhand
der Ermittlung der Mahalanobisdistanz. Wie bereits erwahnt handelt es sich dabei
um ein DistanzmaB, bei dem zur Bestimmung der Klassifikationsgrenzen die Streu-
ung der einzelnen Klassen berucksichtigt wird.

2.4 Validierung der Strategie am Zweikomponenten-Modellsystem
Im folgenden wird die Tauglichkeit der Strategie am Zweikomponenten-Modellsystem

1-Decen/Limonen demonstriert. Dazu wurden vier bindre Mischungen aus 1-Decen
und Limonen in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen hergestellt (Tab. V.1).

Tab.V.1: Zusammensetzung binarer Mischungen aus 1-Decen und Limonen
(Gewichtsprozente)

Mischung Nr. 1-Decen Limonen
1 79,9 20,1
2 49,1 50,9
3 36,9 63,1
4 20,0 80,0

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften beider Verbindungen sind in Tabelle V.2
aufgeflhrt.
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Tab. V.2: Physikalisch-chemische Eigenschaften von 1-Decen und Limonen

Verbindung M. Dampfdruck bei T= 60 °C
(g/mol) (mbar)

1-Decen 140,29 17,96

Limonen 136,24 15,43

Zur Durchflhrung der HS-GC-FID- als auch der Sensor-MS-Messungen wurden in
einem Probenflaschchen 24 mg der flissigen Mischung auf 0,5 g wasserfreies Kie-
selgel (3 Stunden bei 350 °C ausgegliiht) aufgebracht. AnschlieBend wurde das Pro-
benfldschchen 30 min bei einer Frequenz von 90 min™' geschudittelt, um die Substan-
zen gleichmassig auf die Matrix aufzubringen. Mit 24 mg war die vorgelegte Sub-
stanzmenge so gewahlt, daB die Konzentration von 1-Decen und Limonen in der
Gasphase bei einer Thermostatisierung von 15 min bei 60 °C flr eine Direktinjektion
im Full-Scan-Modus im Scan-Bereich 45-250 amu ausreichte.

2.41 Bestimmung der Headspacezusammensetzung

Die mittels HS-GC-FID jeweils ermittelte Zusammensetzung des Dampfraums ist in
nachstehender Tabelle V.3 aufgeflhrt.

Tab. V.3: Zusammensetzung des Kopfraumgases der binarer Mischungen 1-Decen/Limonen

Mischung Nr. 1-Decen Limonen
1 92,4 +0,35 7,6 £0,35
2 65,3 £0,47 34,7 £0,47
3 50,56 +0,12 49,5 £0,12
4 35,56 +0,42 64,5 +£0,42
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2.4.2 Auswahl des Sensorarrays

Es wurden zwei Sets von jeweils vier Fragmentionen ausgewéhlt, welche zur Diskri-
minierung der bindren Mischungen herangezogen wurden.

Auswahl 1 enthielt die Fragmentionen m/z 68, m/z 69, m/z 70 und m/z 93. Neben
dem flir 1-Decen typischen Fragmention m/z 70 war mit m/z 93 ein flr Limonen cha-
rakteristisches Fragmention vertreten. Daruberhinaus waren m/z 68 und m/z 69 ent-
halten, welche in den Massenspektren beider Reinsubstanzen mit einer relativen In-
tensitat von ca. 10 % vorkommen.

Auswahl 2 umfaBte die Fragmentionen m/z 70, m/z 83, m/z 93 und m/z 121. Damit
bestand das Array aus zwei Fragmentierungsprodukten von 1-Decen (m/z 70 und
m/z 83), welche im Spektrum von Limonen nur vernachldssigbar kleine Intensitat be-
sitzen. Die lonen m/z 93 und m/z 121 sind typische Limonen-Fragmente, die mit In-
tensitdten <0,5 % im Spektrum von 1-Decen vorkommen (Tab. V.4)

Tab. V.4: Prozentualer Anteil der Fragmentionen in den Massenspektren von 1-Decen und
Limonen: Fragmentionen der Auswahl 1 sind grau unterlegt, Fragmentionen der Aus-
wahl 2 sind fett gedruckt

m/z 1-Decen Limonen
68 10,0 100,0 Fragmentionen-Array1
69 52,5 9,1 -1
70 69,1 0,3 I Fragmentionen-Array 2
93 - 60,3 -
83 37,8 0,1 !
121 - 20,4 -1

243 Sensormessungen und Mustererkennung
Die Signalmuster der normierten Intensitédten, die flr die Fragmentionen-Arrays aus

m/z 68, m/z 69, m/z70 und m/z 93 (Array 1) bzw. m/z 70, m/z 83, m/z 93 und
m/z 121 (Array 2) aufgezeichnet wurden, sind in Tabelle V.5 bzw. Tabelle V.6 auf-
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gefuhrt, die resultierenden Signalmuster sind in Abb. V.5 bzw. Abb. V.7 dargestellt.
Die zugehdrigen Merkmalsraume finden sich in Abb. V.4 und Abb. V.6.

Die Signalvektoren der bindren Mischungen unterschiedlicher Zusammensetzung
bilden Gruppen, die im Merkmalsraum raumlich klar voneinander getrennt sind. Dies
wird in der graphischen Darstellung der 1. und 2. Hauptkomponente (Abb. V.4 und
Abb. V.6) anschaulich. Dies trifft sowohl flir das Fragmentionen-Array m/z 68-68-70-

93 als auch flir das Array m/z 70-83-93-121 zu.

Tab. V.5: Normierte Signalmuster fir Fragmentionen-Array m/z 68-69-70-93
%-Anteile, relative Standardabweichung
Mischung Nr. m/z 68 m/z 69 m/z 70 m/z 93
1 11,9+ 04 37,5+0,8 47,3+ 0,4 3,4+ 0,3
2 243+ 19 286+ 1,2 350+ 1,5 12,0+ 0,9
3 350+ 0,7 229+0,6 26,2+ 0,6 15,9+ 0,5
4 46,1+ 0,7 157+ 0,6 16,0+ 0,6 22,3+ 0,5
Tab. V.6: Normierte Signalmuster fiir Fragmentionen-Array m/z 70-83-93-121
%-Anteile, relative Standardabweichung
Mischung Nr. m/z 70 m/z 83 m/z 93 m/z 121
1 69,0+0,7 246+ 0,6 49+ 0,5 1,4+ 0,1
2 55,0+ 1,5 20,3+ 0,6 18,9+ 1,5 58+ 0,7
3 46,9+0,9 17,2+ 0,6 28,5+ 0,3 75+ 0,4
4 31,9+0,8 12,0+ 0,5 444+ 1,3 11,6+ 0,5
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Abb. V.4: Diskriminanzebene fir Fragmentionen-Array 1
(m/z 68-69-70-93), bindre Mischungen 1-4
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Abb. V.5: Normierte Signalmuster binédrer Mischungen
1-Decen/Limonen — Array 1
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Abb. V.6: Diskriminanzebene fur Fragmentionen-Array 2
(m/z 70-83-93-121), bindre Mischungen 1-4
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Abb. V.7: Normierte Signalmuster binédrer Mischungen
1-Decen/Limonen — Array 2
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244 Rechnerische Herleitung des Signalmusters — Absicherung der MeB-

ergebnisse
Tab. V.7: Berechnetes Signalmuster fiir Tab. V.8: Berechnetes Signalmuster fiir
Array 1 —m/z 68-69-70-93 Array 2 —m/z 70-83-93-121
Mix m/z68 m/z69 m/z70 m/z93 Mix m/z70 m/z83 m/z93 m/z 121
12,5 36,6 47,5 3,4 60,7 33,2 4.4 1,5
28,5 25,9 31,2 14,4 46,2 25,2 21,4 7,2

37,2 20,3 31,7 10,7
27,4 14,9 43,1 14,6

HIW(IN|=

1
2

3 36,3 20,6 23,3 19,8
4 43,6 15,7 15,8 24,9

Vergleicht man die normierten Intensitaten, die auf Basis der gemessenen Intensi-
taten berechnet wurden, mit den nach (111.8) berechneten Werten (Tab. V.7 und Tab.
V.8), I1&4Bt sich Folgendes aussagen:

Bei allen Fragmentionen der Anordnung 1 (m/z 68-69-70-93) zeigten berechnete und
gemessene Werte im Rahmen der Standardabweichung gute Ubereinstimmung. Mit
Ausnahme von Mischung 1 waren die relativen Standardabweichungen der nor-
mierten Intensitaten kleiner als 5 %. Die durch Mischung 1 definierte Klasse wies die
gréBte Streuung der Signalhdhen auf.

Bei den Fragmentionen des Arrays 2 (m/z 70-83-93-121) war die Ubereinstimmung
zwischen den im Experiment ermittelten und den nach (lll.8) berechneten Werten
deutlich schlechter. Die relativen Standardabweichungen der Intensitdten lagen ledig-
lich bei den Fragmentionen der Mischung 7 unter 5 %, besonders starke Streuung
von >8 % zeigten die flir Limonen typischen Fragmentionen m/z 93 und m/z 121 flr
die Mischungen 8 und 1. Die Signalhéhen der durch Mischung 1 definierten Klasse
wiesen auch die gréBte Streuung auf.

Augenféllig sind die hohen Standardabweichungen bei Fragmentionen mit geringer
absoluter MeBintensitat. Da das meBtechnisch bedingte Rauschen auf allen Mas-
senspuren praktisch gleich groB ist, fihrt dies bei Fragmentionen kleiner Intensitat zu
hdheren relativen Standardabweichungen als bei intensitatsstarken Fragmentionen.
Am deutlichsten ist dieser Effekt bei Mischung 8 fur das Limonen-typische Fragmen-
tion m/z 93 zu sehen: Der niedrige Anteil von Limonen im Headspace (7,6 %), zu-
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sammen mit einer maBig hohen relativen Intensitat im Massenspektrum der Rein-
substanz (60 %) fuhren hier zu einer deutlichen Streuung. Gleiches trifft flr die Inten-
sitdt von m/z 68, dem Basis-Peak im Spektrum von Limonen, zu. Aufgrund der héhe-
ren relativen Intensitét (100 %) im Limonenspektrum ist die Streuung zwar kleiner als
bei m/z 68, jedoch signifikant gréBer als bei m/z 69 bzw. m/z 70, Fragmentionen aus
dem Spektrum der Headspace-Hauptkomponenten 1-Decen.

Dieser Zusammenhang kann als mégliche Erkldrung fiir die schlechte Ubereinstim-
mung zwischen den berechneten und den experimentell ermittelten normierten In-
tensitdtsmustern in Array 2 dienen: Die Intensitdten der beiden hochkorrelierten Li-
monenfragmente m/z 93 und m/z 121 streuen im Falle niedriger Limonen-Konzen-
trationen (Mix 8) mit 10,4 % bzw. 8,6 % so stark, daB dies zu einer deutlichen Ver-
schiebung des gesamten Signalmusters flihrt. Im Falle hoher Limonenkonzentratio-
nen ist die Streuung deutlich geringer, sie betragt lediglich 3,0 % bzw. 4,6 %. Die mit
8,1 % bzw. 12,2 % starke Streuung der Intensitaten von m/z 93 und m/z 121, die bei
einem Anteil von 34,7 % Limonen (Mischung 1) am Headspace zu beobachten war,
kann damit allerdings nicht plausibel erklart werden.

Bezlglich der Qualitdt der Trennung kénnen geringfligige Unterschiede festgestellt
werden. Wie aus den Matrices der Mahalanobisabstande (Tab. V.9 und Tab. V.10)
hervorgeht, ist flir das Fragmentionen-Array 2 die Entfernung der durch Mischung 4
definierten Klasse zu den Klassen der lbrigen Mischungen gréBer als fir das Frag-
mentionen-Array 1. Gleiches gilt flr die durch Mischung 1 definierte Klasse, wahrend
die durch Mischung 3 definierte Klasse im Fragmentionen-Array 2 einen geringeren
Abstand zu allen Ubrigen Klassen aufweist als im Fragmentionen-Array 1. Die Qua-
litdt der Trennung ist im Fall der Anordnung 2 daher geringfligig besser als im Fall
der Anordnung 1.
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Tab. V.9: Mahalanobisabstand der Klassenmittelpunkte
Fragmentionen-Array 1 (m/z 68-69-70-93)

Mischung 1 Mischung2 Mischung 3 Mischung 4
Mischung 1 - 18,65 34,18 30,34
Mischung 2 5,82 - 17,92 54,86
Mischung 3 12,90 21,57 - 77,13
Mischung 4 10,48 44,47 55,8 -

Tab. V.10: Mahalanobisabstand der Klassenmittelpunkte
Fragmentionen-Array 2 (m/z 70-83-93-121)

Mischung 1 Mischung2 Mischung 3 Mischung 4
Mischung 1 - 11,50 4514 37,21
Mischung 2 6,12 - 29,87 58,69
Mischung 3 16,80 19,80 - 98,31
Mischung 4 9,10 28,34 74,29 -

2.45 Zusammenfassung

Der Dampfraum Uber vier bindren Mischungen aus 1-Decen und Limonen in unter-
schiedlichen Mischungsverhéltnissen wurde jeweils ohne Trennung ins Mas-
senspektrometer Uberfluhrt. Aus dem Full-Scan-Massenspektrum wurden die Inten-
sitdten der Fragmentionen m/z 68, m/z 69, m/z 70, m/z 83, m/z 93 und m/z 121 aus-
gewahlt. Uber die beiden Kombinationen der lonen m/z 68, m/z 69, m/z 70, m/z 83
und m/z 70, m/z 83, m/z 93, m/z 121 wurde eine jeweils vierdimensionale Anordnung
definiert. Die Signalintensitaten dieser jeweils vier Fragmentionen bildeten Signal-
muster, welche charakteristisch flr die Zusammensetzung der Mischungen waren.
Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse wurden die bindren Mischungen als Daten-
gruppen auf einer Diskriminanzebene dargestellt. Die Gruppen unterschiedlicher Mi-
schungen stellten sich auf der Diskriminanzebene als rdumlich separierte Bereiche
(Ellipsen) dar. Wurden der Diskrimanzanalyse die normierten Intensitdten der Frag-
mentionen zugrundegelegt, eigneten sich die beiden Fragmentionen-Arrays m/z 68-
69-70-93 und m/z 70-83-93-121 in gleicher Weise zur Identifizierung der un-
tersuchten Mischungen.
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VI Einsatz des MS-Sensors zur Untersuchung von Lebensmitteln und Le-
bensmittelbedarfsgegenstédnden

1. Nachweis des Fettverderbs

1.1 Einleitung

Speisefette bestehen zum Uberwiegenden Teil aus Triacylglyceriden mit zum Teil
erheblichen Unterschieden in der Fettsdurezusammensetzung. Der Gehalt an Be-
gleitstoffen wie Acyllipiden (Phospho- und Glykolipide) und Bestandteilen des Unver-
seifbaren (Kohlenwasserstoffe, Sterine, Tocopherole, Carotinoide) ist kleiner als 3 %.
Weist diese Masse bei Raumtemperatur feste oder halbfeste Konsistenz auf, be-
zeichnet man sie als Fett. Ist sie fliissig, spricht man von einem Ol. In bezug auf die
Herkunft unterscheidet man zwischen tierischen Fetten (Rindertalg, Hammeltalg,
Schweineschmalz, Ganseschmalz, Seetierdle) und pflanzlichen Fetten. Hier sind ne-
ben einer Vielzahl von Samenfetten (u. a. Sonnenblumen-, Maiskeim-, Soja-, Erd-
nuB-, WalnuB-, Raps-, Sesam-, Saflor-, Lein- und Kurbiskerndl, Kokos-, Palmkern-
und Babassufett sowie Kakaobutter) auch Fruchtfleischfette wie Oliven- und Palmdl
von groBer wirtschaftlicher Bedeutung. Die Weltfetterzeugung pflanzlicher Fette be-
trug bereits im Jahr 1990 ca. 70 Millionen Tonnen [Belitz und Grosch, 1992a].

Wahrend der Gewinnung und Verarbeitung, hauptséchlich jedoch im Verlauf der La-
gerung finden in Speisefetten Verédnderungen statt, die die sensorische Qualitét die-
ses Lebensmittels beeinflussen. Die enzymatische Spaltung von Triacylglyceriden
durch Lipasen flhrt zur Freisetzung von aromawirksamen Fettséduren. Bei der Lipid-
peroxidation (Autoxidation und Lipoxigenase-Katalyse) werden die am Aufbau der
Triacylglyceride beteiligten ungesattigten Fettsduren zudchst zu Hydroperoxiden oxi-
diert. Beim Zerfall der instabilen Monohydroperoxide entsteht eine Vielzahl fllichtiger
Sekundérprodukte, welche in zahlreichen Untersuchungen bereits identifiziert und
quantifiziert wurden [Badings, 1970; Forss, 1973; Frankel, 1980; Grosch, 1982;
Grosch, 1986].

Unter den gebildeten fllichtigen Oxidationsprodukten befinden sich viele Neben- und
Spurenkomponenten, die aufgrund ihrer niedrigen Geruchs- und Geschmacks-
schwelle als Hauptursache flr die im Verlauf der Autoxidation von Linolsdure auf-
tretenden, vom Verbraucher negativ bewerteten Aromaverénderungen angesehen
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werden [Badings, 1970; Grosch, 1986; Mejboom und Jongenotter, 1981; Hall und
Andersson, 1983a; Dixon und Hammond, 1984]. AuBerdem wird eine geringe Zahl
von Hauptkomponenten wie Pentan, Pentanal, Hexanal, 2-Z-Octenal und 2-E-None-
nal gebildet (Tab. VI.1). Obwohl diese Verbindungen vergleichsweise hohe Geruchs-
und Geschmacksschwellen-Werte besitzen, sollen Hexanal, 2-Z-Octenal und 2-E-
Nonenal aufgrund ihrer hohen D-Werte vor allem in einem friihen Stadium der Lipid-
peroxidation am Auftreten von Aromadefekten beteiligt sein [Ullrich und Grosch,
1987]. Die Hauptkomponente Pentan ist hier weder geruchs- noch geschmacksaktiv,
sie kann jedoch als Indikator flir fortschreitende Lipidperoxidation herangezogen wer-
den.

Analytische Verfahren, mit deren Hilfe der Oxidationszustand eines pflanzlichen Ols
auf Grundlage des Vorhandenseins bzw. der Konzentration der stédrksten Geruchs-
stoffe bewertet werden soll, sind umsténdlich und zeitaufwendig. Da diese Verbin-
dungen nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegen, mussen sie nach ihrer Ex-
traktion angereichert werden, was die Anwendung von z. B. Sdulenchromatographie
oder Mikrodestillation notwendig macht [Ullrich und Grosch, 1987; Guth und Grosch,
1990]. Da sie auBerdem sehr niedrige Gas/Ol-Verteilungskoeffizienten aufweisen
[Hall und Andersson, 1983D], ist die Verwendung der statischen Headspace-Technik
nicht sinnvoll.

Stattdessen wurde die Verwendung von Pentan, Pentanal und Hexanal als Indikato-
ren fiir den Oxidationszustand pflanzlicher Ole vorgeschlagen [Scholz und Ptak,
1966; Evans et al., 1969; Dupuy et al., 1977; Warner et al., 1978]. Obwohl diese
Verbindungen nicht ursachlich fir das Zustandekommen des ranzigen Aromadefekts
verantwortlich sind, verlauft ihre Bildung parallel zur Entstehung der Verbindungen,
die daflir verantwortlich gemacht werden. Da diese nicht aromawirksamen Inhalts-
stoffe auBerdem in Konzentrationen vorliegen, die die Verwendung der statischen
Headspace-Technik erméglichen, eignen sie sich als Grundlage zur Entwicklung ei-
nes Screening-Verfahrens, um den Oxidationszustand von Speisedlen mit Hilfe des
MS-Sensors zu beurteilen.
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Dieses Verfahren kénnte die in der industriellen Praxis eingesetzten unspezifischen
summarischen Tests wie die Bestimmung der Benzidin- [Holm et al., 1967] bzw. der
Anisidinzahl [Holm, 1972], die Tests unter Zuhilfenahme der Infrarotspektroskopie
[O’Connor, 1956], die Ermittlung der Peroxidzahl [Wheeler, 1932; Gray, 1985a] oder
den Thiobarbitursauretest [Gray, 1985b] ablésen.

1.2 Entwicklung der MeBmethode fir den MS-Sensor

Fur die Entwicklung einer Sensor-MS-Methode zum Nachweis des Fettverderbs wur-
den handelsulbliches Sonnenblumen- und WalnuB&l verwendet. Dabei stand neben
Sonnenblumendl mit handelslblichem Frischegrad auch ein nicht mehr verkehrs-
fahiges Produkt zur Verfligung, dessen Mindesthaltbarkeitsdatum zum Unter-
suchungszeitpunkt bereits 24 Monate Uberschritten war. Um zu klaren, ob mittels der
entwickelten MeBmethode sortentypische Verédnderungen analytisch erfaBBt werden
kénnen, wurde WalnuBél in die Studie miteinbezogen. Neben dem frischen Ol wur-
den auch Olproben untersucht, die einer 24- sowie 48stlindigen thermischen Stres-
sung bei 100 °C unterworfen wurden. Zur Durchfuhrung der StreBversuche wurden
22 ml Headspace-Flaschen mit 6 g Ol beschickt und bei 100 °C 24 h bzw. 48 h im
Trockenschrank aufbewahrt. Die nach der Methode von Wheeler (1932) ermittelten
Peroxidzahlen (POZ) und die Fettsdurezusammensetzungen der Proben sind in
Tab. VI.2 aufgeflhrt.

Tab. VI.2: Peroxidzahlen und Fettsaurezusammensetzungen der untersuchten Speisedle

Probe POZ ungesattigte Fettsaure
Olsaure Linolsaure Linolensaure
18:1 18:2 18:3
|  Sonnenblumenol 0.46 23 63.5 <0.5
unbehandelt
[ Sonnenblumendl 2.02 23 63.5 <0.5
(MHD 09/96)
[N WalnufBol 1.50 16.5 60.5 12
unbehandelt
IV  WalnuB3dl 222 16.5 60.5 12
StreBlagerung (24 h/100 °C)
V  WalnuBol 1.64 16.5 60.5 12
StreBlagerung (48 h/100 °C)
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1.2.1 Bestimmung der Headspacezusammensetzung

Sonnenblumen- und WalnuBél unterscheiden sich deutlich im Gehalt an Olséure,
Linols&ure und Linolensédure (Tab. VI.2). Die beim Verderb dieser Speisedle entste-
henden flichtigen Sekundérprodukte sind daher hinsichtlich Art und Konzentration
sowohl sortentypisch als auch charakteristisch flr bestimmte Stadien der Lipidper-
oxidation. Die jeweilige Headspacezusammensetzung der untersuchten Speisedle,
ermittelt mittels Headspace-GC-FID, sind in Tabelle V1.3 aufgeflhrt.

Tab. VI.3: %-Anteile der fllichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum (iber Sonnenblumen- und Wal-
nuB &l in unterschiedlichen Oxidationszustanden

RI?# Verbindung | ] ]l v \"
500 Pentan 55,15 75,70 21,72 80,34 90,38
(<0,1ppm) (0,28 ppm) (<0,1ppm) (7,1ppm) (18,5ppm)

692 1-Penten-3-ol - - - 1,91 1,12
696 Pentanal - 3,71 16,69 3,83 1,47
700 Heptan - - 14,05 0,57 0,31
800 Hexanal, Oktan 44,85 20,59 32,38 11,30 4,54
856 E-2-Hexenal - - - 0,36 0,20
961 E-2-Heptenal - - 15,16 1,69 1,97

I:  Sonnenblumendl, unbehandelt

II:  Sonnenblumendl, MHD 09/96

l:  WalnuRél, unbehandelt

IV: WalnuRél, StreRlagerung (24 h/100 °C)
V: WalnuRél, StreRlagerung (48 h/100 °C)

®Retentionsindizes auf Kapillarsgule DB-5

Im Kopfraum Uber ranzigem Sonnenblumendl befanden sich neben Pentan auch
Pentanal, Hexanal und Oktan. Der Kopfraum Uber forciert gealtertem Walnussél
wurde dominiert von Pentan, welches bei der Autoxidation von Linolséure entstand.
Weiterhin waren Hexanal, Pentanal, 2-E-Heptenal, Heptan und E-2-Hexenal in we-
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sentlich geringeren Konzentrationen nachweisbar. 1-Penten-3-ol wurde nur in streB3-
gelagertem WalnuB&l gefunden.

Alle fllichtigen Verbindungen, die im Headspace nachweisbar waren, konnten als
Indikatoren fiir den Oxidationszustand der Ole herangezogen werden. Daher wurde
auf die Aufnahme eines zeitaufgeldsten massenspektrometrischen Profils der Probe
im SIM-Modus verzichtet.

1.2.2 Auswahl der Fragmentionen fiir das Sensorarray

Vorauswahl

Die zur Unterscheidung von Speisedlen in unterschiedlichen Oxidationszustédnden
zunéchst verwendete Fragmentionen-Anordnung bestand aus 16 Fragmentionen. Es
handelte sich dabei um m/z 50, m/z 51, m/z 53, m/z 55, m/z 56, m/z 57, m/z 58,
m/z 67, m/z 69, m/z 70, m/z 72, m/z 81, m/z 82, m/z 83, m/z 84 und m/z 86. Die In-
tensitaten dieser Fragmentionen wurden wéhrend der Direktinjektion des Kopfraum-
gases im SIM-Verfahren aufgezeichet. Die Wahl der Fragmentionen erfolgte auf Ba-
sis der Massenspektren der in Tab. V.3 aufgeflihrten Verbindungen. Mit Ausnahme
von 1-Penten-3-ol sind sie entweder der Substanzklasse der Aldehyde (geséttigt
bzw. einfach ungeséttigt) oder der Klasse der Kohlenwasserstoffe (geséttigt, unver-
zweigt) zuzuordnen.

Die Massenspektren homologer Einzelsubstanzen (Pentan, Heptan, Octan bzw.
2-E-Hexenal, 2-E-Heptenal) einer Substanzklasse weisen im Hinblick auf Art und
Intensitét der Fragmentionen groBe Ahnlichkeit auf. Daher wurde bei der Auswahl
der Fragmentionen darauf geachtet, verbindungstypische Fragmentionen hoher In-
tensitét in das Array einzubeziehen. Tabelle VI.4 gibt eine Ubersicht lber die Inten-
sitdten dieser 16 Fragmentionen in den Massenspekiren der Headspace-Inhalts-
stoffe.
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Einschrankung der Vorauswahl

Um die Zahl der flr eine nicht willklrliche Bildung von Objektgruppen notwendigen
Kalibrationsmessungen einzuschranken, war eine Reduktion der Dimensionalitét des
Sensorarrays notwendig. Daher wurden die ermittelten MeBdaten einer Hauptkom-
ponentenanalyse unterzogen und die Ladungswerte aller 16 Fragmentionen ermittelt
(Tab. VI.5). Das Sensorarray wurde auf die 5 Fragmentionen mit den héchsten La-
dungswerten bezlglich der ersten und zweiten Hauptkomponente eingeschrankt.
Das Array, das sich somit ergab, bestand aus den Fragmentionen m/z 55, m/z 56,
m/z 57 m/z 58 und m/z 72. Sie sind in Tabelle VI.5 grau unterlegt. Durch die Reduk-
tion der Dimensionalitat des Arrays auf diese hochsignifikanten Sensoren entstand
kein Verlust an Trennschérfe.

Tab. VL5 Ladungswerte der Fragmentionen fiir zwei Hauptkomponenten

m/z 1. Hauptkomponente 2. Hauptkomponente
50 0,088983 -0,334065
51 0,032969 -0,060091
53 0,088983 0,038799
55 0,432598 -0,070198
56 0,303798 -0,155001
57 0,687721 -0,392117
58 0,314010 0,705225
67 0,021941 -0,007527
69 0,026853 -0,008255
70 0,072402 0,020813
72 0,362863 0,364801
81 0,033737 0,002468
82 0,008123 -0,070470
83 0,013069 -0,038973
84 0,003098 -0,234824
86 0,001144 -0,089234
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1.2.3 Sensormessungen und Mustererkennung

Fur die Diskriminanzanalyse wurden die Intensitaten der Fragmentionen m/z 55,
m/z 56, m/z 57 m/z 58 und m/z 72 aus den ermittelten MeBdateien ausgelesen und
mittels Hauptkomponentenanalyse ausgewertet. In Tab. V1.6 sind die Intensitdten der
Fragmentionen m/z 55, m/z 56, m/z 57, m/z 58 und m/z 72 flr die untersuchten
Speisedle einander gegenlbergestellt; die normierten Intensitaten dieser Fragment-
ionen finden sich in Tab. VI.7.

Tab. VI.6: Muster der Intensitaten (Mittelwerte und relative Standardabweichungen)

Probe m/z 55 m/z 56 m/z 57 m/z 58 m/z 72

| Sonnenblumendl, 2909 5732 4121 2719 1770
unbehandelt + 288 + 417 + 256 + 1583 +115

Il Sonnenblumendl, 7679 13243 10194 9195 5013
MHD 09/96 +9025 +2324 +1266  +2803 +512

Il WalnuBal, 7679 9588 10499 13343 7668
unbehandelt +1493 + 1286 +1349 +20832 + 1094

IV WalnuBal, 23369 20160 32903 23069 23982
StreBlagerung (24 h/100 °C) +4902 +3791  +6957 +£3571  + 3461

V WalnuBol, 178594 130081 282217 + 134444 150245
StreBlagerung (48 h/100 °C) + 38848 + 28079 61984 +24895 + 32217

Tab. VI.7: Normiertes Muster der Intensitaten (Mittelwerte und relative Standardabweichungen)

Probe m/z 55 m/z 56 m/z 57 m/z 58 m/z 72
| Sonnenblumendl, 16,8 33,2 23,9 15,8 10,3
unbehandelt +0,9 +0,9 +1,0 +1,5 + 0,4
[l Sonnenblumendl, 16,9 29,2 22,7 20,0 11,2
MHD 09/96 +0,3 +1,7 + 3,6 +4,0 +2,0
1l WalnuBol, 15,7 19,7 21,6 27,3 15,7
unbehandelt +1,8 +0,7 +0,3 +1,0 +1,0
IV WalnuBol, 18,9 16,3 26,5 18,8 19,5
StreBlagerung (24h /100 °C) +0,7 +0,6 +1,0 +1,2 +1,1
V WalnuBol, 20,4 14,8 32,2 15,4 17,2
StreBlagerung (48h /100 °C) + 0,1 +0,2 +0,3 + 0,4 +0,2
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Wie aus den Abbildungen V1.3 und VI.4 hervorgeht, sind die Signalmuster unter-
schiedlicher Olsorten sowohl mit als auch ohne Normierung der Signalintensitéten
deutlich verschieden, die Cluster der Sonnenblumendle und der WalnuBdle sind im
Merkmalsraum deutlich voneinander getrennt (Abb. VI.1 und Abb. VI.2). Die Lager-
proben beider Olsorten lassen sich auf der Diskriminanzebene von den jeweiligen
unbehandelten Proben unterscheiden. Bedingt durch die Ahnlichkeit der Muster der
normierten Signalintensitaten Uberschneiden sich allerdings die Cluster der streB-
gelagerten WalnuBproben.
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1.3 Diskussion

Die Ergebnisse der hier durchgeflihrten Untersuchungen zeigen, daB die Differenzie-
rung von Sonnenblumen- und WalnuBdl in unterschiedlichen Oxidationszustanden
mittels Direktinjektion/Mustererkennung grundséatzlich mdéglich ist. Mit dem hier ver-
wendeten Fragmentionen-Array aus m/z 55, m/z 56, m/z 57 m/z 58 und m/z 72 er-
folgte die Diskriminierung auf der Basis der fllichtigen Inhaltsstoffe Pentan, Pentanal,
Hexanal und Heptan.

Pentan entsteht Uber eine B-Spaltung des 13-Hydroperoxids der Linolsdure (Belitz,
1992b) und ist die dominierende Hauptkomponente des Kopfraumgases in allen un-
tersuchten Proben. Daher héngt das bei einer HS-MS-Messung erhaltene Signal-
muster sehr stark von der jeweiligen Pentankonzentration ab. Die Eignung von Pen-
tan als Indikator fiir den Oxidationszustand eines Oles wurde bereits von Scholz und
Ptak (1966), Evans et al. (1969) sowie Dupuy et al. (1977) bei der Direktinjektion von
Speisedl in den Gaschromatographen festgestellt. Neben der Menge an Pentan, das
sich wahrend der Autoxidation gebildet hatte, erfaBten diese Autorengruppen aller-
dings auch Pentan, das sich bei der thermischen Zersetzung der Ole im GC-Injektor
bildete. Daher besitzt die von Scholz und Ptak (1966) gefundene quantitative Bezie-
hung von Pentangehalt und sensorischer Qualitat keine methodentbergreifende Gdl-
tigkeit. Nach der Einteilung von Scholz und Ptak (1966) ist erst Speisedl mit einem
Pentangehalt lGber 50 ppm ranzig. Somit wéaren sowohl das Sonnenblumendl mit
MHD 09/96 als auch das thermisch belastete WalnuB&l akzeptabel, da der Pentan-
gehalt in allen Proben jeweils unter 50 ppm lag. Tats&chlich wiesen alle Proben einen
deutlichen strohigen bis ranzigen Fehlgeruch auf. DaB die Konzentration von Pentan
im Kopfraum (ber ranzigem Ol als Indikator fiir fortgeschrittene Autoxidation heran-
gezogen werden kann, publizierten erstmals Warner et al. (1978).

Neben Pentan beeinfluBt auch der Gehalt von Pentanal und Hexanal das Signal-
muster der HS-MS-Analyse. Da geméaB Dupuy et al. (1973) auch diese Verbindun-
gen als Marker flir Ranzigkeit herangezogen werden, wird der Vorteil der HS-MS-
Methode deutlich. Mit der Erfassung des Signalmusters der Fragmentionen m/z 55,
m/z 56, m/z 57 m/z 58 und m/z 72 wird zuverlassig und ausschlieBlich der Gehalt an
Sekundérprodukten der Autoxidation erfaBt, die representativ flir das Fortschreiten
der Oxidation sind. Im Gegensatz dazu wird bei der Ermittlung der Peroxidzahl der
Gehalt an Monohydroperoxiden bestimmt, die sich aufgrund ihres instabilen Cha-
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rakters nicht zuverléssig als Indikatoren eignen [Gray, 1978]. Zudem wird das Analy-
senergebnis durch das Vorhandensein ungeséttigter Fettsdure-Doppelbindungen
stark verfélscht. Fiir Olsorten mit hohem Anteil ungeséttigter Fettsduren wie WalnuB-
oder Leinsamendl werden daher bereits im frischen Zustand Peroxidzahlen be-
stimmt, die denen ranziger Maiskeim- oder Sonnenblumendle entsprechen. Die Un-
zuverlassigkeit der POV-Methode konnte auch flir die hier untersuchten Proben bes-
tatigt werden. Zum einen wurde flr frisches WalnuBél ein Peroxidwert von 1,50 ermit-
telt. Dieser Wert ist deutlich gréBer als der POV des frischen Sonnenblumendls
(0,46). Zum anderen war die Peroxidzahl der thermisch am starksten belasteten
WalnuBélprobe mit 1,64 dem POV des frischen Ols vergleichbar.

Mittels Sensor-Massenspektrometrie in Kombination mit Mustererkennung ist bei bei-
den untersuchten Olsorten die eindeutige Unterscheidung der unbehandelten Proben
von den Lagerproben méglich. AuBerdem ist aufgrund der sortentypischen Verteilung
der flichtigen Inhaltsstoffe im Headspace eine Unterscheidung zwischen Sonnen-
blumendl und WalnuBdl, unabhéngig vom jeweiligen Oxidationszustand, eindeutig
mdglich. Es zeigt sich allerdings, daB die Signalmuster der streBgelagerten Wal-
nuBproben sich so ahnlich sind, daB eine Diskriminierung dieser beiden Proben bei
Normierung der Signalvektoren nicht stattfinden kann. Die Ursache hierflr liegt in der
sehr ahnlichen qualitativen Zusammensetzung der Kopfraumgase.

Die durchgeflihrten Untersuchungen wurden ausschlieBlich mit Speisedlen durch-
gefuhrt, die jeweils in einem gasdicht verschlossenen Behéltnis thermisch belastet
wurden. Ob sich das entwickelte Sensor-MS-Verfahren auch zur Beurteilung der
Ranzigkeit von thermisch belasteten Olen aus offenen Behéltern (Friteusen etc.) eig-
net, sollte durch weiterfihrende Untersuchungen geprlft werden. AuBerdem sollten
Md&glichkeiten und Grenzen des Verfahrens zur Detektion der Fotooxygenierung auf-
gezeigt werden.

Der Nachteil der entwickelten MeBmethode besteht darin, daB die Messung auf die
Fragmentionen von geruchlich nur wenig aktiven Hauptkomponenten beschrankt ist.
Langerkettige einfach- und mehrfach ungeséttigte Aldehyde sowie einige ungesét-
tigte C,-Ketone, welche aufgrund ihrer duBerst niedrigen Geruchsschwellen urséch-
lich fir den ranzigen Aromadefekt verantwortlich sind, kénnen mittels HS-MS bzw.
HS-GC-MS nicht erfaBBt werden. lhre Konzentration im Kopfraumgas liegt jeweils un-
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terhalb der Nachweisgrenze, die mit einem statischen Headspace-Probenaufga-
besystem erreicht werden kann.

Die Ursache flir eine derart geringe Headspace-Konzentration ist einerseits darin zu
suchen, daB diese Verbindungen wéahrend der Autoxidation nur in sehr geringen
Mengen gebildet werden. Zum anderen erklart sie sich aus dem &uBerst geringen
Gas/Speisedl-Verteilungskoeffizienten der héherkettigen Autoxidationsprodukte. So
besitzt z.B. E,E-2,4-Decadienal mit 2,9-107 einen 586 fach kleineren Gas/Speisedl-
Verteilungskoffizienten als Hexanal mit 1,7-10* [Hall und Andersson, 1983b] und wird
mit 150 mg/g Linolséure in 34 fach geringerer Menge gebildet als Hexanal mit
5100 mg/g Linolséure [Belitz, 1992b]. Um auch diese geruchsaktiven Spurenkompo-
nenten in die Messung miteinzubeziehen, mussten sie vor der Direktinjektion im Pro-
benheadspace angereichert werden. Auf diese Weise kénnten auch Fragmentionen
hoher Spezifizitdt in den Sensor-Array miteinbezogen werden, auf die hier wegen
ihrer sehr geringen Intensitat im Spektrum der Headspace-Komponenten verzichtet
werden muBte.
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2. Lagerungsbedingte Veranderungen bei Gewirznelken

2.1 Einleitung

Gewlrznelken sind getrocknete, noch geschlossene Blitenknospen des immergru-
nen Nelkenbaumes (Szygium aromaticum, Familie Myrtaceae) [Melchior und Kast-
ner, 1974]. Die Weltproduktion liegt bei ca 20 000 Tonnen pro Jahr und stammt zu
75% von den ostafrikanischen Inseln Sansibar und Pemba [Heath, 1978; Le-
wis, 1984; Wagner, 1988]. Daneben wird der Gewlrznelkenbaum auch auf den Mo-
lukken, Madagaskar, Réunion, Mauritius, den Comoren sowie in Indonesien, Malay-
sia, den Philippinen, in Indien, Sri Lanka, auf einigen der Westindischen Inseln und in
Brasilien kultiviert [Melchior und Kastner, 1974; Heath, 1978; Lewis, 1984; Wag-
ner, 1988; Analytical Methods Committee, 1984; Gerhardt, 1990]. Gewtrznelken fin-
den im asiatischen Raum hauptséachlich Verwendung bei der Herstellung von Kretek-
Zigaretten [Lewis, 1984]. In Europa werden sie als Rohstoffe in der Lebens-
mittelindustrie, der Parfimerie und der pharmazeutischen Industrie verwendet [Ana-
lytical Methods Committee, 1984].

Gewtlrznelken weisen einen auBerordentlich hohen Gehalt an Eugenol auf und be-
sitzen deshalb sowohl antimikrobielle [Mdller, 1951; Martinez et al., 1973; Pauli und
Knobloch, 1987; Knobloch et al., 1988; Suresh et al., 1992] als auch schmerzlin-
dernde [Wagner, 1988; Mduller, 1951] Wirkung. In der Lebensmittelindustrie sind vor
allem die sensorischen Eigenschaften von Interesse: ,warmer, schwerer, wirziger,
entfernt pfefferartiger Geruch mit stBlich-fruchtiger Nuance und anhaltendem phe-
nolischem Hintergrund® [Heath, 1978; Moyler et al., 1988]. Dieser Geruchseindruck
wird im wesentlichen von den das Aroma stark prdgenden Komponenten Eugenol
(,Gewdlrznelke, streng® [Kollmannsberger und Nitz, 1994]) und Eugenylacetat (,nel-
kenartig-fruchtig” [Bauer und Garbe, 1981] bzw. ,Gewlrznelke, si“ [Kollmannsber-
ger und Nitz, 1994]) bestimmt. Sie allein machen mehr als 85 % der fllichtigen Nel-
keninhaltsstoffe aus. Mit einem Anteil von ca. 10 % ist das geruchsaktive Caryo-
phyllen nicht nur mengenmaBig bedeutsam, sondern leistet mit seiner ,griinholzigen®
Note auch einen wichtigen Beitrag zum Gesamtaroma [Kollmannsberger und Nitz,
1994]. AuBerdem enthalten Gewtrznelken eine Reihe leichtfllichtiger geruchsaktiver
Nebenkomponenten [Lewis, 1984; Wagner, 1988; Moyler, 1988; Ziegler, 1982; Nir-
mala und Narayanan, 1992] sowie sensorisch bedeutsame schwerfllichtige Inhalts-
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stoffe [Melchior und Kastner, 1974; Heath, 1978; Lewis, 1984; Wagner, 1988; Analy-
tical Methods Committee, 1984; Gerhardt, 1990; Deyama et al., 1971; Walter, 1972;
Salzer, 1977; Richard, 1991; Bauer und Garbe, 1981], auf die hier aber nicht néher
eingegangen werden soll. Aus der Vielzahl fltichtiger, sensorisch unbedeutender Ver-
bindungen (u. a. Mono- und Sesquiterpene, Methylketone und sekundére Alkohole
[Kollmannsberger und Nitz, 1994]) ist Essigsduremethylester von besonderer Bedeu-
tung: Koller wies einen lagerungsbedingten Anstieg von Methylacetat nach [1979a],
der mit der Veranderung des Geruchs in Richtung stechend bzw. streng einherging.
Die Zunahme von Methylacetat wird mit der Hydrolyse von Eugenylacetat und an-
schlieBender Veresterung von Essigsdure mit Methanol erkléart [Koller, 1979b],
wéhrend die Verschlechterung der sensorischen Qualitédt auf den im ersten Reak-
tionsschritt stattfindenden Abbau der aromabestimmenden Verbindung Eugenylace-
tat zurtickzufthren ist.

Das im folgenden beschriebene Verfahren zur Detektion lagerungsbedingter Quali-
tatsminderung in Gewtrznelken macht sich die Zunahme der Indikatorverbindung
Methylacetat zunutze.

2.2 Entwicklung der MeBmethode fiir den MS-Sensor

Zur Entwicklung einer MeBmethode flir den MS-Sensor, die den Nachweis der lage-
rungsbedingten Veranderung getrockneter Gewdlrznelken erlaubt, wurden ganze,
getrocknete Gewtlirznelken fein vermahlen. Das erhaltene Pulver wurde unter Luft-
atmosphére in einem BraunglasgefaB mit SchraubverschluB im Kihlschrank (5 °C)
4 Monate gelagert. Die nachstehend beschriebenen Untersuchungen des Gewdrz-
pulvers erfolgten zu Beginn und nach Beendigung der Einlagerung. HS-GC-FID-,
HS-GC-MS- und Sensor-MS-Analysen wurden mit jeweils 2 g Nelkenpulver durch-
gefuhrt. Die Einstellung des Gas/Matrix-Verteilungsgleichgewichts wurde durch eine
15 minUtige Thermostatisierung bei 60 °C erreicht.
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2.2.1 Bestimmung der Headspacezusammensetzung

Das Kopfraumgas uber den untersuchten vermahlenen Gewtlrznelken setzte sich
aus ca. 40 Verbindungen zusammen. Sie konnten bis auf zwei identifiziert werden.

In beiden Proben waren Eugenol und Caryophyllen Hauptkomponenten mit einem
gemeinsamen Anteil von mehr als 75 % an der Gesamtpeakflache, daneben be-
saBen Essigsaure, Humulen, E,E-o,a-Farnesen, a-Copaen und 2-Heptanon Head-
space-Anteile von jeweils >1 %. Jede der Ubrigen nachgewiesenen Verbindungen lag
in so geringer Konzentration vor, daB ihr Anteil am Headspace 1 % nicht Uberstieg.

Hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung des Kopfraumgases wiesen die ori-
ginare Probe und die Lagerprobe keine Unterschiede auf.

In quantitativer Hinsicht konnte sowohl eine lagerungsbedingte Abnahme aller fllich-
tigen Inhaltsstoffe als auch eine Veranderung der prozentualen Zusammensetzung
des Kopfraumgases festgestellt werden. Echte lagerungsbedingte Zunahmen der
Konzentration wurden flur Methylacetat, Pentan und Aceton beobachtet. Gravierende
Abnahmen der Headspacekonzentration wurden fur Eugenol und Caryophyllen nach-
gewiesen. Der héhere Anteil von Caryophyllen im Headspace der Lagerprobe stellte
daher keine echte Zunahme der Konzentration dar. Er ergab sich im Zusammenhang
mit der Auswertung — Prozent, bezogen auf die Gesamtpeakflache — aus der starke-
ren Abnahme des Anteils der Ubrigen Komponenten, v. a. Eugenol. Gleiches gilt fur
den hdéheren Anteil von Essigsédure im gelagerten Gewlrz. Methanol konnte in
beiden Proben nachgewiesen werden. Der jeweilige Anteil am Kopfraumgas war
jedoch fur beide Proben gleich und war kleiner als 0,5%. Die von Koller (1979a)
beschriebene Abnahme des Eugenylacetatanteils, welche mit der Zunahme der
Konzentration von Methylacetat einhergeht, konnte hier nicht Uberpruft werden, da
bei den angewendeten Versuchsbedingungen die Konzentration von Eugenylacetat
unterhalb der gaschromatographischen Nachweisgrenze liegt. In Tabelle V1.8 ist die
quantitative Zusammensetzung unter Beschréankung auf Inhaltsstoffe mit Anteilen
>1% dargestellt. Markante lagerungsbedingte Verdnderungen in den Gehalten
einzelner Verbindungen sind hervorgehoben.
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Tab. V1.8: %-Anteile der flichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum Gber frischem und
gelagertem Gewtirznelkenpulver

RI? Verbindung frisch gelagert
500 Aceton 0,92 1,40
500 Pentan 1,05 0,93
530 Methylacetat 0,06 0,67
644 Essigsaure 1,47 6,25
1376 Eugenol 48,30 44,72
1401 «-Copaen 1,01 0,89
1454 B-Caryophyllen 36,67 32,76
1488 Humulen 2,76 2,44
1514 E,E-a,a-Farnesen 1,44 2,81

@Retentionsindizes auf Kapillarsdule DB-5

2.2.21 Auswahl der Fragmentionen fir das Sensor-Array

Das zur Differenzierung der Proben unterschiedlicher Lagerungsdauer verwendete
dreidimensionale Array bestand aus den Fragmentionen m/z 74, m/z91 und
m/z 165. Dabei ist m/z 74 ein fur Methylacetat charakteristisches Fragmention, wéah-
rend m/z 91 in den Massenspektren von Caryophyllen und einigen Monoterpenkoh-
lenwasserstoffen anwesend ist. Mit m/z 165 enthielt das Array auBerdem ein fur Eu-
genol und Caryophyllen typisches Fragmention.

2.2.3 Aufnahme des SIM-Profils mittels HS-GC-MS
In Tabelle VI.9 ist dargestellt, wie sich die Gesamtpeakflache der lonenspuren
m/z 74, m/z 91 und m/z 165 bei den untersuchten Nelkenproben zusammensetzt.

Die Summe aller im zeitaufgelésten HS-GC-MS-Chromatogramm integrierten
Peakflachen entspricht fur jedes Fragmention 100 %.
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Tab. V1.9: %-Anteile an der Peakflachensumme fliir m/z 74, m/z 91 und m/z 165
in frischem und gelagertem Gewt(irznelkenpulver (HS-GC-MS, SIM)®

Verbindung frisch gelagert
m/z 74  Methylacetat 21,8 89,9
2-Methylbuttersaureethylester 12,8 2,2
Hexansauremethylester 41,7 4,3
n. i 5,8 -
B-Caryophyllen 8,5 -
m/z 91  B-Caryophyllen 88,7 82,0
m/z165 Eugenol 93,2 91,5
B-Caryophyllen 4,6 4,0

& bei m/z 74 und m/z 91 nur Substanzen mit Anteilen (ber 5% angegeben

Wie aus Tabelle VI.9 hervorgeht, hat Caryophyllen sowohl im frischen als auch im
gelagerten Gewlrz einen Anteil von >80 % an der Peakflichensumme des Frag-
mentions m/z 91. In beiden Proben machen Eugenol und Caryophyllen zusammen
jeweils mehr als 95 % der Peakflache des Fragmentions m/z 165 aus. Unterschiede
im SIM-Profil sind lediglich flir das Fragmention m/z 74 feststellbar. In der frischen
Nelkenprobe macht Methylacetat 21,8 % der Gesamtflache des Fragmentions m/z 74
aus, in der Lagerprobe betragt dieser Anteil 89,9 %. Dies geht mit dem mittels HS-
GC-FID nachgewiesenen Anstieg der Konzentration von Methylacetat wahrend der
Lagerung (Tab. VI.10) einher.

Tab. VI.10: Mittels HS-GC-MS (SIM) ermittelte Peakflachensumme der Fragmentionen
m/z 74, m/z 91 und m/z 165 in frischem und gelagertem Gewlirznelkenpulver

[10° Zahlereignisse]

m/z frisch gelagert
74 11,4 56,6
91 329,3 248,3
165 1,56 1,0
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23 Sensormessungen und Mustererkennung
In Tabelle VI.11 sind die normierten Intensitaten der Fragmentionen m/z 74, m/z 91

und m/z 165 flir die Nelkenproben unterschiedlicher Lagerdauer einander gegen-
Ubergestellt; ihre graphische Darstellung findet sich in Abbildung VI.12.

Tab. VI.11: Normiertes Muster der Intensitaten (Mittelwerte und relative Standardabweichungen)

m/z frisch gelagert
74 68+04 20,4+ 31
91 888 +0,6 759 +26

165 4,4 +0,8 3,7+0,6

< 80 1 Em/z74 Om/z91 Mm/z 165
g5 1
2
§ 607
= 4
2 1
5 40
g 1
O
Z 201
0 I —

Nelke, frisch Nelke, gelagert
Abb. V1.5 Normierte Signalmuster

Die Signalmuster der normierten Intensitaten der frischen und der gelagerten Nelken

zeigen deutliche Unterschiede. Daraus resultiert eine gute Trennbarkeit der Proben
im Merkmalsraum (Abb. VI.6).
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Nelke, frisch

2.Hauptkomponente

Nelke, gelagert

F 4 3 2 1 0 1 2 3 4 B B 7
1.Hauptkomponente

Abb. VI1.6: Diskriminanzebene

24 Diskussion

Es wurde ein Sensor-MS Verfahren zur Detektion der lagerungsbedingten Qualitats-
minderung in Gewlrznelken entwickelt. Die Grundlage dieses Verfahrens war die
lagerungsbedingte Zunahme des Methylacetatanteils im Kopfraum Uber gemahlenen
Gewtlrznelken bei gleichzeitiger Abnahme der Hauptinhaltsstoffe Eugenol und Ca-
ryophyllen. Das Fragmentionen-Array, der hierbei verwendet wurde, setzte sich aus
den Fragmentionen m/z 74, m/z 91 und m/z 165 zusammen.

Es darf angenommen werden, daB die Wahl der Aufbewahrungsbedingungen einen
groBen EinfluB auf die Zusammensetzung des Kopfraumgases Uber dem gelagerten
Gewlrzpulver hat. So wurde ein genereller Verlust an Aromastoffen nachgewiesen.
Dieser deutet darauf hin, daB die Lagerung in Braunglasflaschen nicht gasdicht, son-
dern unter Luftzutritt erfolgte. Bestétigt wird diese Annahme durch die beobachtete
Bildung von Methylacetat. welche nach Koller (1979b) durch die Hydrolyse von Eu-
genylacetat eingeleitet wird. Dies deutet auf eine hohe Wasseraktivitdt im Lage-
rungsgut hin. Vermutlich hat der Zutritt feuchter Luft aus dem Kuhlschrankinneren
nicht nur die Entstehung von Methylacetat begunstigt, sondern auch die Austrock-
nung des Gewdlrzpulvers verhindert und einem starken Verlust an wertgebenden
flichtigen Inhaltsstoffen vorgebeugt. Die verhéltnismaBig geringe Abnahme des Es-
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sigsauregehalts ist ein Hinweis darauf, daB durch diese Art der Lagerung der Verlust
an polaren Komponenten weniger groB ist als bei unpolaren Verbindungen. Dies
wlrde bedeuten, daB auch der lagerungsbedingte Verlust von Methylacetat im
durchgefluhrten Lagerungsversuch verhaltnisméaBig gering war.

Es stellt sich daher die Frage, ob das entwickelte HS-MS-Verfahren sich ebenso da-
zu eignet, Aussagen Uber die Lagerzeit von Nelkenpulver zu machen, das unter an-
deren als den hier gewéhlten Bedingungen aufbewahrt wurde. Einen ersten Hinweis
darauf, daB die lagerungsbedingte Zunahme an Methylacetat auch bei Lagerung un-
ter Lichtzutritt sowie in offenen Behdltnissen nachweisbar ist, gibt Koller (1979a).
Folglich sollten mittels Sensor-Massenspektrometrie auch Aussagen lber die Lager-
dauer solcher Nelkenpulver gemacht werden kénnen. Dies sollte jedoch durch wei-
terflihrende Untersuchungen bestatigt werden.

SchlieBlich bedarf die Frage nach der breiten Anwendbarkeit des HS-MS-Verfahrens
noch einer genaueren Betrachtung. Gewdrznelken sind Produkte pflanzlichen Ur-
sprungs, demzufolge sind auch ihre Inhaltsstoffe naturbedingten Schwankungen un-
terworfen. So ist bekannt, daB der Eugenolgehalt im Verlauf der Reifung um nahezu
20% zu- und der Eugenylacetatgehalt gleichzeitig um 15% abnimmt [Gopala-
Krishnan, 1982]. Standortbedingte Unterschiede in der Zusammensetzung und Qua-
litdt wurden bereits beschrieben [Melchior und Kaster, 1974; Parry, 1969]; Witte-
rungs- bzw. jahrgangsbedingter Unterschiede der Eugenol- und Caryophyllengehalte
kénnen ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Inwieweit sich diese Schwankungen
auf das Signalmuster und damit auf die korrekte Beurteilung der Lagerdauer aus-
wirkt, bedarf der weiteren Untersuchung. Mdéglicherweise kénnen die erwéhnten
standortbedingten Schwankungen sogar dazu genutzt werden, Nelken gleichzeitig
nach Lagerdauer und Provenienz zu diskriminieren. Zum jetzigen Zeitpunkt kann
daruber allerdings nur spekuliert werden.

Aussichtsreich erscheint es, das entwickelte MeBverfahren zu einem ersten bewer-
tenden Vergleich der Aromaqualitdt von Nelkenpulver heranzuziehen. Mit m/z 91 und
m/z 165 geht das Verhéltnis von Caryophyllen zu Eugenol in die Mustererkennung
ein. Gute sensorische Qualitét ist gleichbedeutend mit einem hohen Gehalt am Ge-
ruchstrager Eugenol [Moyler, 1978]. gleichzeitig ist laut Koller (1979a) ein niedriger
Gehalt an B-Caryophyllen wiinschenswert. Offenbar verschlechtert B-Caryophyllen
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mit seiner ,krautig-wirzigen® Note [Ohloff, 1990] das sensorische Profil des Gewdir-
zes. Interessant ist daher gerade in diesem Zusammenhang, daB es als Artefakt bei
der Destillation der etherischen Ole nachgewiesen werden konnte [Walter, 1972; Kol-
ler, 1979c]. Das bei einer HS-MS-Messung erhaltene Signalmuster kénnte daher
durchaus representativ flr die sensorische Qualitdt der untersuchten Probe sein.
Einschrankend bleibt jedoch festzustellen, daB dabei weder die Aromakomponente
Eugenylacetat noch weitere schwerer fllichtige geruchsaktive Nebenkomponenten
bei der Klassifizierung der Proben berlcksichtigt wurden.
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3. Rosendle
3.1 Einleitung

Rosendl ist das durch Wasserdampfdestillation aus Rosenbllten gewonnene etheri-
sche Ol. Die Gattung Rosa umfaBt weltweit ca. 100 Arten mit mehr als 20000 Sorten
von Kulturrosen. Davon werden jedoch nur einige wenige Varietédten der drei Sorten
Rosa damascena, Rosa alba und Rosa centifolia zur Gewinnung von Rosendl kultiviert.

Aufgrund des auBergewbhnlichen Arbeitsaufwands bei der Handpfllickung der BIU-
tenképfe und der geringen Ausbeuten der Wasserdampfdestillation von nur 0,02-
0,08 % gehért Rosendl zu den teuersten etherischen Olen. 1985 betrug der Preis
11 000-12 000 DM/kg, bei einer Weltjahresproduktion von 1-2,5 Tonnen. Herkunfts-
l&nder flir Rosendl sind Bulgarien, Frankreich, Marokko, Turkei, ltalien, Syrien, In-
dien, China und die ehemalige Sowjetunion (Rdmpps Lexikon der Lebensmit-
tel, 1995). Rosendl findet Verwendung in der Parfim- und Kosmetikindustrie,
daneben dient es in der Lebensmittelindustrie zur Aromatisierung von Zucker, Mar-
zipan, Tabakwaren und Likéren. Es wirkt schwach antiseptisch und leicht narkotisie-
rend, ist aber nicht hautreizend (Rompps Lexikon der Lebensmittel, 1995).

Neben Rosendl sind auch das wesentlich preiswertere ,konkrete Rosendl” und die
s0g. ,Essence absolue® im Handel. Ersteres wird durch Extraktion der Blliten mittels
Hexan bzw. Petrolether in 25 %iger Ausbeute gewonnen, Rosendl-Absolue ist ein
ethanolischer Auszug dieses Rosendl-Concrete. Eine ausflhrliche Beschreibung
dieser Herstellungstechniken findet sich in Guenther (1952), Gildemeister und Hoff-
mann (1959), Garnero, (1976), Garnero (1982), Nicolov et al. (1976), Buccelato
(1980) und Lawrence (1991).

Bulgarisches Rosendl wird aus der hellrot- bzw. rosablihenden bulgarischen Da-
mascenerrose (Rosa damascena Miller) hergestellt und besitzt einen ,charakteristi-
schen, schwer nachzuahmenden Geruch nach Rosenbliten mit Tee- und Honigno-
ten®. Da von seiten der Parfumindustrie groBes Interesse an der Aufklarung der wert-
gebenden Inhaltsstoffe bestand, war die Zusammensetzung dieses etherischen Ols
in qualitativer, quantitativer, aber auch sensorischer Hinsicht Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen [Lawrence, 1991; Lawrence, 1997; Bayrak und Akguel, Brunke et
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Brunke et al., 1992; Knapp et al., 1998; Kovats, 1987; Hadjieva et al., 1980; Masa-
da, 1976; Ohloff und Demole, 1987]. Hauptkomponenten des bulgarischen Rosendls
sind S-(-)-Citronellol (22-55 %) [Garnero, 1982; Anac, 1984; Kovats, 1987; KuikcU-
oglu, 1988] sowie Geraniol und Nerol (zusammen ca. 30-40 %), ferner in geringeren
Mengen Phenylethanol, cis-3-Hexenol, Linalool, Farnesol, Nonanal, Citral, Eugenol,
Carvon, Eugenolmethylether etc. (Mdller, 1975; R6mpps Lexikon Lebensmittelche-
mie, 1995). Insgesamt wurden ca. 160 Inhaltstoffe identifiziert, die zum gréBten Teil
zur Klasse der Terpenkohlenwasserstoffe bzw. zu deren Derivaten (Terpenalkohole,
-ketone, -aldehyde und -ester) gehdren.

In sensorischer Hinsicht sind vor allem Neben- und Spurenkomponenten von ent-
scheidender Bedeutung flr den Gesamtgeruchseindruck: Die mit einem Geruchs-
schwellenwert von 0,002-0,004 ng/L [Rychlik et al., 1998] auBerst geruchsaktive
Verbindung B-Damascenon ist sehr bedeutsam flr die typische ,Rosen®-Note [Oh-
loff und Demole, 1987; Naves, 1974]; daneben haben die diastereomeren (-)-Ro-
senoxide mit ihrer blumigen Note [Seidel et al., 1961; Ohloff, 1987; Garnero, 1982],
die Rosenketone mit ihrem Geruch nach exotischen Bllten, das rosenartig riechende
Phenylethanol und der Veilchenriechstoff B-Jonon einen wesentlichen Anteil an der
Basisnote des etherischen Ols [Ohloff und Demole, 1987]. Die siiBe, kraftvolle Ho-
nignote des bulgarischen Rosendls wird auf den Gehalt an 2-Methylbutterséure-
phenylethylester, 2-Methylpropionsédurephenylethylester und Benzyltiglat zurltickge-
flhrt. Perillen, Neroloxid, Rosenfuran und sein Tetrahydroderivat sowie
p-Menth-1-en-9-al tragen ebenfalls zum Geruchseindruck bei [Blchi et al., 1968; Oh-
loff und Demole, 1987; Ohloff et al., 1969], wédhrend die Monoterpenkohlen-
wasserstoffe Citronellol, Nerol und Geraniol fir die frische, citrusartige Note verant-
wortlich sind.

Studien zur Charakterisierung von Rosendlen aus Bllten anderer Sorten sind weit
weniger zahlreich [Nishimura et al., 1962; Nakamura, 1987; Tucker und Maciarello,
1988; Ueyama et al., 1990; Brunke et al., 1992; Gora et al., 1995], erhielten aber in
den letzten Jahren gesteigerte Aufmerksamkeit. Die Ursache daflir ist die Suche
nach preisgunstigen und dennoch qualitativ hochwertigen Alternativen zum auBeror-
dentlich teuren bulgarischen Rosendl ebenso wie der Versuch der Rekonstruktion
des Naturprodukts aus synthetischen Grundstoffen.
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Im folgenden wurde eine MeBmethode auf Basis der MS-Direktinjektion entwickelt,
die die Differenzierung der Ole hinsichtlich der Sortenzugehérigkeit des verwendeten
BlUtenmaterials ermdglicht. Ebenso wurde auch eine Methode zur Kontrolle der Pro-
duktkonstanz von Rosendlen ausgearbeitet.

3.2 Entwicklung der MeBmethode fiir den MS-Sensor

Es wurden drei Rosendle verschiedener Herkunft zur Entwicklung der Sensor-MS-
Methode herangezogen. Sie wiesen folgende Merkmale auf:

Tab. V1.12: Farbe und Aroma der untersuchten Rosendle

Bezeichnung, Herkunft  Sorte Farbe Aroma (Kopfnote)
Bulgarien, Destillat Rosa damascena dunkelrot Rose, slf3

Miller
Marokko, Destillat Rosa centifolia L. gelb Rose, blumig
Rosendl, synthetisch - schwach gelb  Rose, zitrus

HS-GC-FID-, HS-GC-MS- und Sensor-MS-Analysen wurden mit jeweils 50 mg der
etherischen Ole durchgefiihrt. Als MeBbedingungen der statischen Headspace-Pro-
benaufgabe wurde eine 15 minutige Thermostatisierung bei 60 °C gewéhlt.

3.2.1 Bestimmung der Headspacezusammensetzung
Durch HS-GC-MS- sowie HS-GC-FID-Analyse wurde zunéchst die qualitative und
quantitative Zusammensetzung des Kopfraumgases Uber den verschiedenen Ro-

sendlen ermittelt. In Tabelle VI.13 sind die Anteile der fllchtigen Verbindungen der
drei Rosendle zusammengefalt.
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Tab. VI.13: %-Anteile der fllichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum Uber Rosendlen unterschiedlicher

Herkunft
Nr RI° Verbindung Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch

1 612 Ethylacetat 5,86 n.n. 1,86
2 652 3-Methylbutanal 1,24 1,92 Sp.
3 661 1-Butanol 5,08 Sp. Sp.
4 690 3-Methylpentan 1,81 n.n. n.n.
5 696 Pentanal 0,55 1,95 n.n.
6 700 Heptan 2,69 Sp. n.n.
7 701 3-Methylhexan n.n. n.n. 1,07
8 732 1,1-Diethoxyethan n.n. 8,90 n.n.
9 737 3-Methylbutanol 1,40 7,58 33,75
10 741 2-Methylbutanol 4,06 n.n. n.n.
11 775 Toluol n.n. n.n. 1,93
12 790 Ameisensaurepentylester n.n n.n. 2,11
13 799 Hexanal 2,15 1,20 n.n.
14 835 n.i. n.n. n.n. 0,83
15 853 2-Methylbuttersaureethylester 2,17 n.n. n.n.
16 872 1-Hexanol 4,40 2,43 n.n.
17 878 3-Methylpentanol 0,26 n.n. n.n.
18 880 Essigsaure-3-Methylbutylester 1,25 n.n. n.n.
19 900 Heptanal 3,10 1,32 n.n.
20 944 o-Pinen 14,51 41,17 10,44
21 960 Camphen n.n. 0,26 Sp.
22 969 Benzaldehyd n.n. n.n. 0,40
23 978 n.i. n.n. 0,39 0,52
24 981 Sabinen 2,15 1,56 0,18
25 987 B-Pinen 4,57 7,72 2,28
26 993 Myrcen 7,65 9,67 2,73
27 996 n.i. n.n. n.n. 0,30
28 1001 Octanal n.n. n.n. 2,51
29 1008 a-Phellandren n.n. 0,41 0,97
30 1018 A3-Caren 0,91 0,94 n.n.
31 1033 p-Cymol 1,03 1,08 0,46
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Fortsetzung Tab. VI1.13: %-Anteile der fllichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum Uber Rosendlen

unterschiedlicher Herkunft

Nr. RI° Verbindung Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch
32 1038 Limonen 2,75 3,63 13,84
33 1040 1,8-Cineol 0,84 0,29 n.n.
34 1042 n.i. 0,77 n.n. n.n.
35 1052 E-B-Ocimen n.n. Sp. 0,81
36 1067 y-Terpinen n.n. n.n. Sp.
37 1096 Terpinolen 0,26 n.n. n.n.
38 1102 Linalool 17,96 3,48 4,30
39 1116 cis-Rosenoxid 4,21 3,14 2,92
40 1136 trans-Rosenoxid 1,80 0,95 1,17
41 1161 n.i. 0,66 n.n. n.n.
42 1167 Menthon n.n. n.n. 1,46
43 1178 |Isomenthon n.n. n.n. 3,98
44 1191 Terpinen-4-ol 0,66 n.n. n.n.
45 1203 a-Terpineol 0,76 n.n. n.n.
46 1233 Citronellol 2,49 n.n. 2,76
47 1258 Essigsaurelinalylester n.n. n.n. 3,89
48 1278 Ameisensaurecitronellylester n.n. n.n. 2,00
49 1299 Essigsaurebornylester n.n. n.n. 0,583

? Retentionsindizes auf Kapillarsaule DB-5

Tab. VI.14: %-Anteile der fllichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum Uber Rosendlen
unterschiedlicher Herkunft, geordnet nach Stoffgruppen

Stoffgruppe Bulgarien,  Marokko, Rosenal,
Destillat Destillat  synthetisch

Monoterpenkohlenwasserstoffe 32,79 65,36 32,15
Monoterpenalkohole 21,86 3,48 7,26
Terpenketone - <0,2 5,60
veresterte Terpene <0,2 <0,2 6,61
Monoterpenkohlenwasserstoffe 6,85 4,39 4,20
mit Etherfunktion

Sonstige 38,50 26,77 4417
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Aus den Tabellen VI.13 und VI. 14 geht hervor, daB die drei Rosendle sich vor allem
im Monoterpen-Anteil des Kopfraumgases unterschieden. In Abb. VI.7 sind die In-
haltsstoffe des Headspaces daher nach Stoffgruppen geordnet graphisch dargestellt.

Monoterpenkohlenwasserstoffe OMonoterpenalkohole
N Terpenketone Mveresterte Terpene
Ocis-Rosenoxid, trans-Rosenoxid W 1,8-Cineol

[l Sonstige (Ester,Alkohole,Aldehyde)

80% T

60%

40%

20% +

Destillat Destillat Rosendl
(Bulgarien) (Marokko) synthetisch

Abb. VI.7: %-Anteile der fllichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum ber Rosendlen unterschiedlicher
Provenienzen, geordnet nach Stoffgruppen

Wie aus Tabelle VI.14 ersichtlich ist, bildeten die Monoterpenkohlenwasserstoffe bei
allen drei Rosendlen die mengenméBig dominierende Stoffgruppe. Im marokka-
nischen Destillat betrug ihr Gehalt 65 %, wahrend sie im bulgarischen und im kunst-
lichen Rosendl nur 32 % aller fllichtigen Inhaltsstoffe ausmachten. Im Kopfraum des
Destillates aus Marokko war nicht nur die geringste Menge an Terpenalkoholen auf-
zufinden, auch das Verhéltnis von cis-Rosenoxid zu trans-Rosenoxid war mit einem
Wert von 3,3 wesentlich hdéher als bei den beiden anderen Proben. In diesen Proben
lag das Isomeren-Verhéltnis bei 2,3 (bulgarisches Destillat) bzw. 2,5 (synthetisches
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Rosendl). Augenféllig ist auBerdem, daB nur im synthetischen Rosendl veresterte
Terpenkohlenwasserstoffe und Terpene mit Ketofunktion nachweisbar waren. Bei der
hier gewahlten Thermostatisierungstemperatur von 60 °C waren in keinem der ethe-
rischen Ole Sesquiterpenkohlenwasserstoffe im Dampfraum nachweisbar.

3.2.2 Auswahl der Fragmentionen fiir das Sensor-Array

Sensor-Array 1 zur Sortendifferenzierung

Als Grundlage der MeBmethode zur Differenzierung von Rosendlen im Hinblick auf
die Sortenzugehdrigkeit des destillierten Bllitenmaterials wurden terpenoide Sub-
stanzen herangezogen. Diese werden im Rahmen der Biosynthese in der Pflanze
gebildet, wobei ihre Verteilung in den Blltenbléattern genetisch determiniert ist. Setzt
man vergleichbare Bedingungen bei der Destillation des Blutenmaterials voraus,
dann 148t die Verteilung der Terpene im etherischen Ol Riickschliisse auf deren Ver-
teilung im destillierten BllUtenmaterial zu. Die Auswahl der Fragmentionen flir das
Sensor-Array, welches zur Sortendifferenzierung herangezogen werden sollte, trug
dem Rechnung. Es bestand aus den flr Monoterpene typischen Fragmentionen
m/z 68, m/z 77 und m/z 121.

Sensorarray 2 zur Kontrolle der Produktkonstanz

Als Grundlage der MeBmethode zur Kontrolle von Rosendlen im Hinblick auf die
Produktkonstanz und Einhaltung vorgegebener Versuchsparameter bei der Destilla-
tion des Rohmaterials dienten die Mengenverhaltnisse der isomeren Rosenoxide zur
gesamten Fraktion der Monoterpenkohlenwasserstoffe. Das gewéhlte Fragment-
ionen-Array bestand dementsprechend aus m/z 92, m/z 139 und m/z 154. Mit
m/z 92 wurde ein Fragmention gewahlt, dessen Intensitét die Gesamtheit der Mono-
terpenkohlenwasserstoffe reprasentiert, m/z 139 und m/z 152 sind typische Frag-
mentierungsprodukte von cis- und trans-Rosenoxid. Da cis- und trans-Rosenoxid
einen wichtigen Beitrag zum Aromaprofil von Rosendl leisten, wurde mit diesen
Fragmentionen auch die sensorische Qualitat der untersuchten Proben miteinbezo-
gen.
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3.2.3 Ermittlung des lonenspuren-Profils mittels HS-GC-MS

Sensorarray 1
In Tabelle VI.15 ist dargestellt, wie sich die Gesamtpeakflache der lonenspuren

m/z 68, m/z 77 und m/z 121 in den unterschiedlichen Rosendl-Proben zusammen-

setzt. Die Summe aller im zeitaufgeldsten HS-GC-MS-Chromatogramm (Full-Scan)

integrierten Peakflachen wurde fir jedes Fragmention als 100 % gesetzt.

Tab. VI.15: %-Anteile an der Peakflachensumme flir die Fragmentionen m/z 68, m/z 77 und
m/z 121, geordnet nach Stoffgruppen (HS-GC-MS, Full Scan)

m/z Verbindungsklasse Bulgarien, Marokko, Rosendl,
Destillat Destillat synthetisch

m/z 68 Monoterpenkohlenwasserstoffe 40,7 80,1 82,4
Terpenalkohole 37,4 8,4 5,9
Terpenkohlenwasserstoffe 1,5 0,5 0,3

mit Etherfunktion
veresterte Terpenkohlenwasserstoffe 3,0 0,6 6,5
Terpenkohlenwasserstoffe - - 1,1

mit Ketofunktion
Sonstige 17,4 10,4 10,6
m/z 77 Monoterpenkohlenwasserstoffe 88,0 95,7 71,9
Terpenalkohole 11,2 1,1 2,7
Terpenkohlenwasserstoffe 0,8 0,5 0,2

mit Etherfunktion
veresterte Terpenkohlenwasserstoffe - - 4.5
Sonstige - 2,7 10,6
m/z 121  Monoterpenkohlenwasserstoffe 66,4 82,4 72,8
Terpenalkohole 33,6 2,6 7.6
Terpenkohlenwasserstoffe - 0,3 -

mit Etherfunktion
veresterte Terpenkohlenwasserstoffe - 6,5 15,3
Terpenkohlenwasserstoffe - 1,1 1,2

mit Ketofunktion
Sonstige - 3,8 3,1
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Monoterpenkohlenwasserstoffe machten in allen untersuchten Proben zwischen
40,7 % und 95,7 % der Peakflachensumme der Fragmentionen m/z 68, m/z 77 und
m/z 121 aus. Der Anteil der Terpenalkohole an den jeweiligen Peakflachensummen
war im Destillat der bulgarischen Damascener-Rose am gréBten, im Destillat der ma-
rokkanischen Zentifolie flr m/z 77 und m/z 121 am kleinsten. Der Beitrag zur Ge-
samtpeakflache, den veresterte Terpenkohlenwasserstoffe im synthetischen Rosendl
leisteten, war von allen untersuchten Proben am gréBten, gleichzeitig war der Beitrag
von Terpenen mit Etherfunktion in dieser Probe am geringsten. Nichtterpenoide Ver-
bindungen hatten im bulgarischen Destillat den gréBten Anteil, er betrug 17,4 % flr
m/z 68. Sehr kleine Beitrédge nichtterpenoider Inhaltsstoffe von 2,7 % und 3,8 % zeig-
ten sich im marokkanischen Destillat fir m/z 77 bzw. m/ 121. Im synthetischen Pro-
dukt war der Beitrag von Inhaltsstoffen, die nicht zur Klasse der Terpen-
kohlenwasserstoffe gehérten, flir m/z 68 und m/z 121 &hnlich hoch wie im marokka-
nischen Destillat. Er betrug in beiden Proben ca. 10 % bzw. 3 %.

Sensorarray 2

In Tabelle VI.16 ist dargestellt, wie sich die Gesamtpeakflache der lonenspuren
m/z 92, m/z 139 und m/z 154 in den unterschiedlichen Rosendl-Proben zusammen-
setzt. Die Summe aller im zeitaufgelésten HS-GC-MS-Chromatogramm integrierten
Peakflachen wurde flr jedes Fragmention auf 100 % gesetzt.

Wie aus Tabelle VI.16 hervorgeht, hatten die isomeren Rosenoxide in allen Ro-
sendlen einen Anteil von ca. 80 % an den Peakflachensummen der lonen m/z 139
und m/z 154. Einzig im synthetischen Produkt zeichneten Menthon und Isomenthon
(mit 21,7 % bzw. 44,0 %) zusammen flr mehr als 65 % der Peakflache des Frag-
mentions m/z 154 verantwortlich.
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Tab. VI1.16: %-Anteile an der Peakflachensumme flr die Fragmentionen m/z 92, m/z 139 und
m/z 154 (HS-GC-MS, Full Scan)

m/z Verbindung Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch

m/z 92 Monoterpenkohlenwasserstoffe * 100 100 100
m/z 139 cis-Rosenoxid 66,8 70,7 52,1
trans-Rosenoxid 29,9 24,9 20,2

n.i. (RI°= 978) 1,5 4,4 4,9

Linalool 1,9 - -

Menthon - - 6,8
Isomenthon - - 16,0

m/z 154 cis-Rosenoxid 80,4 70,0 29,7
trans-Rosenoxid - 8,9 4,7
Terpinen-4-ol 8,3 - -

n.i. (Rl °=1042) 11,3 21,1 -

Menthon - - 21,7
Isomenthon - - 44,0

& Zusammensetzung siehe Tab. VI.13
® Retentionsindizes auf Kapillarsaule DB-5

Tab. VI.17: Peakflachensumme der Fragmentionen m/z 92, m/z 139 und m/z 154,
ermittelt auf Basis der HS-GC-MS- Analysen (Full Scan, 10° Zahlereignisse)

m/z Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch
92 10,9 52,9 26,2
139 3,4 8,3 8,6
154 15,0 62,3 37,2

3.2.4 Sensormessungen und Mustererkennung

Zur Durchfihrung der Sensor-MS-Messungen wurden jeweils 50 mg Rosendl in ein
Headspace-Vial Uberflhrt. Nach 15 Minuten Thermostatisierung bei 60 °C wurde der

102



VI Einsatz des MS-Sensors Rosendle

Headspace ins Massenspektrometer entspannt. Die Aufzeichnung der Intensitédten
erfolgte im Full-Scan-Verfahren, der Massenbereich war 46-300 amu.

In den Tabellen VI.18 und VI.19 sind die normierten Intensitaten der Fragmentionen
des Arrays 1 (m/z 68, m/z 77, m/z 121) und des Arrays 2 (m/z 92, m/z 139, m/z 154)
flr die drei untersuchten Rosendle einander gegenubergestellt. Die graphischen Dar-
stellungen der normierten Signalmuster finden sich in den Abbildungen VI.11 und
VI.12.

Tab. VI.18: Normiertes Muster der Intensitaten, Sensorarray 1
(Mittelwerte und Standardabweichungen)

m/z Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch

68 457+ 29 326+ 32 58,2+ 1,7
77 375+ 1,9 514+ 24 29,1+ 2,7
121 16,7+ 52 16,0+ 2,5 12,7 £ 5,3

Tab. VI.19: Normiertes Muster der Intensitaten, Sensorarray 2
(Mittelwerte und Standardabweichungen)

m/z Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch

92 728+ 15 834+45 741+184
139 229+ 16 143+ 85 206+ 98
154 43+ 16 20,6+ 58 53+ 7,5

Sensorarray 2 zur Kontrolle der Produktkonstanz

Das normierte Signalmuster des marokkanischen Rosendl unterscheidet sich deut-
lich von dem des bulgarischen und dem des synthetischen Rosendls. Daraus resul-
tiert eine gute Trennbarkeit der Proben “Destillat Rosa centifolia, Marokkko® und
,Destillat Rosa damascena, Bulgarien® im Merkmalsraum (Abb. VI.8). Die Klassen flir
bulgarisches und synthetisches Rosendl zeigen dagegen deutliche Uberschneidun-
gen. Die normierten Signalvektoren sind einander sehr &hnlich und stellen sich daher
nicht in rGumlich getrennten Bereichen der Diskriminanzebene dar. Augenféllig ist die
starke Streuung der Intensitdten aller Fragmentionen der Klasse ,,Rosendl, synthe-
tisch® 7,5 % (m/z 92), 9,8 % (m/z 139) und 18,4 % (m/z 154).
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Sensor-Array 1 zur Sortendifferenzierung

Die Cluster aller Rosendle sind auf der Diskrimanzebene rdumlich getrennt. Die gute
Trennbarkeit der Proben “Destillat Rosa centifolia, Marokkko®, ,Destillat Rosa da-
mascena, Bulgarien® und des synthetischen Rosendls im Merkmalsraum (Abb. VI1.9)
ist darauf zurlickzufuhren, daB sich die Signalmuster dieser Klassen stark unter-
schieden. Mit einer Varianz von durchschnittlich 3,1 % ist die Streuung innerhalb der
drei Klassen verhaltnisméaBig klein.
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3.2.5 Rechnerische Herleitung des Signalmusters — Absicherung der MeBer-
gebnisse

Zur Kontrolle der Richtigkeit des experimentell ermittelten Signalmusters wurden aus
den in Tab. VI.17 aufgefihrten Peakflachensummen die zu erwartenden Signal-
muster berechnet. (Tab. VI.20 und Tab. VI.21). Der Vergleich experimenteller mit be-
rechneten Werten ergibt eine gute Ubereinstimmunag.

Tab. VI.20: Auf Grundlage der Peakflachensumme berechnete Signalmuster fiir Rosendle unter-
schiedlicher Herkunft — Sensorarray 1

Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch
m/z 92 73,0 85,0 70,3
m/z 139 23,0 13,4 23,1
m/z 154 4,0 1,7 8,5

Tab. VI.21: Auf Grundlage der Peakflachensumme berechnete Signalmuster fiir Rosendle unter-
schiedlicher Herkunft — Sensorarray 2

Bulgarien, Marokko, Rosenadl,
Destillat Destillat synthetisch
m/z 68 32,9 22,3 55,1
m/z 77 17,7 60,9 31,2
m/z 121 49,3 16,8 18,7

3.3 Diskussion

Die Ergebnisse der hier durchgeflihrten Untersuchungen zeigen, daB die Differenzie-
rung von Rosendlen aus Blutenmaterial der Sorten Rosa damascena (Bulgarien) und
Rosa centifolia (Marokko) mittels HS-MS in Kombination mit Mustererkennung grund-
satzlich moglich ist. Als wenig vorteilhaft bei der Bewertung der Allgemeingultigkeit
der Ergebnisse erwies sich allerdings die Verwendung der statischen Headspace-
Technik zur Probenaufgabe. Die Gasphasenkonzentration einer fllichtigen Verbin-
dung héngt nicht nur von ihrer Konzentration im etherischen Ol ab, sondern auch von
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ihrer Fluchtigkeit. Daher ist die Headspace-Zusammensetzung eines untersuchten
Oles zwar charakteristisch fiir dieses Ol, spiegelt jedoch nicht die Verhdltnisse im
Destillat wieder. Untersuchungen von Rosendlextrakten mittels GC-MS (Fllssiginjek-
tion) sind zwar in der Literatur [u. a. Kovats, 1987] beschrieben, nicht jedoch die Un-
tersuchung mittels statischer-Headspace-Technik.

Fur die Untersuchung der Rosendle hat die Verwendung der Dampfraumanalyse fol-
gende Bedeutung: AusschlieBlich die leicht- und mittelfllichtigen Inhaltsstoffe der un-
tersuchten Rosendle — kurzkettige Alkohole, Aldehyde und vor allem Monoterpen-
kohlenwasserstoffe mit Rl < 1300 — wurden in den Dampfraum Uberflhrt, nicht je-
doch schwererfllichtige Inhaltsstoffe wie Sesquiterpene oder Paraffine. Zudem war
die Verteilung der Monoterpenverbindungen im Probenheadspace nicht mit der
entsprechenenden Verteilung im fliissigen etherischen Ol vergleichbar. Sie war viel-
mehr stark zugunsten der Monoterpenkohlenwasserstoffe mit niedrigen Siedepunk-
ten verschoben.

Das Kopfraumgas des bulgarischen Destillats enthielt daher vergleichbar groBe An-
teile an Montoterpenkohlenwasserstoffen und Monoterpenalkoholen, wahrend im
vorliegenden Ol der Alkohol-Anteil wesentlich héher war. Die im Rahmen dieser Ar-
beit vermessenen Rosendlproben waren von Kollmannsberger (1999) mittels Fllssi-
ginjektions-GC-MS bereits untersucht worden. Flr das bulgarische Rosendl wurde
dabei ein 112 fach gréBerer Anteil an Monoterpenalkoholen ermittelt. Uber ein dhnli-
ches Verhaltnis von Monoterpenalkoholen zum Anteil von Monoterpenkohlen-
wasserstoffen im Destillat der Damaszener-Rose berichtete bereits Kovats (1987);
hier lag es bei 120. AuBerdem ist im vorliegenden Destillat a-Pinen mit 14,5 % eine
Hauptkomponente des Headspaces, wéhrend ihr Anteil in der fllssigen Phase nur
0,24 % liegt (Kollmannsberger, 1999). Ein sehr starkes MiBverhéaltnis zwischen der
Konzentration in der Gasphase und der Konzentration in der flissigen Phase konnte
auch fir die Verbindungen Citronellol und Linalool gefunden werden. Wéhrend Citro-
nellol mit 40,5 % (Kollmannsberger, 1999) den Extrakt domiert, tritt es mit 2,5 % in
der Gasphase stark zurlick. Hingegen ist Linalool mit 18 % die dominierende Verbin-
dung im Dampfraum, ihr Anteil in der flissigen Phase liegt jedoch nur bei 3 % (Koll-
mannsberger, 1999). DaB Destillate aus Bliten der Sorte Rosa Damascena Miller typi-
scherweise 24-55 % an Citronellol enthalten, berichteten u.a. Brunke et al. (1992),
Bayrak (1994), Kovats (1987) und Sood et al. (1992).
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Das Kopfraumgas lber dem Destillat der marokkanischen Zentifolie enthielt einen
hohen Anteil (65,3 %) an Monoterpenkohlenwasserstoffen; die Gruppe der Terpen-
derivate war mit 7,9 % allerdings weniger bedeutsam. Aufféllig war der auBerordent-
lich hohe Gehalt an a-Pinen (41,2 %). Aus der Zusammensetzung des fliissigen Ols
|&Bt sich eine Erklarung flir diese Dominanz ableiten. Es enthélt nur verhaltnismaBig
wenige leichtfllichtige Verbindungen, jedoch eine Reihe an schwerer fllichtigen In-
haltsstoffen. AuBerdem kommen in der Gruppe der leichtfllichtigen Verbindungen nur
wenige Verbindungen in vergleichbaren Konzentrationen vor. Folglich gehdrt a-Pinen
zu den Hauptkomponten des Kopfraumgases, obwohl der Pinen-Anteil im flissigen
Ol nur 0,7 % betragt. Daneben enthélt das Destillat u.a. 1,5 % Linalool und 49,2 %
Citronellol. DaB Blitenblatter-Destillaten der Varietét Rosa Centifolia L. hohe Gehalte
an schwererfllichtigen Inhaltsstoffen besitzen, wird auch in der Literatur beschrieben.
Nach Gora et al. (1995) sind Geraniol und Citronellol mit 26,7 % bzw. 22,9 % wenig
flichtige Hauptkomponenten des Destillats. Insofern scheint auch die im Rahmen
dieser Arbeit ermittelte Headspacezusammensetzung bzw. die von Kollmannsberger
(1999) ermittelte Zusammensetzung des Destillats typisch flr die Sorte Rosa centifolia
Zu sein.

Der Monoterpenanteil des Headspaces uber synthetischem Rosendl lag bei 32,2 %;
o-Pinen und Limonen waren mit einem Anteil von jeweils ca. 10 % Hauptkompo-
nenten des Dampfraums neben 3-Methylbutanol mit 33,8 %. Da die Zusammenset-
zung eines synthetischen Produktes i. a. ein Firmengeheimnis und daher nicht &f-
fentlich zugénglich ist, kann nichts darlber ausgesagt werden, ob das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte synthetische Rosendl als Musterexemplar einer Rekon-
struktion angesehen werden kann. Es ist jedoch anzunehmen, dafB dies nicht der Fall
ist. In der Parfumindustrie sind Nachbildungen nattrlicher Aromenmischungen im
allgemeinen nicht nur von Parfumeur zu Parfumeur verschieden, sondern auch indi-
viduell auf den jeweiligen Verwendungszweck abgestimmt.

Das im Rahmen der HS-MS-Untersuchungen zur Sortendiskriminierung vorgeschla-
gene Fragmentionen-Array bestand aus den Fragmentionen m/z 68, m/z 77 und
m/z 121. Damit erfolgte die Diskriminierung auf Basis des Monoterpenmusters des
Kopfraumgases. Obwohl, wie bereits erwahnt, dieses Muster nicht demjenigen des
Destillats entspricht, ist es doch charakteristisch flir die untersuchte Rosenvarietat.
Die Verwendung der statischen Headspace-Probenaufgabe beschrénkt die detek-
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tierbaren Verbindungen auf die leichtfllichtigen Probeninhaltsstoffe und ist daher be-
sonders zur Untersuchung der Monoterpene geeignet. Das Muster der Monoterpene
ist i. a. genetisch determiniert und sollte somit eine aussagekraftige Differenzierung
der etherischen Ole nach Sortenzugehérigkeit des eingesetzten Rohstoffes zulassen.
Vergleichbares wurde bereits in der Literatur beschrieben. So ist nach Rapp (1998)
und Rapp et al. (1985) eine Sortendifferenzierung flir deutsche WeiBweine anhand
des Monoterpenmusters moglich, Williams et al. (1985) untersuchten u. a. Monoter-
pene und Norisoprenoide in verschiedenen Traubensorten, und Kainulainen et al.
(1998) berichten Uber die genetische Determinierung des Monoterpenmusters bei
Karottengrun.

DaB die Diskriminierung der Destillate aus Blltenbléattern der Sorten Rosa Damascena
Miller und Rosa Centifolia L. auf Basis der Signalmuster von m/z 68, m/z 77 und
m/z 121 erzielt werden konnte, gibt einen ersten Hinweis auf die Tauglichkeit des
MeBverfahrens zur Sortendifferenzierung. Um dessen Allgemeinguiltigkeit zu prifen,
sollten weitere Messungen von Destillaten dieser und anderer Sorten durchgeflhrt
werden. Es sollte auBerdem beachtet werden, daB eine verléBliche Sortendifferen-
zierung nur dann erfolgen kann, wenn die duBeren Bedingungen bei der Destillation
des Bllutenmaterials vergleichbar sind. Andernfalls kénnen methodisch bedingte Ver-
anderungen in der Zusammensetzung zu einer falschen Klassifikation flihren. Da bei
der Verarbeitung von naturlichen Rohstoffen in praxi gewisse Schwankungen von
Parametern wie Temperatur, Lagerzeit, Destillationsdauer etc. in Kauf genommen
werden mussen, sollte die Tauglichkeit der entwickelten Methode zur Sorten-
differenzierung durch weitere Messungen abgesichert werden.

DaB unterschiedliche Bedingungen wéahrend der Aufarbeitung der Blltenblatter
mdglichwerweise systematische Schwankungen in der Zusammensetzung zur Folge
haben, ist sicherlich ein Schwachpunkt des MeBverfahrens bei der Sortendifferenzie-
rung. Man kann sich Verénderungen der Konzentrationen wertgebender Inhaltsstoffe
jedoch zunutze machen, indem diese als Grundlage eines Verfahrens zur Kontrolle
der Produktkonstanz z. B. beim Warenausgang herangezogen. Surburg et al. (1993)
und Knapp et al. (1998) gehen davon aus, dafB cis- und trans-Rosenoxid, zwei au-
Berst geruchsaktive cyclischen Ether, erst bei der Wasserdampfdestillation des BIU-
tenmaterials aus labilen Monoterpendiolen entstehen. lhr Vorhandensein bzw. ihre
Konzentration im Destillat kann somit als Indikator flr die Einhaltung der vorge-
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schriebenen Parameter bei der Herstellung herangezogen werden. AuBerdem sollte
folgendes erwahnt werden: Fur Destillate unterschiedlicher Rosensorten erhélt man
mittels HS-MS vermutlich nicht zwangslaufig die gleichen Signalmuster, auch wenn
die etherischen Ole unter den gleichen Bedingungen hergestellt worden sind. Dies
liegt daran, daB die Gehalte an Monoterpendiolen — den Vorstufen der isomeren Ro-
senoxide — in den Blutenblattern sortenabhangig sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein MeBverfahren zur Kontrolle der Produktkonstanz
erarbeitet, welches auf den Fragmentionen m/z 92, m/z 139 und m/z 154 beruht. Die
Diskriminierung erfolgte damit auf der Basis der Mengenverhéltnisse der isomeren
Rosenoxide zur gesamten Fraktion der Monoterpenkohlenwasserstoffe. Dabei rep-
rasentierte m/z 92 die Gesamtheit der Monoterpenkohlenwasserstoffe, m/z 139 und
m/z 154 waren Fragmentionen aus den Massenspektren von cis- und trans-Rosen-
oxid. Die hier durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, daB die Differenzierung des
bulgarischen vom marokkanischen Destillat auf dieser Grundlage mdglich ist. Ob das
MeBverfahren sich in praxi zur Kontrolle der Produktkonstanz eignet, 148t sich erst
nach Durchflihrung weiterer MeBreihen entscheiden, da nur jeweils eine einzige Pro-
be jeder Sorte vermessen wurde.

Obwohl mit m/z 139 und m/z 154 auch die sensorische Qualitét der untersuchten Ole
Berlcksichtigung findet, kann keine der beiden MS-Sensor-Methoden zur Klas-
sifizierung der Ole bezliglich ihrer Aromaqualitét dienen. Viele der fiir das Aroma &u-
Berst wichtigen Spurenkompontenen, wie z. B. die geruchlich &uBerst dominante
Verbindung p-Damascenon, kénnen unter den gegenwaértigen MeBbedingungen
nicht in die MeBmethode einbezogen werden, da ihre Konzentration im Kopfraum
unterhalb der Nachweisgrenze der statischen Headspace-Methode liegt. Die man-
gelnde Trennung der Klassen flr bulgarisches und synthetisches Rosendl, wie sie
bei Verwendung des Sensorarrays 2 zu beobachten ist, macht dies deutlich. Auf-
grund &hnlicher Werte flir das Verhéltnis isomerer Rosenoxide zu Monoterpenkoh-
lenwasserstoffen (1 : 5,5 flir das bulgarische Destillat bzw. 1 : 7,9 fUr die synthetische
Mischung) zeigen die Klassen deutliche Uberschneidung im Merkmalsraum, wahrend
die sensorische Bewertung der Ole sehr unterschiedlich ausfiel.
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4. 2,4,6-Trichloranisol in Korkmaterial

4.1 Einleitung

Kork, das sekundéare AbschluBgewebe (Borke) der Korkeiche (Quercus suber L.),
wurde bereits in der Antike zum VerschlieBen von Weinamphoren verwendet [Kugler
nach Plinius Secundus, 1993]. DaB auch heute noch die Mehrheit aller auf Flasche
gezogenen Weine mit Naturkorken verschlossen werden [Lemperle, 1988], liegt zum
einen an den vorteilhaften Eigenschaften des Korkmaterials wie z. B. Elastizitét, ge-
ringer Gasdurchlésssigkeit, Wasserundurchléssigkeit, Kompressibilitdt, Haltbarkeit
und im allgemeinen Geschmacksneutralitdt [Simpson et al., 1986; Wiedemann, 1977;
Lexikon der Biologie, 1984]. Zum anderen wird damit dem Wunsch des Verbrauchers
Rechnung getragen, der mit dem KorkverschluB traditionellerweise u. a. gute Qualitat
des Weines verbindet [Hoffmann, 1992; Weyand E.,1987; Joubert, 1981].

Dennoch ist das Verschliessen von Wein mit Naturkorken nicht immer unproblema-
tisch, da in manchen Féllen dessen Geschmacksneutralitat nicht gegeben ist: Dann
tritt im Wein der sogenannte Kork- oder Muffton auf, der nach Schatzungen von 1983
allein in Deutschland Weine im Gegenwert von jahrlich 60 Millionen DM unbrauchbar
macht bzw. in ihrer Qualitdt mindert [Heimann et al., 1983]. Obwohl nur etwa 2 %
aller mit Kork verschlossenen Weine davon betroffen sind, entsteht dadurch ein be-
trachtlicher wirtschatftlicher Schaden.

Um eine effiziente technologische Methode zur Verhinderung des Korkgeschmacks
entwickeln zu kénnen (z. B. Autoklavierungsprozesse wie bei Rocha et al. (1996b)
beschrieben), wurden daher in zahlreichen Untersuchungen versucht, die verursa-
chenden Komponenten und deren Entstehung aufzuklaren. Heute sind zwei, sich er-
génzende Theorien allgemein anerkannt. Nach der ersten Hypothese geht man da-
von aus, daB die Komponenten des Korkgeschmacks durch chemische Reaktionen
von Korkinhaltsstoffen mit bestimmten Chemikalien wahrend der Korkbearbeitung
entstehen. Im Laufe der Weinlagerung treten diese Verbindungen dann vom Korken
in den Wein Uber. So geht Schanderl (1971) davon aus, daB bei der zur mikrobiellen
Stabilisierung von Weinen und Korken angewendeten SO,-Behandlung Schwefel-
wasserstoff und Mercaptane gebildet werden, die den Korkton verursachen. Tanner
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und Zanier (1978, 1980) vermuten, daB dabei ebenfalls sensorisch aktive Methylthi-
opyrazine mit korkig-muffiger Fehinote entstehen.

Bei der zweiten Hypothese geht man davon aus, daB der Korkton von der Aktivitat
korkeigener Mikroorganismen (u. a. die Pilzstdmme vom Typ Penicillium, Aspergillus,
Monilia, Trichoderma) herrlhrt [Lefebre et al., 1983; Schaeffer und Meyer, 1977; Ma-
rais und Kruger, 1975; Moreau, 1977; Moreau, 1978; Charpentier, 1977; Fleck, 1974;
Davis et al., 1981; Daly et al., 1984; Kohler et al., 1993]. Heimann et al. (1983) ver-
muten, daB die vom Schimmelpilz Penicillium roquefortii produzierten, als Sesqui-
terpene identifizierten Verbindungen den Korkgeschmack verursachen. Guaiacol,
von Lefebre et al. (1983) als Stoffwechselprodukt von Streptomyces identifiziert, wird
von Amon et al. (1989) und Kugler (1993) als Korktonverursacher angesehen. Des
weiteren wurden die senorisch aktiven Verbindungen 1-Octen-3-on, Geosmin und
2-Methylisoborneol in verschimmelten Korken nachgewiesen [Kugler, 1993; Amon et
al., 1989; Rocha et al., 1996a]. Auch das Auftreten von 2,4,6-Trichloranisol (TCA)
wird als Folge des mikrobiellen Befalls angesehen [Lee und Simpson, 1993].

Es ist bekannt, daB TCA durch mikrobielle Methylierung von niedrig chlorierten Phe-
nolen [Weiss et al., 1982; Crosby, 1981; Rott et al., 1979] gebildet wird. Diese niedrig
chlorierten Phenole kénnen wiederum selbst auf zwei verschiedene Arten entstehen.
Zum einen kann Pentachlorphenol, welches man als Fungizid zum Schutz der Kork-
eiche verwendet [Crosby, 1981], von Mikroorganismen durch Abspaltung von Chlor
zu niedriger chlorierten Phenolen umgesetzt werden [Rott et al., 1979]. Zum anderen
wird angenommen, daB durch die Behandlung von Korkmaterial mit Chlor bzw. Hy-
pochlorit das Korkgerust unter Ligninspaltung angegriffen wird und phenolische
Spaltprodukte entstehen, die zu den entsprechenden Chlorphenolen abreagieren
[Zehnder et al., 1984]. Nach Maujean et al. (1985) kdnnen Penicillium-Stamme die
phenolischen Zwischenprodukte auch auf dem Pentosephosphatweg metabolisieren.

In jedem Falle aber entsteht mit 2,4,6-Trichloranisol eine Verbindung, der eine domi-
nierende Bedeutung fir den Korkton des Weines zugeschrieben wird [Buser et
al., 1982; Maarse et al., 1985]: Mit einem Empfindungsschwellenwert von 1,4 ppt
[Durr, 1984] und einem Geschmacksschwellenwert von 4 ng/L [Amon et al., 1989] bis
10 ng/L [Whitfield et al., 1986; Tanner et al., 1981] in WeiBwein und bis zu 50 ng/L in
Rotwein [Tanner et al., 1981] verursachen bereits geringste Mengen von 2,4,6-
Trichloranisol einen deutlichen Fehlgeschmack.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine MeBBmethode auf Sensorbasis entwickelt, mit
deren Hilfe Korkmaterial auf die Anwesenheit von 2,4,6-Trichloranisol hin untersucht
werden kann.

4.2 Entwicklung der MeBmethode fiir den MS-Sensor

Zur Entwicklung einer Sensor-MS-MeBmethode, die den Nachweis von 2,4,6-Tri-
chloranisol auf Korkmaterial erlaubt, wurde handelslbliches, einwandfreies Kork-
material ohne Fehlgeruch als Referenzprobe herangezogen. Dieses wurde mit einer
Handmduhle grob vermahlen, anschlieBend mit fltissigen Stickstoff behandelt und mit
Hilfe einer Kaffeemihle fein vermahlen. Das erhaltene Pulver wurde mit einem Sieb-
gerat nach KorngréBen getrennt. Es wurden vier Fraktionen mit TeilchengréBen
<250 um, 250-500 pum, 500-1000 um und >1000 um erhalten. Die nachstehend be-
schriebenen Untersuchungen erfolgten mit Korkpulver der TeilchengréBe 500-
1000 um, der mengenmaBig gréBten Fraktion. Weiterhin standen drei Korken mit
Fehlgeruch zur Verflgung. Sie wurden von einem ortsansédssigen Restaurant erhal-
ten und stammten von Rotweinflaschen, deren Wein einen deutlichen Fehlge-
schmack aufwiesen. Diese Korken wurden mit einer Handml(hle grob vermahlen.
HS-GC-FID-, HS-GC-MS- und Sensor-MS-Analysen wurden mit jeweils 400 mg Kork-
material durchgefuhrt. Die Einstellung des Gas/Matrix-Verteilungsgleichgewichts er-
folgte bei 135 °C wahrend einer 180minttigen Thermostatisierungsphase.

4.2.1 Bestimmung der Headspace-Zusammensetzung

4.2.1.1 Nicht beanstandeter Korken

Mittels HS-GC-MS sowie HS-GC-FID wurde zunachst die qualitative und quantitative
Zusammensetzung des Kopfraumgases uUber gemahlenem Korkmaterial ermittelt.
400 mg Korkpulver, KorngréBe 500-1000 um, wurde 180 Minuten bei 135 °C ther-

mostatisiert. In Tabelle VI.22 sind die Anteile der fllichtigen Verbindungen am Kopf-
raumgas zusammengefapi.
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Tab. VI.22: %-Anteil der fllichtigen Inhaltsstoffe im Kopfraum Uber gemahlenem Korkmaterial

RI? Verbindung Anteil am Headspace
(%)
400 Butan 30,43
500 Aceton 9,89
564 2,3-Butandion S
644 Essigsaure 45,76
672 Hydroxyaceton 0,96
685 n.i. 0,49
803 Hexanal 0,45
817 Furfural 5,97
874 Ethylbenzol S
896 2-Heptanon 0,31
902 Heptanal 0,34
952 5-Methylfurfural 0,99
990 6-Methyl-5-hepten-2-on 1,34
995 2-Pentylfuran 0,52
1005 Octanal S
1038 Limonen S
1040 2-Ethylhexanol 0,583
1102 Nonanal 0,69
1115 Dimethylglutarat S
1159 Campher S
1300 Tridecan S
1305 Decanal 0,47
1355 5-Elemen S
1400 Tetradecan S
1401 a-Copaen S
1142 Geranylaceton S
1454 B-Caryophyllen 0,86
1500 Pentadecan S

2 Retentionsindizes auf Kapillarsdule DB-5

114



VI Einsatz des MS-Sensors Kork

Wie aus Tab. VI.22 zu ersehen ist, wurde der Kopfraum tber dem Korken dominiert
von Essigséure, Butan und Aceton. Ihr Auftreten ist auf die Temperaturbelastung des
Korkmaterials zurlckzuflhren. Alle weiteren Verbindungen in Tab. VI.22 konnten
bereits von Rocha et al. (1996a und 1996b) mittels SDE in Korkmaterial bzw. im
Kochwasser von Korken [Kugler, 1993] nachgewiesen werden: Furfural und 5-Me-
thylfurfural werden im Laufe der Thermostatisierung durch Hitzeabbau und Maillard-
ahnliche Reaktionen aus Pentosen bzw. Hexosen gebildet. AuBerdem werden bei
135 °C korkeigene Sesquiterpene wie B-Caryophyllen, B-und &-Elemen und a-Co-
paen aus der Matrix ausgetrieben. Die homologen ungesattigten Aldehyde der Ket-
tenléange C,-C,, sind ebenso wie Pentylfuran vermutlich Autoxidationsprodukte un-
geséttigter Fettsduren [Rocha et al., 1996a], welche frei in wachsartigen Schichten
[Guillemonat, 1960] bzw. verestert im Suberin [Holloway, 1972] von Naturkork ent-
halten sind.

4.2.1.2 Beanstandeter Korken

Die Zusammensetzung des Kopfraumgases Uber beanstandetem Korken glich der
Uber unbeanstandetem Material. Dies ergab die Untersuchung des Kopfraumgases
Uber dem beanstandeten Korken Nr. 1 mittels HS-GC-FID. 2,4,6-Trichloranisol war
darin nicht mit diesem Detektor nachweisbar. Ein ECD-Detektor, welcher einen emp-
findlicheren Nachweis von TCA ermdglicht hatte, stand nicht zur Verfligung.

4.2.2 Auswahl der Fragmentionen fiir das Sensor-Array

Das zum Nachweis von 2,4,6-Trichloranisol in Korkmaterial verwendete dreidimensi-
onale Fragmentionen-Array setzte sich aus m/z 195, m/z 197 und m/z 210 zusam-
men. Es bestand damit ausschlieBlich aus Fragmentionen aus dem Spektrum von
2,4,6-Trichloranisol, deren Intensitat in den Massenspektren der im Headspace uber
nicht kontaminierten Korken nachweisbaren fllichtigen Verbindungen gleich Null war.

4.2.3 Aufnahme des SIM-Profils mittels HS-GC-MS

Drei Korken, die von Flaschen mit korkendem Wein stammten, wurden mittels HS-
GC-MS im SIM-Verfahren vermessen. Bei allen drei Korken konnte 2,4,6-Trichlor-
anisol im Headspace nachgewiesen werden. Die Mittelwerte der Peakflachen bzw.
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Peakhdhen (Intensitaten) der TCA-typischen Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und
m/z 210 sind in den Tabellen VI.23 bzw. VI.24 aufgeflhrt.

Tab. VI1.23: Peakflachen der Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und m/z 210 fiir die beanstande-
ten Korken (HS-GC-MS, SIM), (10° Zahlereignisse)

m/z Korken Nr.1? Korken Nr.2° Korken Nr. 3 °¢

195 945 + 47 660 + 257 1100
197 878 + 35 625 + 218 1040
210 623 + 43 436 £ 183 696

2 Mittelwert aus drei Messungen, ® Mittelwert aus zwei Messungen, ° eine Messung

Tab VI1.24: Intensitaten der Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und m/z 210 fiir die beanstandeten
Korken (HS-GC-MS, SIM), (10° Zahlereignisse)

m/z Korken Nr.1? Korken Nr.2° Korken Nr. 3 °¢

195 2,48 +0,10 1,77 £ 0,57 2,99
197 2,38 £ 0,07 1,66 = 0,56 2,91
210 1,63 £ 0,07 1,18 £ 0,41 1,97

2 Mittelwert aus drei Messungen, ® Mittelwert aus zwei Messungen, ° eine Messung

Die Werte flr Peakflachen und Intensitdten der Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und
m/z 210 sind flir verschiedene Korken deutlich unterschiedlich. Als Ursache hierftr
kommt der unterschiedliche Vermahlungsgrad der Korken in Betracht, der sich bei
der Handvermahlung des Materials ergibt. Méglicherweise rihrt die Streuung aber
auch daher, daB die Korken unterschiedlich stark mikrobiell befallen waren, so dafR
den einzelnen Korken unterschiedliche Mengen an 2,4,6-Trichloranisol anhafteten.

4.2.4 Sensormessungen und Mustererkennung

In den Tabellen VI.25 und VI.26 sind die normierten und nicht normierten Intensitdten
der Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und m/z 210 fir die Messungen beanstandeter
und nicht beanstandeter Korken einander gegentbergestellt. Ihre graphische Dar-

stellung findet sich in den Abbildungen VI.15 und VI.16.
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Tab. VI.25: Intensitaten ® von Tab. VI.26: Normierte Intensitaten  von
m/z 195, m/z 197 und m/z 210 m/z 195, m/z 197 und m/z 210
(HS-MS, SIM) (HS-MS, SIM)
m/z Korken, Korken, m/z Korken, Korken,
beanstandet nicht beanstandet beanstandet nicht beanstandet
195 182 + 72 43 + 3 195 38,24 + 6,60 33,00 + 6,98
197 165 + 38 45+ 3 197 35,62 + 3,36 34,25 + 6,67
210 119+ 17 43+ 3 210 26,14 + 3,78 32,75 + 6,98
& Mittelwert aus 3 Messungen & Mittelwert aus 3 Messungen

Aus Tabelle VI.25 bzw. VI1.26 und den Abbildungen VI.12 bzw. VI.13 geht hervor, dal
aufgrund des unterschiedlichen Intensitatsmusters die Klassen flr beanstandete und
nichtbeanstandete Korken sowohl mit und ohne Normierung der Intensitdtswerte im
Merkmalsraum trennbar sind. Augenféllig ist die starke Streuung der MeBwerte flr
beanstandetes Korkmaterial, die flir den geringen Abstand der Cluster im normierten
Fall verantwortlich ist.

Der Vergleich der MeBwerte von zeitaufgeldster und direkter Injektion des Kopf-
raumgases liefert ein stimmiges Bild: Korken Nr. 3, bei dem in der zeitaufgelsten
Analyse die héchsten Werte flr Intensitdt und Peakflache zu beobachten waren,
wies auch bei der Injektion des Headspace ohne Trennung die hdchsten MeBwerte
auf (Tab. VI.27).

Tab. VI.27: Intensitaten der Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und m/z 210 (HS-MS, SIM)
(Zahlereignisse)

m/z Korken Nr.1 Korken Nr.2 Korken Nr.3

195 170 117 260
197 102 122 182
210 133 100 125
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4.3 Diskussion

Bei der Analyse geruchlich beanstandeter Korken konnte 2,4,6-Trichloranisol mittels
HS-MS nachgewiesen werden; dabei wurden die Intensitdten der Fragmentionen
m/z 195, m/z 197 und m/z 210 im Selected-lon-Monitoring-Verfahren aufgezeichnet.
Somit ist der Nachweis von TCA auf beanstandetem, vermutlich mikrobiell befalle-
nem Korkmaterial mittels Direktinjektion/Mustererkennung grundséatzlich mdglich.
Die Anhaftung von 2,4,6-TCA am Probenmaterial konnte durch die Ergebnisse der
durchgefliihrten HS-GC-MS-Untersuchungen bestétigt werden.

Verglichen mit klassischen analytischen Verfahren zum Nachweis des Mufftons in
Korken konnte der Nachweis von 2,4,6-TCA mittels HS-MS in sehr kurzer Zeit er-
bracht werden. Die Aufzeichnung des Signalmusters nahm weniger als eine Minute
in Anspruch, wahrend die zeitaufgeldsten gaschromatographischen Analysen ca. 1
Stunde dauerten. AuBerdem war die Probenvorbereitung flr die Headspace-Ana-
lyse wenig aufwendig; sie bestand lediglich im Mahlen und Einwiegen des Kork-
materials. Die Sensor-Massenspektrometrie wére folglich gut dazu geeignet, Kork-
borke vor ihrer Weiterverarbeitung zu Weinverschllssen routinemaBig auf Trichlor-
anisol zu prifen. Sie wére damit weitaus besser zur Routinekontrolle im industri-
ellen Einsatz geeignet als arbeitsintensive Extraktionsverfahren zum Auffinden von
Korktonverursachern, wie sie beispielsweise von Kugler (1993) oder Rocha et al.
(1996b) beschrieben wurden. AuBerdem nimmt sie weniger Zeit in Anspruch als die
von Fischer und Fischer (1997) vorgestellte Festphasenmikroextraktion.

DaB trotz der Fllle an flichtigen Inhaltsstoffen des Kopfraumgases die selektive
Erfassung von 2,4,6-TCA moglich war, ist ein weiterer positiver Aspekt des hier
vorgestellten MeBverfahrens. Die niedrige Nachweisgrenze von 7,5 ug/1000 g Kork
(Binder, 1998), die flr die HS-GC-MS-Analyse ermittelt wurde, 148t eine ahnlich
empfindliche Detektion von TCA mittels HS-MS erwarten.

Einschrankend muB festgehalten werden, daB 2,4,6-Trichloranisol nicht alleiniger
Verursacher des Korktons in Wein ist. So kommen, wie bereits eingangs erwahnt,
u. a. die auf verschimmelter Korkborke nachweisbaren Verbindungen Geosmin,
Guaiacol, 1-Octen-3-ol, 2-Methylisoborneol etc. als Korktonverursacher in Betracht.
Um auch diese Verbindungen in die HS-MS-Screening-Methode einzubeziehen,
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muB das Fragmentionen-Array um deren Fragmentierungsprodukte erweitert wer-
den.

AbschlieBend sollte die Reproduzierbarkeit des MeBverfahrens kritisch beleuchtet
werden. Die Streuung der Peakhdhen bzw. Peakflachen der SIM-Fragmentionen
m/z 195, m/z 197 und m/z 210 in den HS-GC-MS-Untersuchungen war sehr groB,
fUr einen der drei beanstandeten Korken lag die Standardabweichung der MeB3-
signale sogar bei ca. 33 %. Wenngleich die Streuung der lonenintensitdten bei Di-
rektinjektion des Headspaces weniger stark war, lag sie doch deutlich tUber den fur
die Headspace-Probenaufgabe typischen Werten von 2-5 %.

Als Ursache hierflir kommt einerseits die Probenvorbereitung selbst in Frage. An-
derseits kdnnte sie auch durch tatséchliche Unterschiede in der dem Korken an-
haftenden TCA-Menge bedingt sein. Zur Probenvorbereitung selbst ist zu sagen,
daB das bei der Handvermahlung erhaltene Korkpulver KorngréBen zwischen 250
und 5000 um enthielt. Um Verluste an 2,4,6-TCA durch weitere Aufarbeitungs-
schritte zu vermeiden, wurde bewuBt auf das Sieben dieses inhomogenen Pulver
verzichtet, es wurde direkt nach dem Mahlen in die Headspace-Vials Uberflhrt und
vermessen. Unterschiede in der KorngréBenverteilung in einzelnen Flaschen kénn-
ten dazu fuhren, daB TCA in unterschiedlichem AusmalB freigesetzt wurde.

SchlieBlich kommen als Ursache flr die Schwankungen auch materialbedingte Fak-
toren in Betracht. Nach Kugler (1993) wirken sich die Dicke des Rohmaterials
(Dieckmann, 1997) bei der Fertigung, die Stanzhéhe und die Oberflachenbeschaf-
fenheit von Korken auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung der nach-
weisbaren Inhaltsstoffe aus. Da die untersuchten beanstandeten Korken von Wein-
flaschen unterschiedlicher Hersteller entnommen wurden, kann man davon ausge-
hen, daB sie nicht aus derselben Fertigung stammen, so daB die Schwankungen
der Ergebnisse tatséchlich auf die unterschiedliche Qualitat der Gebrauchskorken
zurlckzufihren sein kénnen. Es kann aber, wie bereits erwahnt, auch nicht
ausgeschlossen werden, daB sich die Korken wegen verschieden starker mikrobiel-
ler Aktivitdt im Hinblick auf die anhaftende Menge an TCA unterscheiden. Da keine
mikrobiologischen Untersuchungen durchgefiihrt wurden, 148t sich dartber nichts
genaues sagen.
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5. Differenzierung von Hopfensorten
5.1 Einleitung

Kulturhopfen, Humulus lupulus, gehdrt zur Familie der Cannabinaceae, Ordnung
der Brennesselartigen (Urticales). Vegetativ vermehrte weibliche Pflanzen der zwei-
hausigen Hopfenpflanze werden in Hopfenkulturen angebaut, die Vor- und Neben-
blatter ihrer unbefruchteten Bllten wachsen nach dem Verbliihen zu sogenannten
Dolden heran. Letztere werden von August bis September noch unreif geerntet und
dienen als Grundstoff fur die Bereitung von Bier. Reife, nicht befruchtete weibliche
BlUtenstande werden in der Pharmazie zur Herstellung eines sedierend wirkenden
Tees verwendet. Mit einem Anteil von 35% an der Weltjahresproduktion von
111 000 Tonnen ist Deutschland der bedeutendste Hopfenproduzent, gefolgt von
den USA mit einem Anteil von 27 % an der Weltproduktion [Belitz und Grosch,
1992].

Die wertgebenden und brautechnologisch bedeutsamen Inhaltsstoffe, d. h. die athe-
rischen Ole und die Hopfenbitterstoffe, sind in den becherférmigen Driisenhaaren
enthalten. Daneben findet sich im Hopfen eine Vielzahl anderer Verbindungen mit
physiologischen Eigenschaften wie sedativer, hypnogener, bakteriostatischer, anti-
biotischer, hormoneller und tuberkulostatischer Wirkung [Piendl und Schneider,
1981]. Abhangig von der absoluten HOhe des Alphasauregehalts oder vom Ver-
héltnis Alphasédure zu Gesamtharz teilt man die Hopfensorten generell in Aroma-
sorten und Bitterstoffsorten ein [Schuster, 1992]. Aromahopfen, zu denen die Sor-
ten Hersbrucker, Hallertauer Mittelfrliher, Tettnanger, Huller und Spalter gehéren,
haben einen Alphasduregehalte von jeweils ca. 33 %. Bitterstoffsorten wie Northern
Brewer, Brewers Gold und Orion weisen dagegen einen Alphaséuregehalt von
mehr als 40 % der Gesamtbitterstoffe auf. Das Verhéltnis von Betaséuren zu Alpha-
sauren liegt fir Aromahopfen bei 1,6 und fur Bitterhopfen bei <1. Zur Unterschei-
dung botanischer Sorten genlgt diese grobe Einteilung jedoch nicht.

Die Sortendifferenzierung erfolgt einerseits anhand morphologischer, andererseits
anhand chemisch erfaBbarer Merkmale. Hopfendolden unterschiedlicher botani-
scher Sorten unterscheiden sich in GréBe und Form, in der Ausprégung der Dol-
denspindeln sowie in Form, GréBe und Anordnung der Deckblétter [Esslinger, 1987;
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Schmidt, 1963; Zattler 1968], diese sind daher morphologische Sortencharakteri-
stika. Bei der Sortendifferenzierung anhand chemisch erfaBbarer Inhaltsstoffe stlitzt
man sich dagegen auf die drei Stoffgruppen Bitterstoffe, Polyphenole und wasser-
dampffliichtige Inhaltsstoffe des Hopfendls.

Bei den Bittersauren, welche den Brauwert des Hopfens bestimmen, werden von
vielen Autoren neben dem Verhéltnis von Alpha- zu Betasauren [Hautke und Petri-
cek, 1967; Maier, 1969; KrauB3, 1978; NarziB3, 1980] auch die Anteile einiger der
jeweils finf Homologen von Alpha- (Humulon, Cohumulon, Ad-, Pr&- und Posthu-
mulon) und Betaséduren (Lupulon, Colupulon, Ad-, Pr&-, und Postlupolon) als sor-
tentypisch erachtet. Maier (1970) orientierte sich am Spektrum der Betasduren, Ni-
ckerson et al. (1986) am Cohumulongehalt, wahrend flur Wackerbauer und Balzer
(1988) das Verhaltnis zwischen Cohumulon- und Colupulongehalt deutscher Hop-
fensortensorten das entscheidende Kriterium zur Sortenunterscheidung darstellte.
Nach Sumere et al. (1988) ist die Stoffgruppe der Polyphenole ebenfalls zur Sor-
tendifferenzierung geeignet, da unterschiedliche Sorten charakteristische Flavo-
noid-Muster aufweisen. Es ist weiterhin bekannt, daB Polyphenole im Aromahopfen
in gréBeren Mengen vorkommen als im Bitterhopfen [Bellmer, 1975; Kretschmer,
1982].

Das sog. Hopfendl umfaBt die Stoffgruppe der (wasserdampf-)fllichtigen Hopfenin-
haltsstoffe. Verbindungen dieser dritten Gruppe scheinen ebenfalls geeignete Indi-
katoren zur Sortenerkennung zu sein, zumal gerade das Hopfendl die aromawirk-
samen Verbindungen enthalt. Es besteht zu ca. 70 % aus Terpenkohlenwas-
serstoffen und zu 30 % aus sauerstoffhaltigen Verbindungen [Pickett et al., 1975],
wobei Myrcen in allen Sorten die dominierende Hauptkomponente ist. Es herrscht
Einigkeit darlber, daB die Zusammensetzung des Hopfendls genetisch determiniert
ist [Zattler und Maier, 1966; Maier, 1966; Likens und Nickerson, 1967; Hautke und
Petricek, 1973; NarziB3 et al., 1973], wenn auch — entgegen der Meinung von Maier
(1988) - eine schlissige und umfassende Einteilung der Hopfensorten in Bezug auf
die qualitative und quantitative Verteilung der fllichtigen Inhaltsstoffe noch nicht all-
gemein anerkannt ist. Es gilt jedoch als gesichert, daB qualitativ hochwertige Aro-
masorten wie Hallertauer und die Sorten des Saazer-Formenkreises (Saazer, Spal-
ter, Tettnanger) arm an Myrcen und reich an Sesquiterpenen sind [Maier, 1966;
Gresser, 1985]. Letztere besitzen auBerdem einen hohen Gehalt an Farnesen
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[Maier, 1966; Naya und Kotake, 1972], wahrend 2-Methyl-Butyl-Isobutyrat nur in
geringen Mengen vorkommt [Maier, 1966; Gresser, 1985].

Mit der EG-Bezeichnungsverordnung von 1978, die die Kennzeichnung von Hopfen
nach botanischen Sorten vorschreibt, trat auch ein generelles Mischverbot flr ge-
handelten Naturhopfen in Kraft. Zum Nachweis gesetzeswidriger Vermischungen
wird daher den eben beschriebenen analytisch erfaBbaren, sortentypischen chemi-
schen Merkmalen groBe Bedeutung beigemessen. Bemuhungen, eine analytische
Methode zur Uberpriifung der Sortenreinheit von Hopfen und Hopfenprodukten zu
entwickeln, beruhten bisher auf der zeitaufgelésten gaschromatographischen [Mai-
er, 1977a und 1977b; Seeleitner et al., 1985] bzw. HPLC-Trennung [Wackerbau-
er und Balzer, 1988] der Hopfeninhaltsstoffe. Die entwickelten Methoden sind bis
dato jedoch nicht vollstandig ausgereift.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur Sortendifferenzierung
von Naturhopfen entwickelt. Grundlage der Methode ist die selektive Erfassung von
Fragmentionen sortentypischer fllichtiger Hopfeninhaltsstoffe.

5.2 Entwicklung der MeBmethode fiir den MS-Sensor

Es wurden Hopfendolden der Sorten Hallertauer Perle, Tettnanger und Nugget des
Erntezeitraums September/Oktober 1997 untersucht, die von Hopfenanbietern des
Anbaugebietes Hallertau im vollreifen Stadium geerntet und anschlieBend getrock-
net worden waren. Flr jede Sorte standen Proben aus drei unterschiedlichen An-
bau-Standorten zur Verfligung. Die Aufbewahrung der Dolden erfolgte bei —10 °C
bis -15 °C in gasdicht verschweiBten Polyethylen-Beuteln.

Zur HS-GC-FID-, HS-GC-MS- und HS-MS-Analyse wurden Dolden unterschiedli-
cher Sorten und Standorte mit Hilfe einer handelsiblichen Kaffeemlihle jeweils fein
vermahlen. AuBerdem wurden drei sortenreine Mischproben hergestellt, indem glei-
che Mengen von Hopfendolden derselben Sorte, aber unterschiedlicher Standorte
gemeinsam vermahlen wurden. Die Analysen wurden mit jeweils 750 mg Hopfen-
pulver durchgeflhrt. Die Einstellung des Gas/Matrix-Verteilungsgleichgewichts wur-
de durch eine 45 minttige Thermostatisierung bei 80 °C erreicht.
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5.2.1 Bestimmung der Headspacezusammensetzung

5.2.1.1 Headspacezusammensetzung der Mischproben

Die Ergebnisse der gaschromatographischen Untersuchungen der Mischproben
wurden von Zeidler (1999) zur Verfligung gestellt. Es 148t sich folgendes festhalten:
Der Kopfraum uber Hopfenpulver setzt sich aus ca. 200 Verbindungen zusammen.
In allen Sorten ist Myrcen die dominierende Hauptkomponente mit einem Anteil von
40-70 % an der Gesamtpeakflache. Sehr leicht fllichtige Verbindungen mit RI<600
machen insgesamt 10-30 % des Kopfraumgases aus. Da es sich hierbei um Arte-
fakte handelt, die aufgrund thermischer Belastung wéahrend der Thermostatisierung
des Hopfens entstehen, wurde auf die Identifizierung und Quantifizierung einzelner
Inhaltsstoffe mit RI<600 verzichtet. Von den Inhaltsstoffen mit RI>600 sind men-
genmaBig nur Myrcen (40-70 %), B-Caryophyllen (1-3 %), Humulen (1-3 %) und
2-Methylbutyl-Isobutyrat (1-2 %) bedeutsam.

Die Hopfeninhaltsstoffe, die als Grundlage fur die Sortendiskriminierung herange-
zogen wurden, sind Nebenkomponenten mit Headspace-Anteilen < 5%. Sie sind,
zusammen mit den Hauptkomponenten des Kopfraumgases, in Tab. VI.28 aufge-
flhrt. Es handelte sich dabei vorwiegend um Methyl- und Isobutylester von Car-
bonséauren mit Kettenl&ngen im Bereich C,-C,,. Daneben wurden die bicyclischen
Monoterpene Sabinen, a-Pinen und -Pinen sowie die acyclischen Monoterpene
B-Ocimen und Linalool miteinbezogen. Sie sind in Tab. VI.28 hervorgehoben.

Statistisch signifikante Unterschiede der Gasphasenkonzentrationen (ber den

Mischproben unterschiedlicher Hopfensorten gaben den Ausschlag flr die Auswahl
der oben erwéhnten Verbindungen als Sortenindikatoren.
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Tab. VI.28: Ausgewahlte Bestandteile des Kopfraumgases (iber Hopfenpulver der Sorten Perle,
Tettnanger und Nugget (Angaben in %-Anteilen bezogen auf die Gesamtpeakfla-
che), nach Zeidler (1999)

RI? Verbindung Perle Tettn.  Nugget
742 4-Methyl-2-Pentanon n.b. n.b. n.b.
9183 Isobutyl-Isobutanoat 0,66 0,05 0,55
944 B-Pinen 0,42 0,34 0,31
972 2-Methyl-Butyl-Propanoat 0,22 0,02 0,32
987 B-Pinen 2,22 1,65 1,92
992 Sabinen n.b.® n.b.® n.b.®
992 Myrcen ° n.b. n.b. n.b.
1011 3-Methyl-Butyl-Isobutanoat 0,37 0,06 0,92
1015 2-Methyl-Butyl-Isobutanoat 1,09 0,11 1,84
1024 Methyl-Heptanoat 0,46 0,31 0,40
1028 Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat n.b. n.b. n.b.
1051 B-Ocimen 0,87 0,02 0,69
1087 Me-6-Me-Heptanoat 0,03 0,14 0,003
1101 Linalool 0,12 0,15 0,30
1103 Methyloctanoat n.b.? n.b.” n.b.”
1309 Methyl-4-Z-Decenoat 0,06 0,12 0,17
1326 Methyl-E-Geranat 0,03 0,02 0,02
1451 B-Caryophyllen 1,91 0,80 1,63
1486 Humulen 412 1,90 2,51

@Retentionsindizes auf Kapillarsdule DB-5
® nicht bestimmt da nicht aufgeldst
¢ Hauptkomponente

5.2.1.2 Headspacezusammensetzung der Einzelproben

Eine verléaBliche Sortenabgrenzung auf Basis der in Tabelle VI.28 hervorgehobenen
Inhaltsstoffe ist nur dann gewéhrleistet, wenn die durch Klima und Bodeneinflisse
verursachten Schwankungen der Gasphasenkonzentrationen kleiner sind als jene,
welche durch die Sortenzugehdrigkeit bedingt sind. Ob dies flr die Sorten Perle,
Tettnanger und Nugget gewahrleistet war, wurde mittels HS-GC-FID untersucht. Zu
diesem Zweck wurden flr jeden der drei Standorte aller Hopfensorten jeweils flinf
HS-GC-FID-Analysen durchgeflihrt. Die Standardabweichungen der Peakflachen
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der als Sortenindikatoren ausgewahlten Hopfeninhaltsstoffe sind in Tab. VI.29 dar-
gestellt. Die Daten wurden von Zeidler (1999) zur Verfligung gestellt. Jeder Wert
nimmt bezug auf den Mittelwert der Peakflache, der aus allen 15 Messungen einer
Sorte berechnet wurde.

Wie aus Tab. VI.29 deutlich wird, lagen die durch Standortbedingungen bedingten
Schwankungen der Sortenindikatoren zwischen 2,9 % und 88,4 %. Mit einer mef-
technisch bedingten Schwankung von 3% sind die Schwankungen der absoluten
Konzentrationen innerhalb einer Sorte jedoch insgesamt deutlich kleiner als die Un-
terschiede zwischen den untersuchten Sorten.

Tab. VI.29: Standardabweichungen der Peakflachen sortentypischer Inhaltsstoffe, drei Standor-
te je Sorte (Angaben in % bezogen auf den Mittelwert aus 15 Messungen), nach
Zeidler (1999)

Verbindung Perle Tettn. Nugget
4-Methyl-2-Pentanon n.b. n.b. n.b.
Isobutyl-Isobutanoat 29,9 88,4 19,8
a-Pinen 47 11,8 9,5
2-Methyl-Butyl-Propanoat 18,2 104,9 12,2
B-Pinen 7,6 10,8 7,3
Sabinen n.b.° n.b.° n.b.°
3-Methyl-Butyl-Isobutanoat 17,4 46,8 2,9
2-Methyl-Butyl-Isobutanoat 20,9 72,6 11,5
Methyl-Heptanoat 21,0 14,8 19,7
Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat  n.b.® nb’ nb.lP
B-Ocimen 22,0 66,5 14,3
Me-6-Me-Heptanoat 14,3 45,8 34,8
Linalool 22,7 34,6 2,9
Methyloctanoat nb” nb.® nb.?®
Methyl-4-Z-Decenoat 24,7 36,8 10,6
Methyl-E-Geranat 24,4 66,7 58,9
B-Caryophyllen 17,1 49,0 16,3
Humulen 18,6 50,9 14,6

? Retentionsindizes auf Kapillarsdule DB-5, P nicht bestimmt da nicht aufgeldst

! ermittelt durch zehnmalige Wiederholungsmessung der gleichen Probe
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5.2.2 Auswahl der Fragmentionen fiir das Sensor-Array

Die zur Sortendifferenzierung verwendeten Fragmentionen muBten zwei Voraus-
setzungen erflllen. Zum einen muBten sie Fragmentierungsbruchstlicke derjenigen
Hopfeninhaltsstoffe sein, die im Rahmen der HS-GC-FID-Untersuchungen als még-
liche Sortenindikatoren identifiziert wurden. lhre relative Intensitdt im Massenspekt-
rum dieser Sortenindikatoren sollte 5 % Ubersteigen. Zum anderen durfte es sich
dabei nicht um Fragmentierungsprodukte der Hauptkomponente Myrcen handeln.
Vor allem die letztgenannte Anforderung schrankte die Anzahl méglicher Sensoren
stark ein. Sie war jedoch zwingend erforderlich, um einerseits die erforderliche Spe-
zifizitdt der MeBmethode zu gewahrleisten. Andererseits sollte so die Uberladung
des massenspektrometrischen Detektionssystems verhindert werden, die die Erfas-
sung von Myrcen-Fragmenten mit sich bringen wirde.

Das Array zur Sortendifferenzierung setzte sich aus den zwdlf Fragmentionen
m/z 100, m/z 101, m/z 106, 110, m/z 111, m/z 112, m/z 114, m/z 115, m/z 127,
m/z 137, m/z 139 und m/z 142 zusammen. Die Messung der Intensitaten bei
Direktinjektion erfolgte im SIM-Modus.

5.2.4 Aufnahme des SIM-Profils mittels HS-GC-MS

AufschluB darilber, inwieweit mit den gewéhlten Fragmentionen eine Differenzie-
rung der Hopfensorten auf der Basis der Konzentrationsunterschiede von Sortenin-
dikatoren stattfindet oder ob Inhaltsstoffe, die nicht als sortentypisch erachtet wer-
den, einen maBgeblichen und unerwlinschten EinfluB auf das Signalmuster der
Sensormessungen nehmen, gaben HS-GC-MS-Untersuchungen im SIM-Verfahren.

Die Ergebnisse der Analysen sind in Tab. VI.30 aufgeflihrt. Die Sortenindikatoren
zeichneten flr 95-48 % der Peakflachensummen einzelner Fragmentionen verant-
wortlich. Nicht sortentypische Verbindungen besaBen nur in 5 von 36 Messungen
Peakflachenanteile von mehr als 40 %, in der Mehrheit betrugen ihre Anteile
17-35 % an der Gesamtpeakfliche. Den absolut gesehen héchsten Anteil an der
Peakflachensumme besaBen nicht sortentypische Komponenten in Mischproben
der Sorte Nugget. Er betrug 51,9 % flir das Fragmention m/z 112. Keinerlei Einflu
nicht sortencharakteristischer Komponenten waren flir m/z 142 in Proben der Sorte
Tettnanger sowie fur m/z 114 in Proben der Sorte Perle feststellbar.
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Tab. VI.30: %-Anteile an der Peakflachensumme flir Fragmentionen m/z 100, 101, 106, 110,
111,112, 114, 115, 127, 137, 139, 142, (HS-GC-MS, SIM)

Verbindung Perle ® Tettn. ® Nugget @
m/z 100 4-Methyl-2-Pentanon 26,3 78,4 42,0
2-Methyl-Butyl-Isobutanoat 28,7 - 23,8
Sonstige 451 21,6 34,2
m/z 101 4-Methyl-2-Pentanon - 7,5 -
Isobutyl-Isobutanoat 23,3 4,7 19,2
2-Methyl-Butyl-Isobutanoat 32,9 4,7 39,4
Methyl-Heptanoat 26,0 427 7.5
Sonstige 17,8 40,5 33,9
m/z 106 B-Caryophyllen 12,4 15,2 10,0
Humulen 21,6 21,5 20,1
Sabinen 54,7 18,3 53,8
B-Ocimen 0,3 - 1,5
Sonstige 11,0 450 14,6
m/z 110 Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat 40,6 56,9 35,9
Sabinen 13,4 - 12,1
Methyl-4-Z-Decenoat 9,8 20,3 24,4
B—Caryophyllen 12,4 59 8,9
Humulen 23,8 11,7 10,5
Sonstige - 5,3 8,2
m/z 111 Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat 53,0 42,8 49,7
Me-6-Me-Heptanoat 11,1 10,5 13,8
Linalool 3,1 5,3 8,4
B-Caryophyllen 15,5 4,9 11,6
Humulen 11,1 4,3 7.6
Sonstige 6,2 32,3 9,0
m/z 112 Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat 100,0 57,0 48,1
Sonstige - 43,0 51,9
m/z 114 |sobutyl-lIsobutanoat 19,0 - 13,4
Sabinen 15,1 - 13,0
Methyl-Heptanoat 36,6 447 30,7
Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat 14,7 23,0 11,3
Methyl-4-Z-Decenoat - 10,9 10,5
Methyl-E-Geranat 14,5 11,7 8,4
Sonstige - 9,7 12,6
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Fortsetzung Tab. VI.30: %-Anteile an der Peakflachensumme fiir Fragmentionen m/z 100,
101, 106, 110, 111, 112, 114, 115, 127, 137, 139, 142
(HS-GC-MS, SIM)

Verbindung Perle ® Tettn.® Nugget ®
m/z 115 2-Methyl-Butyl-Isobutanoat 4,0 - 15,7
Methyl-Heptanoat 5,7 13,2 6,2
Sabinen 12,9 23,8 44 3
Me-6-Me-Heptanoat 4,8 15,3 5,8
B-Caryophyllen 4,6 55 2,6
Humulen 5,6 7.7 3,0
Sonstige 25,5 34,5 22,4
m/z 127 Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat 55,3 71,0 32,6
Sabinen 12,9 - 8,2
Me-6-Me-Heptanoat 14,4 21,2 13,7
Methyl-4-Z-Decenoat - - 3,5
Sonstige 17,4 7,8 420
m/z 137 B-Pinen 9,2 29,2 9,3
Sabinen 85,8 440 82,9
Sonstige 5,1 26,8 7,8
m/z 139 Linalool 11,1 14,0 12,8
Methyl-E-Geranat 30,0 7,4 5,5
Sonstige 58,9 78,2 81,7
m/z 142 Methyl-4-Methyl-2-Hexenoat 83,99 65,0 100
Sonstige 16,01 35,0 -

& Mischproben aus Hopfen dreier Standorte, Mittelwert aus 3 Messungen

5.2.4 Sensormessungen und Mustererkennung

Sensor-MS-Messungen wurden sowohl mit Mischproben als auch mit Einzelproben
unterschiedlicher Standorte durchgefliihrt. Die MeBmethode umfaBte die Erfassung
der zwoélf Fragmentionen m/z 100, m/z 101, m/z 106, m/z 110, m/z 111, m/z 112,
m/z 114, m/z 115, m/z 127, m/z 137, m/z 139 und m/z 142 im SIM-Modus. Zur Mus-
tererkennung mittels Hauptkomponentenanalyse wurden die normierten Sig-
nalintensitdten herangezogen.
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Tabelle VI.31.1 und VIL.31.2 fassen die Resultate der HS-MS-Untersuchungen der
Mischproben zusammen. In den Tabellen VI.32, VI.33 und VI.34 sind die Ergeb-
nisse aufgefuhrt, die bei den Untersuchungen der Einzelproben unterschiedlicher
Standorte erzielt wurden.

Tab. VI.31.1: Normierte Intensitaten der Signalhéhen, HS-MS (SIM), Mischproben

m/z Perle Tettn. Nugget
100 2,67 11,67 2,91
101 15,53 14,96 16,41
106 30,01 18,55 27,09
110 5,58 9,48 6,00

111 474 9,41 4,83
112 1,38 3,27 1,46
114 2112 2,90 1,79

1156 16,96 11,17 18,06
127 4,03 6,52 4,78
137 14,58 8,17 14,80
139 0,69 1,31 0,68
142 1,31 2,58 1,19

Tab. VI.31.2: Absolute Intensitaten der
Signalhéhen, HS-MS (SIM), Mischproben
[Zahlereignisse]

m/z Perle Tetth. Nugget
100 2283 9949 5087
101 23260 9328 36705
106 37814 11200 43468
110 6372 4838 8991
111 4838 6624 6658
112 330 581 771
114 1460 1027 2379
115 19675 6800 27646
127 3949 3109 7429
137 13090 3754 19528
139 574 855 690
142 1124 1598 1119
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Tab. VI.32: Normierte Intensitaten der Signalhéhen fiir Hopfen der Sorte Perle,

geordnet nach Standorten, rel. Stdabw.

m/z Perle 1 Perle 2 Perle 3
100 2,40+ 0,11 2,51 + 0,08 3,11 £0,17
101 16,56 + 0,45 14,37 + 0,28 15,67 + 0,30
106 29,83 + 0,41 31,20 £ 0,38 29,01 + 0,37
110 5,47 + 0,25 5,73+0,19 5,54 + 0,19
111 4,63 + 0,21 4,87 +0,16 4,72 +0,183
112 1,36 + 0,03 1,43 + 0,06 1,35+ 0,08
114 2,12 + 0,09 2,04 £ 0,04 2,21 £ 0,11
115 17,16 £+ 0,35 16,89 + 0,39 16,83 + 0,26
127 3,94 + 0,15 4,01 0,17 4,14 + 0,14
137 13,49+ 1,52 14,93 + 0,39 15,33 + 0,90
139 0,66 + 0,03 0,68 + 0,05 0,72 £ 0,05
142 1,21 + 0,07 1,34 + 0,05 1,38 + 0,05

Tab. V1.33: Normierte Intensitaten der Signalhéhen fiir Hopfen der Sorte Nugget,

geordnet nach Standorten, rel. Stdabw.

m/z Nugget 1 Nugget 2 Nugget 3
100 3,31 + 0,05 2,77 £ 0,10 2,64 £ 0,09
101 18,25+ 0,52 16,74 + 0,27 14,25 + 0,49
106 25,79 + 0,57 26,96 + 0,24 28,52 + 0,71
110 6,16 + 0,66 5,64 + 0,25 6,21 + 0,45
111 4,99 + 0,21 4,69 +0,16 4,82 +0,17
112 1,61 £0,12 1,40 £ 0,03 1,48 + 0,06
114 1,88 + 0,06 1,71 £ 0,06 1,77 £ 0,05
115 17,66 + 0,30 18,18 £+ 0,37 18,33 + 0,42
127 4,92 + 0,27 4,68 £ 0,15 4,75+ 0,13
137 13,72+ 0,93 15,43 + 0,60 15,25 + 0,61
139 0,67 + 0,05 0,65 + 0,03 0,71 + 0,05
142 1,14 £ 0,05 1,14 £ 0,03 1,28 £ 0,05
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Tab. VI.34: Normierte Intensitaten der Signalhéhen fiir Hopfen der Sorte Tettnanger,

geordnet nach Standorten, rel. Stdabw.

m/z Tetthanger 1 Tetthanger2  Tettnanger 3
100 12,46 +0,18 12,52 + 0,41 10,03 + 0,39
101 15,96 + 0,29 13,40 + 0,24 15,52 + 0,53
106 16,73 +0,16 19,03 £ 0,41 19,89 + 0,64
110 9,18 + 0,14 10,17 £ 0,43 9,10+ 0,25
111 9,46 + 0,11 9,94 + 0,15 8,83 + 0,22
112 3,36 + 0,08 3,47 + 0,10 2,99 + 0,08
114 3,10 + 0,08 2,69 £ 0,03 2,90 £ 0,08
115 10,92 + 0,19 10,48 £ 0,10 12,12 £ 0,35
127 6,45 + 0,14 7,03+ 0,15 6,09 + 0,10
137 8,49 + 0,38 7,02 + 0,11 9,00 + 0,69
139 1,39 + 0,07 1,30 £ 0,05 1,25 + 0,09
142 2,51 £ 0,09 2,95 + 0,08 2,30+ 0,12

Interessante Ergebnisse erschlieBen sich aus den Sensor-MS-Messungen. Die nor-
mierten Signalmuster der Sorten Hallertauer Perle und Nugget zeigen weitestgehend
Ubereinstimmung. Allerdings hebt sich das Intensitdtsmuster der Sorte Tettnanger
deutlich von dem der beiden anderen Sorten ab. Die normierten Intensitaten der
Sensoren m/z 100, m/z 110, m/z 111, m/z 112, m/z 127 und m/z 142 sind signifikant
héher, die der Sensoren m/z 106, m/z 115 und m/z 137 niedriger als in den Sorten
Perle und Nugget (Abb. V.16).

Hdéhere Signalintensitdten der Fragmentionen m/z 100 und m/z 110, wie sie flr Pro-
ben der Sorte Tettnanger ermittelt wurden, lassen sich plausibel mit einem hdheren
Anteil an 4-Methyl-2-Pentanon erklaren. Trotz vergleichbarer Gehalte an Methyl-4-
Methyl-2-Hexenoat sind die normierten Signalintensitaten der Sensoren m/z 112 und
m/z 142 bei Tettnanger-Proben gréBer als bei Proben der Sorten Perle und Nugget.
Fir m/z 142 ist dies durch den Beitrag nicht sortentypischer Hopfeninhaltsstoffe er-
klarbar, flr m/z 112 ist dies das Resultat der durchgefiihrten Normierung. Fir die ver-
gleichsweise hohen normierten Signale der Fragmentionen m/z 111 und m/z 127 gibt
es zweierlei Griinde. Zum einen ist der héhere Gehalt an Methyl-6-Methyl-Heptanoat
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Normierte Intensitat

:
‘!IIA-JIZ_‘L;L{;;I Tettnanger

Abb. VI.19 Normierte Signalmuster der Hopfensorten Perle, Tettnanger und Nugget, Mischpro-
ben (HS-MS, SIM)

daflr verantwortlich, zum anderen tragen nicht sortentypische Inhaltsstoffe in beacht-
licher Weise zum Signal bei.

Obwohl die Signalmuster der Sorten Perle und Nugget bei oberflachlicher Betrach-
tung sehr ahnlich erscheinen, wird bei naherer Betrachtung erkennbar, daB die nor-
mierten Intensitdten der Fragmentionen m/z 106 und m/z 142 flir Proben der Sorte
Perle héher sind als flir Proben der Sorte Nugget. Im Fall des Sensors m/z 106 ist
dies auf den héheren Gehalt an Humulen in der Sorte Perle zurlickzuflihren. Fur
m/z 114 ist dies die unmittelbare Folge der durchgeflihrten Normierung, da trotz des
niedrigen Absolutwertes des flr Perle gemessenen Sensorsignals (Tab. VI.31.2) auf-
grund der insgesamt kleineren Signalsumme dieser Sorte gerade m/z 114 eine
starke Gewichtung im Signalmuster erféhrt. Der niedrige Absolutwert der Intensitéat
des lons m/z 114 |aBt sich durch niedrigere Gehalte an Methyl-Heptanoat und Iso-
butyl-Isobutanoat erklaren.

Standortbedingte Schwankungen des Signalmusters von Proben derselben Sorte
liegen bei 5-7 %.
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Werden die nach einzelnen Standorten aufgeschlisselten Hopfensorten mit Hilfe der
Hauptkomponentenanalyse als Datencluster auf der Diskriminanzebene dargestellt,
ergibt sich folgendes Bild: Signalvektoren von Proben derselben Sorte sind in jeweils
engen Bereiche der Diskriminazebene zu finden. Die von unterschiedlichen Sorten
besetzten Bereiche des Merkmalsraums sind in der zweidimensionalen Darstellung
als voneinander getrennt wahrnehmbar (Abb. VI.17 und Abb. VI.18). Die Ahnlichkeit
der Signalmuster der Sorten Perle (P1, P2, P3) und Tettnanger (T1, T2, T3) bedingt
die rdumliche Néhe ihrer Cluster auf der Diskriminanzebene. VerlaBliche Aussagen
Uber die Mdglichkeit zur Diskriminierung der Sorten Perle (P1, P2, P3), Tettnanger
(T1, T2, T3) und Nugget (N1, N2, N3) mit Methoden der Sensor-Massenspek-
trometrie erhélt man, indem alle durchgeflihrten Messungen einer Sorte zu einer
Klasse zusammengefaBt werden. Die durch Ellipsen eingegrenzten Bereiche stellen
sich als klar getrennte Cluster dar (Abb. VI.19).

Sieht man von Ausnahmen ab, scheint auch die Differenzierung einzelner Standorte
derselben Sorte mdglich. In Anbetracht dessen, daB sich neben der Probenvorbe-
reitung im analytischen Labor auch die Bedingungen der Trocknung und Lagerung
auf die Verteilung der Hopfeninhaltsstoffe in den untersuchten Proben auswirken,
sollte dieses Resultat jedoch nur unter Vorbehalt auf den EinfluB standorttypischer
Faktoren wie Bodenbeschaffenheit, Witterung etc. zurtickgefuhrt werden.
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Abb. VI.19 Diskriminanzebene der Sorten Perle,
Tettnanger und Nugget

5.3 Diskussion

Die Sortendiskriminierung von Hopfen der Sorten Hallertauer Perle, Tettnanger und
Hallertauer Nugget mit Methoden der Sensor-Massenspektrometrie konnte durch-
gefuhrt werden. Dabei wurden im Rahmen von HS-MS-Messungen die Intensitaten
von zwdlf Fragmentionen im Selected-Monitoring-Verfahren aufgezeichnet und mit-
tels Hauptkomponentenanalyse ausgewertet. Die Auswahl der Sensoren erfolgte
nach statistischen Gesichtspunkten. Die Fragmentionen m/z 100, m/z 101, m/z 1086,
m/z 110, m/z 111, m/z 112, m/z 114, m/z 115, m/z 127, m/z 137, m/z 139 und
m/z 142 sind charakteristische Fragmentierungsbruchstlicke fllichtiger Hopfenin-
haltsstoffe, die sich im Rahmen von HS-GC-FID-Untersuchungen als geeignete Sor-
tenindikatoren erwiesen haben. Es handelt sich dabei um Methyl- und Isobutyl-Ester
von Carbonsduren mit Kettenlédngen im Bereich C,-C,, sowie Sabinen, o-Pinen,
B—Pinen, B-Ocimen und Linalool.

Das vorgestellte MeBverfahren ist die aktuellste Studie einer Reihe von Untersu-
chungen zur Unterscheidung von Hopfensorten anhand der Zusammensetzung und
Auspragung ihrer etherischen Ole [u. a. Rigby und Bethune, 1955; Howard, 1957,
Howard und Slater, 1957; Buttery et al., 1964; Maier, 1966; Maier, 1977a und 1977b;
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Naya und Kotake, 1971; Naya und Kotake, 1972; Weihrauch, 1976; Tressl| et
al.,1983; Gresser, 1985; Seeleitner et al., 1985; Narzif3 et al., 1985; NarziB3 et al.,
1986]. Besonders erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang ein von Freundorfer
(1990) vorgeschlagenes, rechnergestutztes Verfahren, das die l|dentifikation von
Hopfensorten auf Basis der fllichtigen Aromastoffe ermdéglicht. Als Anwendungsbe-
reich wird die Sortenerkennung bei Naturhopfen [Freundorfer, 1988; Freundorfer et
al., 1991a], sowie bei Pellets und Ethanol- bzw. CO,-Extrakten [Freundorfer et al.,
1991b] diskutiert. Die von Freundorfer veréffentlichte und die in der vorliegenden Ar-
beit ausgearbeitete MeBmethode besitzen einige Gemeinsamkeiten. So erfolgt die
Untersuchung des Naturhopfens in beiden Fallen mit statischer Headspace-Technik
in Verbindung mit multivariaten Verfahren, auch wenn Freundorfer lediglich die
gaschromatographischen Daten mittels Mustererkennung auswertet. Teilweise Uber-
einstimmung herrscht bei den Verbindungen, die als sortentypisch erachtet werden.
So kommt auch Freundorfer zu dem Ergebnis, daB 2-Methylisobutyrat aufgrund sei-
ner geringen Auspragung in Sorten des Saazer Formenkreises (u. a. Tettnanger) als
Sortenindikator geeignet ist. Dies wurde erstmals 1966 von Maier vermutet und wur-
de von Gresser (1985) bestatigt. Ebenfalls als Sortenindikatoren geeignet sind
trans-B-Ocimen und Linalool, die aufgrund ihrer typischen Auspragungen in der Sorte
Perle bedeutsame Markersubstanzen sind. Der niedrige Gehalt von Linalool im Hop-
fendl der Sorte Tettnanger als charakteristisches Merkmal dieser Sorte wurde bereits
von Zattler (1966) gefunden. Ein erster Hinweis darauf, daB Gehalt und Zusammen-
setzung der gesamten Esterfraktion des Hopfendls Hilfestellungen bei der Sortenzu-
ordnung etherischer Ole geben kénnen, wurde bereits 1985 von Narzif3 et al. gege-
ben. Die Rolle von B-Caryophyllen und Humulen bei der Sortenidentifizierung wurde
bereits in verschiedenen Publikationen erwéhnt [Forster, 1994; De Keukeleire, 1998].

Die Lektlre der soeben erwéhnten Verdffentlichungen bestétigt, daB die im Rahmen
der durchgeflhrten Untersuchungen gewahlten Hopfeninhaltstoffe echte Sortenmar-
ker darstellen und untermauert so die Aussagekraft der entwickelten Sensor-MS-
Methode. Sie zeigt jedoch auch eine Schwachstelle der HS-MS-Methode, némlich
die Einschrankung potentieller Sensoren durch den Verzicht auf Myrcen-Fragmente.
So muBte wegen der Ahnlichkeit der Massenspektren beider Verbindungen bei-
spielsweise darauf verzichtet werden, den literaturbekannten Sortenindikator Farne-
sen [Buttery et al., 1964, Maier, 1966; Zattler, 1966; Naya und Kotake, 1972; Weih-
rauch, 1976] einzubeziehen.
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Die scheinbar mdégliche Differenzierung unterschiedlicher Standorte mittels Direkt-
injektion/Mustererkennung sollte mit Vorsicht betrachtet werden. Alle Versuche, den
EinfluB des Standorts auf die Konzentration ausgewéhlter fllichtiger Inhaltsstoffe des
Hopfendls nachzuweisen, waren flr die Sortenindikatoren der HS-MS-Analyse sta-
tistisch nicht haltbar [Freundorfer, 1990; Freundorfer et al., 1991b; Maier, 1978]. Es
ist daher anzunehmen, daB die Unterschiede im Signalmuster auf Verédnderungen
des Hopfendlspektrums zurlickzuflihren sind, die beim Transport, der Lagerung und
der Vorbereitung der Hopfendolden auftreten.

Zur Validierung der entwickelten HS-MS-MeBmethode sollte die Untersuchung wei-
terer Jahrgédnge und Sorten angeschlossen werden. Es ist allerdings zu erwarten,
daB sie jahrgangsubergreifende Gilltigkeit besitzt, zumal bislang flr viele der ge-
wahlten Sortenindikatoren signifikante Jahrgangsunterschiede nicht nachweisbar
waren [Freundorfer, 1991b].
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VIl Ausblick

Der im Rahmen dieser Arbeit realisierte MS-Sensor ist als Prototyp der ersten Gene-
ration von Sensorsystemen auf massenspektrometrischer Basis zu verstehen. Trotz
der guten Qualitat der vorliegenden Ergebnisse kann das Leistungsniveau des HS-
MS-Systems weiter angehoben werden. MaBnahmen zur Verbesserung der Lei-
stungsfahigkeit muBten bislang jedoch unberlcksichtigt bleiben, da sie die Modifizie-
rung des Gerateaufbaus und die Einbindung weiterflihrender analytischer Techniken
und Auswerteverfahren notwendig machen wirden.

Modifizierung des Geréteaufbaus

Zunéchst stellt sich die Frage nach der universellen Anwendbarkeit des HS-MS-
Systems in seiner derzeitigen Konfiguration. Die bearbeiteten Proben stellen nur eine
Auswahl an Nahrungs- und GenuBmitteln sowie Lebensmittelbedarfsgegenstédnden
dar, deren Untersuchung mit Hilfe des MS-Sensors mdglich schien. Es wére naturlich
wlnschenswert, daB der MS-Sensor zur Untersuchung eines mdglichst breiten
Spektrums von Roh- und Fertigwaren geeignet ist. Gerade bei der Anwendung die-
ser Technik zur Beurteilung von Lebensmitteln kann die geringe Fllchtigkeit be-
stimmter wertgebender Verbindungen ein Hindernis flir die Identitatsprifung dar-
stellen. Eine Veranderung der Probenzuflihrung zum Massenspektrometer kénnte in
Zukunft zur Beseitigung dieses Mangels beitragen. Zu diesem Zweck sollte das Pro-
benaufgabesystem der statischen Kopfraumanalyse durch Aufgabetechniken ersetzt
werden, welche die Anreicherung der mittel- und schwerfllichtigen Probeninhalts-
stoffe ermdglichen. Alternative Verfahren, die hierflr in Betracht kommen, sind Tech-
niken wie Thermodesorption, Purge and Trap und Festphasenmikroextraktion
(SPME). Eine derartige Modifizierung der bestehenden Geratekonfiguration wére
auch deshalb besonders vorteilhaft, weil der Einsatz des MS-Sensors dann auf
pharmakologische und umweltrelevante Fragestellungen ausgedehnt werden kdnnte.
In diesen Anwendungsbereichen dominieren hdhermolekulare Verbindungen mit po-
laren funktionellen Gruppen, die aufgrund geringer Gas/Matrix-Verteilungsko-
effizienten nur sehr niedrige Gasphasenkonzentrationen aufweisen.
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Einbindung alternativer analytischer MeBtechniken

Die Modifizierung des entwickelten MS-Sensors bzw. der verwendeten MeBtechnik
wird auBerdem dadurch gerechtfertigt, daB es eine Reihe von Verbindungsklassen
gibt, deren Massenspektren unter El-Bedingungen von 70 eV lonisierungsenenergie
sehr ahnlich bzw. identisch sind. Beispielsweise kénnen Lebensmittel, die aufgrund
verschiedener Gehalte an z. B. bestimmten cis- und trans-Isomeren signifikant un-
terschiedliche sensorische Profile besitzen, mittels HS-MS bei 70 eV Elektronen-
energie nicht als unterschiedlich erkannt werden. Fur die Untersuchung ebensolcher
Proben kénnte der Wechsel zur lonisierung durch Chemische lonisation von Nutzen
sein, da durch Ausnutzung der Cl-Reaktion bestimmter Reaktandgase eine zuséatzli-
che Selektivitdt in der massenspektrometrischen Detektion erreicht werden kann.
Aufgrund der wesentlich geringeren lonisierungsenergie bei Chemischer lonisation
weisen CIl-Spektren nur eine sehr kleine Zahl hochsignifikanter Fragmente auf, und
Verbindungen mit sehr ahnlichen EI-Spektren besitzen oftmals deutlich unterschied-
liche Cl-Fragmentierungsmuster. Dadurch, daB die Chemische lonisierung mit vielen
StoBgasen (H,, CH,, CH,OH, i-C,H,,, NH,, H,O) betrieben werden kann, die zu ver-
schiedenen Spektrentypen (Positiv-Cl-Spektren und Negativ-Cl-Spektren) flhren,
bietet diese lonsierungsmethode einen sehr groBen Spielraum.

Eine weitere Mdglichkeit, den Aussagewert der Gesamt-Massenspektren zu erhé-
hen, ist die Aufnahme von Niedrigvolt-EI-Spektren. Bei einer lonisierungsenergie von
12-15 eV werden aus energetischen Grinden Fragmentierungsreaktionen zurlick-
gedréngt und teilweise unterbunden, so daB die registrierten Spektren einen héheren
Informationsgehalt besitzen als EI-Spektren bei 70 eV.

Trotz der &uBerst groBen Einsatzfahigkeit des MS-Sensors sind auch diesem System
Grenzen gesetzt, und zwar beispielsweise dann, wenn es sich bei den wertgebenden
Inhaltsstoffen um optische Antipoden handelt, deren Konzentration entscheidend fur
die Qualitét des untersuchten Probenmaterials ist. Die Qualitdtsbeurteilung derartiger
Proben muB, wie bisher Ublich, mittels Methoden der analytischen Chemie, z. B. HS-
GC-MS mit chiralen Gaschromatographie-Séaulen, erfolgen.
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Erprobung alternativer Algorithmen der Mustererkennung

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Verbesserung der Leistungsféhigkeit des MS-Sensors
wére die Wahl des Mustererkennungs-Algorithmus, der als Grundlage der Klassifi-
kation herangezogen wird. Seit damit begonnen wurde, Massenspektren mit Metho-
den der statistischen Entscheidungstheorie zu bearbeiten, wurden eine Reihe von
multivariaten Verfahren hinsichtlich ihrer Klassifikationseigenschaften untersucht.
Obwohl die Mehrheit dieser Untersuchungen in erster Linie dazu dienten, denjenigen
Algorithmus zu finden, der entweder

a) die hdchste Treffsicherheit bei computergestitzter Bibliothekssuche zur Aufkla-
rung der Identitat einer unbekannten Verbindung oder aber

b) die bestmdgliche Vorhersage der Strukturen unbekannter Verbindungen aufgrund
ihrer MS-Spektren

gewdéhrleistet, kbnnen die Ergebnisse dieser Studien vorbehaltlos auf die Klassifika-
tion von Mehrkomponentengemischen anhand ihrer Gesamt-Massenspektren lber-
tragen und zur Auswertung der HS-MS-Daten herangezogen werden. Justice und
Isenhour (1974) verglichen sechs Methoden der Mustererkennnung zur Strukturvor-
hersage und fanden die gréBte Voraussagewahrscheinlichkeit flr die Methode der k-
nachsten Nachbarn. Dunn et al. (1989) berichteten davon, mit Hilfe einer modifizier-
ten SIMCA-Methode die Struktur unbekannter Verbindungen anhand ihres MS-
Spektrums in 94-97 % der Félle vorhersagen zu kénnen. Weiterhin ist zu beobach-
ten, daB moderne Methoden der Daten- und Wissensverarbeitung wie die Kunstliche
Intelligenz, Expertensysteme, Neuronale Netzwerke und Fuzzy Logic Eingang in die
Interpretation massenspektrometrischer Daten finden. Aus den Publikationen neue-
ren Datums sei hier diejenige von Curry und Rumelhart (1990) erwéhnt. Sie beschaf-
tigten sich mit der Nutzung Neuronaler Netzwerke zur MS-Strukturaufkléarung.

Nach Lekture der zitierten Artikel erscheint es sinnvoll, alternative Mustererken-
nungsalgorithmen hoher Klassifikationsféhigkeit zur Datenauswertung von Sensor-
MS-Daten zu erproben.

Der MS-Sensor als ,,Elektronische Nase“

Obschon der Anspruch herkdmmlicher Chemosensor-Systeme, als ,elektronische
Nasen® bzw. ,klnstliche Nasen® zu fungieren, bereits vielfach diskutiert wurde, sollte
er im Hinblick auf die Leistungsféhigkeit des MS-Sensors an dieser Stelle nochmals
Erwéhnung finden.

141



VIl Ausblick

Persaud und Dodd (1982) in GroBbritannien sowie lkegami (1985) und Kaneyasu et
al. (1987) in Japan stellten erstmals das Konzept der  klnstlichen Nase® vor, einen
sintelligenten®  Array von Chemosensoren. Gardner und Bartlett formulierten dies
1994 folgendermal3en:

,An electronic nose is an instrument, which comprises an array of elec-
tronic chemical sensors with partial specificity and an appropriate pat-
tern-recognition system, capable of recognising simple or complex
odours®

Seither sind eine Reihe von Publikationen erschienen, die sich ausflhrlich mit den
Parallelen und Unterschieden befassen, die zwischen ,elektronischen“ und menschli-
chen Nasen bestehen [Gardner und Bartlett, 1994; Schweizer-Berberich et al., 1995;
Craven et al., 1996], zuletzt 1997 von Pearce (1997a). Neuere Erkenntnisse Uber
den Ablauf des Riechvorgangs wurden ebenfalls von Pearce (1997b) zusammen-
gefaBt. Als Ergebnis dieser &ffentlichen Diskussion kann festgehalten werden, daB
Metalloxid-, Polymer- und massensensitive Multi-Sensor-Arrays dem menschlichen
Geruchssinn vor allem hinsichtlich Selektivitat, Ansprechzeit (s vs. ms), Langzeitsta-
bilitdt (Jahre vs. lebenslange Regeneration der Sinneszellen) und Nachweisempfind-
lichkeit (ppm vs. sub-ppb) weit unterlegen sind.

Obwohl fir den massenspektrometrischen Nachweis von Verbindungen (absolute)
Substanzmengen im Nanogramm-Bereich ausreichen, ist auch ein Sensorsystem auf
MS-Basis der menschlichen Geruchswahrnehmung in puncto Nachweisempfind-
lichkeit deutlich unterlegen. Die Erkennungsschwellenwerte der meisten geruchsak-
tiven Verbindungen sind kleiner als 1 pmol/Reiz [Ranson und Belitz, 1992]. Auch die
herausragenden Eigenschaften des menschlichen Geruchssinns, die Féhigkeit zur
Unterscheidung von geruchsaktiven optischen Antipoden und die hedonistische Be-
urteilung der Geruchsqualitdt von Mischungen kénnen mit dem MS-Sensor nicht
analytisch nachvollzogen werden.

Dessen ungeachtet bietet das HS-MS-System aufgrund der freien Wahl des Sen-
sorarrays die Mdoglichkeit, Substanzgemische nach dem Vorhandensein bzw. der
Konzentration bestimmter Geruchsstoffe zu klassifizieren, falls diese in einer fir die
massenspektrometrische Detektion ausreichenden Konzentration vorliegen. Dies er-
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reicht man, indem man Fragmentionen geruchsaktiver Verbindungen in das Array
einbezieht. Eine derartige MeBmethode entspréache in praxi weitestgehend der sen-
sorischen Bewertung bezlglich vorgegebener (geruchlicher) Eigenschaften. Sensor-
systeme auf MS-Basis wéaren somit ein vergleichsweise einfaches und preiswertes
analytisches Werkzeug zur Unterstitzung der humansensorischen Bewertung z. B.
von Lebensmitteln. |hr Einsatz wére vor allem in Bereichen interessant, in denen die
Bewertung durch ein Sensorikpanel aufgrund des Vorhandenseins geruchlich be-
sonders unangenehmer oder gar gesundheitsschadlicher Inhaltsstoffe vermieden
werden sollte.
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Vil Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Sensorsystem auf massenspektrometrischer Ba-
sis (MS-Sensor) entwickelt. AnstoB zur Realisierung des MS-Sensors gaben die Un-
zulénglichkeiten, mit denen herkémmliche Chemosensoren auf Multi-Array-Basis bis
dato behaftet sind. Der Nutzung der massenspektrometrischen Detektion als neuarti-
ger Sensortechnik lag die Registrierung der Massenspekiren von Substanz-
gemischen zugrunde, welche unter Verzicht auf eine gaschromatographische Tren-
nung ins Massenspektrometer Uberflhrt wurden. Die so erhaltenen Gesamtspektren
der Substanzgemische wurden mit multivariaten Methoden ausgewertet. Einzelne
Fragmentionen stellten dabei die Sensoren eines Multi-Sensor-Arrays dar, ihre MeB-
intensitéten wurden wie die Signale von Festkérpersensensoren behandelt.

Der MeBaufbau des MS-Sensors als HS-MS-System wurde realisiert. Headspace-
Autosampler und Massenspektrometer, die miteinander gekoppelt wurden, standen
als kommerzielle Geréte zur Verfligung. Die offene Kopplung stammte aus eigener
Fertigung. Das HS-MS-System wurde in eine MeBumgebung integriert, die neben
der Direktinjektion des unaufgetrennten Substanzgemisches alternativ auch die Még-
lichkeit zur gaschromatographischen Trennung der untersuchten Stoffgemische bie-
tet. Dies wurde durch den Einbau eines kommerziell erhéltlichen 6-Wege-Ventils er-
reicht. Verfahren und Anordnung der Sensor-Massenspektrometrie wurden patent-
rechtlich geschlitzt [Patentschrift DE 19713194C2].

Um die mittels kommerzieller MS-Software aufgezeichneten massenspektrometri-
schen Rohdaten einer Hauptkomponentenanalyse zuganglich zu machen, wurde ein
Computerprogramm benétigt. Dieses Konvertierungsprogramm wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit realisiert. Es ermdglichte die Merkmalsextraktion und diente
zum Erstellen von Klassendateien mit bestimmtem Datenformat. Die Klassendateien
konnten so in ein kommerzielles Programm zur Mustererkennung eingelesen und
mittels Hauptkomponentenanalyse ausgewertet werden.

Um die Sensor-Massenspektrometrie in praxi einzusetzen, wurde eine spezielle Stra-

tegie zur Untersuchung komplexer Stoffgemische entwickelt. Sie hatte zum Ziel, eine
auf die jeweils vorliegende Probe bzw. Problemstellung zugeschnittene Auswahl von

144



VIl Zusammenfassung

MeBparametern flr die HS-MS-Analyse zu ermitteln. Die Vorgehensweise bestand
darin, zunédchst die Zusammensetzung des Dampfraumgases zu ermitteln und die
qualittsrelevanten oder probentypischen Verbindungen zu identifizieren. Dazu wur-
den klassische Verfahren der analytischen Chemie wie HS-GC-FID und HS-GC-MS
benutzt. Aus den Massenspekiren kennzeichnender Probeninhaltsstoffe wurden
dann einige charakteristische Fragmentionen ausgewéhlt. Ob diese hinsichtlich Spe-
zifitdt und Intensitédt dazu geeignet waren, die jeweilige Probe hinsichtlich ihrer typi-
schen Eigenschaften zu beurteilen, wurde schlieBlich durch Aufnahme und Auswer-
tung des HS-GC-MS-Profils des Kopfraumgases gekléart. Es wurde eine Auswahl von
Fragmentionen erhalten, die im Rahmen einer HS-MS-Analyse als Sensorarray he-
rangezogen wurde und die sich maBgeblich an den Massenspektren charakteristi-
scher Probeninhaltsstoffe orientierte.

Im Rahmen der HS-MS-Analysen wurden die Intensitdten der gewéhlten Fragment-
ionen aufgezeichnet. Dies erfolgte im Selected lon Monitoring oder im Full-Scan Ver-
fahren. Die Konzentration der probentypischen Inhaltsstoffe entschied Uber die Art
der Scantechnik bei Direktinjektion. AnschlieBend wurden MeBwerte mehrerer HS-
MS-Analysen mit Hilfe des realisierten Computerprogramms zu Kategorien bzw.
Klassen zusammengefaBBt. Die Auswertung der Klassendaten mittels zweistufiger
Hauptkomponentenanalyse lieferte Aussagen Uber die Unterscheidbarkeit der vorde-
finierten Klassen.

Die praktische Einsatzfahigkeit des HS-MS-Systems zur Identitatsprifung und Qua-
litatsbeurteilung wurde an ausgewahlten naturlichen Proben aus dem Lebensmittel-
bereich gepruft. Bei der Auswahl der natlrlichen Probensysteme wurde besonderes
Augenmerk darauf gerichtet, Fragestellungen zu bearbeiten, bei denen die sensori-
sche Qualitdt des Probenmaterials als Klassifikationsgrundlage herangezogen wer-
den konnte. AuBerdem sollten mdglichst viele unterschiedliche Probenmatrices un-
tersucht werden.

Als Ergebnis der Analysen |&Bt sich folgendes festhalten:

Die Differenzierung von Sonnenblumendl hinsichtlich unterschiedlicher Oxidations-
zusténde mittels Sensor-Massenspektrometrie ist grundsatzlich méglich. Gleiches gilt
fr thermisch gealtertes WalnuBél in unterschiedlichen Stadien der Ranzigkeit. Bei
der Direktinjektion des Kopfraumgases wurden die Intensitdten der Fragmentionen
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m/z 55, m/z 56, m/z 57, m/z 58 und m/z 72 im Selected lon Monitoring-Verfahren re-
gistriert. Diese sind Fragmentionen aus den MS-Spekiren von Pentan, Pentanal,
Hexanal und Heptan. Die Diskriminierung erfolgte damit auf der Basis von Ver-
bindungen, die als Indikatoren flr fortschreitende Lipidperoxidation literaturbekannt
sind. Die entwickelte MeBmethode leistet auBerdem die Sortenunterscheidung von
WalnuB- und Sonnenblumendl.

Beim Nachweis lagerungsbedingter Verédnderungen gemahlener Gewlrznelken er-
wies sich das entwickelte System ebenfalls als einsetzbar. Neben der Abnahme sen-
sorisch aktiver Inhaltsstoffe Eugenol und Caryophyllen war eine starke Zunahme des
Methylacetatanteils im Headspace nachweisbar. Dies konnte anhand von Ver-
schiebungen im Signalmuster des dreidimensionalen Fragmentionen-Arrays m/z 74,
m/ 91 und m/z 165 nachvollzogen werden. Die HS-MS-Messungen wurden im Se-
lected lon Monitoring Verfahren durchgeflihrt. Aussagen Uber die sensorische Qua-
litdt des Gewlirzes waren mit der entwickelten MeBmethode jedoch nur beschréankt
mdglich. Eugenol als aromapragende Verbindung besitzt zwar maBgeblichen EinfluB
auf das sensorische Profil von Gewtlrznelken, aber der EinfluB weiterer Inhaltsstoffe
mit hohem Aromawert wie z.B. Eugenylacetat konnte bei dieser HS-MS-Methode
nicht berucksichtigt werden.

Es wurde eine MeBmethode zur Untersuchung von Rosendlen entwickelt, mit wel-
cher sich die Differenzierung von Rosendlen aus Blitenmaterial der Sorten Rosa da-
mascena und Rosa centifolia auf Basis des Monoterpenmusters der etherischen Ole
erzielen lieB. AuBerdem wurde eine zweite MeBmethode zur Kontrolle der Produkt-
konstanz der etherischen Ole ausgearbeitet. Diese orientierte sich am Mengenver-
héltnis der isomeren Rosenoxide zur gesamten Fraktion der Monoterpenkohlenwas-
serstoffe. Die bei der Untersuchung eines Rosendls synthetischen Ursprungs erhal-
tenen Ergebnisse weisen darauf hin, daB die letztgenannte Methode Hilfestellung
geben kénnte, Rosendle synthetischen Ursprungs von solchen Olen nattirlichen Ur-
sprungs zu unterscheiden. MeBtechnisch zeichnen sich beide Verfahren dadurch
aus, daB bei der Direktinjektion des Probenheadspace die Intensitédten der Fragmen-
tionen m/z 46-300 im Full-Scan-Verfahren registriert, die Signalintensitaten der lonen
m/z 68, m/z 77 und m/z 121 zur Sortendifferenzierung sowie m/z 92, m/z 139 und
m/z 154 zur Produktkontrolle aus den MeBdateien ausgelesen und mittels Haupt-
komponen-tenanalyse ausgewertet werden.
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Das analytische Potential des Gesamtsystems zeigte sich bei der Untersuchung von
Korkmaterial mit Fehlgeruch. Mittels HS-MS konnte die Anwesenheit von 2,4,6-
Trichloranisol auf beanstandetem, offenbar mikrobiell befallenem Korkmaterial nach-
gewiesen werden. Die Screeningmethode zur Qualitdtskontrolle von Kork beruht auf
der Erfassung der Intensitdten der Fragmentionen m/z 195, m/z 197 und m/z 210 im
SIM-Verfahren.

Ein zur Sortendifferenzierung von Hopfen erarbeitetes Sensor-MS-Verfahren erwies
sich als geeignet, Hopfen der Sorten Hallertauer Perle, Tettnanger und Hallertauer
Nugget zu diskriminieren. Das hierbei verwendete Fragmentionen-Array setzte sich
aus den 12 Fragmentionen m/z 100, m/z 101, m/z 106, m/z 110, m/z 111, m/z 112,
m/z 114, m/z 115, m/z 127, m/z 137, m/z 139 und m/z 142 zusammen. Bei den ge-
nannten Fragmentionen handelt es sich um charakteristische Fragmentionen einiger
Carbonséureester, Sabinen, a-Pinen, B-Pinen, -Ocimen und Linalool. DaB sich ge-
rade diese Hopfeninhaltsstoffe als Sortenindikatoren eignen, wurde im Rahmen von
HS-GC-FID Untersuchungen ermittelt.

Das entwickelte System besticht durch mehrere Vorzlge: die exakte Wiederholbar-
keit der MeBergebnisse, die empfindliche Erfassung der Spektren von Analyten im
ppb- bis ppt-Bereich, die Linearitat der Signalintensitat tber einen groBen Konzen-
trationsbereich und die Langzeitstabilitdt des Detektionssystems. Insbesondere die
flexible Anpassung des Sensor- bzw. Fragmentionen-Arrays an das vorliegende
MeBproblem und die gute Ubertragbarkeit der MeBergebnisse baugleicher Gesamt-
systeme sprechen flr die Verwendung der Massenspektrometrie als Sensortechno-
logie.

Als alleiniger Nachteil hat sich erwiesen, daB die Nachweisempfindlichkeit des HS-
MS-Systems im Vergleich zur Empfindlichkeit des HS-GC-MS-Systems deutlich klei-
ner ist. Dies wird der der Headspace-Probenaufgabe zugeschrieben, bei der ge-
meinsam mit dem Analyten eine nicht vernachlassigbare Menge an Luft (Stickstoff,
Sauerstoff und Feuchtigkeit) in die lonenquelle eingebracht wird.
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1. Instrumentelle Ausstattung

1.1 Massenspektrometer

Bei dem in den MS-Sensor integrierten Quadrupol-Massenspektrometer handelte es
sich um ein Gerét der Firma Finnigan MAT, Modell 4500. Dies ist ein differentialge-
pumptes System mit zwei baugleichen Turbomolekularpumpen der Firma Balzers-
Pfeiffer. Eine Drehschieberpumpe vom Typ Alcatel 2008A liefert das zum Betrieb der
Quellenturbomolekularpumpe notwendige Vorvakuum, eine Drehschieberpumpe vom
Typ Alcatel 2012A stellt das Vorvakuum flr die zweite Turbomolekularpumpe, die
Analysatorpumpe, bereit. Die Steuerung des Instruments sowie die Datenre-
gistrierung erfolgten mit einem Personal Computer 120MHz Pentium und der Appli-
kations-Software MASPEC Data System Version 2.11 fir Windows der Firma MSS,
Manchester.

Die wichtigsten Leistungsparameter des Massenspektrometers sind im folgenden

angegeben:
lonenquelle: El/CI
Austrittsstrom: 1,4 uA
Elektronenenergie: 70eV
Quellentemperatur: 150 °C
Massenbereich bei voller

Beschleunigungsspannung: 4-1000 amu
Massenanalysator: Quadrupol
Auflésung: 2500 bei m/z 1000
Detektor: Dynoden-Elekronenvervielfacher
Vakuumsystem: differential gepumpt
Nennsaugvermodgen der

Turbomolekularpumpen: 2701/s

Vorpumpen: 9,7 m*h (Typ Alcatel 2008A)

15 m%h (Typ Alcatel 2012A)

Druck im Analysator: 7,4 x 107" mbar (GC-Temperatur 100 °C)
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Restriktionskapillare: Fused-Silica-Kapillare, unpolar, deakti-
viert, 0,2 mmi.D.
Tragergas: Helium

1.1.1 GC-MS-Interface

Das urspriingliche Konzept eines véllig geschlossenen Systems, bei dem die drei
Komponenten Headspace-Sampler, Umschaltventil und Massenspektrometer direkt
durch beheizte Transferkapillaren miteinander gekoppelt sind, wurde aufgegeben, da
nach jeweils ca. 40-60 Injektionen eine Verstopfung der anfanglich eingebauten MS-
Restriktionskapillare mit Innendurchmesser 0,15 mm auftrat. Der so notwendige Aus-
tausch der Kapillare war umsténdlich und zeitraubend, da hierbei die Heizung der
Transferline und die direkte Kopplung am Eingang des Massenspektrometers abge-
baut werden mussten. Dies machte das Abschalten und Bellften des Mas-
senspektrometers notwendig. Nach Austausch der Transferkapillare und Wiederin-
betriebnahme muBte daher mit einer zusétzlicher Wartezeit gerechnet werden, bis
das System das Endvakuum erreicht hatte und die optimale MeBempfindlichkeit ge-
geben war.

Daher wurde die Direktkopplung durch eine offene Kopplung aus eigener Fertigung
() ersetzt, wie sie in Abbildung IX.1 dargestellt ist. Die urspriinglich verwendete MS-
Restriktionskapillare mit Innendurchmesser 0,15 mm wurde durch eine Kapillare mit
Innendurchmesser 0,2 mm (Ic) ersetzt.

1.1.2 Eingangsverschraubung des Massenspektrometers

Die urspringlich zweiteilige Eingangsverschraubung, welche den AnschluB der
Transferkapillare ans MS gewéhrleistet, war Ursache fur in unregelméaBigen Abstan-
den auftretende Dichtigkeitsprobleme. Daher wurde sie durch ein einteiliges, zu die-
sem Zwecke angefertigtes Ubergangsstiick (Il) ersetzt. Dieses ist ebenfalls in
Abb. IX.1 dargestellt.
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1.2 Gaschromatographie

Zur Durchfihrung der zeitaufgeldsten gaschromatographischen Untersuchungen
standen drei Systeme zur Verflgung. HS-GC-MS-Analysen zur Substanzidentifizie-
rung wurden in der MeBumgebung durchgefiihrt, welche auch als MS-Sensor genutzt
werden kann (Kap. IV.1). Das entwickelte MS-System wurde dabei durch Wahl der
Ventilstellung Il (Abb. IV.2) als HS-GC-MS-System genutzt. Die Aufnahme von SIM-
Profilen erfolgte ebenfalls mit diesem System. Dagegen wurden HS-GC-FID-
Analysen zur Ermittlung der quantitativen Zusammensetzung der Kopfraumgase mit
einer Gerdtekombination, bestehend aus einem Headspace-Sampler Dani 86.50 und
einem GC Dani 8500, durchgeflihrt (Kap. 1X.2.1). AuBer bei den Hopfenproben wur-
de die Headspace-Zusammensetzung der vorliegenden Lebensmittel und Lebens-
mittelbedarfsgegenstande mit diesem GC-System ermittelt. Die Hopfenproben wur-
den extern mit einem dritten HS-GC-FID-System durchgeflhrt [Zeidler, 1999].

2. Analytische Methoden

2.1 Headspace-Gaschromatographie der fliichtigen Inhaltsstoffe

Headspace-Sampler: Dani 86.50

Probenflaschen: 22 ml

Druckbeaufschlagungszeit: 3 min

Beaufschlagungsdruck : 0,76 bar (2 bar bei Speisedlen)

Tragergas: Stickstoff

Tragergasvordruck: 0,78 bar

Dosierzeit: 30s

Entspannungszeit: 10s

Probenschleife: 1ml

Sonstiges: Einwaage, Thermostatisierungsbedingungen,
Temperaturen des Nadelelements und der HS-
Transferline sind in Tab. IX.1 aufgeflihrt

Gaschromatograph: Dani 8500

Datensystem: Maestro Chomatography Software,
Version 2.4

Trennséaule: Fused-Silica-Kapillartrennsé&ule, Belegung DB-1,
30mx 0,32 mm i.D., d;= 3,0 mm

Detektor: FID

Detektortemperatur: 250°C

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min) —5°C/min — 250 °C (10 min)

Brenngase: Luft 400 ml/min, Wasserstoff 33 ml/min
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Saulenfluf:
Splitstrom (Injektorsplit):

1,63 ml/min
10 ml/min (60 °C GC-Temperatur)
5 ml/min (60 °C GC-Temperatur) bei Speisedlen

Tab. IX.1: Headspace-Bedingungen bei HS-GC-FID-Analyse

Untersuchungsmaterial Einwaage Thermostati- Thader Thsk  Kap.
sierung (°C) (°C)

Pentan in Maiskeimol 19 60 °C (15 min) 100 140 V.4
Zweikomponentenmischungen 24 mg 60 °C (15 min) 110 140 V.2.4
1-Decen/Limonen

Speisedle 69 100 °C (30 min) 110 140 VI.1
Gewurznelken 249 75 °C (30 min) 100 140 Vi.2
Rosenodle 50 mg 60 °C (15 min) 80 140 VI.3
Kork 400 mg 135 °C (180 min) 150 160 Vi.4
Hopfenpulver 750 mg 80 °C (45 min) 90 140 VI.5

2.2 Headspace-Gaschromatographie-Massenspektrometrie zur Substanz-

identifizierung

Headspace-Sampler:
Probenflaschen:
Injektionszeit:
Tréagergas:
Tragergasvordruck:
Sonstiges:

Gaschromatograph:
Datensystem:
Trennséule:

Temperaturprogramm:

Massenspektrometer:
lonenenergie:
lonenquelle:

Emission:

Beschleunigungsspannung:
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Perkin Elmer HS40

22 ml

siehe Tab. IX.2

Helium

1,2 bar

Einwaage, Thermostatisierung, Temperaturen des
Nadelelements und der HS-Transferline sind in
Tabelle IX.1 aufgeflihrt

Siemens Sichromat 1-4

MASPEC Data System Version 2.11
Fused-Silica-Kapillartrennséule, Belegung DB-5,
30mx0,25mmi.D., d;=1mm

60 °C (5 min) —5°C/min — 250 °C (10 min)

Finnigan MAT, Modell 4500
70eV

150°C

1,4 uA

70V
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Multiplierspannung:
Massenbereich:

1,4kV
33-300 amu (1 scan/s)

Tab. I1X.2: Injektionszeit bei HS-GC-MS-Analyse zur Substanzidentifizierung (Full Scan)

Untersuchungsmaterial tinj
(min)
Speisedle 0,25
Gewurznelkenpulver 0,10
Rosenodle 0,10
Kork 0,25
Hopfenpulver 0,10

2.3 Headspace-Gaschromatographie-Massenspektrometrie zur Aufnahme

der SIM-Profile

Headspace-Sampler:
Probenflaschen:
Injektionszeit:
Tragergas:
Tragergasvordruck:
Sonstiges:

Gaschromatograph:
Datensystem:
Trennséule:

Temperaturprogramm:

Massenspektrometer:
lonenenergie:
lonenquelle:
Multiplierspannung:
MeBmethode:

Perkin Elmer HS40

20 ml

siehe Tab. IX.2

Helium

1,2 bar

Einwaage, Thermostatisierung, Temperatur des
Nadelelement und der Transferline sind in Ta-
belle VIII.1 aufgeflihrt

Siemens Sichromat 1-4

MASPEC Data System Version 2.11
Fused-Silica-Kapillartrennséule,

Belegung DB-5, 30m x 0,25mm i.D., d;= 1 mm
60 °C (5 min) — 5°C/min— 250 °C (10 min)

Finnigan MAT, Modell 4500
70eV

150°C

1,4kV

siehe Tabelle IX.3
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24 Headspace-MS Analyse (Sensor-MS Messungen)

Headspace-Sampler:
Probenflaschen:
Tragergas:
Tragergasvordruck:
Injektionszeit:
Messungen pro Flasche:

Sonstiges:

Gaschromatograph:
Datensystem:
Temperatur:

Massenspektrometer:
lonenenergie:
lonenquelle:
MeBmethode:

2.5 Mustererkennung

Perkin Elmer HS40

20 ml

Helium

siehe Tab. IX.3

siehe Tab. IX.3

1

5 Messungen pro Flasche bei Rosendlen
Einwaage, Thermostatisierung, Temperatur des
Nadelelements und der Transferline sind in Ta-
belle IX.1 aufgeflihrt

Siemens Sichromat 1-4
MASPEC Data System Version 2.11
isotherm siehe Tab. IX.3

Finnigan MAT, Modell 4500
70eV

150 °C

siehe Tabelle IX.3

Tab. IX.4: Methoden der Datenverarbeitung und Mustererkennung

Untersuchungsmaterial

Messungen pro Klasse Datenverarbeitung

Pentan in Maiskeimol

Zweikomponentenmischungen 10 Hauptkomponentenanalyse
aus 1-Decen und Limonen

Speisedle 5 Hauptkomponentenanalyse
Gewurznelken 15 Hauptkomponentenanalyse
Rosenodle 10 Hauptkomponentenanalyse
Kork 3 Hauptkomponentenanalyse
Hopfenpulver 50 Hauptkomponentenanalyse

2.6 Bestimmung der Peroxidzahl (POZ)

Die Ermittlung der Peroxidzahl erfolgte nach Wheeler (1932).
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