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Das Potential der Ionenmobilititsspektroskopie als Stand-Alone-Methode zur
Prozessiiberwachung und Sortenunterscheidung in der

Lebensmittelverarbeitung

Schmidt, C. - Dresden: Technische Universitat Dresden, Fakultat Maschinenwissen,
Dissertation 2020. 150 Seiten, 46 Abbildungen, 15 Tabellen

Die Ionenmobilitdtsspektroskopie ist eine physikalische Methode, welche bei
Umgebungsdruck fliichtige und semi-fllichtige Substanzen auf Basis ihrer Mobilitat in
einem schwachen elektrischen Feld auftrennt. Dabei wird ohne Probenvorbereitung
und in Echtzeit ein flr die jeweilige Probe charakteristischer Fingerprint generiert. Im
wissenschaftlichen Kontext wird die Ionenmobilitdtsspektroskopie im Bereich der
Lebensmitteltechnologie haufig gekoppelt mit Trennsaulen zur Vorseparierung

eingesetzt, was jedoch einer Analyse in Echtzeit entgegensteht.

Ziel der Arbeit war es, die Anwendbarkeit der Ionenmobilitdtsspektroskopie als Stand-
Alone-Methode zur Prozessiberwachung und zur Sortenunterscheidung zu bewerten.
Als Modelle dienten Kakaoproben mit unterschiedlichem Verarbeitungsgrad,
Kakaomassen unterschiedlicher Qualitét und geografischer Herkunft sowie bei
unterschiedlichen Bedingungen conchierte Schokoladenmassen. Zusatzlich wurden
neuseelandische Manuka- und Kanukahonige analysiert. Zur Auswertung der
Fingerprints wurden multivariate Analysemethoden eingesetzt. Reinsubstanzen
wurden vermessen, um charakteristische Peaks zu identifizieren und um zu
analysieren, inwieweit diese zur Interpretation der Fingerprints der untersuchten

Proben beitragen kdénnen.

Einzelne Kakaoverarbeitungsschritte beeinflussten die Signalintensitaten in
bestimmten Driftzeitbereichen der Fingerprints signifikant. Die
Hauptkomponentenanalyse einzelner Fingerprints von Schokoladenmasse ergab, dass
es maoglich ist, die Proben hinsichtlich der Conchiertemperatur und -zeit zu
unterscheiden. Kakaomassen unterschiedlicher Qualitaten konnten anhand ihrer
geografischen Herkunft differenziert werden. AuBerdem war eine Unterscheidung von
reinem Manuka- und reinem Kanukahonig méglich. Fir 2'-Hydroxyacetophenon konnte
ein charakteristischer Peak in den Fingerprints von Manukahonig identifiziert werden,

der als potentielles Differenzierungsmerkmal herangezogen werden kann.

Die gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass die Ionenmobilitatsspektroskopie als
Stand-Alone-Methode in Verbindung mit geeigneten statistischen Analysemethoden

sowohl  zur  Prozessiberwachung wéhrend der Kakaoverarbeitung und



Schokoladenherstellung als auch zur Authentifizierung von Kakao unterschiedlicher

Herkunft sowie von neuseelandischem Manuka- und Kanukahonig beitragen kann.



The potential of ion mobility spectrometry as stand-alone method for process

monitoring and variety differentiation in food processing

Schmidt, C. — Dresden: Technische Universitat Dresden, Faculty of Mechanical Science

and Engineering, Doctoral Thesis 2020. 150 pages, 46 figures, 15 tables

Ion mobility spectrometry is a physical method that allows a mobility-based separation
of volatile and semi-volatile compounds in a weak electric field at ambient pressure.
Fingerprints characteristic for the respective sample are generated in real time without
the necessity of sample preparation steps. In the scientific context, ion mobility
spectrometry is often coupled with separation columns for pre-separation for the use

in food technology. This, however, contradicts real-time analysis.

The aim of this study was to evaluate the applicability of ion mobility spectrometry as
a real-time method for process monitoring and for variety differentiation. Cocoa
samples from several processing states, cocoa liquor samples with different quality
and geographical origin, and differently conched chocolate masses served as model
materials. In addition, manuka and kanuka honey originating from New Zealand were
analysed. Multivariate methods were used to subsequently evaluate the fingerprints.
Characteristic peaks of pure flavour substances were identified to demonstrate
whether these can be used for the interpretation of the fingerprints of the investigated

samples.

Individual cocoa processing steps significantly affected the signal intensities at
particular drift time regions in the fingerprints. Principal component analysis of
individual fingerprints of chocolate mass revealed that it is possible to distinguish with
respect to conching temperature and time. It was also possible to distinguish cocoa
liquor of different geographical origin. Characteristic peaks in the fingerprints allowed
to distinguish pure manuka honey from kanuka honey. A characteristic peak, identified
as coming from 2'-Hydroxyacetophenone, was only present in fingerprints of manuka

honey and is therefore proposed as differentiating factor.

The results obtained demonstrate that ion mobility spectroscopy, coupled with
appropriate statistical methods, can be used as stand-alone method for process
monitoring during cocoa processing and chocolate production as well as for the
authentication of cocoa from different origin and New Zealand manuka and kanuka

honey.
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Symbole und Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung Einheit

Bl - B3 Konsumkakao

DMS Differentialmobilitatsspektrometer

E Elektrische Feldstarke [V/cm]

F1 - F6 Edelkakao

FAIMS Starkfeld-Ionenmobilitatsspektrometer mit
asymmetrischer Wellenform

GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie

H6 - H10 Handelsproben (Mischungen aus Manuka- und
Kanukahonig)

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HS-SPME Kopfraum-Festphasenmikroextraktion

IM- Ionenmobilitats-

IMS Ionenmobilitatsspektroskopie

k Boltzmannkonstante [J/K]

K Ionenmobilitat [cm2/Vs]

Ko Reduzierte Ionenmobilitat [cm2/Vs]

K11l - K14 Kanukahonig

| Léange des Driftraums [cm]

LDA Lineare Diskriminanzanalyse

m Masse des Ions [g9]

M Masse des Molekils [g]

M1 - M5 Manukahonig

MPI Ministry for Primary Industries

N Teilchendichte des Driftgases [Molekile/cm3]

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

PCA Hauptkomponentenanalyse

PLS-R Partial Least Square Regression

q Ladung eines Ions [C]

RIP Reaktant-Ionen-Peak

tq Driftzeit [s]

ted Relative Driftzeit [-]

T Temperatur [K]

UHPLC-PDA- Ultrahochleistungsflissigkeitschromatographie-

MS/MS Photodiodenarray-Detektion-
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie

WG Walzgut

WGI Walzgut I

WGIlIgq 60 min conchiertes Walzgut II

\ Driftgeschwindigkeit [cm/s]

a Korrekturfaktor [-]

¥ Reduzierte Masse des Kollisionspaares [g]

Q Kollisionsquerschnitt [cm2]
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1 Motivation

Im Kontext der Globalisierung des Lebensmittelhandels und aufgrund des
Zusammenhangs zwischen Ernahrung und menschlicher Gesundheit ist die
Lebensmittelanalyse wichtiger denn je. Gerade im Bereich der Lebensmittelqualitat
und -sicherheit sind schnelle, empfindliche, kostenglinstige und mobil einsetzbare
Analysemethoden zur Kontrolle von bei der Herstellung und Lagerung ablaufenden
Prozessen und zur Sicherung von Qualitatskriterien bezogen auf Rohstoffe und
Endprodukte gefragt (Hernandez-Mesa et al., 2019; Vautz et al., 2006b). In den
letzten Jahren haben Verfdlschungen von Lebensmitteln erheblich zugenommen. Diese
Praxis ist durch schnelle wirtschaftliche Gewinne motiviert. Deshalb haben die Prifung
der Authentizitdt von ursprungsgeschitzten oder sortenreinen Produkten (d. h.
Qualitat, Herkunft usw.) sowie das Erkennen von Verfalschungen ebenfalls groBe
Bedeutung erlangt (Medina et al.,, 2019). Auch unter dem Aspekt der
Verfahrensautomatisierung und standig wachsender Anforderungen an die Qualitdt
von Lebensmitteln besteht in der Lebensmittelindustrie ein hoher Bedarf an robusten
Messverfahren, die Qualitatsparameter mit geringem zeitlichen und personellen
Aufwand detektieren und somit das Potential haben, Steuer- oder RegelgréBen zu

generieren (Bauer et al., 2008; Porep et al., 2015).

Viele flichtige Verbindungen tragen signifikante Informationen Uber die Eigenschaften
der Produkte, aus denen sie stammen und dienen somit als Indikatoren flir die
Qualitat und Haltbarkeit von Lebensmitteln (Hernandez-Mesa et al., 2019; Vautz et
al., 2006b). Auch wahrend der Lebensmittelherstellung lassen flichtige Substanzen
sowohl aus qualitativer wie aus quantitativer Sicht Rickschllisse auf die zielgerichtete
Auslegung des Verfahrens zu und haben das Potential, als Steuer- oder Regelgréof3en
und zur Qualitadtskontrolle eingesetzt zu werden (Tian, 2010). Die Kontrolle der
Herstellung von Lebensmitteln erfordert schnell ansprechende Analysewerkzeuge, um
industrielle Verarbeitungsprozesse in nahezu Echtzeit zu (berwachen und wenn nétig
Entscheidungen zu beschleunigen (Hernandez-Mesa et al., 2019). Die Analyse von
flichtigen Stoffen im Kopfraum einer Probe ist zwar eine indirekte, aber in
experimenteller Hinsicht viel einfachere und schnellere Methode zur Steuerung eines
Prozesses oder zur Uberwachung der Qualitdt und Authentizitdt von Lebensmitteln
(Hernandez-Mesa et al., 2019; Vautz et al., 2006b).

Die Ionenmobilitatsspektroskopie (IMS) bietet hierflir aufgrund ihrer Schnelligkeit und
Sensitivitat ein hohes analytisches Potential. Sie ermdglicht den Nachweis einer

Vielzahl von flichtigen Stoffgruppen, beispielsweise Alkohole, Aldehyde, Alkane,
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Cycloalkane, Amine, aromatische Amine, Aromaten, Ester, Ketone, Pyridine,
Organophosphorverbindungen, polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe und
flichtige Sauren (Vautz et al., 2006b).

Ionenmobilitatsspektrometer (IM-Spektrometer) sind sehr kompakt und als
transportable Gerdte konfiguriert, sodass sie mobil eingesetzt werden kdnnen. Die
Gerate werden bei atmosphdrischem Druck betrieben und missen mit keinem
speziellen Gas versorgt werden. IMS-Analysengerate ermoglichen eine schnelle
Analyse innerhalb weniger Sekunden und zeigen eine hohe Empfindlichkeit gegeniber
zahlreichen chemischen Substanzen. Eine Probenvorbereitung ist nicht notwendig,
sodass die Moglichkeit gegeben ist, Steuer- und RegelgréBen in Echtzeit zu erfassen
(Borsdorf et al., 2011).
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2 Einleitung

2.1 Aufbau und Funktionsweise eines konventionellen

Ionenmobilitatsspektrometers

Bei der IMS werden flichtige und semi-fliichtige Substanzen auf Basis ihrer Mobilitat
in einem schwachen elektrischen Feld aufgetrennt. Der zentrale Teil eines IM-
Spektrometers ist die Driftréhre, die durch ein elektrisches Einlassgitter in einen
Reaktionsraum und einen Driftraum unterteilt wird (Abbildung 2.1) (Eiceman, 2002;
Eiceman et al., 2013). Driftréhren bestehen aus einzelnen Metallringen, die jeweils
durch Isolatoren, wie z. B. Saphir, Glas, Keramik oder Teflon, getrennt sind. Beim
Anlegen von Hochspannung werden durch einen Spannungsteiler
Potentialunterschiede zwischen den Ringen hervorgerufen und somit das elektrische
Feld erzeugt (Borsdorf & Eiceman, 2006). Das Einbringen der gasférmigen Probe in
den Reaktionsraum erfolgt durch einen zusatzlichen Gasstrom, das sogenannte
Tragergas. Sehr haufig wird Umgebungsluft als Tragergas genutzt. Membranen
schitzen dabei den Reaktionsraum vor dem Eindringen von Feuchtigkeit aus der
Umgebungsluft. Bei tragbaren Geraten wird der Gasstrom in einem internen
Gaskreislauf aufbereitet, um das Tragergas anschlieBend als Driftgas zu nutzen.
(Baumbach & Eiceman, 1999). Im Reaktionsraum wird die Probe unter Verwendung
einer geeigneten Ionisierungsquelle bei Atmosphé&rendruck ionisiert. Bei Verwendung
einer radioaktiven Ionisierungsquelle oder einer Koronaentladungsquelle wird zundchst
das Tragergas ionisiert. Eine Abfolge von Ionen-Molekiil-Reaktionen flihrt zur Bildung
von Reaktant-Ionen, die als Reaktant-Ionen-Peak (RIP) im Ionenmobilitatsspektrum
(IM-Spektrum) erkennbar sind. Die Reaktant-Ionen Ubertragen ihre Ladung auf die
Analytmolekiile, was zu einer Abnahme des RIP fihrt (Eiceman et al., 2013; Vautz et
al., 2006b). Wahrend der Ionisierung werden gleichzeitig positive und negative Ionen
gebildet, welche je nach Polaritat der Driftréhre im Anschluss detektiert werden.
Manche Driftrohren werden mit einer einzelnen Ionenquelle und zwei getrennten
Driftbereichen entgegengesetzter Polaritdt betrieben, um gleichzeitig negative und

positive Ionen charakterisieren zu kédnnen (Baumbach & Eiceman, 1999).

Nach der Ionisierung werden die Ionen in den Driftraum geleitet. Bei Verwendung
eines konventionellen Flugzeit-IM-Spektrometers wird ein Einlassgitter periodisch
gedffnet, damit die Analyt-Ionen in Form eines Ionenschwarms in den Driftraum
gelangen kdnnen. Dort werden sie im elektrischen Feld in Richtung der als Detektor

dienenden Faraday-Platte beschleunigt (Abbildung 2.1). Das in entgegengesetzte
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Richtung stromende Driftgas verhindert, dass neutrale, nicht ionisierte Analytmolekiile
in den Driftraum gelangen. AuBerdem kollidieren die Driftgasmolekiile mit den Analyt-
Ionen und bremsen diese ab. Je nach GroéBe, Form und Ladung erhalten sie aufgrund
des Energiegewinns aus dem elektrischen Feld sowie durch den Bremseffekt durch
Kollisionen eine charakteristische Driftgeschwindigkeit und erreichen idealerweise
nacheinander den Detektor. Der Detektor wird durch ein Aperturgitter von einem sich
nahernden Ionenschwarm abgeschirmt und verhindert somit eine Verzerrung der
Peaks (Vautz et al., 2006b). Die Zeit, die die Analyt-Ionen unter Einfluss des
elektrischen Feldes benétigen, um vom Einlassgitter zum Detektor zu gelangen, ist die
Driftzeit. Die als Funktion der Driftzeit aufgezeichneten Signale des Detektors

reprasentieren das IM-Spektrum (Eiceman et al., 2013).

sample molecules

() reactant ions: ionized air constituents
valve, pump, @ product ions: ionized sample molecules
flow controller < direction of flow of inert gas
carrier gas gas inlet gas outlet drift gas inlet
(transpor‘tation of L T T 1 1 T 1 T T T T T 1 T 1 4
P — ! - - < - < ;
gaseous sample) fq'i L= _:b | - - - - :
s ! : detector:
® —————- +> i oF -« -« ‘Q -« D ; ==t
[ () : “ @5 e : faraday plate
] i :
i . : ey ry %@ 4_8 :, and ap:t;ature
— a6 — — | -« - - < ; g
e O <+ -« -« -« - :
3 [ L II_I 1__[ 1_T 1T 1T | -
membrane inlet: J |
permeation of neutral sample o ]
molecules shutter grid: introduction of
ionized sample molecules into
the drift tube
ionization region: formation of product ions (ionized drift tube: ion separation due to differences
sample molecules) through atmospheric pressure in drift velocities of ions in a weak electric
ionizataion processes field contrary the direction of flow of an

inert gas

Abbildung 2.1: Aufbau eines konventionellen Flugzeit-Ionenmobilitdtsspektrometers mit
Membraneinlass und bidirektionalem Gasstromsystem (Reprint von Borsdorf & Eiceman (2006)
mit Genehmigung durch Taylor & Francis).

Jede chemische Verbindung besitzt ein charakteristisches IM-Spektrum. Werden
Gemische ionisiert und analysiert, kénnen Spektren entstehen, die sich aus der
einfachen Zusammensetzung der einzelnen Spektren ergeben, aber hdufiger sind die
Spektren komplex und schwer vorherzusagen. Flr eine umfassende Analyse kann die
Gaschromatographie zur Vorseparierung hilfreich sein, damit nur einzelne Bestandteile
in den Reaktionsraum eingefiihrt werden und eine Identifizierung dieser anhand ihrer
IM-Spektren madglich ist. Dies schréankt jedoch den Einsatz der IMS flr

Echtzeitmessungen ein (Baumbach & Eiceman, 1999).
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Die Driftgeschwindigkeit vq4 [cm/s] der Ionen in der Driftréhre ist proportional zur
Starke des elektrischen Feldes E [V/cm], wobei die Ionenmobilitdt K [cm?/Vs] die
Proportionalitdatskonstante ist. K ergibt sich somit nach Gleichung 2.1, wobei | [cm] die
Lange des Driftraums und ty [s] die Driftzeit ist (Eiceman et al., 2013; Vautz et al.,
2004):

Gl. (2.1).

Diese Gleichung gilt fir elektrische Felder mit E < 1000V/cm. Bei
Hochspannungsfeldern mit E > 1000 V/cm, welche in der konventionellen Flugzeit-IMS
keine Anwendung finden, sondern nur in anderen Bauformen von Driftraumen zum
Einsatz kommen, ist K keine Konstante mehr, sondern wird abhangig von E (K = f(E))
(Eiceman, 2002).

Driftraume konventioneller Flugzeit-IM-Spektrometer sind typischerweise 4 - 20 cm
lang und besitzen einen inneren Durchmesser von 1 -2 cm (Borsdorf & Eiceman,
2006; Eiceman et al., 2013). Elektrische Felder mit Starken von 200 V/cm und
Mobilitaten von 1 -2cm?/Vs fihren bei Umgebungsdruck  zu einer
Driftgeschwindigkeit von 200 - 1000 cm/s bzw. Driftzeiten von 5 - 20 ms in 4 - 20 cm
langen Driftrdumen (Eiceman & Karpas, 2005). Driftgeschwindigkeiten sind umgekehrt
proportional zum effektiven Kollisionsquerschnitt eines Ions Q [cm?2]. Als Q wird die
Uber alle StoBrichtungen gemittelte Querschnittsflache der Impulsiibertragung
zwischen Ion und Driftgasmoleklil bezeichnet. Es handelt sich dabei um einen
molekularen Parameter, der sich auf GréBe, Form und Ladungszustand des Ions
bezieht und hdufig zur Strukturaufklarung verwendet wird, da er Kenntnisse lber die
dreidimensionale Konformation von Ionen in der Gasphase liefert (Herndndez-Mesa et
al., 2019). Kompakte Molekile, d. h. verzweigte Moleklile, besitzen niedrigere
Kollisionsquerschnitte, bewegen sich schneller als langkettige Molekiile ohne
Verzweigungen und weisen somit geringere Driftzeiten auf (Herndndez-Mesa et al.,
2017). Der Zusammenhang zwischen Q und K kann, wenn die Auftrennung in
schwachen elektrischen Feldern erfolgt, mithilfe der Mason-Schamp-Gleichung

beschrieben werden (Eiceman et al., 2013):

3 %< 21 )1/2.(1+a) Gl. (2.2).

K=—-
16 Lok-T 0

Somit nehmen auch die Ladung des Ions q [C], die Teilchendichte des Driftgases N

[Molekille/cm?3], die reduzierte Masse des Kollisionspaares y = mM/(m+M) [g] mit den
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Massen des Ions m und des Driftgasmolekiils M, die Boltzmannkonstante k
[1,381-10%° J/K], die Gastemperatur T [K], ein Korrekturfaktor « und der

Kollisionsquerschnitt Q [cm?2] Einfluss auf die Ionenmobilitat (Cumeras et al., 2015).

Aus den Spektren ist auBerdem die Berechnung der substanzspezifischen reduzierten
Ionenmobilitét Ko mdglich, die auf den Normaldruck po (= 101,3 kPa) und die
Normaltemperatur T, (= 273,15 K) normiert wird, um die Vergleichbarkeit von
Messergebnissen, die mit anderen Betriebsparametern gewonnen wurden, zu

ermadglichen. Kq berechnet sich nach folgender Gleichung:

p 'To ! p To Gl. (2.3).

Bei Verwendung des gleichen Driftgases kdonnen so Vergleiche mit in der Literatur

publizierten substanzspezifischen Ko-Werten gezogen werden (Vautz et al., 2004).

2.2 Weitere Bauformen von Driftraumen

Neben der konventionellen Flugzeit-IMS existieren zwei weitere grundlegende
Methoden zur Ionenauftrennung. Instrumente, die diese Methoden nutzen, sind als
Differentialmobilitdtsspektrometer (DMS) oder Starkfeld-Ionenmobilitdtsspektrometer
mit asymmetrischer Wellenform (FAIMS) sowie als Aspirations-
Ionenmobilitatsspektrometer bzw. Differentialmobilitdtsanalysator bekannt (Borsdorf
et al., 2011). Bei DMS- oder FAIMS-Verfahren werden Ionen mithilfe eines Gasstroms
zwischen zwei Elektroden transportiert (Abbildung 2.2a). Diese Elektroden werden
durch parallele Platten (DMS) oder konzentrische Zylinder (FAIMS) realisiert. Im Spalt
zwischen den leitenden Elektroden wird ein elektrisches Feld mit einer
asymmetrischen Wellenform von 20000 V/cm oder gréBer und -1000 V/cm aufgebaut,
welches eine oszillierende Bewegung der Ionen bewirkt, die zu Kollisionen und
Ladungsverlusten an den Elektroden flihren kann. Ionen kdnnen mithilfe einer
Kompensationsspannung, die dem asymmetrischen Feld Uberlagert wird, in der Mitte
des Spalts gehalten bzw. in die Mitte zuriickgefihrt werden. In Abhangigkeit von der
Hoéhe dieser Kompensationsspannung kénnen einige Ionen die Elektroden passieren
und den Detektor erreichen (Borsdorf & Eiceman, 2006; Eiceman et al., 2013). Das
Anlegen unterschiedlicher Kompensationsspannungen ermdglicht daher, dass
unterschiedliche Ionenspezies den Spalt passieren koénnen. Das Abtasten
verschiedener Kompensationsspannungen in einem Spannungsbereich erzeugt somit

ein Spektrum der im Gas vorhandenen Ionen (Miller et al., 2002). Im Gegensatz zur
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konventionellen IMS mit schwachen elektrischen Feldern < 1000 V/cm kdénnen
elektrische Feldstarken von 20000 - 30000 V/cm bei Frequenzen von 0,7 - 1,5 MHz
erreicht werden (Eiceman et al., 2002; Shvartsburg et al., 2004). Die Ionisierung
findet mit den gleichen Verfahren wie beim konventionellen IMS statt. Sowohl das
Einlassgitter als auch das Aperturgitter vor dem Detektor kommen hier nicht zur
Anwendung, was folglich die Bauweise vereinfacht (Borsdorf & Eiceman, 2006). Da der
Ionentransport durch die Driftréhre mithilfe eines Gasstroms und nicht aufgrund eines
elektrischen Feldes erfolgt, ist eine gleichzeitige Bestimmung von positiven und

negativen Ionen madglich (Miller et al., 2002).

II | Top Electrode
[

Gas flow from
ion source

A
peak amplitudes between 10,000 and 30,000V cm™

Bottom Electrode Detector

ionization

I—_ |
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F 3

: Deflection field Collection —

Signal processing

Abbildung 2.2: Ionenauftrennung nach dem Prinzip der a) Differentialmobilitatsspektroskopie

(DMS) bzw. Starkfeld-Ionenmobilitatsspektroskopie mit asymmetrischer Wellenform (FAIMS)

und der b) Aspirations-Ionenmobilitatsspektroskopie (Reprint von Borsdorf et al. (2011) mit
Genehmigung durch Taylor & Francis).

Beim Aspirationsverfahren werden die Ionen im Reaktionsraum gebildet und
anschlieBend in eine parallele Plattenstruktur eingefihrt, wo ein Gasstrom
kontinuierlich Ionen in den Analysatorbereich leitet (Abbildung 2.2b). Zwischen den
Platten wird ein relativ schwaches elektrisches Feld angelegt (20 - 40 V/cm) und die
Ionen bewegen sich durch den Gasstrom in Richtung der gegeniberliegenden Platte.
Die Mobilitat der Ionenschwarme wird anhand der zurlickgelegten Strecke vom Eintritt
in den Driftraum bis zum Aufprall der Ionenschwarme an der gegenliberliegenden

Platte gemessenen. Diese Strecke hangt von den Driftgeschwindigkeiten im
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elektrischen Feld und der Gasstromungsgeschwindigkeit ab. Ionen mit einer hohen
Mobilitdt erreichen die gegenliberliegende Platte bereits nach einer kurzen Strecke.
Ionen mit einer geringen Mobilitat erreichen diese Platte erst nach einer lédngeren
zurlickgelegten Strecke. An den Platten angebrachte Detektoren, an denen Ionen
bestimmter Mobilitét auftreffen, erzeugen schlieBlich eine Mobilitdtsverteilung. Die
Polaritat des elektrischen Feldes wird standig gewechselt, sodass positive und negative
Ionen voneinander getrennt und gleichzeitig detektiert werden kénnen (Kotiaho et al.,
1995; Makinen et al., 2010).

2.3 Ionisierung

Die Ionisierung kann in der IMS mit verschiedenen Ionisierungsquellen erfolgen, wie
beispielsweise  a-Strahlung, [B-Strahlung, Photoionisierung, Laserionisierung,
Koronaentladungs- bzw. Teilentladungsionisierung und Elektrosprayionisierung. Als
radioaktive Strahlungsquellen wurden bisher die B™-Strahler Tritium (°H), ®*Nickel und
der a-Strahler ***Americum eingesetzt (Borsdorf et al., 2011; Borsdorf & Eiceman,
2006; Eiceman et al., 2013). Die Art der im Reaktionsraum erzeugten Reaktant-Ionen
sind fir radioaktive, Photoionisierungs- und Koronaentladungsquellen unterschiedlich
(Puton et al., 2008). Somit kann die Auswahl einer geeigneten Ionisierungsmethode

die Wirksamkeit der IMS-Analyse beeinflussen (Eiceman et al., 2013).

Bei Verwendung einer radioaktiven Ionisierungsquelle oder einer
Koronaentladungsquelle wird zunachst das Tragergas ionisiert (Eiceman et al., 2013;
Vautz et al., 2006b). Die Ionisierung der Analyten basiert auf Elektronen- und
Protonentransferreaktionen und wird durch ZusammenstéBe der reaktiven Ionen in
der Gasphase des Reaktionsraums (Reaktant-Ionen) mit neutralen Molekilen
ausgeldst (Ionen-Molekil-Reaktionen). Die Ionen, die dabei entstehen, werden als
Produkt-Ionen bezeichnet. Die Methode der Erzeugung von Produkt-Ionen bei
Atmosphéarendruck wird in der Literatur auch APCI-Prozess (atmospheric pressure
chemical ionization) genannt. Sehr haufig ist der genaue Verlauf dieser Reaktionen
unbekannt und kann auch von der Art der Ionisierungsmethode abhdngen, die im IM-

Spektrometer Anwendung findet (Eiceman & Karpas, 2005; Puton et al., 2008).

Aufgrund der stabilen Produktion von Reaktant-Ionen, einem stdrungsfreien Betrieb
und der Kosteneffizienz werden radioaktive Strahlungsquellen bevorzugt als
Ionisierungsquelle fur die IMS eingesetzt. Keine andere Ionisierungsquelle hat die

gleichen Eigenschaften und ein Ersatz wird nicht schnell und ohne Schwierigkeiten
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umsetzbar sein. Die am weitesten verbreitete und am besten verstandene

Ionisierungsquelle ist radioaktives ®*Ni (Eiceman et al., 2013).

Die Ionisierung wird von Elektronen, die von einer radioaktiven Strahlungsquelle
ausgesendet werden, initiiert. Je nach Messmodus wird entsprechend der Polarisierung
des elektrischen Feldes zwischen dem Nachweis von positiven und negativen Ionen
unterschieden (Borsdorf & Eiceman, 2006; Eiceman et al., 2013; Vautz et al., 2006b).
Es wird davon ausgegangen, dass aus Wassermolekilen, welche in Luft oder Stickstoff
enthalten sind, bei positiver Polaritat durch die folgenden Reaktionsabldufe Reaktant-
Ionen in Form von H*(H,0) entstehen (Gleichungen 2.4 - 2.9) (Eiceman & Karpas,
2005; Shahin, 1966):

N, + & — Ny* + 2¢ Gl. (2.4)
N>™ + 2Ny — N4t + Ny Gl. (2.5)
Ns* + H0 — 2N, + H,0* Gl. (2.6)
H,O* + H,0 — Hs0" + OH Gl. (2.7)
Hs0* + H,0 + N, — H*(H,0), + N, Gl. (2.8)
H*(H,0); + H,0 + Ny — H'(H;0); + N; Gl. (2.9).

Bei der Ionisierung von Luft entstehen durch die Anwesenheit von Sauerstoff und
Spuren von NH; und NO zusétzlich NH,* sowie NO* als Reaktant-Ionen. Die Bildung
dieser Ionen erfolgt durch Protonentransfer- und Ladungsaustauschreaktionen
(Eiceman & Karpas, 2005):

Hs0* + NHs — NH4* + H,0 Gl. (2.10)
N2+ + NO — NO* + N> Gl. (2.11).

Wenn der Analyt A, dessen Molekile fahig sind Protonen aufzunehmen, in das
Reaktant-Ionen enthaltende Gas eingeleitet wird, ist durch Kollision des Analyten A
mit den Reaktant-Ionen eine Ionen-Moleklil-Reaktion mdglich, bei der angeregte
Cluster-Ionen AH*(H,0),* entstehen (Eiceman et al., 2013; Puton et al., 2008):

H*(H,0)n+ A < AH"(H,0),* Gl. (2.12)

AH+(HZO)n*+ Z o AH+(H20)n—x + XHO +Z Gl. (2.13).
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Wie in Gleichung 2.13 beschrieben, kann mehr als ein Wassermolekil vom Ion
abgelést und das Cluster-Ion des Analyten AH"(H,0).* durch die Verdrangung von
Wassermolekilen stabilisiert werden. Z ist oft ein neutrales Molekll des Gases. Das
protonierte Analytmolekil AH"(H,0)..x kann danach an einer weiteren Reaktion mit
einem neutralen Molekll der gleichen (A) oder einer anderen Substanz (B) unter

Abspaltung von Wasser teilnehmen (Eiceman et al., 2013; Puton et al., 2008):
AH"(H,0), + B <> ABH"(H,0),_x + x H,0 Gl. (2.14).

Im Falle einer Konzentrationserhéhung von A, handelt es sich bei der stattfindenden
Reaktion um eine Dimerisierung. Ihr Reaktionsprodukt ist das symmetrische
protonengebundene Dimer A,H*(H,0).,, welches einen Riickgang der Signalintensitat
des RIP und des Peaks des protonierten Monomers bedingt (Abbildung 2.3).
Andernfalls wird das Endprodukt als protonengebundenes Cluster bezeichnet
(Contreras et al., 2019; Eiceman et al., 2013; Jurado-Campos et al., 2018; Puton et
al., 2008).

——RIP

Intensity (mV)

====Monomer

----- -+ Dimer

Concentration (mgL?)

Abbildung 2.3: Signalintensitat von Reaktant-Ionen-, Monomer- und Dimerpeak in Abhangigkeit
von der Probenkonzentration. Der Bereich geringer Konzentration wurde zur besseren
Visualisierung vergréBert (Reprint von Jurado-Campos et al. (2018) mit Genehmigung durch
Elsevier).

Wahrend die Bildung von protonengebundenen Trimeren und Tetrameren im
Reaktionsraum auftreten kann, haben diese aufgrund von Dissoziation im Driftraum
nur eine kurze Lebensdauer und werden daher in Mobilitatsspektren bei

Umgebungstemperatur oder dariber selten beobachtet (Eiceman et al., 2013).

Der Parameter, welcher die Wahrscheinlichkeit der Ionen-Molekll-Reaktion (Gleichung
2.12) definiert, ist die Protonenaffinitdt (Puton et al., 2008). Diese gibt die

Bindungsenergie eines Protons an einem Atom und somit die Wahrscheinlichkeit dieser
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Reaktion an. Um Produktmolekiile ionisieren zu kénnen, muss die Protonenaffinitat
des zu analysierenden Stoffs gréBer sein als die Protonenaffinitat der Molekile, die die
Reaktant-Ionen bilden (Puton et al., 2008; Tabrizchi & Shooshtari, 2003). Die
Protonenaffinitdat von Wasser betragt 691 kJ/mol (Borsdorf & Neitsch, 2009).

Die Bildung negativer Reaktant-Ionen unterscheidet sich erheblich von der Produktion
positiver Ionen und ist um einiges komplexer. Wenn das Tragergas reiner Stickstoff
ist, sind die Trager negativer Ladung Elektronen (siehe Gleichung 2.4). Sie kénnen
verschiedene Substanzen mit entsprechend hoher Elektronenaffinitat ionisieren (Puton
et al., 2008). Die Bildung von Reaktant-Ionen bei negativer Ionisierung basiert auf
Elektronenanlagerung und tritt zwischen Elektronen mit geringer Energie und Inertgas
wie Sauerstoff auf (Eiceman & Karpas, 2005). Wird Luft als Tragergas eingesetzt,

werden hauptsachlich O, und (H,0)O,™ als Reaktant-Ionen gebildet:

e + 0, 0y Gl. (2.15)
0, + 0, + M — 0,0, + M Gl. (2.16)
Oz + H0 — (H0)0; + O Gl. (2.17).

Zusatzlich wurden aber auch CI°, (H,O)OH™ und NO, nachgewiesen (Eiceman et al.,
2013; Spangler & Collins, 1975).

Finden Ionen-Molekil-Reaktionen zwischen den hydratisierten Sauerstoff-Ionen und
den Analytmolekiilen statt, entstehen negativ geladene Cluster-Ionen, die durch
Verdrdangung von Wassermolekiilen zu Produkt-Ionen stabilisiert werden konnen
(Eiceman et al., 2013; Puton et al., 2008):

0, (H0)n +A < A0y (H20)n* <> MO5 (H20)nx + X H,0 Gl. (2.18).

Trotz des bevorzugten Einsatzes radioaktiver Strahlungsquellen zur Ionisierung wachst
das Interesse am Einsatz von nichtradioaktiven Ionisierungsquellen aufgrund von
Einschrankungen in Bezug auf die Strahlungssicherheit und Problemen bei Lagerung
und Transport. Eine alternative Methode ist beispielsweise die UV-Photoionisierung, bei
der organische Verbindungen direkt ionisiert werden und keine Reaktant-Ionen
gebildet werden (Eiceman & Karpas, 2013). Die Photoionisierung wird in der Regel im
positiven Modus zum Nachweis chemischer Substanzen mit einem niedrigen
Ionisierungspotential unterhalb von Photonenenergie verwendet. Wird ein Molekul mit
Photonenenergie angeregt, gibt es ein niederenergetisches Elektron frei und wird zum
positiven Ion (Borsdorf et al., 2011; Chen et al., 2019; Roetering et al., 2010). Da

keine Reaktant-Ionen gebildet werden, kdnnen Substanzen detektiert werden, die
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beispielsweise mit radioaktiven Ionisierungsquellen aufgrund ihrer geringen
Protonenaffinitat nicht ionisiert und analysiert werden kénnten (Baumbach & Eiceman,
1999).

2.4 Einflussfaktoren auf die Ionenmobilitat

2.4.1 Ionenmasse und Struktur

Laut der Mason-Schamp-Gleichung (Gleichung 2.2) sind p und Q die wesentlichen
Moleklilparameter, welche die Mobilitdt beeinflussen (Baumbach & Eiceman, 1999).
Der Einfluss der Ionenmasse kann durch Masse-Mobilitats-Korrelationslinien
beschrieben werden, welche flr verschiedene chemische Stoffklassen bekannt sind
(Abbildung 2.4) (z. B. Borsdorf & Eiceman, 2006; Karpas, 1991, 1992). Demnach
korrelieren die reziproke reduzierte Mobilitét und die Masse von Ionen einer

Substanzklasse.
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Abbildung 2.4: Masse-Mobilitats-Korrelationslinien flir n-Alkane und alkylierte Benzole unter
Anwendung der Koronaentladungsionisierung (Reprint von Borsdorf & Eiceman (2006) mit
Genehmigung durch Taylor & Francis).

Diese Masse-Mobilitats-Korrelationslinien zeigen mit hinreichender N&herung, dass
Masseneffekte die dominierenden Parameter sind (Borsdorf & Mayer, 2012; Borsdorf &
Neitsch, 2009). Unterschiede der chemischen Struktur sind von untergeordneter
Bedeutung, kénnen aber nicht ausgeschlossen werden (Borsdorf & Neitsch, 2009). Aus
der Literatur zur Ionisierung mit ®Ni ist bekannt, dass Unterschiede in der chemischen

Struktur zu Fehlern zwischen 5 und 20 % in der Korrelation zwischen Ionenmasse und
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Ionenmobilitat fihren kénnen (Borsdorf & Neitsch, 2009). Der Einfluss struktureller
Unterschiede auf die Ionisierungsablaufe und das Driftverhalten wurde jedoch bisher

nicht in allen Einzelheiten verstanden (Borsdorf & Neitsch, 2009).

Gerade wenn m sehr groB ist und sich die reduzierte Masse p = mM/(m+M) dem Wert
1 nahert, wird die Mobilitét hauptsachlich durch die Ionenstruktur beeinflusst
(Baumbach & Eiceman, 1999; Karpas, 1992). Karpas (1989) untersuchte den Einfluss
der Ionenstruktur anhand von Mobilitdétsmessungen von Aminen in Luft. Dabei nahm
die reduzierte Mobilitdt isomerer Amine in der Reihenfolge lineare < verzweigte,
primdre < sekunddre < tertiare und aliphatische < aromatische Verbindungen zu. Je
kompakter die Struktur des Ions war, desto hdéher war demzufolge seine Mobilitat.
Somit ist ein tertidres Amin mit drei kurzen Ketten am Stickstoffzentrum mobiler als
sein primares Aminisomer, welches eine lange Kette besitzt. Auch ein verzweigtes
Amin, selbst ein sehr groBes wie Triisooctylamin, hat eine hdohere Mobilitat als sein
unverzweigtes Isomer. Die bei protonierten Aminen beobachteten Trends wurden auch
bei protonierten Ketonen nachgewiesen. In Alkylketonen haben die symmetrischen
Ionen eine hdéhere Mobilitdt als ihre asymmetrischen Isomere und unverzweigte
Ketone besitzen eine geringere Mobilitdt als verzweigte Isomere. Auch protonierte
cyclische, Alkylaryl- und Alkoxyketone wiesen eine hohere Mobilitat auf als Alkylketone
ahnlicher Masse (Karpas, 1991). Jurado-Campos et al. (2018) untersuchten
beispielsweise die Mobilitdt von 1-Alkoholen, 1-Aldehyden und 2-Ketonen mit je drei
bis acht Kohlenstoffatomen in Stickstoff. Mit steigender Anzahl an C-Atomen
ermittelten sie hohere Driftzeiten und stellten fest, dass Ketone eine hdhere Mobilitat
aufwiesen als Aldehyde und Alkohole (Abbildung 2.5). Letztere besaBen die geringste
Mobilitat. Sie flihrten dies auf die starkeren Wechselwirkungen der COH- und CHO-
Gruppen am Kettenende der 1-Alkohole und 1-Aldehyde mit Stickstoff im Vergleich zu
den entsprechenden 2-Keton-Analogen zurlick. Diese hatten gréBere Q und

demzufolge eine geringere Ionenmobilitat zur Folge.

Dass Ionisierungsreaktionen bisher nicht im Detail verstanden wurden, zeigten
Borsdorf & Neitsch (2009). Sie wiesen zwar ebenso nach, dass cyclische Verbindungen
mobiler sind als ihre aliphatischen Isomere, bestimmten aber fir n-Hexan und
Cyclohexan trotz groBerem Kollisionsquerschnitt geringere Driftzeiten als flir n-Pentan
und Cyclopentan. Borsdorf & Neitsch (2009) fiuhrten die héhere Ionenmasse der
Verbindungen mit funf Kohlenstoffatomen auf die Bildung von Produkt-Ionen-Cluster
durch Ionen-Molekilreaktionen wahrend der Ionisierung mittels radioaktiver
®Ni-Quelle zuriick. Sie belegten ihre Annahme mit IM-Spektren nach Photoionisierung,

welche fiir n-Pentan geringere Driftzeiten aufwiesen als flir n-Hexan. Gleiches wurde
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auch nach Ionisierung mittels Koronaentladung nachgewiesen (Borsdorf & Eiceman,
2006). Verschiedene Ionisierungsquellen kénnen demnach unterschiedliche Produkt-
Ionen ausbilden, die deutliche Unterschiede in den IM-Spektren verursachen
(Borsdorf, 2008).
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Abbildung 2.5: Ionenmobilitdtsspektren von protonengebundenen Trimeren zwischen 35 und
50 °C von a) Octan-1-ol, b) Heptan-1-ol, ¢c) Hexan-1-ol und d) Pentan-1-ol (Reprint von Jurado-
Campos et al. (2018) mit Genehmigung durch Elsevier).

Wenn die Konzentration der flichtigen Probe den Sattigungspunkt im Reaktionsraum
Uberschreitet, ist die Gesamtheit aller Reaktant-Ionen am Protonentransfer beteiligt
und der RIP sinkt vollsténdig ab. Es kann zur Bildung groBer Ionencluster aus den
Probenanalyten kommen. Gleichzeitig fiihrt eine Ubersattigung zur Diffusion von
Probendampfen in den Driftbereich, was zum Auftreten unkontrollierter Ereignisse
fuhren kann. Die Folge sind nicht interpretierbare und nicht reproduzierbare Spektren
(Baumbach & Eiceman, 1999).

2.4.2 Feuchtigkeit

Auch die Feuchtigkeit in der Driftréhre hat Einfluss auf die Ionenmobilitdt. Positive

Analyt-Ionen, die durch radioaktive Ionisierungsquellen gebildet werden, werden
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typischerweise durch Wasser im Tragergas und die im Reaktionsraum erzeugten
H*(H,0),-Cluster hydratisiert. Die Oligomerisierung erfolgt dann durch Verdrédngung
von Wassermolekilen, wie durch die Gleichungen 2.12 bis 2.14 beschrieben (Jurado-
Campos et al., 2018). Die Hydratisierung von Wassermolekllen an der Oberflache der
Ionen flhrt zur VergréBerung der Ionen und reduziert deren Mobilitat im Vergleich zu
den nichthydratisierten Kernionen (Baumbach & Eiceman, 1999). Protonierte
Monomere sind merklich starker hydratisiert als protonengebundene Dimere und auch
als protonengebundene Trimere. Dies lasst sich auf die kompakte Struktur
zurlickfuhren, die die polaren Gruppen annehmen, wenn die Protonenbriicke in den
Dimeren gebildet wird, wodurch die Bildung der Hydratationshiille eingeschrankt wird
(Jurado-Campos et al., 2018). Valadbeigi et al. (2019) stellten auBerdem fest, dass
protonierte Formen von Molekiilen mit hdherer Protonenaffinitdit weniger stark
hydratisiert werden. Gleichzeitig ist die Stdrke der Hydratisierung ebenso vom
Wassergehalt des Tragergases abhangig (Mayer & Borsdorf, 2014; Valadbeigi et al.,
2014). Auch die Peakhdhe von protonierten Analyt-Ionen kann in Abhangigkeit von
den Eigenschaften der untersuchten Substanzen stark durch den Wassergehalt des
Tragergases beeinflusst werden. Wahrend in Borsdorf et al. (2015b) die flir Amine
erhaltene Signalintensitdt von der Luftfeuchtigkeit vergleichsweise unberihrt blieb,
war bei Toluolen, chlorierten Verbindungen und Ketonen eine signifikante Abnahme zu
beobachten. Im negativen Modus hingegen wurde bei Wasseranteilen von mehr als
80 mg/L im Tragergas keine Verschiebung der Driftzeiten festgestellt, aber aufgrund
der Ausbildung gréBerer Cluster die Bildung zusatzlicher Reaktant-Ionen nachgewiesen
(Abbildung 2.6a) (Mayer & Borsdorf, 2014).

8 a b
§ ——24 ppm —— 19 ppm
‘E 64 — 236 ppm | ——307 ppm
o —— 2330 ppm — 2800 ppm
£
® 44
c
2
w
0 24 4
- X

. A_A

a 6 8 4 6 8

Drift time [ms]

Abbildung 2.6: IM-Spektren im negativen Messmodus ohne Analyt-Ionen bei a) steigender
Feuchtigkeit des Tragergases bei konstantem Feuchtegehalt des Driftgases von 7 mg/L und b)
steigender Feuchtigkeit des Driftgases bei konstantem Feuchtegehalt des Tragergases von
18 mg/L (Reprint von Mayer & Borsdorf (2014) mit Genehmigung durch American Chemical
Society).



28 Einleitung

Auch eine erhohte Driftgasfeuchtigkeit wirkt sich auf die Mobilitat der Ionen aus.
Mayer & Borsdorf (2014) stellten mit steigender Feuchte eine Verschiebung des IM-
Spektrums zu hoheren Driftzeiten fest (Abbildung 2.6b). Diese Beobachtungen
resultieren offensichtlich aus der sich andernden Zusammensetzung des Gases sowie
den Anderungen des Kollisionsquerschnitts und unterschiedlichen

Wechselwirkungskraften zwischen den Ionen und Driftgasmolekilen.
2.4.3 Temperatur

Des Weiteren wird die Mobilitat bedeutend durch die Temperatur in der Driftrohre
beeinflusst. Diese verdndert prinzipiell die Moleklldichte des Driftgases und somit den
Einfluss des elektrischen Feldes auf die kinetische Energie der Ionen. Sie beeinflusst
demzufolge die ZusammenstdBe zwischen Ionen und Analytmolekiilen. Dies flihrt mit
steigender Temperatur zu einer erhdéhten Ionenmobilitat, da laut idealem Gasgesetz
die Molekiildichte des Driftgases abnimmt und die Ionen in der Driftréhre starker
beschleunigt werden (Borsdorf & Mayer, 2012). Eine Temperatursteigerung fihrt
auBerdem zur Dehydratisierung, was eine deutliche Abnahme des
Kollisionsquerschnitts der Produkt-Ionen und somit eine Erhéhung der Mobilitat zur
Folge hat (Borsdorf & Mayer, 2012; Seyed Khademi et al., 2019; Tabrizchi &
Shooshtari, 2003; Valadbeigi et al., 2019). Peakmaxima der protonengebundenen
Trimere wurden mit steigender Temperatur bei geringeren Driftzeiten detektiert und
nahmen rasch ab. Bei 50 °C zeigten nur noch die ldngerkettigen Alkohole Heptan-1-ol
und Octan-1-ol Trimerpeaks (siehe Abbildung 2.5). Die ohnehin instabilen Trimere
wurden bei erhdhter Temperatur in Hexan-1-ol und Pentan-1-ol dissoziiert und nicht
mehr nachgewiesen (Jurado-Campos et al., 2018). Neben der Dissoziation von
Trimeren wurde mit steigender Temperatur vor allem auch bei Dimeren ein instabiles
Verhalten beobachtet (Eiceman et al., 2003; Eiceman & Karpas, 2005; Valadbeigi et
al., 2014). Erhéhte Temperaturen kédnnen generell zur Instabilitat bzw. zum Zerfall der
Ionen fihren. Dies kann eine Verzerrung des Spektrums oder den kompletten Verlust

des Ions im Spektrum zur Folge haben (Baumbach & Eiceman, 1999).

2.5 Aromastoffe

In der Lebensmitteltechnologie sind Herstellungsverfahren oder einzelne
Verarbeitungsschritte vielfach mit dem Entstehen von mehr oder weniger intensiven
~Gerichen®™ gekoppelt. Als Geruchsstoff oder Aromastoff bezeichnet man die
Interpretation einer olfaktorischen Wahrnehmung, die auf Erregungen der

Chemorezeptoren der Nase basieren. Es handelt sich dabei um flichtige Stoffe, die
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durch die Nase (orthonasal) oder Uber den Rachen nach Freisetzung beim Kauen
(retronasal) wahrgenommen werden und zur Identifizierung und
Genusstauglichkeitsbewertung von Nahrung dienen. Von den Aromastoffen abgegrenzt
werden Geschmacksstoffe, welche bei Zimmertemperatur in der Regel nicht fllichtig
sind, Uber die Geschmacksrezeptoren wahrgenommen werden und gemeinsam mit
den Aromastoffen fir den Geschmack eines Lebensmittels (engl. ,flavour™)
verantwortlich sind (Belitz et al., 2008; Burdach, 1988).

Bei einer fllichtigen organischen Verbindung handelt es sich laut Definition der
31. Bundes-Immissionsschutzverordnung um ,eine organische Verbindung, die bei
293,15 K einen Dampfdruck von 0,01 kPa oder mehr hat oder unter den jeweiligen
Verwendungsbedingungen eine entsprechende Flichtigkeit aufweist® (Anonymus,
2001). Nach EU-Richtlinie besitzen fllichtige organische Verbindungen bei Normaldruck
(101,3 kPa) einen Siedepunkt von hdchstens 250 °C (Europaische Union, 1995). Der
Dampfdruck bezeichnet den Druck eines Gases, welches sich im Gleichgewicht mit der
kondensierenden Phase derselben Substanz befindet. Der Dampfdruck nimmt mit
steigender Temperatur zu, da bei hoéherer Temperatur eine gréBere Anzahl an
Molekllen aus der Flissigphase in die Gasphase Ubergehen kann. In einer idealen
flissigen Mischung ist laut Raoult’schem Gesetz der Partialdampfdruck einer Substanz
proportional zu ihrem Stoffmengenanteil in der Mischung sowie zu ihrem Dampfdruck
in reiner Form. Nach dem Dalton’schen Gesetz setzt sich der Dampfdruck einer idealen
Mischung aus den Partialdampfdriicken der einzelnen Komponenten zusammen. Somit
ist davon auszugehen, dass die Substanzen in der Gasphase nicht in der gleichen
Zusammensetzung wie in der Flissigphase vorzufinden sind, sondern sich Substanzen

mit héherem Dampfdruck in der Gasphase starker anreichern (Atkins et al., 2020).

Die in Lebensmitteln vorkommenden Mengen fllichtiger Verbindungen sind gering (ca.
10 - 50 mg/kg) und bestehen aus vielen verschiedenen Komponenten. Die
Konzentration, ab der ein Aromastoff geruchlich wahrgenommen werden kann, die
sogenannte Geruchsschwelle, liegt im mg/kg- oder ug/kg-Bereich. Verbindungen, die
das charakteristische Aroma eines Lebensmittels besonders prégen, werden als
Schliisselaromastoffe bezeichnet (Baltes, 2000; Belitz et al., 2008). Aromastoffe
variieren stark in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften, wie z. B. in
Polaritat, Flichtigkeit, Léslichkeit, Temperatur- und pH-Stabilitdt, weshalb ihre Analyse
kompliziert ist. Zudem kann die Matrix, in der Aromastoffe eingebettet sind, sehr

komplex sein und die Isolierung stark beeinflussen (Da Costa & Eri, 2004).
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2.6 Etablierte Methoden zur Analyse von Aromastoffen

Die Analytik von Aromastoffen umfasst nach Probennahme in der Regel eine Isolierung
und nachfolgende chromatographische bzw. spektroskopische Analysen. Zur Isolierung
kénnen Methoden wie Losungsmittelextraktion, Dampfdestillation, sorptive Techniken

und Kopfraumanalysen dienen (Da Costa & Eri, 2004).

Mittels Losungsmittelextraktion werden Aromastoffe von der Probe auf das organische
Losungsmittel Ubertragen. Die Dampfdestillation umfasst einfache
Wasserdampfdestillationsverfahren, die einen wassrigen Extrakt erzeugen, der mit
Lésungsmittel extrahiert werden Mmuss, und simultane Destillations-
Extraktionsverfahren, bei denen das Endprodukt ein Ld&sungsmittelextrakt ist (Da
Costa & Eri, 2004). Eine relativ neue und zugleich die gegenwdrtig am meisten
eingesetzte Technik zur schnellen, einfachen und I6sungsmittelfreien Isolierung
flichtiger Aromakomponenten ist die Festphasenmikroextraktion, kurz SPME (Solid
Phase Microextraction). Sie basiert auf der Adsorption flichtiger Bestandteile an der
Oberflache einer beschichteten Quarzfaser im Probenkopfraum und der

anschlieBenden thermischen Desorption im Gaschromatographen (Reineccius, 2010).

Im Anschluss an die Isolierung der flichtigen Verbindungen ist die
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) die am haufigsten eingesetzte
Methode zur Analyse von Aromastoffen. Wéahrend die GC die Trennung und
Quantifizierung komplexer Aromamischungen ermdglicht, wird die MS als eine sehr
sensitive Methode zur Identifizierung einzelner Verbindungen genutzt (Da Costa & Eri,
2004). Das Prinzip der MS beruht auf der Beschleunigung isolierter Ionen durch ein
elektrisches Feld, wobei ihr Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis bestimmt wird. Die MS muss
unter Hochvakuum durchgefiihrt werden, um ZusammenstéBe und Wechselwirkungen
zwischen Ionen bzw. mit Luftmoleklilen zu verhindern (Gross, 2019). Die MS ist eine

verhaltnismaBig kostenintensive Technologie (Hernandez-Mesa et al., 2019).

Ein schneller Ansatz zur Aromakontrolle ist die Verwendung von elektronischen Nasen.
Diese bestehen aus einer Reihe von elektrischen Sensoren, die versuchen, den
menschlichen Geruchssinn nachzuahmen (Rock et al., 2008). Die Methode basiert auf
der Aromaanalyse der gesamten Probe in kurzer Zeit und ohne Probenvorbereitung.
Ein Geruchsreiz erzeugt einen charakteristischen Fingerabdruck. Fingerabdriicke von
bekannten Gerichen werden verwendet, um ein Mustererkennungssystem zu
trainieren, sodass unbekannte Geriche anschlieBend klassifiziert und identifiziert

werden kdnnen (Peris & Escuder-Gilabert, 2009). Problematisch ist, dass die Sensoren
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auf Wasserdampf und CO, reagieren, was das eigentliche Sensorsignal Uberlagern
oder verandern kann (Reineccius, 2010). Obwohl es eine breite Palette von
Forschungsanwendungen fiir elektronische Nasen gibt, sind sie aufgrund von Mdngeln
wie Sensor,vergiftung®, Sensordrift, begrenzter Lebensdauer und mangelnder
Empfindlichkeit noch weit davon entfernt, im industriellen MaBstab eingesetzt zu
werden (Loutfi et al., 2015; Reineccius, 2010). Ein Vergleich zwischen der GC-MS, der
elektronischen Nase und der IMS im Hinblick auf Empfindlichkeit, Selektivitat,

Analysenzeit und Anschaffungskosten ist in Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1: Vergleich verschiedener Methoden zur Aromaanalyse (Banach et al., 2012).

Methode Empfindlichkeit  Selektivitat Analysenzeit Anschaffungs-
[min] kosten[€]

Elektronische Nase hoch hoch 40 15.000

IMS sehr hoch gering <10 20.000

GC-MS sehr hoch sehr hoch <30 >50.000

Mittels Olfaktometrie kdnnen Geruchsschwellenwerte von Aromastoffen sensorisch
bestimmt werden. Dazu werden Verdinnungsreihen eines Stoffes hergestellt. Die
hoéchste Verdinnung, bei der dieser von geschulten Probanden noch gerochen werden
kann, wird als Geruchsschwellenwert definiert (Reineccius, 2010). Da im Allgemeinen
die sensorische Bedeutung einer geruchsaktiven Verbindung von ihrer Konzentration
in der Matrix und von ihrer Nachweisgrenze flr die menschliche Nase abhangt, kann
durch Koppelung von GC und Olfaktometer eine geruchsaktive Komponente in einem
komplexen Gemisch gaschromatographisch analysiert und die ermittelte Peakflache
mit dem sensorischen Eindruck in Zusammenhang gebracht werden (d’Acampora
Zellner et al., 2008).

2.7 Anwendungsgebiete der Ionenmobilitatsspektroskopie

2.7.1 Etablierte Ahwendungen

Die IMS ist eine empfindliche Detektionstechnik auf Basis der Ionenmobilitdt im
schwachen elektrischen Feld zur Identifizierung und Uberwachung von Spuren
flichtiger und semi-flichtiger organischer Verbindungen in unterschiedlichen Matrices.
Erste Forschungen, die im Zusammenhang mit der Entdeckung der Mobilitéat von Ionen
in Gasen stehen, gehen bis ins spdte 19. Jahrhundert zurlick. Urspringlich als
Plasmachromatographie bekannt, begann ab 1965 die Entwicklung der IMS als

Verfahren zum Nachweis von chemischen Kampfstoffen, Sprengstoffspuren und
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Schmuggelware, wie illegale Drogen (Borsdorf et al., 2011; Eiceman et al., 2013).
Nach Verbesserungen in Technik, Driftréhrendesign und Elektronik sowie
Verkleinerung der Instrumente ging man 2006 vom Einsatz von mehr als 70.000
Analysengerdten weltweit aus (Baumbach, 2006; Borsdorf et al., 2011). So werden
gegenwartig beispielsweise zahlreiche Handmessgerdte und Tischanalysengerate, die
auf Ionenmobilitatsspektroskopie basieren, zur Detektion von Sprengstoffen an
Sicherheitskontrollstationen auf Flughafen eingesetzt (Eiceman et al., 2013; Karpas,
2013). Nachweisgrenzen der IMS liegen im pg/L- und ng/L-Bereich (Eiceman et al.,
2013). Die Zeit, die bendtigt wird, um ein einzelnes Spektrum zu erfassen, liegt im
Bereich von 20-50 ms. Somit ist eine Analyse in Echtzeit gegeben (Baumbach, 2006).
Ende der 1990er und Anfang der 2000er Jahre hat sich der Anwendungsbereich
aufgrund der Schnelligkeit und Sensibilitat der Methode auf Petrochemie (Eiceman et
al., 1987) und Umweltanalytik (Baumbach et al., 1993; Eiceman et al., 1990),
medizinische Diagnostik (Chaim et al., 2003; Handa et al., 2014; Lawrence & Elias,
1985) und Luftqualitatsanalysen (Eiceman et al., 2000, 1986; Simpson et al., 1996),
z. B. in der Nahe von Industrieanlagen oder Tierstallen (Borsdorf et al., 2015a) oder
zur Uberwachung der Kabinenatmosphédre an Bord der Internationalen Raumstation
(Reese & Limero, 2001), ausgedehnt. Weitere Anwendungen liegen in der Detektion
von Biomolekilen (Krebs et al., 2005; Snyder et al., 1991; Verbeck et al., 2002) und

im Nachweis von Biomarkern von Bakterien (Snyder et al., 1996, 2004).
2.7.2 Anwendung in der Lebensmittelverarbeitung

Im Bereich der Lebensmitteltechnologie ist ein industrieller Einsatz der IMS nicht
bekannt. Bisher wurden verschiedene Stoffsysteme hinsichtlich potentieller
Anwendungen  beleuchtet. Dabei spielten Aspekte der Detektion von
Verderbsprozessen, der Sorten- und Herkunftsidentifikation =~ sowie  der
Aromaentwicklung und Reifung wahrend der Verarbeitung bzw. der Lagerung eine
Rolle. Haufig kommen konventionelle Flugzeit-IM-Spektrometer, als Stand-Alone-
Systeme oder gekoppelt mit Gaschromatographie- oder Multikapillarsaulen zur

Vorseparierung, und unterschiedliche Ionisierungsmethoden zum Einsatz.
2.7.2.1 Detektion von Verderbsprozessen

Die IMS ist besonders zur Bestimmung von Aminen in Lebensmittelproben geeignet,
da deren hohe Protonenaffinitatswerte eine selektive und effiziente Ionenbildung auch
in Gegenwart einer Vielzahl von Verbindungen ermdglichen (Cohen et al., 2014).
Enzymatisch bzw. mikrobiell induzierte Proteolyse fuhrt zur Bildung niedermolekularer

Abbauprodukte, von denen einige fllichtig bzw. semi-fllichtig sind. Die biogenen Amine
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Putrescin und Cadaverin konnten mittels GC-DMS als Indikatoren fir Fisch- und
Fleischverderb in verdorbenem Hlhnerfleisch detektiert werden (Awan et al., 2008).
Snyder et al. (1995) identifizierten mithilfe eines tragbaren GC-IM-Spektrometers
verdorbenen Fisch (Barsch) anhand des Vorhandenseins von Dimethylamin,
Trimethylamin und Cadaverin. Mit Stand-Alone-IMS konnten bisher Trimethylamin,
Putrescin und Cadaverin in Untersuchungen von Hihner-, Puten-, Rind- und
Schweinefleisch detektiert werden. Darunter konnte Trimethylamin auch quantifiziert
werden (Bota & Harrington, 2006; Karpas et al., 2002). Mittels Stand-Alone-IMS
unterschieden Cohen et al. (2014a) durch Detektion von Trimethylamin, Cadaverin
und Putrescin zwischen verdorbenem Brot und Brot, das zum Verzehr geeignet ist. In
Sardellen, Wittling, Kabeljau und Sardinen konnte auBerdem die Konzentration von
Jflichtigem basischem Stickstoff* bestimmt werden, welcher flliichtige Amine wie
Dimethylamin, Trimethylamin und Ammoniak zusammenfasste (Menéndez et al.,
2008). In Thunfisch wurden Verderbsprozesse anhand des Histamingehalts mittels
Stand-Alone-IMS nachgewiesen (Cohen et al., 2015).

Unerwinschtes Wachstum von Bakterien oder Pilzen kann die Qualitat von Rohstoffen
und Endprodukten negativ beeinflussen und Produktionsverfahren stéren. So stellen
Mykotoxine als sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen (z. B. Aspergillus
flavus, A. parasiticus) wegen ihrer Toxizitdt und Kanzerogenitat in Lebensmitteln wie
Nussen, Getreide, getrockneten Frichten und Gewilrzen ein ernsthaftes
Gesundheitsrisiko fiir den Konsumenten dar (Hussein & Brasel, 2001). Mittels Stand-
Alone-IMS-Systemen konnten Aflatoxin B1, B2, G1 und G2 in Pistazien (Sheibani et
al., 2008, 2012) und Ochratoxin A in StBholzwurzel (Khalesi et al., 2011) detektiert
werden. AuBerdem konnten durch die Bestimmung flichtiger chemischer Marker
Escherichia coli in gekochtem und rohem Fleisch nachgewiesen werden (Ogden &
Strachan, 1993).

Auch Spuren von toxischen oder schadlichen Verbindungen in Lebensmitteln konnten
mithilfe von IMS-Methoden bestimmt werden. Kolakowski et al. (2007) koppelten ein
FAIMS-Gerat an ein Massenspektrometer, um Spuren chemischer Kampfstoffe in
Wasser (abgefillt in Flaschen), Rapsél, Maismehl und Honig nachzuweisen. Mittels
Stand-Alone-IMS wurden verschiedene Insektizide in einer Standardlésung mit
Nachweisgrenzen im Nanogrammbereich identifiziert (Jafari, 2006). Rickstédnde haufig
eingesetzter Pestizide wurden mit IMS auf Frichten und Gemise (Borsdorf et al.,
2009; Mirzajani et al., 2017; Weickhardt et al., 2012; Zargar et al., 2017) in
Pistaziendl (Ghotbadini-Bahraman et al., 2017) und Wasser (Zou et al., 2016) mittels
konventioneller IMS bzw. DMS (Borsdorf et al., 2009) nachgewiesen. Mittels IMS
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konnten ebenfalls Koffein und Theophyllin, welche verschiedene physiologische
Wirkungen wie die Stimulation des Zentralnervensystems, die Entspannung des
Bronchialmuskels und die Magensauresekretion bedingen, in griinem Tee (Jafari et al.,
2011) sowie Nitrite und Nitrate in Kartoffelproben und Trinkwasser (Jafari et al., 2012)
detektiert werden. Die Stand-Alone-IMS konnte ebenso zur Bestimmung von

Tierarzneimittelriickstanden in Hihnerfleisch eingesetzt werden (Jafari et al., 2007).

Auch der Einsatz einer GC-DMS zur Bestimmung von geosminahnlichen Fehlaromen in
Wein, die einen erdig-muffigen Geruch und Geschmack hervorrufen, ist beschrieben
(Camara et al., 2011). In einer anderen Studie wurde die IMS gekoppelt mit einer
Multikapillarsaule zur Detektion erdiger Noten in Wein genutzt (Marquez-Sillero et al.,
2011). In beiden Studien konnten Konzentrationen unterhalb der menschlichen
Geruchsschwelle gemessen  werden. Stand-Alone-IMS-Anwendungen  kdénnen
auBerdem zur Kontrolle von Fehlaromen, verursacht durch die Bildung von Furfural
und Hydroxymethylfurfural durch Abbau von Hexose und Pentose wahrend der
Maillardreaktion in hitzebehandelten Lebensmitteln, eingesetzt werden. Da die
Kanzerogenitat von Hydroxymethylfurfural diskutiert wird, ist dessen Nachweis
besonders in Babynahrung von groBer Bedeutung. Kamalabadi et al. (2015) stellten
die IMS als Stand-Alone-Methode zur Bestimmung dieser Fehlaromen in Babynahrung
als empfindliche Alternativmethode zur HPLC vor. Zur Isolierung der flichtigen
Substanzen nutzten sie die HS-SPME.

2.7.2.2 Sorten- und Herkunftsnachweise

Die IMS wurde auBerdem zur Sorten- und Herkunftsdifferenzierung eingesetzt. So
konnten mittels GC-UV-IMS ein brasilianischer Zuckerrohrlikér, ein franzdsischer
Rotwein und ein deutscher WeiBwein anhand ihrer Fingerprints unterschieden werden.
Weitere Untersuchungen mit anderen Weinen zeigten, dass zwischen verschiedenen
Rotweinen oder verschiedenen WeiBweinen signifikant unterschiedliche Signale
beobachtet werden kénnen (Vautz et al., 2006b). In einer Studie von Causon et al.
(2019) wurden mithilfe von HPLC-IMS Fingerprints von 42 Rotweinen aus Mazedonien
Verbindungen abgeleitet, die fur die jeweiligen Sorten charakteristisch sind. Die GC-
IMS wurde auch zur Authentifizierung von Ibérico-Rohschinken eingesetzt und ist
demnach ein nutzliches Werkzeug, um anhand von Fettproben die Echtheit des
Schinkens nachzuweisen und mdoglichen Kennzeichnungsbetrug aufzudecken (Martin-
Gomez et al., 2019). Mittels Stand-Alone-IMS konnten anhand der Produkte Iberischer
Schweine Rickschlisse gezogen werden, ob die Fitterung in einer Schweinefarm mit

kommerziellem Futter oder auf dem Weideland und mit Eicheln stattfand (Alonso et
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al., 2008). Eine Anwendung der Stand-Alone-IMS zur Unterscheidung von
Gewdlrzmischungen und zur Detektion von Verfalschungen durch Fremdbeimengungen
zeigt die Eignung fir die schnelle Qualitatskontrolle, um Verdachtsfalle fiir die gezielte
Tiefenkontrolle zu identifizieren (Banach et al., 2012). Elektronische Nasen auf Basis
von Aspirations-IMS wurden zur Differenzierung von Hartkase hinsichtlich Sorte und

Reifungszustand eingesetzt (Gursoy et al., 2009).

Mittels GC-IMS in Verbindung mit chemometrischen Methoden konnten Olivendlproben
nach ihrer Qualitdt (Lampantdl, natives Oliven6él und extra-natives Olivendl bzw.
Oliventresterdl) differenziert werden (Garrido-Delgado et al., 2011, 2012). Auch
Gerhardt et al. (2019) ermdéglichten mittels HS-GC-IMS den Nachweis von flichtigen
Olivendlbestandteilen im Bereich von 0,01 - 0,05 mg/L, welcher unterhalb der
Geruchsschwelle vieler Verbindungen liegt. So konnten sie drei Qualitatsstufen von
nativem Olivendl - extra-natives Olivendl, natives Olivendl und Lampantél -
differenzieren. Liedtke et al. (2018) konnten mit GC-IMS und vorgeschalteter
Laserdesorption zur Ionisierung im Vergleich zur Gblichen Kopftraumanalyse nicht nur
flichtige organische Substanzen identifizieren, sondern auch halb- und nichtfliichtige
Verbindungen in Olivendl detektieren. In einer Studie von Chen et al. (2018) wurden
mithilfe eines GC-IMS-Systems Verfdlschungen von Rapsdl mit 5 % Erdnuss-, Soja-
oder Sonnenblumendl identifiziert. Tian et al. (2019) war es mdglich, mittels GC-IMS
Erdnussél, welches mit nur 1 % Raps6él verschnitten wurde, von reinem Erdnussél zu
unterscheiden. Verglichen mit der konventionellen GC erwies sich die GC-IMS somit
als empfindliche und prazise Methode mit einfacher Probenvorbereitung zur Analyse

von Olen mit hohen Konzentrationen aromatischer Verbindungen.

Mit Stand-Alone-IMS gelang es Garrido-Delgado et al. (2011) bisher auch Lampantdl,
natives Olivendl und extra-natives Olivenél zu unterscheiden. AuBerdem konnte eine
Verfalschung von extra-nativem Olivendl, welches einen Anteil von mindestens 10 %
eines anderen Pflanzen6éls wie Sonnenblumendél oder Maiskeimél enthielt,
nachgewiesen werden (Garrido-Delgado et al., 2018). Shuai et al. (2014) und Zhang
et al. (2016) gelang es mittels Stand-Alone-IMS Verfalschungen von Leindl mit
mindestens 5 % Palmél, Baumwollsamendl oder Sojadl bzw. von Sesamdl mit

mindestens 10 % Sojadl nachzuweisen.
2.7.2.3 Prozessiberwachung und Qualitdtskontrolle wéhrend der Lagerung

In Modellexperimenten zur Fermentation von Bierwirze gelang durch Kopplung der
IMS mit einer GC-Sadule zur chromatographischen Separierung der Analyten die

messtechnische Prozessbegleitung und -kontrolle Uber den Diacetyl- und



36 Einleitung

2,3-Pentandiongehalt (Abbildung 2.7). Beide Substanzen sind Stoffwechselprodukte
der Hefe, die wahrend der Garung gebildet und im weiteren Verlauf wieder abgebaut
werden, bis bei Konzentrationen unterhalb der Geruchsschwelle die Biergarung
beendet wird. Beide Substanzen wurden mithilfe von GC-UV-IMS innerhalb von 10 min
analysiert, wobei mittels herkdbmmlicher Methoden 3 h benétigt wird. Somit kdnnte die
GC-UV-IMS als Online-Prozesskontrolle fungieren, was eine Produktivitatssteigerung
zur Folge hatte (Vautz et al., 2006a).

drift gas exhaust
300 mL/min
synthetic air UV - IMS
100 mL/min
e Faraday drift shutter  fonksation k
plate region aritd chamber
[
1
L, % e%
I [ @@Q @{B: ]

[ ]
«— drift voltage 4 KV A4——>

GC column G-way-
30m, 30°C constant valve

exhaust

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des UV-IMS-Systems flr Bierwlirzeanalysen gekoppelt
mit einer GC-Saule zur Vorseparierung (Reprint von Vautz et al. (2006a) mit Genehmigung
durch John Wiley and Sons).

Neben der Uberwachung der Biergdrung konnte die IMS gekoppelt mit einer
Multikapillarsdule auch zur Online-Analyse von fliichtigen Stoffwechselprodukten
wahrend des Wachstums von Saccharomyces cerevisiae in einem Glucosemedium
eingesetzt werden (Halbfeld et al., 2014). Tang et al. (2019) gelang es, die
Aromaentwicklung wahrend der Litschiwein-Fermentation mittels HS-GC-IMS zu
kontrollieren. Sie stellten fest, dass die Konzentration von
Schlisselaromakomponenten wie Citronellol und Rosenoxid abnimmt. Analysen des
Kopfraums von Camembert mittels GC-UV-IMS ergaben, dass mikrobielle
Stoffwechselprodukte der Schimmelpilze zu Peaks in den IM-Spektren fihren und
damit Informationen Uber das Pilzwachstum gewonnen und zur Kontrolle der
Kasereifung eingesetzt werden kénnen (Vautz et al., 2006b; Vautz & Baumbach,
2008). Mittels IMS-MS konnte die Aromabildung wahrend der Kaffeeréstung von

Coffea Arabica iberwacht werden. Um dies zu realisieren, wurde der Abgasauslass des
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Rosters mit dem Einlass der IMS-MS gekoppelt (Gloess et al., 2018). Garrido-Delgado
et al. (2015) nutzten die HS-GC-IMS, um die Haltbarkeit von extra-nativem Olivendl in
Abhangigkeit vom Lagerungsbehaltnis und von den Lagerungsbedingungen zu
beurteilen. Im Gegensatz zu etablierten Methoden zur Bestimmung von physiko-
chemischen Parametern wie freie Fettsduren und Peroxidzahl, konnte ohne groBe
Probenmengen und ohne den Einsatz von Losungsmittel oder Reagenzien die Qualitat
des Ols bestimmt werden. Auch konnten mittels GC-IMS Informationen (ber die
Frische und Lagerungsdauer von Eiern gewonnen werden. Eier wurden frisch analysiert
und anschlieBend bei Raumtemperatur gelagert und taglich untersucht. Mithilfe
chemometrischer Modelle war eine Differenzierung zwischen frischen und nicht
frischen Eiern madglich. Zusatzlich wurden chemische Marker flir thermische
Abbauprozesse von Eiern mittels SPME-GC-MS bestimmt und konnten im IM-

Fingerabdruck identifiziert werden (Cavanna et al., 2019).

Als Stand-Alone-System wurde die IMS bisher genutzt, um die Fettoxidation wahrend
der Lagerung von Erdnlssen zu untersuchen. Im Fingerprint von Hexanal konnte ein
Peak identifiziert werden, welcher ein groBes Potential besal3, als Ranzigkeitsindikator

verwendet zu werden (Tzschoppe et al., 2016).

2.8 Anwendungspotential der
Ionenmobilitatsspektroskopie in der Kakao- und

Schokoladenverarbeitung

2.8.1 Aromaentwicklung wihrend der Kakao- und Schokoladenverarbeitung

Das Aroma von Kakao und Schokolade wird in verschiedenen Verfahrensschritten
ausgebildet. Die dabei ablaufenden chemischen Umsetzungen und
Stoffaustauschvorgange sind mikrobiologisch (Fermentation), thermisch (Trocknung
und Roésten) oder thermo-mechanisch (Conchieren) induziert (Abbildung 2.8). Bisher
wurden ungefahr 600 flichtige Substanzen gefunden, bei denen Stickstoff- und
Sauerstoffheterozyklen, Aldehyde, Alkohole, Sauren, Phenole, Ketone, Ester, Amine,
Furane und Kohlenwasserstoffe die wichtigsten Gruppen bilden (Frauendorfer &
Schieberle, 2008; Ziegleder, 2008).

Kakao ist reich an Polyphenolen wie Catechinen, Anthocyanidinen und Procyanidinen,
welche die Vorlaufer der Aromaausbildung sind und Adstringenz verleihen (Bordiga et
al., 2015; Wollgast & Anklam, 2000). Gemeinsam mit den nur in geringen Mengen

enthaltenen Alkaloiden Theobromin und Koffein sind sie flir den bitteren Geschmack
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des Kakaos verantwortlich (Lehrian & Patterson, 1983). Die Fermentation der
Kakaobohnen stellt einen der wichtigsten Schritte flir die Aromabildung dar. Durch
enzymatische Reaktionen entstehen Aromavorstufen wie freie Aminosduren,
kurzkettige Peptide und reduzierende Zucker, aus denen in den folgenden
Kakaoverarbeitungsschritten Aromakomponenten gebildet werden (Frauendorfer &
Schieberle, 2008; Voigt et al., 1993). Darlber hinaus entstehen nichtflichtige und
flichtige Aromastoffe (hauptsachlich z. B. Alkohole, kurzkettige organische Sauren
und Ester) (Frauendorfer & Schieberle, 2008). Die mikrobielle Synthese von
Methylpyrazinen (Jinap et al., 1998) und die Bildung von Aldehyden (Frauendorfer &
Schieberle, 2008; Jinap et al., 1994) wurde ebenfalls bestatigt.

Kakaobohne
]
Fermentieren
Bildung von: Estern, Sduren, Alkoholen,
evtl. Aldehyden und Pyrazinen
Trocknen —=— Alkohole
Rosten Ester,
Bildung von: Estern, Aldehyden, [—®— Siuren,
Sauren, Alkoholen, Pyrazinen Alkohole
* Ester,
. Aldehyde,
Conchieren - Sauren,
* Alkkohole
Schokolade

Abbildung 2.8: Bildung und Austrag von Aromastoffen wahrend der Kakaoverarbeitung.

Der zentrale Schritt der Aromabildung ist das Roésten, das bei Temperaturen Uber
100 °C chemische Reaktionen der Kakaobestandteile auslést. Vor allem
Maillardreaktionen und der Strecker-Abbau von Maillardreaktionsprodukten
verursachen einen signifikanten Anstieg von Sauren, Aldehyden, Ketonen, Estern und
Methylpyrazinen (Aprotosoaie et al., 2016; Frauendorfer & Schieberle, 2008; Hofmann
& Schieberle, 2000; Jinap et al., 1994; Ziegleder, 2008). Die Pyrazine bilden den
groBten Anteil am Kakaoaromakomplex (de Brito & Narain, 2003; Jinap et al., 1998).
Zu ihren wichtigsten Vertretern zdhlen Tetramethylpyrazin und Trimethylpyrazin
(Afoakwa et al., 2008; Owusu et al., 2012). Wahrend des Rdstens werden bereits

einige Sauren und Alkohol mit Wasserdampf ausgetragen (Aprotosoaie et al., 2016).
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Wahrend des Cochierens wird das trocken krimlige Walzgut in einer Conche durch
thermische und mechanische Behandlung intensiv geschert und bellftet, sodass
wasserdampffllichtige Verbindungen aus der Schokoladenmasse ausgetrieben werden
(Ziegleder, 2004, 2008). Dies tragt wesentlich zur Bildung des endglltigen
Schokoladenaromas bei. Es werden restliche flichtige Sauren (z. B. Essigsaure),
Alkohole (z. B. Linalool und 2-Phenylethanol) und andere Fehlaromen, z. B. Ketone
und Aldehyde, gleichzeitig mit dem Austrag von Wasserdampf entfernt (Afoakwa et
al., 2008; Aprotosoaie et al., 2016; Counet et al., 2002; Tran et al., 2016). Laut Albak
& Tekin (2016) und Perego et al. (2004) wurden auBerdem verschiedene Pyrazine
ausgetrieben. Counet et al. (2002) und Ascrizzi et al. (2017) zeigten im Gegensatz,
dass die Konzentration von verzweigten Pyrazinen signifikant anstieg. Sie stellten fest,

dass beim Conchieren keine Aromaschlisselkomponenten gebildet werden.

Wahrend des Conchierens findet auBerdem eine Aromaumverteilung statt, d. h. das
Aroma wird homogen Uber alle Partikeloberflachen (inkl. Zucker) und die Kakaobutter
verteilt (Ziegleder, 2008). Aufgrund des hohen Energieverbrauchs und der sich Uber
mehrere Stunden erstreckenden Verarbeitungszeit ist das Conchieren ein sehr
kostenintensiver Schritt der Schokoladenherstellung (Owusu et al., 2012). Um Kosten
zu sparen und ein sensorisch einwandfreies Produkt zu erzeugen, ist eine
Prozesskontrolle sinnvoll, denn Uberconchierte Schokolade weist einen fettartigen
Geschmack auf und zu gering conchierte Schokolade besitzt einen zu hohen Anteil
unerwinschter flichtiger Verbindungen (Ziegleder, 2008; Ziegleder et al., 2003a).
Sowohl die Conchierdauer als auch die Temperatur beeinflussen die Viskositat und das

Aroma der Schokoladenmasse (Bordin Schumacher et al., 2009; Ziegleder, 2008).
2.8.2 Aroma verschiedener Kakaoqualitiaten

Kakao als Hauptrohstoff der Schokoladenherstellung kommt in unterschiedlichen
Qualitaten zum Einsatz. Auf dem Weltkakaomarkt wird zwischen Edelkakao und
Konsumkakao unterschieden. Laut Internationalem Kakaoabkommen ist Edelkakao
~Kakao, der wegen seines einzigartigen Geschmacks und seiner einzigartigen Farbe
geschatzt und in den in Anlage C aufgefiihrten Landern erzeugt wird". Zu diesen
Landern gehdren beispielsweise Kolumbien, Costa Rica, Ecuador, Madagaskar, Papua
Neuguinea, Peru u. a. (United Nations, 2011). Edelkakao wird als hocharomatisch
beschrieben und enthalt nussige, erdige, blumige, teedhnliche, fruchtige und wirzige
Noten (Schmarr & Engel, 2012; Ziegleder, 1990). Ecuador und Trinidad & Tobago
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gelten als die gréBten Produzenten von Edelkakao!. Konsumkakao hingegen weist
kraftige Aromanoten auf. Weltweit werden hauptsachlich drei Kakaosorten
unterschieden: Criollo (Edelkakao), Forastero (Konsumkakao) und deren Hybrid
Trinitario (Edelkakao). Kakao aus Ecuador wird als dritte Edelkakaosorte angesehen
und als Nacional bzw. Arriba bezeichnet. Im Vergleich zu Forastero-Baumen sind die
Criollo-Baume weniger widerstandsfahig gegen Klimaveranderungen und Krankheiten
sowie weniger ertragreich (Afoakwa et al., 2008; Counet et al., 2004; Ziegleder,
1990).

Die zunehmende Nachfrage nach hochwertigen Schokoladenprodukten sowie
sortenreinen (single origin) Edelschokoladen setzt die Verarbeitung reiner
Edelkakaosorten voraus (Afoakwa, 2010; Afoakwa et al., 2007). Da Edelkakao am
Weltmarkt lediglich einen Anteil von etwas mehr als 5 % besitzt und um ein Vielfaches
mehr kostet als Konsumkakao?, besteht die Gefahr des Verschnitts von Edelkakao
(Boza et al., 2014). Deshalb sind geeignete und schnelle Analysemethoden notwendig,
um die Kakaoqualitat zu berwachen und Verfalschungen zu unterbinden (Tran et al.,
2015).

Kakaoaroma wird sowohl durch den Genotyp und die Herkunft als auch durch die
Anbaubedingungen sowie die Verarbeitung nach der Ernte bestimmt. Somit beeinflusst
auch die Dauer der Fermentation die Zusammensetzung und den Gehalt von
Aromavorstufen und somit das Aromaprofil des Kakaos bzw. der Schokolade (Afoakwa
et al., 2008; Kongor et al., 2016). Unterschiedliche Bedingungen bei der Kakao- und
Schokoladenverarbeitung machen den Vergleich von Literaturwerten von
Aromaprofilen verschiedener Kakaoqualitaten schwierig. Diese werden zum Teil
kontrovers diskutiert (Qin et al., 2017). In der Studie von Qin et al. (2017) zeigten
Trinitario-Kakaobohnen die héchste Vielfalt an flichtigen Verbindungen, gefolgt von
Criollo-Kakaobohnen. Kakaobohnen der Sorte Forastero wiesen die geringste
Diversitat an fllichtigen Verbindungen auf. Counet et al. (2004) identifizierten
hingegen die gleiche Anzahl flichtiger Verbindungen in Kakaomasse verschiedener
Sorten.

Ziegleder (1990) bestimmte einige Terpene in Kakaoaroma und stellte in Edelkakao
hohere Gehalte fest als in Konsumkakao. Er schlug das Terpen Linalool als
Schlisselaromakomponente zur Klassifizierung von Kakao vor und definierte das

Verhaltnis von Linalool zu Benzaldehyd als Index zur Qualitatskontrolle von Rohkakao,

! https://www.icco.org/about-cocoa/fine-or-flavour-cocoa.html; Zugriff 02/2020
2 https://icco.org/about-cocoa/growing-cocoa.html; Zugriff 02/2020



https://www.icco.org/about-cocoa/fine-or-flavour-cocoa.html
https://icco.org/about-cocoa/growing-cocoa.html

Einleitung 41

wobei ein Verhaltnis > 0,3 einen Edelkakao kennzeichnete. Anhand dieses Kriteriums
konnten Schmarr & Engel (2012) einen GroBteil von untersuchten Rohkakaoproben
unterschiedlicher Herkunft der entsprechenden Kakaoqualitéat (Edel- oder
Konsumkakao) korrekt zuordnen. Edelkakaobohnen aus Venezuela und dem
Amazonasgebiet wiesen jedoch Indices von 0,2 bzw. 0,1 sowie geringere
Linaloolkonzentrationen als Konsumkakao auf und konnten nicht korrekt klassifiziert
werden. Wahrend neben Ziegleder (1990) auch Qin et al. (2017) in Edelkakao héhere
Linaloolkonzentrationen nachwiesen als in Konsumkakao, stellten Frauendorfer &
Schieberle (2008, 2019) eine bedeutend hoéhere Linaloolkonzentration in
Konsumkakao fest. Qin et al. (2017) bestimmten in Edelkakaobohnen der Sorten
Criollo und Trinitario mindestens eine doppelt so hohe Essigsaurekonzentration wie in
Konsumkakaobohnen der Sorte Forastero. Hingegen ermittelten Frauendorfer &
Schieberle (2008, 2019) in Criollobohnen nur ca. zwei Drittel des Essigsdauregehalts
wie in Forasterobohnen. Qin et al. (2017) berichteten mit Ausnahme von
3-Methylbutansdure von héheren Sdurekonzentrationen in fermentierten Kakaobohnen
der Sorten Criollo und Trinitario. Sie bestimmten auBerdem einen hoheren
Gesamtgehalt der Alkohole, der Aldehyde, Ester, Furane und Alkene in Edelkakao.
Auch Kadow et al. (2013) stellten fest, dass sich Edelkakaosorten durch eine gréBere
Aromafille auszeichnen, die auf einen héheren Anteil an Aromaschlisselkomponenten
wie z. B. Alkohole: Linalool, 2-Heptanol, Ester: 2-Pentanolacetat, 2-Heptanolacetat

und Ketone: 2-Heptanon, 2-Nonanon zuriickzufiihren ist.
2.8.3 Analyse von Kakaoaroma

Die Charakterisierung des Aromas kann beispielsweise mithilfe elektronischer Nasen
oder durch sensorische Tests mit geschulten Priifern erfolgen (Barbosa-Pereira et al.,
2019; Rottiers et al., 2019a; Torres-Moreno et al., 2012). Fiur den qualitativen und
quantitativen Nachweis relevanter fllchtiger Verbindungen sind Kopfraumanalysen
mittels GC-MS (Brunetto et al., 2009) und Kopfraum-Festphasenmikroextraktion mit
anschlieBender Gaschromatographie und massenspektrometrischer Detektion (HS-
SPME-GC-MS) (Afoakwa et al., 2009; Di Carro et al., 2015; Ducki et al., 2008; Perego
et al., 2004; Ziegleder, 1990) etablierte Methoden. In der vorliegenden Arbeit ist nun
zu prifen, inwieweit die IMS als kostenglinstige und schnelle Methode genutzt werden
kann, um sowohl den Kakao- und Schokoladenverarbeitungsprozess zu kontrollieren

als auch Kakaoqualitaten zu differenzieren.
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2.9 Anwendungspotential der
Ionenmobilitatsspektroskopie zur

Sortenunterscheidung von neuseelandischem Honig

Per Definition ist Honig ein natlrliches und fast unbehandeltes Lebensmittel, welches
von den Verbrauchern als authentisches und hochwertiges Produkt geschatzt wird.
Gleichzeitig ist Honig eines der am haufigsten verfalschten Lebensmittel (European
Parliament, 2013). Prinzipiell kann zwischen Misch- und Sortenhonig differenziert
werden. Wird der Begriff Honig mit einer botanischen Herkunftsangabe versehen,
muss dieser Honig laut Honigverordnung ,vollstdndig oder U(berwiegend den
genannten Bliten oder Pflanzen entstammen und die entsprechenden
organoleptischen, physikalisch-chemischen und mikroskopischen Merkmale aufweisen™
(Anonymus, 2004). ,Uberwiegend" ist dabei mit einem Trachtanteil von mindestens
60 % definiert.

Schon seit der Antike wird Honig aufgrund seiner antimikrobiellen und
entziindungshemmenden sowie  wundheilungsférdernden Eigenschaften zur
Behandlung von Erkrankungen und Wunden eingesetzt (Bogdanov et al., 2008; Molan,
1999). Der neuseelédndische Manukahonig hebt sich wegen seiner hohen
antibakteriellen Wirkung aufgrund von nicht-Peroxid-Komponenten von anderen
Honigsorten ab, so auch vom ebenfalls aus Neuseeland stammenden Kanukahonig. Als
Ursache fir diese nicht-peroxidische antibakterielle Aktivitét wurde Methylglyoxal
identifiziert (Adams et al., 2008; Beitlich et al., 2014; Kwakman et al., 2011; Mavric
et al., 2008). Methylglyoxal wird durch nicht-enzymatische Dehydratisierung aus
Dihydroxyaceton in Manukahonig gebildet, und liegt im Nektar noch nicht vor (Adams
et al., 2009).

Manukahonig ist deutlich teurer als andere Honigsorten und besitzt groBe
wirtschaftliche Bedeutung, vor allem flir den Export. Seine begrenzte Verfligbarkeit
fuhrte zu Produktverfélschungen bzw. zum Verschnitt mit anderen Honigsorten (New
Zealand & Ministry for Primary Industries, 2013). Durch die Bestimmung sensorischer
Eigenschaften, wie Farbe, Aroma und Geschmack, kann die Reinheit von Manukahonig
nicht bewertet werden, da die Farbe stark variiert und das starke Aroma von
Manukahonig in Mischhonig das Aroma von dezenteren Honigen Uberlagert (Stephens,
2006). Auch die Bestimmung der Leitfahigkeit ist nicht zielfihrend, da andere
Honigsorten eine vergleichbare Leitfahigkeit aufweisen (New Zealand & Biosecurity

Science, 2014). Als sich herausstellte, dass weltweit mehr Manukahonig verkauft wird,
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als in Neuseeland hergestellt wurde, stellte das Ministry for Primary Industries (MPI)
2013 drei Optionen zur Definition von reinem Manukahonig vor, die von Imkern,
Wissenschaftlern und Vertretern der Industrie diskutiert wurden (New Zealand &
Ministry for Primary Industries, 2013). Es wurde geschlussfolgert, dass weder auf
Basis der Pollenanzahl oder des Methylglyoxalgehalts noch mithilfe einer Kombination
beider Merkmale die Reinheit von Manukahonig bestimmt werden kann. Die
normalerweise zur Sortenbestimmung von Honig genutzte Pollenanalyse ist zur
Abgrenzung von Kanukahonig nicht geeignet, da die Pollen von Manuka und Kanuka
identisch sind (Beitlich et al., 2014; New Zealand & Ministry for Primary Industries,
2013). Die Bestimmung des Methylglyoxalgehaltes ist ebenso nicht hilfreich, da
beispielsweise Kanukahonig durch Zugabe von Methylglyoxal oder Dihydroxyaceton,
welches nach kurzer Lagerzeit zu Methylglyoxal umgewandelt wird, relativ einfach
verfalscht werden kann (Adams et al., 2009). Da die genannten Methoden nicht zur
Authentifizierung von Manukahonig genutzt werden konnten, wurde 2014 vom MPI in
Neuseeland das ,Manuka honey science programme" initiiert, um Falschungen zu
verhindern und Kriterien zur Identifizierung von reinem Manukahonig und
Honigmischungen mit Manukahonig zu erarbeiten (New Zealand & Biosecurity Science,
2014).

Bereits vor der Initiierung des Programms wurde in verschiedenen Studien mithilfe
chemischer Verfahren nach Markersubstanzen gesucht, die eine Unterscheidung von
Manuka- und Kanukahonig ermdglichen sollen. Unter einem Marker wird eine
einzigartige Verbindung eines sortenreinen Honigs oder eine Verbindung, die in
signifikant hoher Konzentration vorliegt, verstanden (Beitlich et al., 2016). Da
Sortenhonige meist nie vollstandig aus Nektar einer, sondern aus dem Nektar
verschiedener Blitenarten stammen, sollten keine Verbindungen, die nur in geringen
Konzentrationen vorliegen, als Marker definiert werden (Kaskoniené & Venskutonis,
2010).

Besonders intensiv setzte sich die Arbeitsgruppe von Prof. Speer der TU Dresden mit
der Bestimmung dieser Markersubstanzen auseinander (Beitlich et al., 2014, 2016;
Oelschlagel et al., 2012). 2-Methoxybenzoesdaure wurde erstmalig von Senanayake
(2006) und spater von Stephens et al. (2010) als Manukamarker definiert. Oelschlagel
et al. (2012) bestatigten diesen mittels UHPLC-PDA-MS/MS. AuBerdem identifizierten
sie 3-Hydroxy-1-(2-methoxy-phenyl)-penta-1,4-dion, 5-Methyl-3-furancarbonsaure
und Kojisaure mittels UHPLC-PDA-MS/MS als Manukamarker. Weitere mittels HPLC
bzw. Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesene Marker flir Manukahonig sind Lepteridin
(Daniels et al., 2016) und Leptosperin (Beitlich et al., 2014; Bong et al., 2017; Kato et
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al., 2012; Lin et al., 2017; Oelschlagel et al., 2012; Stephens et al., 2017). Ebenso als
mogliche flichtige Manukamarker wurden erstmals 2'-Hydroxyacetophenon und
2-Methylbenzofuran (Oehlschlagel et al., 2013) sowie 2'-Methoxyacetophenon (Beitlich
et al., 2014; Daher & Glilagar, 2010; Wilkins et al., 1993) mittels GC-MS (Beitlich et
al., 2014) bestimmt. Beitlich et al. (2016) identifizierten mittels HPLC auBerdem
3,6,7-Trimethyl-2,4(1H,3H)-pteridindion und 6,7-Dimethyl-2,4(1H,3H)-pteridindion

als Marker fir Manuka.

Als Kanukamarker wurde bisher Lumichrom mittels UHPLC-PDA-MS/MS bzw. HPLC
nachgewiesen (Beitlich et al., 2014; Bong et al., 2018). Zusatzlich wurden erstmals
2,6,6-Trimethyl-2-cyclohexen-1,4-dion, 2-Phenylethylalkohol und p-Anisaldehyd
mittels HS-SPME-GC-MS als weitere mogliche Marker flir Kanukahonig identifiziert
(Beitlich et al., 2014).

Im Rahmen des ,Manuka honey science programme" wurden finf Marker flr die
Identifizierung von Manukahonig definiert, darunter vier chemische Marker
(2'-Methoxyacetophenon, 3-Phenylmilchsdure, 2-Methoxybenzoesdure und
4-Hydroxyphenylmilchsdure), die mittels LC-MS/MS bestimmt werden sowie ein
DNA-Marker, welcher per Multiplex-gPCR ermittelt wird (Tabelle 2.2). Erflllt ein Honig
die Grenzwerte eines oder mehrerer Marker flr sortenreinen Manukahonig nicht, liegt
kein reiner Manukahonig vor. Werden die Grenzwerte flr ,multifloralen® Manukahonig
nicht erfillt, liegt kein Manuka-Mischhonig vor (Ministry for Primary Industries, 2018a;
New Zealand & Ministry for Primary Industries, 2017a, 2017b).

Tabelle 2.2: Die funf Marker und ihre Grenzwerte zur Identifizierung von reinem Manukahonig
(monofloral) und Mischhonig mit Manuka (,,multifloral™) durch das Ministry for Primary
Industries in Neuseeland (Ministry for Primary Industries, 2018a).

Substanz Monofloral ~Multifloral®
3-Phenylmilchsaure > 400 mg/kg > 20; < 400 mg/kg
2'-Methoxyacetophenon = 5 mg/kg > 1 mg/kg
2-Methoxybenzoesaure > 1 mg/kg > 1 mg/kg
4-Hydroxyphenylmilchsaure = 1 mg/kg > 1 mg/kg

DNA < Cq 36 3 fg/uL < Cq 36 3 fg/uL

Das MPI hat festgelegt, dass Honig, der als Manukahonig gekennzeichnet ist, von
einem vom MPI anerkannten Labor getestet werden und der Definition entsprechen
muss, bevor er aus Neuseeland exportiert werden darf (Ministry for Primary
Industries, 2018b). Bong et al. (2018) bestatigten zwar 2'-Methoxyacetophenon und
2-Methoxybenzoesdure als Manukamarker, ermittelten jedoch Anteile von

3-Phenylmilchsdure und 4-Hydroxyphenylmilchsdure in Kanukahonig, welche diesen
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nach den festgelegten Grenzwerten des MPI falschlicherweise als reinen Manukahonig
deklarieren wiirde. Die Methoden zur Analyse der vom MPI festgesetzten flnf Kriterien
sind komplex, zeit- und kostenintensiv und die Substanzen kénnen leicht synthetisiert
werden, sodass wiederum die Gefahr der Verfalschung besteht. Deshalb wird es als
wichtig angesehen, auch schwierig zu synthetisierende Marker zu betrachten sowie

kostenglinstigere und schnellere Methoden zur Analyse zu finden (Burns et al., 2018).

Zwar stellt die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) eine Screeningmethode zur
schnellen Authentifizierung von Honigsorten dar, die eine geringe bzw. keine
Probenvorbereitung erfordert und neben fllichtigen und nichtflichtigen Komponenten
zusatzlich Zuckerverfalschungen detektieren kann (Gerhardt et al., 2018; Schievano
et al., 2016). Die Kosten fir solche Gerate sind jedoch hoch und Markersubstanzen,
welche in sehr geringen Konzentrationen in Honig enthalten sind, zum Teil mittels
NMR aufgrund einer hohen Nachweisgrenze von 1 - 10 mg/kg nicht detektierbar
(Beitlich, 2017; Spiteri et al., 2016).

Gerhardt et al. (2018) beschrieben die IMS mit vorgeschalteter Headspace-
Gaschromatographie in Kombination mit multivariater Statistik zur Bestimmung des
Profils flichtiger organischer Komponenten und zur Klassifizierung von Sortenhonig.
Ihnen gelang eine Differenzierung von Akazien-, Raps- und Honigtauhonig aus
unterschiedlichen europadischen Landern nach ihrer botanischen Herkunft (Abbildung
2.9). Ein Vergleich der PCA-LDA-Modelle der HS-GC-IMS- und NMR-Daten zeigte, dass
die HS-GC-IMS als alternative Methode zur NMR fir die Authentifizierung von
Honigproben verwendet werden kann. Ob eine Abgrenzung von weiteren europaischen

Sortenhonigen maéglich ist, wurde nicht untersucht.

Wang et al. (2019) gelang es mittels HS-GC-IMS in Verbindung mit Chemometrie und
der Identifikation von Markersubstanzen chinesischen Winterhonig von chinesischem
Sapiumhonig zu differenzieren. Sie verfalschten Winterhonig mit sechs definierten
Konzentrationen von Sapiumhonig und konnten verfalschte Proben vollstdndig von
Winter- und Sapiumhonig unterscheiden und anhand ihres Verfdlschungsgrades
voneinander abgrenzen. In der vorliegenden Arbeit soll nun das Potential der
Ionenmobilitdtsspektroskopie als mobil einsetzbare und empfindliche Stand-Alone-
Methode zur schnellen, kostenglinstigen Differenzierung von neuseelandischem

Manuka- und Kanukahonig untersucht werden.
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Abbildung 2.9: Lineare Diskriminanzanalyse mit vorangestellter Hauptkomponentenanalyse
(PCA-LDA) der a) HS-GC-IMS-Daten und b) *H-NMR-Daten von Akazien-, Raps- und
Honigtauhonig (Reprint von Gerhardt et al. (2018) mit Genehmigung durch American Chemical
Society).
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3 Zielstellung

Im wissenschaftlichen Kontext finden IMS-Anwendungen im Lebensmittelbereich
bereits breite Anwendung, wobei in den meisten Fdllen durch vorgelagerte
Aufarbeitungs- und Trennschritte eine hohe Selektivitdt erreicht wird. Dies steht
jedoch im Widerspruch zu den in der Praxis existierenden Forderungen nach einfacher

Handhabung, Robustheit und vor allem Echtzeitmessung.

Aus dieser Sachlage heraus resultiert das Ziel, das Potential der IMS als Stand-Alone-
Methode zur empfindlichen Echtzeiterfassung von flichtigen Stoffwechsel- oder
Reaktionsprodukten als verfahrenstechnische SteuergréBe zu untersuchen. Dabei soll
sowohl die Fahigkeit zur Prifung von Authentizitdt von ursprungsgeschiitzten oder
sortenreinen Produkten als auch die Méglichkeit der Uberwachung von einzelnen

Verfahrensschritten in der Lebensmittelverarbeitung bewertet werden.

Untersuchungen zur Prozessiberwachung sollen anhand von Proben aus der Kakao-
und Schokoladenverarbeitung durchgefiihrt werden. Dabei sollen unterschiedliche
Verarbeitungsstufen von Kakao, wie Rohkakaobohnen, Nibs und Kakaomasse sowie
Schokoladenmasse in Form von Walzgut zum Einsatz kommen. Zur Einschatzung des
Potentials zur Sortenunterscheidung dienen Kakaomasseproben unterschiedlicher
Qualitat und geografischer Herkunft sowie Manuka- und Kanukahonigproben aus

Neuseeland.

Ziel dieser Arbeit ist es, Moglichkeiten zur Interpretation der IM-Fingerprints zu finden.
Multivariate Analysemethoden werden herangezogen, um die groBen Datenmengen
der IM-Fingerprints auszuwerten, Unterschiede der Spektren zu analysieren und Peaks
im Spektrum zu identifizieren, auf welche Unterschiede einzelner Proben zurickgefihrt
werden kdénnen. Durch das Generieren der Fingerprints von Reinsubstanzen sollen
charakteristische Peaks der Reinsubstanzen sowie deren Lage im Spektrum bestimmt
werden. In diesem Zusammenhang miuissen auch eventuelle Wechselwirkungen
zwischen Reinsubstanzen und der untersuchten Matrix berlicksichtigt werden. Durch
das Identifizieren von fllichtigen Substanzen im IM-Fingerprint soll die Mdglichkeit
geprift werden, in Echtzeit Leitsubstanzen im IM-Spektrum zu erfassen, die zur
Kontrolle eines Prozesses bzw. zur Authentifizierung sortenreiner Produkte dienen

kénnen.






Material und Methoden 49

4 Material und Methoden

4.1 Material

Das Potential der IMS zur Sortenunterscheidung bzw. Prozessiberwachung in der
Lebensmittelindustrie wurde anhand zweier Produktgruppen bewertet, dazu zahlten
Kakao bzw. Schokolade und Honig. Abbildung 4.1 zeigt die Versuchsproben im
Uberblick.

Produktgruppen
Kakao/Schokolade Honig
Kakao- Schokoladen- Kakao- Neuseelandi-
verarbeitungs- masse: qualitaten: scher Honig:
stufen: i
Walzgut +  Konsumkakao- + Manukahonig
Kakaobohnen + Conchiertes massen + Kanukahonig
Nibs Walzgut + Edelkakao- +  Mischungen
Kakaomasse massen
Prozessiiberwachung Sortenunterscheidung

Abbildung 4.1: Produktgruppen, welche in dieser Arbeit fiir Analysen herangezogen wurden.

4.1.1 Kakao- und Schokoladenproben

Anhand von Kakao- und Schokoladenproben wurden Unterschiede zwischen einzelnen
Kakaoverarbeitungsstufen, Veranderungen im Aromaprofil wahrend des Conchierens

sowie verschiedene Kakaoqualitaten untersucht.

Zur Bewertung der Aromaentwicklung wahrend der Kakaoverarbeitung wurden
fermentierte Kakaobohnen, ungerdsteter und gertsteter Kakaokernbruch (Nibs),
vorvermahlene Kakaomasse sowie feinvermahlene, veredelte Kakaomasse von einem
deutschen Schokoladenhersteller bezogen und analysiert. Alle Proben stammten aus
der Verarbeitung einer Konsumkakaocharge (Abbildung 4.2). Fir die Untersuchung
der Kakaobohnen und Nibs wurden diese unter Verwendung von Mdérser und StdBel
zerkleinert. Alle Proben wurden bis zur Analyse bei 4 °C verschlossen gelagert.
Mehrfachbestimmungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen innerhalb von zwei
Wochen. Voruntersuchungen zur Optimierung von Messbedingungen am IM-
Spektrometer sowie zur Modifizierung der HS-SPME-GC-MS-Methode wurden anhand

einer Kakaomasse, die nicht aus dieser Produktion stammte, durchgeftihrt.
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Walzgut I (WGTI) fir die Conchierexperimente wurde vom selben Schokoladenhersteller
bezogen. Die genaue Zusammensetzung ist nicht bekannt. Far fortlaufende
Experimente wurde Walzgut II (WGII) fir dunkle Schokolade eines anderen
Schokoladenherstellers verwendet. WGII besteht laut Herstellerangaben aus
50,6 g/100 g Kakao sowie 49,4 g/100 g Saccharose und besitzt einen Fettgehalt von
26,5 g/100 g.

Rohkakaobohnen

Vorreinigen
I

Fermentierte Kakaobohnen |

Brechen, Schélen
|

Ungerostete Nibs |

|

Rosten
T

Gerostete Nibs |

|

Vorzerkleinern

Vorvermahlene Kakaomasse

|

Feinzerkleinern

Veredeln

[ . Feinvermahlene, veredelte
Kakaomasse

Abbildung 4.2: Die vom Schokoladenhersteller durchgefiihrten Kakaoverarbeitungsschritte und
die dabei anfallenden Zwischenprodukte, die zur Analyse genutzt wurden.

Um das Potential der IMS zur Sortenunterscheidung von Kakao abzuschatzen, wurden
sechs Edelkakaomassen (F) und drei Konsumkakaomassen (B) untersucht. Auf dem
Weltkakaomarkt wird zwischen zwei Qualitatsstufen unterschieden, von denen
Edelkakao mit seinen feinen Aromanoten um ein Vielfaches mehr kostet als
Konsumkakao. In Tabelle 4.1 sind Bezeichnung und Herkunft der einzelnen
Kakaomassen aufgefiihrt. Die Konsumkakaomassen gehérten der Sorte Forastero an.
Bei Edelkakao F4 aus Ecuador handelte er sich um die Sorte National. Die anderen
Edelkakaomassen gehérten den Sorten Trinitario oder Criollo an, genauere Angaben

sind nicht bekannt.
4.1.2 Honigproben

Fur die Analysen zur Unterscheidung von Manuka- und Kanukahonig dienten flnf reine
Manukahonige (M1 - M5) und vier reine Kanukahonige (K11 - K14), welche auf Basis
des HAHSUS Modells (,Honey Authentication by HS-SPME-GC/MS and UHPLC-PDA-

MS/MS combined with Statistics™) von der Arbeitsgruppe von Prof. Speer (Professur
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fir Spezielle Lebensmittelchemie wund Lebensmittelproduktion, TU Dresden,
Deutschland) auf Authentizitdat geprift und als sortenrein bestatigt wurden. Des
Weiteren wurden fiinf Handelsproben (H6 — H10) untersucht, bei denen es sich um
Mischungen aus Manuka- und Kanukahonig handelte. Alle Honigproben wurden von

der Arbeitsgruppe von Prof. Speer bereitgestellt.

Tabelle 4.1: Bezeichnung und Herkunft der analysierten Konsum- und Edelkakaomassen.

Probenbezeichnung Herkunft
Konsumkakaomassen

B1 Westafrika

B2 Ghana

B3 Elfenbeinkiste
Edelkakaomassen

F1 Dominikanische Republik
F2 Costa Rica

F3 Papua-Neuguinea
F4 Ecuador

F5 Madagaskar

F6 Peru

4.1.3 Reinsubstanzen

Mittels IMS werden Ublicherweise Fingerprints generiert, die charakteristisch flr die
jeweilige Probe sind. Durch die Analyse reiner Aromasubstanzen, die in der Kakao-
bzw. Schokoladenverarbeitung sowie zur Differenzierung von Kakaoqualitdten oder
von neuseeldandischen Honigsorten kennzeichnend sind, sollten die Positionen
charakteristischer Peaks dieser Reinsubstanzen im IM-Spektrum bestimmt werden.

Tabelle 4.2 zeigt die mittels IMS analysierten Reinsubstanzen.

Tabelle 4.2: Eingesetzte Reinsubstanzen zur Analyse mittels IMS.

Substanz Reinheit [%] Hersteller

Benzaldehyd 99,0 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
2,3-Butandiol 98,0 Merck KGaA, Darmstadt, DE
2,5-Dimethylpyrazin 99,5 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
Essigsaure 99,0 VWR International GmbH, Darmstadt, DE
2'-Hydroxyacetophenon 97,0 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
Linalool 97,0 Alfa Aesar GmbH & KG, Karlsruhe, DE
2-Phenylethylalkohol 99,0 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
2,3,5-Trimethylpyrazin 99,0 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE

Alle aufgefiihrten Reinsubstanzen, mit Ausnahme von 2'-Hydroxyacetophenon, sind

Aromakomponenten, welche in Schokoladenmasse einen hohen Anteil am
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Gesamtaroma besitzen und wahrend des Conchierens ausgetragen werden. Es wurde
mindestens je ein Vertreter der Stoffgruppen Aldehyde, Alkohole, Pyrazine, Sduren
und Terpene gewahlt. Zudem sollen Benzaldehyd, Linalool und Essigsaure zur
Unterscheidung von Edel- und Konsumkakao dienen. 2-Phenylethylalkohol ist
auBerdem charakteristisch fir Kanukahonig und 2'-Hydroxyacetophenon dient als
Marker flir Manukahonig (Beitlich et al., 2014; Oelschlagel et al., 2012).

4.2 Methoden

4.2.1 Conchieren von Schokoladenmasse im Labormafstab

Durch thermische und mechanische Behandlung von Walzgut werden beim Conchieren
Wasserdampf sowie fllichtige Aromakomponenten aus der Schokoladenmasse
ausgetragen. Industriell wird das Conchieren in einer Conche realisiert. Zum
Nachstellen im LabormaBstab wurde Schokoladenmasse in einem Doppel-Z-Kneter mit
DoCorder Messantrieb (Brabender GmbH & Co. KG, Duisburg, Deutschland) geschert
und beliftet. Dazu wurden 450 £ 1 g Walzgut (WGI) in die Knetkammer eingeftllt und
anschlieBend fir 4 h bei einer konstanten Drehzahl von 150 U/min geschert. Der
Mantel der Knetkammer wurde mithilfe eines Wasserbades mit Thermostat (DC3,
Haake Technik GmbH, Karlsruhe, Deutschland) auf 50 bzw. 75 °C temperiert. Die
wasserdampffliichtigen Aromakomponenten konnten durch die Offnungen des
Kunststoffdeckels der Knetkammer entweichen. Das Conchieren wurde bei 50 und
75 °C jeweils in zwei unabhangigen Chargen durchgeflihrt. Nach definierten Zeiten
von 10, 30, 60, 120 und 240 min wurden jeweils ca. 20 g der Schokoladenmasse
entnommen und sofort zur weiteren Analyse in Doppelbestimmung in 20 mL
Schraubgewindeglaser (Phenomenex GmbH, Aschaffenburg, Deutschland) Uberfiihrt.

Bis zur Analyse wurden die Proben bei 4 °C gelagert.
4.2.2 Analyse fliichtiger Substanzen mittels HS-SPME-GC-MS
4.2.2.1 Ausgangsmethode (Methode I)

Die HS-SPME-GC-MS wird zum Auftrennen, Identifizieren sowie Quantifizieren
einzelner flichtiger Verbindungen eingesetzt und diente deshalb als Referenzmethode
zur IMS. Beide Methoden haben gemeinsam, dass nur die im Probenkopfraum
befindlichen flichtigen Aromaverbindungen erfasst werden. Bei der SPME wird eine
beschichtete Faser in den Kopfraum der Probe eingebracht, um durch

Adsorptionsvorgange die flichtigen Probenmolekiile an der Faser anzureichern.
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AnschlieBend  erfolgt deren  thermische  Desorption im Injektor des
Gaschromatographen. Laut Untersuchungen von Ducki et al. (2008) erwies sich eine
mit Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan beschichtete Quarzfaser flir Analysen
von Kakaoproben mittels HS-SPME-GC-MS als am besten geeignet. Der Aufbau der
SPME-Einheit sowie der Ablauf von Adsorption und Desorption sind in Abbildung 4.3

schematisch dargestelit.
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Abbildung 4.3: Schematische Skizze a) der Divinylbenzol/Carboxen/Polydimethylsiloxan
Stableflex-Faser zur Festphasenmikroextraktion fllichtiger Aromaverbindungen und des b)
Adsorptions- sowie c) Desorptionsprozesses (Reprint von Reineccius (2010) mit Genehmigung
durch John Wiley and Sons).

Vor der Analyse wurden 4,00 £ 0,05 g der bei 45 °C aufgeschmolzenen Kakao- bzw.
Schokoladenprobe in ein 20 mL Schraubgewindeglas eingewogen und mit einem PP-
Deckel mit PTFE/Silicon-Septum (Phenomenex GmbH, Aschaffenburg, Deutschland)
verschlossen. Die Proben wurden anschlieBend bei 60 °C im Wasserbad flir 45 min
vorkonditioniert. Die Adsorption von fllichtigen Substanzen erfolgte bei 60 °C flr
45 min unter Verwendung einer SPME-Einheit mit einer fir 15 min bei 250 °C
konditionierten 50/30 um Divinylbenzol/Carboxen/Polydimethylsiloxan Stableflex-
Faser (Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA). Diese wurde nach dem Durchstechen

des Septums in den Kopfraum des Glaschens eingefiihrt.

Die flichtigen Substanzen wurden mithilfe einer 7890 A-GC detektiert, welche mit
einem 7683-Injektor  und einer  HP-5MS-Saule (Agilent 19.091 J-443:
30 m x 0,25 mm, 0,25 um Filmdicke; Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen, Deutschland) ausgestattet und an ein MSD 5975C-Massenspektrometer
(Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, Deutschland) mit einer

Quelltemperatur von 230 °C gekoppelt war.
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Die Messungen wurden im 10:1-Split-Modus bei einer Heliumflussrate von 1 mL/min
durchgefiihrt. In Anlehnung an Owusu et al. (2012) wurde die Ofentemperatur von
40 °C nach einer Haltezeit von 10 min mit 8 K/min auf 240 °C erhéht und erneut
5 min gehalten. Nachdem die Faser im GC-Injektor bei 250 °C fir 5 min thermisch
desorbiert worden war, wurde die Messung gestartet. Die Identifizierung der
Aromakomponenten erfolgte durch das Vergleichen von Massenspektren mithilfe der
Bibliotheken NIST MS Search 2.0 (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA) und PBM Quick Search (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, USA). Nur Substanzen, die eine Ubereinstimmung von > 70 % mit den
Daten der Stoffdatenbanken aufwiesen und bereits in anderen Studien in Kakaoaroma
identifiziert wurden, wurden ausgewertet. Zum Vergleich wurden die absoluten

Peakflachen herangezogen.
4.2.2.2 Modifizierte Methode (Methode II)

Um eine groBtmogliche Anzahl an Verbindungen mit groBen Peakflachen und einer
hohen Bestimmungswahrscheinlichkeit identifizieren zu kénnen, wurde die HS-SPME-
GC-MS-Methode Uberarbeitet. Die Dauer der vorausgehenden Konditionierung der
Probe und der Extraktion der Analyten mittels SPME im Kopfraum wurde nicht
verandert. Variiert wurden die Injektionstemperatur und -zeit (Tabelle 4.3). Im Fokus
der Untersuchung stand, ob eine schonendere Desorption bei geringerer Temperatur
oder kiirzerer Dauer die Detektion einer gréBeren Anzahl bzw. héheren Konzentration
flichtiger Substanzen beglinstigt oder ob durch eine verlangerte Desorption ein
héherer Anteil von Aromastoffen auf die Trennsdule gelangt. Durch ein Variieren des
Splitfaktors wurde kontrolliert, ob ein hdherer Anteil an fllichtigen Verbindungen
erfasst bzw. eine bessere Auflésung erreicht werden kann. Die Heizrate des
Temperaturprogramms wurde variiert, um die Moéglichkeit einer Verklrzung der

Methode bzw. ein besseres Auftrennen der Peaks zu prifen.

Tabelle 4.3: Variierte Injektionsbedingungen und variierte Parameter des
Temperaturprogramms zur Modifizierung der HS-SPME-GC-MS-Methode.

Variierte Parameter
Injektionsbedingungen
Injektionstemperatur [°C] 250%* 200

Injektionszeit [min] 10 5 3 2% 1
Splitfaktor [-] 30:1 20:1 10:1%* splitfrei
Temperaturprogramm

Heizrate [K/min] 4 8* 12

*Markierte Parameter entsprechen den ausgewahlten Parametern fiir Methode II.
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SchlieBlich wurde fiir Methode II eine Injektion bei 250 °C fir 2 min festgelegt. Der
Splitfaktor von 10:1 wurde beibehalten. Die Anfangstemperatur des Ofens wurde fir
10 min bei 40 °C gehalten, bei einer Heizrate von 8 K/min auf 240 °C erhdht und

abschlieBend nochmals fir 5 min gehalten.
4.2.3 Analyse fliichtiger Substanzen mittels Ionenmobilitatsspektroskopie
4.2.3.1 Kakao- und Schokoladenproben

Die Analysen wurden bei Umgebungsdruck mit einem SMELLMASTER® IM-
Spektrometer durchgefihrt und mithilfe der IMS Monitor Software 2.1.1.0 (IfU GmbH
Privates Institut fir Analytik, Frankenberg, Deutschland) gesteuert. Die
Betriebsparameter des SMELLMASTER®s sind in Tabelle 4.4 aufgelistet. Das
elektrische Feld in der Driftrohre arbeitet mit einer Feldstarke von 400 V/cm, wozu
eine Gesamtspannung von 2 kV notwendig ist. Nach der Ionisierung mithilfe eines
B -Strahlers (®*H, 50 mBq) wird das Einlassgitter periodisch fiir 60 ps geéffnet. Der
SMELLMASTER® besitzt ein bidirektionales Gasstrémungssystem. Die Probe wird Uber
das Tragergas direkt in den Reaktionsraum eingebracht, welches vor dem Einlassgitter
abgezogen und im internen Gaskreislauf Uber einen Filter gereinigt wird, um es
anschlieBend als Driftgas am Ende der Driftréhre einzufiihren. Der Volumenstrom des
Probeneinlassstroms betrug dabei 40 mL/min und der Driftgasstrom entsprach
400 mL/min. Die Driftzeit der einzelnen Peaks wurde auf die Driftzeit des RIP
(tg = 6,8 ms) bei einer Temperatur von 0 °C und Normaldruck (101,23 kPa) normiert
und jedes Driftzeitspektrum wurde entsprechend der tatsachlichen Temperatur und
des tatsachlichen Drucks korrigiert, sodass die relative Driftzeit t,y dimensionslos ist
und fur den RIP 1,0 betragt.

Tabelle 4.4: Betriebsparameter des SMELLMASTER® Ionenmobilititsspektrometers.

Parameter Wert und Einheit
Driftrohrentemperatur 80 °C
Driftrohrendurchmesser 10 mm
Driftraumlange 50 mm
Driftgasstrom 400 mL/min
Probeneinlassstrom 40 mL/min
Offnungszeit des Einlassgitters 60 ps

Pulshéhe beim Offnen des Einlassgitters 500 V
Elektrische Spannung 2 kV

Elektrische Feldstarke 400 V/cm

Der Einfluss verschiedener Messbedingungen wurde in Vorversuchen anhand einer

Kakaomasse untersucht. Zuerst erfolgte ein Vergleich des positiven und negativen
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Messmodus. AnschlieBend wurde der Einfluss der Probeneinwaage von 1, 2 und 3 g
untersucht sowie Messungen bei einer Detektortemperatur von 60, 70, 80 und 90 °C
durchgefiihrt. Der Einfluss der Probentemperatur wurde fliir Kakaomasse anhand von
40, 60 und 70 °C und fir Honig anhand von 40, 50 und 60 °C bewertet.

Vorbereitend wurden 2,00 £ 0,05 g der bei 45 °C aufgeschmolzenen Kakao- oder
Schokoladenprobe in ein 20 mL Schraubgewindeglas eingewogen und mit einem PP-
Deckel mit PTFE/Silikon-Septum (Phenomenex GmbH, Aschaffenburg, Deutschland)
verschlossen. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass diese Deckel keine Eigenpeaks
im IM-Spektrum hervorrufen und somit flir die Analysen mittels IMS geeignet sind. Die
Proben wurden im Glaschen bei 60 °C fiir 60 min im Warmeschrank vorkonditioniert.
Wahrend des Messens wurde das Probengldschen in einem Babykostwarmer (BKW
3615, Clatronic International GmbH, Kempen, Deutschland) temperiert und dieser mit
Alufolie abgedeckt, um weiterhin eine Temperatur von 60 °C zu gewahrleisten. Die
Temperatur wurde mithilfe eines Thermometers lberprift. Das Glaschen wurde durch
gleichzeitiges Einstechen von zwei Kanilen aus Edelstahl (neolLab Migge GmbH,
Heidelberg, Deutschland) durch das Septum an das Probeneinlasssystem
angeschlossen. Dieses wurde wie von Tzschoppe et al. (2016) gestaltet (Abbildung
4.4) und bestand aus Schlauchen aus PTFE sowie Drosselventilen und
Steckanschliissen aus Messing vernickelt (Landefeld Druckluft und Hydraulik GmbH,
Kassel, Deutschland), deren Materialien keine Eigenpeaks im IM-Spektrum

hervorriefen.

Ion mobility spectrometer

Carrier gas Flow rate I
Flow rate 1 L/min Valve 2 30 mL/min
<] —{T ]
Valve 1 Flow controller
Sample
container

Abbildung 4.4: Skizze des Probeneinlasssystems (Reprint von Tzschoppe et al. (2016) mit
Genehmigung durch Elsevier). Probeneinlassstrom von 30 mL/min betragt beim in dieser Arbeit
eingesetzten IM-Spektrometer 40 mL/min.

Das IM-Spektrum ohne Analyt-Ionen besteht nur aus dem RIP mit einer H6he von 5,0.

Seine H6éhe nimmt ab, wenn die Ladungen der Reaktant-Ionen liber Protonentransfer
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auf den Analyten Ubertragen werden. Ventil 1 des Probeneinlasssystems wurde
manuell geregelt, um wahrend der Messung den Trdgergasstrom, der durch das
Probengefall strémt, zu regulieren und die Molekillkonzentration im Reaktionsraum
einzustellen. Somit konnte eine Sattigung der Driftréhre verhindert und
Reinigungszeiten zwischen den Messungen verkirzt werden. Der RIP sollte auf
Empfehlung des Gerateherstellers wahrend einer Messung auf 30 - 40 % seiner
Ausgangshdhe gesenkt werden und wurde demzufolge auf 2,0 eingestellt. Dies
entsprach dem Arbeitsbereich des Gerdtes, in dem es am empfindlichsten auf

Konzentrationsdanderungen reagiert.

Nach 5 min Vorkonditionierung wurde Ventil 1 des Probeneinlasssystems geotffnet und
der Kopfraum des Glaschens mit Tragergas gespllt und somit die fllchtigen
Aromakomponenten in das IM-Spektrometer geleitet (Abbildung 4.5). Als Tragergas
wurde Druckluft mit einem Volumenstrom von 1,00 £ 0,05 L/min (kontrolliert mithilfe
eines Durchflussmessers GFM17, Aalborg Tech, Aalborg, Danemark) und einem
Taupunkt < -40°C (gewahrleistet durch einen ATK-APN 10+ ET-C

Adsorptionstrockner, dt druckluft-technik GmbH, Kirchheim, Deutschland) eingesetzt.

Abbildung 4.5: SMELLMASTER® Ionenmobilitatsspektrometer sowie Probeneinlasssystem und
Babykostwarmer zum Temperieren der Proben.

Die Messungen wurden auf Empfehlung des Gerateherstellers im positiven Messmodus
bei einer Detektortemperatur von 80 °C und einer Ventiltemperatur von 50 °C
durchgeflihrt. Fir jede Probe wurden die Spektren nach einer Stabilisierungszeit von
20 s und nach dem Einstellen des RIP auf 2,0 flir 2 min aufgenommen. Wahrend des

Betriebs wurde jede Sekunde ein gemitteltes Spektrum bestehend aus
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10 Einzelspektren an die Software gesendet. Alle 2 s wurden diese Spektren erneut
gemittelt und vom System gespeichert, sodass innerhalb von 2 min 60 gespeicherte
Spektren vorlagen und mithilfe eines Makros in Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA) eingelesen und verarbeitet wurden. Dabei wurden alle
Spektren mit einer RIP-H6he von 1,8 - 2,2 ausgewahlt und aus diesen ca. 30 - 50

Spektren ein Mittelwertspektrum bestimmt.

Alle Messungen wurden mindestens in Doppelbestimmung durchgefihrt. Unmittelbar
vor und nach jeder Messung wurde das IM-Spektrometer mit Druckluft gespilt, bis
das Ausgangsspektrum wiederhergestellt war. Wahrend des Spilens war Ventil 1 im
Probeneinlasssystem vollsténdig gedtffnet und ein leeres Probenglaschen an das

Probeneinlasssystem angeschlossen.
4.2.3.2 Honigproben

Fir die Analyse von Manuka- und Kanukahonig wurden 0,50 £0,05 g Honig in ein
20 mL Schraubgewindeglas eingewogen. Jede Probe wurde im Glaschen 60 min vor
der Messung im Warmeschrank sowie wahrend der Messung im Babykostwarmer bei
40 °C temperiert. Die Gerdteparameter wurden analog zu den Untersuchungen von

Kakao und Schokolade gewahlt und die Auswertung ebenfalls analog durchgefiihrt.
4.2.4 Analyse von Reinsubstanzen mittels Ionenmobilitatsspektroskopie

Zur Bestimmung der Position charakteristischer Peaks im IM-Spektrum wurden
ausgewahlte Reinsubstanzen mittels IMS analysiert. Nach dem Herstellen einer
Verdinnungsreihe einer Reinsubstanz mit entionisiertem Wasser (1:2 (500 pL/mL),
1:20 (50 pL/mL), 1:200 (5 pL/mL), 1:2000 (0,5 pL/mL) wurde empirisch die
geeignete Verdlinnungsstufe ermittelt. Eine Verdinnungsstufe galt als geeignet, wenn
eine genigend hohe Konzentration der Reinsubstanz enthalten war, um den RIP auf
2,0 absenken zu kénnen. Gleichzeitig durfte die Konzentration nicht zu hoch sein, um
eine Sattigung der Driftrdhre zu vermeiden. Dazu wurde 1 pL der jeweiligen
Verdinnungslésung, begonnen bei der Verdiinnung mit der niedrigsten Konzentration,
in ein 20 mL Schraubgewindeglas pipettiert und mit einem PP-Deckel mit PTFE/Silicon-
Septum verschlossen. Zum Anreichern der Substanz im Kopfraum wurde die Probe der
Reinsubstanzlésung 5 min bei Raumtemperatur konditioniert und anschlieBend das
Septum mithilfe der Kanilen durchstochen. Um die Proben gleich zu behandeln, wurde
die Probe nach dem Durchstechen des Septums weitere 5 min konditioniert und
mittels IMS bei Raumtemperatur analysiert. Konnte der RIP nicht auf 2,0 abgesenkt

werden, wurde 1 pL der Verdinnung mit der nachsthdheren Konzentration untersucht.
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Tabelle 4.5 zeigt die schlieBlich eingesetzte Konzentration der verdinnten

Reinsubstanz und das untersuchte Probenvolumen der Reinsubstanzlésung.

Aufgrund der geringen Wasserldslichkeit von Benzaldehyd (3,3 g/L),
2'-Hydroxyacetophenon (0,2 g/L), Linalool (1,45 g/L) und 2-Phenylethylalkohol
(20 g/L) wurde die jeweilige Reinsubstanzlésung mit der Konzentration crs laut
Tabelle 4.5 direkt hergestellt und das analysierte Volumen, begonnen bei 1 pL, in

Zehnerpotenzen erhéht, bis der RIP auf 2,0 abgesenkt werden konnte.

Tabelle 4.5: Mittels IMS analysierte Reinsubstanzen, Konzentration der Reinsubstanzlésung
Crst [ML/mL] (verdinnt mit entionisiertem Wasser) und zur Analyse eingesetztes Probenvolumen
der Reinsubstanzlésung Vgs, [ML].

Reinsubstanz Crst [ML/mL] Vrse [ML]
Benzaldehyd 0,5 10
2,3-Butandiol 50 1
2,5-Dimethylpyrazin 5 1
Essigsaure 50 1
2'-Hydroxyacetophenon 0,05 1000
Linalool 0,5 10
2-Phenylethylalkohol 5 50
2,3,5-Trimethylpyrazin 50 1

Um den Einfluss der Matrix auf die Position charakteristischer Peaks der
Reinsubstanzen im IM-Spektrum zu bestimmen, wurden die Reinsubstanzlésungen
auBerdem vermischt mit Kakaomasse, Schokoladenmasse bzw. Glucosesirup (C Sweet
01510, Cargill, Barby, Deutschland; nso.c = 5500 mPa-s) als Matrix untersucht.

Glucosesirup diente dabei als Modellmatrix fir Honig.
4.2.4.1 Reinsubstanzen in der Matrix Kakao/Schokolade

Etwa 10 g Kakao- bzw. Schokoladenmasse wurden bei 45 °C aufgeschmolzen und mit
einem definierten Volumen der Reinsubstanzlésung Vgs v mit der Konzentration crs.
mithilfe eines Spatels fir 1 min vermischt (Tabelle 4.6). Benzaldehyd, Linalool und
2-Phenylethylalkohol wurden unverdiinnt eingesetzt. Die Probe wurde verschlossen flr
mindestens 4 h bei 45 °C gelagert und anschlieBend bei 60 °C analysiert. Dazu
wurden je 2,00 £ 0,05 g der aufgeschmolzenen Probe in 20 mL Schraubgewindeglaser
eingewogen, mit PP-Deckel mit PTFE/Silicon-Septum verschlossen und vor der Analyse
bei 60 °C fir 60 min konditioniert. Als Schokoladenmasse wurde mittels DoCorder
60 min lang conchiertes Walzgut II (WGII¢) eingesetzt. Die IM-Spektren von reiner

Kakao- und Schokoladenmasse bei 60 °C dienten als Basisspektren.
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Tabelle 4.6: Ubersicht von Reinsubstanzen, die in einer ausgewahlten Matrix mittels IMS
analysiert wurden. Konzentration der verwendeten Reinsubstanzlésung crs. [HL/mL] (verdinnt
mit entionisiertem Wasser), Volumen der Reinsubstanzlésung in 10 g Matrix Vgs.,m [ML] und
Konzentration der Reinsubstanz pro g Matrix cgsm [HML/g].

Matrix Reinsubstanz CrsL VRrsLM Crs,M
[ML/mL]  [pL] [ML/g]
Kakaomasse F3 Essigsaure 5 50 0,025
50 50 0,25
Kakaomasse F4 Benzaldehyd RS unverdinnt 1
RS unverdinnt 10
Linalool RS unverdinnt 1
RS unverdinnt 10
Schokoladenmasse 2,3-Butandiol 50 25 0,125
WGlIIg 500 25 1,25
2,5-Dimethylpyrazin 5 25 0,0125
50 25 0,125
2,3,5-Trimethylpyrazin 50 25 0,125
50 50 0,25
2-Phenylethylalkohol RS unverdinnt 1

4.2.4.2 Reinsubstanzen in der Matrix Glucosesirup

wurde dieser mit 500 pL

2-Phenylethylalkohollésung (c = 5 pyL/mL) mithilfe eines Spatels flir 1 min vermischt

Nach dem Einwiegen von 5g Glucosesirup
und fir mindestens 4 h bei Raumtemperatur verschlossen gelagert. Aufgrund der
geringen Wasserloslichkeit von 2'-Hydroxyacetophenon (2 g/L) wurde dies in
unverdinnter Form mit Glucosesirup vermischt. Zur Gewahrleistung derselben
Viskositat wurde zuerst 5 g Glucosesirup mit 500 uL entionisiertem Wasser verdiinnt
und anschlieBend mit 1,5 pL des unverdinnten 2'-Hydroxyacetophenons vermischt
und fir mindestens 4 h bei Raumtemperatur verschlossen gelagert. AnschlieBend
wurden 0,5 g des Gemisches in ein 20 mL Schraubgewindeglas eingewogen, 60 min
bei 40 °C konditioniert und analysiert. Das IM-Spektrum von 0,5 g einer Mischung aus
5 g Glucosesirup und 500 gL entionisiertemm Wasser bei 40 °C diente als

Basisspektrum.

4.3 Statistische Analyse

Alle Daten werden als arithmetisches Mittel £ halber Abweichung (n = 2) oder als

arithmetisches Mittel £ Standardabweichung (n > 2) angegeben.
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4.3.1 Varianzanalyse

Varianzanalysen (ANOVA) mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Post-hoc-Test
(bei konstantem Stichprobenumfang) bzw. Tukey’s Post-hoc-Test (bei ungleichem
Stichprobenumfang) (p < 0,05) wurden mithilfe der Software SAS University
Edition 6p.2 (SAS® Institute, Cary, NC, USA) durchgefiihrt.

4.3.2 Korrelationsanalyse

Eine Korrelationsanalyse wurde unter Verwendung von Peakflachen aus IM-Spektren
und absoluten Peakflachen ausgewdhlter Aromastoffe, die mittels HS-SPME-GC-MS
analysiert wurden, durchgefihrt und der Korrelationskoeffizient anschlieBend mittels
zweiseitigem Test auf Signifikanz gegen Null geprift. Die Bestimmung der Peakflachen
der IM-Spektren erfolgte mit OriginPro 8G SR2 (OriginLab Corperation, Northampton,
MA, USA). Die Peakflachen der GC-Chromatogramme wurden mit der Software
GC/MSD ChemsStation Data Analysis (Version E.02.01.1177; Agilent Technologies

GmbH, Béblingen, Deutschland) ausgewertet.
4.3.3 Multivariate Datenanalyse

Zur multivariaten Datenanalyse wurde eine Datenmatrix der berechneten IM-
Mittelwertspektren bestehend aus x Reihen und y Spalten verwendet. Dabei entsprach
x der Anzahl der Proben (Scores) und y der Anzahl der Variablen (Loadings), d.h. allen
von der Software aufgezeichneten t.4 im betrachteten Driftzeitbereich, mit einer
Differenz benachbarter t.4 von 0,0028. Der betrachtete Driftzeitbereich umfasste den
Bereich im IM-Spektrum, welcher Peaks aufzeigte (Tabelle 4.7). Der RIP wurde
aufgrund von moéglichen Schwankungen der Signalintensitat (1,8 - 2,0)
ausgeschlossen. Abbildung 4.6 zeigt beispielhaft eine Datenmatrix der
neuseelandischen Honige. Die nachfolgenden Analysen wurden mit der Software
Unscrambler X 10.3 (CAMO Software AS, Oslo, Norwegen) durchgefthrt.

Tabelle 4.7: Bereich relativer Driftzeiten t4 [-] der IM-Spektren, welcher zur multivariaten
Datenanalyse genutzt wurde.

Proben tq-Bereich [-]
Kakaoverarbeitungsstufen 1,03 -1,36
Conchiertes Walzgut WGI 1,03-1,36
Edel-/Konsumkakaomassen 1,01 -1,56

Neuseelandischer Honig 1,03 -1,46
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A B c D E F G H 1 J K L M N 0 [ Q R 3
1 [ty 1,0324 10352 1,0380 1,0408 10436 10464 1,0492 1,0521 10549 10577 1,0605 1,0633 10661 1,0680 1,0717 10745 10773 1,08/
2 |M11 0,2758 0,3262 04113 0,6024 0,8444 10760 1,3692 15794 16701 1,6378 14958 1,2613 10036 0,7854 0,5308 0,3718 0,2759 0,21
3 |M12 0,2850 0,3505 0,4402 0,6535 0,8580 11574 11,5037 11,6697 17531 1,6825 11,5262 11,2214 0,9175 0,6963 04371 0,3258 0,2473 02U
4 |M2_1 0,2469 0,2559 0,2962 0,3%00 05173 0,7217 0,9548 1,781 13394 1,5026 1,5030 11,3658 11595 0,8924 0,647 0,607 0,3237 0,24
5 |M2_2 0,2509 0,2503 0,2750 0,323 04525 0,640 0,8360 10875 123276 14952 15717 15186 13482 1,072 0,8477 05958 0,4046 0,29
5 M3 1 0,2538 0,530 0,2777 0,3265 04186 05689 07751 1,0238 102601 14643 15668 1,5369 123908 1,1369 0,8662 0,6242 04238 0,29
7 M3 2 0,2349 02352 10,2567 0,3095 0,3989 0,5700 0,7793 10209 172845 14797 15910 15551 14042 1,481 08513 0,5984 0,4027 0,28
g |M4_1 0,3220 0,307 10,3287 0,395 05105 0,7623 1,0414 13438 16936 19166 1,9901 1,8563 15964 1,2077 0,8475 0,5886 0,3689 0,26«
9 |M4_2 0,2929 0,3088 0,3444 04176 05609 07614 1,0248 1,3245 15849 1,7667 1,8253 1,7337 14683 1,1840 0,8692 0,6142 04498 0,34
10 |M5_1 0,2653 0,2813 0,3320 0,4540 05792 0,808 1,0527 11,3198 15466 1,6509 1,6401 14725 12860 1,0021 0,7382 04985 0,3310 0,24
11 |M5_2 0,2796 10,3242 0,4025 0,5419 0,7683 10231 11,3423 15923 17665 1,8046 1,7078 14910 11750 0,8816 0,6312 0,423 0,3358 0,27
12 [K11_1 03988 0,3153 0,2802 0,2894 0,3476 04209 06128 0,7845 10083 1,1880 1,2866 1,2699 11176 0,9542 0,6648 05017 0,3457 0,26'
13 K112 0,2404 02047 01963 0,2102 0,201 02973 0,3672 04496 05279 0,5713 0,5757 0,5314 04619 0,3673 0,2862 02210 0,772 0,15
14 K12 1 0,2150 0,988 0,2064 0,2401 0,2966 0,3943 0,5199 0,6680 0,8470 0,9858 1,0750 10735 09895 0,8338 0,6492 04918 0,3588 0,28
15 (K12 2 0,2378 0,207 10,2076 0,2244 0,2626 0,3358 04378 0,5800 10,7518 0,8972 1,0222 1,0637 10296 0,9026 0,7364 05554 0,4017 0,30
16 |K13_1 0,2650 0,2808 0,3247 0,4090 0,5787 0,8804 1,400 1,6825 2,0915 2,3026 2,2899 2,0519 16613 1,1844 0,8036 05223 10,3426 0,27
17 K13 2 0,2579 02783 10,3195 0,39%0 05584 0,8311 11,1839 1,5965 19535 2,707 2,1571 1,9413 15550 1,1271 0Q,7723 04894 0,3353 0,26
18 K14 1 0,2647 10,2829 10,2251 0,4238 05965 0,872 1,2536 1,6508 2,0209 2,2055 2,1710 19099 15231 1,1157 0,716 0,857 0,3384 0,28
19 |K14_2 0,2654 0,2858 0,3220 04073 05889 0,8541 1,2375 1,6507 2,0371 2,2696 2,2779 2,0566 16192 1,2143 0,8088 05220 10,3673 0,29
20 |H6_1 0,2694 0,2808 0,3165 0,4055 0,586 0,8058 1,1641 1,5360 18364 2,0844 2,0821 18701 15136 1,1243 0,7552 05063 0,3473 0,27
21 |H6_2 0,2676 10,2825 10,3206 0,401% 0,5603 0,8152 11,1619 15561 128976 2,1197 2,1184 19141 15478 11625 0,7880 0,5282 0,3699 0,29
22 H7_1 0,2774 0,2879 0,3263 04093 05608 0,8158 1,1488 14974 18186 1,9928 19673 17527 14117 1,0221 0,7010 04770 0,3427 0,28
23 H7 2 0,2757 02871 10,3295 04184 05772 0,8250 11,1570 1,5247 1,8188 19746 1,9261 1,7036 123610 0,9873 0,6718 04574 10,3380 0,28
24 |H8_1 0,2991 02951 10,3233 0,3937 05336 0,7369 1,0217 11,3265 15794 1,7379 1,7142 15420 12527 0,9379 0,6631 04677 0,3554 0,30
25 H8_2 0,2944 10,2925 10,2202 0,3915 05228 0,7417 11,0256 1,364 16513 1,8218 1,8084 11,6257 13247 0,9810 0,6856 0,667 0,407 0,28
26 |HI_1 0,2806 0,2904 10,3336 0,4223 05903 0,8708 1,1918 15798 19016 2,086 2,0311 1,7904 14311 1,0215 0,699 04511 0,3196 0,26
27 H9_ 2 0,2847 0,2879 0,3217 0,3975 0,5594 0,8040 11,1335 15172 11,8435 2,0640 2,0698 1,8867 15225 11,1186 0,7597 0,4983 0,348 0,26!
28 |H10_1 0,2570 0,2517 0,2844 0,3600 04681 0,6250 0,8198 10141 172556 1,898 14225 1,3431 11693 0,9559 0,7191 0,5486 0,4283 0,36
29 |H10_2 0,2483 10,2565 0,2910 0,3722 05047 0,6553 0,8727 10724 12412 1,3680 1,3841 1,3055 11232 0,9274 0,7155 05536 04573 0,38

30

Abbildung 4.6: Ausschnitt der Datenmatrix fiir multivariate Analysemethoden am Beispiel von
neuseeléandischem Honig. M1 - M5: reiner Manukahonig, K11 - K14: reiner Kanukahonig,
H6 - H11: Handelsproben.

Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) der IM-Spektren wurde unter Anwendung des
NIPALS-Algorithmus durchgefiihrt. Vor der Analyse wurden die Daten am Mittelwert
zentriert. Die Validierung des Modells wurde aufgrund der geringen Anzahl an Proben
mittels systematischer Kreuzvalidierung durchgefiihrt. Dabei wurde der Certainty Test
zur Festlegung der optimalen Anzahl von Hauptkomponenten angewendet. Eine
Rotation der Hauptkomponenten wurde nicht durchgefiihrt. Loadings mit Endpunkten
im Bereich von -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im

Biplot nicht dargestellt.

Eine Partial Least Square Regression (PLS-R) wurde anhand der Daten der conchierten
Schokoladenmasse aus WGI durchgefihrt, um Zusammenhdnge zwischen den
Ergebnissen von IMS und HS-SPME-GC-MS zu untersuchen. Mittels HS-SPME-GC-MS
bestimmte absolute Peakflachen von 13 sicher identifizierten flichtigen Substanzen
dienten dabei als unabhangige Variablen und die berechneten IM-Mittelwertspektren
der conchierten Schokoladenmasse als abhdngige Variablen. Vor der Datenanalyse
wurden sowohl die Daten der GC-MS-Peakfléachen als auch die Daten der berechneten
IM-Mittelwertspektren jeweils Uber alle Proben und alle Variablen standardisiert
(z-Wert). Die Analyse wurde unter Anwendung des NIPALS-Algorithmus durchgefiihrt
und mittels systematischer Kreuzvalidierung validiert. Loadings mit Endpunkten im
Bereich von -0,10 < PC1, PC2 < -0,10 wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im
Biplot nicht dargestellt.
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Eine Clusteranalyse der IM-Spektren von Manuka- und Kanukaproben wurde mithilfe
der Ward-Methode unter Anwendung der quadrierten euklidischen Distanz

durchgeflhrt.

Zur Diskriminierung der Handelsproben diente eine lineare Diskriminanzanalyse (LDA)
von IM-Spektren der neuseelandischen Honige. Aufgrund der groBen Anzahl an
Variablen (t.4) wurde eine PCA zur Datenreduktion vorangestellt. Es wurde eine
schrittweise Diskriminanzanalyse durchgefiihrt und die Anzahl an Hauptkomponenten
als Merkmalsvariablen gewahlt, die zu einer signifikanten Verbesserung der
Diskriminanz beitrug. Dabei sollten die auserwdhlten Hauptkomponenten zusammen
mindestens 90 % der Gesamtvarianz beschreiben. Anhand der IM-Spektren von
Manuka- und Kanukahonig wurde ein PCA-LDA-Modell erstellt, mithilfe dessen die

Handelsproben der Sorte Manuka oder Kanuka zugeordnet werden konnten.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Messparameter der Ionenmobilitatsspektroskopie

In Vorversuchen wurde festgestellt, dass die Einwaage der Kakaomasse das IM-
Spektrum nicht beeinflusst (Abbildung 5.1). Bei Einwaagen von 1, 2 oder 3 g war die
komplette Bodenflache des 20 mL Schraubgewindeglases mit Probe bedeckt, es
variierte nur der Fullstand des Glaschens. Die Glaschen wurden bei 40 °C im
Warmeschrank temperiert und wahrend der Analyse bei Raumtemperatur mit Styropor
zum Warmbhalten isoliert. Fir die weiteren Analysen wurde eine Probeneinwaage von

2 g festgelegt.

Signalintensitat [-]

0

0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
trd [']

Abbildung 5.1: IM-Fingerprints einer Kakaomasse in Abhangigkeit von der Probeneinwaage: 1 g
(schwarz), 2 g (dunkelgrau), 3 g (hellgrau). Probenglaser wurden auf 40 °C temperiert und
wahrend der Messung mit Styropor isoliert.

Die Abbildung 5.2 zeigt das IM-Spektrum von Kakaomasse bei verschiedenen
Detektortemperaturen. Die Signalintensitat der Spektren war weitgehend unabhangig
von der Detektortemperatur, wobei die Erhéhung im Bereich von 60 - 90 °C im
zweiten Teil der Spektren (ab tq4 = 1,15) eine minimale Abnahme der Peakhdhe
verursachte. Generell fihrte die Erhdhung der Detektortemperatur zur Streckung des
IM-Spektrums, die mit zunehmender Driftzeit immer ausgepragter wurde. Eine
steigende Temperatur fuhrt jedoch prinzipiell zur Erhéhung der Ionenmobilitat (Mayer
& Borsdorf, 2014). Bei der dargestellten Driftzeit handelt es sich um die relative
Driftzeit t4, welche auf der reduzierten Mobilitat basiert (siehe Gleichung 2.3). Die
Software berechnet tea entsprechend der gegenwartig vorliegenden

Umgebungsbedingungen (Druck und Temperatur) und normiert sie auf 0 °C und
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101,3 kPa sowie auf die absolute Driftzeit des RIP bei Normbedingungen, sodass der
RIP bei tq = 1,0 liegt. Laut Geratehersteller ist die Streckung des Spektrums mit
steigender Temperatur somit auf Ungenauigkeiten der Korrekturformel
zurlickzufihren, mit der die Umrechnung auf Normbedingungen stattfindet. Fir den
RIP schien diese Korrektur gut zu funktionieren, da dieser unabhangig von der
Temperatur immer bei 1,0 lag. Die Korrektur flihrte jedoch zur Verschiebung der
Peaks rechts vom RIP, welche mit zunehmendem Abstand vom RIP proportional
zunahm und bei Driftzeiten unterhalb von 1,0 entgegengesetzt verlief. Dies zeigt, dass
Analysen bei konstanter Detektortemperatur durchgefiihrt werden sollten, um
Spektren vergleichen zu kénnen. Fir alle weiteren Analysen wurde auf Empfehlung

des Herstellers eine Detektortemperatur von 80 °C festgelegt.
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Abbildung 5.2: IM-Fingerprints einer Kakaomasse in Abhdngigkeit von der Detektortemperatur.
Proben wurden auf 40 °C temperiert und wahrend der Messung mit Styropor isoliert.

IM-Spektren, die im negativen Modus aufgezeichnet wurden, zeigten deutlich weniger
Peaks (Abbildung 5.3). Da die Kalibrierung des Gerates im positiven Modus
durchgefihrt wurde, lag hier der Peak der negativen Reaktant-Ionen bei t,4 = 0,9. Der
negative Modus ist vor allem flr Messungen im Freien geeignet, da Schwankungen der
Luftfeuchte im negativen Modus keine Verschiebung der Driftzeiten verursachen
(Borsdorf et al., 2011; Mayer & Borsdorf, 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde
trockene Druckluft als Tragergas genutzt. Demzufolge wurden die Analysen im

positiven Modus durchgefiihrt, um eine héhere Anzahl an Peaks zu generieren.

Beim Untersuchen des Einflusses von Probeneinwaage, Detektortemperatur und
Messmodus wurde Kakaomasse bei 40 °C temperiert und anschlieBend bei
Raumtemperatur gemessen. Im Anschluss wurde auch der Einfluss der

Probentemperatur auf das IM-Spektrum bestimmt. Dazu wurde Kakaomasse im
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Warmeschrank bei 40, 60 und 70 °C vortemperiert und wahrend der Messung mithilfe
eines Babykostwarmers konditioniert. Die Doppelbestimmungen wurden an zwei
unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt, um einen Hinweis auf die Reproduzierbarkeit

der Methode zu erhalten (Abbildung 5.4).

N

-
I I LI I | I LI ) I J I

Signalintensitat [-]

0

0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 16
t [-]

Abbildung 5.3: IM-Fingerprint einer Kakaomasse im negativen Messmodus.

Weder die Probentemperatur noch der Messtag hatten einen Einfluss auf das IM-
Spektrum. Alle nachfolgenden Analysen von Kakao- und Schokoladenproben wurden in
Anlehnung an die HS-SPME-GC-MS-Methode, bei der die Adsorption von flichtigen
Substanzen bei 60 °C erfolgte, bei 60 °C durchgefihrt.
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Abbildung 5.4: IM-Fingerprints einer Kakaomasse in Abhangigkeit von der Probentemperatur
und vom Messtag.
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5.2 HS-SPME-GC-MS: Etablierung der Methode II

Eine Uberarbeitung der HS-SPME-GC-MS-Methode I wurde durchgefiihrt, um eine
groBtmaogliche Anzahl an Verbindungen mit groBen Peakflachen identifizieren und
moglichst  auch  Essigsdaure bestimmen zu koénnen. Alle modifizierten
Versuchsparameter wurden als Methode II zusammengefasst. Die Senkung der
Injektionstemperatur von 250 auf 200 °C zeigte keine signifikanten Anderungen im
Chromatogramm. Da die Faser nach jeder Messung fliir 15 min bei 250 °C konditioniert
werden sollte, wurde eine Injektionstemperatur von 250 °C beibehalten, um einen

standigen Wechsel der Injektortemperatur zu vermeiden.

Das Erhéhen des Splits auf 30:1 fihrte Zu einer geringeren
Bestimmungswahrscheinlichkeit der Aromaverbindungen mithilfe der Bibliotheken
NIST MS Search und PBM Quick Search. Bei einer splitfreien Messung konnte zwar die
groBte Gesamtpeakflache ermittelt werden (Tabelle 5.1), jedoch flhrte dies zum
starken Rauschen des Messsignals und zur Uberlagerung von Peaks. Die Messungen
mit Splitfaktoren von 10:1 und 20:1 wiesen keine Unterschiede auf. Fir die

modifizierte Methode wurde ein Splitfaktor von 10:1 beibehalten.

Tabelle 5.1: Einfluss des Splitfaktors auf die Gesamtpeakflache der HS-SPME-GC-MS-
Chromatogramme. Injektion bei 250 °C fir 5 min; Ofenprogramm: 40 °C fur 10 min gehalten,
Temperaturrampe mit 8 K/min auf 240 °C, 5 min gehalten.

Splitfaktor Gesamtpeakflache [FE]

Splitfrei 281.328.974
10:1 222.349.534
20:1 229.882.912
30:1 225.547.019

Das Erhoéhen der Injektionszeit von 5 auf 10 min flihrte zur Abnahme der Peakhdhen,
sodass einige Verbindungen nicht mehr detektiert werden konnten und folglich in einer
Reduktion der Gesamtpeakflache resultierten. Durch die Reduktion der Injektionszeit
konnten zusatzlich Essigsdaure und 3-Methylbutanal im Chromatogramm erfasst
werden. Bei einer Injektionszeit von 3 min war der Essigsaurepeak nur teilweise
sichtbar. Bei weiterer Reduktion der Injektionszeit auf 1 oder 2 min war der
vollstéandige Essigsaurepeak im Chromatogramm erkennbar und die Gesamtpeakflache
wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 5.5). Flr weitere Analysen wurde

eine Injektionszeit von 2 min festgelegt.
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Abbildung 5.5: HS-SPME-GC-MS-Chromatogramme in Abhangigkeit von der Injektionszeit.
Injektionstemperatur: 250 °C; Splitfaktor: 10:1; Ofenprogramm: 40 °C fir 10 min gehalten,
Temperaturrampe mit 12 K/min auf 240 °C, 5 min gehalten.

Die Steigerung der Heizrate von 8 auf 12 K/min hatte nach den ersten 10 min
Haltezeit eine Stauchung des Chromatogramms und somit eine deutliche Reduzierung
der gesamten Retentionszeit zur Folge, resultierte jedoch in der Uberlagerung
einzelner Peaks. Die Verringerung der Heizrate von 8 auf 4 K/min fihrte zu einer
Streckung des Chromatogramms, einer deutlichen Verlangerung der gesamten
Retentionszeit sowie zu einer Abnahme der Gesamtpeakflache. Da die Verringerung
der Heizrate auBerdem nicht zu einer starkeren Vereinzelung der Substanzpeaks
fihrte und um die gesamte Retentionszeit nicht zu sehr zu verlangern, wurde in

weiteren Untersuchungen eine Heizrate von 8 K/min beibehalten.
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5.3 Potential der Ionenmobilitiatsspektroskopie zur

Prozessiiberwachung

5.3.1 Prozessiiberwachung am Beispiel der Kakaoverarbeitung

Die IM-Fingerprints von fermentierten Konsumkakaobohnen wiesen nach dem RIP
sieben Peaks unterschiedlicher Hohe auf. Die beiden Peaks vor dem RIP stellen die
hydratisierten Reaktant-Ionen NH,;"(H,0), (tq = 0,87) und NO*(H,0), (tq = 0,94) dar,
welche durch die Ionisierung der Druckluft (Tragergas) entstanden sind. Um die
Kakaoverarbeitung zu Uberwachen, wurden nach vier weiteren Verarbeitungsschritten
weitere IM-Spektren aufgenommen (Abbildung 5.6). Insbesondere Peaks 1, 3 und 7
zeigten unterschiedliche Maxima und Flachen und schwankten in Abhdngigkeit vom
Verarbeitungsstadium. Peak 1 (t,4 ® 1,05) nahm mit zunehmendem Verarbeitungsgrad
bis zu einem Minimum nach dem Rdsten ab. Die anschlieBende Vermahlung und
Veredelung fiuhrte hingegen wieder zu einer Zunahme. Peak 3 (tq = 1,17) von
fermentierten Kakaobohnen stieg durch die Zerkleinerung und das Rdsten an, nahm
durch das Vorvermahlen ab und erreichte schlieBlich nach dem Feinvermahlen und
Veredeln seinen hochsten Wert. Peak 7 (tq = 1,33) der fermentierten Kakaobohnen
stieg durch das Zerkleinern und Résten an und nahm durch das Vermahlen und

Veredeln wieder ab.
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Abbildung 5.6: IM-Spektren von Konsumkakao (Mittelwert aus n = 3) nach unterschiedlichen
Verarbeitungsschritten. RIP: Reaktant-Ionen-Peak.

Alle IM-Spektren (dreifach bestimmt) wurden im Driftzeitbereich von t.q = 1,01 - 1,56
einer PCA unterzogen, wobei PC1l und PC2 89 % der Gesamtvarianz erklarten
(Abbildung 5.7). Jeder Punkt (Score) im Biplot steht fiir das Spektrum einer Probe der

jeweiligen Kakaoverarbeitungsstufe. Die Vektoren, die vom Koordinatenursprung
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ausgehend im Biplot liegen, werden als Loadings bezeichnet. Die Loadings, die weiter
vom Koordinatenursprung entfernt lagen, beschrieben diejenigen Peaks, die starker
durch die Hauptkomponenten 1 und 2 erklart waren und deren Peakhohen sich
zwischen den einzelnen Proben starker unterschieden. Dies sind Peak 1, 3 und 7.
Loadings, welche nahe dem Koordinatenursprung im Bereich zwischen -0,12 und 0,12

beider Hauptkomponenten lokalisiert waren, sind zur besseren Ubersicht nicht

dargestelit.
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Abbildung 5.7: Biplot der PCA von IM-Spektren unterschiedlicher Verarbeitungsstufen von
Konsumkakao (n = 3) im Driftzeitbereich t4 = 1,03 - 1,36. Loadings im
Bereich -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden nicht dargestellt.

Die Proben aus derselben Verarbeitungsstufe waren im Biplot jeweils als Gruppe
angeordnet. Dies bedeutet, dass die Unterschiede in den IM-Fingerprints eindeutig den
verschiedenen Verarbeitungsstadien zugeordnet werden konnten. Die Scores der
ungerdsteten Kakaonibs lagen sehr nahe am Koordinatenursprung des Biplots, da in
deren Spektren die Peaks 1, 3 und 7, welche die Unterschiede zwischen den Proben
am starksten beschrieben, eine mittlere Hohe aufwiesen. Die Scores der gerdsteten
Nibs und der fermentierten Kakaobohnen befanden sich im 2. und 4. Quadranten des
Biplots in Richtung der Loadings von Peak 7 und Peak 1. Gerdstete Nibs und
fermentierte Kakaobohnen unterschieden sich daher von ungerdsteten Nibs
vorwiegend durch die H6he von Peak 1 und Peak 7 und geringfiigiger durch die Hdhe
von Peak 3. Vorvermahlene Kakaomasse und feinvermahlene, veredelte Kakaomasse

unterschieden sich insbesondere in Peak 3 von den Proben aus anderen
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Verarbeitungsstufen, wobei die feinvermahlene, veredelte Kakaomasse die einzige
Probe im 1. Quadranten des Biplots und demzufolge die Probe mit der hoéchsten

Signalintensitat von Peak 3 war.

Das Aromaprofil der Kakaoverarbeitungsstufen wurde mittels HS-SPME-GC-MS
untersucht, um Aussagen ableiten zu kénnen, welche flichtigen Verbindungen fir die
Unterschiede in den Peakhdhen der IM-Spektren verantwortlich sein kénnten. In
Konsumkakao konnten 33 fllichtige Substanzen detektiert werden, welche in der
Literatur bereits als Aromastoffe von Kakao bzw. Schokolade ausgewiesen werden
(z. B.: Rodriguez-Campos et al., 2012; Tran et al. 2015; Rottiers et al., 2019b). Die
absoluten Peakflachen dieser Verbindungen sind in Anlage 1 zusammengefasst. Jeder
einzelne Verarbeitungsschritt in der Schokoladenherstellung ruft eine Veranderung der
Aromazusammensetzung hervor. Wahrend des Rdstens wurde durch
Maillardreaktionen und  Strecker-Abbau von  Maillardreaktionsprodukten ein
signifikanter Anstieg verschiedener Sauren, Aldehyde, Ketone und Methylpyrazine
nachgewiesen. Gleichzeitig kdnnen gemeinsam mit Wasserdampf bereits auch Sauren,
Alkohole und Ester ausgetragen werden (Aprotosoaie et al., 2016; Frauendorfer &
Schieberle, 2008; Hofmann & Schieberle, 2000; Jinap et al., 1994; Ziegleder, 2008).
Die Entstehung von Roéstaroma wurde in der vorliegenden Arbeit anhand der
Konzentrationszunahme von z. B. Pyrazinen, 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal und
2-Phenylethylalkohol bestatigt. AuBerdem wurde eine Abnahme von 2-Heptanol,

3-Methylbutan-1-ol und einigen Estern bestimmt.

Um einen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der IMS und der HS-SPME-GC-
MS zu prifen, wurden die Peakflachen der sieben Peaks der IM-Spektren integriert
und die Korrelation mit den Peakflachen ausgewahlter Aromastoffe (Alkohole, Ketone,
Pyrazinester und Aldehyde), welche mittels HS-SPME-GC-MS bestimmt wurden,
untersucht. Die Verbindungen, die ausgewahlt wurden, waren jene neun flichtigen
Stoffe, die in mindestens vier der fUnf Verarbeitungsstufen nachgewiesen wurden und
die groBten Peakflachen in den Chromatogrammen aufwiesen. Zusatzlich wurde
Nonanal wegen der hohen Korrelation zwischen seiner Peakflache im HS-SPME-GC-
MS-Chromatogramm und den Flachen der einzelnen Peaks im IM-Spektrum
ausgewahlt. Tabelle 5.2 gibt einen Uberblick tiber die Korrelationskoeffizienten. Es gab
IMS-Peaks, deren Flache signifikant mit der GC-MS-Peakflache verschiedener
Verbindungen korrelierte, zum Beispiel Peak 3 und Peak 7. Die Flache von Peak 3
korrelierte signifikant mit der Flache von 3-Methylbutylacetat (R = -0,983) und
Acetophenon (R = -0,944), die Fléache von Peak 7 korrelierte signifikant mit der
2,3-Butandiol- (R = 0,911) und der Nonanalfléche (R = -0,965).
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Tabelle 5.2: Korrelationskoeffizienten R der Korrelationsanalyse zwischen Peakflachen
ausgewahlter Substanzen, die mittels HS-SPME-GC-MS bestimmt wurden, und Peakflachen der
Peaks 1 bis 7 der IM-Spektren unterschiedlicher Verarbeitungsstufen von Konsumkakao (n = 5).

Rpeak 1 Rpeak 2 Rpeak 3 Rpeak 4 Rpeak 5 Rpeak 6 Rpeak 7
Substanz [-] 1 [-] [-] (1 1 [
2,3-Butandiol -0,725 -0,556 0,080 0,904* -0,094 -0,232 0,911%*
3-Methylbutylacetat -0,006 -0,152 -0,983* 0,292 0,540 0,776 0,000
Benzaldehyd -0,323 0,266 -0,146 -0,338 0,665 -0,244 -0,034
2,3,5-Trimethylpyrazin -0,702  -0,090 0,331 0,654 0,057 -0,479 0,871
Acetophenon 0,166 -0,513 -0,944* 0,310 0,154 0,875 -0,152
Tetramethylpyrazin -0,619 0,363 0,543 0,250 0,237 -0,713 0,681
Linalool -0,156 0,677 0,041 -0,610 0,718 -0,355 -0,190
Nonanal 0,960%* 0,065 -0,018 -0,665 -0,522 0,438 -0,965*
2-Phenylethylalkohol -0,483 0,227 -0,004 0,502 0,354 -0,153 0,658
2-Phenethylacetat -0,338 0,858 0,349  -0,280 0,621 -0,577 0,234

*Markierte Korrelationskoeffizienten sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Es waren auch Aromaverbindungen vorhanden, deren Peakflachen signifikant mit der
Flache mehrerer Peaks korrelierten, wie zum Beispiel 2,3-Butandiol mit Peak 4
(R =0,904) und Peak 7 (R = 0,911) oder Nonanal mit Peak 1 (R = 0,960) und Peak 7
(R = -0,965). Dies weist darauf hin, dass ein einzelner Peak im IM-Fingerabdruck aus
einer Kombination mehrerer Verbindungen resultieren und eine einzelne Verbindung
mehrere Peaks erhéhen oder absenken kann. Das Vorhandensein von zwei Peaks im
(2016)

beschrieben. Zwei Peaks kdnnen als Indikator fiir die Existenz von Monomeren und

IM-Spektrum von reinem Hexanal wurde auch von Tzschoppe et al.

Dimeren der jeweiligen Verbindung angesehen werden. Dimere entstehen
Ublicherweise, wenn eine hohe Konzentration der jeweiligen Molekiile vorhanden ist,
und fihren zu zusatzlichen Peaks im Spektrum (Contreras et al., 2019; Eiceman &

Karpas, 2005; Jurado-Campos et al., 2018).

Die Konzentration einiger Verbindungen korrelierte positiv und die anderer negativ mit

den Peakflachen der IM-Spektren. Dies zeigt auch Abbildung 5.8, in der flr
2,3-Butandiol, 2,3,5-Trimethylpyrazin und Nonanal die Korrelationen mit den Flachen
der Peaks 1 und 7 dargestellt sind. Eine negative Korrelation kdnnte darauf
zurlckzufiihren sein, dass beim Vorhandensein von Monomer- und Dimerpeaks mit
steigender Konzentration einer Verbindung der Monomerpeak abnimmt, wahrend der
Dimerpeak ansteigt (Garrido-Delgado et al., 2015; Jurado-Campos et al., 2018). Wird
davon ausgegangen, dass Peak 1 dem Monomerpeak (positive Korrelation mit HS-
SPME-GC-MS-Peakflache) und Peak 7 dem Dimerpeak von Nonanal
HS-SPME-GC-MS-Peakflache) (Abbildung 5.8),
widerspricht diese jedoch der Annahme, dass mit steigender Konzentration einer

Substanz (d. h. Zunahme der HS-SPME-GC-MS-Peakflache) deren Monomerpeak im

(negative

Korrelation mit zuzuordnen st
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IM-Spektrum sinkt, wahrend ihr Dimerpeak steigt. Der Riickgang eines Peaks trotz
eines Anstiegs der Konzentration dieser Verbindung kénnte auch auf die Entfernung
einer anderen Verbindung zurtickgefiihrt werden, welche durch denselben Peak im IM-

Spektrum dargestellt wurde.
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Abbildung 5.8: Korrelationsanalyse der Peakflachen von 2,3-Butandiol, 2,3,5-Trimethylpyrazin
und Nonanal, welche mittels HS-SPME-GC-MS bestimmt wurden (n = 2), und der Peakflachen

von Peak 1 (a) und Peak 7 (b) der IM-Spektren (n = 3) unterschiedlicher Verarbeitungsstufen
von Konsumkakao.* Markierte Korrelationskoeffizienten sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Da ein einzelner Peak im IM-Fingerprint nicht direkt einer Substanz zugeordnet
werden kann, wie in einem GC-MS-Chromatogramm, ist ein erster Versuch der
Zuordnung von Substanzen zu einzelnen Peaks im IM-Spektrum mittels
Korrelationsanalyse nicht zielfihrend. Es bestehen nur in wenigen Fallen signifikante
Korrelationen zwischen den Peakflachen, welche mittels HS-SPME-GC-MS bestimmt
wurden, und den Peakfldchen der IM-Fingerprints. Dies liegt vermutlich auch daran,
dass Kakaoaroma komplex aufgebaut ist und sich aus einer groBen Anzahl fllichtiger
Verbindungen zusammensetzt. Das Zuordnen von Peaks im IM-Fingerprint zu
Aromakomponenten soll im Weiteren anhand eines einzelnen Verarbeitungsschrittes,

dem Conchieren getestet werden.
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5.3.2 Prozessiiberwachung am Beispiel des Conchierens
5.3.2.1 Aromaanalyse mittels Ionenmobilitdtsspektroskopie

Die Abbildung 5.9 zeigt die IM-Fingerprints von Schokoladenmasse aus Walzgut I, die
bei zwei Temperaturen jeweils in zwei unabhangigen Ansatzen (A und B) conchiert
wurde. Die Spektren der Doppelbestimmungen sind vergleichbar. Die Fingerabdriicke
zeigen, abgesehen vom RIP, sieben charakteristische Peaks bei nahezu denselben t.q
wie in den IM-Fingerprints der Proben nach unterschiedlichen
Kakaoverarbeitungsschritten. Walzgut bzw. Schokoladenmasse vor dem Conchieren

wurde als "0 min Probe" bezeichnet.

Peak 1 bei t,4 = 1,06 zeigte bei allen Proben die hdchste Signalintensitat. Bei 50 °C
stieg die Hohe dieses Peaks bis zu einer Conchierdauer von 30 min an und blieb
danach konstant. Bei einer Conchiertemperatur von 75 °C erreichte dieser Peak sein
Maximum bereits nach 10 min und wies anschlieBend nur noch marginale Anderungen
der Signalintensitat auf. Die Héhe von Peak 2 (tq = 1,11) nahm mit zunehmender
Conchierzeit geringfligig ab, wurde aber nicht von der Conchiertemperatur beeinflusst.
Letztere hatte jedoch einen ausgepragten Einfluss auf die H6he und Position von Peak
3 (tq = 1,18). Bei 50 °C nahm das Peakmaximum nach anfanglicher Konstanz mit der
Conchierzeit ab und wurde tendenziell in Richtung einer héheren Driftzeit verschoben.
Bei 75 °C stieg die Peakhdhe zunachst von 0,78 auf 0,94 an, verringerte sich jedoch
nach einer Conchierdauer von 30 min auf 0,51 in Charge A und auf 0,37 in Charge B.
Das Peakmaximum wurde auBerdem zu Beginn des Conchierens entlang der Abszisse
zu einer hoéheren t,4 und nach 60 min Conchieren langsam zurick in die
Ausgangsposition verschoben. Das Maximum von Peak 4 (tq4 = 1,22) stieg an und
wurde mit zunehmender Conchierzeit etwas nach rechts verschoben, wobei die

Peakh6henzunahme bei héherer Conchiertemperatur ausgepragter war.

Der folgende Abschnitt der IM-Spektren zeigte zwei kleine Peaks, Peak 5 bei t,4 = 1,26
und Peak 6 bei tq4 = 1,29. Schokoladenmasse vor dem Conchieren wies nur Peak 5
auf, dessen Hohe mit zunehmender Conchierzeit abnahm, wahrend Peak 6 anstieg.
Nach 30 min Conchieren bei 50 °C war Peak 5 nicht mehr detektierbar; bei 75 °C war
Peak 5 bereits nach 10 min nicht mehr zu erkennen. Die Hohe von Peak 7 (tg = 1,33)
nahm wahrend des Conchierens ab und blieb nach 30 min bei 50 °C und nach 10 min
bei 75 °C konstant.
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Abbildung 5.9: IM-Spektren von Schokoladenmasse aus Walzgut I, die in zwei unabhangigen
Chargen A und B bei jeweils 50 und 75 °C conchiert wurde, in Abhangigkeit von der
Conchierzeit. ,0 min" steht fir unconchiertes Walzgut I. RIP: Reaktant-Ionen-Peak.



Ergebnisse und Diskussion 77

In der Literatur wird beschrieben, dass beim Conchieren wasserdampfflichtige
Verbindungen aus der Schokoladenmasse ausgetrieben werden (Ziegleder, 2008).
Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass eine Abnahme der Peakhdhe in den IM-
Spektren ein Indikator fiir eine solche Reduktion an Aromaverbindungen ist. Folglich
bezieht sich eine Zunahme der Peakhdhe vermutlich auf Aromaverbindungen, die
durch Umverteilung oder Entfernung von anderen Verbindungen starker in den
Vordergrund treten. Allerdings kann ein Anstieg der Peakhéhe auch auf das
Vorhandensein und das Verhaltnis von Monomeren zu Dimeren einer Substanz
zurickgeftuhrt werden. Wahrend eine abnehmende Molekiilkonzentration zu weniger
Dimeren flUhrt, steigt somit der Monomerpeak an (Garrido-Delgado et al., 2015;
Jurado-Campos et al., 2018). Es ist auch madglich, dass zunehmende Peakhéhen in
den vorliegenden IM-Spektren auf das Vorhandensein von Pyrazinen hinweisen, denn
Literaturangaben, die sich auf Anderungen der Pyrazinkonzentration wéhrend des
Conchierens beziehen, sind widerspriichlich. Albak & Tekin (2016) und Perego et al.
(2004) stellten eine Reduktion verschiedener Pyrazine fest, wahrend Counet et al.

(2002) und Ascrizzi et al. (2017) einen Konzentrationsanstieg nachwiesen.

Fir eine PCA wurden die Spektren im Driftzeitbereich von t4=1,03-1,36
herangezogen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde jeweils nur Charge A fir
beide Conchiertemperaturen dargestellt (Abbildung 5.10). Jede Probe war im Biplot in
der Nahe ihrer Doppelbestimmung positioniert und die ersten beiden
Hauptkomponenten erklarten bereits 71 % der Gesamtvarianz. Die im Biplot in drei
Gruppen angeordneten Loadings sind am starksten definiert und beziehen sich auf die
Driftzeiten von Peak 1 (t4 = 1,06), Peak 3 (tq = 1,18) und Peak 4 (t,q = 1,22). Dabei
ladt t,y des Maximums von Peak 1 auf der positiven PC1 und t des Maximums von
Peak 4 auf der negativen PC2. Peak 3 korrelierte mit beiden Hauptkomponenten. Die
Loadings der anderen vier Peaks befanden sich in der Nahe des Ursprungs und sind

zur besseren Ubersicht nicht dargestellt.

Proben, die bei 50 °C conchiert wurden, unterschieden sich hauptsachlich durch PC1.
Nur jene Proben, die flir 120 und 240 min conchiert wurden, unterschieden sich von
den restlichen Proben auch entlang von PC2. Dies macht deutlich, dass Peak 1
(t,q ® 1,06) fur die Unterscheidung von Proben, die wahrend der ersten 60 min bei
50 °C conchiert wurden, geeignet ist. Zur Diskriminierung der Spektren der 120 und
240 min conchierten Proben von allen anderen Proben, die bei 50 °C conchiert
wurden, kénnen die Peaks 3 und 4 genutzt werden. Die Scores aller Proben, die bei
75 °C conchiert wurden, unterschieden sich sowohl bezogen auf PC1 als auch auf PC2,

was bedeutet, dass die Peaks 1, 3 und 4 zur Differenzierung genutzt werden kdnnen.
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Abbildung 5.10: Biplot der PCA von IM-Spektren der Schokoladenmasse aus Walzgut I nach
unterschiedlicher Conchierdauer bei 50 und 75 °C (jeweils Charge A) im Driftzeitbereich
tq = 1,03 - 1,36. Walzgut ist Schokoladenmasse vor dem Conchieren (0 min). Zahlen
entsprechen der Conchierzeit. Loadings im Bereich -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden nicht
dargestellt. Ellipsen mit gepunkteter Linie fassen jeweils relative Driftzeiten zusammen, die
einen Peak beschreiben.

Da Peak 3 (tq = 1,16-1,18) mit beiden Hauptkomponenten im Biplot korrelierte,

besaBen Proben mit negativer PC1, unabhangig von ihrer Conchiertemperatur das

Maximum von Peak 3 bei niedrigerer t.4 (siehe auch Abbildung 5.9). Proben mit

héheren PC2-Scores im Biplot wiesen Spektren mit héherem Maximum fir Peak 3 auf.

Die Loadings von Peak 4 korrelierten mit der negativen PC2. Dies bedeutet, dass

Proben mit den niedrigsten PC2-Werten die héchsten Signalintensitéten von Peak 4
aufwiesen. Proben, die 120 und 240 min bei 50 °C conchiert wurden, befanden sich im

Biplot in der Nahe der Proben, die 60 min bei 75 °C conchiert wurden. Dies zeigt, dass

das Austreiben bzw. Umverteilen von flichtigen Verbindungen als Funktion der

Conchierzeit und Conchiertemperatur (Afoakwa et al., 2008; Ziegleder, 2008) auch

Uber die IMS dargestellt werden kann.
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Abbildung 5.11 bezieht Charge B mit ein und zeigt, dass bei vereinzelten Proben im
Scoreplot Unterschiede in Abhangigkeit von der Charge erkennbar sind. Diese
Abweichungen scheinen bei 50 °C gréBer zu sein. Der Einbezug von Charge B
untermauert, dass sich die IM-Fingerprints von Schokoladenmasse in Abhangigkeit
von der Conchiertemperatur deutlich voneinander abgrenzen. Unterschiede zwischen
Schokoladenmasse mit unterschiedlicher Conchierdauer sind bei 75 °C gréBer als bei

50 °C.
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Abbildung 5.11: Scoreplot der PCA von IM-Spektren der Schokoladenmasse aus Walzgut I nach
unterschiedlicher Conchierdauer bei 50 und 75 °C unter Einbeziehung von zwei unabhangigen
Chargen (A und B) im Driftzeitbereich t,4 = 1,03 - 1,36. Walzgut ist Schokoladenmasse vor dem
Conchieren (0 min). Zahlen entsprechen der Conchierzeit.

5.3.2.2 Aromaanalyse mittels HS-SPME-GC-MS

Mithilfe der NIST- und PMB-Bibliotheken konnten von den Uber HS-SPME-GC-MS
detektierten flichtigen Verbindungen in der Schokoladenmasse 13 Substanzen sicher
identifiziert werden (siehe Anlage 2 und 3). Ihre absoluten Peakflachen dienten als

MaB fir die Konzentration und nahmen fir die meisten Aromasubstanzen wahrend des
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Conchierens ab. Einige andere Verbindungen wiesen eine konstante Konzentration
oder eine anfangliche Konzentrationszunahme, gefolgt von einer Abnahme mit
fortschreitender Conchierzeit auf. Abbildung 5.12 zeigt die absoluten Peakflachen
ausgewahlter Aromakomponenten, z. B. 2,3-Butandiol, Benzaldehyd,
2,3,5-Trimethylpyrazin und 2-Phenylethylalkohol, welche alle einen Anteil von
3 - 17 % der Gesamtpeakflache aufwiesen, sowie von Linalool als weiteren Vertreter
der Alkohole.
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Abbildung 5.12: Aus der HS-SPME-GC-MS bestimmte absolute Peakflachen ausgewahlter
flichtiger Aromaverbindungen in Schokoladenmasse aus Walzgut I in Abhdangigkeit von der
Conchierzeit bei 50 und 75 °C der Chargen A und B (n = 4). 0 min Probe ist Walzgut vor dem
Conchieren (n = 2).Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Temperatur bezogen auf eine
Aromaverbindung unterscheiden sich signifikant (p < 0,05).

Bei einer Conchiertemperatur von 75 °C nahmen die Konzentrationen von allen
Komponenten auBer von 2-Phenylethylalkohol bereits nach einer Conchierzeit von
10 min signifikant ab; 2-Phenylethylalkohol zeigte dies erst nach 60 min. Bei einer
Conchiertemperatur von 50 °C kam es erst nach 60 min fir 2,3-Butandiol und nach

120 min flr 2,3,5-Trimethylpyrazin zu einer Konzentrationsabnahme. Die
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Konzentrationen von Benzaldehyd und Linalool blieben bis zum Conchierende von

240 min konstant.

Die Ergebnisse der HS-SPME-GC-MS zeigen, dass bei einer Conchiertemperatur von
75 °C ein starkerer Austrag von Aromaverbindungen stattfand. Somit konnten die
Ergebnisse der IMS bestatigt werden. Eine Konzentrationsabnahme von flichtigen
Sauren, Alkoholen (z. B. Linalool und 2-Phenylethanol), Aldehyden und Pyrazinen ist
charakteristisch fiir das Conchieren (Afoakwa et al., 2008; Albak & Tekin, 2016;
Aprotosoaie et al., 2016; Counet et al., 2002; Perego et al., 2004; Tran et al., 2016).
Ziegleder et al. (2003b) nutzten neben Tetramethylpyrazin auch Benzaldehyd und
2-Phenylethylalkohol als Leitsubstanzen wédhrend des Conchierens. In der
Schokoladenmasse  stellten sie kaum eine  Konzentrationsabnahme  der
Aromakomponenten fest, wahrend ihre Anteile in abzentrifugiertem Fett signifikant
sanken. Um in der vorliegenden Arbeit eine starkere Konzentrationsabnahme von
beispielsweise Benzaldehyd und 2-Phenylethylalkohol festzustellen, kénnte das Fett
abzentrifugiert und analysiert werden. Auf diesen Schritt wurde verzichtet, da ein

Probenvorbereitungsschritt einer Analyse in Echtzeit entgegensteht.

Die in Abbildung 5.12 dargestellten Aromaverbindungen wiesen bei 75 °C bereits nach
60 min Konzentrationen auf, die bei 50 °C erst nach 120 bzw. 240 min erreicht
wurden. Auch anhand dieser Beobachtung konnten die Ergebnisse der IMS bestatigt
werden (siehe Abbildung 5.10 und Abbildung 5.11). Die gr6Bere Streuung der
absoluten Peakflachen von bei 50 °C conchierten Proben sind auf Unterschiede
zwischen den Chargen zurickzufiihren und bestdtigen die Abweichungen der
Doppelbestimmungen im Scoreplot der IM-Fingerprints (siehe Abbildung 5.11). Die
durchgefliihrten Versuche zeigen, dass eine Bewertung des Conchierfortschritts anhand
von Proben, die wahrend des Cochierens zu definierten Zeitpunkten entnommenen
wurden, mittels Stand-Alone-IMS mdglich ist. Eine industrielle Umsetzung in Form von
Inline-Analysen bringt Herausforderungen mit sich. Die Aufzeichnung von IM-
Fingerprints durch Echtzeitanalyse des Kopfraums eines Conchierapparates erfordert
ein entsprechendes Probeneinlasssystem, welches die Probe in das IM-Spektrometer

leitet und den RIP automatisch regelt.
5.3.2.3 Identifizierung einzelner Aromakomponenten in IM-Fingerprints

Abbildung 5.13 zeigt beispielhaft IM-Fingerprints von Essigsaurelésungen
unterschiedlicher Konzentration. Bei der Aufnahme von Spektren von 0,5 pL/mL
Essigsaureldsung konnte der RIP nicht auf 2,0 abgesenkt werden, weshalb hdher

konzentrierte Lésungen analysiert wurden. Mit Konzentrationen von 5 und 50 pL/mL
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Essigsdure war es moglich den RIP auf 2,0 einzustellen und das IM-Spektrum
resultierte in zwei charakteristischen Peaks. Dabei fiihrte die héher konzentrierte
Lésung zu Fingerprints mit einer geringeren Peakhohe bei t,4 = 1,060 und einer
hoheren Peakhohe bei ty = 1,182. Eine héhere Konzentration einer Substanz bei der
Ionisierung beglinstigt die Bildung von Dimeren, was zum Anstieg des Dimer- und
Absinken des Monomerpeaks flihren kann (Eiceman & Karpas, 2005; Garrido-Delgado
et al., 2015; Jurado-Campos et al., 2018).
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Abbildung 5.13: IM-Spektren (Mittelwert aus n = 2) von Essigsédureldsungen unterschiedlicher
Konzentration. * abgeschnittener Peak.

Um einen mdglichen Einfluss der Probenmatrix auf die Peakpositionen der
Reinsubstanzen zu untersuchen, wurden Mischungen aus den jeweiligen
Reinsubstanzlésungen und Kakaomasse oder Schokoladenmasse als Matrix analysiert.
Dazu wurden Essigsaure, Benzaldehyd und Linalool jeweils mit Kakaomasse (F3 oder
F4) und 2-Phenylethylalkohol, 2,3-Butandiol, 2,5-Dimethylpyrazin und
2,3,5-Trimethylpyrazin mit Schokoladenmasse aus 60 min conchiertem Walzgut II
(WGIIgo) vermischt. Die IM-Spektren der Reinsubstanzlésungen sowie der Mischungen
aus Reinsubstanzlésung und Matrix sind in Abbildung 5.14 und Abbildung 5.15
dargestellt. Alle Reinsubstanzen zeigten einen, zwei bzw. drei ausgepragte Peaks,
deren Lage in den jeweiligen IM-Spektren markiert ist. Die IM-Spektren der
Mischungen aus Essigsdaure und Kakaomasse F3 wiesen keine Verschiebung der
charakteristischen Peaks im Vergleich zum IM-Fingerprint von Essigsaurelésung auf
(Abbildung 5.14a). Die Zugabe von 0,25 pL Essigsdaure/g Kakaomasse flhrte zur
Entstehung eines Peaks bei t4 = 1,285 und kdnnte in Anwesenheit einer hohen
Essigsdurekonzentration auf die Entstehung von Trimeren hindeuten. Im Spektrum
von Essigsaurelésung war bei dieser Driftzeit nur eine leichte Erhdéhung der

Signalintensitat erkennbar.



Ergebnisse und Diskussion 83

[ a ’ F3
2 -
: ---------- Esslgs'aure
K 0,025 uLig
Tr 0,25 ul/g
0 &
oo oo bov s s b v bovna bvsv g be v bvv v o s g b el
E‘ ’ ._b F4
= S Benzaldehyd  {i
g 11Lig
et '.
£ 1 : 10 pLig
@ L
c
2 [ .
w 0 _______________________________ st =
l 11 1 1 I 11 1 1 I L1 1 1 I 11 1 1 I L1 1 1 I 11 1 1 I 11 1 1 I 1 1 1 I 11 1 1 I
F e g,
3 d F4
2 I
: ---------- L|n3|00|
C 1 ul/g
Tr 10 uL/g
0 —

08 09 10 1.1 1,2 13 14 15 1,6 1,7

trd [']

Abbildung 5.14: IM-Spektren (Mittelwert aus n = 2) von a) Essigsaure sowie Essigsaure in
Edelkakaomasse F3, b) Benzaldehyd sowie Benzaldehyd in Edelkakaomasse F4 und c) Linalool
sowie Linalool in Edelkakaomasse F4. IM-Spektrum von F3 bzw. F4 diente als Basisspektrum.

Konzentrationen geben Volumen der Reinsubstanz pro 1 g Matrix an. n = 1 fur 0,025 pL
Essigsaure/g F3 und 1 puL/g Benzaldehyd/g F4.* abgeschnittener Peak.

Benzaldehyd und Linalool wurden vermischt mit der Kakaomasse F4 als Probenmatrix
analysiert (siehe Abbildung 5.14b und c). Benzaldehyd besaB einen Monomerpeak bei
tq = 1,188 und einen Dimerpeak bei t,4 = 1,566. Wahrend 1 puL/g Benzaldehyd kaum
eine Veranderung des Fingerprints der Kakaomasse F4 hervorrief, fuhrten 10 uL/g
zum Anstieg der Signalintensitat an den Positionen der Reinsubstanzpeaks. Linalool
hingegen wies nur einen Monomerpeak an der Position t,4 = 1,285 auf. Eine Mischung
aus Kakaomasse und 1 uL/g Linalool zeigte einen leichten Anstieg des Peaks bei dieser
Driftzeit, welcher durch Zugabe von 10 pL/g merklich zunahm. Durch Vermischen der
Reinsubstanzen mit Kakaomasse wurde keiner der charakteristischen Peaks in seiner

Lage verschoben.
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Abbildung 5.15: IM-Spektren (Mittelwert aus n = 2) von a) 2-Phenylethylalkohol sowie
2-Phenylethylalkohol in 60 min conchiertem Walzgut II (WGIle), b) 2,3-Butandiol sowie
2,3-Butandiol in WGIIgq, c) 2,5-Dimethylpyrazin sowie 2,5-Dimethylpyrazin in WGIIg, und

d) 2,3,5-Trimethylpyrazin sowie 2,3,5-Trimethylpyrazin in WGIIg,. IM-Spektrum von WGIIgq
diente als Basisspektrum. * abgeschnittener Peak.

Die IM-Spektren von 2-Phenylethylalkohol und 2,3-Butandiol wiesen zusatzlich zu
ihren jeweils zwei charakteristischen Peaks bei t,q = 1,26, 1,34 und 1,57 bzw. 1,08
und 1,13 lokale Maxima auf, welche aufgrund ihrer geringen Hohe allerdings nicht als
charakteristisch angesehen wurden (Abbildung 5.15a und b). Die groBe Zahl an Peaks
im IM-Spektrum ist deshalb vermutlich auf die Bildung unterschiedlicher Ionenspezies

wahrend der Ionisierung zurlickzufiihren (Kirk & Zimmermann, 2016). Die Analyse
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beider Reinsubstanzen mittels GC-MS ergab keine weiteren Substanzpeaks. Eventuell
konnten mdgliche Unreinheiten jedoch mittels IMS aufgrund ihrer hohen
Empfindlichkeit nachgewiesen werden, was zu den zusatzlichen lokalen Maxima im IM-

Spektrum fihrte.

Die Zugabe von 2-Phenylethylalkohol zu Schokoladenmasse flihrte zum Anstieg der
Peaks von Schokoladenmasse bei t,q = 1,122 und 1,629. Diese relativen Driftzeiten
entsprachen der Lage des Monomer- und Dimerpeaks von 2-Phenylethylalkohol. Auch
die Signalintensitadt im Driftzeitbereich von t4 = 1,52 - 1,60 stieg im Vergleich zu
Schokoladenmasse geringfligig an. Die Erhohung der 2,3-Butandiolkonzentration in
Schokoladenmasse bewirkte eine Abnahme des Monomerpeaks und einen Anstieg des
Dimerpeaks von 2,3-Butandiol in Schokoladenmasse. Die IM-Fingerprints der beiden
Pyrazine zeigten jeweils nur einen Monomerpeak (siehe Abbildung 5.15c und d). Die
Zugabe von 2,5-Dimethylpyrazin bzw. 2,3,5-Trimethylpyrazin zu Schokoladenmasse
fihrte mit steigender Konzentration der Reinsubstanzen zum Anstieg der
Monomerpeaks, weshalb der Peak bei t,4 = 1,156 bzw. 1,220 Dimethylpyrazin bzw.

Trimethylpyrazin zugeordnet werden kann.

Im Weiteren wurden die Positionen der charakteristischen Monomer-, Dimer- und
Trimerpeaks mit den Fingerprints der conchierten Schokoladenmasse abgeglichen. Zur
besseren Veranschaulichung sind die IM-Fingerprints der Reinsubstanzen entlang der
y-Achse verschoben worden und gemeinsam mit den IM-Fingerprints der bei 75 °C
conchierten Schokoladenmasse aus Charge A in Abbildung 5.16 dargestellt. Bezogen
auf die Einteilung der IM-Spektren conchierter Schokoladenmasse in sieben Bereiche
(siehe auch Abbildung 5.9) befand sich der charakteristische Monomerpeak von
Essigsaure in Bereich 1, von 2-Phenylethylalkohol in Bereich 2, von
2,5-Dimethylpyrazin, 2,3-Butandiol und Benzaldehyd in Bereich 3, von
2,3,5-Trimethylpyrazin in Bereich 4 und von Linalool in Bereich 6. Essigsaure nahm
mit ihrem Dimer- und Trimerpeak vermutlich zusatzlich Einfluss auf die Bereiche 3 und
6 im Spektrum. Die Positionen der charakteristischen Monomer-, Dimer- und
Trimerpeaks der untersuchten Reinsubstanzen sind zur Ubersicht zusétzlich in Tabelle

5.3 zusammengefasst.
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Abbildung 5.16: IM-Fingerprints (Mittelwert aus n = 2) von a) ausgewahlten Reinsubstanzen

Tabelle 5.3: Relative Driftzeiten t,4 [-] der Maxima charakteristischer Peaks im IM-Spektrum der

Signalintensitét [-]

Signalintensitét [-]

Essigsaure
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und b) bei 75 °C conchierter Schokoladenmasse aus Walzgut I, Charge A.

analysierten Reinsubstanzen.

Reinsubstanz Monomerpeak Dimerpeak Trimerpeak
trd ['] trd ['] trd [']
Essigsaure 1,060 1,182 1,287
2-Phenylethylalkohol 1,122 1,629 --
2,5-Dimethylpyrazin 1,156 -- --
2,3-Butandiol 1,180 1,444 -
Benzaldehyd 1,188 1,566 --

2,3,5-Trimethylpyrazin 1,220 -- --
Linalool 1,285 -- -
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Im Weiteren wurden die Flachen der Peaks 1, 2, 3, 4 und 6 der IM-Spektren integriert
sowie die Peakfachen von 2-Phenylethylalkohol, 2,3-Butandiol, Benzaldehyd,
2,3,5-Trimethylpyrazin und Linalool im GC-Chromatogramm bestimmt und
anschlieBend die Zu- bzw. Abnahme der Peakflachen miteinander verglichen. Die
Peakflachen der IM-Spektren sowie die Aromakomponenten, die den einzelnen Peaks
zugeordnet wurden, sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst, die Peakflachen der GC-MS-

Chromatogramme sind in Tabelle 5.5 dargestellt.

Essigsaure konnte mittels HS-SPME-GC-MS mit Methode I nicht nachgewiesen werden,
deshalb fehlt dieser Wert fir Vergleichszwecke. Laut Literaturdaten kann von einem
Austrag von Essigsaure wdahrend des Conchierens ausgegangen werden (Afoakwa et
al., 2008; Beckett et al., 2017). Essigsaure wies im IM-Spektrum charakteristische
Peaks bei t.q = 1,060, 1,182 und 1,287 auf, diese Driftzeiten entsprachen den Peaks 1
(ta = 1,06), 3 (tq= 1,18) und 6 (t4= 1,29) der Fingerprints von conchierter
Schokoladenmasse (siehe Abbildung 5.16). Wird bericksichtigt, dass mit
zunehmender Konzentration die Ho6he des Dimerpeaks unter Abnahme der
Signalintensitat des Monomerpeaks steigt (Garrido-Delgado et al., 2015; Jurado-
Campos et al., 2018) (siehe auch Abbildung 5.13), kénnte der Anstieg von Peak 1
bzw. die signifikante Zunahme der Peakfldche mit steigender Conchierzeit auf eine
Abnahme der Essigsaurekonzentration in der Schokoladenmasse zurtickgefihrt
werden, vorausgesetzt die Anteile von Peak 3 und Peak 6, die Essigsaure zuzuordnen

sind, nehmen in ihrer Signalintensitat bzw. Flache ab (Tabelle 5.4).

Die Dimerpeaks von 2-Phenylethylalkohol, 2,3-Butandiol sowie Benzaldehyd lagen im
Drifzeitbereich t4 > 1,33, in welchem die IM-Fingerprints der Schokoladenmasse aus
WGI keine Peaks zeigten. Somit ist davon auszugehen, dass die Analyt-Ionen dieser
drei Aromakomponenten aufgrund ihrer geringen Konzentration in Schokoladenmasse
nicht in Form von Dimeren vorlagen. Folglich wurden im Weiteren nur die
Monomerpeaks betrachtet. Eine Abnahme der Monomerpeakflache ging vermutlich mit

einer Konzentrationsabnahme der Aromakomponenten einher.

Der charakteristische Monomerpeak von 2-Phenylethylalkohol (t,4 = 1,122) stimmte
annahernd mit der Lage von Peak 2 (tq4 = 1,11) Uberein. Wahrend die Flache des
Peaks mit zunehmender Conchierdauer signifikant abnahm (Tabelle 5.4), sank die
mittels HS-SPME-GC-MS bestimmte absolute Peakflache nach einer anfanglichen
Zunahme ab einer Conchierdauer von 60 min ebenfalls signifikant (Tabelle 5.5).

Tendenziell war eine Abnahme bereits nach 30 min erkennbar.
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Tabelle 5.4: Flachen ausgewahlter Peaks der IM-Spektren von conchierter Schokoladenmasse
aus Walzgut I bei 75 °C, Charge A (n = 2).

Peakfldche IMS [1073.FE]

Conchierzeit Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4 Peak 6
[min]

0 18,33 £ 0,33 7,11 £ 0,18 18,45+ 0,24°> 4,23 +£0,02° 2,54 £0,14°
10 24,55 £ 0,50° 5,72 £0,10° 20,89 +0,05° 5,26 £ 1,13 4,84 + 0,18°
30 26,36 £ 0,02° 3,74 +0,17° 18,66 = 0,60°> 6,54 £ 0,02° 5,88 + 0,632
60 26,19 £ 0,96 2,79 £0,01¢ 15,72 £0,13° 8,70 = 0,14 4,88 + 1,577

120 24,30 £ 0,15° 2,65+ 0,30 12,63 +0,74 9,87 £0,32® 4,13 + 0,372
240 23,02 +1,54* 3,84 +£0,39° 11,13 +0,17¢ 9,29 = 0,64 2,55 +0,53°
zugeordnete Essigsaure 2-Phenyl- Benzaldehyd 2,3,5-Tri- Linalool
Rein- ethylalkohol  2,3-Butandiol methylpyrazin Essigsaure
substanz Essigsaure

Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden sich signifikant
p < 0,05).

Tabelle 5.5: Absolute Peakflachen ausgewahlter Aromakomponenten der HS-SPME-GC-MC-
Chromatogramme (Methode I) von bei 75 °C conchierter Schokoladenmasse aus Walzgut I,
Charge A (n = 2).

Absolute Peakfliche HS-SPME-GC-MS [10%FE]

Conchier- 2,3-Butandiol Benzaldehyd 2,3,5-Tri- Linalool 2-Phenyl-
zeit [min] methylpyrazin ethylalkohol
0 23,93 + 3,10° 6,10 +£1,20° 8,10 + 0,03° 2,01 + 0,05 7,60 + 0,09°
10 26,81 +£0,84° 7,48 +£0,96° 11,18 +0,66° 3,16 + 0,41° 11,34 £ 0,72°
30 18,86 + 4,38% 5,70 + 0,39° 8,42 £ 0,61° 2,97 £0,10®® 11,80 + 0,69°
60 9,94 £ 1,44°> 2,99 £0,28° 5,24 +£0,13° 2,81 +£0,22°® 10,57 £ 0,442
120 -- 0,86 £ 0,06° 1,83+ 0,54 1,74 +0,02° 6,26 + 1,19°
240 -- 0,40 £ 0,11° 0,23 £0,07¢ 0,69 + 0,234 3,51 £ 0,70°
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden sich signifikant
(p < 0,05).

Neben dem Dimerpeak der Essigsaure konnten auch die Monomerpeaks von
2,3-Butandiol (t,y = 1,180) und Benzaldehyd (tq=1,188) Peak 3 (tq= 1,18)
zugeordnet werden. Die Uberlagerung mehrerer Substanzen in Peak 3 kdnnten zu
seiner Verschiebung beziglich t4 geflihrt haben (siehe Abbildung 5.9). Nach Zunahme
der Fldche von Peak 3 nahm diese nach 10 min wieder signifikant ab. Ahnliche
Konzentrationséanderungen wurden flir 2,3-Butandiol und Benzaldehyd auch mittels
HS-SPME-GC-MS beobachtet. Wahrend die Peakfldache von Benzaldehyd wahrend der
ersten 30 min konstant blieb, zeigte sie im Anschluss eine signifikante Abnahme. Die
Peakflache von 2,3-Butandiol nahm nach einer tendenziellen Zunahme zu Beginn des
Conchierens nach 30 min wieder signifikant ab. Zu welchen Anteilen Essigsdure,
2,3-Butandiol
beeinflussen, ist anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht abschatzbar. Ab einer
120 min nicht durch
2,3-Butandiol bestimmt, da dieses mittels HS-SPME-GC-MS nicht mehr nachgewiesen

und Benzaldehyd jeweils die Hbéhe von Peak 3 im IM-Spektrum

Conchierdauer von wurde der Peak vermutlich mehr
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werden konnte. Die Benzaldehydkonzentration nahm nach 60 min tendenziell weiter
ab.

Im IM-Fingerprint wurde 2,5-Dimethylpyrazin bei t.4 = 1,156 identifiziert (siehe
Abbildung 5.16a). Bei dieser relativen Driftzeit wiesen die Fingerprints der
Schokoladenmasse keinen Peak auf (Abbildung 5.16b). Der Reinsubstanzpeak von
2,5-Dimethylpyrazin Gberschneidet im Bereich 3 die Monomerpeaks von 2,3-Butandiol,
Benzaldehyd sowie den Dimerpeak von Essigsaure. Dass Peak 3 der Fingerprints
conchierter Schokoladenmasse auch Anteile von Dimethylpyrazin enthielt, wird jedoch
ausgeschlossen, da diese Verbindung mittels HS-SPME-GC-MS nicht nachgewiesen

wurde.

Der 2,3,5-Trimethylpyrazin-Peak mit t4 = 1,220 konnte Peak 4 (tq4= 1,22)
zugeordnet werden, dessen Flache mit steigender Conchierdauer zunahm. Die IM-
Peakflache verhielt sich somit genau umgekehrt zur Konzentration von
2,3,5-Trimethylpyrazin, dessen absolute Peakflache im GC-Chromatogramm nach
einer Zunahme innerhalb der ersten 10 min signifikant abnahm. Der Anstieg der
Flache von Peak 4 im IM-Spektrum der conchierten Schokoladenmasse kénnte dafir
sprechen, dass der Gehalt von 2,3,5-Trimethylpyrazin mit zunehmender
Conchierdauer zunahm. Wahrend in der Literatur Angaben zur Abnahme der
Pyrazinkonzentration zu finden sind (Albak & Tekin, 2016; Perego et al., 2004),
wurden auch steigende Anteile von Pyrazinen nachgewiesen (Ascrizzi et al., 2017;
Counet et al., 2002). Die Annahme, dass die 2,3,5-Trimethylpyrazinkonzentration
wahrend des Conchierens ansteigt, wirde jedoch den Ergebnissen der HS-SPME-GC-
MS-Analysen widersprechen. Die zunehmende Flache von Peak 4 ist deshalb mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf andere Substanzen zurlickzufiihren, die dieselbe Mobilitdt
aufwiesen und ebenfalls charakteristische Peaks im Bereich von Peak 4 (tq4 = 1,22)

zeigten.

Die Linaloolkonzentration wurde vermutlich durch Peak 6 widergespiegelt. Zu welchem
Anteil Essigsaure in diese Peakflache eingeht, ist nicht bekannt. Die Flache von Peak 6
stieg tendenziell in den ersten 30 min des Conchierens an und fiel anschlieBend wieder
ab. Die Abnahme wurde jedoch nicht als signifikant eingestuft. Diese Beobachtung
korreliert mit den Ergebnissen der HS-SPME-GC-MS. Zu Beginn nahm die absolute

Peakflache von Linalool zu und sank nach 60 min signifikant ab.

Eine Korrelationsanalyse der Peakflachen aus Tabelle 5.4 und Tabelle 5.5 zeigte, dass
die Peakflachen von 2,3-Butandiol und Benzaldehyd, welche mittels HS-SPME-GC-MS

bestimmt wurden, in Abhdngigkeit von der Conchierdauer jeweils signifikant mit der
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Flache von Peak 3 der IM-Spektren korrelierten (R = 0,976 bzw. 0,991; p < 0,05).
Auch die Summe der 2,3-Butandiol- und Benzaldehydflache der GC-MS-
Chromatogramme korrelierte signifikant mit der Flache von Peak 3 (R = 0,980). Der
Korrelationskoeffizient der Peakflachen von Linalool beider Methoden betrug
R = 0,795, war laut zweiseitigem Test jedoch nicht signifikant. Die Peakflache von
Trimethylpyrazin im GC-MS-Chromatogramm korrelierte negativ mit Peak 4 des IM-
Spektrums (R = -0,940), wahrend zwischen den Flachen von 2-Phenylethylalkohol
keine Korrelation bestand (R = 0,029).

Grundsatzlich konnte den Peaks 1, 2, 3, 4 und 6 im IM-Spektrum conchierter
Schokoladenmasse je mindestens eine der untersuchten Reinsubstanzen zugeordnet
werden. Ob den einzelnen Peaks der IM-Fingerprints weitere Substanzen zuzuordnen
waren, kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht beurteilt werden. Dennoch
konnte mittels IMS flr vier der sieben untersuchten Reinsubstanzen eine
Konzentrationsabnahme mit zunehmender Conchierdauer bestimmt werden, welche
mit der Referenzmethode HS-SPME-GC-MS bestatigt wurde.

Der Zusammenhang zwischen den Daten der IMS und der HS-SPME-GC-MS wurde
zusatzlich mithilfe einer PLS-R untersucht. Der Biplot der PLS-R zeigte eine
vergleichbare Anordnung der conchierten Proben zum Biplot der PCA der IM-Spektren
von bei 75 °C conchierter Schokoladenmasse aus WGI (Abbildung 5.17, Vgl. siehe
Abbildung 5.10). Auch eine PCA der GC-MS-Daten wies eine vergleichbare Anordnung
der Proben im Biplot auf (nicht dargestellt). Demnach bestand ein Zusammenhang
zwischen den IM-Fingerprints und den Peakflachen der 13 Aromakomponenten, welche
mittels HS-SPME-GC-MS identifiziert wurden. Die Faktoren 1 und 2 erklarten 98 % der
Gesamtvarianz der HS-SPME-GC-MS-Daten und 75 % der Gesamtvarianz der IMS-

Daten.

Im Biplot wurden Loadings im Bereich -0,10 < PC1, PC2 < 0,10 aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt, folglich sind nicht alle 13 Substanzen dargestellt,
sodass z. B. Linalool im Biplot fehlt. Anhand der Ausrichtung der Loadings lasst sich
ableiten, dass die Variablen Benzaldehyd und 2,3-Butandiol mit Peak 3 (t,4 = 1,18) der
IM-Spektren korrelierten. Dies bestatigt die zuvor abgeleiteten Zusammenhdnge
zwischen den Ergebnissen der IMS und HS-SPME-GC-MS. 2,3,5-Trimethylpyrazin
korrelierte ebenfalls mit Peak 3 und negativ mit Peak 4. Eine Korrelation mit Peak 3
wurde bisher nicht festgestellt, aber eine negative Korrelation mit Peak 4 bestdtigt die
zuvor getroffene Annahme, dass 2,3,5-Trimethylpyrazin Peak 4 in den IM-Spektren

zuzuordnen ist, dessen Flache mit abnehmender 2,3,5-Trimethylpyrazin-Konzentration
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zunahm. Eine Korrelation zwischen 2-Phenylethylalkohol und Peak 2 (Loadings von

Peak 2 im Biplot nicht dargestellt) wurde im Biplot der PLS-R nicht ermittelt.

Aromakomponente HS-SPME-GC-MS a Walzgut

t [-]1IMS @®  Conchierzeit [min]
T l T I T I T T T l T I T
D
10 | ‘vll‘.Peak1 _
i Al ]
f 0.5 120_1 ‘
0 ® ]
«© 120 2
3 I ° i
e
~ 00 |
= 240_1
§ L o .
o 240_2
L 05 e —
- 0_1 -
_2,3-Butandio| ™1
_1 '0 1 | 1 | 1 | 1 | Il | 1 | 1
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3

Faktor 1 (93 %; 41 %)

Abbildung 5.17: PLS-R der mittels HS-SPME-GC-MS bestimmten Peakflachen der identifizierten
Aromakomponenten (unabhéngige Variablen) und der IM-Spektren (abhangige Variablen) im
Driftzeitbereich t,4 = 1,03 - 1,36 von bei 75 °C conchierter Schokoladenmasse aus Walzgut I,

Charge A. Variablen im Bereich von -0,10 < PC1, PC2 < 0,10 wurden nicht dargestellt.
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5.4 Potential der Ionenmobilitiatsspektroskopie zur

Sortenunterscheidung

5.4.1 Sortenunterscheidung am Beispiel von Kakao

Die Abbildung 5.18 zeigt IM-Fingerprints von drei Konsumkakaomassen (B1 - B3) und
sechs Edelkakaomassen (F1 - F6). Die Fingerprints wiesen nach dem RIP im
Driftzeitbereich von t.4 = 1,04 - 1,52 eine unterschiedliche Anzahl an Peaks mit

unterschiedlicher Hohe auf.

RIP Essigséure Essigsaure Essigsaure
a Benzaldehyd Linalool
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Abbildung 5.18: IM-Fingerprints (Mittelwert aus n = 3) von a) Konsumkakaomassen (B1 - B3)
sowie b und c) Edelkakaomassen (F1 - F6). RIP: Reaktant-Ionen-Peak.
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Die Anzahl und Hohe der Peaks steht nicht im Zusammenhang mit der Kakaoqualitat,
lasst aber groBe Unterschiede im Aromaprofil der einzelnen Kakaomassen vermuten.
Im Vergleich zu den IM-Spektren der bisher analysierten Zwischenprodukte der
Kakaoverarbeitung und der conchierten Schokoladenmasse, welche sieben Peaks im
Driftzeitbereich t,4 = 1,03 - 1,36 zeigten, wiesen die Proben B1l, B3, F1 und F6 im

Bereich t.q > 1,36 bis zu drei zusatzliche Peaks auf.

Die grauen Markierungen in Abbildung 5.18 kennzeichnen die Driftzeitbereiche, denen
in vorangegangen Versuchen charakteristische Peaks der Aromakomponenten
Essigsaure, Benzaldehyd und Linalool zugeordnet wurden (siehe Abbildung 5.14). In
diesen Bereichen wurde die Signalintensitat der Fingerprints verglichen. Denn
Ziegleder (1990) und Schmarr & Engel (2012) nutzen die Linaloolkonzentration und
auch das Verhaltnis von Linalool zu Benzaldehyd als Index zur Unterscheidung der
Kakaoqualitat. AuBerdem wurden in Konsum- und Edelkakao Unterschiede in der
Essigsaurekonzentration festgestellt (Frauendorfer & Schieberle, 2008, 2019; Qin et
al., 2017).

Der Peak bei t,q = 1,06, welcher dem Monomerpeak von Essigsdure zugeordnet wurde,
wies in Konsumkakaomassen Signalintensitaten zwischen 0,41 und 0,85 auf. Die
Edelkakaomassen besaBBen bei dieser Driftzeit Peakmaxima zwischen 0,64 und 1,25.
Demnach wiesen Edelkakaomassen bei dieser Driftzeit nicht generell ein hdheres
Peakmaximum auf als die Konsumkakaomassen, sondern nur F1, F3 und F5 besaBen
einen hdéheren Peak. Ob Kakaomassen mit einem héheren Peakmaximum bei
tq = 1,06 eine hohere oder niedrigere Essigsaurekonzentration besitzen, lasst sich
anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht beurteilen. Charakteristische Peaks von
Essigsaure wurden in vorangegangenen Versuchen auBerdem bei t4 = 1,182 und
1,287 ermittelt. Wie hoch der Anteil der Essigsaure an diesen Peaks ist, ist nicht

bekannt.

Bei relativen Driftzeiten von t4= 1,182 bzw. 1,188, welche Essigsaure bzw.
Benzaldehyd zugeordnet wurden, war in den IM-Fingerprints der Kakaomassen kein
einzelner Peak erkennbar. Dies kdnnte auf eine mogliche Uberlagerung durch weitere
Substanzen in diesem Bereich des Spektrums zurlckgefiihrt werden. Im
Driftzeitbereich t.q = 1,17 - 1,21 wiesen die Konsumkakaomassen B2 und B3 einen
Doppelpeak und Bl einen einzelnen Peak bei héherer Driftzeit (t,4 = 1,20) auf. Die
Edelkakaomassen F1 und F6 zeigten in diesem Bereich ein Plateau und F2 - F5 einen
einzelnen Peak bei einer geringeren Driftzeit (t.q = 1,17). Generell wiesen F1 und F6

sehr ahnliche Fingerprints auf.



94 Ergebnisse und Diskussion

Bei einer Driftzeit von t4 = 1,285, welche Linalool zugeordnet wurde, war in keinem
Fingerprint ein deutlicher Peak erkennbar, nur B2, F4 und F5 zeigten in diesem
Bereich eine leichte Erhéhung der Signalintensitat. Aus diesem Grund erschien eine
Berechnung des Verhdltnisses von Linalool zu Benzaldehyd, wie Ziegleder (1990) es
zur Differenzierung von Konsum- und Edelkakao vorschlug, anhand von Peakflachen

der IM-Spektren nicht zielflihrend.

Zur besseren Veranschaulichung der Unterschiede zwischen den IM-Spektren wurde
eine PCA durchgefihrt. Dazu wurden die IM-Spektren im Driftzeitbereich von
tq = 1,01 - 1,56 herangezogen. Der Biplot der PCA ist in Abbildung 5.19 dargestellt.
Die ersten beiden Hauptkomponenten erklérten 91 % der Gesamtvarianz. Loadings im
Bereich von -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im
Biplot nicht dargestellt.

1 T ] T l T I
B1 B2
@ ~=1,049-1,072
_ t=1,468 - 1.49
=2 ANy
S . WN,=1,164-1,178
- Bi e I NN
o~ ® Ly
~ {,=1,237-1,254/
(&)
o L t,,=1,013-1,024 |
-1+ te [ —
o Konsumkakao
Edelkakao
) ] I | L |
-2 -1 0 1

PC1 (70 %)

Abbildung 5.19: Biplot der PCA von IM-Spektren der Konsumkakaomassen (B1 - B3) und
Edelkakaomassen (F1 - F6) im Driftzeitbereich t,y = 1,03 - 1,36. Loadings im
Bereich -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden nicht dargestellt.

Die untersuchten Kakaomassen waren im Biplot in neun Gruppen angeordnet und
konnten somit bezlglich ihrer geografischen Herkunft differenziert werden. Dabei
lagen Konsumkakaomassen aus Ghana und der Elfenbeinkliste (B2 und B3) im Biplot

nah beieinander und @hnelten sich folglich. Edelkakaomassen aus der Dominikanischen
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Republik und Peru (F1 und F6) kénnten aufgrund ihrer @hnlichen Fingerprints zu einer
Gruppe zusammengefasst werden. Konsumkakao aus Westafrika (Bl) wies hohe
negative PC1l-Werte auf und grenzte sich von allen anderen Kakaomassen ab. Eine
generelle Gruppierung in Edel- und Konsumkakao lag im Biplot nicht vor. Die gréBten
Unterschiede zwischen den Proben lagen, den langsten Loadings nach zu urteilen, im
ersten Peak (tq = 1,049 - 1,072) des Spektrums vor, welcher Essigsdure zugeordnet

wurde.

Dieselben neun Kakaomassen wurden auBerdem mittels HS-SPME-GC-MS analysiert.
In den Chromatogrammen der Kakaomassen konnten mithilfe der NIST- und PMB-
Bibliotheken 48 Aromakomponenten sicher identifiziert werden. Ein Uberblick tiber die
Peakflachen von allen identifizierten Komponenten befindet sich in den Anlagen 4 bis
6. Die absoluten Peakflachen von Essigsdure, Benzaldehyd und Linalool sind zusatzlich

in Tabelle 5.6 dargestellt.

Tabelle 5.6: Absolute Peakflachen von Essigsdaure, Benzaldehyd und Linalool der HS-SPME-GC-
MS-Chromatogramme (Methode II) von Konsumkakaomassen (B1 - B3) und Edelkakaomassen
(F1 - F6) (n = 2).

Kakao- Absolute Peakflache HS-SPME-GC-MS [10°-FE] Verhaltnis
masse  Essigsaure Benzaldehyd Linalool Linalool/Benz-
aldehyd [-]
Bl 133,34 + 7,88 16,96 + 5,80° 5,80 + 0,80 0,37 + 0,08¢
B2 139,95 + 12,27« 26,17 + 5,38? 6,78 + 2,343 0,25 + 0,04¢
B3 77,54 £ 2,99¢ 27,43 £ 1,13° 5,73 £ 0,78 0,21 + 0,04¢
F1 190,92 £ 4,20° 17,88 + 1,11° 8,46 + 0,573 0,47 + 0,00°
F2 155,81 + 7,383 27,55  1,44° 4,95 £ 0,41 0,18 £ 0,01°¢
F3 164,36 £ 7,213 18,39 + 0,242 3,66 £ 0,27° 0,20 % 0,02¢
F4 121,48 £ 9,59« 23,03 £ 0,35 12,54 + 1,26° 0,54 + 0,05%
F5 169,68 + 12,80 18,13 £ 0,03° 4,85 £ 0,36 0,27 £ 0,02¢
F6 112,72 + 6,82¢ 17,99 + 3,657 11,38 + 2,66 0,63 + 0,022

Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden sich signifikant
(p < 0,05).

Keine der drei Aromakomponenten diente hinsichtlich ihrer Peakflache in Kakaomasse
zur Unterscheidung von Konsum- und Edelkakao. Fir Essigsdure zeichnete sich die
Tendenz einer héheren Essigsaurekonzentration in Edelkakao ab, denn mit Ausnahme
von Edelkakao aus Ecuador (F4) und Peru (F6) wiesen alle Edelkakaomassen héhere
Essigsaurekonzentrationen auf als die Konsumkakaomassen. In bisherigen Studien
wurden in Edelkakao im Vergleich zu Konsumkakao sowohl héhere (Qin et al., 2017)
als auch geringere Essigsaurekonzentrationen (Frauendorfer & Schieberle, 2008,
2019)

signifikanter Unterschied zwischen den Kakaomassen. Ein héherer Gehalt an Linalool

bestimmt. Bezogen auf ihre Benzaldehydkonzentration bestand kein
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in Edelkakao, wie von Ziegleder (1990) und Qin et al. (2017) nachgewiesen wurde,
konnte nicht bestatigt werden. Demzufolge war eine Unterscheidung der beiden
Kakaoqualitaten anhand der Linaloolkonzentration nicht méglich. Das Verhaltnis der
Peakflachen von Linalool und Benzaldehyd wies unabhangig von der Kakaoqualitat
Werte zwischen 0,18 und 0,63 auf und diente ebenfalls nicht zur Differenzierung von

Konsum- und Edelkakao.

Zum Vergleich der Aromaprofile der Kakaomassen wurde eine PCA anhand der
absoluten Peakflachen der identifizierten Verbindungen, welche zuvor standardisiert
wurden (z-Wert), durchgefiihrt. Die ersten beiden Hauptkomponenten erkldrten zwar
nur 45 % der Gesamtvarianz (Abbildung 5.20), doch es konnte im Vergleich zu den
am Mittelwert zentrierten Daten eine bessere Auftrennung der Proben erreicht werden.
Die ersten finf Hauptkomponenten erklarten 79 % und die ersten sechs
Hauptkomponenten bereits 85 % der Gesamtvarianz. Die Loadings entsprechen den
identifizierten Aromakomponenten und sind im Biplot mit Zahlen nummeriert. Die
zugehorigen Substanzen sind in Anlage 4 zusammengefasst. Die Aufteilung der Proben
im Biplot der ersten beiden Hauptkomponenten &hnelte der PCA der IM-Spektren
(siehe Abbildung 5.19). Beispielsweise lag Konsumkakao aus Westafrika (B1) relativ
weit entfernt von allen anderen Kakaomassen und unterschied sich vor allem
beziglich PC1. B1 wies mit 37 identifizierten Aromakomponenten signifikant mehr
Substanzen auf wund unterschied sich auch in der Konzentration einiger
Aromakomponenten von den anderen Kakaomassen. Beispielsweise besaBB Bl eine
héhere Konzentration von 2,5-Dimethylpyrazin (17), 2,3-Dimethylpyrazin (19) und
2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-on (39). Diese Aromakomponenten
korrelierten wie auch B1 negativ mit PC1. Der Biplot von PC1 und PC2 sowie der Biplot
von PC3 und PC4 zeigen, dass sich die Edelkakaomassen aus der Dominikanischen
Republik (F1) und aus Peru (F6) hauptsachlich bezliglich PC4, welche nur 11 % der
Gesamtvarianz beschreibt, unterschieden (Abbildung 5.21). Auch die IM-Spektren

zeigten eine Ahnlichkeit zwischen F1 und F6.

Essigsdure (1) korreliert positiv mit der PC2 und ladt am starksten auf PC4,
demzufolge wiesen die Proben B3 und F6 die geringste und F1 die hdochste
Essigsaurekonzentration auf. Der Biplot von PC3 und PC4 zeigt, dass die
Edelkakaomassen, abgesehen von Edelkakao aus Ecuador (F4) und aus Peru (F6),
einen hdoheren Essigsduregehalt aufwiesen als sie Konsumkakaomassen. Linalool (35)
korreliert positiv mit PC2 und PC3 und negativ mit PC1 und PC4. Linalool wird nur
wenig durch PC1 erklart und |adt am starksten auf PC4. Der Biplot von PC3 und PC4

zeigt demnach eindeutig, dass F4 und F6 den hdchsten Linaloolgehalt besaBen.
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Abbildung 5.20: a) Scoreplot und b) Loadingplot von PC1 und PC2 der PCA der absoluten
Peakflachen der HS-SPME-GC-MS-Chromatogramme (Methode II) von Konsumkakaomassen
(B1 - B3) und Edelkakaomassen (F1 - F6). Zahlen entsprechen den identifizierten
Aromakomponenten und sind in Anlage A4 aufgefiihrt. 1: Essigsdure, 20: Benzaldehyd,

35: Linalool.
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Abbildung 5.21: a) Scoreplot und b) Loadingplot von PC3 und PC4 der PCA der absoluten
Peakflachen der HS-SPME-GC-MS-Chromatogramme (Methode II) von Konsumkakaomassen
(B1 - B3) und Edelkakaomassen (F1 - F6). Zahlen entsprechen den identifizierten
Aromakomponenten und sind in Anlage A4 aufgeflhrt. 1: Essigsaure, 20: Benzaldehyd,
35: Linalool.
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Benzaldehyd (20) korreliert positiv mit PC1 und negativ mit PC2, PC3 und PC4. Am
meisten wird Benzaldehyd durch PC2 erklart. Folglich wiesen Proben mit positiven

PC2-Werten (F1, F5 und F6) die geringste Benzaldehydkonzentration auf.

Edelkakao aus Ecuador (F4) wies neben der hoéchsten Linaloolkonzentration im
Vergleich zu den anderen Kakaomassen vor allem den hdéchsten Gehalt von
Butyrolacton (14) und a-Pinen (27) auf. Edelkakao aus Peru (F6) besaB die hdchsten
Anteile von 2-Heptanolacetat (28), 5,6-Dihydro-6-pentyl-2H-pyran-2-on (45) und
Pentylbenzoat (46). Der Ester 2-Heptanolacetat (28) wurde in keiner der
Konsumkakaomassen nachgewiesen. AuBerdem besaBen die Edelkakaomassen

tendenziell einen héheren Koffeingehalt (48) als die Konsumkakaomassen.

Sowohl mit der IMS als auch mit der HS-SPME-GC-MS fand keine generelle
Gruppierung bezliglich der Kakaoqualitat statt. Jedoch konnten die Kakaomassen
beziglich ihrer geografischen Herkunft differenziert werden. Die vorliegenden
Ergebnisse bestatigen die kontroverse Diskussion iber Aromaprofile von Konsum- und
Edelkakao in der Literatur. Bisher wurden keine Marker ermittelt, die zur

Differenzierung von Konsum- und Edelkakao geeignet sind.
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5.4.2 Sortenunterscheidung am Beispiel von Manuka- und Kanukahonig

Um den Einfluss der Probentemperatur auf die IM-Spektren zu ermitteln, wurde eine
Honigprobe auf 40, 50 oder 60 °C temperiert und bei fortwahrender Temperierung
mittels IMS analysiert. Die IM-Fingerprints zeigten keine Unterschiede (Abbildung
5.22). Fir die folgenden Analysen wurde eine Probentemperatur von 40 °C festgelegt,

um eine madgliche Bildung von Hydroxymethylfurfural zu vermeiden.
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Abbildung 5.22: IM-Spektren einer Honigprobe bei 40 °C (hellgrau), 50 °C (dunkelgrau) und
60 °C (schwarz) in Doppelbestimmung.

Abbildung 5.23 zeigt IM-Fingerprints von reinen Manuka- und reinen
Kanukahonigproben (M und K). Unterschiede in den IM-Spektren der Manuka- und
Kanukahonige sind vor allem im Driftzeitbereich von t4 = 1,03 - 1,23 zu erkennen.
Dieser Abschnitt wurde hinsichtlich der auftretenden Peaks in vier Teilbereiche
gegliedert. In Bereich 1 (tq4= 1,03 -1,08) zeigten alle Honige einen Peak, der
unabhdngig von der Sorte in seinem Maximum variierte. Bei den Kanukaproben fallt
auf, dass K11 und K12 im Bereich 1 einen Peak mit einer Hohe von ca. 1,0 aufwiesen,
wahrend K13 und K14, deren Fingerprints im gesamten Driftzeitbereich Ubereinander
lagen, im Bereich 1 eine Peakhdhe von > 2,0 zeigten. Im Bereich 2 (t4 = 1,08 - 1,14)
wiesen nur Manukaproben auBer M4 bei t4 = 1,13 einen kleinen Anstieg der
Signalintensitat auf. Im Bereich 3 der Fingerprints (tq = 1,14 - 1,19) war in allen
Proben ein Peak zu sehen. Dieser wies fir Manukahonige eine Héhe von ca. 0,5 auf,

wahrend bei Kanukahonigen Signalintensitaten von 0,75 - 1,25 erreicht wurden.
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Abbildung 5.23: IM-Fingerprints (Mittelwert aus n = 2) von a) reinem Manukahonig (M1 - M5)
und b) reinem Kanukahonig (K11 - K14). RIP: Reaktant-Ionen-Peak.

Im Bereich 4 (tq = 1,19 - 1,23) wiesen alle reinen Manukahonige einen Peak bei
tq = 1,21 auf. Die Fingerprints der reinen Kanukahonige zeigten in diesem Bereich
keinen Peak. Bei t.4 > 1,24 wiesen nur noch vereinzelte Proben kleinere Peaks auf, die
nicht als signifikant angesehen wurden. Auf Basis dieser IM-Spektren und unter den in
dieser Arbeit angewandten Versuchsbedingungen wird folgende Hypothese zur
Unterscheidung von reinen Manuka- und Kanukahonigen aufgestellt: der Peak im
Bereich 3 bei tq4 = 1,14 - 1,19 weist flir Kanukahonige eine Hohe > 0,75 und flr
Manukahonige < 0,6 auf. Ein Peak im Bereich 4 bei t,4 = 1,21 ist charakteristisch flr
Manukahonige. Dieser konnte von einer Markersubstanz stammen, die nur in

Manukahonig enthalten ist.

In einer nachfolgenden Clusteranalyse der IM-Spektren im Driftzeitbereich
tq=1,03-1,46 wurden die reinen Manuka- und Kanukahonige in drei Cluster
eingeteilt (Abbildung 5.24). Dabei befanden sich alle Manukaproben in einem Cluster.
Die Kanukahonige wurden auf zwei Cluster aufgeteilt, wobei K11 und K12 sowie K13

und K14 je einem Cluster angehérten. Die Unterschiede innerhalb der Kanukaproben
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kdénnten eventuell auf Unterschiede beziiglich Jahrgang oder geografischer Herkunft

zurlickgefiihrt werden. Dazu liegen jedoch keine Informationen vor.

| | | | | | | | | | |
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Abbildung 5.24: Dendrogramm der Clusteranalyse (Ward-Methode) der Fingerprints von reinen
Manukahonigen (M1 - M5) und reinen Kanukahonigen (K11 - K14) im Driftzeitbereich
tq =1,03 -1,46.

Im Folgenden wurde nach geeigneten Markersubstanzen gesucht, um zu untersuchen,
ob diese Peaks im IM-Spektrum hervorrufen, die auch in den Fingerprints der
jeweiligen Honigsorte auftauchen und somit zur Differenzierung von Manuka- und
Kanukahonig beitragen. Da mittels IMS nur flichtige und semi-flichtige Substanzen
detektiert werden kénnen, kamen nur flichtige Marker in Frage. Eine Differenzierung
von Manuka- und Kanukahonig anhand der vom MPI festgelegten Marker ist mittels
IMS nicht méglich, da schon allein 4-Hydroxyphenylmilchsaure nicht flichtig ist. Flr
erste Untersuchungen wurde der von Beitlich et al. (2014) definierte Kanukamarker
2-Phenylethylalkohol sowie der von Oelschlagel et al. (2013) definierte Manukamarker
2'-Hydroxyacetophenon ausgewahlt, da beide Marker als Reinsubstanzen preisginstig

erhaltlich sind.

2-Phenylethylalkohol zeigte ein IM-Spektrum mit mehreren Peaks (Abbildung 5.25),
wobei der Peak bei tq = 1,12 vermutlich den Monomerpeak der Reinsubstanz darstellt.

Die darauffolgenden beiden kleineren Peaks bei t.q = 1,26 und 1,34 wurden aufgrund
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ihrer geringen Signalintensitat als nicht relevant angesehen. Ein weiterer groéBerer
Peak folgte bei tg4 = 1,63, der vermutlich den Dimerpeak reprasentiert. Um den
Einfluss der Matrix auf die Lage der fir 2-Phenylethylalkohol charakteristischen Peaks
im Fingerprint zu ermitteln, wurde aufgrund nur geringer verfiigbarer Honigmengen
Glucosesirup als Matrix eingesetzt. Dieser besaB bei 40 °C mit 5500 mPa:s eine
vergleichbare Viskositat wie Honig, welche fiir unterschiedliche Honigsorten bei 40 °C
in einem Bereich von 500 - 8300 mPa-s angegeben wird (Belay et al., 2017; Dobre et
al., 2012; Florek et al., 2020; Juszczak & Fortuna, 2006; Yanniotis et al., 2006).
Somit kann von &hnlichen Bedingungen fiir den Ubergang von fliichtigen Substanzen
aus der Honig- bzw. der Glucosesirupmatrix in die Gasphase ausgegangen werden. Bei
der Analyse von reinem Glucosesirup mittels IMS konnte der RIP nicht auf 2,0
abgesenkt werden, was bestatigt, dass nur sehr geringe Konzentrationen an fliichtigen
Substanzen im Glucosesirup enthalten waren (Abbildung 5.25). Somit ist Glucosesirup
sehr gut als Modellmatrix geeignet, da Peaks von Markersubstanzen nicht durch
eventuell vorhandene Eigenpeaks (liberlagert werden kénnen. Das IM-Spektrum von
2-Phenylethylalkohol in Glucosesirup wies keine Verschiebung der Peaks auf, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass 2-Phenylethylalkohol unter den vorliegenden
Versuchsbedingungen einer Driftzeit von t,4 = 1,12 in Honig-Fingerprints zuzuordnen
ist. Peaks bei hoheren Driftzeiten wurden nicht weiter verfolgt, da die Honigproben nur
im Bereich von t4 = 1,03 - 1,23 Peaks aufwiesen. Nachdem aber bei t,4 = 1,12 kein
Unterschied in der Signalintensitdt von Manuka- und Kanukahonig erkennbar war
(siehe Abbildung 5.23), ist 2-Phenylethylalkohol nicht zur Unterscheidung der beiden

Honigsorten mithilfe der IMS geeignet.

Ein anderes Bild liefert das als Manukamarker identifizierte 2'-Hydroxyacetophenon,
dessen IM-Fingerprint einen charakteristischen Monomerpeak bei t4 = 1,22 aufwies
(Abbildung 5.25). Die Analyse der Reinsubstanz in der Modellmatrix hatte keinen
Einfluss auf die Lage des Peaks und fihrte lediglich zu einer geringen Anderung der
Peakhdhe, was an dieser Stelle irrelevant ist. Die Ergebnisse zeigen, dass unter den
vorliegenden Versuchsbedingungen der Peak bei t,4 = 1,22 der flichtigen Substanz
2'-Hydroxyacetophenon zugeordnet werden kann. Ein Vergleich mit Abbildung 5.23
zeigt, dass genau bei dieser Driftzeit alle reinen Manukahonige einen Peak im
Spektrum aufwiesen, wahrend die Fingerprints der reinen Kanukahonige keinen Peak
an dieser Stelle besaBen. Beitlich et al. (2014) detektierten 2'-Hydroxyacetophenon
nur in Manukahonig und nicht in Kanukahonig. Folglich kénnte der Fingerprint von
2'-Hydroxacetophenon als erstes Indiz zur Sortenidentifizierung von Manuka- und

Kanukahonig mithilfe der IMS genutzt werden. Alle Honige, die an derselben Stelle wie
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2'-Hydroxyacetophenon einen Peak aufweisen, kénnten diese Substanz enthalten und

deshalb als Manukahonig gelten.
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Abbildung 5.25: IM-Fingerprints (Mittelwert aus n = 2) von a) 2-Phenylethylalkohol
(Kanukamarker) sowie 2-Phenylethylalkohol in Glucosesirup (0,5 pL/g) und b)
2'-Hydroxyacetophenon (Manukamarker) sowie 2'-Hydroxyacetophenon in Glucosesirup
(0,3 pL/qg). Fingerprint von Glucosesirup diente als Blindwert. Graue Bereiche markieren den
charakteristischen Monomerpeak der jeweiligen Reinsubstanz.

Zur Uberpriifung der Sortenunterscheidung von Manuka- und Kanukahonig mittels IMS
wurden des Weiteren Handelsproben untersucht, welche Mischungen der beiden
Sorten darstellten (Abbildung 5.26). Der Fingerprint von H10 unterschied sich stark
von denen der anderen Handelsproben. Er zeigte im Bereich 1 die geringste
Signalintensitat und wies im Bereich 3 ein Peakmaximum von ca. 0,5 auf, wahrend die
anderen Handelsproben Peakmaxima zwischen 0,7 und 1,1 zeigten. Weiterhin fallt auf,

dass die Lage des Peaks im Bereich 3 bezliglich t.4 leicht verschoben war, ohne dass
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ein unmittelbarer Zusammenhang zu einer Honigsorte erkennbar wurde. Im Bereich 4
war nur fiar H10 ein Peak bei tg= 1,21 erkennbar, wdhrend alle anderen
Handelsproben nur eine minimale Erhéhung der Signalintensitat aufwiesen. Werden
die Fingerprints von allen Handelsproben verglichen, wird deutlich, dass H6 - H9 vor
allem in den Bereichen 3 und 4 den Fingerprints der Kanukahonige d@hnelten. H10

hingegen schien vergleichbar mit den Fingerprints der Manukahonige zu sein.

- RP .1 . 2 |34
_,E 2 - He
. | U T R — H7
0n
E i H8
= 1F © H
© L
c H10
2 I
»  F
0=
I 1 1 Il 1 I 1 1 1 :l I I:I 1 ‘I I 1 ; 1 I:I I:I - I i - 1 I i1 1 1 I | T | I
0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1.4 1,5 1,6

1:rd [']

Abbildung 5.26: IM-Fingerprints (Mittelwert aus n = 2) von Handelsproben (H6 - H10).
RIP: Reaktant-Ionen-Peak.

Zur besseren Veranschaulichung der Unterschiede der IM-Fingerprints und zur
Reduktion der Variablen (Driftzeiten) wurde mit allen Honigproben eine PCA
durchgefihrt. Durch die ersten beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2 wurden 89 %
der Gesamtvarianz beschrieben (Abbildung 5.27). Die Scores im Biplot stehen fir die
IM-Spektren der Proben im Driftzeitbereich von t4 = 1,03 - 1,46 und die Loadings flr
die relativen Driftzeiten in diesem Bereich. Die langsten Loadings sind am stdrksten
durch PC1 und PC2 erklart und weisen auf diejenigen Driftzeiten im Spektrum hin, bei
denen die IM-Spektren der Honige hinsichtlich ihrer Signalintensitét am starksten
voneinander abweichen. Loadings im Bereich von -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden im
Biplot nicht dargestellt, da sie durch die Hauptkomponenten schlecht erklart sind und

somit kaum Bedeutung haben.

Die dargestellten Loadings sind in drei Gruppen angeordnet, welche die Driftzeiten der
Peaks beschreiben, die in den Bereichen 1, 3 und 4 der Fingerprints lokalisiert waren.
Die zum Bereich 1 gehdrenden Loadings (tq = 1,046 - 1,066) korrelierten zum Teil

starker mit PC1 als mit PC2. Entsprechend der Ausrichtung dieser Loadings, wiesen
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alle reinen Manukahonige, alle Handelsproben sowie K13 und K14 hohere Peakmaxima

im Bereich 1 der Fingerprints auf als die Kanukahonige K11 und K12.
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Abbildung 5.27: Biplot der PCA der Fingerprints von reinem Manukahonig (M1 - M5), reinem
Kanukahonig (K11 - K14) und Handelsproben (H6 - H10) im Driftzeitbereich t.4 = 1,03 - 1,46.
Die Zahlen 1 und 2 bezeichnen die jeweilige Messung der Doppelbestimmung. Loadings im
Bereich -0,12 < PC1, PC2 < 0,12 wurden nicht dargestellt. Die Ellipsen fassen Gruppen relativer
Driftzeiten zusammen, die einen Peak im jeweiligen Driftzeitbereich des Spektrums bilden.

Die Loadings, welche den Peak im Bereich 3 der Spektren beschrieben, korrelierten
positiv mit PC1 und PC2 (fur t,qy = 1,147 - 1,164) bzw. negativ mit PC1 und positiv mit
PC2 (fir t,4 = 1,167 - 1,178). Die relativen Driftzeiten t,4 = 1,161 - 1,167, besonders
1,164 wurden dabei fast ausschlieBlich durch PC2 erklért. Demzufolge wiesen Proben
mit positivem PC1-Score im Bereich 3 des Spektrums ihr Peakmaximum bei relativen
Driftzeiten von t4 < 1,164 auf, wahrend Proben mit negativem PC1-Score ihr

Peakmaximum im Bereich 3 bei t,q4 > 1,164 besaBen. AuBerdem galt, je groBer die
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PC2-Scores der Proben, desto groBer war deren Peakmaximum im Bereich 3 der
Fingerprints. Die Driftzeiten t,4 = 1,198 - 1,215 wurden starker durch die negative PC2
beschrieben als durch PC1. Folglich zeigten die Proben mit dem kleinsten PC2-Score

das groBte Peakmaximum im Bereich 4 des Spektrums und umgekehrt.

Ein Vergleich mit den IM-Spektren der reinen Honigproben (siehe Abbildung 5.23)
zeigt, dass alle Proben, die im ersten oder zweiten Quadranten des Biplots lagen,
keinen Peak im Bereich 4 aufwiesen. Alle reinen Manukaproben ordneten sich im Biplot
als Gruppe im dritten und vierten Quadranten an. Die reinen Kanukahonige wurden
anhand des Biplots wie auch durch das Dendrogramm der Clusteranalyse (siehe
Abbildung 5.24) in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe bildeten K11 und K12 im
zweiten Quadranten. Die Scores der Doppelbestimmung von K11 wichen stérker
voneinander ab als die der anderen Proben, da der RIP wahrend der Messung nur kurz
auf 2,0 gehalten werden konnte. Vermutlich war in dieser Probe die Konzentration der
mittels IMS messbaren fllichtigen Substanzen im Kopfraum relativ gering, sodass nur
flr eine begrenzte Zeit ausreichend Reaktant-Ionen ihre Ladung durch Ionen-Molekil-

Reaktion auf die Analyten lbertragen konnten.

Die Scores von K13 und K14 hingegen befanden sich im ersten Quadranten. Da die
reinen Manukahonige ausschlieBlich negative PC2-Scores und die reinen Kanukahonige
ausschlieBlich positive PC2-Scores besaBen, liegt die Vermutung nahe, dass anhand
der Hohe des Peaks im Driftzeitbereich tq4 = 1,19 - 1,22 (Bereich 4) zwischen
Manuka- und Kanukahonig unterschieden werden kann. Mdéglichweise kénnten Honige
mit positiven PC2-Scores und somit geringen Signalintensitaten im Bereich
tq = 1,19 - 1,22 Kanukahonig zugeordnet werden, wahrend Proben mit negativen
PC2-Scores und folglich héherer Signalintensitat in diesem Bereich der Sorte Manuka

angehoren kénnten.

Die Handelsproben H6, H7 und H9 waren im Biplot im ersten Quadranten in der Nahe
der reinen Kanukahonige K13 und K14 angeordnet. H10 wiederum wies Ahnlichkeiten
zu M2 und M3 auf. Die Handelsprobe H8 war im Biplot genau zwischen Manukahonig
M4 und den Kanukahonigen K13 und K14 platziert. Anhand der PCA kénnte somit die
Vermutung abgeleitet werden, dass die Handelsproben H6, H7 und H9 héhere Anteile
der Sorte Kanuka besaBen, wdéhrend H10 einen hdheren Anteil von Manukahonig
aufwies. H8 koénnte aus einer Mischung gleicher Anteile von Manuka und Kanuka
bestehen. Anhand des Biplots der PCA war dies jedoch nicht sicher nachweisbar, da
dieser nur die ersten beiden Hauptkomponenten darstellt. Verglichen mit Abbildung

5.26 war H8, abgesehen von H10, die Probe mit der hdchsten Signalintensitat im
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Bereich 4 der Fingerprints, was auf einen héheren Manukaanteil in H8 im Vergleich zu
H6, H7 und H9 schlieBen lasst. Die Arbeitsgruppe von Prof. Speer ermittelte mithilfe
des HAHSUS-Modells fiir H8 ein Mischungsverhaltnis von Manuka- zu Kanukahonig von
ca. 50:50. Fur H10 wiesen sie Manukaanteile von mehr als 50 % und fir H6, H7 und
H9 Kanukaanteile von je mehr als 50 % nach (Speer, 2020). Diese Angaben spiegeln
sich im Biplot der PCA wider. Die Analyse nach dem HAHSUS-Modell beinhaltet eine
Voruntersuchung mittels Dinnschichtchromatographie-Screening und nachfolgende
Analysen mittels HS-SPME-GC-MS und UHPLC-PDA-MS/MS. Kombiniert mit einer
statistischen Auswertung kann im Anschluss zwischen Manukahonig, Manuka-Kanuka-

Mischhonig und Kanukahonig unterschieden werden (Beitlich, 2017).

Mittels linearer Diskriminanzanalyse (LDA) wurde im Weiteren gepriift, welcher Sorte
die Handelsproben zugeordnet werden und ob anhand dieser multivariaten
Analysemethode ein schnelles Aufspliren verdachtiger Manukaproben maoglich ist. Eine
vorangestellte PCA diente zur Datenreduktion. Bereits die ersten sieben
Hauptkomponenten der PCA beschrieben mehr als 99 % der Gesamtvarianz
(Abbildung 5.28).
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Abbildung 5.28: Kumulative Varianz der Hauptkomponenten der Hauptkomponentenanalyse von
reinem Manukahonig, reinem Kanukahonig und Handelsproben.

Zunachst wurde die optimale Anzahl der Hauptkomponenten bestimmt, um diese als
Ausgangsdaten fir die Erstellung eines PCA-LDA-Modells zu nutzen. Maximal sieben
Hauptkomponenten konnten als Inputdaten dienen, da die Anzahl der Variablen groBer
als die Anzahl von Proben in jeder Gruppe sein sollte (Backhaus et al., 2011). Als
Kriterium fir die Anzahl der Hauptkomponenten wurde eine kumulative Varianz von

> 90 % festgelegt. Dieses wurde durch die ersten drei Hauptkomponenten erfillt.



Ergebnisse und Diskussion 109

AuBerdem wurde die kleinste Anzahl an Hauptkomponenten zur Erstellung des Modells
mit der héchstmdglichen Genauigkeit nach Kreuzvalidierung bestimmt. Die hdchste
Genauigkeit wurde flir eine LDA beim Einsatz der ersten vier Hauptkomponenten
erreicht, sie betrug 100 %. Nach der Erstellung des Modells wurde dieses auf die
Handelsproben angewendet, um diese entweder der Sorte Manuka oder der Sorte
Kanuka zuzuordnen (Abbildung 5.29).
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Abbildung 5.29: PCA-LDA aus den PCA-Scores der ersten vier Hauptkomponenten. Modell wurde
anhand von Manuka- und Kanukahonig erstellt und zur Diskriminierung der Handelsproben nach
zugehdriger Sorte genutzt.

Alle Handelsproben, die einen Kanukaanteil von mehr als 50 % besaBen (H6, H7, H9)
wurden durch PCA-LDA der Sorte Kanuka zugeordnet. Somit konnte klar
nachgewiesen werden, dass es sich bei diesen Handelsproben nicht um reinen
Manukahonig handelte. Auch H8 mit einem Manuka-Kanuka-Anteil von 50:50 wurde
der Sorte Kanuka zugeordnet. Inwiefern andere Proben, in denen der Anteil von
Manuka- und Kanukahonig ausgeglichen ist, mittels PCA-LDA der Sorte Kanuka
zugeordnet werden wirden, misste anhand weiterer Proben untersucht werden. H10
mit einem Manukaanteil von mehr als 50 % wurde der Sorte Manuka zugeteilt, obwohl
hier kein reiner Manukahonig vorlag. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die IMS
mit nachgeschalteter PCA-LDA zur schnellen Vorprifung der Authentizitdt von
Handelsproben genutzt werden kann. Zumindest fir Proben mit Kanukaanteilen
> 50 % konnte nachgewiesen werden, dass kein reiner Manukahonig vorliegt. Um
Aussagen Uber die Reinheit der mittels PCA-LDA als Manukahonig eingestuften Proben
zu treffen, missten die Proben zusatzlich mit anderen Methoden auf Authentizitat
geprift werden. Eine zuverldssige Einordnung von Handelsproben mittels LDA sollte

zuvor unbedingt mit einer Probenanzahl > 50 Uberprift werden.
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Generell ist eine Differenzierung von Manuka- und Kanukahonig mittels IMS schneller
und einfacher mdglich als mittels HAHSUS-Modell, da keinerlei Probenvorbereitung
notig ist. Deshalb ist der Einsatz der IMS als schnelle Vorscreening-Methode zur
Differenzierung von Manuka- und Kanukahonig denkbar. Anhand weiterer Daten zu
definierten Mischungen aus Manuka und Kanuka kénnte auch der Verfalschungsgrad
verschnittener Produkte bestimmt werden. Ob auBerdem eine Unterscheidung von
anderen Sortenhonigen moglich ist, kdénnte in zuklinftigen Arbeiten untersucht
werden. Zum Nachweis der vom MPI festgelegten chemischen Marker flr reinen

Manukahonig ist die IMS nicht geeignet.
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5.5 IM-Spektren der Reinsubstanzen

Trotz unterschiedlicher Substanzklasse besteht eine Korrelation zwischen molarer
Masse und t.q der in dieser Arbeit untersuchten Reinsubstanzen (Abbildung 5.30). Die
Driftzeiten der Monomerpeaks von allen Reinsubstanzen korrelierten signifikant mit
der molaren Masse der Substanzen, wobei Benzaldehyd mit einer molaren Masse von
106,13 g/mol ahnlich mobile Monomere aufwies wie 2,3-Butandiol (M = 90,12 g/mol).
Moglicherweise beglinstigt die cyclische Struktur von Benzaldehyd seine Mobilitdt im
Vergleich zu 2,3-Butandiol (Abbildung 5.31), denn Untersuchungen von Isomeren
verschiedener Substanzklassen zeigten, dass protonierte aromatische Verbindungen

mobiler sind als protonierte aliphatische Verbindungen (Karpas, 1991, 1989).
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Abbildung 5.30: Korrelation zwischen relativer Driftzeit t,4 und molarer Masse M der Monomer-
und Dimerpeaks der untersuchten Reinsubstanzen. 1: Essigsaure, 2: 2,3-Butandiol,
3: Benzaldehyd, 4: 2,5-Dimethylpyrazin, 5: 2-Phenylethylalkohol, 6: 2,3,5-Trimethylpyrazin,
7: 2'-Hydroxyacetophenon, 8: Linalool.

2-Phenylethylalkohol wies trotz seiner vergleichsweise hohen molaren Masse von
122,16 g/mol eine geringe Driftzeit auf. Dies kdnnte auf eine geringe Ionenmasse der
2-Phenylethylalkohol-Monomere nach Ionisierung zurtickgefihrt werden. Borsdorf &
Neitsch (2009) bestimmten fir aliphatische und cyclische Verbindungen mit finf
C-Atomen trotz geringerer molarer Masse eine hdhere Ionenmasse und damit eine
geringere Mobilitat als flr Verbindungen derselben Substanzklasse mit sechs
C-Atomen. Eventuell fihrte auch eine weniger stark ausgepragte Hydratisierung im
Vergleich zu den anderen Substanzen zur hohen Mobilitét der Monomere von
2-Phenylethylalkohol. 2,5-Dimethylpyrazin war trotz geringfligig hdherer molarer

Masse (M = 108,14) etwas mobiler als Benzaldehyd. Dies kénnte im Zusammenhang
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mit der symmetrischen Struktur von 2,5-Dimethylpyrazin stehen, da symmetrische
Ionen eine héhere Mobilitat als ihre asymmetrischen Isomere zeigen (Karpas, 1991),
bzw. auf die grundsatzlich andere Zusammensetzung der beiden Substanzen
zurlickgefihrt werden. Wahrend Pyrazine zwei Stickstoffatome im Aromaring besitzen,

besteht Benzaldehyd aus einem Benzolring mit Aldehydgruppe.

0
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M H |
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H M
Essigsaure 2,3-Butandiol Benzaldehyd 2,5-Dimethylpyrazin
0 OH
OH M
o
M OH |
2-Phenyl- 2,3,5-Tri- 2'-Hydroxy-
ethylalkohol methylpyrazin acetophenon Linalool

Abbildung 5.31: Strukturformeln der analysierten Reinsubstanzen.

Essigsaure, 2,3-Butandiol, Benzaldehyd und 2-Phenylethylalkohol wiesen im IM-
Spektrum neben dem Monomerpeak auch einen Dimerpeak auf. Dessen zugehérige
Driftzeit korrelierte noch starker mit der molaren Masse (R = 0,9899). Dies kdnnte mit
der kompakteren Struktur der Dimere begriindet werden, welche die Bildung der
Hydratationshiille einschrankt, sodass die protonierten Dimere weniger stark
hydratisiert werden als die protonierten Monomere (Jurado-Campos et al., 2018). Die
Korrelationslinie zwischen molarer Masse und t,y der Dimere besaB3 einen geringeren
Anstieg, was zeigt, dass sich die Dimerpeaks in Abhangigkeit von der molaren Masse

Uber einen gréBeren Driftzeitbereich verteilen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen das Potential der Stand-Alone-
Ionenmobilitdtsspektroskopie zur Echtzeitiiberwachung von Verarbeitungsprozessen
bei der Schokoladenherstellung. Zum einen konnten Zwischenprodukte der
Kakaoverarbeitung, wie beispielsweise fermentierte Kakaobohnen, ungerdstete und
gerostete Nibs sowie vorvermahlene und feinvermahlene, veredelte Kakaomassen,
erfolgreich unterschieden werden. Ebenso waren conchierte Schokoladenmassen
hinsichtlich Conchierzeit und -temperatur eindeutig diskriminierbar. Die IM-Spektren
lieferten charakteristische Fingerprints, die sich je nach Verarbeitungsstufe bzw.
Conchierfortschritt in ihren Signalintensitaten unterschieden. Mittels
Hauptkomponentenanalyse konnten unterschiedliche Proben eindeutig voneinander
abgegrenzt sowie Driftzeiten in den IM-Spektren identifiziert werden, die flr die

Unterscheidung verantwortlich sind.

Eine eindeutige Zuordnung von definierten Aromakomponenten zu einzelnen Peaks im
Fingerprint ist im Vergleich zu chemischen Methoden allerdings schwierig. Durch die
Analyse von Aromakomponenten in Form von Reinsubstanzen konnten aber IM-
Spektren als charakteristische Fingerprints dieser Substanzen erstellt werden. Uber die
Analyse von Mischungen aus Reinsubstanz und Kakao- oder Schokoladenmasse als
Matrix zeigte sich, dass die Matrix die Lage der charakteristischen Peaks der
Aromakomponenten nicht beeinflusste. Somit konnte in IM-Spektren von conchierter
Schokoladenmasse fir alle in dieser Arbeit untersuchten Reinsubstanzen ein
charakteristischer Monomerpeak, fur 2-Phenylethylalkohoal, 2,3-Butandiol,
Benzaldehyd und Essigsdaure zusatzlich ein charakteristischer Dimerpeak und flr
Essigsaure auch ein Trimerpeak identifiziert werden. Dies verdeutlicht, dass fllichtige
Verbindungen wadhrend der Ionisierung im IM-Spektrometer verschiedene Ionen und
folglich mehrere Peaks im IM-Spektrum hervorbringen kénnen. Dies fihrt zu
Uberlagerungen unterschiedlicher Komponenten in den Peaks. Welchen der
identifizierten Peaks weitere Aromaverbindungen zuzuweisen sind, kann anhand der
vorliegenden Ergebnisse nicht beurteilt werden. Die HS-SPME-GC-MS wurde als
Referenzmethode zur Aromabestimmung eingesetzt. Die mittels IMS detektierte
Konzentrationsabnahme fir 2-Phenylethylalkohol, 2,3-Butandiol, Benzaldehyd und
Linalool mit steigender Conchierzeit wurde mittels HS-SPME-GC-MS bestatigt.

Kakaoqualitaten konnten mittels IMS nicht eindeutig in die beiden Gruppen Edel- und
Konsumkakao eingeteilt werden, allerdings gelang eine Differenzierung der neun

untersuchten Kakaomassen anhand ihrer geografischen Herkunft. Mithilfe der
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Aromaprofile, die mit der HS-SPME-GC-MS bestimmt wurden, war ebenfalls eine
Unterscheidung der Herkunft, aber keine generelle Gruppierung bezlglich der
Kakaoqualitat moglich. Eine Hauptkomponentenanalyse der absoluten Peakflachen der
identifizierten Aromaverbindungen bestatigten die mittels IMS bestimmten

Ahnlichkeiten bzw. Unterschiede zwischen den verschiedenen Kakaomassen.

Die neuseelandischen Honigsorten Manuka und Kanuka waren eindeutig tber ihre IM-
Fingerprints diskriminierbar. Mit statistischen Analysemethoden konnten die
untersuchten Honige entsprechend ihrer Sorte in zwei Gruppen eingeteilt werden,
wobei die Kanukaproben zwei Untergruppen bildeten. Diese Untergruppen innerhalb
der Sorte Kanuka kdonnten auf Jahrgangs- oder Herkunftsunterschiede zurlickgefiihrt
werden. Durch die Analyse des Manukamarkers 2'-Hydroxyacetophenon als
Reinsubstanz konnte sein charakteristischer Peak in den IM-Spektren identifiziert
werden. Dieser Peak war auch nur in den Spektren der Manukahonige vorhanden und
kann demnach als Unterscheidungsmerkmal der beiden Honigsorten dienen. Die vom
MPI festgelegten chemischen Marker zur Charakterisierung von reinem Manukahonig
und Manuka-Mischhonig kénnen mittels IMS vermutlich nicht alle analysiert werden,
da 4-Hydroxyphenylmilchsaure nicht flichtig ist. Mithilfe einer linearen
Diskriminanzanalyse mit vorangestellter Hauptkomponentenanalyse konnte flr
Handelsproben, welche Mischungen aus Manuka- und Kanukahonig mit
Kanukaanteilen > 50 % waren, nachgewiesen werden, dass kein reiner Manukahonig
vorlag. Nach weiteren Analysen von Mischungen mit definierten Anteilen von Manuka-
und Kanukahonig kdnnte der Verfdlschungsanteil von verschnittenen Proben mit
unbekannter Zusammensetzung bestimmt werden. Zuklnftig ware es interessant zu
untersuchen, ob die Stand-Alone-Ionenmobilitdtsspektroskopie auch zur Abgrenzung

von anderen Sortenhonigen eingesetzt werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Ionenmobilitatsspektroskopie
als Stand-Alone-Methode das Potential bietet, unter Anwendung geeigneter
statistischer Methoden sowohl in der Prozessiberwachung als auch zur Differenzierung
von herkunftsgeschitzten bzw. sortenreinen Produkten eingesetzt zu werden. Um die
vorliegenden Ergebnisse zu validieren, sollten Analysedaten einer groBen Anzahl von
Proben (mindestens 50) aus wiederholten Prozessen mit Ausgangsstoffen
verschiedener Chargen sowie Daten von Sorten unterschiedlicher geografischer
Herkunft und unterschiedlicher Jahrgange erhoben werden. So kdénnte ein robustes
Modell erstellt werden, das die Sorte bzw. den Verarbeitungszustand unbekannter
Proben genau vorhersagen kann. Um einen erfolgreichen Einsatz der

Ionenmobilitédtsspektroskopie zur Inline-Prozessiberwachung gewahrleisten zu
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konnen, sollten in weiteren Versuchen flichtige Substanzen im Kopfraum von
Verarbeitungsapparaten direkt wahrend der Durchfiihrung des Prozesses analysiert
werden. Eine industrielle Umsetzung bringt auBerdem Herausforderungen wie das

Etablieren eines geeigneten Probeneinlasssystems mit sich.
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Anlage 1: Absolute Peakflachen identifizierter Aromakomponenten der HS-SPME-GC-MC-
Chromatogramme (Methode I) unterschiedlicher Verarbeitungsstufen von Konsumkakao

(n = 2).

Absolute Peakfliche HS-SPME-GC-MS [10* - FE]
Aromakomponente Fermen- Ungerds- Geros- Vorver- Feinver-

tierte tete tete mahlene mahlene,

Kakao- Kakao- Kakao- Kakao- veredelte

bohnen nibs nibs masse Kakao-

masse

Acetoin ! 14,6 21,1 n.d. n.d. n.d.
3-Methyl-1-butanol * 44,5 12,6 n.d. n.d. n.d.
2-Methylpropanséure 2 42,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
2,3-Butandiol* * 28,5 22,5 305,0 137.4 76,1
Pentylacetat ? 43,2 40,0 n.d. n.d. n.d.
3-Methylbutylacetat* 3 64,1 61,3 37,7 89.1 n.d.
2-Methylbutylacetat 3 17,9 27,8 n.d. n.d. n.d.
2-Heptanol 3* 46,5 17,8 n.d. n.d. n.d.
2,5-Dimethylpyrazin 3° n.d. n.d. 36,6 26.0 12,4
2,3-Dimethylpyrazin * n.d. n.d. 26,5 19.3 14,7
Benzaldehyd* &7 34,2 100,6 40,1 41.2 36,2
B-Myrcen *© 39,6 17,6 8,7 9.0 6,9
2-Ethyl-6-Methylpyrazin 3° n.d. n.d. 3,1 3.1 2,9
2,3,5-Trimethylpyrazin* * 8,8 19,5 79,0 59.9 55,1
Limonen *° 3,7 6,1 3,4 4.4 4,6
Phenylacetaldehyd ° n.d. n.d. 9,4 18.8 20,6
2-Isobutyl-4,5-Dimethyl-3-Oxazolin 8 n.d. n.d. 78,3 n.d. n.d.
2-Acetylpyrrol 3 n.d. n.d. 11,8 20.5 21,1
Acetophenon* 13 23,0 21,0 20,1 21.4 16,0
2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin 3# n.d. n.d. 13,9 16.0 16,7
Tetramethylpyrazin* * 77,4 181,2 281,2 276.8 313,9
2-Nonanon ! 15,0 29,6 17,7 21.1 19,5
Linalool* &7 21,6 35,1 20,7 25.9 26,7
Nonanal* * 16,8 6,8 n.d. 2.9 9,2
2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal ° n.d. n.d. 78,6 13.8 n.d.
2-Phenylethanol* * 71,1 87,8 181,5 257.3 169,1
2,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazin 3 n.d. 4,5 11,7 11.1 12,6
Octanséureethylester & 7,4 4,2 5,0 7.9 6,9
2-Phenethylacetat* 810 29,1 56,2 42,5 64.3 65,8
Massoia-Lacton 1* n.d. n.d. n.d. 11.0 19,2
2-Phenyl-2-Butenal ° n.d. 8,1 11,0 21.4 20,9
Amylbenzoat 3° 10,0 12,0 8,7 14.4 15,7
Koffein 2 n.d. n.d. n.d. 14.7 10,8

* Markierte Aromakomponenten wurden fir Korrelationsanalyse ausgewahlt (siehe Tabelle 5.2).

n.d.: nicht detektiert. Aromakomponenten wurden beispielsweise bereits in folgenden Quellen in
Kakaoaroma nachgewiesen: * Rodriguez-Campos et al. (2012), 2 Owusu et al. (2012), 3 Tran et al. (2015),
4 Qin et al. (2017), ° Rottiers et al. (2019b), © Ziegleder (1990), 7 Schmarr & Engel (2012), & Tan & Kerr
(2018), ° Counet et al. (2004), 1° Spizzirri et al. (2019), ! Krings et al. (2006), 12 Cevallos-Cevallos et al.
(2018).
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Anlage 4: Absolute Peakflachen identifizierter Aromakomponenten der HS-SPME-GC-MC-
Chromatogramme (Methode II) von Konsumkakaomassen (B1 - B3) (n = 2).

Absolute Peakflache HS-SPME-GC-MS [10° - FE]

Nr Aromakomponente Bl B2 B3
1 Essigsaure 123 133,34 + 7,880 139,95 + 12,27°¢ 77,54 + 2,99¢
2 3-Methylbutanal 2 18,79 2,712 6,55+ 0,72° 6,50 + 0,60°
3 2-Methylbutanal 2 12,23 + 1,65° n.d. b nd. °
4 Pentanal * nd. ° n.d. b nd. °
5 2,3-Butandiol ! 11,59 + 2,57° 12,73 £ 0,48° 8,25 + 0,94°
6 2,3-Butandiol, [R-(R*,R¥)]- ! 3,34 + 0,62 nd. ¢ 2,17 + 0,08
7 Hexanal 3* nd. ¢ n.d. c 5,49 + 0,06°
8 Methylpyrazin ® 8,93 + 1,10° n.d. c nd. ¢
9 2-Pentanolacetat * 2,99 + 0,272 1,77 £+ 0,31° nd. ¢
10 2-Furanmethanol © 5,81 £ 0,20° n.d. b nd. °
11 3-Methylbutylacetat 2 5,04 + 0,30° 4,70 £ 0,97° nd. ¢
12 2-Methylbutylacetat 2 nd. ¢ 1,32+ 0,19%¢ nd. ¢
13 2-Heptanon 2 5,11 £0,11%® 3,96 £ 0,00° nd. ¢
14 Butyrlacton 3¢ nd. ¢ n.d. c nd. ¢
15 2-Heptanol %3 5,45 + 0,55° n.d. e nd. ¢
16 2,6-Dimethylpyrazin ¢ nd. ¢ 1,79 £ 0,00° nd. ¢
17 2,5-Dimethylpyrazin *¢ 25,96 + 1,54° 2,57 £ 0,00¢ nd. ¢
18 Ethylpyrazin ® 6,60 + 0,38 n.d. ¢ nd. ¢
19  2,3-Dimethylpyrazin 2 6,94 £ 0,67° 3,03+ 0,47 0,81 + 0,00°
20 Benzaldehyd 7 16,96 + 5,80° 26,17 + 5,38° 27,43 £1,13°
21 2-Pentylfuran © nd. ¢ n.d. d 11,41 £ 0,36°
22 B-Pinen 3 5,06 + 0,23° 5,06 £ 0,45° nd. ¢
23 2-Ethyl-6-methylpyrazin 2° 2,72 £0,17° n.d. c nd. ¢
24 2,3,5-Trimethylpyrazin ! 20,95 + 1,742 12,62 £ 2,97 4,44 £ 1,15¢
25 Limonen 3% 1,81 £ 0,33° 0,83 £ 0,00° nd. ¢
26 Benzenacetaldehyd *° nd. °@ 6,53 + 3,58° 4,27 £ 0,24°
27  a-Pinen 1 2,50 % 0,63° 1,47 £ 0,00% nd. °
28 2-Heptanolacetat *° nd. ¢ n.d. d nd. ¢
29 2-Acetylpyrrol 12 10,36 + 0,87° 2,85 + 0,00« nd. ¢
30 cis-Linaloloxide ® 2,16 £ 0,09° 4,27 £ 3,247 nd. °@
31 2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin 2° 5,24 + 0,31° 1,22 £ 0,35° nd. °©
32 Tetramethylpyrazin ! 86,87 + 8,51° 90,60 + 23,13 58,70 + 5,29<
33 cis-Linaloloxide © nd. ° n.d. b nd. °
34 2-Nonanon ! 10,46 + 0,79% 6,50 £+ 1,51° 6,94 + 0,52°
35 Linalool 7# 5,80 + 0,80 6,78 £ 2,34% 573 % 0,78%
36 Nonanal ? 3,45 + 0,46° nd. ° 2,54 + 0,28%
37 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal ** 5,54 + 0,45° 2,80 + 0,26° nd. ¢
38 2-Phenylethylalkohol * 27,12 + 3,33® 11,25 + 4,26 nd. °©
39 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6- 8,33 + 0,98° 3,45+ 0,70° nd. ¢
methyl-4H-pyran-4-on 5°®
40 3,5-Diethyl-2-methylpyrazin ° 1,13 + 0,45 1,07 £ 0,46 nd. ¢
41  2,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazin 2 nd. ¢ n.d. c nd. ¢
42 Octansaureethylester ° 8,02 £ 6,17° n.d. a nd. °?
43 2-Phenethylacetat °*2 nd. ° n.d. b nd. °
44  2-Phenethylacetat %12 6,05 + 1,04 6,16 £ 3,212 5,01 + 0,75
45 Massoia-Lacton 13 4,73 £ 0,47° n.d. b 3,25 + 0,45°
46 Pentylbenzoat * 2,50 £ 0,16%® 2,39 £ 0,26% nd. °
47 5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal *¢ 3,32 £ 0,64° n.d. b nd. °
48  Koffein * 0,84 + 0,01° 0,58 + 0,13 0,88 % 0,05°

Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben bezogen auf eine Aromakomponente (s. auch Anlagen 5 und
6) unterscheiden sich signifikant (p < 0,05).

n.d.: nicht detektiert. Aromakomponenten wurden beispielsweise bereits in folgenden Quellen in
Kakaoaroma nachgewiesen: ! Rodriguez-Campos et al. (2012), 2 Tran et al. (2015), 3 Qin et al. (2017), *
Cevallos-Cevallos et al. (2018), 5 Hinneh et al. (2019), 6 Rottiers et al. (2019b), 7 Ziegleder (1990), 8
Schmarr & Engel (2012), ° Tan & Kerr (2018), 10 pycki et al. (2008), 11 Counet et al. (2004), 12 Spizzirri et
al. (2019), 3 Krings et al. (2006).
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Anlage 5: Absolute Peakflachen identifizierter Aromakomponenten der HS-SPME-GC-MC-

Chromatogramme (Methode II) von Edelkakaomassen (F1 - F3) (n = 2).

Absolute Peakflache HS-SPME-GC-MS [10° - FE]

Nr Aromakomponente F1 F2 F3
1 Essigséure 123 190,92 + 4,20° 155,81 + 7,383 164,36 + 7,21%c
2 3-Methylbutanal 12 6,57 £ 0,55° 4,70 £ 0,06° 2,36 £ 0,12°
3 2-Methylbutanal 12 nd. ° nd. ° n.d. b
4 Pentanal ¢ nd. ° 2,23 +£0,18° n.d. b
5 2,3-Butandiol ! 13,70 + 1,76° 8,59 + 0,65 10,85 + 0,53
6 2,3-Butandiol, [R-(R*,R¥)]- 1 7,41 £ 2,42% 3,94 + 0,57 4,34 + 0,02%
7 Hexanal 3* nd. ¢ 15,13 + 0,28° n.d. c
8 Methylpyrazin ® nd. ° nd. ¢ n.d. c
9 2-Pentanolacetat * 1,61 + 0,09° 1,78 £ 0,23° n.d. c
10 2-Furanmethanol ® nd. ° nd. ° n.d. b
11  3-Methylbutylacetat 2 8,19 £ 0,14° 4,66 + 0,28° n.d. c
12 2-Methylbutylacetat 2 1,78 £ 0,24% 0,99 + 0,04¢ n.d. d
13 2-Heptanon 2 nd. ¢ nd. ¢ n.d. c
14 Butyrlacton ¢ nd. ¢ nd. ¢ n.d. c
15  2-Heptanol 23 4,29 + 0,06 2,34 + 0,19¢ nd. ¢
16 2,6-Dimethylpyrazin >® nd. ¢ nd. ¢ 2,77 £ 0,02°
17 2,5-Dimethylpyrazin 2° 4,77 £ 0,34 2,91 £+ 0,06¢ n.d. e
18 Ethylpyrazin ® nd. ¢ nd. ¢ n.d. c
19  2,3-Dimethylpyrazin 12 3,64 + 0,04 2,40 £ 0,15% 1,70 £ 0,08%
20 Benzaldehyd 7# 17,88 + 1,112 27,55 + 1,442 18,39 + 0,24°
21 2-Pentylfuran © nd. ¢ 7,89 £ 0,16° 3,19+ 0,19°
22 B-Pinen? 2,95 £ 0,16° nd. ¢ n.d. c
23  2-Ethyl-6-methylpyrazin *© 0,43 + 0,00° nd. ¢ n.d. c
24 2,3,5-Trimethylpyrazin * 15,35 £ 0,85% 16,89 + 1,47 14,49 £ 1,25°
25 Limonen 3°® nd. ¢ nd. ¢ n.d. c
26 Benzenacetaldehyd *° 3,64 + 0,442 1,54 + 0,06° n.d. a
27 a-Pinen '° nd. ° nd. ° n.d. b
28 2-Heptanolacetat *° 3,53 + 0,04° 1,55 % 0,75¢ 1,78 + 0,14°
29  2-Acetylpyrrol 2 5,20 + 0,405 8,90 + 1,03 2,77 + 0,10
30 cis-Linaloloxide © n.d. a 0,74 + 0,06° nd. 2
31 2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin 2° 2,55 + 0,25° 1,50 + 0,06° 2,42 £ 0,49°
32 Tetramethylpyrazin ! 120,08 + 6,04° 88,96 + 8,72 157,51 £ 11,94°
33 cis-Linaloloxide © nd. ° nd. ° n.d. b
34 2-Nonanont 8,88 + 0,54%° 9,19 £ 0,67 6,46 £ 0,54°
35 Linalool 7# 8,46 + 0,57 4,95 + 0,41 3,66 £ 0,27
36 Nonanal 3 nd. ° 2,94 £ 0,30% n.d. b
37 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexena nd. ¢ nd. ¢ n.d. ¢
38 2-Phenylethylalkohol 29,72 + 2,09° 8,48 + 0,82 8,46 + 0,99
39 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6- 2,78 £ 0,49° nd. ¢ n.d. ¢
methyl-4H-pyran-4-on
40 3,5-Diethyl-2-methylpyrazin ° 4,24 + 0,20° nd. ¢ n.d. ¢
41  2,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazin 2 nd. ¢ 4,62 £ 0,65° 3,14 £ 0,29°
42 Octansdureethylester ° 3,65 + 0,59 nd. °? 3,64 £ 0,08°
43 2-Phenethylacetat 2 2,88 £ 0,31° nd. ° n.d. b
44  2-Phenethylacetat 2 17,87 £ 1,75° 10,11 + 0,462 13,57 £ 0,30°
45 Massoia-Lacton 3 nd. ° nd. ° n.d. b
46 Pentylbenzoat * nd. ° nd. ° n.d. b
47 5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal % nd. ° nd. ° n.d. b
48  Koffein * 2,15 £ 0,06° 1,44 %+ 0,16° 2,29+ 0,87°

Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben bezogen auf eine Aromakomponente (s. auch Anlagen 4 und
6) unterscheiden sich signifikant (p < 0,05).

n.d.: nicht detektiert. Aromakomponenten wurden beispielsweise bereits in folgenden Quellen in

Kakaoaroma nachgewiesen: ! Rodriguez-Campos et al. (2012), 2 Tran et al. (2015), 3 Qin et al. (2017), ¢
Cevallos-Cevallos et al. (2018), > Hinneh et al. (2019), 6 Rottiers et al. (2019b), 7 Ziegleder (1990), 8
Schmarr & Engel (2012), ° Tan & Kerr (2018), 10 pycki et al. (2008), 1 Counet et al. (2004), 12 Spizzirri et

al. (2019), 3 Krings et al. (2006).
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Anlage 6: Absolute Peakfldchen identifizierter Aromakomponenten der HS-SPME-GC-MC-
Chromatogramme (Methode II) von Edelkakaomassen (F4 — F6) (n = 2).

Absolute Peakflache HS-SPME-GC-MS [10° - FE]

Nr Aromakomponente F4 F5 F6
1 Essigsaure 123 121,48 + 9,59< 169,68 + 12,80° 112,72 + 6,82°
2 3-Methylbutanal 2 4,54 £ 0,62° 3,94 £ 0,49° 4,78 £ 0,35°
3 2-Methylbutanal 2 nd. ° n.d. b n.d. b
4 Pentanal * nd. ° n.d. b n.d. b
5 2,3-Butandiol ! 7,19  0,32° 10,08 £ 1,50° 9,56 £ 2,20°
6 2,3-Butandiol, [R-(R*,R¥)]- ! 2,90 % 0,04 10,81 + 1,61° 3,70 £ 1,36
7 Hexanal ** nd. ¢ n.d. c n.d. c
8 Methylpyrazin ® 3,82 + 0,42° n.d. c n.d. c
9 2-Pentanolacetat * nd. ¢ n.d. c 1,50 £ 0,07°
10 2-Furanmethanol ° nd. ° n.d. b n.d. b
11 3-Methylbutylacetat 2 4,89 + 0,75° 9,49 + 0,70° 5,96 + 1,38°
12 2-Methylbutylacetat 2 1,24 + 0,16 2,05+ 0,07° 1,40 £ 0,35%¢
13 2-Heptanon 2 nd. ¢ n.d. ¢ 6,07 + 1,09°
14 Butyrlacton 3¢ 5,18 + 0,71° 3,59 £+ 0,28° n.d. c
15 2-Heptanol %3 nd. ¢ n.d. e 6,97 + 0,82°
16 2,6-Dimethylpyrazin ¢ nd. ¢ n.d. ¢ n.d. c
17 2,5-Dimethylpyrazin 2° 8,09 + 0,53° 2,84+ 0,12¢ 5,83+ 0,39¢
18 Ethylpyrazin ® 1,33 £ 0,10° n.d. ¢ n.d. c
19  2,3-Dimethylpyrazin 2 1,46 % 0,02¢% 1,13 + 0,12% 1,65+ 0,08%
20 Benzaldehyd 7 23,03 + 0,357 18,13 £ 0,03° 18,00 + 3,65°
21 2-Pentylfuran © nd. ¢ n.d. d 3,49 £ 0,07°
22 B-Pinen? 5,25 + 0,10° n.d. ¢ n.d. c
23 2-Ethyl-6-methylpyrazin 2° 0,51 + 0,02° n.d. c n.d. c
24 2,3,5-Trimethylpyrazin ! 6,25 + 0,19 6,56 £ 0,20 11,53 = 1,06
25 Limonen 3¢ nd. ¢ n.d. ¢ n.d. c
26 Benzenacetaldehyd *° nd. °@ 3,87+ 0,61° n.d. a
27 «a-Pinen 1° 2,75 £ 0,11° n.d. b 2,10 £ 0,92°
28 2-Heptanolacetat *° 1,60 £ 0,10¢ n.d. d 5,88+ 0,15°
29 2-Acetylpyrrol 2 4,51 + 2,11b 6,14 + 0,55%° 4,41 + 2,025
30 cis-Linaloloxide ® 1,28 £ 0,03° n.d. a n.d. a
31 2,5-Dimethyl-3-ethylpyrazin 2° 1,68 + 0,20° 1,17+ 0,15° 2,09 £ 0,39°
32 Tetramethylpyrazin ! 32,31 + 2,32¢ 26,60 + 0,81¢ 78,22 + 10,86
33 cis-Linaloloxide © 5,45 + 0,23° n.d. b n.d. b
34 2-Nonanon'! nd. ¢ 2,77 £ 0,02¢ 12,04 £ 1,52°
35 Linalool 7# 12,54 + 1,26° 4,85 £ 0,36 11,38 £ 2,66®
36 Nonanal 3 1,75 + 1,17 nd. ° 3,00+ 1,17%
37 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal ** 3,03 £ 0,01° n.d. c n.d. c
38  2-Phenylethylalkohol ! 16,72 + 2,73%¢ 15,65+ 0,38 30,65+ 9,06
39 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6- nd. ¢ 3,94 £+ 0,88° n.d. ¢
methyl-4H-pyran-4-on 5°®
40 3,5-Diethyl-2-methylpyrazin ° 0,40 + 0,03 n.d. c 1,36 + 0,23°
41  2,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazin 2 nd. ¢ n.d. c n.d. c
42 Octansiureethylester ° 1,62 +£ 0,06 2,34+ 0,12° 3,05+ 1,20°
43 2-Phenethylacetat °*2 nd. ° n.d. b n.d. b
44  2-Phenethylacetat 12 11,54 + 2,56° 13,80 £ 1,172 18,45 + 6,392
45 Massoia-Lacton 13 nd. ° n.d. b 10,90 + 3,852
46 Pentylbenzoat * nd. ° n.d. b 4,21 = 1,77°
47 5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal *¢ nd. ° n.d. b n.d. b
48  Koffein * 1,54 £ 0,49° 1,68 £ 0,85° 2,63+ 0,47°

Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben bezogen auf eine Aromakomponente (s. auch Anlagen 4 und
5) unterscheiden sich signifikant (p < 0,05).

n.d.: nicht detektiert. Aromakomponenten wurden beispielsweise bereits in folgenden Quellen in
Kakaoaroma nachgewiesen: ! Rodriguez-Campos et al. (2012), 2 Tran et al. (2015), 3 Qin et al. (2017), *
Cevallos-Cevallos et al. (2018), 5 Hinneh et al. (2019), 6 Rottiers et al. (2019b), 7 Ziegleder (1990), 8
Schmarr & Engel (2012), ° Tan & Kerr (2018), 10 pycki et al. (2008), 11 Counet et al. (2004), 12 Spizzirri et
al. (2019), 3 Krings et al. (2006).
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