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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Im Jahr 2015 produzierte die deutsche Schokoladenindustrie ca. 1,02 Mio. t Schokoladenwaren
mit einem Marktwert von 6,71 Mrd. €." Bei der industriellen Weiterverarbeitung der Kakaoboh-
nen zu Halb- oder Fertigerzeugnissen muss die Kakaoschale nach der Fermentation und Réstung
vom Kakaokern abgetrennt werden. Die vollstandige Abtrennung ist allerdings aus technologi-
schen Griinden nicht immer moglich. Riickstande der Kakaoschale sind jedoch in vielerlei Hin-
sicht als qualitatsmindernd einzustufen, insbesondere wegen der Gefahr des Eintrags von ge-
sundheitsgefahrdenden Substanzen (z. B. Mykotoxine, Schwermetallen). In Anlehnung an ver-
gangene Gesetzgebungen sowie den international vorgegebenen Lebensmittelstandards fiir Ka-
kaomasse durch die Codex-Alimentarius-Kommission hat sich in der kakaoverarbeitenden Bran-
che ein Grenzwert von 5 % Schalenanteil etabliert, welcher technologisch als nicht zu vermeiden
gilt. Fir die Herstellung qualitativ hochwertiger Endprodukte bei Verwendung ausgesuchter
Rohstoffe und Halbfabrikate sind leistungsfahige Analysenmethoden zur Wareneingangskon-
trolle und zur Qualitatssicherung notwendig. Der Kakaoschalengehalt zahlt zu diesen Qualitats-
parametern.? Bisher besteht keine Nachweismethode, welche die globale Wertschopfungskette
zu Uberwachen und robuste und valide Ergebnisse fur den Kakaoschalengehalt zu generieren
vermag. Im Zuge dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, welche den Kakaoschalengehalt
auf der Ebene des Metaboloms erfasst. Neben der ausgehenden Gesundheitsgefahr durch den
Eintrag von Mykotoxinen und Schwermetallen soll die Methode eingesetzt werden, um kriminell
motivierte Streckungen von Kakaoprodukten mit Kakaoschale zur Gewinnmaximierung aufzu-

decken.

Fur die Identifizierung der Schliisselmetaboliten, welche in der Kakaoschale mit einer hohen und
im Kakaokern mit einer moglichst kleinen Intensitat nachweisbar sind, wurden non-targeted LC-
ESI-QTOF Analysemethoden entwickelt und umfangreich optimiert. Die Methoden wurden fiir
die getrennte Analyse des polaren und unpolaren Metaboloms der Kakaoschale und des Kakao-
kerns eingesetzt. Die Eignung der identifizierten potenziellen Schliisselmetaboliten fir einen
validen Kakaoschalennachweis wurde anhand unterschiedlicher Bewertungskriterien tberpruift
und beurteilt. Die besten Ergebnisse wurden bei der Analyse des unpolaren Metaboloms im
positiven lonenmodus erzielt. Insgesamt konnten 17 Schliisselmetaboliten aus fiinf unterschied-
lichen Stoffklassen identifiziert werden: Fettsauretryptamide, Fettsaure-5-Hydroxy-tryptamide

(Serotonin Derivate), a-Tocopherol-Derivate, Triacylglycerole und Ceramide. Die Verbindungen
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weisen einen linearen Zusammenhang zwischen den detektierten Signalen und dem Kakaoscha-

lengehalt im gesamten moglichen Konzentrationsbereich von 0-100 % Kakaoschalengehalt auf.

Anhand der identifizierten Metaboliten wurde eine targeted LC-ESI-QqQ-MS/MS Methode ent-
wickelt und nach anerkannten Richtlinien der FDA und DIN 32645 validiert, sodass die Anforde-
rungen fir Priifverfahren nach der DIN EN ISO/IEC 17025 erfiillt sind und somit die Anwendbar-
keit der Methode fiir akkreditierte Laboratorien in der Routineanalytik bewiesen werden
konnte.2 Durch die Analyse einer Kakaoschalen-Kalibrierreihe und die Berechnung unterschied-
licher PLS-R Modelle konnten die Anwendbarkeit und Leistungsfahigkeit der entwickelten
targeted Methode gezeigt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelte Methode zeichnet sich aufgrund des multiparametri-
schen Ansatzes durch eine sehr gute Vorhersagegiite, durch die Anwendbarkeit auf unterschied-
liche Kakaoprodukte, die kurze Analysendauer von unter 45 min (inklusive Probenvorbereitung)

und der geringen Menge an benétigten Chemikalien aus.
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2 Abstract

In 2015, the German chocolate industry produced approximately 1.02 million tonnes of chocolate
products with a market value of 6.71 billion €. During the further processing of cacao beans into
semi-finished or finished products, the cocoa shell must be separated from the cocoa beans.
However, absolute separation is not always possible for technological reasons. Residues of the
cocoa shell can, after all, be classified as quality degrading in many respects. The most important
reason for this is the introduction of hazardous substances into cocoa products via the cocoa
shell (e.g. mycotoxins, heavy metals). In line with past legislation and the international food
standards for cocoa mass set by the Codex Alimentarius Commission, the cocoa industry has
established a limit value of 5 % shell content, which is technologically unavoidable. High-perfor-
mance analytical methods for incoming goods inspection and quality assurance are essential for
the production of high-quality products using selected raw materials and semi-finished prod-
ucts. The cocoa shell content is one of these quality parameters. Up to the present, no detection
method has been available to monitor the global value chain and generate robust and valid re-
sults for the cocoa shell content. In this work, a method was developed which determines the
cocoa shell content on the level of the metabolome. In addition to the health hazards posed by
mycotoxins and heavy metals, the method can be used to detect criminally motivated stretching

of cocoa products with cocoa shells in order to maximise profits.

Non-targeted LC-ESI-QTOF analysis methods were developed and extensively optimised for the
identification of key metabolites. The key metabolites can be found in the cocoa shell at a high
and in the cocoa nibs at a low concentration. These methods were used for the separate analysis
of the polar and non-polar metabolome of the cocoa shell and cocoa nibs. The suitability of the
identified potential key metabolites for a valid cocoa shell detection was examined and rated
according to different evaluation criteria. The best results were obtained in the analysis of the
nonpolar metabolome in positive ion mode. A total of 17 key metabolites from five different
substance classes were identified: Fattyacidtryptamide, Fattyacid-5-hydroxy-tryptamide (Sero-
tonin Derivative), a-Tocopherol derivatives, Triacylglycerole and Ceramides. The compounds

show a linear relationship in the entire concentration range (cocoa shell content 0-100 %).

Based on the identified metabolites, a targeted LC-ESI-QqQ-MS/MS method was developed and
validated according to approved guidelines of the FDA and DIN 32645, so that the requirements
for bioanalytical methods according to DIN EN ISO/IEC 17025 are fulfilled and the applicability of

the method for accredited laboratories in routine analysis could be proven.? The practicability
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and performance of the developed targeted-method could be demonstrated by analysing a

cocoa shell calibration series and calculating different PLS-R models.

The developed method impresses not only by the very good predictive quality but also by the
applicability for different cocoa products, and the short analysis time of less than 45 min includ-

ing sample preparation and the low amount of chemicals required.
g ple prep q
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3 Einleitung

3.1 Kakao

Die Bezeichnung ,Kakao“ umfasst den Kakaokern (Keimblatter), der aus dem Samen des Kakao-
baumes Theobroma cacao L. gewonnen wird, sowie die daraus hergestellten und weiterverarbei-
teten Produkte wie bspw. Kakaobutter, Kakaopulver oder Kakaomasse. Der Kakaobaum, der zu
der Familie der Malvengewdchse (Malvaceae) gehort, bekam von CARL VON LINNE seinen Namen
Theobroma, was als ,Gotterspeise” libersetzt werden kann.* Die im internationalen Sprachge-
brauch verwendeten Bezeichnungen ,,Kakao® und, Schokolade“ sind auf die Sprache der Azteken
zurlickzufiihren.* Im Aztekischen wurde ,Kakao“ als ,kakautl“ und Schokolade auf ,xocoatl“
bezeichnet. Der Kakaobaum istin den Tropen Stidamerikas heimisch und wurde bereits vor mehr
als 3000 Jahren kultiviert. Neben der Bedeutung als Konsumgut wurden Kakaobohnen in der
Kultur der Maya als Zahlungsmittel verwendet. Exportiert durch die europaischen Entdecker
wurde Kakao im 16. Jahrhundert im europdischen Raum etabliert.> Kakaoerzeugnisse waren zu-
erst lediglich den besonders Vermogenden vorbehalten, wurden jedoch im 19. Jahrhundert durch
technischen und wirtschaftlichen Fortschritt und die damit verbundene Preisreduzierung fiir alle

Bevdlkerungsschichten zuganglich.® Heute werden weltweit ca. 4.500.000 t Kakaobohnen pro-

duziert.” Die Hauptanbauldnder im Erntejahr 2017/18 fiir Kakaobohnen waren mit absteigenden

Abbildung 1: Hauptanbauldander von Kakaobohnen des Erntejahres 2017/18. Anbaumenge durch farbliche
Vertiefung gekennzeichnet (Prognose).

Erntemengen: Elfenbeinkiiste, Ghana, Indonesien, Ecuador, Kamerun, Nigeria und Brasilien.® Der
Kakaobaum benétigt tropisches, regenreiches und warmes Klima mit einer Niederschlagsmenge
von 1500-2800 mm im Jahr und einer Durchschnittstemperatur von 23-27 °C. Die Temperatur
sollte allerdings fiir eine erfolgreiche Kultivierung nicht unter 20 °C sinken. Diese Bedingungen
bestehen zwischen dem 8. Breitengrad nérdlich und stdlich des Aquators, wo die Haupterzeuger

der Kakaobohnen zu finden sind.
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Wirtschaftlich relevant sind vornehmlich drei Kakaosorten; die beiden Edelkakaosorten Criollo
und Trinitario sowie der Konsumkakao Forastero. Die Sorten sind visuell nur schwer zu unter-
scheiden, lassen sich jedoch anhand des Aromaprofils differenzieren. Durch fortwahrende Kreu-
zungen und den Anbau von unterschiedlichen Kakaosorten auf den gleichen Plantagen werden
Kakaobohnen heute vor allem nach ihrer Herkunft und nicht nach den Sorten benannt. ° Die
Kakaobaume werden auf Plantagen als Mischkulturen zusammen mit Bananenstauden ange-

'-‘ baut, die auch als Schattenspender fungieren, da der Kakaobaum

keine direkte Sonnenexposition vertragt.”® Die normalweise bis zu
15 Meter hohen Kakaobaume werden zur besseren Nutzbarkeit ge-
stutzt und auf einer Hohe von 2-4 Meter gehalten." Wahrend des
ganzen Jahres bilden sich Bluten direkt am blattlosen Baumstamm

oder an Seitenasten. Dies wird auch als Kauliflorie bezeichnet.”

Abbildung 3: Reife Ka-
kaofrucht.”

auch unreife und reife Friichte zu finden sind. Pro Jahr entwickelt ein Baum ca. 50.000-100.000

Daher ist es moglich, dass an dem gleichen Baum sowohl Bluten, als

Bliten von denen jedoch nur 0,1-6 % befruchtet werden. Aus der Summe der Bliiten entwickeln
sich durchschnittlich nur 20-50 Kakaofriichte. Diese sind 15-20 cm lang, gehoren botanisch zu
den Beeren und enthalten bis zu 50 der 2 cm groRBen Kakaosamen (siehe Abbildung 3).” Die Ka-
kaosamen sind im Fruchtfleisch (lat. Pulpa) einge- 1

schlossen. Unter der Samenschale (lat. Testa) befindet
sich der Embryo mit zwei Keimblattern (lat. Kotyledo-

nen) sowie die Keimwurzel (lat. Radicula). In der vor-

3

liegenden Arbeit werden einheitlich die technologi-

) o Abbildung 2: Fermentierte und getrocknete
schen Begriffe Kakaoschale fiir die Testa, Kakaokern  akaobohne (1. Kakaokern, 2. Keimwurzel,
fir die Kotyledonen und Keimwurzel fiir die Radicula 3. Kakaoschale).

verwendet.

Die Verarbeitung von Kakao umfasst mehrere Arbeitsschritte, beginnend mit der Ernte der reifen
Kakaofrlichte. Die reifen Kakaofriichte werden fuir die Fermentation gedffnet und die Kakaosa-
men werden zusammen mit dem Fruchtfleisch in Kasten oder auf Bananenblattern aufgeschich-
tet und zugedeckt. Die Fermentation lauft  je nach Sorte und
Fermentationsmethode liber einen Zeitraum von 2-8 Tagen ab.'* ™ Das saure Milieu des Frucht-
fleisches, bedingt durch die enthaltene Citronensaure, beglinstigt das Wachstum von Hefen, die
im Zuge der alkoholischen Garung den Zucker des Fruchtfleisches zu Kohlenstoffdioxid und

Ethanol metabolisieren. Weiterhin setzen Milchsaurebakterien den Zucker des Fruchtfleisches
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zu Milchsaure um. Durch die mikrobiologischen Prozesse kommt es innerhalb des Fermentati-
onsansatzes zu einem Temperaturanstieg auf ca. 50 °C."® Das Fruchtfleisch wird durch die pekti-
nolytischen Enzyme der Hefen verfllssigt und lauft ab, sodass im Zusammenspiel mit einem
Umwalzen der Kakaosamen ein aerobes Milieu geschaffen wird. In diesem Milieu wachsen Es-
sigsaurebakterien, die das gebildete Ethanol zu Essigsaure oxidieren.” Die gebildete Essigsaure
dringt durch die Mikropyle in den Samen ein, wodurch der Samen die Keimfahigkeit verliert und
diverse enzymatische Reaktionen eingeleitet werden.” Die angeregten enzymatischen Reaktio-
nen tragen zur Bildung des charakteristischen Aromas bei, reduzieren den Anthocyangehalt und
damit den adstringierenden Charakter und verbraunen die zuvor lilafarbenenen Keimblatter."”
Die Kakaosamen werden nach der Fermentation und dem damit einhergehenden Verlust der
Keimfahigkeit als Kakaobohnen bezeichnet. Um Fehlgarungen zu vermeiden, konnen Starterkul-
turen eingesetzt werden. Durch vorheriges Sortieren der Kakaobohnen nach GroRe kann eine
gleichmaRige Fermentation erreicht und dadurch die Qualitat verbessert werden. Ein weiterer
Sortierungsschritt kann nach der Fermentation vorgenommen werden, wobei unzureichend fer-
mentierte Bohnen, sog. Violetas, aussortiert werden, die aufgrund des hohen

Anthocyangehaltes das Aroma des Kakaos nachteilig beeinflussen kénnen.?°

Die Kakaobohnen werden zur Entfernung von Pulparesten und Anhaftungen nach der Fermen-
tation einem Wasch- und Reinigungsschritt unterzogen. Der Wassergehalt der Kakaobohnen
muss anschlieBend wieder reduziert werden. Zur Reduktion des Wassergehaltes auf 5-8 %, bei
dem stabile Transportbedingungen vorliegen und ein Verschimmeln der Bohnen unterbunden
wird, werden die Kakaobohnen unter mehrmaligem Wenden in der Sonne oder in Trocknungs-

lagern getrocknet.”

In Tabelle 1sind die Zusammensetzungen der Kakaoschale und des Kakaokerns der getrockneten

und fermentierten Kakaobohne aufgefiihrt.

Tabelle 1: Auszug aus der Zusammensetzung von fermentierten, luftgetrockneten Kakaokernen, Kakao-
schalen und Kakaokeimlingen.?

Bestandteil Kakaokern [%] Kakaoschale [%] Kakaokeimling [%]

Wasser 5,0 45 8,5

Fett 54,0 1,5 3,5

Rohprotein 11,5 10,9 25,1

Mono- und Oligosaccha- 1,0 0,1 2,3

ride

Starke 6,0 - -

Pentosane 1,5 7,0 -

Cellulose 9,0 26,5 43
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Bestandteil Kakaokern [%] Kakaoschale [%] Kakaokeimling [%]
Carbonsauren 1,5 - -
Asche 2,6 8,0 6,3

Fur die Verarbeitung der getrockneten Bohnen zu Halbfabrikaten werden diese von Fremdstof-
fen getrennt und bei Temperaturen von 130-150 °C fiir 15-45 min gerdstet.?? Die genaue Tempe-
ratur sowie die Zeit der Rostung hangen von der Kakaosorte, der GroRRe und dem erwiinschten
Ergebnis ab. Ublicherweise werden die Bohnen zur Herstellung von Schokolade niedrigeren
Temperaturen ausgesetzt als zur Herstellung von Kakaopulver. Die Réstapparaturen konnen
chargenweise oder kontinuierlich betrieben werden. Durch den Temperatureinfluss verfliichti-
gen sich die bei der Fermentation entstandenen Sauren und sensorisch aktive Verbindungen
werden aus ihren molekularen Vorstufen gebildet. Das zuvor bittere Aroma der Kakaobohnen
verandert sich wahrend des Rostprozesses und die Bohnen erhalten das charakteristische
Kakaoaroma. Als weitere Effekte der Rostung sind das Abtéten von Mikroorganismen und die

durch MAILLARD-Reaktionen hervorgerufene Braunung der Kakaobohnen zu nennen.

Dem Rostprozess schliel3t sich die Abtrennung der Samenschale an. Die Kakaobohnen kénnen
auf unterschiedliche Arten gebrochen werden. Zum einen kommen Walzenbrecher zum Einsatz,
bei dem die Kakaobohnen durch zwei gegenlaufige gerippte Walzen zerkleinert werden oder die
Kakaobohnen werden gegen einen Prallring beschleunigt und so gebrochen.* Der Kakaobruch
wird Ruttelmaschinen zugefuhrt, wobei sich die leichteren Schalen aufgrund des Dichteunter-
schieds abtrennen lassen. In einem eingefiihrten Luftstrom findet eine weitere Sichtung des
Kakaobruchs statt.” Neben der beschriebenen Rstung ganzer Kakaobohnen (engl. whole bean
roasting) kann auch ein sog. nib roasting oder liquor roasting durchgefiihrt werden.?* Das Manko
des Rostens ganzer Bohnen liegt in der Diversitat der Form von Kakaobohnen begriindet. Durch
die unterschiedliche GroRRe der Bohnen kann es bei kleinen oder flachen Kakaobohnen zu einer
Uberréstung und bei sehr groBen Kakaobohnen zu einer unzureichenden Réstung kommen. In
beiden Fallen entstehen s.g. Off-Flavour-Verbindungen, die einen negativen Einfluss auf das
Aroma haben. In zunehmenden Male wird daher das nib roasting oder liquor roasting angewen-
det, um die Entstehung dieser Off-Flavour-Verbindungen zu verhindern.” Bei diesen Verfahren
werden nicht die ganzen Kakaobohnen, sondern der Kakaobruch (engl. nib) oder die Kakaoroh-
massen (engl. liquor) dem Rostprozess unterzogen. Durch die einheitliche GroRe der Kakaonibs
und die Homogenitat der Kakaorohmasse werden bei diesen Arten der Rostung weniger Off-

Flavour-Verbindungen gebildet. Bei beiden alternativen Methoden ist eine vorherige Entfernung
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der Samenschalen notwendig. Die Entfernung der Samenschale wird durch eine kurzzeitige Er-
hitzung oder Bestrahlung mit Rotlicht erheblich verbessert, sodass auch bei diesen Verfahren
eine kurze thermische Vorbehandlung durchgefiihrt wird, bevor die noch ungerosteten Bohnen
gebrochen und gesichtet werden. Das gerostete Kakaogut, das bei einer kontrollierten Prozess-
flihrung nur noch einen technologisch nicht vermeidbaren Anteil an Samenschale enthalt, wird
zur Herstellung von diversen Kakaoprodukten wie Schokoladen verwendet. Die abgetrennte Sa-
menschale, welche als Nebenstrom der Kakaoverarbeitung angesehen werden kann, findet An-

wendung als Futtermittel oder Ausgangsmaterial fiir die Extraktion von Theobromin.?

Sofern nicht bereits vor der Rostung geschehen, wird der Kakaobruch durch einen Mahlprozess,
bei dem die Kakaobutter austritt, zur Kakaomasse weiterverarbeitet. Ausgehend von der
Kakaomasse wird zwischen der Herstellung von Kakaopulver und Schokolade differenziert. Um
Kakaopulver zu erhalten, muss die Kakaomasse zunachst alkalisiert werden. Hierflir werden
Alkalisalze, z.B. Kalium- oder Natriumcarbonat, verwendet. Durch das Alkalisieren werden der
Geschmack und die Farbe an die gewlinschten Produkteigenschaften angepasst sowie das
Abpressen der Kakaobutter durch hydraulische Pressen erleichtert. Die Kakaobutter findet
Anwendung bei der Herstellung von Schokoladen oder in der Kosmetikindustrie. Der erhaltene

Presskuchen wird instantisiert und zum Kakaopulver verarbeitet.

Fur die Herstellung von Schokolade wird die Kakaomasse mit den entsprechenden Zutaten, wie
z.B. Milchpulver und Zucker, vermischt. Anschliefend wird die Masse durch mehrere Walzen
gefuhrt, um eine weiche Konsistenz zu erhalten. Fiir die Endveredelung wird die Kakaomasse in
Conchiermaschinen behandelt und geformt.?” So wird als Produkt eine Schokolade erhalten,
welche je nach Kakaoanteil und Zusatz von anderen Zutaten in verschiedene Sorten unterschie-

den werden kann.

3.2 Kakaoschalennachweis

3.21 Motiv
Bei der industriellen Weiterverarbeitung der Kakaobohnen zu Halb- oder Fertigerzeugnissen
wird die Samenschale nach der Fermentation und je nach Rostverfahren auch nach der Rostung
vom Kern abgetrennt. Die vollstandige Abtrennung ist allerdings aus technologischen Griinden
nicht immer moglich. Dies wird vor allem durch die hohe Diversitat der eingesetzten Kakaoboh-

nen begrindet, welche sich charakteristisch in GroBe, Form und Volumen unterscheiden
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konnen.?® Je nach Anbaugebiet, Sorte und Giite der Verarbeitung der Bohnen kénnen daraus her-
gestellte Kakaomassen einen Schalenanteil von iiber 10 % aufweisen.® Kakaobohnen werden im-
mer haufiger direkt in den Anbauldndern oder von Zwischenhandlern zu Halbfabrikaten, wie
Kakaomasse, Kakaopulver und Kakaobutter, verarbeitet. Im Erntejahr 2015/16 wurden bereits ca.
45 % der geernteten Bohnen direkt in den Erzeugerlandern verarbeitet.® Dem volkswirtschaftli-
chen Vorteil der Anbaulander durch einen groBeren Anteil an der Wertschopfungskette und ein
vermindertes Transportvolumen steht der Nachteil der weiterverarbeitenden Industrie gegen-
uber, welche die Produktionsschritte zum Halbfabrikat nicht beeinflussen und tberwachen

kann.

Hohe Kakaoschalenanteile sind in vielerlei Hinsicht als qualitatsmindernd einzustufen. Durch
den Eintrag der Kakaoschale konnen anhaftende gesundheitsgefahrdende Substanzen
(z.B. Mykotoxine®*" oder Schwermetalle®) in das verarbeitete Produkt Gibergehen. Manda et al.
konnten zeigen, dass durch eine manuelle Entfernung der Kakaoschale der Ochratoxin-A Gehalt
um bis zu 100 % reduziert werden konnte. Somit konnte gezeigt werden, dass sich das Toxin in
oder an der Schale akkumuliert und dariiber in die Schokoladenprodukte eingebracht wird.”
Durch die Rostung der Kakaobohnen kénnen lediglich bis zu 17 % der Ochratoxin-A Konzentra-
tion abgebaut werden.*® Als weitere Griinde kdnnen ein erhéhter Verschleils von Maschinentei-
len durch Abrieb® sowie nachteilige Produkteigenschaften (z.B. Veranderung der Viskositat und

FlieBeigenschaften) angefiihrt werden.?*3¢

Hersteller bzw. Inverkehrbringer von Kakaoprodukten mussen in der Lage sein, die Spezifikatio-
nen der erworbenen Halbfabrikate bzw. der hergestellten Produkte Gberpriifen zu konnen. Hier-
fur sind Methoden zur Qualitatssicherung und zur Uberwachung der Verarbeitungsprozesse

erforderlich. Die vorliegende Arbeit prasentiert einen Losungsansatz fiir diese Problematik.

3.2.2 Grenzwert
Bereits 1918 wurde in GroRbritannien in Form der Cocoa Powder Order ein Grenzwert von 5 % fur
den Kakaoschalenanteil in Kakaopulver etabliert.?’” Dieser Grenzwert und weitere Definitionen
fir unterschiedliche Kakaoprodukte wurden 1973 in der Richtlinie 73/241/EWG zur Angleichung
der Rechtsvorschriften der Mitgliedstaaten fur zur Ernahrung bestimmte Kakao- und Schokola-
denerzeugnisse definiert. * Bis Ende des Jahres 2003 wurde der Begriff Kakaokern in dieser Richt-
linie als gereinigte, geschalte und von den Keimwurzeln befreite Kakaobohnen im gerdsteten
oder ungerosteten Zustand definiert. Der Gehalt an Kakaoschale und Keimwurzeln darf hierbei

nicht mehr als 5 % bezogen auf die fettfreie Trockenmasse betragen. Mit der europaweiten
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Harmonisierung des Lebensmittelrechts wurde diese Richtlinie Gberarbeitet und durch die Richt-
linie 2000/36/EG* ersetzt, in welcher der gesetzlich bindende Grenzwert weggefallen ist und
auch von dem nationalen Gesetzgeber in Deutschland nicht wieder aufgenommen wurde. In An-
lehnung an die friihere Gesetzgebung sowie den international vorgegebenen Lebensmittelstan-
dards flr Kakaomasse durch die Codex-Alimentarius-Kommission hat sich jedoch in der kakao-
verarbeitenden Branche ein Grenzwert von max. 5 % an Schalenanteilen und Keimlingen etab-
liert, welcher als technologisch nicht zu vermeiden gilt und davon abgeleitet der allgemeinen
Verkehrsauffassung entspricht.*® Bei Kakaoprodukten mit héheren Kakaoschalengehalten kann
von einer Streckung, Verarbeitung minderwertiger Ware oder einer unzureichend kontrollierten

Prozessfiihrung ausgegangen werden.

3.2.3 Historie
Bis heute wurden bereits diverse analytische Ansatze zur Bestimmung des Kakaoschalengehal-
tes in Kakaoprodukten entwickelt. Zu den frihesten angewendeten Verfahren zahlt die mikro-
skopische Untersuchung von Kakaoproben bspw. anhand von GefaBbundeln, Stein- oder
Schleimzellen, Giber welche eine Abschatzung des Gehalts an Kakaoschalen jedoch nur bedingt
moglich war, da insbesondere in verarbeiteten Produkten die einzelnen Gewebeelemente nicht
zweifelsfrei erkennbar sind. Hanausek et al. zeigten als erster die diagnostische Bedeutung der
Schleimzellen in der Kakaoschale auf, die sich mikroskopisch nachweisen lassen und Ruickschluss
auf den Kakaoschalengehalt zulassen.*' Das beschriebene Nachweisverfahren wurde von Bey-
thien und Pannwitz erganzt, um einen besseren Anhaltspunkt zur Beurteilung von Kakaopro-
dukten zu erlangen.* Pllicker und Kollegen zeigten, dass die Steinzellen, Sklereiden, ebenfalls fir
den mikroskopischen Nachweis der Kakaoschale herangezogen werden konnen und robustere
Ergebnisse liefern.**** Durch den heutigen Einsatz von modernen Walzen und Feinwalzen sind
die Strukturmerkmale der Kakaoschale nur noch bedingt in den Kakaomassen nachzuweisen
bzw. ist bei Produkten mit einem identischen Schalengehalt, aber unterschiedlichem Zerkleine-
rungsgrad, die Zahl der Sklereiden nicht analog.** Weitere friihe, analytische Verfahren basieren
aufden physikalischen Unterschieden des Schalen- und Kakaoanteils. Filsinger beschreibt in die-
sem Zusammenhang die Schlammmethode.*® Durch mehrmaliges Aufschldmmen des entfette-
ten Kakaos und Dekantieren kann der Kakaoschalenanteil als Bodensatz erhalten werden und
gravimetrisch bestimmt werden. Goske schlug aufbauend auf diesem Verfahren die Abtrennung
von Kakaoschalenanteilen durch Einbringen in eine Chlorcalcium- bzw. Eisenchloridlsung und

anschlieBende Zentrifugation vor. Fiir die Bestimmung des Kakaoschalenanteils anhand dieser
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Methoden werden jedoch empirisch bestimmte Umrechnungsfaktoren im Sinne einer Konven-
tionsmethode benétigt. Weiterhin kann es bei diesem Verfahren zur Verwechslung von Schalen
mit grob gemahlenen Kakaokernen kommen, wodurch das gravimetrisch ermittelte Ergebnis
verfalscht werden kann.*’

Versuche, den Kakaoschalenanteil aufgrund von abweichenden Konzentrationen von Inhaltstof-
fen insbesondere des hoheren Ascheanteils (vgl. Tabelle 1, Abschnitt 3.1) zu bestimmen, brachten
ebenfalls unbefriedigende Ergebnisse, da die Konzentration durch die Herkunft und Prozessie-
rungsstufen der Kakaoproben beeinflusst wird.*® Den Einfluss unterschiedlicher Herkiinfte auf
die Inhaltsstoffe von Kakaobohnen zeigte Knapp bereits 1919.4°

Vielfache Anwendung findet bis heute die ,Blauwertmethode®. Bereits 1963 haben Fincke und
Sacher gezeigt, dass in der Kakaoschale zwei Stoffe enthalten sind, die in stark salzsaurer Losung
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd und anschlieBender Behandlung mit Wasserstoffperoxid zu
einem blauen Farbstoff reagieren, welcher photometrisch quantifiziert werden kann.>° Zwei
Jahre spater konnte Sacher eine dieser Verbindungen als Behensauretryptamid identifizieren.”
Die zweite Verbindung konnte spater als Lignocerinsauretryptamid charakterisiert werden. Ob-
wohl die Methode vom International Office of Cocoa, Chocolate and Sugar Confectionary** offizi-
ell anerkannt wird, konnte gezeigt werden, dass die Methode zwar selektiv ist, der Tryptamidge-
halt jedoch sehr stark biologischer Varianz unterliegt, die abhangig von Herkunft, Erntejahr,
Sorte oder Diingung der Kakaoproben ist.> Weiterhin |asst sich dieses Verfahren lediglich auf
Kakaobutter anwenden. Andere Kakaoprodukte wie Kakaopulver oder Kakaomassen lassen sich
aufgrund der intensiven Eigenfarbung anhand dieser Methode nicht photometrisch bestimmen.
Neben der photometrischen Bestimmung der Fettsauretryptamide als Indikatorsubstanzen fir
die Kakaoschale, stellte Miinch 1999 eine Methode basierend auf der hochdruckfliissigchroma-
tographischen Trennung und Detektion mittels Fluoreszenzdetektor vor.** Anhand weiterer Ana-
lysen konnte gezeigt werden, dass die analysierten Fettsauretryptamide nicht ausschlief3lich in
der Kakaoschale, sondern auch im Kakaokern zu finden sind und zum anderen, dass der Gehalt
an Fettsauretryptamiden stark von der Herkunft des Kakaos abhangig ist.?

Ein neuer Losungsansatz flir den Kakaoschalennachweis basiert auf der Detektion eines schalen-
spezifischen DNA-Fragments mittels Polymerase-Kettenreaktion. Es hat sich herausgestellt, dass
die ,schalenspezifische” DNA-Sequenz jedoch durch ein in die Schale eingedrungenes Essigsau-
rebakterium eingebracht wird. Daher ist die quantitative Bestimmung des Kakaoschalengehal-
tes stark abhangig vom Fermentationsgrad und der bei der Fermentation vorliegenden Mikro-

flora der Proben.”
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Der neueste Ansatz wurde mittels Nahinfrarotspektroskopie (NIR) durchgefiihrt.>* Fiir die Aus-
wertung wurden funf unterschiedliche Wellenzahlen ausgewahlt und fiir die Erstellung eines
Vorhersagemodells verwendet. In der vorgestellten Arbeit wurde die Methode lediglich dazu ver-
wendet zu entscheiden, ob der Grenzwert von 5 % Kakaoschalengehalt eingehalten wird oder
nicht. Eine genaue Bestimmung des Kakaoschalengehaltes anhand dieser Methode wurde nicht
durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Methode lediglich fiir Kakaopulver entwickelt und der Ein-
fluss auf Proben unterschiedlicher Herkiinfte, Erntejahre oder Prozessierungsstufen wurde nicht
berticksichtigt. Es wurden die gleichen Proben fiir die Kalibrierung und Validierung der Methode
verwendet. Demnach kann keine Aussage Uber die Eignung der Methode fiir Kakaoproben un-

terschiedlicher Herkunft, Prozessierung, Sorten oder Erntejahre getroffen werden.

Die bis heute angewandten Techniken sind somit bisher nicht in der Lage, weder tiber die DNA
noch lber bestimme Metaboliten robuste und reproduzierbare Ergebnisse fiir Proben unter-
schiedlicher Herkunft, Erntejahre und Verarbeitungsstufen zu liefern. Der hier verfolgte
Metabolomics Ansatz unterscheidet sich von den bisherigen Methoden durch einen multipara-
metrischen Ansatz. Bei dieser Methode soll eine Vielzahl verschiedener Schliisselmetaboliten
aus unterschiedlichen Substanzklassen fiur den Kakaoschalengehalt herangezogen werden.
Durch die grof3e Anzahlan Schltusselmetaboliten soll der Einfluss der exogenen Pertubation, wel-
cher die Konzentration der Metaboliten eines biologischen Systems beeinflussen kann, mini-
miert werden und somit eine valide Aussage uber den Kakaoschalengehalt in Proben unter-
schiedlicher Herkuinfte, Erntejahre und Verarbeitungsstufen getroffen werden konnen. Basie-
rend auf diesen Schllisselmetaboliten soll ein hochauflésender molekularer Fingerabdruck gene-

riert werden, der zur Bestimmung des Schalengehaltes herangezogen werden kann.
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3.3 Metabolomics

3.3.1 Definitionen und Begriffsbestimmungen
Metaboliten treten auf Zellebene als Zwischen- und Endprodukte biochemischer Reaktionen
auf.>® Hierbei handelt es sich um Verbindungen mit einer Molekiilmasse von <1 kDa, die unter-
schiedlichen Stoffklassen wie Kohlenhydraten, Aminosauren und Lipiden, aber auch Hormonen,
sekundaren Stoffwechselprodukten und Signalmolekiilen zuzuordnen sind.*® *” Die Gesamtheit
der Metaboliten eines biologischen Systems oder einer einzelnen Probe wird als Metabolom be-
zeichnet. Neben der Differenzierung nach Stoffklassen kann das Metabolom auch nach dem Auf-
enthaltsort der Metaboliten im biologischen System gegliedert werden. Hierbei wird zwischen
dem Endo- und Exometabolom differenziert. Das Endometabolom umfasst alle Metaboliten in-
nerhalb der Zellen, also das intrazellulare Metabolom, wahrend das Exometabolom aus allen
Metaboliten aulRerhalb der Zellen gebildet wird und daher als extrazellulares Metabolom beti-
telt wird. Im extrazellularen Raum liegt eine geringere metabolische Aktivitat vor, was auf die

deutlich niedrigere Konzentration an Enzymen im intrazelluldren Raum zuriickzufihren ist.>®

Unter den Begriffen Metabonomics und Metabolomics werden Disziplinen verstanden, die sich
mit der Analyse des Metaboloms beschaftigten.>® Der Begriff Metabonomics wurde 1999 als Teil-
bereich der Sytembiologie durch Nicholson eingeftihrt. Der Begriff ist definiert als eine quantita-
tive Analyse der dynamischen, multiparametrischen und metabolischen Reaktionen lebender
Systeme zu bestimmter Zeit in Bezug auf pathophysiologischen Stimuli oder genetischer
Modifikationen.®® Zwei Jahre spater wurde der Begriff Metabolomics von Fiehn et al. als Nach-
weis und Quantifizierung aller Stoffwechselprodukte eines biologischen Systems in einer defi-
nierten Umwelt charakterisiert.®’ Beide Begriffe sind in der Literatur etabliert, werden jedoch als
Synonyme angesehen.®? In der vorliegenden Arbeit wird einheitlich der Begriff Metabolomics ver-

wendet.

Als Teil der Systembiologie nehmen die unterschiedlichen ,-omics“-Disziplinen eine zentrale
Rolle ein, um die Gesamtheit eines biologischen Systems zu verstehen.®* Metabolomics gehort
neben Genomics, Transcriptomics und Proteomics zu den vier Hauptgruppen der ,,-omics“-Diszip-

linen und stellt den jlingsten Forschungsansatz der ,,-omics“-Disziplinen dar.®*
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Der Zusammenhang dieser Disziplinen ausgehend von Genomics ist in der ,-omics“-Kaskade in

Abbildung 4 dargestellt.

Exogene Perturbation

Transkription Translation Metabolismus

Metabolite
Metabolomics

Proteine
Proteomics

Genomics Transkriptomics

Reverse Transkription Feedback reguliert

Abbildung 4: ,-omics“-Kaskade nach Patti.®®

Die Kaskade visualisiert den Informationsaustausch zwischen den Disziplinen ausgehend vom
Genom bis zum Metabolom, um ein besseres Verstandnis der biologischen Abldufe zu schaffen.>
Das Metabolom eines biologischen Systems reprasentiert die letzte Stufe der Interaktionen zwi-
schen dem Genom, Transkriptom, Proteom und unterliegt somit den Einfliissen aller vorange-
gangenen Stufen und auch den exogenen Pertubationen auf allen Ebenen. Da sich alle Pertuba-
tionen auf die Zusammensetzung des Metaboloms auswirken, wird der Phanotyp eines biologi-

schen Systems am konkretesten durch das Metabolom dargestellt.

3.3.2 Metabolomics Disziplinen
Zu den Metabolomics Disziplinen gehoren das metabolic profiling, metabolic fingerprinting und
metabolic footprinting. Die einzelnen Disziplinen erganzen sich gegenseitig, um in der Summe
eine vollstandige Darstellung abzugeben.®® Sie lassen sich in zielgerichtete (engl. targeted) und

nicht-zielgerichtete (engl. non-targeted) Methoden gliedern (vgl. Abbildung 5).

Bei der non-targeted Analyse der intrazellularen Metaboliten handelt es sich um eine qualitative
und semiquantitative Detektion moglichst vieler Metaboliten unterschiedlicher Substanzklas-
sen. Die Analyse gilt als hypothesenfrei. Das generierte Spektrum an detektierten Verbindungen

ist charakteristisch fiir das analysierte biologische System und wird auch als Fingerprint
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bezeichnet. Demnach wird diese Disziplin als metabolic fingerprinting bezeichnet.®’ Die gewon-
nenen Erkenntnisse geben einen Uberblick Giber die metabolische Zusammensetzung des Orga-
nismus, worauf aufbauend Hypothesen generiert werden kénnen. Anwendung findet dies zum
Beispiel beim Vergleich der Analyse von unterschiedlichen Proben, um Veranderungen des Me-
taboloms nach exogener Pertubation zu beschreiben, die Einteilung nach kontext-abhangige
Gruppen vorzunehmen oder einen charakteristischen, metabolischen Fingerabdruck zu erstel-
len.®® Eine Gruppierung kann beispielsweise anhand von unterschiedlicher Herkunft, Sorte oder

Kultivierungsbedingungen erfolgen.>® &

Erganzend zum metabolic fingerprinting liegt dem metabolic footprinting die Analyse des extra-
zelluldren Metaboloms zugrunde. Als Anwendungsbeispiel flr das metabolic footprinting kann
die Analyse von Kultur- und Nahrmedien genannten werden, die sich in Folge der Kultivierung
von unterschiedlichen Organismen einer Veranderung unterziehen kann. Hierbei kann es
sowohl zur Veranderung der Metabolit-Konzentration im Medium kommen, als auch zur Bildung
von neuen Metaboliten, die von den Organismen an das Medium abgegeben wurden.” Anhand
des metabolic footprinting kann beispielhaft die Auswirkung von Genveranderungen auf das Kul-

turmedium uUberprift werden.”

Aufgrund der chemischen Diversitat der Metaboliten ist es nicht moglich das gesamte Spektrum
in einem einzigen Extraktionsdurchlauf zu erfassen. Sofern ein vollstandig hypothesenfreier An-
satz vorliegt, wird die non-targeted Analyse in einen polaren und unpolaren Ansatz unterteilt,
um das gesamte Polaritatsspektrum der Metaboliten zu erfassen und somit keine Substanzklas-
sen zu diskriminieren.” Als Ziel der non-targeted Analyse gilt die Identifizierung von sogenann-
ten Schlusselmetaboliten, die charakteristisch flir das vorliegende biologische System oder eine

Gruppe an Systemen sind und relevant fiir die entstandene Hypothese sind.

Sofern nicht bereits durch Literaturdaten Informationen zu potenziellen Schliisselmetaboliten
vorliegen, schlie3t sich der non-targeted Analyse die targeted Analyse der identifizierten Schlis-
selmetaboliten an. Die definierten Hypothesen gilt es beim metabolic profiling zu Uberprifen.
Hierfiir wird eine kleine Anzahl an Metaboliten, die zuvor als Schliisselmetaboliten charakteri-
siert wurden, anhand einer gerichteten Analyse quantifiziert. Die Quantifizierung kann anhand
des Standardadditionsverfahrens oder durch Dotierung mit internen Standards erfolgen. Um
Matrix- und Suppressionseffekte zu nivellieren, sollten nach Verfugbarkeit isotopenmarkierte

Analoga der Schliisselmetaboliten verwendet werden.” 7
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Neben der Gliederung nach non-targeted und targeted Disziplinen kann eine Einteilung auch an-
hand der Datenauswertung und Verarbeitung erfolgen. Hier wird zwischen einer informativen,
diskriminativen und vorhersagenden Analyse differenziert. Bei der informativen Methode steht
die Identifizierung und Quantifizierung der Metaboliten im Mittelpunkt, um Informationen tiber
den Organismus zu erhalten.” Diese Technik wird z.B. bei der Entwicklung von Metabolit-Daten-

banken, wie der menschlichen Metabolom-Datenbank, verwendet.”

Die diskriminative Technik beschaftigt sich hingegen mit der Identifizierung von Unterschieden
zwischen Probenpopulationen, ohne statische Modelle zu erstellen oder die Differenzen genauer
zu erldutern. Dies kann mithilfe von multivariaten Datenanalysen (MVDA) durchgefiihrt werden.
Die Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. principal component analysis) ist dabei die meistge-

nutzte Methode.”

Metabolomics

Analyse - Extraktion

Metabolic footprinting

Metabolic profiling

Abbildung 5: Allgemeine Einteilung der Metabolomics-Disziplin nach Cevallos-Cevallos.”

Das Ziel der vorhersagenden Metabolomics Disziplin ist es, statische Modelle basierend auf dem
Metabolitprofil zu erstellen, um Variablen voraussagen zu konnen. Fur die Vorhersage werden
unter anderem PLS-R Modelle (engl. partial least square regression) erstellt, welche ebenfalls zu

den MVDA gehéren und anhand derer eine Vorhersage von unbekannten Variablen maglich ist.”

Bei der vorliegenden Arbeit erfolgt die Identifizierung der Schlisselmetaboliten fiir den Kakao-
schalennachweis anhand des metabolic fingerprintings gekoppelt mit einer diskriminativen Da-
tenverarbeitung. Die Vorhersage des Kakaoschalengehaltes von unbekannten Proben erfolgt an-

hand des metabolic profilings und einer vorhersagenden Datenauswertung.
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3.3.3 Einflussfaktoren auf das Metabolom
Die Einflussfaktoren der Umwelt, in Abbildung 6 als exogene Perturbationen bezeichnet, kénnen
eine grolle Auswirkung auf den Metabolismus und somit auf das Metabolom eines Organismus
haben.” Betrachtet man zur Vereinfachung eine Pflanze, die ortsgebunden wiéchst, gibt es den-
noch viele Einflussfaktoren, die natiirlichen oder anthropogenen Ursprungs sein konnen. Der
Standort der Pflanze ist hierbei als erster Einflussfaktor zu nennen und setzt sich wiederum un-
ter anderem aus der Beschaffenheit des Bodens, der Sonnenexposition, dem Alter der Pflanze,
der Wasser- und Nahrstoffverfiigbarkeit und des Klimas zusammen.®® Als anthropogene Ein-
flussfaktoren sind der Zusatz von Diinge- und Pflanzenschutzmittel und die Bewirtschaftung

und Pflege zu nennen.®'

Anthropogene Einflussfaktoren Natirliche Einflussfaktoren

Bewdsserung

DUnéung

/B’ d\/

\ 1000 Ve / /
=

Biologischer ~ 4 -
Anbau :
Genetik

Pestizide (Kakaosorte)

\ Anbauhohe

Bodeneigenschaften

Abbildung 6: Schematische Darstellung unterschiedlicher Einflussfaktoren auf das Metabolom eines Ka-
kaobaums.

Zudem treten Unterschiede im Metabolismus einer Pflanze auf, wenn die Pflanze auf einem Feld
oder in einem Gewachshaus wachst, da wechselhafte abiotischen Einflussfaktoren in einem
Gewachshaus zu vernachlassigen sind, wahrend Pflanzen auf Feldern diesen Schwankungen
ausgesetzt sind. Auch die biotischen Einflussfaktoren konnen in einem Gewachshaus besser
kontrolliert werden.®? Zu diesen Faktoren zahlen die Infektionen durch Mikroorganismen, Prada-
toren und die Konkurrenzsituation mit anderen Lebewesen um Wasser und Nahrstoffquellen.®

Einige naturliche und anthropogene Einflussfaktoren auf einen Kakaobaum sind in Abbildung 6
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dargestellt. Neben den bereits aufgefiihrten Faktoren spielt zudem der Erntezeitpunkt eine ent-
scheidende Rolle in Bezug auf das Metabolom einer Pflanze. Dieses kann sich erheblich zwischen
den unterschiedlichen Reifestadien unterscheiden. Hierbei ist vor allem auf die Umsetzung der
Starkespeicher einer Frucht zu Zuckern zu verweisen.?® Nach der Ernte kommt es zu einer Redu-
zierung der metabolischen Aktivitat. Um jedoch das Metabolom direkt nach der Ernte verglei-
chen zu kénnen, muss eine standardisierte Behandlung der Pflanzen nach der Ernte erfolgen.?*
Die metabolische Aktivitat kann unter anderem durch Einfrieren oder Gefriertrocknung auf ein
Minimum reduziert werden. Bei vielen Lebensmitteln, wie auch dem Kakao, finden nach der
Ernte weitere Prozessierungen bis zum genussfertigen Produkt statt, die wiederum einen Ein-
fluss auf das Metabolom haben.’® Hierbei ist auf Abschnitt 3.1 zu verweisen, wo ausfihrlich der
Einfluss der Fermentation, Trocknung und Rostung auf das Metabolom des Kakaos dargestellt

wird.

Die Einflussfaktoren auf das Metabolom konnen je nach verfolgter Fragestellung zielfuhrend o-
der hinderlich sein. Gilt es, die Herkunft von unterschiedlichen Probenpopulationen zu tiberpru-
fen, basiert der Erfolg des Nachweises auf den Einflussfaktoren, die auf die Proben an verschie-
denen Orten gewirkt haben.®> %€ Soll allerdings ein Nachweis erfolgen, der unabhangig der Her-
kunft fur alle Proben durchzufiihren ist, sind die Einflussfaktoren auf das Metabolom als hinder-

lich zu interpretieren.?’

3.3.4 Arbeitsabfolge bei Metabolomics-Experimenten
Der Workflow eines Metabolomics-Experimentes setzt sich aus mehreren aufeinander aufbau-
enden Schritten zusammen. Aufgrund der sensiblen Eigenschaften des Metaboloms ist grund-
satzlich auf stabile und standardisierte Temperaturen zu achten, damit es zu keiner ungewollten

Veranderung in der Metabolitzusammensetzung kommt.

Als erster Schritt gilt die Probenakquise, bei der authentisches Probenmaterial akquiriert wird.
Je mehr Informationen Uber die Proben zu erhalten sind, desto besser konnen die erhaltenen
Ergebnisse interpretiert und gegeneinander abgeglichen werden. Die Authentizitat des Proben-
materials ist entscheidend fiir die Giite der erstellten Regressionsmodelle, anhand derer an-
schlieBend unbekannte Proben vorhergesagt werden. Neben der Authentizitat stellt der Proben-
umfang den zweiten fundamentalen Pfeiler fur die Erstellung robuster Regressionsmodelle dar.
Je mehr Proben fur die Erstellung des Modells berticksichtigt werden, desto robuster und statis-

tisch valider kann das Modell anschlieRend nicht authentische Proben vorhersagen.
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Der Probenakquise schlielt sich der Transport des Probenmaterials an. Wie in Abschnitt 3.3.3
beschrieben wird, kann sich das Metabolom nach der Ernte weiterhin verandern. Demnach ist
bei dem Transport darauf zu achten, dass die Proben einer standigen Kiihlung und ggf. standar-
disierte Atmosphare ausgesetzt sind. Hierbei kann zwischen Proben mit einem hohen und nied-
rigen Wassergehalt differenziert werden. Je hoher der Wassergehalt der Proben ist, desto groRer
ist die Gefahr einer Veranderung des Metaboloms beim Transport. Hingegen bedarf es bei ge-
trockneten Proben, wie z.B. Kakaobohnen oder Haselnlissen, eines geringeren Aufwands zur Re-

duktion der Einflussfaktoren.

Wie beim Transport gilt es bei der gesamten Probenvorbereitung die metabolische Aktivitat zu
unterbinden, um Anderungen in der Konzentration sowie der Struktur der Metaboliten zu hem-
men. Sofern die Probenaufarbeitung nicht direkt nach dem Transport erfolgt, sollte eine Lage-
rung der Proben bei mindestens -80°C erfolgen. # 89 Die Proben sollten wahrend der gesamten
Probenvorbereitung unter 4 °C gekuihlt werden, da sich das Metabolom oberhalb dieser Tempe-
ratur deutlich schneller verandern kann.*° Die Probenvorbereitung umfasst eine Homogenisie-
rung und eine Extraktion des Probenmaterials. Bei der Homogenisierung ist es besonders wich-
tig, das Probenmaterial zu kiihlen, da durch die mechanische Einwirkung thermische Energie
entsteht und Zellen zerstort werden konnen, wodurch Substrate und Enzyme, die bei intakten
Zellen separat voneinander vorliegen, miteinander interagieren kénnen. Eine Zugabe von Tro-
ckeneis bei der Homogenisierung bewirkt neben der Kihlung bei fettreichen Matrices wie
Kakaobohnen ein Unterbinden des Fettaustritts aus den Zellen, sodass ein feines, homogenes
Pulver erhalten werden kann. Eine Gefriertrocknung des Probenmaterials gilt als fakultativ und
ist auch vom Wassergehalt der Probenmatrix abhangig.” Neben der verbesserten Haltbarkeit
durch die Gefriertrocknung ist auch eine Standardisierung des Wassergehaltes der Proben als

weiterer positiver Effekt anzusehen.

Je nach analytischem Ansatz kann eine gerichtete Extraktion bestimmter Substanzen und Sub-
stanzklassen (vgl. metabolic profiling®> %) oder eine ungerichtete Extraktion, bei der eine mog-
lichst weite Bandbreite an unterschiedlichen Substanzklassen ohne Diskriminierung extrahiert
werden soll (vgl. metabolic fingerprinting®* ), erfolgen. Ziel jeden Ansatzes ist es, eine Methode
zu entwickeln, die eine hohe Reproduzierbarkeit aufweist, kostengtinstig und schnell durchzu-
fihren ist und auf human- und umweltfreundlichen Chemikalien basiert. Die Extraktion stellt
einen Schlusselbereich der Probenaufarbeitung dar. Hier konnen die Ergebnisse durch unzu-

reichende Extraktion von potenziellen Schliisselmetaboliten maRgeblich beeinflusst werden.
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Fur die Extraktion werden oftmals klassische Losungsmittel wie Wasser, Alkohole und haloge-
nierte Kohlenwasserstoffe oder Mischungen aus diesen eingesetzt, um das Extraktionsvermo-
gen zu maximieren. Weiterhin zahlen auch Zweiphasen- und Festphasen-Extraktionen zu den
etablierten Verfahren. Bei allen Verfahren werden unterschiedliche Zellaufschlussverfahren, wie
der Einsatz von Kugelmuhlen oder Ultraschallbadern verwendet, um die Zellen aufzuschlieRen

und die Metaboliten in das Extraktionsmittel zu tiberfiihren.

Bei der Zweiphasen-Extraktion wird eine Mischung aus zwei oder mehreren Losungsmitteln ver-
wendet, die sich aufgrund des grofRen Polaritatsunterschiedes nicht miteinander mischen las-
sen. So werden bei der Extraktion zwei Phasen erhalten und die Metaboliten trennen sich aus-
gehend von der Polaritat in eine polare und eine unpolare Fraktion auf. Anschlieend konnen
jeweils die polare und unpolare Phase fur die Analyse des jeweiligen Polaritatsspektrums einge-
setzt werden. Zu den verbreitetsten Verfahren zahlen die Extraktionen nach Folch und nach

Bligh und Dyer.%®

Die Festphasenextraktion (SPE; engl. solid phase extraktion) basiert auf einem chromatographi-
schen Trennmechanismus, der die Analyten von Verunreinigungen und Matrixbestandteilen ab-
trennt. Hierbei kommen unterschiedliche, zum Teil sehr spezifische, SPE-Kartuschen zum Ein-
satz, die spezifisch Substanzklassen retardieren und somit von der Matrix separieren konnen. Bei
dieser Extraktion werden einzelne Substanzklassen isoliert, um den Nachweis dieser Verbindun-

gen zu verbessern, weshalb die Technik vor allem bei targeted Ansatzen zum Einsatz kommt.*®

99

Weiterhin konnen Extraktionsansatze durch Variationen des pH-Wertes oder der Extraktions-
temperatur verbessert und optimiert werden. %% Mushtaq et al. zeigte, dass die Extraktions-

effizienz durch die Absenkung des pH-Wertes deutlich verbessert werden kann.'®

3.3.5 Apparative Applikationen bei Metabolomics Experimenten
Aufgrund der chemischen Diversitat, der hohen Anzahl und den groRen Konzentrationsunter-
schieden der Metaboliten eines biologischen Systems, ist bisher keine analytische Plattform in
der Lage, alle Metaboliten in der Ganze zu erfassen. Daher wird eine Vielzahl unterschiedlicher
spektroskopischer Methoden verwendet, um ein moglichst grolRes Spektrum des Metaboloms
zu erfassen. Zu den etablierten Methoden im Bereich Metabolomics gehoren die Kernspinreso-
nanzspektroskopie (NMR, engl. nuclear magnetic resonance), die Massenspektroskopie (MS, engl.

mass spectrometry) und die Infrarotspektroskopie (IR).
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Zur weiteren Erhohung des Detektionsvermogens konnen die Methoden zusatzlich mit chroma-
toraphischen Systemen gekoppelt werden. Dies wird vornehmlich bei der MS, aber auch in Ein-
zelfallen bei der NMR gemacht.'®*'%7 Zur Kopplung werden kapillarelektrophoretische (CE), flus-
sig- (LC) oder gaschromatographische (GC) Systeme eingesetzt.'°8"°

Die MS bietet neben der einfachen Kopplungsméglichkeit mit chromatographischen Systemen
weitere Vorteile gegenuber den anderen Methoden. Hierzu zahlen die Méglichkeiten einer so-
wohl selektiven, als auch sensitiven Quantifizierung der Analyten sowie die Strukturaufklarung
von Metaboliten durch MS/MS-Experimente. Den Vorteil der Strukturaufklarung teilt sich die
MS mit der NMR, die sich zusatzlich durch eine nicht-destruktive Detektion und einen hohen
Probendurchsatz auszeichnet. Die Vorteile der IR sind die kostengtinstige und schnelle Analyse.
Der Anschaffungspreis und auch der Zeitaufwand der Probenvorbereitung und Analyse sind im
Verhaltnis zu den anderen Methoden sehr niedrig. Mittels IR kénnen sowohl flissige als auch

feste und puderformige Proben analysiert werden.

Als Nachteile der MS sind der hohe Zeitaufwand bei der Probenvorbereitung und der Analyse,
vor allem bei einer Kopplung mit einem chromatographischen Systemen, sowie die destruktive
Detektion zu nennen. Bei der NMR liegen die Nachteile bei einer deutlich niedrigeren Anzahl an
detektierbaren Metaboliten im Vergleich zur MS und der Schwierigkeit einzelne Metabolitsig-
nale zu isolieren. Der durch Suppressionseffekte bei der Analyse begrenzten Anzahl an detektier-
baren Verbindungen kann durch die Kopplung mit chromatographischen Systemen entgegen-
gewirkt werden. Wahrend dies bei der MS ohne groReren apparativen Aufwand durchfuhrbar
ist, ist dieser bei der NMR ungleich groRRer. Und wahrend bei der NMR lediglich wenige hundert
Metaboliten detektiert werden konnen, kénnen bei der LC-MS Kopplung mehr als tausend Me-
taboliten erfasst werden. Die Nachteile der IR liegen in der fehlenden Identifizierbarkeit von ein-
zelnen Metaboliten und der Notwenigkeit einer Trocknung von Proben mit hohem Wassergeh-

alt 56, 58

3.3.6 Kakao Metabolomics Experimente
Ausgelost vom hohen Wert der Handelsware Kakao und der damit verbundenen Gefahr von Fal-
schungen und gezielten Verunreinigungen, wurden bereits viele unterschiedliche Metabolomics
Experimente fiir die Probenmatrix Kakao durchgefiihrt. Neben unterschiedlichen Veroffentli-
chungen zur geographischen Herkunftsbestimmung von Kakaobohnen, wurden auch Experi-

mente zur Bewertung der Fermentation und Sortendifferenzierung durchgefiihrt.
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Der Fragestellung zur geographischen Herkunftsbestimmung wurde bereits mit allen in Ab-
schnitt 3.3.5 vorgestellten analytischen Plattformen begegnet.®¢™ "2 Weiterhin wurde ein Meta-
bolomics Experiment fiir den Nachweis von resistenten Kakaobaumsorten auf Basis der NMR
durchgefiihrt, um die Kakaobohnenerzeuger in Brasilien gezielt vor Krankheitserregern wie Mo-
niliophthora perniciosa (Erreger der ,,Hexenbesen-Krankheit“) zu schiitzen.™ "™ Auch die bioche-
mischen Ablaufe der Fermentation wurden bereits mit Hilfe eines non-targeted Ansatzes naher

analysiert."

3.4 Flussigkeitschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie
3.41 Flussigkeitschromatographie

3411 Grundlagen der Flussigkeitschromatographie
Die Flussigkeitschromatographie basiert, wie alle chromatographischen Systeme, auf Wechsel-
wirkung der Analyten zwischen einer mobilen (fliissigen) und einer stationdren Phase. Durch die
ausgebildeten Wechselwirkungen zwischen den Analyten und den beiden Phasen resultiert eine
Trennung von Stoffgemischen." Die stoffspezifische Retardierung eines chromatographischen
Systems kann durch den Verteilungskoeffizienten beschrieben werden. Der Verteilungskoeffi-
zient ist als der Quotient aus der Konzentration des Analyten in der mobilen und in der stationa-
ren Phase definiert. Er resultiert aus der Oberflachenbeschaffenheit der stationaren Phase und
den chemophysikalischen Eigenschaften des Analyten. Ein Mal3 zur Bewertung der Trennleis-
tung eines chromatographischen Systems stellt die VAN-DEEMTER-Gleichung dar."” Hierbei wird
die stationare Phase in Trennbdden unterteilt, in welchen sich jeweils ein Gleichgewichtszu-
stand der Analytkonzentration zwischen der mobilen und stationaren Phase einstellt. Je mehr
Trennboden eine stationare Phase stoffspezifisch ausbilden kann, umso haufiger kann sich der
Gleichgewichtszustand einstellen und desto groRer ist die Trennleistung des chromatographi-
schen Systems. Die Gleichung ist definiert als Funktion aus der FlieBgeschwindigkeit unter Be-
ricksichtigung der EDDY-Diffusion, Longitudinaldiffusion und dem Term des Massentransfers,
welche jeweils zu einer Peakverbreiterung und somit zu einer Reduktion der chromatographi-
schen Auflosung beitragen. Mit Hilfe der VAN-DEEMTER-Gleichung I3sst sich fiir jedes chromato-

graphische System die theoretisch optimale FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase berechnen.

Nach 1965 wurde die klassische Fliissigchromatographie durch die Hochleistungsflussigchroma-
tographie (HPLC, engl. high performance liquid chromatography) ersetzt. Hier werden kiirzere
Saulen mit Saulenmaterialien mit einer Partikelgroe im unteren pm-Bereich verwendet, wobei

der Laufmittelfluss durch leistungsfahige Pumpen auch bei hoherem Ruckdruck von bis zu
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400 bar aufrechterhalten werden kann. In Abbildung 7 ist eine schematische Darstellung einer

HPLC-Apparatur dargestellt.

Injektionseinheit
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Vorsaule Stationare Phase:
Chromatographiesaule

Detektor:
Massenspektrometer

Auswerteeinheit

Mobile Phase:
ElutionsmittelgefaRe Entsorgung

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer HPLC mit MS-Detektor.

Die mobile Phase wird aus den Elutionsmittelgefallen durch Kurzhub-Doppelkolbenpumpen
uber die Injektionseinheit zur stationaren Phase gefordert. Durch eine gezielte Steuerung der
Pumpe kann die Elutionsmittelzusammensetzung variiert werden. Die Veranderung der Zusam-
mensetzung wahrend einer Analyse wird als Gradientenelution bezeichnet."® Wird tiber den ge-
samten Zeitraum mit einer unveranderten Zusammensetzung gearbeitet, wird von einer isokra-
tischen Elution gesprochen. Bevor das Elutionsmittel die Pumpe erreicht, findet eine Entgasung
des Elutionsmittels an teilporosen Teflonschlauchen im Vakuum statt. Durch das Austreiben der
enthaltenen Gase wird ein konstanter Elutionsmittelfluss gewahrleistet. Die Injektion der Pro-
benlosung erfolgt lber ein Mehr-Wege-Ventil direkt in den Hochdruckbereich des Systems.
Durch das Ventil werden Druckschwankungen im System verhindert. Zum Schutz vor Ver-
schmutzungen ist der Chromatographiesaule eine Vorsaule vorgeschaltet, die aus der gleichen
stationdren Phase besteht, jedoch deutlich kiirzer ist und bei irreversibler Verschmutzung leicht
ersetzt werden kann. Die gangigen Dimensionen einer Trennsdule belaufen sich auf eine Lange
von 5 cm bis 30 cm und einen Durchmesser von bis zu 5 mm. Die PartikelgroRe der stationaren

Phase kann zwischen 10 um bis unter 2 pm liegen." Nach der Trennung von Substanzgemischen
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in der Trennsdule erfolgt die Detektion der Analyten. Fiir die Detektion konnen universelle De-
tektoren wie der Brechungsindex- und massenspektrometrische-Detektor oder selektive Detek-

toren wie der UV/VIS-, Fluoreszenz- oder elektrochemische Detektor verwendet werden.™

Durch die stetige Weiterentwicklung von immer kleineren Partikelgréf3en und leistungsfahige-
ren Pumpen werden heute Systeme kommerziell angeboten, die bei einem Druck von bis zu
1500 bar arbeiten konnen.™° Diese Systeme werden auch als Ultrahochleistungs-Fliissigchroma-
tographie (UPLC, engl. ultra performance liquid chromatography) bezeichnet.” Neben der
Entwicklung von Partikeln immer kleinerer GroRe werden vermehrt teilporése Partikel verwen-
det, um den Gegendruck, aber auch die Diffusionswege bei der chromatographischen Trennung
zu reduzieren. Bei diesen Partikeln wird die stationdre Phase auf einen inerten, unpordsen Kern

aufgebracht.'?#12

3.4.1.2 Umkehrphasenchromatographie
Die Umkehrphasenchromatographie (RP, engl. reversed phase) findet aufgrund ihrer hohen
Diversitat und dem daraus resultierenden breiten Anwendungsspektrum vielfach Anwendung
in der Fliissigkeitschromatographie.'* Bei der RP wird mit einer unpolaren stationdren Phase und
polaren mobilen Phase gearbeitet. Als stationare Phase werden modifizierte Silicagele verwen-
det, die eine lipophile Oberflache aufweisen. Abhangig vom vorliegenden Trennproblem werden
fur die Modifizierung unterschiedlich lange Kohlenwasserstoffketten eingesetzt, wobei meis-
tens unverzweigte Cis- oder Cs-Alkylreste verwendet werden.'” Aus sterischen Griinden kénnen
nichtalle Silanolgruppen des Silicagels derivatisiert werden, weshalb ein ,,endcapping” durchge-
flhrt werden kann, bei dem die freien Silanolgruppen mit dem sterisch anspruchsloseren Trime-

thylchlorsilan umgesetzt werden.

Die Umkehrphasenchromatographie zeichnet sich durch das Potential unpolare bis mittelpolare
Substanzgemische auftrennen zu konnen aus. Als Elutionsmittel werden wassrige Systeme mit
einem Anteil an polaren organischen Losungsmitteln wie Methanol oder Acetonitril verwen-
det."® Die Trennleistung basiert vorwiegend auf dem Verteilungsgleichgewicht der Analyten
zwischen der mobilen und der stationdren Phase, wohingegen die Ausbildung von VAN-DER-
WaALs-Kraften und die daraus resultierende Adsorption der Analyten durch die stationare Phase

eine untergeordnete Rolle einnimmt.
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3413 Wassrige Normalphasenchromatographie
Die wassrige Normalphasenchromatographie (ANP, engl. aqueous normal-phase) wurde erst zu
Beginn der neunziger Jahre entwickelt und stellt eine Alternative zur klassischen Normalphasen-
chromatographie und der Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC) dar.”?® % Bei die-
sen Verfahren der herkbmmlichen Normalphasenchromatographie werden eine polare statio-
nare Phase aus Silicagel und unpolare mobile Phasen, wie Hexan oder Petrolether, zur Trennung
von polaren Substanzgemischen verwendet. Diese verwendeten Elutionsmittel sind jedoch nicht

kompatibel mit einem massenselektiven Detektor.

Bei der ANP wird die Kiesegeloberflache der stationaren Phase durch das Einbringen von Hydrid-
Gruppen und vereinzelten langkettigen Alkylresten modifiziert. Durch die Modifizierung der sta-
tionaren Phase wird der polare Charakter der stationaren Phase reduziert, aber soweit beibehal-
ten, sodass polare Substanzgemische an dieser stationaren Phase getrennt werden. Weiterhin
ist der Einsatz von wassrigen Elutionsmitteln analog zur RP aufgrund der Derivatisierung mog-
lich und somit auch die Kopplung mit einem massenspektrometrischen System.'”®2° Aufgrund
der eingebrachten Kohlenwasserstoffketten konnen durch die stationare Phase nicht nur polare,
sondern auch unpolare Wechselwirkungen ausgebildet und somit Verbindungen des gesamten

Polaritatsspektrums retardiert werden.”% ™'

3414 Optimierung eines fllissigchromatographischen Systems
Die Optimierung eines fllissigchromatographischen Systems umfasst neben der Auswahl der
stationaren und mobilen Phase auch die Einstellungen des Gradienten, FlieRgeschwindigkeit,
Temperatur des Saulenofens und das Injektionsvolumen.”? Ziel der Optimierung ist eine mog-
lichst kurze Analysendauer bei maximaler Trennleistung. Die Optimierung der LC ist weiterhin
abhangig von dem verwendeten Detektor und der Fragestellung. Bei der Verwendung eines mas-
senselektiven Detektors ist eine Basislinientrennung von Verbindungen mit unterschiedlichen
Molekulmassen fiir eine quantitative Auswertung nicht notig, wahrend dies bei der Verwendung

eines UV/VIS-Detektors essentiell ware.

Wahrend das Ziel der LC-Optimierung einer targeted Analyse mit einer moglichst guten Tren-
nung der ausgewahlten Analyten klar definiert ist, stellt sich die Zielsetzung einer LC-Optimie-
rung bei einer non-targeted Analyse als schwieriger heraus. Als lGbergeordnetes Ziel kann die
Trennung moglichst aller detektierbarer Verbindungen bei einer non-targeted Analyse definiert

werden. Durch die getrennte Analyse aller Verbindungen werden Suppressionseffekte minimiert
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und somit hohere Signalintensitaten detektiert. Eine kurze Analysendauer bewirkt einen hohe-
ren Probendurchsatz und reduziert somit die Kosten der Analyse. Da jedoch eine angestrebte
Trennung aller Verbindungen die Analysedauer einer Probe drastisch erhdhen wiirde, gilt es ,eine
moglichst kurze Analysendauer gegen eine moglichst gute chromatographische Auflésung des

Systems abzuwagen und einen Kompromiss zwischen beiden Zielsetzungen einzugehen.

3.4.2 Massenspektrometrie

3.4.21 Grundlagen der Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie basiert auf der massenabhangigen Beschleunigung von lonen im
elektrischen Feld. Hierflir werden die zu analysierenden Substanzen zunachst durch verschie-
dene lonisierungsverfahren in einen geladenen Zustand und in die Gasphase Uberfiihrt. Diese
flichtigen lonen lassen sich durch das Anlegen eines elektrischen Feldes in ihrer Geschwindig-
keit und Position beeinflussen. Die Auspragung der Beeinflussung durch das elektrische Feld
hangt zum einen von der Wertigkeit der Ladung und zum anderen von der Masse der lonen ab,
dem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (engl. mass-to-charge-ratio, m/z)."® Ein Massenspektrometer
setzt sich aus einer lonenquelle, einem oder mehreren Analysatoren und einem Detektor zusam-

men."3

3422 Elektrospray lonisation (ESI)
Die ESI stellt heute die bedeutendste lonisationstechnik bei Atmospharendruck (AP, engl. atmo-
spheric pressure ionization) fiir chemische und biochemische Analysen dar und ermoglicht es, ein
flissigchromatographisches System mit einem MS zu koppeln.™* Bei der ESI werden die Analyten
unter Atmospharendruck ionisiert und erst anschlieBend in ein Hochvakuum uberfiihrt, um dort
analysiert zu werden. Die Kopplung einer Atmospharendruck-lonisationstechnik mit einem Mas-
senanalysator ist mit einem hohen Druckunterschied zwischen der lonisationseinheit unter
Atmospharendruck (ca. 101 kPA) und dem Analysator unter Hochvakuum (ca. 1,33 mPA) verbun-
den. Dieser Druckunterschied wird mit Hilfe von zwei Druckubergangen, in denen das Hochva-
kuum schrittweise aufgebaut wird, Giberwunden. Die Ubergange sind durch ionenoptische Lin-

sen voneinander getrennt, sodass das Hochvakuum schrittweise aufgebaut werden kann.”*®

Bei der ESI wird die mobile Phase der LC mit Hilfe einer Kapillare (sprayer needle/capillary) in das
elektrische Feld der lonisationsquelle verspriht. Die Kapillare stellt eine Elektrode dar, wodurch
die Analyten in der mobilen Phase bereits beim Verspriihen in die Quelle ionisiert werden. Zur
lonisierung der Analyten wird ein Gleichspannungsfeld an der Elektrode von 3-6 kV angelegt. Die
entstandenen lonen werden zur zylindrischen Gegenelektrode beschleunigt (siehe Abbildung 8).
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Abhangig vom lonenmodus kénnen sowohl die Kapillare als auch die zylindrische Elektrode als
Kathode oder Anode fungieren." Im negativen lonenmodus werden Anionen gebildet und im
positiven Modus Kationen. Die lonisierung der Molekiile erfolgt je nach lonenmodus vorwiegend
durch Protonierung [M+nH]"* oder Deprotonierung [M-nH]" von funktionellen Gruppen inner-
halb der Analyten. Die entstandenen lonen werden als Pseudo-Molekiilionen bezeichnet. Neben
den Protonierungsreaktionen kann es bei der lonisierung auch zur Bildung von unterschiedlichen
Addukten kommen. Aufgrund des ubiquitaren Vorhandenseins von Natrium- und Kaliumionen
werden im positiven lonenmodus beispielweise [M+nNa]"* oder [M+nK]"* gebildet. Der Einsatz
von Laufmitteladditiven wie Ammoniumformiat (AF) oder -acetat (AAc) kann ebenfalls die loni-
sierung beeinflussen und die Entstehung von Ammonium-Addukten [M+nNH4]™* bewirken.™® In
Abbildung 8 ist eine schematische Darstellung von einer ESI-Quelle im negativen lonenmodus

dargestellt.

pry G Charge Residue Model

Curtain Gas

Nebulizer Gas

Gegenelektrode

- - - J “ Lasungsmittel-
Sprayer Needel N i - = :evaporation

Nebulizer Gas

lon Evaporation Model
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| |
Abbildung 8: Schematische Darstellung einer ESI-Quelle im negativen lonenmodus.

Bei der Kopplung eines fllissigchromatographischen Systems mit einem Massenspektrometer
muss die mobile Phase vor der Analyse abgetrennt werden, damit die lonen in der Gasphase
analysiert werden konnen. Die Abtrennung der mobilen Phase erfolgt in der ESI durch das Ver-
sprihen der Losung an der Kapillare. Beim Austritt der Analytlosung aus der Kapillare bildet sich
ein sogenannter Taylor Kegel (engl. taylor cone). An der Spitze dieses Kegels 16sen sich einzelne
Tropfchen ab, die einen Durchmesser von etwa 1,5 um aufweisen und ca. 50.000 Ladungen ent-
halten. Aus den gebildeten Tropfchen und dem eingeleiteten Zerstdubungsgas (engl. nebulizer
gas) entsteht ein Aerosol.”’ Die Evaporation des Losungsmittel in den Tropfen wird durch das
Einleiten eines Trocknungsgases (heater gas o. dry gas) in die Quelle beschleunigt, sodass sich die

Ladungsdichte innerhalb der Tropfen erhéht.®® Als Trocknungsgas wird fiir gewohnlich Stickstoff
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mit Temperaturen von bis zu 600 °C eingesetzt.”* Wird durch die Evaporation des Losungsmit-
tels das RAYLEIGH-Limit erreicht, welches als die maximale Anzahl gleichnamiger Ladungen in ei-
nem Flussigkeitstropfen definiert ist, kommt es durch die AbstoBungskrafte zu einer schlagarti-
gen Entladung in Form einer Explosion, wobei eine Vielzahl neuer Tropfen mit deutlich geringe-
rem Durchmesser entstehen. Dieser Vorgang wird als CouLomB-Explosion bezeichnet.™ Der
Ubergang der lonen in die Gasphase ist heute noch nicht vollstandig aufgeklart. Es werden zwei
unterschiedliche Modelle als Erklarung fiir den Ubergang diskutiert: Bei dem lon Evaporation
Model (IEM) diffundieren die lonen nach einer Coulomb Explosion direkt in die Gasphase, wah-
rend das Charge Residue Model (CRM) davon ausgeht, dass die lonen in die Gasphase durch eine
vollstandige Entfernung der Losungsmittel Gibergehen.% ! Sowohl fiir die CRM-Theorie als auch
fir das IEM-Modell sind experimentelle Befunde vorhanden, die fiir die jeweilige Theorie spre-

chen, sodass noch beide Modelle parallel bestehen."?

Die ESI kann sowohl fiir kleine als auch fur sehr grol3e Molekiile in einem breiten Polaritatsspekt-
rum eingesetzt werden, weshalb diese Technik sowohl bei Proteomics- als auch fur

Metabolomics-Experimenten eingesetzt wird."?

34.23 Massenanalysatoren
In der lonenquelle werden die lonen gebildet und gehen in die Gasphase Uber. Die gebildeten
lonen werden durch ein elektrisches Feld in das Hochvakuum des Massenanalysators des Mas-
senspektrometers weitergeleitet, um nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis getrennt zu wer-
den. Fur die Analyse der lonen werden unterschiedliche Massenanalysatoren eingesetzt, die auf
Grundlage von verschiedenen Mechanismen wirken.** Im Zuge dieser Arbeit wurde mit einem
Triple-Quadrupol(QqQ)- und einem Quadrupol-Time-of-Flight(QToF)-Analysator gearbeitet. Hier-
bei handelt es sich um ,, Tandem in Space“-Analysatoren, die sich aus mehreren, unterschiedli-
chen oder auch gleichen, Massenanalysatoren zusammensetzten. Die Mechanismen der ver-

wendeten Massenanalysatoren sind in den Abschnitten 3.4.2.3.1und 3.4.2.3.2 beschrieben.

3.4.23.1 Tripl- Quadrupol Massenspektrometer
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer zahlen zu den verbreitetsten Applikationen im Bereich
der Massenspektrometrie. Sowohl in der Forschungals auch in der Routine-Analytik werden QqQ
fir unterschiedliche Anwendungen, aber hauptsachlich zur Quantifizierung von Analyten ver-
wendet."> Auch im Metabolomics-Bereich gilt die Triple-Quadrupol-Massenspektrometrie als

etabliertes Verfahren fiir targeted Ansatze.*®
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Ein Quadrupol besteht aus vier achsenparallelen Stabelektroden. Die jeweils gegentiberliegen-
den Metallstabe werden an eine entgegengesetzt gepolte variable Gleichspannungsquelle an-
geschlossen, welche zusatzlich von einem hochfrequenten Wechselspannungsfeld tberlagert
wird. So erhalten die gegenuberliegenden Elektroden jeweils die gleiche Polaritat. In dem so ent-
stehenden elektrischen Feld werden nur lonen mit einem bestimmten zuvor definierten m/z-
Verhaltnis auf einer stabilen Flugbahn durch die Mittelachse zwischen den Elektroden geleitet,
um anschlieBend detektiert zu werden." Die Flugbahn von lonen mit einem anderen m/z-Ver-
haltnis ist instabil, sodass die lonen mit den Stabelektroden kollidieren, sich entladen und so aus
dem System entfernt werden. Neben der Moglichkeit gezielt einzelne m/z-Verhaltnisse zu de-
tektieren, konnen Quadrupole auch als ionenfiihrendes Element (quadrupol ion guide) verwen-
det werden, wie es auch im scan-Modus der Fall ist. Die Gleichspannung des Quadrupolfelds wird
hier gleich null gesetzt. Dieser Zustand wird auch als Radiofrequenz Quadrupol bezeichnet (RF-

0!’7/)/).148

Bei einem QqQ werden die lonen tber mehrere ionenoptische Linsen aus dem Atmospharen-
druckbereich der lonenquelle in das Massenspektrometer geleitet. Beim Passieren der Linsen fin-
det eine weitere Fokussierung des lonenstrahls statt. Angeschlossen an die lonenfokussierung
findet im ersten Quadrupol (Q1) die erste massenselektive Trennung der eingefallenen Precur-
sor-lonen statt. Sofern eine Fragmentierung vorgesehen ist, findet diese im zweiten Quadrupol
(g2) statt. Als Reaktandgas fiir die Fragmentierung wird meistens Stickstoff verwendet. Die ge-
zielte Fragmentierung im zweiten Quadrupol wird als collision induced dissociation (CID) bezeich-
net. Durch das Einleiten des Stickstoffs ist der Druck im g2 mit 0,13 PA deutlich hoher als im Q1
und Q3. Die Fragmentierungsstarke kann maf3geblich durch die angelegte Spannung, aber auch
durch den Gasfluss des Reaktandgases gesteuert werden. Die entstandenen Produkt-lonen wer-
den im Q3, der ebenfalls eine massenselektive Trennung vornimmt, analysiert.”” Die schemati-
sche Darstellung eines QqQ-Massenspektrometers sowie des Detektionsablaufs sind in der

Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers.

Die Fragmentierung des Prescursor-lons findet haufig nicht quantitativ statt, sodass neben den
Produktionen auch ein Anteil des Precursor-lons im Q3 detektiert werden kann. Im Gegensatz zu
den ,Tandem in Time“ Massenspektrometern mit lediglich zeitlich getrennter Analyse und Frag-
mentierung im gleichen Massenanalysator, findet bei den ,,Tandem in Space“ Massenspektro-
metern jeder Analyseschritt in einem raumlich abgetrennten Massenanalysator statt."*® Die An-
einanderreihung von mehreren Masseanalysatoren mit zwischenzeitlicher Fragmentierung wird
auch als MS/MS, bei zweifacher Analyse und MS" bei mehrfacher Analyse bezeichnet. MS" Ver-

suche werden meist nur bei , Tandem in Time*“ Applikationen durchgefiihrt.

Als Detektoren wird neben dem meist verwendeten Sekundarelektronenvervielfacher auch der
Faraday-Becher eingesetzt. Bei einem Sekundarelektronenvervielfacher treffen die zu analysie-
renden lonen auf eine Dynode, wo durch den Aufprall Elektronen herausschlagen werden. Die
gebildeten Elektronen sind mengenmaRig proportional zu den aufgetroffenen lonen, werden zu
einer weiteren Dynode beschleunigt und l6sen hier ebenfalls weitere Elektronen heraus. Durch
Wiederholungen dieses Vorgangs entsteht eine Elektronenkaskade und dadurch ein messbares
elektronisches Signal, welches proportional zu der aufgetroffenen lonenkonzentration ist."® Bei
dem Faraday-Becher treffen die erzeugten lonen auf eine Oberflache mit konstantem Potential.
Durch den Aufprall der lonen kommt es zu einem Ab- oder Zufluss von Elektronen uber einen
Widerstand. Die erzeugten Spannungsschwankungen sind proportional zu der eintreffenden lo-

nenkonzentration an der Oberfliche des Detektors.™
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Der Einsatz eines Tandem-Massenspektrometers ermoglicht die Anwendung unterschiedlicher
Analysetechniken. Neben der Aufnahme von Produkt-lonen-Spektren konnen durch Inaktivie-
rung der Kollisionszelle auch Precursor-lonen-Scans aufgenommen werden. Die multiple reac-
tion monitoring Technik (MRM) ist ein etabliertes Verfahren zur Quantifizierung von unter-
schiedlichen Substanzen. Vor der Analyse werden die spezifischen m/z-Verhaltnisse der Analy-
ten und auch der daraus entstehenden Produkt-lonen in der Software implementiert. Durch die-
ses Verfahren konnen anschlieRend die Verbindungen mit einer erh6hten Sensitivitat und Selek-

tivitat detektiert werden.”™®

Die Vorteile einer Triple-Quadrupol-Applikation liegen in der hohen Sensitivitat, Selektivitat und
einem grolRen linearen Arbeitsbereich.™ Weiterhin kdnnen mit QqQ Verbindungen mit sehr ge-
ringem Molekiilgewicht analysiert werden und zeigen eine geringe Storanfalligkeit und robuste
Handhabung. Durch die robuste Arbeitsweise des Systems ist es moglich, reproduzierbare Ergeb-
nisse zu generieren und Datenbanken mit Vergleichsspektren aufzubauen. Eine starkere Limitie-
rung zeigt diese Applikation jedoch im héheren Massenbereich (bis zu 4000 m/z) und in einer
deutlich geringeren Auflésung im Vergleich zu anderen Tandem Massenspektrometern.™ Die
targeted Methode in der vorliegenden Arbeit wurde basierend auf einem Triple-Quadrupol-Mas-
senspektrometer entwickelt, da sowohl die Limitierung des hoheren Massenbereichs als auch
die geringe Auflosung der Applikation fur die Anwendung keine Rolle spielt. Durch die Verwen-
dung des MRM-Modus konnten die Analyten trotz der geringen Auflésung mit einer sehr hohen

Selektivitat nachgewiesen werden.

34232 Quadrupol-Time-of-Flight Massenspektrometer
Die Funktionsweise eines Time-of-Flight Massenanalysators beruht auf der Messung der Zeit,
welche ein lon bendtigt, um eine bestimmte Strecke in einem feldfreien Raum zurlickzulegen.
Hierfur werden lonenpakete mit einem bekannten und konstanten Potential beschleunigt. Die

elektrische Energie entspricht hier der kinetischen Energie.

Ein lon mit der Masse (m) und der Ladung (q) wird durch ein elektrisches Feld der Spannung (U)
beschleunigt, sodass durch die Beschleunigung die elektrische Energie (Ee) der kinetischen Ener-
gie (Ex) entspricht. Die Ladung des lons kann weiterhin durch die Ladungszahl (z) und die elektri-
sche Elementarladung (e) substituiert werden. Diese Zusammenhange sind in Gleichung 1dar-

gestellt.

‘m-v?=q-U=z-e-U=E, !
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Beim Umstellen der Gleichung 1 nach m/z wird Gleichung 2 erhalten.

Die Geschwindigkeit (v) Iasst sich durch den Quotienten der Drift-Zeit (t) und der Lénge der Drift-
strecke (L) beschreiben, sodass Gleichung 3 erhalten wird.
m u 3
—=t*.2-e-—
. t°-(2-e I_2)
Nach der Gleichung 3 kann das m/z eines lons durch die analysierte Drift-Zeit berechnet werden,

da alle in der Klammer beschriebenen Variablen konstant sind.’>

lonen einer groReren Masse erfahren eine geringere Beschleunigung als lonen einer kleineren
Masse (vgl. Gleichung 1). Die abweichende Beschleunigung resultiert anschlieBend in unter-
schiedlich langen Flugzeiten der lonen. Im Flugrohr herrscht Hochvakuum, sodass die Flugzeit

und -bahn der lonen nicht beeinflusst wird.

Durch ein Reflektron kann die Drift-Strecke, welche die lonen vor der Detektion zuruicklegen, ver-
langert werden. Im Reflektron ist eine Hochspannung angelegt, welche die eintretenden lonen
abbremst und in die entgegengesetzte Richtung beschleunigt. Die Verlangerung der Drift-Stre-
cke steigert die Massenauflosung des Systems und kann entweder durch eine Verlangerung des

Flugrohrs oder durch Verwendung eines Reflektrons erreicht werden.™

Die in der lonenquelle erzeugten lonen werden, je nach Bauart und Hersteller, durch mehrere
lonentrichter und einen Hexapol (oder andere Multipole) fokussiert, um sie anschlieBend zu ana-
lysieren. Hexa- oder Octapole gelten als Weiterentwicklung der Quadrupole, die eine analoge
Arbeitsweise zeigen und aus jeweils sechs oder acht Stabelektroden aufgebaut sind. Bewegt sich
ein lon abweichend von der Mittelachse zu einem Pol der entgegengesetzten Ladung, steigt das
elektrische Potential. Das elektrische Potential U in Abhangigkeit von der Distanz r zur zentralen
Achse andert sich je nach Art des Multipols unterschiedlich stark. Der Quotient dU/dr nimmt bei
kleinen rumso schneller zu, je weniger Pole den Multipol bilden. Das Potentialfeld eines Quadru-
pols nimmt demnach ausgehend von der Mittelachse schneller zu als bei einem Hexapol. Auf-
grund des starkeren Potentialgradienten sind Quadrupole den Multipolen, in der Fahigkeit se-
lektiv lonen auf einer stabilen Kreisbahn zu leiten, liberlegen. In Hinsicht einer Vorfokussierung

eines lonenstrahls oder des lonentransportes wirkt sich der kleinere Potentialgradient der
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Multipole positiv auf die Leistungsfahigkeit aus, sodass hier die Multipole dem Quadrupol im
Leistungsvermogen liberlegen sind. Demnach werden Quadrupole vermehrt als massenselektive

Bauteile und Multipole zum Transport und zur Fokussierung von lonen verwendet."

In Abbildung 10 ist eine schematische Darstellung eines QToF-Massenspektrometers dargestellt.
Die fokussierten lonen werden im ersten Quadrupol (Q1) analysiert und nach ihrem m/z-Verhalt-
nis getrennt. Je nach Arbeitsweise gelangen die isolierten lonen in die Kollisionszelle, die eine
analoge Funktionsweise wie der q2 in Abschnitt 3.4.2.3.1 zeigt. Durch den Einsatz der Kollisions-
kammer besteht die Moglichkeit, MS/MS-Experimente durchzufiihren. Die entstandenen Frag-
mente werden im lon-Cooler, der meist ein Multipol ist, geblindelt und als lonenpakete an den
ToF-Analysator transferiert. Beim Ubergang vom lon-Cooler zum orthogonalen Beschleuniger im
ToF-Analysator erfahren die lonen einen Richtungswechsel. Durch die rechtwinklige Anordnung
des ToF zum lon-Cooler konnen longitudinale Diffusionseffekte unterbunden und die Auflésung
verbessert werden. Die lonenpakete werden im ToF beschleunigt, ggf. reflektiert und anschlie-
Bend die Zeit und lonenkonzentration detektiert. Als Detektor kommen ebenfalls Sekundarelekt-
ronenvervielfacher und Faraday-Becher, deren Funktionsweise bereits in Abschnitt 3.4.2.3.1 be-

schrieben wurde, zum Einsatz.

Reflektor
4
Kollisionsgas
" \
[ 'S
<
lonenquelle -
- -4
—— | = p— R
£ lm =] — e
- T — h—
Orthogonal
uadrupol isions- lon-Cooler :
Hexapol Q P Kollisions Beschleuniger
. zelle
lonentrichter

Abbildung 10: Schematische Darstellung eines QToF-Massenspektrometers.
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Das Hybridsystem eines Quadrupol-Time-of-Flight-Massenanalysators wird hauptsachlich auf-
grund der sehr hohen Massengenauigkeit von bis zu 1-2 ppm, der schnellen Scanzeit im ms-
Bereich und dem theoretisch nach oben unbegrenztem Massenbereich verwendet.™ ™* Auf-
grund dieser Eigenschaften eignet sich die Applikation besonders flir non-targeted Ansatze, da
mit Hilfe der Informationen aus der hohen Massengenauigkeit und dem detektierten Isotopen-
muster die wahrscheinlichste Summenformel berechnet werden kann und durch die Aufnahme
von Produkt-lonen auch Informationen auf die Struktur der Verbindung gewonnen werden kon-

nen.

Als negative Attribute sind der sehr hohe Anschaffungspreis und ein hoher Kalibrierungsauf-
wand aufgrund der Sensibilitat gegentiber Umwelteinflissen, wie der Temperatur oder dem

Luftdruck, zu nennen.

3.5 LC-MS Kopplungen
Die Kopplung der Massenspektrometrie mit einem chromatographischen Verfahren wird zur
Analyse von komplexen Stoffgemischen genutzt und stellt heute die Methode der Wahl fiir den
quantitativen Nachweis von Metaboliten oder Arzneimitteln dar.” Bei der Analyse eines kom-
plexen Stoffgemisches via Direkteinlass in das Massenspektrometer kommt es zu starken
Supressionseffekten und dadurch zu einem Verlust von Signalen und Signalintensitaten.™® Kon-
kurrierende Einflusse der Probenmatrix und des Losungsmittels haben einen Einfluss auf die lo-
nisation der Analyten in der lonenquelle, sodass die Signalintensitat reduziert wird oder Verbin-
dungen nicht mehr nachgewiesen werden konnen. Quantitative Messungen werden dadurch
teilweise erheblich beeintrachtigt. Durch den Einsatz eines chromatographischen Systems wird
das Stoffgemisch vor der Analyse aufgetrennt, sodass im optimalen Fall die Analyten getrennt
voneinander in die lonenquelle des Massenspektrometers gelangen und dadurch die Suppressi-
onseffekte reduziert werden.™’ In der vorliegenden Arbeit wurde die Trennung anhand unter-
schiedlicher fliissigchromatographischer Systeme durchgefiihrt. Weiterhin wird durch die Kopp-
lung ein weiteres qualitatives Merkmal in Form der Retentionszeit gewonnen, was die Identifi-

zierung unbekannter Verbindungen erleichtern kann.

Neben den herausgestellten Vorteilen stellt die Abtrennung der mobilen Phase und die damit
verbundene Uberfiihrung der lonen in die Gasphase eine technische Herausforderung dar. Das
zuvor beschriebene lonisationsverfahren, ESI, ist darauf ausgelegt, dass Laufmittel zu entfernen.

Bei einer Uberschreitung der Flussrate von ca. 0,6 mL/min kann das Lésungsmittel der mobilen
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Phase nicht mehr vollstandig entfernt werden, sodass es zu nicht reproduzierbaren Intensitats-
verlusten kommen kann. Bei hoheren Flussraten wird daher ein post-column-splitting durchge-
fihrt. Hierbei wird im Anschluss an die chromatographische Trennung ein konstanter Teil der
mobilen Phase abgetrennt und nicht zum Massenspektrometer weitergeleitet, sodass nur noch
ein kleiner, reprasentativer Anteil des Eluats in die lonenquelle geleitet wird."*® Gangl et al. konn-
ten zeigen, dass bei der Verwendung eines split kein negativer Einfluss auf die Sensitivitat der
Analyse besteht, obwohl weniger lonen fiir die Detektion vorlagen.™ Dies wird durch Reduzie-

rung losungsmittelbedingter Suppressionseffekte erklart.

Bei der Kopplung der Massenspektrometrie mit einem chromatographischen Verfahren kann ne-
ben der massenselektiven Detektion der Analyten auch ein UV/VIS-Detektor verwendet wer-
den.'® Durch die Analyse mittels UV/VIS-Detektor kdnnen weitere Informationen liber die Ana-
lyten, wie dem Vorhandensein konjugierter Doppelbindungssysteme, gewonnen werden. Zu be-
achten ist allerdings, dass die massenselektive Analyse destruktiv ist, weshalb der UV/VIS-De-
tektor vor dem Massenspektrometer geschaltet werden muss. In vielen HPLC und UPLC Syste-
men ist bereits standardmaRig ein UV/VIS-Detektor verbaut. Bei den durchgefiihrten non-tar-
geted Analysen wurde sowohl eine Massenspektrometer als auch ein UV/VIS-Detektor verwen-

det.
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3.6 Multivariate Datenanalyse

Fir die Extraktion von relevanten Informationen aus groRen uniibersichtlichen Datenmengen
werden in der Regel multivariate Datenanalyseverfahren angewandt.” Mit Hilfe solcher Analy-
semethoden kdnnen umfangreiche Datenmengen reduziert, die Informationsdichte erhoht, re-
levante Schllsselinformationen extrahiert und Informationen, welche zum Beispiel durch das

Grundrauschen hervorgerufen werden, eliminiert werden.®’

Multivariate Datenanalysemodelle verringern mathematisch die Anzahl der Variablen, um die
Auswertung der Daten zu erleichtern und die Zusammenhange in einem zwei- bzw. dreidimen-
sionalen Raum darzustellen. Hierbei wird zwischen nicht supervisierten Analysenmodellen wie
beispielsweise der Hauptkomponentenanalyse und supervisierten Modellen wie der partial least
square-diskriminanzanalyse (PLS-DA) unterschieden.'®® Der Unterschied der beiden Methoden
liegt in den im Vorwege der Berechnung definierten Merkmalen. Bei nicht supervisierten Infor-
mationen werden im Vorfeld keine Informationen Uber die analysierten Proben preisgegeben,
sodass die Differenzierung der Proben ungerichtet erfolgt. Bei den supervisierten Methoden er-
folgt bereits vor der Analyse ein Informationsinput, z.B. in Form von einer Klassifizierung nach
bekannter Sorte oder Herkunft.'"®® Durch die vorliegenden Informationen kann gerichtet nach
Unterschieden zwischen den definierten Probenpopulationen gesucht werden. Im Zuge dieser
Arbeit wurden sowohl supervisierte als auch nicht supervisierte Modelle verwendet: Fiir die
Identifizierung der Schlliisselmetaboliten wurden nicht supervisierte Modelle und fiir die Vorher-
sage des Kakaoschalengehaltes anhand der zuvor identifizierten Schliisselmetaboliten wurden

supervisierte Modelle eingesetzt.

Die Analyse der Rohdaten von Metabolomics Experimenten gliedert sich unabhangig von der
Analyseplattform in zwei Teile: die Datenvorbehandlung und die Analyse anhand einer multiva-

riaten Datenanalysetechnik.

3.6.1 Datenvorbehandlung
Eine Datenvorbehandlung wird durchgefiihrt, um Abweichungen und Unterschiede zwischen
den analysierten Proben, die bei der Analyse oder Probenvorbereitung entstehen konnen, aus-
zugleichen, um die Ergebnisse fir eine statistische Auswertung vergleichbar zu machen.'® Durch
den Einsatz eines chromatographischen Systems bei der Analyse kann es zu Abweichungen der
Retentionszeiten und durch eine fehlerhafte Kalibrierung des massenspektrometrischen Sys-

tems zu Abweichungen bei den detektierten m/z kommen, die durch eine Datenvorbehandlung
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ausgeglichen werden kénnen.'®® Im Folgenden sind einige Beispiele fiir unterschiedliche Techni-

ken der Datenvorbehandlung aufgefiihrt, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden.
Alignment

Wird die Probe vor der Analyse anhand eines fliissigchromatographischen Systems getrennt,
kann es zu einer zeitlichen Verschiebung der Elution kommen. Bei einem HPLC-System sind vor
allem Druckschwankungen, Temperaturunterschiede und die Alterung der stationaren Phase fur
die Veranderung der Retentionszeiten verantwortlich. Aus den beschriebenen Griinden ist die
Retentionszeit der Analyten nicht bei allen Messungen, vor allem nicht tiber einen langeren Zeit-
raum, gleich definiert und muss vor der statistischen Auswertung korrigiert werden. Dieser Pro-
zess wird als time alignment bezeichnet. Als Grenzwert fiir eine maximal akzeptierte Abwei-
chungkann ein Retentionszeitunterschied von bis zu 0,5 Minuten definiert werden. Schwankun-
gen innerhalb von diesen Grenzen werden durch das time alignment angepasst. Neben der Re-

tentionszeit kann auch ein Alignment der detektierten m/z vorgenommen werden.®
Feature Finding

Fur die statistische Analyse der Datensatze wird algorithmusbasiert entschieden, ob die detek-
tierten Signale von einem Analyten hervorgerufen wurden oder ob es sich hierbei um eine Kon-
tamination oder um Grundrauschen handelt.'®’ Dieser Prozess wird als feature finding oder Peak-
detektion bezeichnet. Die detektierten features setzen sich aus dem m/z, der Retentionszeit und
der Intensitat der lonen zusammen. Anhand von unterschiedlichen Parametern wie dem Signal-
Rausch-Verhaltnis (S/N, engl. signal-noise-ratio) und einer minimalen Anzahl an Spektren, in de-

nen das Feature detektiert werden muss, kann der Algorithmus gerichtet beeinflusst werden.'®
Basislinienkorrektur

Bedingt durch eine lineare oder nichtlineare Addition im Spektrum, hervorgerufen durch Saulen-
bluten, Nicht-Linearitaten im Detektor oder Akkumulation von Komponenten, konnen Rohdaten
oft eine Erhohung der Basislinie zeigen. Diese systematischen Abweichungen von der Basislinie
werden nicht durch stoffbezogene Informationen hervorgerufen, konnen jedoch die Quantifizie-
rung beeinflussen. Die systematischen Abweichungen kdnnen durch ein Glatten (engl.
smoothing) ausgeglichen werden, wobei das Rauschen reduziert wird, wahrend die Intensitat

der Peaks so grof8 wie moglich bleibt."®?
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Normalisierung

Eine Normalisierung der Datensatze gleicht systematische Veranderungen im Spektrum aus. Die
Unterschiede in den Intensitaten bei zwei analysierten Proben, bei denen die Intensitat der Peaks
das gleiche Verhaltnis zueinander aufweist, aber fiir jede Probe eine unterschiedliche, maximale
Intensitat der Peaks vorliegt, werden durch die Normalisierung ausgeglichen. Zu diesen Abwei-
chungen gehort beispielsweise ein unterschiedlicher Wassergehalt. Da durch die Normalisierung
das Intensitatsverhaltnis der Peaks innerhalb einer Probe nicht verandert wird, verandert sich
das Aussehen der Spektren bei einer durchgefiihrten Normalisierung nicht. Die Normalisierung
kann anhand von unterschiedlichen Berechnungen erfolgen. Zu den verbreitetsten Anwendun-
gen zahlen die Normalisierung anhand des Mittelwertes oder des Medians. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Normalisierung der Messdaten vor der Berechnung multivariater Datenana-
lysen durchgefuhrt, um Abweichungen in den Datensatzen durch die Aufarbeitung und bei der

Analyse auszugleichen."®
Standardisieren (engl. scaling)

Bei den meisten Verfahren der multivariaten Datenanalyse wird nach der groRten Varianz inner-
halb der Messdaten gesucht. Hierbei haben vornehmlich die Messwerte mit den gro3ten abso-
luten Unterschieden den groRten Einfluss auf das Modell. Messwerte, die absolut kleinere Un-
terschiede aufweisen, jedoch relativ einen groReren Einfluss auf die Auftrennung der Messdaten
haben, werden entsprechend mit einer geringeren Varianz und Gewichtung berlcksichtigt. Da-
mit auch diese Unterschiede einen direkten Einfluss auf das Modell haben, kann eine Standardi-
sierung der Messdaten durchgefiihrt werden.'® Bei der Autoskalierung wird von jedem analy-
sierten Wert der Mittelwert aller Messungen abgezogen und durch die Standardabweichung di-
vidiert. Anhand dieses Verfahrens werden die Messwerte aller Variablen vereinheitlicht.” Neben

der Autoskalierung sind noch weitere Verfahren zur Standardisierung etabliert.

3.6.2 Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component analysis)
Die PCA zahlt zu den am haufigsten genutzten multivariaten Datenanalyseverfahren und dient
der Datenreduktion und Interpretation von komplexen Datensatzen.'' Die Interpretation wird
durch die Umformung der oftmals multidimensionalen Datensatze in einen niederdimensiona-
len Raum erleichtert. In der umgeformten Darstellungsform ist die groRte Varianz des Datensat-

zes dargestellt. Die PCA zahlt zu den nicht supervisierten  Methoden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Erstellung einer Hauptkomponentenanalyse nach Kessler.'®

Die Merkmale der Datensatze werden durch eine Linearkombination in neue, sogenannte la-
tente Variablen (Hauptkomponenten) transformiert.’®* Diese Hauptkomponenten werden ma-
thematisch generiert und entsprechen keinen realen Variablen. Fiir die Bestimmung der ersten
Hauptkomponente werden diejenigen Merkmale gesucht, bei denen die Varianz zwischen den
analysierten Proben maximal ist (siehe Abbildung 11, Diagramm B1). Die zweite Hauptkompo-

nente beschreibt die Linearkombination, bei der die Varianz am zweitgrofRten ist
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(siehe Abbildung 11, Diagramm B2). Mathematisch gesehen steht der Vektor, den die Linearkom-
bination beschreibt, orthogonal auf dem Vektor der ersten Hauptkomponente. Die weiteren
Hauptkomponenten bilden analog diejenigen Linearkombinationen, welche die drittgroBte etc.
Varianz aufweisen.”? Im beschriebenen Beispiel enthalt die PC1 (erste Hauptkomponente) somit
die Informationen, die fiir die Auftrennung der Proben in zwei Gruppen entscheidend sind, wah-
rend PC2 (zweite Hauptkomponente) die Informationen der Streuung innerhalb dieser Gruppen
enthalt. Dadurch liegen die Proben in einem neuen Koordinatensystem, welches durch die bei-
den Hauptkomponenten bestimmt wird, wie in (D) gezeigt ist. Die orthogonale Projektion der
Originaldaten auf eine Hauptkomponentenachse (B1und B2) wird als score-Wert bezeichnet. Je-
des Objekt in (D) ist nun durch zwei score-Werte beschrieben: s1ist der score-Wert der PC1 bzw.
s2 von der PC2. Das beschriebene Koordinatensystem wird daher als scores-plot bezeichnet. Der
Koordinatenursprung entspricht dem Schwerpunkt aller Daten. Aus der relativen Lage der scores
lassen sich Rickschlisse hinsichtlich der Eigenschaften der Proben ziehen. Der Unterschied
zweier Proben ist umso grofRer, je weiter sie im scores-Plot auseinanderliegen, wahrend ahnliche

Proben Cluster bilden.”

Die Ausgangsmatrix bei der Hauptkomponentenanalyse ist die Datenmatrix X (N x M), bei der M
die Variablen (Metabolite) und N die Objekte (Proben) darstellt. Die Datenmatrix wird vor der
statistischen Analyse mittenzentriert. Hierflir wird der Mittelwert einer jeden Variablen gebildet
und von den Originaldaten abgezogen. Diese Datenmatrix wird anschlielend in die Matrix T und
P zerlegt. Die Matrix T (N x A) wird auch als scores-Matrix bezeichnet, wobei N fiir die Objekte
und A fur die gebildeten Hauptkomponenten stehen. In dem neuen Koordinatensystem wird fur
jedes Objekt die entsprechende Hauptkomponente angebenden. Die Matrix P™ (M x A) ist die
Hauptkomponentenmatrix, welche die Umformung der Objekte vom alten ins neue Koordina-
tensystem beschreibt. Daher wird die Matrix P auch als transponierte Matrix P™ bezeichnet. Zu-
satzlich zu den Matrices T und PT entsteht bei der Umformung die Residuenmatrix E. In dieser
Matrix ist die Restvarianz, die nicht durch die anderen beiden Matrices beschrieben wird, ange-

geben.
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PT

X=TPT+E

Abbildung12: Berechnungsgrundlage des PCA Modells anhand von Matrizen.

Wahrend der gebildete scores plot die Position der Objekte im neu berechneten Koordinatensys-
tem darstellt, stellt der loadings plot die Einflussnahme der einzelnen Variablen anhand der je-
weiligen Positionierung dar. Diese Informationen sind in der Datenmatrix P enthalten. Je starker
die loadings Werte einer Variablen bei unterschiedlichen Objekten abweichen, desto groRer ist
der Einfluss dieser Variablen auf den scores plot und desto grof3er ist die Varianz dieser Variablen
in der Datenmatrix X, also im Originaldatensatz. Loadings, die sich im Mittelpunkt des loadings
plots befinden stehen fiir Variablen, die mit einer ahnlichen Intensitat in allen Objekten identifi-
ziert werden konnten. Demnach stehen die loadings, die weit entfernt vom Mittelpunkt lokali-
siert sind fur die Variablen, die eine unterschiedliche Konzentration in den Objekten aufweisen
und somit als potente Schliusselmetaboliten fur eine Differenzierung der betrachteten Objekte

angesehen werden kénnen. 162174

3.6.3 PLS-R(Partial Least Squares Regression)
Die PLS-R gilt als Modifizierung der PCA. Das Hauptunterscheidungsmerkmal zwischen den bei-
den Modellen liegt darin, dass die PLS-R zu den supervisierten Modellen zahlt. Die PLS-R zahlt zu
den Regressionsmethoden, welche zur Vorhersage von Variablen verwendet werden kénnen.
Der Zusammenhang zwischen bekannten, detektierbaren Variablen (hier Schliisselmetaboliten;
X-Variablen) und unbekannten Variablen (hier Kakaoschalengehalt; Y-Variablen) kann durch die
PLS-R beschrieben werden. Anhand des Regressionsmodells konnen also unter Verwendung der
X-Variablen die Y-Variablen vorhergesagt werden. Die Berechnung und Vorhersage konnen auch
reziprok erfolgen. Das Ziel der Regression ist die Berechnung einer mathematischen Formel, mit

der bei Angabe von beliebigen X-Werten die zugehorigen Y-Werte berechnet und vorhergesagt
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werden konnen. Neben der PLS-R kdnnen auch weitere Regressionsmethoden, wie z.B. die Mul-
tiple Lineare Regression (MLR, multiple linear regression) oder Hauptkomponenten-Regression

(PCR, principal component regression) fiir eine Vorhersage verwendet werden.

Die PLS-R wurde von Herman Wold in den friihen 70er Jahren zur Bewertung von wirtschafts-
wissenschaftlichen Fragen entwickelt.”” Seitdem hat sich die PLS-R zu einer der verbreitetsten
Regressionstechniken der multivariaten Datenanalyse entfaltet. Die PLS-R wird heute neben
wissenschaftlichen Monitoring und Controling wirtschaftlicher Entwicklungen zur Kalibrierung

und Vorhersage von chemischen oder physikalischen Eigenschaften eingesetzt.'s

Es gibt zwei Berechnungsansatze der PLS: die PLS1 und PLS2. Bei der PLS1 wird der Zusammen-
hang zwischen einem Y-Wert (unbekannte Variable) und mehreren X-Werten (bekannte Variab-
len) ermittelt, wohingegen bei der PLS2 nicht nur ein Y-Wert, sondern mehrere vorhergesagt

werden konnen.”®

Analog zur PCA gilt es, bei der PLS-R ebenfalls die groRRte Varianz in den Messdaten zu bestim-
men. Bei der PLS-R werden dazu sogenannte PLS-Komponenten, die den Hauptkomponenten bei
der PCA entsprechen, definiert. Als Unterschied zur PCA werden hier jedoch nicht nur die X-Vari-
ablen, sondern auch die Y-Variablen fur die Berechnung der Komponenten einbezogen, sodass
die Analyse der Varianz gerichtet anhand bestimmter Fragestellungen erfolgt. Fiir die Erstellung
des Regressionsmodells werden die Komponenten der Matrices X und Y unter der Tatsache be-

rechnet, dass ein Zusammenhang zwischen den beiden Matrices besteht.'®

Die Berechnung der Hauptkomponenten erfolgt analog zur PCA. Die Datenmatrices X und Y wer-

den jeweils in eine score-, loadings- und Fehlermatrix umgeformt. "’

X=T-PT+E 4
Y=U-Q +F 5
Der Zusammenhang der Datenmatrices, Komponenten und erstellten Gleichungen ist in der

Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Berechnungsgrundlage der PLS-R modifiziert nach Kessler.'®?

Die Datenmatrix X wird fur die Berechnung der PLS-R unter Einbeziehung der Informationen aus
den Y-Variablen in eine score-Matrix T, eine loadings-Matrix P' und eine Fehlermatrix E umge-
formt (vgl. Abbildung 13 und Formel 4). Es wird anlog mit der Matrix-Y verfahren. Hier werden
die Matrizen U, Q" und F erhalten (vgl. Abbildung 13 und Formel 5). Die beiden erstellten Glei-
chungen werden als duere Beziehung definiert. Die Beziehung zwischen den Matrizen Uund T
wird als innere Beziehung bezeichnet und dient der Minimierung der Matrix F. Weiterhin stellt
diese Beziehung die Korrelation zwischen den Variablen X und Y dar. Basierend auf den definier-

ten Beziehungen und den umgeformten Matrizen erfolgt die Berechnung des PLS-Modells.

Als Variation der PLS-R kann die PLS-DA angesehen werden. Hier werden die Y-Variablen durch
Gruppeninformationen wie Herkunft, Sorte oder Erntejahr ersetzt. Bei der Berechnung der PLS-
DA werden die Y-Variablen durch Platzhalter ersetzt und somit die Zugehorigkeit der Proben de-

finiert.
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4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von Schliisselmetaboliten oder Schliisselme-
tabolit-Gruppen fiir den Kakaoschalennachweis in Kakaoprodukten und die Entwicklung einer
targeted Methode fiir den schnellen und kostengtinstigen Nachweis des Kakaoschalengehaltes
in unterschiedlichen Kakaoprodukten. Bisherige analytische Ansatze konnten keine robusten
und sensitiven Ergebnisse fiir den Kakaoschalenanteil in Kakaoprodukten unterschiedlicher Her-

kiinfte, Erntejahre und Prozessierungsstufen liefern.

Der grofRe Unterschied zwischen Kakaoschale und -kern ist bereits auf morphologischer Ebene
sichtbar und sollte auch auf der Ebene des Metaboloms nachgewiesen werden. Es sollten Schlis-
selmetaboliten identifiziert werden, welche sich durch Abwesenheit oder geringere Konzentra-
tion im Kakaokern auszeichnen und weiterhin eine in Grenzen konstante sorten-, fermentations-

und herkunftsiibergreifende Konzentration aufweisen.

Durch die getrennte Analyse von Kakaokernen und -schalen verschiedener Anbaugebiete, unter-
schiedlicher Sorten, Erntezeitpunkte und Verarbeitungsstufen mittels hochauflésender non-
targeted LC-ESI-QToF-MS Applikationen sollten Schliisselmetaboliten unter Anwendung bioin-
formatischer Auswertungsverfahren identifiziert, die Strukturen aufgeklart und die Eignung an-
hand von unterschiedlichen Bewertungskriterien uberprift werden. Die Vorhersage fur den
Kakaoschalengehalt wird genauer und reproduzierbarer, je multiparametrischer die Nachweis-

methode aufgebaut ist.

Ausgehend von den identifizierten Schliisselmetaboliten sollte eine targeted Methode an einem
HPLC-ESI-QqQ-MS/MS System entwickelt werden, sodass die Methode direkt in der Routineana-
lytik von Dienstleistungslaboren oder Lebensmittelliberwachung implementiert werden kann.
Zum Beweis der Eignung der entwickelten Methode sollte eine Methodenvalidierung anhand

anerkannter Richtlinien durchgefiihrt werden.

Die entwickelte targeted Methode sollte zuerst auf Proben mit bekanntem Kakaoschalengehalt,
zur Uberpriifung der Vorhersagegiite, und anschlieRend auf unterschiedliche handelsiibliche
Kakaoprodukte angewendet werden. Die Vorhersage sollte auf Basis von PLS-R Modellen erfol-

gen.
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Der gewahlte Metabolomics Ansatz unterscheidet sich von den bisherigen Methoden der Kakao-
schale durch einen multiparametrischen Ansatz. Bei dieser Methode soll eine Vielzahl verschie-
dener Schliisselmetaboliten aus unterschiedlichen Substanzklassen fiir den Kakaoschalengehalt
herangezogen werden. Durch die grol3e Anzahl an Schliisselmetaboliten soll der Einfluss der exo-
genen Pertubation, welcher die Konzentration der Metaboliten eines biologischen Systems be-
einflussen kann, minimiert werden. Durch die Minimierung des Einflusses von exogenen Pertur-
bationen kann eine valide Aussage liber den Kakaoschalengehalt in Proben unterschiedlicher
Herkuinfte, Erntejahre und Verarbeitungsstufen getroffen werden. Basierend auf diesen Schlis-
selmetaboliten soll ein hochauflésender molekularer Fingerabdruck generiert werden, der zur

Bestimmung des Schalengehaltes herangezogen werden kann.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Methodenentwicklung

Der Ablauf eines Metabolomics Experiments wurde bereits in Abschnitt 3.3.4 beschrieben. Durch
eine Optimierung der einzelnen Abschnitte Probenvorbereitung, Extraktion und apparativer
Analytik kann entscheidender Einfluss auf die Ergebnisse und das Resultat des Experimentes ge-
nommen werden. Als grundlegendes Ziel der Methodenoptimierung der non-targeted Methode
kann der Nachweis einer maximalen Anzahl an Metaboliten mit moglichst hohen Intensitaten
und in moglichst kurzer Analysendauer definiert werden. Weiterhin gilt es, eine Diskriminierung
oder eine selektive Bevorzugung bestimmter Stoffklassen zu vermeiden, da hierdurch direkt Ein-

fluss auf die Ergebnisse und die Aussage des Experimentes ggnommen werden kann.™

511  Non-targeted LC-MS Methoden

5111 Schalprozess
Nach Artikel 1in Verbindung mit Anhang 1TNummer 1.2 der aufgehobenen Richtlinie 73/241/EWG
wurden Kakaokerne (Kakaobruch engl. nibs) durch vorangegangene Entfernung der Schale sowie
der Keimwurzel definiert. Nach dieser Definition handelt es sich sowohl bei der Kakaoschale als
auch bei der Keimwurzel um Kontaminanten, die aus diesem Grunde im Rahmen dieser Arbeit
zusammen analysiert wurden. Wird im Folgenden von der Kakaoschale gesprochen, bezieht die-

ser Begriff die Keimwurzeln mit ein.

Um die Unterschiede des Metaboloms der Kakaoschale und des -kerns definieren zu konnen,
mussen diese quantitativ getrennt voneinander analysiert werden. Demnach muss der Analyse
eine vollstandige Separierung der Kakaoschale vom -kern vorangehen, um unverfalschte und
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Bei der Optimierung des Schalprozesses hat sich heraus-
gestellt, dass eine vollstandige Separierung der Kakaoschale vom -kern nur gewahrleistet wer-

den kann, wenn die Kakaoschale manuell mit Hilfe eines Skalpells entfernt wird.

Alternativ wurden Versuche, die Kakaoschale vom -kern mit Hilfe eines Hammers oder einer
Nussknackmaschine abzutrennen, durchgefuhrt. Aufgrund der starken Fragmentierung der Boh-
nen konnte allerdings nicht die bendétigte, vollstandige Trennung gewahrleistet werden. Versu-
che, die Trennung anhand einer speziell fiir die Halbierung von Kakaobohnen entwickelten Guil-

lotine (MAGRA 14) zu erleichtern und zu beschleunigen, schlugen ebenfalls fehl, da es bei der
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Halbierung der Kakaobohnen zu einer Zersplitterung der Kakaoschale und somit zu einer Konta-
mination des Kakaokerns mit Schalenbruchstiicken gekommen war, sodass nicht von einer

quantitativen Trennung der ausgegangen werden konnte.””®

Alle Kakaobohnen wurden im Zuge dieser Arbeit daher manuell unter Zuhilfenahme eines Skal-
pells geschalt.

51.1.2 Ermittlung der minimalen Probenmenge fiir reproduzierbare Ergebnisse
Die quantitative Separierung des Kakaokerns und der -schale stellt einen erheblichen Zeitauf-
wand dar, weshalb fiir die Probenaufarbeitung eine moglichst geringe Probenmenge eingesetzt
werden soll, die dennoch reprasentativ fiir die Probencharge ist und reproduzierbare Ergebnisse

garantiert.

Zur Definierung der minimalen benétigten Probemenge, wurden unterschiedliche Mengen an
Kakaobohnen getrennt voneinander geschalt, homogenisiert, extrahiert und analysiert. Hierfur
wurden bereits bestehende Extraktions- und Analyseprotokolle des Instituts verwendet.® Es
wurden jeweils drei Ansatze mit 30, 50, 100 und zwei Ansatze mit 250 Kakaobohnen analysiert.
Hierbei wurde der Kakaokern jeweils getrennt von der Kakaoschale analysiert. Fur alle Ansatze
wurde eine polare und unpolare Extraktion durchgefuhrt und die Extrakte im positiven und ne-
gativen lonenmodus analysiert. Fiir die Analysen wurden die NTP (non-targeted-polar) und NTNP
(non-targeted-non-polar) Methoden in beiden lonenmodi verwendet (vgl. Abschnitt 6.6). Bei den
NTP und NTNP Methoden handelt es sich um Analysen mittels HPLC-ESI-QToF-MS, bei denen im
Sinne des Metabolic Fingerprinting ungerichtet moglichst viele Metaboliten der vorliegenden
Kakaomatrices detektiert werden, um anschlieRend Unterschiede zwischen dem detektierten

Metabolom der Kakaoschale und des Kakaokerns nachweisen zu kénnen.

In Tabelle 2 sind die Anzahlen an detektierten Verbindungen in der Kakaoschale und dem Kakao-
kern anhand der unterschiedlichen Methoden aufgefiihrt. Bei der NTNP Methode im negativen
lonenmodus konnten lediglich 267 Verbindungen fiir die Kakaoschale und 121 fiir den -kern de-
tektiert werden. Bei allen anderen Methoden konnten mindestens 550 Verbindungen detektiert
werden. Zur Veranschaulichung der geringen Informationsdichte der NTNP Methode im negati-
ven lonenmodus sind im Anhang in Abbildung 67 und Abbildung 68 Chromatogramme und
density views von Kakaokernproben und -schalenproben aufgefuhrt. Aufgrund der niedrigen An-

zahl an detektierten Verbindungen und der damit verbundenen geringen Wahrscheinlichkeit
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geeignete Schliisselmetaboliten identifizieren zu konnen, wurde aus Zeit- und Messkapazitats-
grinden darauf verzichtet, weitere Proben mit der NTNP Methode im negativen lonenmodus zu

analysieren.

Tabelle 2: Detektierte Verbindungen in den einzelnen non-targeted Methoden fiir Kakaokern und -schale.

Methode Detektierte Verbindungen
NTNP pos 2175
NTNP neg 121
Kakaoken NTP pos 1737
NTP neg 753
NTNP pos 2239
NTNP neg 267
Kakaoschal
akaoschale NTP pos 1613
NTP neg 579

In Abbildung 14 bis Abbildung 16 sind die PCA-Modelle der unterschiedlichen Probemengen, ana-
lysiert mittels NTNP Methode im positiven lonenmodus, beispielhaft dargestellt. Je naher zwei
analysierte Proben im scores-plot des PCA-Modells beieinanderliegen, desto gréRer sind die Ahn-
lichkeiten der beiden Proben. Liegen Proben eines Ansatzes im gleichen Bereich des PCA-Modells
in unmittelbarer Nahe zueinander, wird dies als Cluster bezeichnet. Clustern die Proben eines
Ansatzes im gleichen Bereich des PCA-Modells, ist davon auszugehen, dass anhand einer defi-
nierten Probenmenge des Ansatzes reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden kénnen. Im
loadings plot sind die loadings, auch als buckets bezeichnet, gezeigt. Es handelt sich hierbei um
jeweils eine detektierte Verbindung, die durch das m/z, die Retentionszeit und einer Intensitat

in den analysierten Proben definiert wird.

In Abbildung 14 sind die Ergebnisse der NTNP Methode der analysierten Kernproben dargestellt.
Die scores aller analysierten Probenmengen zeigen vergleichbare Abstande zueinander, unab-
hangig von der analysierten Probenmenge. Demnach eignen sich alle Ansatze gleich gut, um das

Kakaokernmetabolom zu reprasentieren.
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Abbildung 14: PCA-Modell der unterschiedlichen Probenmenge (Kakaokern) analysiert mittels NTNP Me-
thode (Rot: 30 Bohnen, Griin: 50 Bohnen, Lila: 100 Bohnen, Blau: 250 Bohnen) (80//70).
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In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der dazugehorigen Kakaoschalen dargestellt. Die Proben, bei
denen jeweils nur 30 Kakaobohnen analysiert wurden, liegen bei diesem Modell sehr weit aus-
einander. Daher ist eine Probenmenge von 30 Kakaobohnen nicht geeignet, reproduzierbare Er-
gebnisse fiir eine Probencharge zu generieren. Dies wird auch durch den Hotelling T? Plot in Ab-
bildung 17 bestétigt. Der Hotelling T Test ist eine Erweiterung des t-Tests und wird auf die scores
eines PCA-Modells angewendet.” Wahrend im Hotelling T Diagramm auf der Abszisse die Pro-
ben gelistet sind, wird auf der Ordinate die Distanz eines scores zum Datenschwerpunkt einge-
tragen. Die gestrichelte Linie markiert hier die obere Grenze des Toleranzbereichs, die fiir die be-
rechneten PCA-Modelle 95 % betragt.”®® In dem Hotelling T? Diagramm ist erkennbar, dass drei
der analysierten Proben mit einem Kakaobohnenumfang von 30 Bohnen oberhalb des Toleranz-
bereichs liegen. Damit handelt es sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % bei diesen Proben
um AusreiRer. In Abbildung 16 wurde dasselbe PCA-Modell ohne die Proben, denen die Analyse
von 30 Kakaobohnen zugrunde lag, neu berechnet. Dem PCA-Modell ist zu entnehmen, dass die
Ansatze mit 50 und 100 Kakaobohnenschalen nahezu identische Ergebnisse liefern. Die Proben-
ansatze clustern im gleichen Bereich des scores plots. Daher lasst sich die minimale Proben-

menge auf eine Kakaobohnenanzahl von 50 Stlick definieren.
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Abbildung 15: PCA-Modell der unterschiedlichen Probenmenge (Kakaoschalen) analysiert mittels NTNP
Methode (Rot: 30 Bohnen, Griin: 50 Bohnen, Lila: 100 Bohnen, Blau: 250 Bohnen) (80//70).
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Abbildung 16: PCA-Modell der unterschiedlichen Probenmenge (Kakaoschalen) analysiert mittels NTNP
Methode (Griin: 50 Bohnen, Lila: 100 Bohnen, Blau: 250 Bohnen) (80//70).

Seite 50 Universitat Hamburg, Hamburg School of Food Science, 2020



Ergebnisse und Diskussion

Hotelling T2

istance

30+

20

104

o

o

[s)

o =
12 Poo 0% YO oo

= s}

0

5

10

15

20 25 30 Analysis

Abbildung 17: Hotelling T2-Plot des PCA-Modells von den analysierten Kakaoschalen Proben (Rot: 30 Boh-
nen, Griin: 50 Bohnen, Pink: 100 Bohnen, Lila: 250 Bohnen).

Bei der Bestimmung der minimalen bendtigten Probenmenge wurde lediglich eine Kakaocharge

analysiert. Auch wenn die Analyse dieser Kakaocharge gezeigt hatte, dass bereits mit 50 Kakao-

bohnen reproduzierbare Ergebnisse generiert werden konnten und die Analyse mit einer Wahr-

scheinlichkeit von 95 % keine AusreiRer beinhaltet, wurde sich daflir entschieden, aufgrund po-

tenziell groBeren Inhomogenitaten anderer Kakaochargen,immer 100 Kakaobohnen fiir die Ana-

lyse einzusetzen, um eine schwankungsunauffallige und robuste Probennahme zu gewahrleis-

ten.
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5113 Extraktion
Fiir non-targeted Ansatze wird das allgemeine Ziel verfolgt, moglichst viele Metaboliten eines
biologischen Systems zu erfassen. Als Voraussetzung flr die Detektion eines moglichst groRen
Anteils des Metaboloms gilt es, moglichst viele Metaboliten aus der Probenmatrix zu extrahie-
ren. Durch die Wahl des Extraktionsmittels wird der Erfolg der Extraktion maRRgeblich beein-

flusst.

51131 Extraktionsmittel
Im Folgenden werden die Ergebnisse der unterschiedlichen gepriften Extraktionsmittelzusam-

mensetzungen fir die NTP und NTNP Methode diskutiert.

Bei der Auswertung und Bewertung der Extraktionsgtite der unterschiedlichen Extraktionsmittel
wurde die Liste der potenziellen Schliisselmetaboliten (Identifizierung potenzieller Schliisselme-
taboliten s. Abschnitt 5.2) verwendet, da es sich hierbei um die potenziell am besten geeigneten
Verbindungen fiir den Kakaoschalennachweis handelt. Die Verbindungen konnten mit einer ho-
hen Konzentration in der Kakaoschale und nicht bzw. mit einer deutlich niedrigeren Intensitat

im Kakaokern nachgewiesen werden.

Fur die folgende Auswertung wurden jeweils 30 potenzielle Schliisselmetaboliten ausgewahlt,
die den gesamten Retentions- und Massebereich abdecken. Somit werden alle potenziell extra-
hierbaren Stoffklassen erfasst und mogliche Diskriminierungen ausgeschlossen. Die verwende-
ten, potenziellen Schliisselmetaboliten zur Bewertung der Extraktionsgute sind im Anhang in

Tabelle 66 und Tabelle 67 aufgefiihrt.

Durch ein Skalieren nach dem interquartilen Verhaltnis nach Gleichung 11 (s. Formelsammlung)
wird sichergestellt, dass nur die relativen Intensitatsanderungen betrachtet werden, die durch
die Variation des Extraktionsmittels hervorgerufen wurden. Werden die gemittelten skalierten
Intensitaten der ausgewahlten Metaboliten gegen das Extraktionsmittel aufgetragen, lassen

sich die Effekte der verschiedenen Extraktionsmittelzusammensetzungen erkennen.

5.1.1.3.1.1 NTP Extraktionsmittelzusammensetzung
Fur alle Extraktionsmittelzusammensetzungen aus Tabelle 3 wurden drei Proben Kakaoschale
und -kern eingewogen und gemal} dem Extraktionsprotokoll in Abschnitt 6.2.7 extrahiert. Nach
der Spritzenfiltration konnten lediglich bei den in der Tabelle markierten Extraktionsmittelzu-
sammensetzungen klare, schwebstofffreie und analysierbare Extrakte nach einer Lagerung von

10 Tagen bei ca. -20 °C erhalten werden. Bei allen anderen Zusammensetzungen konnten keine
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Extrakte erhalten werden, die fiir eine Analyse eingesetzt werden konnten, und die Ansatze wur-

den daher verworfen.

Tabelle 3: Untersuchte Extraktionsmittelzusammensetzungen fiir den NTP Ansatz.

Bezeichnung Methanol [%] | Ethanol [%] | Acetonitril [%] | Isopropanol [%] | Wasser[%]
Methanol 1* 67 - - - 33
Methanol 2 50 - - - 50
Methanol 3 33 - - - 67
Ethanol 1* - 67 - - 33
Ethanol 2 - 50 - - 50
Ethanol 3 - 33 - - 67
Acetonitril 1* - - 67 - 33
Acetonitril 2 - - 50 - 50
Acetonitril 3 - - 33 - 67
Isopropanol 1* - - - 67 33
Isopropanol 2 - - - 50 50
Isopropanol 3 - - - 33 67

*Analysierbare Extrakte

Die Polaritat 6 eines Losungsmittels berechnet sich summarisch aus den quadrierten Werten der
Dispersionskrafte &4, Dipolkrafte &, und Wasserstoffbriickenbindungen 6. Der Zusammenhang
der Variablen ist in Gleichung 6 angegeben. Je hoher der Wert §, desto hoher ist die Polaritat
einer Verbindung.'®" In Tabelle 4 sind die Loslichkeitsparameter der verwendeten Extraktionsmit-

tel aufgefihrt.
8%= éé + 6; + 6% 6

Tabelle 4: Loslichkeitsparameter nach Hansen.™

. . e Dispersions- . . Wasserstoffbriickenbin-
Losungsmittel Polaritat 6 kféfte 5d Dipolkrafte dp dungen 5h
Wasser 23,5 6,0 15,3 16,7
Methanol 14,3 74 6,0 10,9
Ethanol 12,9 7,7 43 9,5
Propanol 12,0 7,8 33 8,5
Acetonitril 1,9 7,5 8,8 3,0

Da bei dem NTP Ansatz der Fokus auf den polaren Metaboliten der Kakaoschale und des Kakao-
kerns liegt, wurde die Auswahl der optimalen Extraktionsmittelzusammensetzung auf ein Ge-
misch aus Methanol und Wasser beschrankt, da diese Losungsmittel die hochste Polaritat zeigen

und somit am besten geeignet sind, polare Metaboliten zu extrahieren.
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Zur Verdeutlichung des Polaritatsunterschiedes und den darauf beruhenden Extraktionsunter-
schieden ist in Abbildung 18 ein PCA-Modell der NTP Analyse im negativen lonenmodus der ana-
lysierbaren Extrakte aus Tabelle 3 aufgefiihrt. Hierbei wird deutlich, dass die Extraktionsmittel-
gemische mit Isopropanol (lila), Ethanol (griin) und Acetonitril (rot) im linken Bereich des scores-
plots clustern und die Extrakte mit Methanol (blau) im rechten Bereich des plots liegen. Demnach
unterscheidet sich das Extraktionsvermogen der Losungsmittelgemische mit Isopropanol,
Ethanol und Acetonitril nur sehr gering, wahrend Methanol ein stark abweichendes Extraktions-
potential aufweist. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Loslichkeitsparametern nach HANSEN
(vgl. Tabelle 4). Die Polaritaten von Ethanol, Propanol und Acetonitril liegen zwischen 11,9 und
12,9, wahrend die Polaritat von Methanol mit 14,3 deutlich hoher liegt. Demnach lasst sich das
Clustern der Ethanol-, Propanol- und Acetonitril-Ansatze und die Abseitsstellung von Methanol

durch die Polaritatsunterschiede der Losungsmittel erklaren.
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Abbildung 18: Scores-Plot von jeweils drei Kakaoschalenproben extrahiert mit unterschiedlichen Extrakti-
onsmittelgemischen (Rot: Acetonitril/Wasser 2/1, Griin: Ethanol/Wasser 2/1, Lila: Isopropanol/Wasser
2/1und Blau: Methanol/Wasser 2/1) (80//70).

In einem zweiten Ansatz wurde die optimale Extraktionsmittelzusammensetzung von Methanol
und Wasser erarbeitet. Ein geringerer Anteil an Methanol als 60 % im Extraktionsmittel fiihrt zu
triiben Extrakten und die Schwebstoffe konnten auch nach Spritzenfiltration und weiteren Zent-
rifugationsschritten nicht abgetrennt werden. Die Extrakte mit einem Methanolgehalt von klei-
ner als 60 % sind daher nicht fiir eine Analyse geeignet. Fiir die Identifizierung des optimalen
Verhaltnisses aus Wasser und Methanol wurden daher nur Mischungsverhaltnisse mit einem
Methanolgehalt von mindestens 60 % eruiert. Fir die weitere Auswertung wurden, analog zu
dem beschriebenen Verfahren, 30 potenzielle Schlusselmetaboliten aus Tabelle 67 verwendet
und deren skalierte Intensitaten als Box-Plots dargestellt. Anhand der ausgewahlten potenziel-
len Schlusselmetaboliten wurden das gesamte Polaritatsspektrum und der gesamte Massenbe-

reich abgedeckt.

Seite 54 Universitat Hamburg, Hamburg School of Food Science, 2020



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 5: Extraktionsmittelansatze mit unterschiedlichen Methanol- und Wasseranteilen.

Bezeichnung Methanol [%] | Wasser [%]
Extraktionsansatz 1 100 0
Extraktionsansatz 2 90 10
Extraktionsansatz 3 80 20
Extraktionsansatz 4 70 30
Extraktionsansatz 5 60 40

Wasser unterscheidet sich mit einem Polaritatswert von 23,5 deutlich von Methanol und den
anderen Alkoholen der homologen Reihe (vgl. Tabelle 4). Dieser Polaritatsunterschied erklart die
differierenden Ergebnisse der durchgefiihrten Extraktionen mit unterschiedlichen Anteilen an
Methanol und Wasser. Exemplarisch lasst sich dies flr zwei detektierte Verbindungen nachvoll-
ziehen (vgl. Abbildung 19): Mit steigendem Methanolanteil im Extraktionsmittel steigt die
skalierte Intensitat der Verbindung 7,62 min : 522,203 m/z schrittweise von 3,4 bei 60 % Metha-
nol bis 6,2 bei 100 % Methanol. Reziprok verhalten sich die skalierten Intensitaten bei der Ver-

bindung 9,26 min : 199,144 m/z.
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Abbildung 19: Skalierte Intensitat zweier potenzieller Schliisselmetaboliten bei verschiedenen Extrakti-
onsmittelzusammensetzungen.

Entsprechend eignet sich die Extraktionsmittelzusammensetzung 100 % Methanol nicht fiir den
non-targeted Ansatz, da hier einige Verbindungen tberproportional diskriminiert bzw. verstarkt
werden. Vorteilhaft erscheinen die Mischungen mit einem Methanolanteil von 60, 70, 80 sowie
90 %, die im Sinne eines non-targeted Ansatzes einen nivellierenden Effekt auf die Extrahierbar-
keit der unterschiedlichen Metaboliten zeigen. Beim direkten Vergleich der Extraktionsmittelzu-
sammensetzungen lasst sich in Abbildung 20 fur den positiven lonenmodus und Abbildung 21

fir den negativen erkennen, dass der interquartile Abstand und Median bei einem
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Methanolanteil von 90 % bei den hochsten Ordinatenwerten liegen und somit die hochste Ex-
traktionseffizienz indiziert. Daher ist das Extraktionsmittel mit einem Methanolanteil von 90 %
am geeignetsten fiir die Extraktion polarer Metaboliten und wurde die folgenden Analysen ver-

wendet.

Extraktionsmitteloptimierung NTP pos-Methode
| |

==
1

[] MeOH 60 % [] MeOH 70 % MeOH 80% [] MeOH90% [] MeOH 100 %

}_

Abbildung 20: Box-plot Extraktionsmitteloptimierung der NTP Methode im positiven lonenmodus (Me-
dian: MeOH 60 %: 3,97; MeOH 70 %: 3,80; MeOH 80 % 3,98: MeOH 90 %: 4,27; MeOH 100 %: 4,78).

Extraktionsmitteloptimierung NTP neg-Methode
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Abbildung 21: Box-plot Extraktionsmitteloptimierung der NTP Methode im negativen lonenmodus (Me-
dian: MeOH 60 %: 3,82; MeOH 70 %: 3,83; MeOH 80 % 3,98: MeOH 90 %: 4,48; MeOH 100 %: 5,97).
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51.1.3.1.2 NTNP Extraktionsmittelzusammensetzung
Fir die Extraktionsmittelzusammensetzungen aus Tabelle 6 wurden jeweils drei Kakaoschalen-
und Kakaokernproben eingewogen und gemal} dem Extraktionsprotokoll in Abschnitt 6.2.7
extrahiert. Nach der Spritzenfiltration konnten lediglich bei den markierten Extraktionsmittel-
zusammensetzungen klare und schwebstofffreie Extrakte nach einer Lagerung von 10 Tagen bei
ca. -20 °C erhalten werden. Bei allen anderen Zusammensetzungen konnten keine Extrakte er-
halten werden, die fiir eine Analyse eingesetzt werden konnten, und die Ansatze wurden daher

verworfen.

Tabelle 6: Untersuchte Extraktionsmittelzusammensetzungen fiir den NTNP-Ansatz.

Bezeichnung Isopropanol [%] | Chloroform [%] | Methanol [%] | Acetonitril [%]
Isopropanol - Methanol 1 90 - 10 -
Isopropanol - Methanol 2 70 - 30 -
Isopropanol - Acetonitril 1 90 - - 10
Isopropanol - Acetonitril 2 70 - - 30
Isopropanol - Chloroform 1* 67 33 - -
Isopropanol - Chloroform 2* 50 50 - -
Isopropanol - Chloroform 3 33 67 - -
Isopropanol 100 - - -
Chloroform - Methanol 1 - 90 10 -
Chloroform - Methanol 2 - 70 30 -
Chloroform - Acetonitril 1 - 90 - 10
Chloroform -Acetonitril 2 - 70 - 30
Chloroform - 100 - -

*Analysierbare Extrakte

Um das optimale Verhaltnis von Isopropanol und Chloroform fur die Extraktion der unpolaren
Metaboliten der Kakaoschale und des Kakaokerns zu bestimmen, wurden in einem zweiten An-
satz weitere Extraktionen mit unterschiedlichen Anteilen der beiden Extraktionsmittel durchge-

fuhrt.

Tabelle 7: Extraktionsmittelansatze mit unterschiedlichen Isopropanol- und Chloroform-Anteilen.

Bezeichnung Isopropanol [%] | Chloroform [%]
Extraktionsansatz 1 90 10
Extraktionsansatz 2 80 20
Extraktionsansatz 3 70 30
Extraktionsansatz 4 60 40
Extraktionsansatz 5 50 50
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Fur die Auswertung wurden analog zur NTP Methode 30 potenzielle Schliisselmetaboliten aus-

gewahlt (s. Tabelle 66) und die skalierten Intensitaten als Box-Plot in Abbildung 22 dargestellt.

Als geeignete Extraktionsmittel kommen nach Abbildung 22 die Isopropanol-Chloroform-Mi-
schungen mit Isopropanol-Anteilen von 60 und 80 % in Betracht, weil hier die Bereiche des in-
terquartilen Abstands und die Mediane die hochsten Ordinatenwerte aufweisen und somit die

hochste Extraktionseffizienz indizieren.

Bei der Wahl der Extraktionsmittelzusammensetzung sollten an dieser Stelle auch die Umwelt-
und Gesundheitsrisiken in die Entscheidung mit einbezogen werden. Aufgrund der kanzeroge-
nen Wirkung von Chloroform sollte der verwendete Anteil so klein wie maglich sein.™? Entspre-
chend erfolgt die unpolare Extraktion mit einem Isopropanol-Chloroform-Gemisch in einem Ver-

haltnis von vier zu eins.

Extraktionsmitteloptimierung NTNP Methode

| b=
(.

[] 2-Propanol 50 % [] 2-Propanol 60 % 2-Propanol 70 %

[[] 2-Propanol 80 % 2-Propanol 90 %

Abbildung 22: Box-plot Extraktionsmitteloptimierung der NTNP Methode im positiven lonenmodus (Me-
dian: 2-Propanol 50 %: 3,77; 2-Propanol 60 %: 4,22; 2-Propanol 70 %: 3,94; 2-Propanol 80 %: 4,22; 2-Propa-
nol 90 %: 3,96).

Fiir die TNP (targeted-non-polar) Methode wurde eine weitere Optimierung des Extraktionsmit-
tels mit der Vorgabe, die Verwendung von halogenierten Kohlenwasserstoffen zu vermeiden,
durchgefihrt. Aufgrund der sehr guten Extraktionseigenschaften fur unpolare Verbindungen
konnte bei der NTNP Methode nicht auf Chloroform verzichtet werden, da anderenfalls eine

deutlich niedrigere Anzahl an Verbindungen detektiert werden wiirde.
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5.1.1.3.2 Extraktionsmitteladditiv
Additive werden dem Extraktionsansatz zur Einstellung des pH-Wertes zugesetzt und kénnen
weiterhin einen Einfluss auf die Polaritat des Extraktionsmittels haben. Die Veranderung des
pH-Wertes im Extraktionsmittel stellt einen weiteren Parameter zur potenziellen Verbesserung
und Optimierung des Extraktionspotentials dar.'°°"% Fiir die Identifizierung des optimalen Ex-
traktionsmitteladditives mit dem grof3ten Extraktionspotential fiir die polare und unpolare Ex-
traktion wurden jeweils drei Kakaoschalenproben gemafl den Extraktionsprotokollen in
Abschnitt 6.2.7 mit abweichenden Additiven im Extraktionsmittel aufgearbeitet und analysiert.
Es wurde der Zusatz von Ameisensaure, Ammoniumformiat und Ammoniumacetat als Extrakti-

onsmitteladditiv (vgl. Tabelle 8) evaluiert.

Tabelle 8: Evaluierte Extraktionsmitteladditive fiir die NTP und NTNP Methode.

Additiv NTP Methode NTNP Methode
Ohne Additiv Ohne Additiv Ohne Additiv
Ameisensaure 01% 0,1%
Ammoniumformiat > mM > mM
20mM 20 mM
Ammoniumacetat > mM > mM
20mM 20 mM
5.1.1.3.21 Optimierung des Extraktionsmittels der NTP Methode

Analog zur Auswertung der Extraktionsmittelzusammensetzung wurden auch bei der Evaluie-
rung der Additive PCA-Modelle der Messreihen berechnet, welche in Abbildung 23 fiir den posi-
tiven und in Abbildung 24 fur den negativen lonenmodus, jeweils fuir Kakaoschalenproben, dar-
gestellt sind. Bei beiden PCA-Modellen clustern die scores der Dreifachmessung erwartungsge-
maf und es sind keine ausreilRerverdachtigen scores zu erkennen. Demnach konnen unabhangig

von der Wahl des Extraktionsmitteladditives reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden.

Die analysierten Proben ohne Additiv-Zusatz befinden sich bei beiden scores-plots am rechten
Rand des plots. Alle anderen analysierten Proben mit Additiv zeigen einen niedrigeren Wert bei
der PC1-Achse und liegen dementsprechend links von den analysierten Proben ohne Additiv. Die
kurzeste Distanz zu den Proben ohne Additiv zeigen die analysierten Proben mit einem Zusatz
von 0,1 % Ameisensaure als Additivim Extraktionsmittel. Demnach scheint der Zusatz von Amei-
sensaure zu den geringsten Veranderungen bei der Extraktion zu flihren. Weiterhin zeigen die
Proben mit einer Pufferkonzentration von 5 mM einen geringen Abstand zu den Proben ohne

Additiv als die Proben mit einer Pufferkonzentration von 20 mM. Diese zu erwartende Tendenz
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bestatigt die Plausibilitat der generierten Modelle. Die Auftrennung der unterschiedlichen ver-
wendeten Puffer wird durch die Dimension der zweiten Hauptkomponente hervorgerufen. Da
die zweite Hauptkomponente eine geringere Varianz als die erste Hauptkomponente beinhaltet,
zeigt die Art des verwendeten Puffersystems, AF oder AAc, eine geringere Varianz als die verwen-
dete Pufferkonzentration, welche durch die erste Hauptkomponente definiert wird. Dieser Zu-
sammenhang ist zwischen den verwendeten Extraktionsmitteladditiven und der Lokalisierung

der scores in Abbildung 23 sehr gut zu erkennen.

Scores and Loadings
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Abbildung 23: PCA-Modell unterschiedlicher getesteter Additive analysiert mit der NTP Methode im posi-
tiven lonenmodus (90//50).
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Abbildung 24: PCA-Modell unterschiedlicher getesteter Additive analysiert mit der NTP Methode im ne-
gativen lonenmodus (90//50).

Neben der Auswertung des Extraktionsmitteladditives anhand der PCA-Modelle, bei der bei allen
Additiven reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnten, erfolgt eine weitere Auswertung
anhand der skalierten Intensitaten der potenziellen Schliusselmetaboliten. Hierbei gilt es, das Ex-
traktionsmitteladditiv zu identifizieren, bei dem der hochste Median der skalierten Intensitaten
der potenziellen Schliisselmetaboliten erhalten werden konnte. Da fiir die Analyse im positiven
und negativen lonenmodus die gleichen Probenextrakte verwendet werden sollen, muss das Ex-
traktionsmitteladditiv auch in beiden lonenmodi ein gutes Extraktionsvermogen zeigen. Die Er-
gebnisse der Optimierung fiir die NTP Methode sind als Box-plot in Abbildung 25 und Abbildung
26 dargestellt. Die erhaltenen Median-Werte, Spannweiten und interquartile Abstande zeigen

lediglich eine sehr geringe Schwankungsbreite zwischen den verwendeten Additiven.
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Der Medianwert des Additivs 5mM AAc zeigt in beiden lonenmodi mit 4,22 beim positiven lo-
nenmodus bzw. 4,07 beim negativen lonenmodus sehr hohe Werte bei einer geringen Streuung.
Daher wurde ein Zusatz von 5 mM AAc als Extraktionsmitteladditiv fiir die NTP Methoden aus-

gewahlt.
Extraktionsmitteladditiv NTP positiv-Methode
55
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Abbildung 25: Box-plot Extraktionsmitteladditive der NTP Methode im positiven lonenmodus (Median:
5 mM AF: 4,03; 20 mM AF: 4,12; 5 mM AAc: 4,22; 20 mM AAc: 4,20; 0,1% FA: 3,88; kein Additiv: 3,82).

Extraktionsmitteladditiv NTP negativ-Methode
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Abbildung 26: Box-plot Extraktionsmitteladditive der NTP Methode im negativen lonenmodus (Median:
5 mM AF: 4,10; 20 mM AF: 4,10; 5 mM AAc: 4,07; 20 mM AAc: 3,98; 0,1% FA: 3,94; kein Additiv: 4,02).
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5113.2.2 Optimierung des Extraktionsmitteladditivs der NTNP Methode

Die Optimierung der Extraktionsmitteladditive fiir die NTNP Methode erfolgt analog zu der NTP
Methode. Da bei der unpolaren Methode die Analyse lediglich im positiven lonenmodus erfolgt,
mussten bei der Auswahl des potentesten Additivs nur die Ergebnisse der Analysen im positiven

lonenmodus berticksichtigt werden.

Das berechnete PCA-Modell der Analysen ist in Abbildung 27 dargestellt. Dem Modell ist zu ent-
nehmen, dass die analysierten Proben mit den Extraktionsmitteladditiven 20 mM AAc und
20 mM AF aufgrund der strengen Cluster-Bildung die Ergebnisse mit der hochsten Reproduzier-
barkeit zeigten. Der Abstand zwischen den analysierten Proben der anderen Additive ist deutlich
hoher, weshalb Extrakte mit diesen Additiven keine reproduzierbaren Ergebnisse generieren
konnen. Die weitere Bewertung des Extraktionspotentials der Additive erfolgte anhand von Box-
Plots. Wie auch bei der NTP Methode gilt es, das Extraktionsmitteladditiv zu identifizieren, das
den hochsten Medianwert bei einer geringen Streuung der skalierten Intensitaten aufweist. In
Abbildung 28 ist der Box-Plot fiir die NTNP Methode aufgefiihrt. Die Additive 5 mM AF und
20 mM AAc zeigen mit einer skalierten Intensitat von 4,00 den hochsten Medianwert und damit
verbunden das beste Extraktionspotential. Bei der Interpretation des PCA-Modells ist bereits auf-
gefallen, dass die Additive 20 mM AAa und AF eine sehr hohe Reproduzierbarkeit gezeigt haben.
Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit, der geringen Streuung und des hohen Medianwertes

zeigt das Additiv 20 mM AAc die besten Eigenschaften fiir die Extraktion unpolarer Metaboliten.
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Abbildung 27: PCA-Modell unterschiedlicher getesteter Additive analysiert mit der NTNP Methode im po-
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Extraktionsmitteladditiv NTNP positiv-Methode
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Abbildung 28: Box-plot Extraktionsmitteladditive der NTNP Methode im positiven lonenmodus (Median:
5 mM AF: 4,00; 20 mM AF: 3,81; 5 mM AAc: 3,97; 20 mM AAc: 4,00; 0,1% FA: 3,99; kein Additiv: 3,84).

5114 LC Methode
Bei der Analyse von komplexen biologischen Systemen wie Kakao mit LC-MS Systemen kommt
es zu vielen co-eluierenden Verbindungen. Durch co-eluierende Substanzen, die gemeinsam in
die lonenquelle des Massenspektrometers gelangen, kommt es zu lonensuppression und damit
verbunden zu einer geringeren detektierten Intensitat und eine geringere Anzahl an detektier-
baren Analyten.”® Der lonensuppression kann auf zwei Ebenen begegnet werden.”™” Zum einen
konnen durch eine gezielte Extraktion unrelevante Matrixbestandteile abgetrennt werden oder
die co-Elution von Verbindungen wird durch das fliissigchromatographische System minimiert.
Bei der non-targeted Analyse eines biologischen Systems kann nicht, wie bei vielen targeted An-
satzen, ein GroRteil der Matrix durch eine gezielte Extraktion abgetrennt werden, um die lonen-
suppression zu reduzieren, weil bei der non-targeted Analyse das gesamte Spektrum der vorlie-
genden Matrix von Interesse ist. Daher ist die Entwicklung eines gezielten Extraktionsprotokolls
bei non-targeted Analysen nicht zielfuhrend, weshalb lediglich die Optimierung des fliissigchro-
matographischen Systems als Option zur Reduzierung der lonensuppression besteht. Aus die-

sem Grund ist eine optimierte chromatographische Trennung von besonderem Interesse.

Furdie polare und fiir die unpolare non-targeted Methode wurden umfangreiche Optimierungen
des fliissigchromatographischen Systems durchgefiihrt. Hierbei wurden die Laufmittel, Art und

Konzentration des Laufmitteladditivs, der Gradient, die Temperatur des Saulenofens und die
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FlieBgeschwindigkeit optimiert. Als Bewertungskriterien wurden eine gleichmaRige Verteilung
der detektierten Signale liber den gesamten chromatographischen Lauf sowie eine hohe Signal-
intensitat und eine maximale Anzahl an detektierten Verbindungen bei einer méglichst kurzen

Analysendauer definiert.

5.11.4.1 NTNP Methode

511411 Laufmittel
Im ersten Schritt der Optimierung des fliissigchromatographischen Systems wurde die Zusam-
mensetzung des Laufmittels optimiert. Aufgrund des vorgegebenen polaren Charakters der
Laufmittel bei RP-Systemen wurde Wasser fiir den Eluenten A ausgewahlt. Im Zuge der Optimie-
rung der Laufmittelzusammensetzung galt es, das Laufmittel B mit der besten chromatographi-
schen Auflésung zu identifizieren."® Es wurden unterschiedliche Isopropanol-Acetonitril- und
Isopropanol-Methanol-Mischungen hinsichtlich der chromatographischen Trennleistung analy-
siert. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Zusammensetzungen des Eluenten B sind im Anhang

in Abbildung 69 bis Abbildung 72 dargestellt.

Die optimierte Methode sollte sowohl fiir die Matrix Kakaokern als auch fiir die Kakaoschale an-
wendbar sein. Daher wurden alle untersuchten Elutionsmittelzusammensetzungen sowohl fiir
den Kakaokern als auch fur die -schale getestet. In Tabelle 9 sind die Mittelwerte der Anzahlen
an detektierten Verbindungen einer Dreifachbestimmung bei Verwendung unterschiedlicher
Elutionsmittel dargestellt. Aufgrund der kiirzeren Analysedauer, gekoppelt mit einer sehr guten
chromatographischen Auflosung und einer sehr hohen Anzahl an detektierten Verbindungen,
konnten die besten Ergebnisse mit einer Elutionsmittelzusammensetzung von Isopropanol/Ace-

tonitril (3/2, v/v), dargestellt in Chromatogramm D der jeweiligen Abbildung, erhalten werden.

Ausgehend von den dargestellten Ergebnissen wurde bei den folgenden Analysen mit einer Elu-
tionsmittelzusammensetzung von Isopropanol/Acetonitril (3/2, v/v) fuir das Elutionsmittel B ge-

arbeitet.
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Tabelle 9: Anzahl an detektierten Verbindungen bei unterschiedlichen Elutionsmittelzusammensetzun-
gen.

Laufmittelzusammensetzung Detektierte Verbindungen
A Kern Isopropanol/Acetonitril 1/1, v/v 2322 2001
= | BKern Isopropanol/Acetonitril 2/3, v/v c 2406 | 2026
§ C Kern Isopropanol/Acetonitril 3/1, v/v 5) 2759 %’ 2240
:,:d D Kern Isopropanol/Acetonitril 3/2, v/v 2540 i 2476
E Kern Isopropanol/Acetonitril 4/1,v/v 2706 2553
S Kern Isopropanol/Methanol 3/1, v/v 2381 2487
c Q
g Kern Isopropanol/Methanol 3/2, v/v é 2858 g__j 2742
(5]
= | Kern Isopropanol/Methanol 4/1, v/v 2423 " 2287
511.4.1.2 Laufmitteladditiv

In diesem Abschnitt sollte getestet werden, inwiefern sich 10 mM AF, 10 mM AAc oder ein Zusatz
von 0,1 % Ameisensdure (FA, engl. formic acid) auf die Trennleistung und die lonisierung der Ana-
lyten auswirken. Diese Additive eignen sich besonders fur LC-MS-Applikationen, da sie sich in der
ESI-Quelle verfliichtigen, ohne dabei auszukristallisieren.™® AnschlieBend wurde die optimale
Konzentration des Laufmitteladditives mit den besten lonisierungseigenschaften ermittelt. Die
Chromatogramme und survey views der Analysen von jeweils einer Kakaokern- und Kakaoscha-
lenprobe fur die unterschiedlichen Laufmitteladditive sind im Anhang in Abbildung 73 bzw. Ab-
bildung 74 dargestellt. In einer umfangreichen Studie konnten Creydt et al. zeigen, dass ein Zu-
satz von 10 mM AF zum Elutionsmittel bei der Analyse von pflanzlichen Proben im positiven lo-

nenmodus die besten Ergebnisse flir non-targeted Studien gezeigt hatte.'®

Die Verwendung von 10 mM AAc als Laufmitteladditiv (Chromatogramm B) fiihrt im Vergleich
zu 10 mM AF (Chromatogramm A) sowohl bei den Kakaokern- als auch bei den Kakaoschalenpro-
ben zu Verlusten bei der Signalintensitat wie in Abbildung 73 bzw. Abbildung 74 zu sehen ist. Der
Verlust von Signalintensitat bei Verwendung von AAc anstatt von AF ist auch in der Literatur
beschrieben. Cajka et al. zeigten, dass es bei der Lipidomics-Analyse im positiven ESI-Modus unter

Verwendung von AAc als Laufmitteladditiv zu sinkenden Signalintensitaten kommt.'8®

Die Verwendung von 0,1 % FA als Laufmitteladditiv scheint vor allem die lonisation von Verbin-
dungen, die bei Retentionszeiten von 12,5-15,5 min eluieren, massiv zu verschlechtern. Sowohl
bei den Kakaokern- als auch bei den Kakaoschalenproben sind keine Signale bei diesen Retenti-

onszeiten in den Chromatogrammen C in Abbildung 73 bzw. Abbildung 74 zu erkennen.
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Bei LC-MS-Applikationen werden Puffer bzw. Laufmitteladditive aus zwei Griinden zugesetzt:
Einerseits wird im Falle von Puffersalzen eine Stabilisierung des pH-Wertes der mobilen Phase
gewabhrleistet, was zu einer hoheren Reproduzierbarkeit fiihrt, und andererseits konnen die Ad-
ditive eine entscheidende Rolle bei der lonisierung und Bildung von Pseudo-Molekiilionen spie-
len.”®’ Dies konnte als Erklarung fur die fehlenden Signale bei dem Einsatz von Ameisensaure als
Laufmitteladditiv dienen. Anhand der ebenfalls dargestellten survey views ist zu erkennen, dass
bei Retentionszeiten von mehr als 13 min vorwiegend Verbindungen mit einem m/z von 800-
1000 detektiert werden. Bei diesen Signalen handelt es sich um Fraktionen verschiedener Tri-
acylglycerole, welche mit einem Ammoniumkation Pseudo-Molekilionen der Summenformel
[M+NH.]* ausbilden.’® Bei Verwendung von FA als Laufmitteladditiv ist die Bildung solcher Am-
moniumaddukte nicht moglich, weshalb die Triacylglycerole in der ESI-Quelle keine stabilen lo-
nen bilden konnen. Folglich gelangen die Triacylglycerole auch nicht in das qToF-System und

konnen nicht detektiert werden.

In Erganzung zur Bewertung der detektierten Signalintensitaten erfolgt ein weiterer Auswer-
tungsansatz anhand der Anzahl an detektierbaren Verbindungen bei der Verwendung unter-
schiedlicher Laufmitteladditive. In Tabelle 10 sind die Mittelwerte von jeweils drei Analysen mit
den unterschiedlichen Laufmitteladditiven fur die Kakaoschale und den -kern aufgefuhrt. Die
Ergebnisse der Auswertung anhand der maximal detektierbaren Verbindungen deckten sich mit
der Auswertung anhand der detektierten Signalintensitat. Bei dem Laufmitteladditiv AF konnten
mit 2656 detektierbaren Verbindungen fiir den Kakaokern und 2937 Verbindungen fur die Ka-
kaoschale jeweils die meisten Verbindungen detektiert werden. Aufgrund der maximalen An-
zahl an detektierten Verbindungen und der hochsten Signalintensitat wurde AF als Laufmittel-
additiv der unpolaren Methode ausgewahlt. Eine Verwendung von AF als das optimale Laufmit-

teladditiv wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben.’®®

Nachdem AF als das potenteste Laufmitteladditiv identifiziert werden konnte, erfolgt anschlie-
Bend die Evaluierung der optimalen AF-Konzentration im Laufmittel. In Abbildung 75 und Abbil-
dung 76 sind die Chromatogramme und survey views fur Kakaokern und Kakaoschale bei veran-
derten AF-Konzentrationen aufgefuhrt. Anhand der Chromatogramme wird deutlich, dass die
Konzentration des Laufmitteladditives sowohl einen Einfluss auf die Intensitat als auch auf die
Retentionszeit der Signale bewirkt. Der Intensitatsunterschied lasst sich anhand der Bildung von

[M+NHa]*-lonen in der lonenquelle erklaren. Liegen in der Quelle mehr Ammonium-lonen vor, so
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konnen auch mehr [M+NHa]*-lonen gebildet werden und somit steigt die detektierte Signalin-

tensitat der Analyten mit der AF-Konzentration.

Durch die unterschiedlichen AF-Konzentrationen im Laufmittel andert sich die Polaritat der mo-
bilen Phase, wodurch sich ebenfalls das Elutionsverhalten der Analyten verandert. Mit AF als ein
ionisches Agens wird die Polaritat des Laufmittels zum Hydrophilen verschoben. Hydrophobe
Analyten zeigen daraufhin eine geringere Affinitat zur mobilen Phase, sodass sich das Vertei-
lungsgleichgewicht zwischen der mobilen und stationaren Phase in Richtung stationarer ver-
schiebt und es zu einer starkeren Retardierung der Analyten kommt. Dieser Effekt ist umso star-
ker ausgepragt, je hoher die gewahlte Pufferkonzentration ist. Einen entsprechenden Zusam-
menhang konnten Zhang et al. und Flieger in ihren Veroffentlichungen tiber den Zusatz von sol-
vatisierten, ionischen Verbindungen zur mobilen Phase eines fllissigchromatographischen Sys-

tems zeigen.'8%19°

Aufgrund der starken Intensitatsverluste und der deutlich niedrigeren Anzahl an detektierten
Verbindungen wurde der Ansatz mit einer Pufferkonzentration von 5 mM AF im Elutionsmittel
ausgeschlossen (vgl. Abbildung 76; Chromatogramm B). Die Analyse mit einer Pufferkonzentra-
tion von 15 mM AF flhrte zu einer Zunahme der detektierten Intensitat, die jedoch im Falle der
Lipidfraktionen (RT 14-18 min) der Kakaokernprobe die Detektorgrenze iiberschreitet (s. Abbil-
dung 75; Chromatogramm C). In den dargestellten Chromatogrammen ist jeweils das Signal mit
der hochsten Intensitat zu jeder Zeiteinheit, das Base Peak Chromatogramm, dargestellt. Durch
die Zunahme der Signalintensitaten der jeweils intensivsten Signale bei einer Erh6hung der Puf-
ferkonzentration kommt es jedoch zunehmend zu einer steigenden lonensuppression in der lo-
nenquelle, sodass potenziell Verbindungen niedriger Intensitat nicht mehr detektiert werden
konnen. Dieser Zusammenhang zwischen der Pufferkonzentration im Elutionsmittel und der An-
zahl an detektierbaren Verbindungen bei der Verwendung von massenspektrometrischen Syste-
men mit ESI-Quelle wurde bereits von Garcia et al. beschrieben und konnte auch beim vorliegen-
den Beispiel beobachtet werden.” Obwohl die Erhohung der Pufferkonzentration zu intensive-
ren Signalen fuhrt, konnten bei der Analyse mit 15 mM AF im Elutionsmittel tiber 500 Verbindun-

gen weniger detektiert werden als bei den Analysen mit 10 mM AF (vgl. Tabelle 10).

Aus den dargelegten Griinden wurden die folgenden Analysen mit einer AF-Konzentration im

Elutionsmittel von 10 mM durchgefiihrt.
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Tabelle 10: Detektierte Verbindungen bei den unterschiedlichen verwendeten Laufmitteladditiven und
Laufmitteladditivkonzentrationen.

Additiv Detektierte Verbindungen

10 mM AF 2625 o | 2937
C —_

10 mM AAc g 1545 g 1139

0,1%FA 1041 v 999

Konzentration des Additivs

5 mM AF c 2052 w 2088
T e

15 mM AF ~ 2136 R 2270

51.1.4.1.3 Gradient

Im Anschluss an die Optimierung der Elutionsmittelzusammensetzung und des Elutionsmittel-
additives wurde der Gradient des flussigchromatographischen Systems Uberarbeitet. Hierbei
galt es, die Analysendauer bei gleichbleibender chromatographischer Auflésung und ohne den
Verlust von detektierbaren Verbindungen zu reduzieren. Die analysierten Gradienten sind in Ta-
belle 11 aufgefiihrt und die Ergebnisse der Analyse von Kakaokern- und Kakaoschalen im Anhang
in Abbildung 77 und Abbildung 78 einzusehen. Ausgehend von Gradient 1 wurde der Anteil des
Elutionsmittels B (Isopropanol/Acetonitril 3/2) immer weiter erhoht, sodass die Retardierung der
unpolaren Analyten abnahm und die Elution beschleunigt wurde. Bei den Gradienten 1und 2 (s.
Abbildung 77 und Abbildung 78; Chromatogramme A und B) eluieren die Analyten noch nach
dem Kalibriersegment der Methode bei 21 Minuten. Ab diesem Punkt beginnt bereits die Reka-
librierung des Systems, sodass die Analyten nach dem Kalibriersegment bei der Auswertung
nicht miterfasst werden. Demnach misste die Laufzeit der Methode bei diesen beiden Gradien-
ten weiter erhoht werden, damit alle Analyten innerhalb des Elutionszeitraums der Methode er-
fasst werden. Das Ziel der Uberarbeitung des Gradientens war jedoch eine Verkiirzung der Ana-
lysendauer, weshalb die Gradienten 1und 2 aufgrund der langen Analysendauer nicht fiir einen

groBen Probendurchsatz geeignet sind.

Weiterhin wurde die Anzahl an detektierbaren Verbindungen bei den unterschiedlichen Gradi-
enten analysiert (vgl. Tabelle 12). Die Anzahl der detektierbaren Verbindungen unterscheidet sich
zwischen den vier unterschiedlichen, evaluierten Gradienten nur gering. Die besten Ergebnisse
konnten mit dem Gradienten 1 erzielt werden, da hier die Analyten liber den langsten Zeitraum
eluieren. Allerdings konnten beim Gradienten 4 nur ca. 10 Verbindungen weniger als bei den

analysierten Kakaokernproben und 100 Verbindungen bei den analysierten Kakaoschalenproben
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detektiert werden. Die gewonnene Zeitersparnis beim Gradienten 4 im Vergleich zum Gradien-
ten 1 Uberwiegt hierbei gegeniiber der marginal geringeren Anzahl an detektierten Verbindun-

gen.

Aus den dargelegten Griinden wurde der Gradient 4 fiir die weiteren Analysen verwendet, da bei
diesem Gradienten eine maximale chromatographische Auflésung bei einer minimalen Analy-

sendauer zu beobachten war.

Tabelle 11: Darstellungen der analysierten Gradienten.

Gradient 1 Gradient 3
Zeit[min] | A*[%] B* [%] Zeit[min] | A[%] B [%]
0 35 65 0 35 65
2 35 65 2 35 65
5 10 90 5 15 85
15 0 100 10 0 100
21 0 100 21 0 100
21,1 35 65 21,1 35 65
25 35 65 25 35 65
Gradient 2 Gradient 4
Zeit[min] | A[%] B [%] Zeit[min] | A[%] B [%]
0 35 65 0 35 65
2 35 65 2 35 65
7 10 90 4 15 85
15 0 100 8 0 100
21 0 100 21 0 100
21,1 35 65 21,1 35 65
25 35 65 25 35 65

*A: Wasser + 10 mM AF; B: Isopropanol/Acetonitril 3/2, v/v +10 mM AF

Tabelle 12: Anzahl an detektierten Verbindungen bei unterschiedlichen Gradienten

Gradienten | Detektierte Verbindungen
Gradient 1 2000 2151

Gradient2 | = | 1754 | = | 2096
Gradient3 | ¥ | 2001 | S | 2092
Gradient 4 1988 2046
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5114.1.4 Temperatur und FlieBgeschwindigkeit
Die ersten Messungen wurden mit einer FlieBgeschwindigkeit von 0,35 mL/min und einer
Saulentemperatur von 40 °C durchgefiihrt.®> Fiir die Analysen der vorliegenden Arbeit stand ein
Dionex™ UltiMate™ 3000 HPLC-System der Firma Thermo Scientific zur Verfligung, welches ei-
nen maximalen Druck von 620 bar zulasst. Der Gegendruck der HPLC lag bei den Analysen mit
den originadren Einstellungen bereits bei tiber 500 bar. Da aufgrund des maximalen Drucks der
HPLC-Apparatur kein Handlungsspielraum fiir eine Optimierung der FlieRgeschwindigkeit und
der Saulenofentemperatur gegeben war, wurden keine weiteren Messungen mit abweichenden

Einstellungen durchgefiihrt.

Die originare Einstellung der Saulenofentemperatur von 40 °C und einer Flussrate von

0,35 mL/min wurden beibehalten.

51.14.2 NTP Methode

5.1.1.4.21 Laufmittel
Als stationadre Phase wurde fiir die NTP Methoden eine ANP-Phase (s. Abschnitt 3.4.1.3) verwen-
det. Im Gegensatz zur klassischen Normalphasenchromatographie ist es bei der verwendeten
Cogent Diamond Hydride™ Chromatographiesaule maoglich, eine wassrige mobile Phase zu ver-
wenden. Dies wird durch das Einbringen von Hydrid-Gruppen und langen Kohlenstoffketten auf
das Saulenmaterial ermoglicht.'? Als Laufmittel A wurde daher Wasser verwendet. Bei der Aus-
wahl des Laufmittels B wurde flir diese stationdre Phase in der Literatur meist Acetonitril oder
ein Acetonitrilgemisch mit Methanol oder Isopropanol verwendet."” %319 Zyr Evaluierung der
geeignetsten Zusammensetzung des Laufmittels B wurden unterschiedliche Mischungen aus
Acetonitril, Methanol und Isopropanol analysiert. Bei allen Mischungen wurde liberwiegend Ace-
tonitril verwendet, da in der Literatur hiermit die besten Ergebnisse erzielt werden konnten. Als
Erweiterung zu der unpolaren Methode erfolgte die Detektion bei der polaren Methode sowohl
im positiven als auch im negativen lonenmodus. Die Ergebnisse der Elutionsmitteloptimierung
sind im Anhang in Abbildung 79 bis Abbildung 82 dargestellt. Neben den Chromatogrammen ist

jeweils der korrespondierende survey view aufgefiihrt.

Bei der Verwendung von reinem Acetonitril als Laufmittel B konnte fiir alle vier Methoden (Ka-
kaoschale und Kakaokern jeweils im positiven und negativen lonenmodus) die hochste Anzahl
an detektierbaren Verbindungen und die beste chromatographische Auflosung erhalten werden

(vgl. Tabelle 13). Im Gegensatz zu Isopropanol und Methanol weist Acetonitril keinen protischen
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Charakter auf. Dieser Unterschied zwischen den Elutionsmitteln kénnte Grund fiir bessere Re-
tardierung der Analyten mit Acetonitril sein. Dies steht in Bezug zu anderen Arbeiten, bei denen
eine héhere Konzentration des protischen Losungsmittels Methanol zu einer kiirzeren Retardie-
rung und damit zu einer schlechteren chromatographischen Auflésung fiihrte.®® GemaR der
Loslichkeitsparameter nach HANSEN (s. Tabelle 4) zeigt Acetonitril weiterhin die geringste Polari-
tat. Dies konnte erganzend zu dem aprotischen Charakter fir die besten Retardierungseigen-

schaften bei der Verwendung einer ANP-Phase verantwortlich sein.

Aus diesen Griinden konnte reines Acetonitril als das geeignetste Elutionsmittel B identifiziert

werden.

Tabelle 13: Anzahl an detektierten Verbindungen bei der Elutionsmitteloptimrung der NTP Methode.

Detektierte Verbindungen
Elutionsmittelzusammensetzung pos. lonen- | neg. lonen- pos.lonen- | neg.lonen-
modus modus modus modus
Acetonitril 1868 504 1789 521
Acetonitril/Isopropanol 5/1, v/v c 14N 434 o 1322 406
Acetonitril/Isopropanol 9/1, v/v E 1486 483 f:: 1294 461
Acetonitril/Methanol 5/1, v/v 1385 355 b 1289 351
Acetonitril/Methanol 9/1, v/v 1543 416 1307 389

511.4.2.2 Gradient
Fur die Optimierung der NTP Methode wurden zehn verschiedene Gradienten auf ihre chroma-
tographische Auflosung und die Anzahl detektierbarer Verbindungen getestet. Hierbei wurden
die jeweiligen Erkenntnisse, welche durch die Analyse der ersten Gradienten gewonnen werden
konnten, in die Entwicklung der folgenden gesteckt. Die evaluierten Gradienten sind in

Tabelle 15 aufgefiihrt.

Als Weiterentwicklung der Normalphasenchromatographie folgt die ANP-Chromatographie den
gleichen Grundprinzipien. Je hoher der Anteil an unpolaren Elutionsmitteln, desto starker wer-
den die polaren Analyten retardiert. Diese Aussage lasst sich durch Ergebnisse von Gradient 8
bestatigen, bei dem Uliber die ersten 15 Minuten ausschliel3lich Acetonitril als mobile Phase ver-
wendet wurde. Die Ergebnisse des Gradienten 8 sind im Anhang in Abbildung 83 bis Abbildung
86 jeweils in Chromatogramm H dargestellt. Nahezu alle Analyten eluierten erst nachdem Was-
ser der mobilen Phase nach 15 min zugefiihrt wurde. Die Ergebnisse des Gradienten 8 zeigen

zwar die beste Retardierung der Analyten, jedoch auch die schlechteste chromatographische
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Auflosung. Nahezu alle Analyten eluieren bei diesem Gradienten innerhalb von ca. 1 min. Dem-
nach verlangert sich die Retentionszeit bei einer Analyse mit reinem Acetonitril, allerdings ist ein
geringer Prozentsatz von Wasser vonnéten, um eine Trennung der Analyten herbeizufiihren. Da-
her wurden weitere Gradienten mit unterschiedlich starken Zunahmen des wassrigen Teils in
der mobilen Phase uber unterschiedliche Zeiteinheiten evaluiert. Ausgehend von Gradient 1 bis
hin zu Gradient 7 erfolgte eine immer geringere Zugabe von Wasser zur mobilen Phase. Bei dem
Gradienten 7 (Chromatogramm G) konnte eine stetige Elution der Analyten liber einen Zeitraum

von mehr als 15 min und eine maximale chromatographische Auflésung erhalten werden.

Die gute chromatographische Auflésung von Gradienten 7 konnte durch die Auswertung der de-
tektierbaren Verbindungen bestatigt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargestellt. Bei
allen Methoden konnte fiir den Gradienten 7 die maximale Anzahl an detektierbaren Verbindun-

gen erfasst werden.

Aufgrund der maximalen chromatographischen Auflésung und der hochsten Anzahl an detek-

tierbaren Verbindungen wurden die weiteren Analysen mit dem Gradienten 7 durchgefuhrt.

Tabelle 14: Anzahl an detektierten Verbindungen bei der Gradientenoptimierung der NTP Methode.

Detektierte Verbindungen
Gradient positiver lonen- | negativer lonen- positiver lonen- | negativer lonen-
modus modus modus modus
Gradient 1 2177 538 1864 535
Gradient 2 1667 245 1683 399
Gradient 3 2589 556 2338 544
Gradient 4 2179 612 1912 557
Gradient5 | £ 2470 610 - 1937 577
Gradient 6 < 2374 621 § 2038 582
Gradient 7 2806 746 2369 627
Gradient 8 1219 230 1390 327
Gradient 9 2272 558 1818 482
Gradient 10 1998 566 1673 412
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Tabelle 15: Getestete Gradienten fiir die Optimierung der chromatograpischen Trennung fiir die NTP Me-
thode; Eluent A: H20 + 5 mM FA; Eluent B: ACP + 5 mM FA.

Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3
Zeit Eluent A* | Eluent B* Zeit Eluent A Eluent B Zeit Eluent A Eluent B
[min] [%] [%] [min] [%] [%] [min] [%] [%]
0 0 100 0 0 100 0 0 100
2 0 100 2 0 100 2 0 100
5 40 60 3,5 40 60 8 40 60
8 40 60 8 40 60 12,5 40 60
15 100 0 15 100 0 15 100 0
19,8 100 0 19,8 100 0 19,8 100 0
20 0 100 20 0 100 20 0 100
24 0 100 24 0 100 24 0 100
Gradient 4 Gradient 5 Gradient 6
Zeit Eluent A Eluent B Zeit Eluent A Eluent B Zeit Eluent A Eluent B
[min] [%] [%] [min] [%] [%] [min] [%] [%]
0 0 100 0 0 100 0 0 100
2 0 100 2 0 100 2 0 100
10 40 60 3,5 20 80 5 20 80
14,5 40 60 8 20 80 8 20 80
17 100 0 15 100 0 15 100 0
19,8 100 0 19,8 100 0 19,8 100 0
20 0 100 20 0 100 20 0 100
24 0 100 24 0 100 24 0 100
Gradient 7 Gradient 8 Gradient 9
Zeit Eluent A Eluent B Zeit Eluent A Eluent B Zeit Eluent A Eluent B
[min] [%] [%] [min] [%] [%] [min] [%] [%]
0 0 100 0 0 100 0 10 90
2 0 100 15 0 100 2 10 90
8 20 80 15,5 100 0 5 40 60
12,5 20 80 19,8 100 0 8 40 60
15 100 0 20 0 100 15 100 0
19,8 100 0 24 0 100 19,8 100 0
20 0 100 20 10 90
24 0 100 24 10 90
Gradient 10
Zeit Eluent A Eluent B
[min] [%] [%]
0 5 95
2 5 95
8 40 80
12,5 40 80
15 100 0
19,8 100 0
20 5 95
24 5 95

*A: Wasser + 0,1% HAc; *B: Acetonitril + 0,1 % HAc
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5114.23 Laufmitteladditiv
In diesem Abschnitt wurde der Einfluss des Zusatzes von 1mM AF, 0,1 % FA und 0,1 % Essigsaure
(HAc, engl. acetic acid) auf die Trennleistung und die lonisierung bei der NTP Methode analysiert.
Erste Versuche mit einer Pufferkonzentration von 5 mM AF als Laufmitteladditiv wurden auf-
grund einer Verstopfung der Saule durch die hohe Pufferkonzentration verworfen. Durch eine
Reduktion der Pufferkonzentration auf 1 mM AF konnte ein Druckanstieg umgangen werden,
wahrend die Moglichkeit der Bildung von Ammonium-Addukten wahrend der lonisierung wei-
terhin gegeben war. Die Ergebnisse zur Analyse des optimalen Laufmitteladditivs sind im An-

hang in Abbildung 87 bis Abbildung 90 aufgefiihrt.

Der Vorteil der verwendeten Additive beruht auf der Eigenschaft kompatibel mit einer LC-MS-
Applikationen zu sein.”"® Zur Bewertung der Laufmitteladditive wurde die Anzahl an detektier-
barer Verbindungen untersucht. Bei der Analyse der Kakaokernproben konnten im positiven lo-
nenmodus fur AF und FA als Additive ca. 50 Verbindungen mehr detektiert werden als beim Ver-
wenden von HAc (vgl. Tabelle 16). Bei den Kakaoschalenproben konnten wiederum bei den Ana-
lysen mit HAc ca. 150 Verbindungen mehr detektiert werden als bei AF und ca. 250 mehr als bei
FA. Da das Ziel dieser Arbeit die Identifizierung von Kakaoschalen-Schlisselmetaboliten war,
wurde besonderer Wert auf eine erhohte Anzahl an detektierten Verbindungen bei der Kakao-
schale gelegt. Analog dazu konnten die identischen Ergebnisse bei der Analyse im negativen lo-
nenmodus detektiert werden. Hier wurden bei der Analyse der Kakaoschale ebenfalls bei der

Verwendung von HAc als Additiv die meisten Verbindungen detektiert.

Aufgrund der héheren Signalintensitaten und der maximalen Anzahlan detektierten Verbindun-
gen in der Kakaoschale wurde fur die weiteren Analysen 0,1 % HAc als Elutionsmitteladditiv ver-
wendet. Eine Verwendung von Essigsaure als optimales Elutionsmitteladditiv fiir die Analyse po-

larer Metaboliten wurde bereits in der Literatur beschrieben.”°

Tabelle 16: Anzahl an detektierten Verbindungen bei unterschiedlichen Elutionsmitteladditiven.

Elutionsmitteladditiv Detektierter Verbindungen
Positiver lonenmodus | Negativer lonenmodus
_ [1TmMAF 2449 724
& |0,1% HAc 2399 688
0,1% FA 2455 455
o [1mMAF 2057 585
£ 0,1% HAC 2191 598
' 10,1% FA 1954 391
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Die Verwendung von HAc als Elutionsmitteladditiv fiihrte zu einer starkeren Retardierung der
Analyten, weshalb der Gradient bei gleichbleibender chromatischer Auflésung weiter verkurzt
werden konnte. Durch eine Kiirzung der Ramp-Phase zu Beginn der Methode konnte der Gradi-
ent um 4 Minuten gekiirzt werden. Der resultierende Gradient ist in Tabelle 17 aufgefiihrt. Die
Reduktion der Gradientendauer konnte ohne Verluste der detektierten Signale und der chroma-
tographischen Auflosung durchgefiihrt werden. In Abbildung 91 sind die Chromatogramme des
aktualisierten Gradienten 11 der Kakaoschale und des Kakaokern im positiven und negativen

lonenmodus aufgefiihrt.

Tabelle 17: Gradient 11 der NTP Methode.

Gradient 1
Zeit Eluent A* Eluent B*
[min] [%] [%]
0 0 100
2 0 100
4 20 80
9,5 20 80
12 100 0
16,8 100 0
17 0 100
21 0 100

*A: Wasser + 0,1 % HAc; *B: Acetonitril + 0,1 % HAc

51.1.4.24 Temperatur
Die Veranderung der Saulenofentemperatur wird oft als Parameter zur Kontrolle der Retentions-
zeit und Verbesserung der Peakform genutzt. In typischen RP-Experimenten nimmt die Retar-
dierung der Analyten mit Zunahme der Temperatur ab.”* Begriindet liegt dies zum einen in der
verringerten Viskositat der mobilen Phase und dem dadurch reduzierten Gegendruck und zum
anderen andern sich die Diffusionsprozesse, welche wiederum einen Einfluss auf die VAN-DEET-
MER-Gleichung ausiiben.’® Zwar verstarkt eine zunehmende Temperatur die Longitudinaldiffu-
sion (negativer, Peak-verbreiternder Effekt), aber verringert zeitgleich den Term des Massen-
transfers und fiihrt so zu einer schnelleren Elution. Dabei ist der Einfluss der Longitudinaldiffu-
sion eher gering und oftmals vernachlassigbar. Jedoch ist eine Verbesserung der Trennleistung
durch eine erhohte bzw. niedrigere Temperatur individuell auf die jeweilige Trennproblematik

anzupassen.

Fur die Optimierung der Saulenofentemperatur wurden die Temperaturen 25 °C, 30 °C, 40 °C,

45°C und 50 °C bezlglich des Einflusses auf die Retentionszeit der Analyten und die
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chromatographische Auflésung getestet. Die maximale Temperaturbelastung der verwendeten
Chromatographiesaule liegt bei 60 °C.”¥” Um eine Beschadigung des Sdulenmaterials durch die
Temperatureinwirkung auszuschlieRen, wurde mit einer maximalen Saulenofentemperatur von

10 °C weniger als dem vom Hersteller vorgegebenen Maximalwert gearbeitet.

Wie bereits eingehend beschrieben fiihrt die Verwendung von héheren Saulenofentemperatu-
ren zu einer schnelleren Elution der Analyten. Dies zeigt sich beispielhaft im Retentionsbereich
zwischen 6,5 min bis 8,0 min (vgl. Abbildung 92 und Abbildung 93). Neben der beobachteten
schnelleren Elution kommt es durch die Erhdhung der Temperatur auch zu einer Verbesserung
der chromatographischen Auflésung. Die Retardierung der Analyten nimmt stoffspezifisch mit
dem Temperaturanstieg unterschiedlich stark zu oder ab. Diese Beobachtungen konnten bei der
verwendeten stationdren Phase in Experimenten mit unterschiedlichen Aminosduren ebenso
nachgewiesen werden.”® Gemal Pesek et al. kann dies entweder durch eine Enthalpie-Verdande-
rung, durch die veranderten Wechselwirkungen der gelosten Stoffe mit der stationaren Phase
oder zusatzlich durch die Entropie des Systems hervorgerufen werden. Eine andere Studie doku-
mentiert die Temperatureffekte auf die Trennleistung von Phenolsauren. Hier konnte sowohl
eine Zu- als auch eine Abnahme der Retentionszeit beobachtet werden, sodass sich die Retenti-
onsreihenfolge zweier Phenolsduren (Syringasaure und 4-Hydroxyphenylessigsaure) bei einem
Temperaturanstieg von 40 °C auf 60 °C gedndert hat.'® Durch die unterschiedliche zeitliche Ver-
anderung der Elution ergeben sich durch die Temperaturkontrolle neue Moglichkeiten zur Ver-
besserung der Trennleistung. Zudem fuihren hohere Temperaturen zu einer verringerten Visko-
sitdt und einem schnelleren Massentransfer, was zu einer Reduzierung der Peakbreite fiihrt.™
Dies liefert ein weiteres Mittel zur Verbesserung der chromatographischen Auflosung in Abhan-

gigkeit von der Retention und Diffusion in Bezug auf die stationare Phase.™°

Die Anzahl der detektierten Verbindungen war bei allen getesteten Saulentemperaturen nahezu
identisch (s. Tabelle 18). Aufgrund der verbesserten Peakform und chromatographischen Aufl6-
sung bei einer erhohten Saulenofentemperatur wurden die folgenden Analysen bei einer Sau-

lentemperatur von 50 °C durchgefuhrt.
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Tabelle 18: Anzahl an detektierten Verbindungen bei unterschiedlichen Saulenofentemperaturen im posi-
tiven lonenmodus.

S§u|enofentemperatur [°C] Detektierte Verbindungen
25 1484 1437
30 c 1428 | o 1336
40 g | 1B | £ | 1367
2 3
45 1388 1323
50 147 1396
51.1.4.25 FlieRgeschwindigkeit

Fir die Optimierung der FlieBgeschwindigkeit wurden die Flussraten von 400 plL/min,
500 pL/min und 600 pL/min bezlglich des Einflusses auf die Retentionszeit der Analyten und
die chromatographische Auflosung getestet. Durch die Erhohung der FlieBgeschwindigkeit war
eine schnellere Elution und eine Abnahme der Peakbreite zu erwarten. Diese Ergebnisse konnten
sowohl fiur die Kakaokern- und Kakaoschalenproben im negativen als auch im positiven lonen-
modus bestatigt werden (vgl. Abbildung 96 bis Abbildung 99). Callahan et al. beschrieb bei einer
erhohten Flussrate eine Abnahme der Signalintensitat und Reduzierung der detektierten Verbin-
dungen.”® Diese Beobachtungen konnten bei den durchgefiihrten Analysen nicht bestatigt wer-
den. Es konnte bei allen Flussraten nahezu die gleiche Anzahl an Verbindungen detektiert wer-
den (vgl. Tabelle 20). Aufgrund der friiheren Elution der Analyten durch die Erhéhung der Fluss-
rate konnte der Gradient um eine weitere Minute gekiirzt werden. Der finale Gradient (Gradient

12) der NTP Methode ist in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Gradient 12 der NTP Methode.

Gradient 12
Zeit Eluent A* Eluent B*
[min] [%] [%]
0 0 100
2 0 100
4 20 80
9,5 20 80
12 100 0
15,8 100 0
16 0 100
20 0 100

*A: Wasser + 0,1% HAc; *B: Acetonitril + 0,1 % HAc
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Tabelle 20: Anzahl an detektierten Verbindungen bei unterschiedlichen FlieRgeschwindigkeiten.

Detektierte Verbindungen
positiver lo- | negativer lo- positiver lo- | negativer lo-
FlieBgeschwindigkeit [pL/min] nenmodus nenmodus nenmodus nenmodus
400 147N g 1396 -
500 é 1634 446 < 1391 378
600 1689 482 " 1362 390
5115 MS Methode

Auch das massenspektrometrische System wurde fiir die non-targeted Analyse der Kakaoschale
und des Kakaokerns optimiert. Neben der Optimierung der transition time und der pre pulse sto-
rage galt es vorrangig, die Quellenparameter, welche fur die lonisierung der Analyten mafRgeb-
lich sind, zu optimieren. Bei der Optimierung der Parameter fir die polaren Extrakte wurden so-
wohl Kakaokern- als auch Kakaoschalenextrakte verwendet, um uberprifen zu kdnnen, ob die
Optimierung der Parameter auf beide Matrices den gleichen Effekt hat. Da die Ergebnisse bei
nahezu allen Parametern fur beide Matrices identisch ausfielen, wurde bei der Optimierung der
MS-Parameter fur die unpolaren Extrakte nur noch eine Probenmatrix eingesetzt. Hier wurden
ganze Kakaobohnen verwendet, sodass sowohl die Analyten der Kakaoschale als auch des Ka-
kaokerns vertreten waren. Durch die Verwendung eines einzelnen Probenextraktes konnte die
bendtigte Messzeit um die Halfte reduziert werden. Abgesehen von dem Einsatz ganzer Kakao-
bohnen wurde die Probenvorbereitung und Extraktion gemall dem angegebenen Extraktions-
protokoll in Abschnitt 6.2 durchgefiihrt. Um den Einfluss der optimierten Parameter gesondert
zu erfassen, wurde bei der Optimierung immer lediglich ein Parameter verandert, damit die Aus-

wirkungen der Veranderung direkt diesem Parameter zugeordnet werden konnten.
Optimierte Parameter:

e Capillary voltage: Hierbei handelt es sich um die an der Kapillare angelegte Spannung,
die mal3geblich zur lonenbildung beitragt.

e Endplate voltage: Die end plate voltage steht fiir die am spray shield angelegte Spannung.
Hierbei handelt es sich um die Gegenelektrode zur Kapillare.

e Nebulizer gas: Bei pneumatisch unterstiitzten ESI-Grenzflachen wird die aus der Kapillare
austretende mobile Phase mit Hilfe eines nebulizer gas zerstaubt. Das nebulizer gas, wo-
fir meistens Stickstoff verwendet wird, umstromt die Kapillare und hilft bei der Aerosol-
bildung (vgl. Abschnitt 3.4.2.2) und kann durch unterschiedliche Druckeinstellungen an-

gepasst werden.
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e Dry gas: Das dry gas wird der lonenquelle zugefiihrt und tragt zur Evaporation des L6-
sungsmittels bei. Als dry gas wird vornehmlich Stickstoff verwendet und die Steuerung
der Evaporation des Losungsmittels kann tber den Volumenstrom und die Temperatur
des Gases erfolgen.

e Transition time und pre pulse storage: Das verwendete qToF-System ist mit einem Hexa-
pol ausgestattet, welches als ion cooler die kinetische Energie der lonen verringert, die
lonen sammelt und als lonenpakete in den Beschleuniger des ToF entldsst. Fir die Steu-
erung des Hexapols sind zwei Einstellungen bedeutsam: Die transition time ist das Zeit-
fenster, in dem die lonen-Biindel vom Hexapol an den Tof-Analysator libermittelt wer-
den, und die pre pulse storage bezeichnet die Zeit zwischen der transition time und dem
Moment, in dem die lonen durch den orthogonal Beschleuniger gepulst werden.%2°
Aufgrund des Zusammenwirkens der beiden Parameter wurden diese simultan opti-

miert.

Analog zur Auswertung der LC-Optimierung wurde auch in diesem Abschnitt eine Auswertung
anhand der Anzahl an detektierten Verbindungen und anhand der detektierten Signalintensitat
durchgefuhrt. Fur alle Einstellungen wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der detektierten Verbindungen sind fur alle Methoden und Parameter in der
Tabelle 21 aufgefiihrt. Die Einstellungen der jeweils optimierten Parameter mit den besten er-
zielten Ergebnissen sind grin hervorgehoben und wurden fur die NTNP und NTP Methoden lber-
nommen.

Tabelle 21: Anzahl an detektierten Verbindungen bei unterschiedlichen Einstellungen des massenspektro-
metrischen Systems fiir die NTNP und die NTP Methoden.

Detektierte Verbindungen

Parameter Einstellung NTP
NTNP Positiver lonenmodus Negativer lonenmodus
Kakaokern | Kakaoschale | Kakaokern |Kakaoschale
2500 965 1603 1660 548 429
Capillary voltage 3000 1878 1967 1529 681 536
(V] 2205 1841 780 608

Enplate voltage
(V]
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Detektierte Verbindungen

NTP
Parameter Einstellung
NTNP Positiver lonenmodus Negativer lonenmodus
Kakaokern | Kakaoschale Kakaokern | Kakaoschale
3 1856 1883 1346 629 551
e e [em | wer | wse [ e | s |
[bar]
5 1277 1947 1457 806 682
8 1358 2073 1579 657 744
Dry gas [L/min]

Dry gas [°C]

Transition time /
pre pulse storage

[us]

5.1.1.51 Zusammenfassung der non-targeted Methodenoptimierung

Die optimierten Einstellungen des LC-MS Systems fir die NTNP und die NTP Methode sind im
Abschnitt Material und Methoden in Tabelle 45 bis Tabelle 48 aufgefiihrt. Durch die umfangrei-
chen Optimierungen konnte die Anzahl an detektierbaren Verbindungen in den Kakaoschalen-
und Kakaokernproben fiir jede Methode deutlich erhoht werden. Bei der NTNP Methode konnte
die Anzahl an detektierten Verbindungen von ca. 2200 auf liber 3300, fur die NTP Methode im
positiven lonenmodus von ca. 1600 auf tiber 2600 und im negativen von ca. 700 Verbindungen
auf tiber 1500 erhoht werden (vgl. Abschnitt 5.1.1.2 und 5.2.6). Durch die Erh6hung der Anzahl an
detektierbaren Verbindungen wurde die Chance, Verbindungen identifizieren zu konnen, welche
in der Kakaoschale mit einer hohen Intensitat und im Kakaokern nicht oder nur in geringer Kon-

zentration nachweisbar sind, deutlich erhoht.

51.2 Targeted LC-MS Method

5.1.2.1 Extraktion
Bei der NTNP Methode wurde als Extraktionsmittel ein Gemisch aus Isopropanol und Chloroform
(3/2, v/v) verwendet. Das hierbei verwendete Chloroform ist als potenziell krebserregend einge-
stuft,®' weshalb nach § 6 Abs. 1 Gefahrstoffverordnung (GefStoffV) eine Ersatzstoffpriifung
durchgefiihrt  werden  sollte. Aus diesem  Grund wurden unterschiedliche

Extraktionsmittelgemische auf ihr Extraktionsvermogen gegeniiber den Schliisselmetaboliten
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(vgl. Tabelle 22) untersucht. Abgesehen von den abweichenden Extraktionsmittel wurde die Ex-
traktion analog zur NTNP Methode durchgefiihrt. Fur jede Extraktionsmittelzusammensetzung
wurde eine Dreifachbestimmung einer Kakaoschalenprobe analysiert. Die Analysen wurden mit

der in Abschnitt 6.7 dargestellten Methode an einem LC-ESI-QqQ-System durchgefiihrt.

Um die optimale Extraktionsmittelzusammensetzung zu bestimmen, wurde folgendes Auswer-
tungsschema verwendet: Der Mittelwert der detektierten Signalflachen der Dreifachbestim-
mung von den Schliisselmetaboliten wurde fiir jede Extraktionsmittelzusammensetzung be-
rechnet und der GroRe nach absteigend sortiert, sodass fur jeden Schliisselmetaboliten die ge-
eignetsten Extraktionsmittelzusammensetzungen in absteigender Reihenfolge dargestellt wur-
den. Die Extraktionsmittelzusammensetzung mit der hochsten Signalflache, also dem besten
Extraktionsvermogen fiir das jeweils betrachtete Schliisselmetabolit, hat die Wertung eins be-

kommen und analog dazu folgend die mit der zweihdchsten Signalflache die Wertung zwei usw.

Abschlieend wurde die Summe der Wertungen fir die Extraktionsmittelzusammensetzungen
aller Schlusselmetaboliten gebildet und als Bewertungsgrundlage fiir das Extraktionsvermogen
herangezogen. Je niedriger die Summe der Wertungen einer Extraktionsmittelzusammenset-

zung ausfiel, desto hoher das Extraktionsvermogen fur die Schliisselmetaboliten.

Die Ergebnisse der Extraktionsmitteloptimierung sind in Tabelle 22 aufgefihrt. In der Tabelle
sind einige Extraktionsmittelzusammensetzungen mit halogenierten Kohlenwasserstoffen
(Ansatz 1-4) aufgefiihrt, die lediglich als Vergleich fiir das Extraktionsvermogen gegeniiber den
halogenfreien Losungsmitteln anzusehen sind und die aufgrund der Toxizitat nicht fur die Ver-

wendung in Frage kommen.

Daher wurde die Auswertung der Extraktionsmitteloptimierung erneut ohne die halogenierten
Extraktionsmittel durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 23 zusammenge-

fasst.

Wie der Tabelle 23 zu entnehmen ist, konnten die besten Extraktionsergebnisse mit einem
MTBE/ISO-Gemisch erzielt werden. Es sei angermerkt, dass im Vergleich zu den halogenierten
Extraktionsmitteln mit dem MTBE/ISO-Gemisch ein geringeres Extraktionsvermdgen erzielt

werden konnte (vgl. Tabelle 22).
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Tabelle 22: Auswertung der Extraktionsmitteloptimierung.

Ansatz | Isopropanol [%] | Chloroform [%] | Dichlormethan [%] | Methyl-tert-butylether (MTBE) [%] | Acetonitril [%] | Methanol [%] | Summe der Wertungen
Ansatz 1 80 20 0 0 0 0 37
Ansatz 2 50 50 0 0 0 0 69
Ansatz 3 80 0 20 0 0 0 120
Ansatz 4 50 0 50 0 0 0 141
Ansatz 5 80 0 0 20 0 0 n4
Ansatz 6 50 0 0 50 0 0 97
Ansatz 7 20 0 0 80 0 0 152
Ansatz 8 80 0 0 0 20 0 126
Ansatz 9 50 0 0 0 50 0 158
Ansatz 10 80 0 0 0 0 20 187
Ansatz 1 50 0 0 0 0 50 205

Tabelle 23: Auswertung der Extraktionsmitteloptimierung ohne halogenierte Kohlenwasserstoffe.

Ansatz Isopropanol [%] | Chloroform[%] | Dichlormethan [%] | Methyl-tert-butylether [%] | Acetonitril [%] | Methanol [%] Summe der Wertungen
Ansatz 1 80 0 0 20 0 0 46
Ansatz 2 50 0 0 50 0 0 37
Ansatz 3 20 0 0 80 0 0 74
Ansatz 4 80 0 0 0 20 0 75
Ansatz 5 50 0 0 0 50 0 79
Ansatz 6 80 0 0 0 0 20 105
Ansatz 7 50 0 0 0 0 50 17
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Im nachsten Schritt wurde das MTBE-Isopropanol Mischungsverhaltnis mit dem besten Extrak-
tionsvermogen definiert. Hierfur wurden sechs Ansatze mit unterschiedlichen Anteilen an MTBE
und Isopropanol in einer Dreifachbestimmung analysiert und analog zum ersten Abschnitt der
Extraktionsmitteloptimierung ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 24 aufgefiihrt. Die Ex-
traktionsansatze mit 10 % und 20 % MTBE haben keine analysierbaren Extrakte ergeben (Tri-

bung auch nach Filtration) und konnten daher nicht bei der Auswertung beriicksichtigt werden.

Tabelle 24: Auswertung der Extraktionsmitteloptimierung Teil 2.

Ansatz Methyl-tert-butylether [%] Isopropanol [%] Summe der Wertungen
Ansatz 1 30 70 36
Ansatz 2 40 60 57
Ansatz 3 50 50 53
Ansatz 4 60 40 53
Ansatz 5 70 30 65
Ansatz 6 80 20 80

Das beste Extraktionsergebnisse konnte mit einer Mischung aus 30 % MTBE und 70 % Isopropa-

nol erzielt werden.

Fur alle weiteren Bestimmungen wurde dieses Extraktionsmittelgemisch verwendet, weil es die
Alternative mit den besten Extraktionseigenschaften gegentiber dem zuvor verwendeten Ex-

traktionsmittel mit Chloroform darstellt.

51.2.2 LC System
Fur das flissigchromatographische System der TNP Methode wurden die Parameter der NTNP
Methode tibernommen und fir die gezielte Analyse der Schltisselmetaboliten optimiert. Ziel der
Optimierung war eine Erhohung der Trennleistung bei einer Verkiirzung der Analysendauer.
Hierfur wurden unterschiedliche stationare Phasen und Gradienten evaluiert. Die Elutionsmit-
telzusammensetzung, Elutionsmitteladditive, Flussrate und Saulentemperatur wurden in die-

sem Zusammenhang nicht noch einmal optimiert.

5.1.2.2.1 Optimierung der stationaren Phase
Aufgrund des unpolaren Charakters der Schliisselmetaboliten wurden fiir die chromatographi-
sche Auftrennung unterschiedlich modifizierte RP-Phasen verwendet. Hierbei wurde vor allem
auf eine maximale Trennleistung und eine gute Peakform geachtet. Weiterhin wurde auch die

Analysedauer berlicksichtigt, da die angestrebte Methode so kurz wie moglich sein sollte.
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In Tabelle 14 sind die untersuchten stationaren Phasen aufgefiihrt. Diese unterscheiden sich in

der Zusammensetzung des Saulenmaterials, der Lange sowie dem Hersteller.

Tabelle 25: Spezifikationen der evaluierten stationaren Phasen.

Bezeichnung Partikelgroe Sdulendimension Sdulenmaterial Hersteller
[um] [mm]
Brownlee Vali- Intrinsically base
4 , B I
dated IBD > 20x4,6 deactivated rowniee
Brownlee Analyti- .
cal DB BiPh 5 50 x 4,6 Bi-Phenyl Brownlee
Zorbax Eclipse
Plus C18 Rapid 1,8 50 x 2,1 Cis Zorbax
Resolution HD
fl\csc“corew RP- 2,6 150 x 2,1 Crs Thermo Fischer

In Abbildung 29 sind die Chromatogramme einer analysierten Kakaoprobe mit einem Kakao-

schalengehalt von 10 % fur die unterschiedlichen stationaren Phasen, bei ferner identischen

chromatographischen Bedingungen, dargestellt.
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Abbildung 29: Analysierte stationdre Phasen fiir die TNP Methode (A: Zorbax Eclipse Plus C18; B: Accucore™ RP-MS; C: Brownlee BiPh; D: Brownlee IBD).
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Die Bewertung zur Auswahl der stationdren Phasen basierte auf der chromatographischen
Trennleistung, Peakform und Analysendauer, die so gering wie moglich sein sollte, um einen ho-

heren Probendurchsatz zu ermaglichen.

Die beste Auftrennung der Metaboliten zeigte die Zorbax Eclipse Saule von Agilent. Hier eluierte
der GroRteil der Analyten zwischen 7 und 10 min und zeigte eine scharfe Peakform. Die Intensitat
des grolRten Peaks betrug bei dieser Saule 4,4 - 106 Skt.. Da fiir das Screening der stationadren Pha-
sen stets dieselbe Konzentration der Analyten analysiert wurde und die Intensitat der Peaks hier
der Peakhohe entspricht, ist eine hohe Intensitat mit einer schmalen Peakform gleichzusetzen.
Dies wiederum spricht fiir eine geringe lonensuppression, da durch die kurze Elutionsdauer der
einzelnen Metaboliten die Gefahr fiir eine gleichzeitige Elution minimiert wird. Die stationdren
Phasen Accucore™ RP-MS, Brownlee Validated IBD und Brownlee Analytical BiPh zeigten dhnli-
che Resultate. Allerdings zeichnete sich die chromatographische Trennung dieser Saulen durch
einen niedrigeren Elutions-Zeitraum von lediglich 2 bis 2,5 min fiir den GroRteil der Analyten aus,
was zu einer Verstarkung der Suppressions-Effekte flihren kann. Die detektierten Intensitaten
lagen bei den unterschiedlichen stationaren Phasen bei ca. 1,0 - 10° Skt und somit deutlich nied-
riger als bei der Zorbax Eclipse Saule. Dies lasst auf eine breitere Peakform bei den anderen sta-

tionaren Phasen schlielden.

Die Zorbax Eclipse Saule zeigte bei allen definierten Bewertungskriterien die besten Resultate
und wurde daher als stationare Phase fir die TNP Methode ausgewahlt. Durch eine gute chro-
matographische Auflésung eluieren die Komponenten in einer groBeren Zeitspanne, wodurch
das Risiko einer lonensuppression in der lonenquelle minimiert wird und hohe Intensitaten bei

der Detektion erhalten werden kénnen.

51.2.2.2 Gradient
Der Gradient der mobilen Phase sollte so angepasst werden, dass eine maximale Trennung der
Analyten in moglichst kurzer Analysenzeit erzielt werden kann. Die Peaks sollten dabei eine

schmale Form zeigen und kein tailing oder fronting aufweisen.

Es wurden insgesamt 19 verschiedene Gradienten, die sich in der Analysendauer und der Zusam-
mensetzung der mobilen Phase unterscheiden, getestet. Fur alle Gradienten wurde eine Drei-
fachbestimmung durchgefihrt, um potenzielle Schwankungen in der Analyse detektieren zu
konnen.Im Anhangsind in Tabelle 62 die Parameter der getesteten Gradienten und in Abbildung

100 die entsprechenden Chromatogramme aufgefiihrt.
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Der ursprungliche Gradient aus der NTNP Methode hatte eine Analysendauer von 25 min. Um
die Analysenzeit zu reduzieren, wurden insgesamt 12 Gradienten (Gradient 1-12; Chromato-
gramme A-L) mit einer verkiirzten Dauer von 20 min getestet. Neben der Zeitersparnis und den
dadurch ermoglichten groReren Probendurchsatz wird durch die Reduktion weniger Elutions-
mittel bendtigt, was eine zusatzliche Geldersparnis und Reduzierung der Umweltbelastung dar-
stellt. Eine klrzere Dauer kann sich jedoch auch negativ auf die chromatographische Trennung
der Komponenten auswirken. Die Analyten werden aufgrund der kiirzeren Interaktionsdauer mit
der stationdren Phase weniger retardiert und eluieren somit schneller, woraus eine schlechtere

chromatographische Trennleistung und co-Elutionen entstehen kdnnen.

Den Chromatogrammen in Abbildung 100 ist zu entnehmen, dass mit einer Analysendauer von
25 min deutlich bessere Ergebnisse bezuglich der chromatographischen Trennung sowie der In-
tensitaten erzielt werden konnten. Im Chromatogramm B sind die Ergebnisse mit einer Analy-
senzeit von 20 min zu sehen und entsprechend im Chromatogramm N die Ergebnisse mit einer
Analysenzeit von 25 min. Bei diesem Beispiel kann eine entscheidend bessere chromatographi-
sche Trennleistung bei einer Laufzeit von 25 min beobachtet werden. Aufgrund der deutlich bes-

seren Trennleistung wurde die Analysendauer auf 25 min festgelegt.

Weiterhin wurde die Laufmittelzusammensetzung zu Beginn der Analyse optimiert. Der prozen-
tuale Anteil der wassrigen Phase wurde zwischen 35 und 15 % in 5 % Schritten variiert (Gradient
13-17; Chromatogramme M-Q). Durch die Verringerung des wassrigen Anteils in der mobilen
Phase wird der hydrophile Charakter dieser verringert, wodurch die Affinitat der Analyten, wel-
che ausnahmslos einen unpolaren Charakter besitzen, zur mobilen Phase erh6oht wird und es zu
einer geringeren Wechselwirkung mit der stationaren Phase kommt. Zur Verdeutlichung wurde
die Retentionszeit des intensivsten Peaks, Lignocerinsauretryptamid (LAT), in den Chromato-
grammen betrachtet. LAT eluierte bei einem Anteil von 35 % Wasser im Laufmittel zu Beginn der
Messung bei ca. 8,6 min (vgl. Chromatogramm M). Bei 20 % Wasser betrug die Elutionszeit nur
noch 5min (vgl. Chromatogramm P) und wurde bei einem Anteil von 15 % Wasser auf 1,5 min
reduziert (vgl. Chromatogramm Q). Durch die Verringerung des wdssrigen Anteils kommt es
demnach zu einer verringerten Retardierung und die Analyten eluieren in kuirzeren Abstanden.
Zudem ist festzustellen, dass die Peakform aller Komponenten deutlich verschlechtert wird. Ins-
gesamt zeigte eine Laufmittelzusammensetzung mit 30 % Wasser zu Beginn der Analyse (Gradi-

ent 14; Chromatogramm N) die besten Resultate.
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Der Anteil der wassrigen Phase wurde in den Gradienten nicht direkt von 30 % auf O % reduziert,
sondern Ulber eine zusatzlich eingebaute Plateauphase zunachst auf 15 % und anschlieRend auf
0 % reduziert. Durch die Verwendung einer Plateauphase wird die Zusammensetzung des Eluti-
onsmittels fiir die jeweilige Dauer der Plateauphase konstant gehalten. Analyten, die bei dieser
Laufmittelzusammensetzung eluieren, kdnnen somit durch eine verlangerte Zeit bei gleicher
Elutionsmittelzusammensetzung besser voneinander getrennt werden. Die Verlangerung der
Plateauphase bzw. die Reduktion der Steigung des Gradienten resultierte in einer Verschlechte-
rung der chromatographischen Auflésung. Dies ist in den Chromatogrammen R und S zu sehen,

wobei sich die Peakform durch die Veranderung der Plateauphase deutlich verschlechtert hat.

Somit wurde der Gradient Nr. 14, zu sehen im Chromatogramm N, fiir die weitere Analyse ver-
wendet, da bei diesem Gradienten bezliglich Trennleistung und Peakform die besten Ergebnisse

beobachtete werden konnten.

51.23 MS System
Fur die Analyse der Schliisselmetaboliten wurden die vom Hersteller empfohlenen Standardein-
stellungen der lonenquelle verwendet,?®? da mit diesen Parametern sehr gute Ergebnisse erzielt
werden konnten. Auch bei einem niedrigen Schalengehalt von 1 % konnten detektierbare Signale
flr die Metaboliten erhalten werden (vgl. Abschnitt 5.1). Daher wurde keine weitere Optimierung
der Quellenparameter vorgenommen. Eine weitere Optimierung des MS-System erfolgte an-
hand des Automatic Compund Optimization (vgl. Abschnitt 6.7) im Zuge der Entwicklung der
MRM-Methode fir alle Analyten. Hier wurden die Einstellungen der Quadrupole fur eine Maxi-

mierung der nachgewiesenen Intensitaten automatisch angepasst.

5124 Validierung
Die Validierung der targeted Methode wurde zur Uberprifung der entwickelten Methode und
der Eignung fur die Kakaomatrix durchgefiihrt. Anhand der Validierung kénnen Aussagen Uber
Linearitat, Genauigkeit, Richtigkeit und Selektivitat der Methode getroffen werden.?®® Die Vali-
dierung erfolgte nach anerkannten Richtlinien der FDA und DIN 32645 und wurde anhand kom-

merziell erworbener Standards durchgefiihrt.?%% 20

Es konnte nicht fir alle Schlusselmetaboliten die entsprechenden Standardsubstanzen erwor-
ben werden. Fiir die Metaboliten, fiir die keine Standards erworben werden konnten, wurden

reprasentativ Vertreter aus der gleichen Substanzklasse verwendet. Aufgrund der strukturellen
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Ahnlichkeit und der dhnlichen Fragmentierungsmuster konnten die erhaltenen Ergebnisse auf

die Verbindungen der gleichen Substanzklassen extrapoliert werden.

In der Tabelle 26 sind die erworbenen Standardsubstanzen stellvertretend fiir die jeweiligen Sub-

stanzklassen aufgefuihrt.

Tabelle 26: Vertreter der Substanzklassen.

Verbindungsklasse Vertreter CAS-Nummer
Fettsauretryptamide Behensauretryptamid 7367-79-5
. . Arachidonsaure-5-hyd-
Fettsaure-5-haydroxy-tryptamide roxy-tryptamid 187947-37-1
Triacylglycerole Triolein 122-32-7
Dihydroceramide
-29-
Ceramide (d18:0/16:0) >966-29-0
16:0(2S-OH) Ceramide 890041-50-6
a-Tocopherol Derivate o-Tocopherolpalmitat 34562-29-3

Es wurden eine Grundkalibrierung, welche lediglich die zu untersuchenden Standards im Extrak-
tionsmittel enthielt, und eine Matrixkalibrierung durchgefiihrt. Bei der Matrixkalibrierung
wurde den Proben ebenfalls ein Aliquot Kakaomassenmatrix hinzugeftigt. Die Validierung er-
folgte mit 20 Standards in aufsteigender Konzentration. Das Pipettierschema der Grundkalibrie-
rung ist im Anhang in Tabelle 79 dargestellt. Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurden die
Multistandards 2 und 3 (vgl. Tabelle 77 und Tabelle 78) verwendet. Die Konzentration der Meta-

boliten erstreckten sich von 0,0002 pmol/L bis T pmol/L.

Die zusammengefassten Ergebnisse der Grund- und Matrixkalibrierung sind in Tabelle 27 und

die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Tabelle 28 aufgefiihrt.

Anhand der Kalibrierstandards wurde die Linearitat der Schlisselmetaboliten tberpriift. Alle un-
tersuchten Substanzen konnten eine sehr gute Linearitat von einem BestimmtheitsmaR von
mindestens 0,996 aufweisen. Zudem wurde der lineare Arbeitsbereich der Grundkalibrierung
mit dem Linearitatstest nach MANDEL bestimmt (vgl. Formel 19). Bei diesem Test wird sowohl die
lineare als auch fiir die quadratische Funktion an die Kalibrierdaten angepasst und die Summe
der Abweichungsquadrate berechnet. Im nachsten Schritt wird ein F-Test durchgefuhrt, indem
die Differenz der gebildeten Summen durch die Restvarianz aus der quadratischen Anpassung
geteilt wird. Der erhaltene Wert wird als Priifgrof3e bezeichnet und mit dem Tabellenwert der F-
Verteilung verglichen. Bei einer Priifgrof3e, die kleiner als der entsprechende Tabellenwert ist, gilt

der lineare Zusammenhang der Funktion als bewiesen. Im angegebenen Konzentrationsbereich
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konnte ein linearer Zusammenhang fiir alle Metaboliten bestatigt werden (vgl. Tabelle 27). Der
lineare Arbeitsbereich der Metaboliten wurde ebenfalls im Konzentrationsbereichs des Multi-
standards 1(2 pM —100 pM) getestet. Die Metaboliten zeigten in diesem Konzentrationsbereich
jedoch keine lineare Abhangigkeit.

Die Nachweisgrenze (LOD, engl. limit of detection) der Substanzen wurde mithilfe der Leerwert-
methode (vgl. DIN 32645) aus zehn unabhangigen Blanks berechnet.?® Die Nachweisgrenze gilt
als die Konzentration, ab der eine Substanz mit Sicherheit qualitativnachgewiesen werden kann.
Unterhalb dieser Konzentration kann das detektierte Signal nicht vom Grundrauschen differen-
ziert werden.?% Die Nachweisgrenze wurde mithilfe der Gleichung 24 (s. Formelsammlung) be-
rechnet. Die Bestimmungsgrenze wiederum entspricht dem Dreifachen der Nachweisgrenze.’
Die Bestimmungsgrenze (LOQ, engl. limit of quantification) ist die Konzentration, ab der quanti-
tative Aussagen zu dem detektierten Signal zulassig sind. Die LOQ stellt die Untergrenze des
Kalibrierbereichs dar.2%® Die Berechnung der Bestimmungsgrenze erfolgte mithilfe der Gleichung

25 (s. Formelsammlung).

Es muss allerdings berticksichtigt werden, dass als Berechnungsgrundlage jeweils lediglich die
Steigung der reprasentativen Standardsubstanzen der jeweiligen Stoffklassen zur Verfliigung
standen. Daher musste fur die Berechnung der NWG die Steigung der jeweils reprasentativen
Verbindung (vgl. Tabelle 26) zusammen mit dem detektierten Gehalt der tatsachlichen Verbin-
dungen in den Blanks verwendet werden. Aufgrund von abweichenden Retentionszeiten der
stellvertretenden Substanzen und der tatsachlichen Verbindung kann es zu unterschiedlich star-
ken lonensuppressionen bei den Analyten kommen und somit auch zu abweichenden Gehalten.
Obwohl diese Einschrankungen fiir die Ergebnisse der berechneten LOD und LOQ bestehen, kon-
nen die Ergebnisse der Leerwertmethode dennoch als eine gute Annaherung angesehen werden,

da sich die Vertreter der einzelnen Substanzklassen nur in geringem Male unterscheiden.

AnschlieBend wurden die Genauigkeit (engl. accuracy) und Prazision (engl. precision) berechnet.
Die Prazision gibt an, wie stark die Analysenwerte aufgrund von zufalligen Fehlern streuen und
die Genauigkeit stellt ein MaR fiir den Gesamtfehler einer Analyse dar. Ein Ergebnis gilt als ge-

nau, wenn es frei von zufalligen und systematischen Fehlern ist.?*

Laut der Richtlinien der FDA diirfen die Abweichungen bei der Prazision und Richtigkeit maximal

15 % und bei dem niedrigsten Kalibrierpunkt 20 % betragen. Alle Werte konnten den gestellten
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Anforderungen gerecht werden (vgl. Tabelle 26). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die

Analyse nur geringe systematische und zufallige Fehler zeigt.

Im Anschluss an die Grundkalibrierung erfolgte die Matrixkalibrierung, bei der die zu untersu-
chenden Substanzen nicht nur im Extraktionsmittel vorlagen, sondern ebenfalls mit einem Ali-
quot an extrahierter Kakaomatrix versehen wurden. Dafiir wurden zehn verschiedene Kakao-
massenproben extrahiert und zusammengefuigt. Das Pipettierschema der Matrixkalibrierung ist
in Tabelle 80 dargestellt. Die Matrixkalibrierung wurde im gleichen Konzentrationsbereich wie

die Grundkalibrierung durchgefihrt.

Wie auch bei der Grundkalibrierung konnte fiir alle Substanzen eine sehr gute Linearitat von
mindestens 0,99 berechnet werden. Fur das Triacylglycerol, Triolein, konnte bei der Matrixkalib-
rierung kein linearer Zusammenhang detektiert werden. Bei den Triacylglycerolen sind aufgrund
des hohen lipophilen Gehaltes im Kakao starkere Matrixeffekte zu erwarten. Aufgrund der ho-
hen Konzentration an Triacylglycerolen kénnte der Sattigungsbereich des Detektors erreicht
worden sein. Aus diesen Griinden und aufgrund einer unzureichenden Linearitat wurden die bei-
den Triacylglyceride der Schalenmetaboliten nicht fir den weiteren Nachweis der Kakaoschale
herangezogen. Der potenziellen Sattigung des Detektors hatte durch eine starkere Verdiinnung
der Probe entgegengewirkt werden konnen. Eine weitere Verdinnung hatte jedoch auch die
Konzentrationen der anderen Schliisselmetaboliten beeinflusst, sodass diese ggf. nicht mehr
nachzuweisen waren oder durch die starkere Verdinnung nicht mehrim linearen Arbeitsbereich

liegen wirden. Daher wurde keine Verdiinnung der Probenextrakte vorgenommen.

Analog zu der Bestimmung der Leerwertmethode bei der Grundkalibrierung wurde fir die
Schlisselmetaboliten die Nachweis- sowie die Bestimmungsgrenze anhand von zehn unabhan-
gigen Blanks durchgefiihrt. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen liegen im niederen nano-
molaren Bereich. Hier ist zu erkennen, dass die berechneten Werte minimal hoher sind als bei
der Grundkalibrierung. Demnach konnten Matrixeffekte bei der Quantifizierung detektiert wer-
den, die jedoch aufgrund der minimalen Erhéhung der NWG gering ausfallen. Eine Ausnahme
stellt o-Tocomonoenol dar. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze sind mit 9,977 nM und
29,92 nM bei der Matrixkalibrierung deutlich hoher. Es ist moglich, dass eine verstarkte lonen-
suppression und Storung durch andere Komponenten in der Kakaomatrix die Quantifizierung

von a-Tocomonoenol starker als die anderen Metaboliten beeintrachtigt.
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Ebenso wie bei der Grundkalibrierung wurden die definierten Abweichungsgrenzen an die Rich-
tigkeit und Prazision der FDA auch bei der Matrixkalibrierung eingehalten. Die Abweichungen
bei der Richtigkeit und Prazision uUberstiegen nicht die Vorgabe von 15bzw. 20 % beim

niedrigsten Standard (vgl. Tabelle 26).

Als Ergebnis kann zusammengefasst werden, dass die verwendete Methode selektive, empfind-
liche, reproduzierbare und robuste Ergebnisse fiir die Kakaomatrix liefert. Zudem konnte eine
sehr gute Linearitat der Substanzen in einem breiten linearen Arbeitsbereich analysiert werden.
Da nicht alle Schalenmetaboliten kommerziell erhaltlich waren, wurden, wie zu Anfang des Ka-
pitels erwahnt, reprasentative Verbindungen aus den gleichen Substanzklassen verwendet, wel-
che ahnliche Strukturen, gleiche Fragmentierungsmuster und eine identische Loslichkeit im ver-
wendeten Extraktionsmittel zeigen. Durch die Wahl strukturverwandter Verbindungen konnen
die erhaltenen Ergebnisse als reprasentativ fur die Schlusselmetaboliten angesehen werden. Die
Anforderungen der FDA und DIN 32645 konnten, unter Vorbehalt der dargelegten Problematik,

erfillt werden.

Bei der Analyse der Blanks konnte zu Beginn eine erhohte Konzentration der TAG beobachtet
werden. Dies ist wahrscheinlich auf sog. carry over-Effekte durch die Injektionsnadel zuriickzu-
fuhren. Rickstande der sehr unpolaren TAG konnten nicht vollstandig von der Injektionsnadel
entfernt werden. Diesem Problem wurde durch einen zusatzlichen needle wash Schritt nach je-
der Injektion mit einer Waschldsung aus Isopropanol und Chloroform (2/1, v/v) begegnet. Durch
den eingefiihrten Reinigungsschritt der Injektionsnadel konnte der carry over-Effekt unterbun-

den werden.
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Tabelle 27: Ergebnisse der Grund- und Matrixkalibrierung.

Grundkalibrierung

Standardsubstanz Regressionsgleichung R2 Linearer Arbeitsbereich | PriifgroBe nach Mandel Accuracy [%] Precision [%]
Arachinsaure-5-hydroxy- Kleinster” 12,85 11,65
. y =248220,2-x+1533,5 0,999 0,001-1 -13 Mittlerer* 9,42 3,78

tryptamid = *
Hochster 0,45 2,4
Kleinster 2,77 7,09
Behensauretryptamid y =12455742,5 - x +543249,3 | 0,992 0,06 -1 -5 Mittlerer 9,00 3,75
Hochster 3,19 2,71
ihvd id Kleinster 5,66 11,31
([;'1 8)’: Or/‘::(r)?m' y=1773104,3-x + 1372851 | 0,998 0,0002 - 1 17 Mittlerer | 8,75 8,91
Hochster 1.1 3,39
Kleinster 12,49 15,35
16:0(25-OH) Ceramid y =1782136,1- x + 1191,2 0,999 0,001-1 -13 Mittlerer 7,29 7,41
Hochster 2,78 5,98
Kleinster 14,42 5,20
o-Tocopherolpalmitat y =16762174,8- x + 5161,2 0,998 0,0002 - 0,01 -7 Mittlerer 2,34 5,31
Hochster 13,70 6,60
Matrixkalibrierung

hinss hvd Kleinster 8,72 8,83
g;a;ta';ﬁzu re-5-hydroxy- y =278210,6 - X - 9861 0,999 0,002-0,8 1 Mittlerer | 6,67 4,68
Hochster 1,34 14,1
Kleinster 10,21 3,40
Behensauretryptamid y =14596705,2- x + 9745880,4 | 0,996 0,008-0,8 -6,54 Mittlerer 5,10 2,33
Hochster 2,77 3,54
hvd ” Kleinster 6,58 4,67
3'1 o Or/‘jgf’g;m' y=1977769,7-x-39526,9 | 0,999 0,0004-0,8 5,11 Mittlerer | 4,78 5,43
' ' Hochster 2,26 4,31
Kleinster 6,61 6,71
16:0(2S-OH) Ceramid y =3298578,8 - x +15185,9 0,999 0,002-0,8 6,31 Mittlerer 3,05 4,65
Hochster 2,05 0,73
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Standardsubstanz Regressionsgleichung R2 Linearer Arbeitsbereich | PriifgroBe nach Mandel Accuracy [%] Precision [%]
Kleinster 17,34 5,16
o-Tocopherolpalmitat y =352568,9 - x +14953,1 0,992 0,008-0,8 5,58 Mittlerer 11,08 8,14
Hochster 5,53 5,93
*Analysierter Standard
Tabelle 28: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Schliisselmetaboliten.
.. . Grundkalibrierun Matrixkalibrierun
Schliisselmetabolit NWG [nM] §G [nM] NWG [nM] §G [nM]
a-Tocomonoenol 0,21 0,633 9,977 29,930
Heneicosansauretryptamid 0,002 0,007 0,005 0,014
Behensauretryptamid 0,077 0,232 0,148 0,445
Heneicosansaure-5-hydroxy-tryptamid 0,267 0,802 0,240 0,719
Tricosansauretryptamid 0,019 0,057 0,036 0,109
Behensaure-5-hydroxy-tryptamid 1,076 3,229 0,964 2,893
Pentacosansauretryptamid 0,014 0,041 0,026 0,079
Lignocerinsaure-5-hydroxy-tryptamid 2,189 6,566 1,961 5,883
Cerotinsauretryptamid 0,028 0,083 0,053 0,160
Dihydroceramide (d18:0/16:0) 0,395 1,184 0,522 1,567
Pentacosansaure-5-hydroxy-tryptamid 0,237 0,712 0,213 0,638
Cerotinsdure-5-hydroxy-tryptamid 1,289 3,868 1,155 3,466
a-Tocopherolmyristat 0,009 0,027 0,432 1,296
a-Tocopherolpalmitat 0,006 0,018 0,276 0,828
Cer(d25:0(0OH)/18:0(30H)) 0,068 0,203 0,037 0,110
TG(18:2/22:0/18:2) 0,146 0,439 - -
TG(22:1/18:0/20:3) 0,021 0,062 - -
Lignocerinsauretryptamid 0,175 0,526 0,337 1,010
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5.2 Bestimmung der Schlisselmetaboliten

Fur die Detektion potenzieller Schliisselmetaboliten wurden Extrakte der Kakaoschale und
des Kakaokerns getrennt voneinander mit Hilfe der optimierten non-targeted LC-ESI-QToF-Me-

thoden analysiert und mittels multivariater Datenanalyse verglichen.

Die Vorgehensweise zur Detektion der potenziellen Schliisselmetaboliten ist im Folgenden bei-
spielhaft anhand der NTNP Methode im positiven lonenmodus aufgefiihrt. Es wurde ein PCA-
Modell fiir jeweils sechs Kakaoschalen- und Kakaokernproben berechnet. Das Modell ist in Ab-
bildung 30 dargestellt und zeigt, dass die Proben der Kakaoschale und des Kakaokerns im scores-
plot getrennte Cluster aufweisen. Im loading-plot sind die loadings, auch als buckets bezeichnet,
gezeigt. Es handelt sich hierbei um jeweils eine detektierte Verbindung, die durch das m/z, die
Retentionszeit und einer Intensitat in den analysierten Proben definiert wird. Die loadings in der
Mitte des loading-plots reprasentieren solche Verbindungen, die sowohl in der Kakaoschale als
auch im Kakaokern mit einer gleichen Intensitat enthalten sind. Ganz rechts bzw. ganz links sind
Verbindungen dargestellt, die jeweils nur in der Kakaoschale bzw. dem Kakaokern in einer hohen
Konzentration vorhanden sind. Beispielhaft ist ebenfalls in Abbildung 30 ein bucket statistic view
einer Verbindung gezeigt, die im rechten Bereich des loading-plots lokalisiert ist. Wie dem statis-
tic view zu entnehmen ist, schwankt die Intensitat dieser Verbindung in den Schalenproben zwi-
schen 2,1-3,4 10, wahrend in den Kernproben kein Signal oberhalb der Nachweisgrenze detek-
tiert werden konnte. Somit handelt es sich hierbei um eine Verbindung, die charakteristisch fur
die Kakaoschale ist. Alle Verbindungen mit einer entsprechenden Verteilung der detektierten In-
tensitaten konnen fur den selektiven Nachweis der Kakaoschale herangezogen werden. Diese
Verbindungen, fir die eine Intensitat in den Kakaoschalen- und keine Intensitat in den Kakao-
kernproben nachgewiesen werden konnte, werden als potenzielle Schliisselmetaboliten (engl.
key metabolites) bezeichnet und in die Liste der potenziellen Schliisselmetaboliten der NTNP Me-

thode im positiven lonenmodus aufgenommen (vgl. Tabelle 63).
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Abbildung 30: PCA-Modell fiir die Detektion der Schllisselmetaboliten mittels NTNP Methode im positi-
ven lonenmodus (rote Punkte: Kakaokernproben, griine Punkte: Kakaoschalenproben). Beispielhaft ist
ein bucket statistic view von einem potenziellen Schliisselmetabolit (17,51 min/ 1002.938 m/z) gezeigt
(50//40).

Um die Aussagekraft der gebildeten Hauptkomponenten abschatzen zu konnen, wird der Explai-
ned variance plot gebildet. In Abbildung 31 ist dieser plot fur das in Abbildung 30 dargestellte
PCA-Modell aufgefuhrt. Der plot wurde mit der Software ProfileAnalysis berechnet und besagt,
dass bereits in der ersten gebildeten Hauptkomponente ca. 70 % der Varianz von den berucksich-
tigten Daten enthalten ist. Durch die erste Hauptkomponente findet die Auftrennung zwischen
Kakaokern- und Kakaoschalenproben statt, welche somit die groRte Varianz zwischen den be-
riicksichtigen Proben darstellt (vgl. Abbildung 30). Anhand der ersten beiden Hauptkomponen-
ten werden ca. 80 % der Varianz der Daten ausgedriickt. Demnach macht die zweite Hauptkom-
ponente lediglich 10 % der Varianz des Systems aus. Die zweite Hauptkomponente ist in diesem
Beispiel fir die Auftrennung der Cluster der Kakaoschalen- und Kakaokernproben verantwortlich
(vgl. Abbildung 30). In dieser Hauptkomponente sind demnach die Informationen zur Varianz
innerhalb der analysierten Kakaokerne und -schalen enthalten. Wie bereits beschrieben, ist diese
Varianz im Vergleich zu der Varianz zwischen den Kakaokern- und Kakaoschalenproben deutlich
geringer. GemaR Abschnitt 3.6.2 nimmt die Zunahme der erklarten Varianz mit der Nummer der
Hauptkomponente immer weiter ab. Dieser Zusammenhang ist in Form einer Sattigungskurve

im Explained variance plot in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Graphische Darstellung der erklarten Varianz des Datensatzes durch die gebildeten Haupt-
komponenten.

Neben der Berechnung des PCA-Modells wurde auch ein t-Test zur Identifizierung weiterer po-
tenzieller Schliisselmetaboliten durchgefiihrt. Anhand des Tests lasst sich Uberprufen, ob sich
zwei Probenpopulationen (hier Kakaoschale und Kakaokern) statistisch signifikant unterschei-
den und es konnen diejenigen Merkmale extrahiert werden, welche fir die signifikante Unter-
scheidung der Populationen verantwortlich sind. Der t-Test wird eingesetzt, um den Mittelwert
zweier Gruppen zu vergleichen und zu Uberpriifen, ob die zwei Gruppen aus derselben Grundge-
samtheit stammen. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurde ein Volcano Plot (vgl. Abbildung 32)
verwendet. In diesem Plot wurde der p-Value gegen den Fold-Change der identifizierten Verbin-
dungen aufgetragen. Der p-Value gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Stichprobenereignis
(Zuordnung zur gleichen Grundgesamtheit) anhand des betrachteten Metaboliten erhalten wer-
den kann. Der p-Value kann als Wahrscheinlichkeit Werte von 0 bis 1 annehmen. Da es sich bei
den potenziellen Schliisselmetaboliten um Verbindungen handelt, die lediglich in der Kakao-
schale und nicht im -kern nachweisbar sind, also nur in einer der beiden analysierten Gruppen,
besitzen die potenziellen Schliisselmetaboliten ein p-Value von nahezu null. Ausgehend von den
potenziellen Schliisselmetaboliten liegt die Wahrscheinlichkeit, ob die zwei Gruppen, Kakao-
schale und Kakaokern, aus derselben Grundgesamtheit stammen, bei nahezu null. Fur eine bes-
sere Darstellungsweise wurde der negativ dekadische Logarithmus des p-Values im Volcano-Plot
aufgetragen. Der Fold-Change ist der reziproke Wert des Verhaltnisses der Intensitaten der Me-
taboliten in der Kakaoschale und im Kakaokern. Im Volcano-Plot wurde der Logarithmus zur Ba-
sis zwei des Fold-Change aufgetragen, um die Veranderungen in beide Richtungen aquidistant

vom Zentrum darstellen zu kénnen.
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Durch die gewahlte Achsenbelegung sind die relevanten Buckets fur den Kakaoschalennachweis
im oberen rechten Bereich des Volcano-Plots lokalisiert. Zur Verdeutlichung ist hier ein Bucket
Statistic View fiir eine exemplarische Verbindung aus diesem Bereich aufgefiihrt (siehe Abbil-
dung 32). Als Auswabhlkriterium fiir die potenziellen Schliisselmetaboliten anhand des t-Tests
wurden ein maximales p-value von <0,0001 und ein Average Ratio (Schale/Kern) von >3 definiert.
Das Average Ratio ist definiert als der Quotient der Intensitat einer Verbindung in den Kakao-
schalen- und Kakaokernproben. Anhand des t-Tests werden auch Verbindungen identifiziert, die
zwar in den Kakaokernproben nachweisbar sind, jedoch in den Kakaoschalenproben mit einer
deutlich hoheren Intensitat enthalten sind. Alle identifizierten Metaboliten, welche entweder
die definierten Kriterien des PCA-Modells oder des t-Tests erfiillen, werden in die Liste der po-
tenziellen Schltisselmetaboliten fiir den Kakaoschalennachweis der NTNP Methode im positiven
lonenmodus im Anhang in Tabelle 63 aufgenommen. Fiir die NTP-pos/neg Methoden wurde
analog verfahren. Die potenziellen Schliisselmetaboliten dieser Methoden sind im Anhang in

Tabelle 64 und Tabelle 65 aufgefiihrt.
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Abbildung 32: t-Test, Bucket Table und Bucket Statistic von jeweils 10 Kakaoschalen- und Kakaokern-Pro-
ben analysiert mittels NTNP positiv Methode (Kakaokernproben: griine Dreiecke; Kakaoschalenproben:
rote Kreise).
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Die Eignung der potenziellen Schliisselmetaboliten fiir den Kakaoschalennachweis gilt es, an-
hand unterschiedlicher definierter Bewertungskriterien in diesem Kapitel zu tberprifen. Eine
Zusammenfassung der Bewertungskriterien ist in Abschnitt 6.6.6.1 aufgefuihrt. Abweichend von
dem Verarbeitungsablauf der Kakaosamen wurde die Temperaturstabilitat und somit das defi-
nierte Rostungskriterium als erstes Kriterium fiir die potenziellen Schliisselmetaboliten tber-
pruft. Die Temperaturstabilitat der potenziellen Schliisselmetaboliten wurde als obligatorisch
angesehen, da Schliisselmetaboliten, welche dieses Kriterium nicht erfiillen, aufgrund der gro-
Ben Diversitat der unterschiedlichen Rostverfahren nicht als Schlisselmetabolit geeignet sind.
Somit dient das Rostungskriterium als erste Filterung des Pools der potenziellen Schliisselmeta-

boliten, bevor die weiteren definierten Bewertungskriterien angewendet werden.

521 Uberprifung der Temperaturstabilitat (Rostungskriterium)
Die fermentierten Kakaobohnen werden von den jeweiligen Herstellern oder verarbeitenden Be-
trieben auf unterschiedliche Arten gerdstet, wobei verschiedene Résttemperaturen und -zeiten
angesetzt werden konnen. Aufgrund der unterschiedlichen Réstungsparameter mussen die
Schlusselmetaboliten eine Temperaturstabilitat unabhangig der durchgefiihrten Réstung zei-
gen. AusschlieRRlich die temperaturstabilen, potenziellen Schliisselmetaboliten kénnen perspek-
tivisch als Biomarker fiir die Bestimmung des Schalenanteils in unterschiedlichen Kakaoproduk-
ten eingesetzt werden. Durch die experimentelle Imitation unterschiedlicher Rostungen sollte
die Temperaturstabilitat der Schliisselmetaboliten gepruft werden. Die durchgefiihrten Rostan-
satze sind in Abschnitt 6.3 aufgefuihrt. Fur die unterschiedlichen Rostansatze wurde jeweils ein
Aliquot der Probe Nr. 024 bei Rosttemperaturen zwischen 130 und 200 °C und einer Rostdauer
zwischen 15 und 45 min gerostet und anschlieBend gemald dem Extraktionsprotokoll behandelt.

Die Rostbedingungen der unterschiedlichen Ansatze sind in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tabelle 29: Rostdauer und Temperaturen der Rostreihe.

Rostansatz Temperatur [°C] \ Zeit [min]

Ansatz O ungerostet

Ansatz 1 165 15
Ansatz 2 165 25
Ansatz 3 165 35
Ansatz 4 130 15
Ansatz 5 130 30
Ansatz 6 130 45
Ansatz 7 200 40
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In der Software QuantAnalyis® wurden Integrationsmethoden fiir die identifizierten, potenziel-
len Schliisselmetaboliten erstellt. Zudem wurden die Listen um einige Signale erweitert, die bei
Betrachtung der software-basierten Integration durch QuantAnalysis® dahingehend auffielen,
dass auch sie in den Chromatogrammen der Schalenproben Signale zeigten, nicht aber in denen

der Kakaokernproben.

Die Signalflachen der vorab bekannten, fur die Kakaoschale charakteristischen Metaboliten Be-
hensauretryptamid (BAT) sowie Lignocerinsauretryptamid (LAT) sind in Abbildung 33 bzw. Abbil-
dung 34 zu erkennen. Beide Metaboliten weisen hohere Signalflachen in den Schalenproben als
in den Kernproben auf. Die Signalflachen dieser Verbindungen zeigen bei allen Réstansatzen
konstante Werte, sodass bei BAT und LAT eine Temperaturstabilitdt gegentber unterschiedli-

chen Rostungsparametern vorliegt.
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Abbildung 33: Signalflachen der Verbindung Be-  Abbildung 34: Signalflachen der Verbindung Lig-
hensauretryptamid bei verschiedenen Rostansat-  nocerinsauretryptamid bei verschiedenen Rostan-
zen. satzen.

Fur die Fettsauretryptamide wird ein Konzentrationsverhaltnis zwischen der Kakaoschale und
dem Kakaokern von 16:1 angeben.? Das Verhdltnis der Signalflachen von den vorliegenden Scha-
len- zu Kernproben des BAT liegt bei 12:1und tendiert damit in Richtung des publizierten Wertes.

Fur LAT kann analog ein Verhaltnis der Signalflachen von 4:1 berechnet werden.

Neben den bereits bekannten Schliisselmetaboliten wurde die Temperaturstabilitat aller expe-
rimentell identifizierten potenziellen Schliisselmetaboliten tiberpruft. In Abbildung 35 bis Abbil-
dung 37 sind die Ergebnisse von drei analysierten, potenziellen Schllisselmetaboliten der NTNP
Methode exemplarisch aufgefiihrt. Bei der ersten Verbindung (Abbildung 35) konnten bei allen
durchgefiihrten Rostungen, bzw. ungerosteten Proben, nahezu identische Flacheninhalte be-

stimmt werden, weshalb diese Verbindung als temperaturstabil angesehen werden kann.
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Bei dem Beispiel in Abbildung 36 handelt es sich demgegenuiber um eine temperaturinstabile
Verbindung, deren Konzentration mit der Intensitat des Réstprozesses abnimmt. Als drittes Bei-
spiel ist in Abbildung 37 das Ergebnis einer Verbindung dargestellt, deren Konzentration durch
die Intensitat des Rostprozesses zunimmt. Auch diese Verbindung ist nicht fiir den Kakaoscha-
lennachweis geeignet, da die Konzentration dieser Verbindung abhangig von der Intensitat der

durchgeflihrten Rostung ist.
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Abbildung 36: Signalflachen des Signals Abbildung 37: Signalflachen des Signals
720,544 m/z bei 12,01 min bei verschiedenen Rést- 676,661 m/z bei 11,26 min bei verschiedenen Rost-
ansatzen. ansatzen.

Von den dargestellten Verbindungen konnte lediglich fiir die erste eine Temperaturstabilitat de-
tektiert werden. Wahrend die anderen Verbindungen aus dem Pool der potenziellen Schlissel-
metaboliten gestrichen werden, sollte die Eignung der ersten Verbindung als Schliisselmetabolit

fiir den Kakaoschalennachweis weiter analysiert werden. Neben der visuellen Auswertung der
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Balkendiagramme wurde der Variationskoeffizient der analysierten Schalenproben berechnet.

Das Rostungskriterium gilt bei einem Variationskoeffizienten von < 20 % als erfullt.

Im Anhang ist in Tabelle 68 die Liste der 104 temperaturstabilen potenziellen Schliisselmetabo-
liten der NTNP Methode aufgeflihrt. Analog wurde mit den potenziellen Schllisselmetaboliten
der NTP Methoden verfahren. Die Listen der temperaturstabilen potenziellen Schllisselmetabo-
liten befinden sich in Tabelle 69 fiir den positiven lonenmodus und in Tabelle 70 fiir den negati-
ven lonenmodus. Wahrend bei den potenziellen Schliisselmetaboliten der unpolaren Methode
ca. 50 % eine Temperaturstabilitat gezeigt haben, konnte lediglich bei ca. 10 % der polaren, po-
tenziellen Schlisselmetaboliten im positiven lonenmodus und bei ca. 2,5 % im negativen lonen-
modus eine Temperaturstabilitat festgestellt werden. Dieser bedeutende Unterschied konnte
auf die groBere Anzahl an funktionellen Gruppen, welche den Polaritatsunterschied bei den po-
laren Metaboliten ausmachen, zurtickgefiihrt werden. Durch die groRere Anzahl an funktionel-
len Gruppen und die geringere MolekllgrofRe steigt die Reaktivitat der Verbindungen. Dies
konnte erklaren, weshalb so wenige potenzielle Schliisselmetaboliten der polaren Methoden
eine Konzentrationsstabilitat gegenliber dem Temperatureinfluss gezeigt haben. Durch den
Temperatureinfluss auf die Kakaobohne kann es zu unterschiedlichen, bekannten Reaktionsme-
chanismen wie der MAILLARD-Reaktion oder den STRECKER-Abbau kommen, an denen vornehmlich

kleine polare Molekule wie Kohlenhydrate und Aminosauren beteiligt sind.

Das Rostungskriterium wird als obligatorisch fiir die Eignung der potenziellen Schlisselmetabo-
liten angenommen, weshalb die folgenden Bewertungskriterien lediglich auf die temperatur-
stabilen, potenziellen Schliisselmetaboliten angewendet wurden. Unabhangig von den erzielten
Ergebnissen der folgenden Bewertungskriterien wurden alle Kriterien auf die temperaturstabi-

len, potenziellen Schliisselmetaboliten angewendet.

5.2.2  Uberprifung der Fermentationsstabilitat (Fermentationskriterium)
Die Fermentationsstabilitat bzw. -unabhangigkeit der potenziellen Schliisselmetaboliten sollte
anhand des Vergleichs der Signalflachen zwischen fermentierten und unfermentierten Kakao-
proben Uberpruft werden. Hierfur wurden, neben den analysierten fermentierten und geroste-
ten Proben, auch sechs unfermentierte Proben analysiert. Anhand dieser Proben sollte gepriift
werden, ob und wie stark der Einfluss der Fermentation auf die potenziellen Schliisselmetaboli-
ten ist. Da es sich bei der Fermentation nicht um ein standardisiertes Verfahren handelt, kann es

regional zu stark abweichenden Durchfiihrungen und beteiligten Mikroorganismen kommen.
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Unterscheiden sich die jeweiligen arithmetischen Mittel der Probenpopulationen der fermen-
tierten und unfermentierten Proben nicht, ist von keinem fermentativen Einfluss auf die Meta-
bolitkonzentration auszugehen. Fiir die Berechnung wurde der relative Signalflachenunter-
schied mit Hilfe von Gleichung 10 (s. Formelsammlung) berechnet. Ein Wert von 100 % ist als
optimal anzusehen, welcher fermentationseinflussfreie Metaboliten indiziert. Da lediglich sechs
nicht fermentierte Proben nur einer geographischen Herkunft analysiert werden konnten, ist die
Datenmenge klein und die Werte dieser Proben sollten eher als Richtwert angesehen werden.
Daher wurde bei der Bewertung mit 25 % akzeptierten Signalflachenunterschied eine hohe rela-

tive Abweichung toleriert.

In Abbildung 38 sind die exemplarischen Ergebnisse einer Verbindung aufgefihrt, die das Fer-
mentationskriterium nicht erfiillen konnte. Anhand des deutlichen Unterschieds in der Balken-
hohe zwischen den fermentierten und den unfermentierten Proben kann die Fermentationsab-

hangigkeit dieser Verbindung festgemacht werden.
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Abbildung 38: Detektierte Signalflachen eines potenziellen Schllisselmetaboliten ohne Fermentations-

stabilitat ((Verbindung 384,3472 m/z; Retentionszeit: 12,28 min) blaue Balken: fermentierte Kakaokern-

proben; rote Balken: unfermentierte Kakaokernproben; griine Balken: unfermentierte Kakaoschalenpro-
ben; lila Balken: fermentierte Kakaoschalenproben)).

Als zweites Beispiel sind die Ergebnisse einer fermentationsstabilen Verbindung in Abbildung 39
aufgefihrt. In diesem Beispiel konnten sowohl fiir die unfermentierten als auch fir die fermen-

tierten Kakaoschalenproben die gleichen Signalflachen, dargestellt durch die griin- und lilafar-

benen Balken, detektiert werden.
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Abbildung 39: Detektierte Signalflachen eines potenziellen Schliisselmetaboliten mit Fermentationssta-
bilitat ((Verbindung 383,368 m/z; Retentionszeit: 13,5 min) blaue Balken: fermentierte Kakaokernproben;
rote Balken: unfermentierte Kakaokernproben; griine Balken: unfermentierte Kakaoschalenproben; lila
Balken: fermentierte Kakaoschalenproben)).

Die berechneten relativen Unterschiede n der potenziellen Schliisselmetaboliten der unpolaren
Methode sind im Anhang in der Tabelle 71, fiir die polare Methode im positiven lonenmodus in
Tabelle 72 und im negativen lonenmodus in Tabelle 73 angegeben und dort durch farbliche Ab-
stufungen (Relativer Signalflachenunterschied: < 75 % rot; > 75 % und < 125 % griin; > 125 % rot)
markiert. Neben den Ergebnissen des Fermentationskriteriums sind in diesen Tabellen auch die

Ergebnisse der anderen Bewertungskriterien aufgefuhrt.

Bei der NTNP Methode konnten 40, bei der NTP Methode im positiven lonenmodus drei und im
negativen lonenmodus keine der temperaturstabilen, potenziellen Schlisselmetaboliten das

Fermentationskriterium erfillen.

5.2.3 Uberprifung der Konzentrationsunabhangigkeit bei unterschiedlichen Her-

kiinften oder Erntejahren (GleichmaRigkeitskriterium)
Der Einfluss unterschiedlicher Herkiinfte, Erntejahre, Bewirtschaftungsbedingungen oder die
Kakaosorte auf die Konzentration der temperaturstabilen, potenziellen Schlisselmetaboliten,
wurde anhand der Analyse von unterschiedlichen Kakaoproben Uberpruft. Fur die Auswertung
der Ergebnisse wurde der Variationskoeffizient nach Gleichung 9 (s. Formelsammlung) der
Schlisselmetaboliten in den Kakaoschalenproben berechnet. In Abbildung 40 und Abbildung 41
sind die unterschiedlichen Herkiinfte und Erntejahre der analysierten Proben aufgefuhrt. Wei-
tere Informationen zu den Herklinften, Erntejahren oder Bewirtschaftungsbedingungen der

analysierten Proben sind im Anhang in der Tabelle 55 aufgeftihrt. Es konnten Proben aus nahezu
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allen Landern akquiriert werden, die Kakao in einem wirtschaftlich relevanten MaRstab kultivie-

ren.

Herkunft Erntejahr
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Abbildung 40: Herkunft der analysierten Kakaoproben. Abbildung 41: Erntejahr der analysierten
Kakaoproben.

Ein geringer Variationskoeffizient bei den detektierten Signalflachen der Kakaoschalenproben
deutet auf eine Unabhangigkeit der Konzentration gegeniber der Herkunft und dem Erntejahr
der Kakaoproben hin. Im Balkendiagramm in Abbildung 42 sind die integrierten Signalflachen
der analysierten Proben eines potenziellen Schliisselmetaboliten aufgefiihrt. Hierbei ist zum ei-
nen deutlich zu erkennen, dass lediglich in den Schalenproben hohe Konzentrationen dieser Ver-
bindung detektiert werden konnten und zum anderen, dass die Signale in den Schalenproben

unterschiedlicher Herktinfte und Erntejahre mit ahnlicher Intensitat bestimmt werden konnten.

Daher konnte bei der dargestellten Verbindung (658,6913 m/z; 12,75 min) die Konzentrationsun-

abhangigkeit gegentiber unterschiedlichen Herklinften und Erntejahren gezeigt werden.
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Abbildung 42: Signalflachen der Verbindung 658,613 m/z bei 12,75 min bei Proben unterschiedlichen Her-
kiinften und Erntejahren (blau: Kakaokernproben; lila Kakaoschalenproben).

Im Kontrast zu dem Beispiel in Abbildung 42 sind in Abbildung 43 die Signalflachen eines poten-
ziellen Schlusselmetaboliten dargestellt, der keine Konzentrationsstabilitat gegentliber unter-
schiedlichen Herkunften und Erntejahren zeigen konnte. Die detektierten Signalflachen der un-
terschiedlichen, analysierten Schalenproben weichen stark voneinander ab. Obwohl diese Ver-
bindung eine hohere Signalintensitat in den Kakaoschalen- als Kakaokernproben und eine Tem-
peraturstabilitat gezeigt hat, ist diese Verbindung nicht fur den Kakaoschalennachweis geeig-
net, da diese Verbindung unterschiedliche Konzentrationen in Proben abweichender Herklinfte

und Erntejahre aufweist.
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Abbildung 43: Signalfldchen der Verbindung 556,530 m/z bei 10,22 min bei Proben unterschiedlichen Her-
kiinften und Erntejahren (blau: Kakaokernproben; lila Kakaoschalenproben).
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Die Ergebnisse sind durch entsprechende farbliche Hervorhebungen beztiglich der Erflillung des
Kriteriums gekennzeichnet (Variationskoeffizient: <25% griin; < 25% und 2 30 % gelb; <

30,5 % rot).

Bei der NTNP Methode konnten 28 und bei den NTP Methoden jeweils keine der temperatur-

stabilen potenziellen Schlisselmetaboliten das GleichmaRigkeitskriterium erfullen.

5.2.4 Uberpriifung des Konzentrationsunterschieds zwischen der Kakaoschale und
dem Kakaokern (Exklusivkriterium)

Die Bewertung des Exklusivkriteriums stellt die Grundlage der Eignung eines potenziellen

Schliisselmetaboliten dar. Das Kriterium gibt Auskunft Giber den Konzentrationsunterschied der

potenziellen Schlisselmetaboliten in der Kakaoschale und im Kakaokern. Zur Berechnung wurde

der Quotient des Signal-Rausch-Verhaltnisses (S/N) des Metaboliten in der Kakaoschale und im

Kakaokern gebildet.

Das Exklusivkriterium gilt als erfullt, wenn der Quotient des S/N Ulber zehn liegt, als teilweise
erfullt, wenn es uber finf liegt und als nicht erfillt, wenn es kleiner als flinf ist. Somit erfullen
dieses Kriterium ausschlieBlich Verbindungen, deren S/N in der Kakaoschale um das 10-fache

hoher ist als im Kakaokern.

Die Ergebnisse sind durch entsprechende farbliche Hervorhebungen bezuglich der Erfullung des
Kriteriums gekennzeichnet (Exklusivkriterium: < 5rot; > 5und < 10 gelb; > 10 griin). Wie auch bei
den bisherigen Kriterien steht eine grune Farbe fir die Erfullung, eine gelbe Farbe fiir eine teil-

weise Erfullung und eine rote Farbe fiir die Nichterfullung des Kriteriums.

Bei der NTNP Methode konnten 58, bei der NTP Methode im positiven lonenmodus 14 und im
negativen lonenmodus sieben der temperaturstabilen, potenziellen Schliisselmetaboliten das

Exklusivkriterium erfillen.

5.2.5 Uberpriifung der Konzentration in der Kakaoschale (Konzentrationskriterium)
Fiir die Bewertung des Konzentrationskriteriums werden die S/N der potenziellen Schliisselme-
taboliten in den Schalenproben betrachtet. Die beschriebenen S/N wurden in reinen Kakaoscha-
lenproben detektiert. Da die Kakaoschale fur gewohnlich eine Minorkomponente, zum Beispiel
in der Kakaomasse oder in Schokoladen darstellt, wird das S/N der Schliisselmetaboliten in dieser

Art von Proben deutlich kleiner sein. Daher zeigen ausschliellich Schliisselmetaboliten eine
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Praxistauglichkeit, welche mit einer hohen Konzentration in den reinen Kakaoschalenproben
nachgewiesen werden konnten. Die Nachweisgrenze wird lblicherweise mit einem S/N von 3
oder zum Teil auch mit 10 beschrieben.?’®?" Um eine Bewertung der Anforderungen des Codex-
Alimentarius abgeben zu kénnen, mussen Kakaoschalengehalte von 5% bestimmbar sein, so-
dass hier das Signal eines Schliisselmetaboliten in reinen Kakaoschalenproben einen S/N von
groBer als 60 (ein S/N von 3 bei einer Probe mit 5 % Kakaoschale entspricht einem S/N von 60 bei
einer Probe mit 100 % Kakaoschale) aufweisen muss. Damit das Signal der Schllisselmetaboliten
auch bei Kakaomassen oder Schokoladen, die lediglich einen Gehalt von ca. 1 % Kakaoschale auf-
weisen, nicht unter die Nachweisgrenze (engl. limit of detection, LOD) sinkt, muss das detektierte
Signal der Schliisselmetaboliten in den reinen Kakaoschalenproben ein S/N von groRer als 300

aufweisen.

Die Ergebnisse sind durch entsprechende farbliche Hervorhebungen beztiglich der Erfillung des

Kriteriums gekennzeichnet (S/N: < 60 rot; > 60 und < 300 gelb; > 300 griin).

Bei der NTNP Methode konnten 39, bei der NTP Methode im positiven lonenmodus elf und im
negativen lonenmodus vier der temperaturstabilen, potenziellen Schliisselmetaboliten das Kon-

zentrationskriterium erfiillen.

5.2.6 Zusammenfassung der Bewertungskriterien der Schlisselmetaboliten
Die Ergebnisse und die damit verbundene Reduktion des Pools an potenziellen Schllisselmeta-
boliten durch die definierten Bewertungskriterien sind fiir die einzelnen non-targeted Methoden
in Tabelle 30 aufgefiihrt. Die hohe Anzahl an detektierten potenziellen Schlusselmetaboliten fur
die polaren Methoden, obwohl bei diesen Methoden deutlich weniger Verbindungen detektiert
werden konnten, ist auf eine andere Einstellung des Molecular Features-Algorithmus zurtickzu-
flihren. Fur die polaren Methoden wurden kleinere Wert fiir das minimale S/N definiert, ab dem
ein Signal einer Verbindung zugeordnet werden darf. Aus diesem Grund konnten bei den polaren

Methoden mehr Verbindungen als potenzielle Schliisselmetaboliten identifiziert werden.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt eindeutig, dass die unpolaren, potenziellen Schlis-
selmetaboliten bessere Eigenschaften gegentiber den Bewertungskriterien gezeigt haben. Wah-
rend bei den polaren Methoden kein potenzieller Schlisselmetabolit identifiziert werden
konnte, dass alle Bewertungskriterien erfiillt, konnten bei der unpolaren Methode 18 potenzielle
Schlisselmetaboliten identifiziert werden, die zufriedenstellende Ergebnisse bei den Bewer-

tungskriterien gezeigt haben.
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Tabelle 30: Zusammenfassung der Evaluierung der potenziellen Schliisselmetaboliten.

Polare Methode
Bewertungskriterium Unpolare Methode — -
Positive lonenmodus | Negative lonenmodus

Detektierte Verbindungen 3300 2600 1500
Potenzielle Schliisselmetaboliten 196 459 170
Rostungskriterium™? 104 33 12
GleichmaRigkeitskriterium?® 28 0 0
Fermentationskriterium?3® 40 0
Exklusivkriterium®*® 58 14 7
Konzentrationskriterium>® 39 m 4
Erfillung aller Kriterien® 18 0 0

'0berpriifung der Temperaturstabilitat; 2Uberpriifung der Konzentrationsunabhangigkeit gegentiber der
Herkunft, Sorte und des Erntejahres; *Uberprifung der Konzentrationsunabhangigkeit gegentiber dem
Fermentationsprozess; “Bewertung des Konzentrationsunterschiedes zwischen der Kakaoschale und dem
Kakaokern; *Bewertung der Konzentration der Schliisselmetaboliten in der Kakaoschale; 2Angewendet auf
alle potenziellen Schliisselmetaboliten; "Angewendet auf alle temperaturstabilen Schliisselmetaboliten;

Zufriedenstellende Ergebnisse.

In Abbildung 44 sind die Ergebnisse des Auswahlverfahrens der Schlisselmetaboliten, welche
anhand der NTNP Methode identifiziert werden konnten, graphisch dargestellt. Durch die defi-
nierten Bewertungskriterien hat sich der Pool der potenziellen Schliisselmetaboliten stetig auf
die verbleibenden 18 Verbindungen reduziert, die fir die targeted Methode verwendet werden

sollten und somit als Biomarker bezeichnet werden kénnen.

18

L

196 104

3300

Verbindungen

A

Detektierte  Potentielle Temperatur- Biomarker

Verbindungen Schlilssel-  statabilitat
metabolite

Abbildung 44: Graphische Darstellung des Auswahlverfahrens der Schliisselmetaboliten der NTNP Me-
thode.
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5.2.7 Strukturaufklarung der Schliisselmetaboliten
Nach der Evaluierung und Entfernung ungeeigneter potenzielle Schliisselmetaboliten anhand
der fuinf definierten Bewertungskriterien konnten bei 18 Verbindungen der NTNP Methode zu-
friedenstellende Ergebnisse detektiert werden. Von den potenziellen Schliisselmetaboliten der
beiden polaren Methoden konnte keine Verbindung identifiziert werden, die fir eine Bestim-
mung des Kakaoschalenanteils geeignet ist. In Tabelle 31sind die 18 potenziellen Schliisselmeta-
boliten mit den besten Ergebnissen fiir die Bewertungskriterien aufgefiihrt. Von den ausgewahl-
ten Verbindungen konnten fiinf Verbindungen alle definierten Bewertungskriterien vollstandig
erfillen. Da fiir die Bestimmung des Kakaoschalenanteils jedoch ein multiparametrischer Ansatz
angestrebt wurde, wurden 13 weitere Verbindungen ausgewahlt, die so viele der Bewertungskri-
terien wie moglich erfiillen oder Ergebnisse gezeigt haben, die dicht an der Grenze zur Erfullung

der Kriterien liegen.

Tabelle 31: Potenzielle Schliisselmetaboliten mit den besten Ergebnissen fiir die Bewertungskriterien.

L Signalflachen-Unterschied n | Konzentrati- A
m/z Rt [min] Z;;;?:Lin:'[(;-] fermentierte vs. nicht fermen- | onskriterium Eth:isl:‘:"te-
tierter Schalenproben [%] [S/N]
429,332 8,88 26 1696 40,4
469,419 8,93 22 23689 13,3
483,431 9,40 8 93 4356 5,7
485,414 8,25 26 g 62 10,3
497,416 9,50 20 79 10198 32,4
499,427 8,58 27 124 4346 21,9
525,481 10,08 84 4548 23,7
527,462 7,65 115 2369 18,4
539,49 10,40 91 4482 48,1
540,535 10,35 110 4610 241
541,437 9,50 24 124 307 15,4
555,369 9,75 25 _I 1088 5,8
658,613 12,75 20 101 925 771
686,648 13,13 19 93 3243 108,1
696,65 13,70 20 113 99 19,8
956,865 14,00 5130 96,8
965,856 9,25 6000 130,4
984,897 14,72 1024 25,6
1.021,92 9,80 16247 34,9
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Zur Strukturaufklarung der NTNP Schliisselmetaboliten wurden die Informationen der hochauf-
|6senden qToF-MS Analysen herangezogen. Durch die analysierten exakten Massen und dem
Isotopenmuster konnte softwaregestiitzt die wahrscheinlichste Summenformel errechnet wer-
den. Aufgrund der Datenreduktion mit Hilfe des Find Molecular Feature Algorithmus werden ver-
schiedene Addukte eines Metaboliten zu einer einzigen detektierten Verbindung zusammenge-
fasst und nur das intensivste Signal zur Auswertung verwendet. Dadurch entsprechen die detek-
tierten Signale nicht zwangslaufig dem Pseudo-Molekiilion [M+H]*, sondern evtl. auch Produk-

tionen der Form [N+NH4]* oder [2M+H]".

Aus diesen Informationen lasst sich die Summenformel des Neutralmolekiils berechnen. Die
Summenformel des Neutralmolekils wurde zusammen mit den Informationen der akquirierten
MS?-Spektren fiir die datenbankbasierte Vorhersage der wahrscheinlichsten Strukturformel mit-
tels MetFrag verwendet.?”” Zusatzlich wurde jede Strukturformel manuell anhand des Frag-
mentspektrums auf Plausibilitat Gberprift. Anhand der datenbankbasierten Vorhersage und der
Uberpriifung anhand der detektierten Fragmentspektren konnte die Struktur aller 18 Schlissel-
metaboliten aufgeklart werden. In Tabelle 32 ist eine Ubersicht der identifizierten Schliisselme-

taboliten mit Zuordnung zu der jeweiligen Substanzklasse dargestellt.

Tabelle 32: Schliisselmetaboliten fiir den Kakaoschalennachweis.

Substanzklasse Verbindung Summenformel m/z [DA]
@ Heneicosansauretryptamid CyHs:N,O 469,419 (H+)
g Behensduretryptamid C3;HwuN,0 483,431 (H+)
% Tricosansauretryptamid C33HsN,O 497,447 (H+)
1 Pentacosansduretryptamid C3sHeoN,O 525,477 (H+)
=)
g Cerotinsauretryptamid Cs6HeaN,O 539,49 (H+)
£
L Lignocerinsauretryptamid CesHnsN4O, 1021,918 (2M+H+)
LY Heneicosansaure-5-hydroxy-tryptamid C3Hs;N,0, 485,410 (H+)
%85
E £o _ | Behensiure-5-hydroxy-tryptamid C32HsN20; 499,427 (H+)
5 % % E Lignocerinsaure-5-hydroxy-tryptamid C34HsgN,0, 527,457 (H+)
c +
% g‘g Pentacosansaure-5-hydroxy-tryptamid C35HeoN,0; 541,472 (H+)
R Cerotinsaure-5-hydroxy-tryptamid C36Hg:N50, 555,488 (H+)
= a-Tocomonoenol Cy9H450, 429,372 (H+)
g2 a-Tocopherolmyristat Ca3H7603 658,613 (NH4+)
8
] a-Tocopherolpalmitat CasHgoO5 686,645 (NH4+)
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Substanzklasse Verbindung Summenformel m/z [DA]

<G

o TG(182/220/182) C51H11006 956,864 (NH4+)
s

o

>

© TG(221/180/203) C53H11406 984,895 (NH4+)
'—

< Dihydroceramide (d18:0/16:0) C34HgoNO;3 540,535 (H+)
€

o

e Cer(d25:0(0H)/18:0(30H)) Ca3HgsNOs 696,650 (H+)

Die 18 potenziellen Schliisselmetaboliten mit den besten Evaluationsergebnissen konnten flinf
verschiedenen Stoffklassen: Fettsduretryptamide, Fettsaure-5-hydroxy-tryptamide (Serotonin
Derivate), a-Tocopherol Derivate, Ceramide und Triacylglycerolen, zugeordnet werden. Weiter-
hin sollte die Identitat gemaR den Empfehlungen der Chemical Analysis Working Group (CAWG)
im Rahmen der Metabolomics Standards Initiative (MSI) zusatzlich durch den Vergleich mit Stan-
dardsubstanzen uberpriift werden.?” Hierfiir konnte fiir jede Substanzklasse mindestens eine
Standardsubstanz erworben werden. Durch den Vergleich der Fragmentierungsmuster und der
Retentionszeiten der erworbenen Standardsubstanzen und der Schlisselmetaboliten konnten

die zuvor aufgestellten Vermutungen der Identitat bestatigt werden.
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Fur die Uberpriifung der identifizierten Verbindungen wurden die in der Tabelle 33 aufgelisteten Verbindungen verwendet.

Tabelle 33: Standardsubstanzen fir die Uberpriifung der Identitat der identifizierten Schliisselmetaboliten.

Stoffklasse Verbindung CAS Summen-
Strukturformel
formel
_'_'_'_N

5 8 o 7367-79- =
g S o Behensauretryptamid C3,Hs4N,0 \
L o+ € 5 7
w2

. Stearinsaure-5-hydroxy- 67964-

P

3 ) Cy8H16N,0, / h

5 o trypatmide 87-8 s

2> 2

MNH

s~ £

¢ g o
w® £ Docosahexaensdure-5-hy- | 283601- N\
£ C32HaaN;0; — — = . /
v droxy-trypatmide 58-1 -

34562- \/\/\/\/\/\/\/\rn

o a-Tocopherol Palmitat CasHgoO3 I

S 29-3 .

2

o

a

% oH

< 10191-41-

) a-Tocopherol C29Hs500;

|§ 0
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Stoffklasse Verbindung CAS Summen-
Strukturformel
formel
_I>\ V\/\/\M\/\)\
23 Triolein 122-32-7 | CoHhosO i
o rio -32-
.g E oA NVWW(°J\/°WW/WV\
': o o
N-(2'-(S)-hydroxypal- 5 ™
890041-
mitoyl)-D-erythro-shingo- C34He7NO, S
w 50-6 i
E sine OH oH
E OH
3 N-palmitoyl-D-erythro- 5966- i
. . C3aHeoNO; /\/\/\/\/\/\/\)\N
sphinganine 29-0 i
OH
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Im folgenden Abschnitt sind drei Beispiele fur die Interpretation der Fragmentierungsmuster der

potenziellen Schliisselmetaboliten dargestellt.

In Abbildung 45 ist das analysierte Fragmentierungsmuster von Lignocerinsauretryptamid
exemplarisch fiir alle anderen Fettsauretryptamide und Fettsaure-5-hydroxy-tryptamide darge-
stellt. Bei den Fettsauretryptamiden konnten sowohl das Pseudo-Molekiilion [M+H]* als auch
das [2M+H]*-Addukt nachgewiesen werden. Zudem konnten die charakteristischen Fragmente
mit dem m/z von 144,08 und 161,11 identifiziert werden, die bereits in der Literatur beschrieben
wurden und charakteristisch fiir die Substanzklasse der Fettsauretryptamide gelten. *> % In Ab-
bildung 45 sind die entsprechenden MS/MS-Spektren zusammen mit den dazugehorigen Frag-

mentionen fur die intensivsten Signale dargestellt.

\minoss 1 +MS2(1021.9185), 50.4eV, 9.9min #590
X
6-| '”tj"oﬂe_ +MS, 9.9min #589, -Spectral Bkgrnd
511.4669 x10° 7 511.4669
41 | 1021.9185
41 144,0831 24 555.4931 .
151 1099 0 T T L T T II T T
. 200 400 800 800 1000 1200 mz
24
0 — r A —* T T T T
200 400 1000 1200 mz
‘n'inose-" TMS2(1021,9185), 50 4eV, 9,9mm.;;9-6 ‘“191"0%" +MS2(1021,9185), 50.4eV, 9,"9‘;;:%90
¥ x4 511.4669
44 144.0831 44
1 161.1099 ] 512.4654
24 24
] ] 513.4686
0 | , 0 i
T T T H T T T T T T T T r T T T T
130 135 140 145 150 155 160 185 170 175 mz 500 505 510 515 520 525 530mz
H / NH o NH
@
N\ o @
NF;
10
®“Chemical Formula: C,gH,N* Chemical Formula: C,qH,3N,* Chemical Formula: Cz4HsgN,O*
1010 10M113N2 3415917
Exact Mass: 144,08 Exact Mass: 161,11 Exact Mass: 511,47

Abbildung 45: MS?-Spektrum von Lignocerinsduretryptamid bei 50,4 eV sowie exemplarische Erlduterung
der charakteristischen Fragment-lonen.

Aus der Stoffklasse der Ceramide konnte unter anderem das N-(hexadecanoyl)-sphinganine iden-
tifiziert werden. Detektiert wurde das Pseudo-Molekiilion [M+H]*. Bei der Analyse des Fragmen-
tierungsmusters konnten die fiir die Dihydrosphingosine charakteristischen m/z von 266,29 und
284,29 detektiert werden.">?" In Abbildung 46 ist das charakteristische Fragmentierungsmuster
von N-(hexadecanoyl)-sphinganine dargestellt. Weiterhin konnten die charakteristischen Frag-

mente mit dem m/z von 264 und 282 im MS*-Spektrum detektiert werden.
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Abbildung 46: MS?-Spektrum von N-(hexadecanoyl)-sphinganine bei 36,2 eV sowie exemplarische Erldu-
terung der charakteristischen Fragment-lonen. In Rot die zusatzliche Doppelbindung des N-Steroylsphin-
gosine mit den zugehdrigen m/z-Verhaltnissen.

Als drittes Beispiel ist das Fragmentierungsmuster von TG(18:2/18:2/24:0) dargestellt. Die Tri-
acylglycerole konnten im MS-Spektrum als Ammonium-Addukte [M+NH4]* identifiziert werden.
Zudem konnten die charakteristischen [Acyl]*, [Acyl-H20]* und [Acyl+74]* lonen in den Frag-
mentspektren nachgewiesen werden.?”® ?'® Anhand der beschriebenen charakteristischen Frag-
ment-lonen lieB sich die Identitat des Triacylglycerols und die Zusammensetzung der Fettsauren
innerhalb des Molekiils bestatigen. Eine schematische Darstellung der Identifizierung von

TG(18:2/18:2/24:0) ist in Abbildung 47 aufgefiihrt.
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Abbildung 47: MS2-Spektrum von TG(18:2/18:2/24:0) bei 49,5 eV sowie exemplarische Erlduterung zu
aussagekraftigen, charakteristischen Fragment-lonen; griin: C18:2 Seitenkette, rot C24:0 Seitenkette.

Fur eine absolute Strukturaufklarung der Triacylglycerole, auch im Hinblick auf die Positionen
der einzelnen Fettsaurereste am Glycerol und der Doppelbindungen innerhalb der Fettsauren,
sollte eine Analyse mittels NMR-Spektroskopie erfolgen. Fiir die Fragestellung ist dies jedoch
nicht von Relevanz, da die Analyse mit einem massenselektiven Detektor durchgefiihrt wurde

und eine Unterscheidung zwischen den unterschiedlichen Isomeren mit der verwendeten Appli-
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5.2.8 Uberprifung der Linearitat im relevanten Arbeitsbereich
Zur Uberprifung der Linearitat der identifizierten Schliisselmetaboliten wurde eine Kakaoscha-
lenverdiinnungsreihe, hergestellt nach Verfahren 2 Abschnitt 6.2.6, in einer flinffachen Bestim-
mung jeder Konzentrationsstufe analysiert. Die Mischungsverhaltnisse der einzelnen Konzent-

rationsstufen sind in Tabelle 34 aufgefuhrt.

Tabelle 34: Mischungsverhaltnisse der erstellten Kakaoschalen-Verdiinnungsreihe.

Kalibrierpunkt | Kakaokern [g] | Kakaoschale [g] | Gesamteinwaage [g] | Anteil Kakaoschale [%]
1 4,950 0,050 5,00 1,00
2 4,902 0,104 5,01 2,08
3 4,852 0,150 5,00 3,00
4 4,803 0,201 5,00 4,02
5 4,749 0,251 5,00 5,01
6 4,702 0,302 5,00 6,04
7 4,652 0,350 5,00 6,99
8 4,605 0,400 5,00 7,98
9 4,552 0,450 5,00 9,00
10 4,499 0,500 5,00 10,00

Zur Visualisierung des linearen Zusammenhangs zwischen den detektierten Signalflachen und
der Kakaoschalenkonzentration wurden diese gegeneinander in einem Koordinatensystem auf-
getragen. In Abbildung 48 bis Abbildung 52 ist flr jede Substanzklasse beispielhaft das Ergebnis
einer Verbindung dargestellt. Fir alle weiteren Schliisselmetaboliten sind die linearen Regressi-

onskoeffizient in Tabelle 35 aufgefiihrt.

90000 45000
— 80000 | V=7379x+6253,9 ° . 40000 y=2R922_gg;8192856 «®
& 70000 | RSO0 e & 35000 Bt X
- ) < .
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Abbildung 48: Signalflachen von a-Tocomono-  Abbildung 49: Signalflachen von Heneicosansaure-
enol bei verschiedenen Kakaoschalengehalten. tryptamid verschiedenen Kakaoschalengehalten.
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Abbildung 50: Signalflachen von Behensadure-5-hyd- Abbildung 51: Signalflachen von Dihydroceramide
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Abbildung 52: Signalflachen von TG(18:2/22:0/18:2) bei verschiedenen Kakaoschalengehalten.

Um den linearen Zusammenhang zu uberprufen, wurde analog zu Abschnitt 5.1.2.4 der Lineari-
tatstest nach MANDEL durchgefiihrt.?2° Der Grenzwert der F-Verteilung (fi=1und f,=n-3) liegt fiir
die analysierten Regressionen bei 11,26. Die PrifgroRRen der Schliisselmetaboliten liegen, mit
Ausnahme des TG(22:1/18:0/20:3), alle zwischen 1,000 und 1,014 und zeigen somit eine Linearitat
im Konzentrationsbereich von 0-10 % Kakaoschale. Fiir das TG(22:1/18:0/20:3) konnte bereits vi-

suell kein linearer Zusammenhang detektiert werden.

In Tabelle 35ist eine Zusammenfassung der identifizierten Schliisselmetaboliten dargestellt. Ne-
ben den Ergebnissen der Bewertungskriterien sind die Summenformeln, m/z, detektierten Frag-
ment-lonen und der Regressionskoeffizient der analysierten Kakaoschalenverdiinnungsreihe fiir
alle Schlusselmetaboliten aufgefiihrt. Diese Verbindungen stellen die Grundlage fir die Entwick-

lung einer targeted Methode mit einem HPLC-ESI-QqQ System dar.
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Tabelle 35: Zusammenfassung der identifizierten Schliisselmetaboliten zusammen mit den Ergebnissen der Bewertungskriterien und der Strukturaufklarung.

Fermenta- - Konzentra-
Schliisselmetaboliten Summen- m/z RT Addukt MS/MS Frag- R? v tionskrite- "Exkl'u S“{I- tionkriterium
formel [min] ment- lon [m/Z] . tatskriterium
rium [s/N]
165.07; 205.12;
a-Tocomonoenol Cy9H150,; 429,372 8,9 H* 6> 333 125 ’ 0.991 | 26 144 40,4 1696
. - . 144.08; 161.11;
Heneicosansauretryptamid C3H5N,O 469,419 8,9 H* 3?286 33 0.989 | 22 67 13,3 23689
Behensauretryptamid C3Hs4N,0 483,431 9,4 H* 144'3%80; 1321'11; 0.991 | 8 93 5,7 4356
Heneicosansaure-5-hydroxy- . 160.08; 177.1,
tryptamid C3Hs,N,O, | 485,410 8,3 H 32634 0.961 | 26 68 10,3 62
Tricosansauretryptamid C33Hs56N,0 497,447 9,5 H* 144'_5552 ;21'11; 0.991 | 20 79 32,4 10198
Behensdure-S-hydroxy-trypta- | L N,0, | 499,427 | 86 H 160081775 | 988 | 27 124 21,9 4346
mid 340.36
Pentacosansauretryptamid C3sHgoN,O 525,477 10,1 H* 144';882; ngﬂ; 0.988 | 33 84 23,7 4548
Lignocerinsaure-5-hydroxy- . 160.08; 177.1;
tryptamid C34HssN,O, | 527,457 1,7 H 368.4 0.987 | 44 15 18,4 2369
Cerotinsauretryptamid Cs6He2N20 539,49 10,4 H* 1443()98(; lT'ﬂ; 0.988 | 33 91 48,1 4482
. . . 256.26; 284.29;
Dihydroceramide (d18:0/16:0) C34HeoNO; | 540,535 | 10,4 H 504.51: 522.52 0.988 | 38 110 24,1 4610
Pentacosansaure-5-hydroxy- . 160.08; 177.1;
tryptamid CssHeoN20, | 541,472 9,5 H 382,42 0.978 | 24 124 15,4 307
Cerotinsaure-5-hydroxy-tryp- . 160.08;177.1;
tamid Cs6He:N20, | 555,488 | 9,75 H 396.44 0.989 | 25 175 5,8 1088
149.1; 165.09;
a-Tocopherolmyristat Ca3H7603 658,613 | 12,8 NH,* 375.29; 431.39; 0.995 | 20 101 77,1 925
641.59
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Fermenta- . . Konzentra-
Schliisselmetaboliten Summen- m/z RT Addukt MS/MS Frag- R? v tionskrite- "Exkl'u SIYI- tionkriterium
formel [min] ment- lon [m/Z] . tatskriterium
rium [s/N]
149.1; 165.09;
a-Tocopherolpalmitat Cy5Hg003 686,645 | 13,1 NH,* 403.32; 431.39; 0.994 | 19 93 108,1 3243
669.62
280.26; 298.26;
Cer(d25:0(0OH)/18:0(30H)) C43HgsNOs 696,650 n,7 H* 381.37; 660.63; 0.348 | 18 232 19,8 1433
678.64
263;24; 337,27,
TG(18:2/22:0/18:2) Ce1H11006 | 956,864 14 NH,* 398.37; 600.57; 0.938 | 167 34 96,8 5130
660.6
263.24; 337.27;
TG(22:1/18:0/20:3)* Ce3H11406 | 984,895 14,7 NH,* 425.4; 600.57; 0,005 | 34 18 25,6 1024
688.63
Lignocerinsauretryptamid CesHnN4O, | 1021,918 9,8 [2M+H*] 1322?51(?71:7’ 0.983 | 21 83 34,9 16247

*Keine Linearitat im Konzentrationsbereich 0-10 % Kakaoschale
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5.3 Kakaoschalennachweis mittels targeted LC-MS

5.3.1 Vorhersagemodelle fuir den Kakaoschalengehalt
Fur die Bestimmung des Kakaoschalengehalts in verschiedenen Kakaoprodukten wurden unter-
schiedliche PLS-R Modelle als Vorhersagemodell erstellt. Die Erstellung der Modelle erfolgte an-
hand von Kakaoschalen-Verdiinnungsreihen mit bekanntem und definiertem Schalengehalt. Die
Kakaoschalen-Verdiinnungsreihen wurden auf zwei unterschiedliche Arten hergestellt, um eine
Aussage treffen zu konnen, welche Methode besser fiir die Vorhersage des Kakaoschalengehal-
tes geeignet ist. Die beiden hergestellten Kakaoschalen-Verdliinnungsreihen unterscheiden sich
in der Herstellung. Bei der ersten Variante wurde der jeweilige Anteil des Kakaoschale und des
-kerns direkt in das ExtraktionsgefaR eingewogen (Kalibrierbereich: 0-8 % Kakaoschale). Bei der
zweiten Variante wurden zuerst jeweils ca. 5 g Ansatze der unterschiedlichen Verdinnungsstu-
fen herstellt, durch Schitteln homogenisiert und anschlieBend ein Aliquot dieser Mischungen
fiir die die Extraktion verwendet (Kalibrierbereich: 0-10 % Kakaoschale). Wahrend bei der zwei-
ten Variante eine potenziell inhomogene Verteilung der Kakaoschale im 5 g Ansatz vorliegen
kann, wird beim ersten Ansatz immer ein definierter Kakaoschalenanteil in den Extraktionsan-
satz eingewogen. Dieser definierte Kakaoschalengehalt betragt bei einer Probe mit 1% Kakao-
schale und einem Gesamtgewicht des Ansatzes von 50 mg lediglich 0,5 mg. Die Einwaage solch
geringer Massen beinhaltet einen groflen Wagefehler und ist sehr zeitintensiv. Durch die Aus-
wertung der analysierten unterschiedlichen Verdiinnungsreihe sollte beurteilt werden, welche
Variante besser fur die Vorhersage des Kakaoschalengehaltes in Proben mit bekanntem und un-
bekanntem Kakaoschalengehalt geeignet ist. Neben der Vorhersagequalitat wurde auch die

Durchfiihrbarkeit der beiden Methoden bewertet.

Die Kalibrierung des Systems musste anhand von hergestellten Kakaoschalen-Verdiinnungsrei-
hen erfolgen, weil nicht fiir alle Schltiisselmetaboliten die entsprechenden Standardsubstanzen

und isotopenmarkierte Verbindungen fir die interne Kalibrierung erworben werden konnten.

Zur Erstellung eines robusten und aussagekraftigen Modells muss sichergestellt werden, dass
die Schliisselmetaboliten, welche fiir die Erstellung des Vorhersagemodells verwendet werden,
im relevanten Konzentrationsbereich (0 —10 % Kakaoschale) einen linearen Zusammenhang
aufweisen, damit anhand der Signale der Metaboliten auf die Konzentration der Schale in unbe-
kannten Kakaoprodukten zurlickgeschlossen werden kann. Der lineare Zusammenhang der

Schlisselmetaboliten wurde bereits anhand der NTNP Methode bewiesen, muss allerdings
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aufgrund der abweichenden Extraktion und LC-MS/MS Systems erneut erfolgen. Fiir die Uber-
prufung des linearen Zusammenhangs wurde, analog zu der NTNP Methode, eine Flinffachbe-
stimmung der Kakaoschalen-Verdiinnungsreihe analysiert, der Mittelwert der einzelnen Kon-
zentrationsstufen berechnet und der Linearitatstest nach MANDEL durchgefiihrt (s. Tabelle 36).
Fir die Uberprifung der Linearitat wurde die Kalibrierreihe nach dem Verfahren 2, beschrieben

Abschnitt 6.2.6, verwendet.

Neben den beiden Triacylglycerolen, welche die Anforderungen der Methodenvalidierung nicht
erfiillen konnten und keine Linearitat bei der Analyse der Kakaoschalen-Kalibrierreihe gezeigt
haben, konnte bei der entwickelten TNP Methode auch fiir a-Tocopherolmyristat kein linearer
Zusammenhang detektiert werden. Das Signal dieser Verbindung konnte erst bei einem hoheren
Kakaoschalengehalt von ca. 8 % erfasst werden. Durch die Umstellung der Extraktion und das
Verwenden eines anderen Detektorsystems hat sich die Nachweisgrenze von a-Tocopherolmy-
ristat verandert, sodass die Verbindung nicht in Proben mit einem Kakaoschalengehalt von klei-
ner als 8 % nachgewiesen werden konnte. Die Anderung der Nachweisgrenze kénnte auch durch
die Verwendung einer anderen lonenquelle, bei der es sich ebenfalls um eine ESI-Quelle handelt,
die jedoch aufgrund eines anderen Herstellers auch ein abweichendes lonisierungsvermogen
aufweisen kann, hervorgerufen worden sein. Die Erstellung der Vorhersagemodelle wurde an-
hand der 15 verbliebenen Schliisselmetaboliten durchgefuhrt. Der lineare Zusammenhang der
verbleibenden 15 Schlusselmetaboliten konnte anhand des Linearitatstest nach MANDEL bewie-

sen werden (vgl. Tabelle 36).

Tabelle 36: Ergebnisse zur Uberprifung des linearen Zusammenhangs der Schliisselmetaboliten.

Berechnete PG
Schliisselmetaboliten Gradengleichung R?
nach MANDEL
a-Tocomonoenol y =4805,2 - x +7684,8 0,978 -7,99
Heneicosansaure-5-hydroxy-
y =1667,9 - x + 5794,5 0,984 -6,71
tryptamid
Behensaure-5-hydroxy-tryp- y =53050,7 - x +
0,961 -8,00
tamid 214106,5
Lignocerinsaure-5-hydroxy- y=794453-x +
0,958 -8,00
tryptamid 414380,6
Pentacosansaure-5-hydroxy-
y =3281,0 - x +14449,13 0,963 -7,99

tryptamid
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Berechnete PG
Schliisselmetaboliten Gradengleichung R?
nach MANDEL
Cerotinsaure-5-hydroxy-tryp-
y =6733,8 - x + 67877,8 0,900 -8,00
tamid
y =T713457,1- x +
Behensauretryptamid 0,973 -8,00
3800340,5
Heneicosansauretryptamid y=9699,8 - x +34095,5 0,970 -7,97
y=32807,8-x+
Tricosansauretryptamid 0,971 -8,00
128215,6
y=44778,0 - x +
Pentacosansauretryptamid 0,932 -8,00
257361,8
y=97658,2-x +
Cerotinsauretryptamid 0,860 -8,00
735776,3
Dihydroceramide (d18:0/16:0) | y=9566,1-x +13204,8 0,977 -8,00
Cer(d25:0(0OH)/18:0(30H)) y=4204,4-x+1279,4 0,982 -7,98
a-Tocopherolpalmitat y=361,0-x+592, 0,925 0,43
y =927564,8 - x +
Lignocerinsauretryptamid 0,958 -8,00
6667329,9
TG(18:2/22:0/18:2) - - -
TG(22:1/18:0/20:3) - - -
a-Tocopherolmyristat - - -

Fur die Erstellung der Vorhersagemodelle wurden die Signalflachen der Schlisselmetaboliten
von den Kakaoschalen-Verdiinnungsreihen als Grundlage zur Erstellung der PLS-R Modelle ver-
wendet. Die Parameter zur Berechnung der PLS-R Modelle sind in Tabelle 85 und fur die Berech-
nung der Regression in Tabelle 86 dargestellt. Die Verdlinnungsreihen wurden in einer Flinffach-
bestimmung analysiert. Fur die Erstellung des Modells wurden alle Datenpunkte der Verdun-
nungsreihen und nicht die Mittelwerte verwendet, um durch die hohere Anzahl an Messwerten

ein robusteres Modell flr die Vorhersage zu erhalten.

Bei der Erstellung der Modelle besteht die Moglichkeit eine Gewichtung einzelner Schlisselme-
taboliten vorzunehmen. Durch eine Gewichtung kann groR3er Einfluss auf das Modell genommen
werden. Zur Uberprifung der Vorhersagegiite der einzelnen Schliisselmetaboliten, auch im Hin-
blick auf eine potenzielle Gewichtung einzelner Verbindungen, wurde eine Auswertung anhand

der einzelnen linearen Regressionen der Metaboliten vorgenommen. Um die erstellten linearen
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Regressionen auf ihre Eignung zu tberprifen, wurden acht Proben unterschiedlicher Herkunft
mit einem bekannten Schalenanteil hergestellt und analysiert (vgl. Tabelle 84). Anhand des Ver-
gleichs zwischen dem eingewogenen Kakaoschalengehalt und dem durch die Regressionen vor-
hergesagten Gehalt konnte die Vorhersagegiite der einzelnen Schliisselmetaboliten fir die Pro-

ben unterschiedlicher Herkinfte bewertet werden.

Die vorhergesagten Kakaoschalengehalte der Schliisselmetaboliten sind in Tabelle 37 fur zwei
der analysierten Proben exemplarisch aufgefiihrt. Die Ergebnisse beziehen sich auf die Proben
aus Ecuador und der Elfenbeinkiiste. Fir die Probe aus Ecuador wurde ein Kakaoschalengehalt

von 6,06 % und fiir die aus der Elfenbeinkiiste von 2,01 % eingewogen.

Tabelle 37: Kakaoschalenanteil bezogen auf die einzelnen Schliisselmetaboliten.

Metabolit Kakaoschalengehalt Probe Kakaoschalengehalt Probe
Ecuador [%] Elfenbeinkiiste [%]
a-Tocomonoenol 8,97 1,7
Heneicosansaure-5-hydroxy-tryptamid 1,10 2,0
Behensaure-5-hydroxy-tryptamid 1,63 1,8
Lignocerinsaure-5-hydroxy-tryptamid 4,28 1,0
Pentacosansaure-5-hydroxy-tryptamid 3,81 0,2
Cerotinsdure-5-hydroxy-tryptamid 12,46 -0,8
Behensauretryptamid 4,68 1,7
Heneicosansauretryptamid 3,80 1,7
Tricosansauretryptamid 6,48 1,8
Pentacosansauretryptamid 14,42 1,0
Cerotinsauretryptamid 22,41 0,1
Dihydroceramide (d18:0/16:0) 5,59 5,2
Cer(d25:0(0OH)/18:0(30H)) 5,22 24
a-Tocopherolpalmitat 4,45 0,0
Lignocerinsauretryptamid 8,94 1,2
Mittelwert 7,22 1,4

Die vorhergesagten Schalenanteile der analysierten Probe streuen bei der Probe aus Ecuador
zwischen 1,10 % und 22,41 % und bei der Probe von der Elfenbeinkiiste zwischen -0,8 % und 5,2 %.

Die einzelnen erhaltenen Ergebnisse lassen keine valide Aussage liber den Kakaoschalengehalt
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der analysierten Proben zu. Wird jedoch der Mittelwert der vorhergesagten Schalengehalte ge-
bildet, wird ein Wert von 7,22 % Kakaoschale fiir die Probe aus Ecuador und 1,4 % fiir die Probe
von der Elfenbeinkiiste erhalten. Diese Werte weichen lediglich um ca. 1% bzw. 0,6 % von dem
tatsachlichen Schalengehalt der Probe ab. Demnach l3sst sich der Kakaoschalengehalt der Pro-
ben durch Beruicksichtigung aller Schliisselmetaboliten mit einer geringen Abweichung vorher-

sagen.

Die einzelnen Schlisselmetaboliten zeigen nicht immer einen abweichend zu hohen oder zu
niedrigen Gehalt fiir die beiden dargestellten Proben. Als Beispiele konnen die Ergebnisse von
Cerotinsauretryptamid und Heneicosansaure-5-hydroxy-tryptamid herangezogen werden. Die
Vorhersage des Kakaoschalengehalts auf Basis von Cerotinsauretryptamid ergibt fiir die Probe
aus Ecuador einen deutlich hoheren Wert und bei der Probe von der Elfenbeinkuiste einen deut-
lich niedrigeren Wert als den Mittelwert. Bei der Vorhersage von der Verbindung Heneicosan-
saure-5-hydroxy-tryptamid ist der reziproke Fall zu beobachten. Da bei den Abweichungen von
den Vorhersagen der einzelnen Schliisselmetaboliten kein Schema zu erkennen ist, kann durch
eine gezielte Gewichtung oder durch eine Auswahl einzelner Verbindungen die Vorhersagegute
fur unbekannte Proben nicht gesteuert werden. Aufgrund der starken Streuung der vorherge-
sagten Kakaoschalengehalte der einzelnen Metaboliten und den schwankenden Abweichungen
zwischen den analysierten Proben ist es notwendig, so viele Metaboliten wie moglich fur die
Erstellung des Vorhersagemodells heranzuziehen, um ein robustes Modell zu erhalten. Durch die
Berechnung des Mittelwertes aller verwendeten Metaboliten kann der Kakaoschalengehalt be-
stimmt werden. Daher wurde keine Gewichtung oder Auswahl einzelner Metaboliten bei der Er-

stellung der PLS-R Modelle vorgenommen.

Um die erstellten Kalibrierreihen und die daraus gebildeten PLS-R Modelle auf ihre Eignung und
Aussagekraft zu Uberpriifen, wurden die gleichen acht Proben unterschiedlicher Herkunft mit
bekanntem Schalenanteil verwendet, die auch schon zur Bewertung der einzelnen linearen Re-
gressionen der Schliisselmetaboliten herangezogen wurden (siehe oben). Anschliefend wurden
14 verschiedene, kommerziell erworbene Schokoladensorten sowie drei Kakaobutterproben ana-
lysiert und mithilfe der erstellten Modelle eine Vorhersage flir den Schalenanteil in diesen Pro-
ben entwickelt. Weiterhin wurde eine Verdiinnungsreihe im Bereich von 0 —100 % Kakaoschale
hergestellt, um die Linearitat der Metaboliten im gesamten Konzentrationsbereich zu tberpri-

fen.
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5.3.11 Vorhersagemodell der Kakaoschalen-Verdiunnungsreihe nach Variante 1
In Abbildung 53 ist das PLS-R Modell der Kakaoschalenverdiinnungsreihe nach dem Verfahren 1
dargestellt. Bei dieser Verdiinnungsreihe wurde der jeweilige Kakaoschalen- und Kakaokernan-
teil direkt in das Extraktionsgefald eingewogen und extrahiert. Bei der Erstellung des Modells
wurde keine Gewichtung einzelner Schliisselmetaboliten vorgenommen. Die Parameter fiir die

Erstellung des Modells sind in Tabelle 85 aufgefiihrt.

Dem dargestellten Diagramm ist zu entnehmen, dass eine lineare Abhangigkeit zwischen den
Signalflachen der Metaboliten und dem Kakaoschalengehalt vorliegt. Die aus dem Modell gebil-

dete Regression weist ein BestimmtheitsmaR von 0,89 auf.

Predicted vs. Reference

10
Elements: 70 .
= 81 Slope: 0.7968974
L Offset: 0.7196798 *
5 84 Correlation: 0.8926911 .
o R2(Pearson): 0.7968974
£ 71 R-Square:  0.7968974 s . "
5 RMSEC: 1.0288111 .o *
g 61 sec: 1.0362395 . .
5 Bias: 1.1821e-07 . *
£ 5 .
%]
=]
> *
— .
> 3
2
g
2 2
]
ooy
ol <
Q 1 2 3 4 5 G 7 8

Reference ¥ (Kakaoschalengehalt, Factor-T)

Abbildung 53: PLS-R Modell der ersten Kalibrierreihe.

Die Validierung des Modells wurde anhand einer Random Cross Validation mit 20 Segmenten
und jeweils 20 Proben pro Segment durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Validierung des Modells
sind in Abbildung 54 dargestellt.
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Predicted vs. Reference

Slope

Offset

RMSE R-Square
0.7968974 0.7196798 1.0288111 0.7968974

0.8005595 0.6297072 1.242011 0.7173996

Predicted ¥ (Kakaoschalengehalt, Factor-T)

5 6
Reference ¥ {Kakaoschalengehalt, Factor-7)

Abbildung 54: Validierungsergebnisse des PLS-R Modells der ersten Kalibrierreihe (Blaue Punkte: Punkte

Das erstellte Modell sollte anschlieRend zur Uberpriifung der Vorhersagegiite auf die hergestell-

ten Proben mit bekanntem Kakaoschalengehalt angewendet werden. Die Proben bekannten

der Kalibrierung; Rote Punkte: Punkte der Validierung).

Gehaltes wurden jeweils in einer Dreifachbestimmung analysiert.

In Tabelle 38 sind die vorhergesagten und tatsachlichen Gehalte der analysierten Proben zusam-

men mit der Abweichung der beiden Werte angegeben.

Tabelle 38: Vorhersage der bekannten Proben mithilfe des ersten Modells.

Probe Kakaoschale (Vorher- Kakaoschale (einge- Abweichung [%-Ka-
sage) [%] wogen) [%] kaoschale]

Ghana 0,34 1,08 0,74
Elfenbeinkiiste 1,80 2,01 0,21
Nigeria 2,29 2,98 0,69
Panama 3,41 410 0,69
Indonesien 4,67 5,02 0,35
Ecuador 5,31 6,06 0,75
Madagaskar 4,96 7,26 2,3

Venezuela 3,37 732 3,95
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Furdie Proben aus Ghana, Elfenbeinkuste, Nigeria, Panama und Indonesien konnten geringe Ab-
weichungen von den tatsachlichen Konzentrationen erhalten werden. Eine Abweichung von ca.
1% ist hierbei als sehr gutes Ergebnis einzustufen. Bei den Proben aus Madagaskar und Vene-
zuela konnte eine deutlich hohere Abweichung der Vorhersage detektiert werden. Dies kénnte
zum einen auf die abweichende Herkunft der Proben, zum anderen auf den hoheren Kakaoscha-
lengehalt in den Proben zurlickgeflihrt werden. Der Kakaoschalen-Konzentrationsbereich der
verwendeten Kalibrierreihe reicht nur bis ca. 8 % (vgl. Abbildung 53). Somit liegt der tatsachliche
Kakaoschalengehalt der Proben aus Madagaskar und Venezuela am oberen Ende des Konzent-
rationsbereichs. Ein weiteres Argument flir die starkere Abweichung dieser Proben konnte sich
bei den grofReren Abweichungen der Kalibrierpunkte von der Regressionsgerade im hoheren
Konzentrationsbereich finden lassen. Ab einem Kakaoschalengehalt von ca. 6 % kann eine deut-
lich starkere Abweichung der Proben von der Regressionsgerade detektiert werden. Diese star-
kere Abweichung konnte sich ebenfalls auf die schlechtere Vorhersagegtite der Proben, welche

beide in diesem Konzentrationsbereich liegen, ausgewirkt haben.

Anhand des berechneten Modells der ersten Kakaoschalen-Verdinnungsreihe konnten fir die
Proben mit einem geringen Kakaoschalengehalt sehr gute Ergebnisse erhalten werden. Um die
Vorhersagequalitat im hoheren Konzentrationsbereich zu verbessern, wurde eine weitere Ka-
kaoschalenverdiinnungsreihe hergestellt. Die zweite Verdlinnungsreihe wurde in einem Kon-
zentrationsbereich von 0-10 % Kakaoschale hergestellt. Durch die Erweiterung des Konzentrati-
onsbereichs soll die Vorhersagegtite fiir Proben mit einem erhohten Kakaoschalengehalt verbes-

sert werden.

5.3.1.2 Vorhersagemodell der Kakaoschalen-Verdunnungsreihe nach Variante 2
Neben der Erweiterung des Konzentrationsbereichs wurde fur die zweite Verdlinnungsreihe ein
anderes Herstellungsverfahren entwickelt. Wahrend bei der ersten Verdlinnungsreihe die Ka-
kaoschale und der Kakaokern direkt in das Extraktionsgefal} eingewogen wurden, wurde bei der
zweiten Verdiinnungsreihe zuerst ein 5 g-Ansatz der einzelnen Verdiinnungsstufen hergestellt,

homogenisiert und anschlieBend ein Aliquot fiir die Extraktion verwendet.

Das erstellte PLS-R Modell der zweiten Kakaoschalenverdiinnungsreihe ist in Abbildung 55 und

die Ergebnisse der Validierung in Abbildung 56 dargestellt.
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Abbildung 55: PLS-R Modell der zweiten Kalibrierreihe.
Predicted vs. Reference
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Abbildung 56: Validierung des PLS-R Modells der zweiten Kalibrierreihe (Blaue Punkte: Punkte der Kalib-
rierung; Rote Punkte: Punkte der Validierung).

Als Grundlage fur die Erstellung des Modells wurde eine Achtfachbestimmung der Verdun-
nungsreihe verwendet. Die einzelnen Datenpunkte der Konzentrationsstufen zeigen eine starke
Streuung um die gebildete Regressionsgerade. Eine besonders starke Streuung der Datenpunkte
ist bei einem Kakaoschalengehalt von 4 % zu beobachten. Hier liegen zwei der acht Datenpunkte

deutlich lber und sechs deutlich unter der gebildeten Regressionsgeraden. Bei den anderen
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Kalibrierpunkten zeigen die Datenpunkte eine homogene Streuung oberhalb und unterhalb der
Regressionsgraden. Zur Uberpriifung der Homogenitat der Streuung wurde ein weiteres PLS-R
Modell mit den Mittelwerten der einzelnen Kalibrierpunkte erstellt. Das erstellte Modell ist in

Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 57: PLS-R Modell von den Mittelwerten der zweiten Kalibrierreihe.

Die bereits angenommene homogene Verteilung der Datenpunkte der einzelnen Kalibrier-
punkte konnte durch die Bildung des PLS-R Modells anhand der Mittelwerte bestatigt werden.
Die erhaltene Regressionsgerade weist ein Bestimmtheitsmald von 0,97 auf und es kann lediglich

eine kleine Streuung der Datenpunkte um die gebildete Regressionsgerade beobachtet werden.

Die in Abbildung 55 detektierte Streuung der Datenpunkte kann durch die potenzielle Inhomo-
genitat der Kalibrierreihe erklart werden. Bei der Mischung der Kakaoschalen- und Kakaokern-
proben, welche beide in Pulverform vorlagen, wurde jeweils nur ein geringer Anteil Kakaoschale
(0-10 %) verwendet. Durch den geringen Anteil der Kakaoschale und die Eigenschaften der Pulver
ist davon auszugehen, dass sich die Kakaoschale nicht absolut homogen im Kakaokernpulver
verteilt hat. Die Inhomogenitat konnte in den erhaltenen Ergebnissen des PLS-R Modells wieder-
gefunden werden. Durch die wiederholte Messung der gleichen Konzentrationsstufen konnte
jedoch als Mittelwert das richtige Ergebnis erhalten werden, wahrend die Analyse einer

Einfachbestimmung eine deutlich groRere Abweichung und ein schlechteres BestimmtheitsmafR
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ergeben hat. Die detektierte Inhomogenitat der hergestellten Kakaoschalenverdiinnungsreihe

konnte durch die Analyse der Achtfachbestimmung ausgeglichen werden.

Fur die Vorhersage des Kakaoschalengehaltes in den bekannten Proben wurde jedoch das PLS-R
Modell mit allen Datenpunkten verwendet, da durch die hohere Anzahl an Datenpunkten ein
robusteres Regressionsmodell erhalten wird. Wie bei dem ersten Modell ist auch hier eine lineare
Abhdngigkeit der Metaboliten im untersuchten Konzentrationsbereich von 1-10 % gegeben.

Das Bestimmtheitsmal} der Kalibration betragt 0,82.

Beim Vergleich der beiden PLS-R Modelle (s. Abbildung 53 und Abbildung 55) wird deutlich, dass
beim ersten Modell der Ordinatenabschnitt mit 0,79 % niedriger als bei dem zweiten Modell mit
0,96 % ist. Durch den hoheren Ordinatenabschnitt im zweiten Modell, wird dem Blindwert hier
ein hoherer Kakaoschalengehalt zugesprochen. Fir den Blindwert wird ein Kakaoschalengehalt
vorhergesagt, weil die identifizierten Schliisselmetaboliten auch in geringer Konzentration im
Kakaokern vertreten sind. Die Streuung der Werte im hoheren Konzentrationsbereich aus dem
ersten Modell konnte beim zweiten Modell nicht detektiert werden. Zur Bewertung der Vorher-
sageglte wurde der Kakaoschalengehalt der bekannten Proben anhand des Modells vorherge-

sagt. Die Ergebnisse der Vorhersage fur die Mittelwerte tabellarisch in Tabelle 39 aufgefiihrt.

Tabelle 39: Vorhersage der bekannten Proben mithilfe des zweiten Modells.

Probe Kakaoschale (Vor- | Kakaoschale (ein- | Abweichung [%-
hersage) [%] gewogen) [%] Kakaoschale]
Ghana 0,22 1,08 0,86
Elfenbeinkiiste 2,16 2,01 0,15
Nigeria 4,35 2,98 1,37
Panama 514 4,10 1,04
Indonesien 5,94 5,02 0,92
Ecuador 6,83 6,06 0,77
Madagaskar 8,04 7,26 0,78
Venezuela 6,87 732 0,45

Die Proben mit bekanntem Schalengehalt wurden auf die gleiche Weise wie die zweite Kakao-
schalen-Verdlinnungsreihe hergestellt. Die potenzielle Inhomogenitat bei der Mischung von

zwei Pulvern wurde bereits in diesem Abschnitt thematisiert. Bei der Betrachtung der einzelnen
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Bestimmungen der Proben mit bekanntem Schalengehalt kann ebenfalls eine Abweichung
detektiert werden (vgl. Abbildung 58). Diese Abweichung kann wiederum auf die potenzielle In-
homogenitat der hergestellten Proben zuriickgefiihrt werden. Zur Uberpriifung dieser Hypo-
these erfolgte die Analyse von unterschiedlichen Schokoladen, welche eine homogene Form auf-
weisen, ebenfalls in einer Dreifachbestimmung. Bei diesen Bestimmungen konnte lediglich eine
minimale Abweichung bei den einzelnen Bestimmungen detektiert werden (vgl. Abbildung 59),
sodass die hier detektierten Abweichungen nicht auf die Nachweismethode, sondern auf die In-
homogenitat der hergestellten Proben zuriickzufiihren ist. Durch die Analyse weiterer Proben

konnte die Aussagekraft der Ergebnisse weiter erh6ht werden.
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Abbildung 58: Vorhersage der bekannten Proben mithilfe des zweiten Modells fiir alle analysierten Pro-
ben der Dreifachbestimmung.

Beim Vergleich der vorhergesagten Schalengehalte mit den tatsachlichen fallt auf, dass bei allen
Proben nur eine geringe Abweichung vorliegt. Im Vergleich zum ersten Modell werden bei
diesem Modell auch fiir die Proben aus Madagaskar und Venezuela sehr gute Ergebnisse erhal-

ten.

Aufgrund der besseren Vorhersagegiite und leichteren Herstellungsweise wurde das PLS-R Mo-
dell, welches auf Grundlage der Kakaoschalen-Verdiinnungsreihe nach dem Verfahren 2 herge-

stellt wurde, fiir die Vorhersage weiterer Proben verwendet.

5313 Bestimmung des Kakaoschalengehaltes in unterschiedlichen Schokoladen
Das erstellte Modell wurde fiir die Vorhersage des Kakaoschalengehalts in unterschiedlichen
Schokoladen und Kakaobutter verwendet. Da es sich bei den analysierten Proben um konventi-
onelle Proben handelt, lagen keine Information tber den Kakaoschalengehalt der Proben vor.
Alle Proben wurden in einer Dreifachbestimmung analysiert. In Tabelle 40 sind die vorhergesag-

ten Kakaoschalengehalte als Mittelwerte und in Abbildung 59 aller Werte dargestellt. Neben den
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vorhergesagten Kakaoschalengehalten sind in der Tabelle ebenfalls der Kakaogehalt der analy-
sierten Schokoladen und der Kakaoschalengehalt bezogen auf das verwendete Kakaoprodukt

angegeben.
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Abbildung 59: Vorhersage der Schokoladenproben mithilfe des zweiten Modells fiir alle analysierten
Werte.

Tabelle 40: Vorhersage der Schokoladenproben mithilfe des zweiten Modells.

Schokolade Kakaoschale [%] Kakaogehalt* [%] Kakaoschale im Ka-
kaoprodukt [%]
Vollmilch Schokolade® 1,04 ~30 3,47
WeiRe Schokolade? 2,20 ~30 7,33
WeiRe Schokolade* 1,21 ~30 4,03
Halbbitter Schokolade® 5,62 55 10,22
Edelbitter Schokolade® 6,24 50 12,48
Zartbitter Schokolade’ 5,47 75 7,49
33% Schokolade’ 3,56 33 10,79
55% Schokolade' 5,21 55 9,47
66% Schokolade’ 8,41 66 12,74
88% Schokolade' 9,69 88 11,01
50% Schokolade? 2,25 50 4,50
70% Schokolade? 5,37 70 7,67
85% Schokolade? 7,92 85 9,32
99% Schokolade? 5,42 99 5,47
Kakaobutter 8,30 100 8,30

*unterschiedliche Hersteller; *Summe aus Kakaomasse und Kakaobutter

Die detektierte Streuung bei der Analyse der hergestellten Kakaopulverproben mit bekanntem

Schalengehalt konnte bei den analysierten Schokoladenproben nicht beobachtet werden.
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Bei der Herstellung der Schokolade werden unterschiedliche Walzen- und Conchiermaschinen
eingesetzt, um ein homogenes Produkt zu erhalten (vgl. Abschnitt 3.1). Durch die geringen Ab-
weichungen der Messungen der Schokoladen konnte die Reproduzierbarkeit der Nachweisme-

thode und der Extraktion bestatigt werden.

Fur die analysierten Schokoladen lagen keine Informationen liber den Kakaoschalengehalt vor.
Zur Bewertung der Plausibilitat der erhaltenen Ergebnisse wurden daher die Ergebnisse unterei-
nander verglichen und der Kakaoschalengehalt bezogen auf das eingesetzte Kakaoprodukt be-
rechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 40 aufgefiihrt. Neben den analysierten Schokoladen wur-
den auch drei Kakaobutterproben analysiert, deren Ergebnisse ebenfalls in Tabelle 40 dargestellt

sind.

In erster Instanz wurden die Ergebnisse der analysierten Schokoladen miteinander verglichen.
Hierbei konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der eingesetzten Menge an Kakaoproduk-
ten und dem analysierten Kakaoschalengehalt detektiert werden. Es wurden jeweils vier Scho-
koladen mit ansteigendem Kakaoschalengehalt von zwei unterschiedlichen Herstellern analy-
siert (vgl. Tabelle 40; Hersteller 1 und 2). Hierbei konnte ein konsequenter Anstieg des Kakao-
schalengehaltes mit einer Erh6hung des eingesetzten Kakaoanteils detektiert werden. Als Aus-
nahme ist die Schokolade mit einem Kakaogehalt von 99 % anzusehen. Hier konnte mit einem
Kakaoschalengehalt von 5,42 % ein deutlich niedriger Wert, als fiir die Schokoladen mit einem
Kakaoanteil von 70 bzw. 85 % des gleichen Herstellers, bestimmt werden. Die Abnahme des Ka-
kaoschalenanteils bei dieser Schokolade konnte mit einer abweichenden Prozessfiihrung bei der
Herstellung oder dem Einsatz von hochwertigerer Ausgangsware erklart werden. Bei den vier
Schokoladen des Herstellers 1konnte der Zusammenhang eines erh6hten Kakaoschalengehaltes

mit steigendem Kakaoanteil bei allen Schokoladen erkannt werden.

Der detektierte Schalenanteil bei den Halb-, Edel- und Zartbitterschokoladen liegt in dem glei-
chen Konzentrationsbereich wie bei den analysierten Schokoladen der anderen Hersteller mit
einem entsprechenden Kakaoanteil. Bei den analysierten weifen Schokoladen und der Voll-
milchschokolade wurden deutlich niedrigere Gehalte detektiert. Dies kann ebenfalls durch den

niedrigeren Kakaoanteil begriindet werden.

Die identifizierten Schliisselmetaboliten aus der Kakaoschale gelangen als Anhaftungen, die
beim Schalprozess nicht abgetrennt wurden, in die Kakaomasse und uber diese beim Abpressen

aufgrund des lipophilen Charakters auch in die Kakaobutter. Daher konnten in den analysierten
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weillen Schokoladen, in denen keine Kakaomasse, sondern ausschlieBlich Kakaobutter einge-
setzt wird, die Schliusselmetaboliten der Kakaoschale nachgewiesen werden. Weiterhin wurde

in den analysierten Kakaobutterproben ein Kakaoschalengehalt von 8,30 % vorhergesagt.

Die berechneten Kakaoschalengehalte, bezogen auf das eingesetzte Kakaoprodukt, zeigen fiir
die Schokoladen der einzelnen Hersteller dhnliche Gehalte. Wahrend die eingesetzten Kakaopro-
dukte beim Hersteller 1einen Kakaoschalengehalt von ca.10 % aufweisen, konnten bei den Scho-
koladen des Herstellers 2 im Mittel ca. 7 % und bei dem Hersteller 6 11 % nachgewiesen werden.
Wahrend der detektierte Kakaoschalengehalt, bezogen auf die verwendeten Kakaoprodukte, bei
Betrachtung aller Werte eine starke Streuung aufweist, kann fiir die einzelnen Hersteller ein

Trend erkannt werden.

Sowohl die Korrelation zwischen den detektierten Kakaoschalengehalten als auch der Zusam-
menhang zwischen dem Kakaoschalengehalt in den verwendeten Kakaoprodukten und den Her-
stellern spricht fur die Plausibilitat der Messungen. Die analysierten Schokoladen wurden in ran-
domisierter Reihenfolge analysiert, sodass die Ergebnisse nicht auf die Analysereihenfolge zu-

rickzufihren sind.

Nachdem die Plausibilitat der Verhaltnisse zwischen den detektierten Kakaoschalengehalten be-
statigt werden konnte, galt es weiterhin die Hohe der detektierten Kakaoschalengehalt zu be-
werten. Zunachst erscheinen die analysierten Ergebnisse deutlich zu hoch auszufallen, da der
Grenzwert fur den Kakaoschalengehalt in Kakaomassen durch die Codex Alimentarius Kommis-
sion auf 5 %, bezogen auf die fettfreie Kakaotrockenmasse, festgelegt wurde. Da sich dieser Ge-
halt jedoch auf die fettfreie Kakaotrockenmasse bezieht und diese nur 40-45 % der Kakaomasse
ausmacht, reduziert sich der Grenzwert, bezogen auf die gesamte Kakaomasse, weiter auf einen
Wert von 2-3 % Kakaoschale. Wird dieser Grenzwert zur Bewertung der eingesetzten Kakaopro-
dukte in den analysierten Schokoladen herangezogen, lberschreitet ein Grof3teil der Schokola-

den den Grenzwert um mehr als das Dreifache.

Aus diesem Grund galt es, die Plausibilitat der Hohe der analysierten Kakaoschalengehalte zu
uberprufen. Hierflir wurden unterschiedliche, durch Projektpartner bereitgestellte, Kakaomas-
sen (KM) analysiert und die vorhergesagten Kakaoschalengehalte mit denen der Schokoladen
verglichen. Fur die Vorhersage wurde ebenfalls das PLS-R Modell der zweiten Kakaoschalen-Ka-
librierreihe verwendet. Die Ergebnisse der analysierten Kakaomassen sind numerisch in Tabelle

41 dargestellt.
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Tabelle 41: Vorhersage der Mittelwerte von Kakaomassenproben mithilfe des zweiten Modells.

Kakaomasse Kakaoschale [%] Herkunft
Kakaomasse 1 1,35 Dominikanische Republik
Kakaomasse 2 10,48 Panama
Kakaomasse 3 7,12 West Afrika
Kakaomasse 4 5,86 West Afrika
Kakaomasse 5 1,22 Ecuador
Kakaomasse 6 443 Ecuador
Kakaomasse 7 13,05 Westafrika
Kakaomasse 8 11,38 Ecuador
Kakaomasse 9 6,00 Ecuador
Kakaomasse 10 12,13 Mischung
Kakaomasse 11 10,37 Mischung
Kakaomasse 12 7,7 Panama

Die vorhergesagten Kakaoschalengehalte der analysierten Kakaomassen streuen in einem Be-
reich von 1,22 % fuir die KM 5 und 13,05 % fiir die KM 7. Neben der Herkunft standen keine weite-
ren Informationen zu den KM zu Verfligung. Einen Zusammenhang zwischen einem bestimmten
Kakaoschalengehalt und der Herkunft der Proben konnte nicht beobachtet werden. Sowohl in
den Proben aus West Afrika, als auch in denen aus Ecuador konnten sehr niedrige (KM 4 und 5)
und sehr hohe Gehalte detektiert werden (KM 7 und 8). Die Analysen wurden in randomisierter
Reihenfolge und als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Obwohl fur die vorliegenden Kakao-
massen keine Informationen zum Kakaoschalengehalt vorlagen, konnen die erhaltenen Ergeb-
nisse dennoch zur Bewertung der Plausibilitat der Hohe des Kakaoschalengehaltes in den Scho-
koladen herangezogen werden. Die Ergebnisse der KM 4-6 und 9 zeigen, dass bei der Analyse von
KM, die fiir die konventionelle Herstellung von Kakaoprodukten eingesetzt werden, Schalengeh-

alte von 6 % und kleiner detektiert werden kdonnen.

Bei der Analyse der Schokoladen wurde meist ein deutlich hoherer Kakaoschalengehalt detek-
tiert. Die hohen detektierten Gehalte lassen die Vermutung zu, dass die Kalibrierung durch die
verwendete Kakaoschalenverdiinnungsreihe fir alle analysierten Proben einen gleichmaRigen
zu hohen Schalengehalt vorhersagt. Die Plausibilitat der relativen Gehalte zwischen den analy-

sierten Schokoladen konnte bereits bestatigt werden. Durch die Analyse der KM konnte jedoch
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gezeigt werden, dass bei KM, die durch marktiibliche Verfahren hergestellt wurden, ein Kakao-
schalengehalt von kleiner als 6 % und sogar von lediglich 1,22 % nachgewiesen werden konnte.
Durch diesen Nachweis konnte auch die Plausibilitat der Hohe des vorhergesagten Schalenan-
teils bestatigt werden, da anhand des Modells auch Kakaoschalengehalte fiir KM detektiert wer-

den konnten, die unter dem festgelegten Grenzwert liegen.

Die detektierten Ergebnisse lassen begriindet auf einen deutlich zu hohen Kakaoschalengehalt
in den analysierten Schokoladen schliefen. Um die Aussagekraft der Methode in Bezug auf die
analysierten Schokoladen weiter zu erhohen sollte eine Matrixvalidierung fiir die unterschiedli-
chen Schokoladensorten durchgefiihrt werden. Starke Matrixeffekte sind jedoch ausgehend von
den anderen Zutaten in Schokoladen nicht zu erwarten. Neben der Kakaomasse ist Zucker, ein-
gesetzt als Saccharose, der zweite Hauptbestandteil von Schokoladen.® Es ist nicht zu erwarten,
dass ein erhohter Zuckergehalt in der Matrix zu einer Verfalschung der Analysenergebnisse
fuhrt, dadurch die unpolare Extraktion die polaren Zucker nicht mit extrahiert werden und somit

auch keine Matrixeffekte bei der Analyse hervorgerufen werden kénnen.

Fur eine weitere Prifung sollten mehrere Schokoladenproben aus unterschiedlichen Chargen
analysiert werden, um die Ergebnisse vergleichen zu konnen. Bei den analysierten Proben konnte

es sich aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs um AusreiRer handeln.

53.14 Uberpriifung der Reichweite des linearen Arbeitsbereichs der TNP Methode
Zusatzlich zu den Kalibrierungsreihen zwischen 0 und 10 % wurden Proben mit einem Schalen-
gehalt zwischen 0 % und 100 % in 10 bzw. 20 % Schritten hergestellt und analysiert, um die line-
are Abhangigkeit der Schliisselmetaboliten auBerhalb des zuvor untersuchten Konzentrations-
bereiches uberpriifen zu konnen. In Abbildung 60 ist das PLS-R Modell fiir den Kakaoschalengeh-
alt von 0 —100 % dargestellt.
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Abbildung 60: PLS-R Modell fiir den Kakaoschalengehalt im Konzentrationsbereich von 0 —100 %.

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, liegt flir den gesamten Konzentrationsbereich von 0 —
100 % Schale eine Linearitat vor. Dies konnte durch den Linearitatstest nach MANDEL fuir alle Me-
taboliten bestatigt werden. Das Bestimmtheitsmal3 der Regressionsgerade liegt bei 0,99. Durch
eine entsprechende Kalibrierung kann der Kakaoschalengehalt tiber den gesamten moglichen
Konzentrationsbereich vorhergesagt werden. Wahrend die Eignung der Methode fuir den in Ka-
kaomassen relevanten Konzentrationsbereich in diesem Kapitel bereits erklart wurde, kann die
Methode aufgrund des weiten linearen Arbeitsbereichs auch fur andere Fragestellungen der

Qualitatssicherung verwendet werden.

Die bei der Herstellung von Kakaoprodukten anfallende Kakaoschale wird als Viehfutter, Dlinge-
mittel oder zur Gewinnung von Theobromin verwendet (vgl. 3.1).> % Durch die entwickelte Me-
thode kann dieser Nebenstrom der Kakaoindustrie liberwacht werden. Zusammen mit der Ka-
kaoschale werden auch Pulpareste, Sand und andere Kontaminationen beim Sichten der gebro-
chenen Kakaobohnen aus dem System entfernt, welche als Kontamination und qualitatsmin-
dernd einzustufen sind. Durch die Bestimmung des Kakaoschalenanteils bei dem aus dem Sys-

tem entfernten Gemisch kann die Qualitat des Nebenstroms bewertet werden.

Weiterhin kénnte die Methode zur Uberwachung des Sichtungsprozess eingesetzt werden. Soll-

ten fur die Verarbeitung saubere Bohnen mit einem geringen Anteil an Fremdbestandteilen
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verwendet werden, kann die Methode weiterhin zur Uberpriifung des Abtrennungsprozesses
zwischen der Kakaoschale und des Kakaokerns eingesetzt werden. Durch die Methode kann der
Kakaoschalenanteil und durch Differenzrechnung somit auch der Kakaokernanteil in dem Aus-
schuss bestimmt werden. Durch die Kenntnis Giber den Kakaokernanteil in der entfernten Kakao-
schale kann eine Optimierung der Abtrennung, hinsichtlich eines minimalen nachweisbaren Ka-

kaokernanteils, erfolgen.

5.4 Methodenvergleich

Bereits in Abschnitt 3.2.3 wurden die in einem Zeitraum von tber einem Jahrhundert entwickel-
ten Nachweisverfahren fiir die Bestimmung des Kakaoschalenanteils aufgefiihrt. Die friihen
Nachweisverfahren beruhen auf gravimetrischen und mikroskopischen Verfahren, die aufgrund
der Weiterentwicklung der Walzenwerke und der dadurch feineren Vermahlung des Kakaos an
Aussagekraft eingebiit haben.* Die als Merkmale fiir den mikroskopischen Nachweis herange-
zogenen Sklereiden und Schleimzellen werden durch die feineren Walzenwerke oftmals bei der
Weiterverarbeitung so stark zerstort, dass lediglich Bruchteile dieser Merkmale unter dem Mik-
roskop nachgewiesen werden konnen und somit die Aussagekraft der Methoden stark reduziert
wird. Die feinere Vermahlung des Kakaos wirkt sich ebenfalls negativ auf die unterschiedlichen
gravimetrischen Methoden, auch als Schlemmmethoden bezeichnet, aus. Durch die feinere Ver-
mahlung lassen sich die Schalenbestandteile nicht quantitativ abtrennen und gravimetrisch be-
stimmen. Weiterhin wurden fir die Vorhersage des Schalengehalts bei der Schlemmmethode
Tabellenwerke fur die Umrechnung von dem gravimetrisch bestimmten Anteil auf den Kakao-
schalengehalt benotigt.?”' Die als Grundlage verwendeten Tabellenwerke miissten jedoch auf
den Vermahlungsgrad der Proben angepasst werden, um eine valide Aussage tUber den Kakao-
schalengehalt zulassen zu konnen. Durch die Weiterentwicklung der Verarbeitungsapparaturen
sind die friithen entwickelten Nachweisverfahren nicht mehr in der Lage, eine valide Aussage

uber den Kakaoschalengehalt in Kakaoprodukten zu treffen.

Die auf Grundlage der Arbeiten von FINCKE und SACHER entwickelte Blauwertmethode stellt ein,
nach vorangegangener Derivatisierung, photometrisches Nachweisverfahren der vornehmlich
in der Kakaoschale enthaltenen Fettsauretryptamide dar. Bereits 1963 konnte gezeigt werden,
dass zwei Verbindungen, welche durch spatere Nachweise als Behensauretryptamid und Lig-
nocerinsouretryptamin identifiziert werden konnten, in deutlich héherer Konzentration in der

Kakaoschale als im Kakaokern vorkommen. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass neben
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den bereits beschriebenen Fettsauretryptamiden drei weitere Verbindungen dieser Substanz-
klasse identifiziert werden konnten, die fur den Kakaoschalennachweis herangezogen werden
konnen. Bei der photometrischen Nachweismethode handelt es sich um einen nicht selektiven
Nachweis, der, obwohl zuerst angenommen, lediglich die Verbindungen Behensauretryptamid
und Lignocerinsouretryptamid umfasst, auch die anderen in dieser Arbeit nachgewiesen Verbin-
dungen dieser Stoffklasse mit erfasst. Neben den Fettsauretryptamiden wird mit diesem Nach-
weisverfahren auch die Stoffklasse, der ebenfalls in dieser Arbeit identifizierten Fettsaure-5-hyd-
roxy-tryptamide nachgewiesen. Die beiden Substanzklassen unterscheiden sich ausschlieBlich
in der Hydroxylgruppe am aromatischen System. Furr die Derivatisierung spielt dieser zusatzliche
Substituent an dieser Position des aromatischen Systems des Indols keine Rolle. Pindur et al.
konnte zeigen, dass p—(a-dimethylamino)benzaldehyde mit allen Indolderivaten reagiert, die an
der zweiten Position des Ringsystems keinen Substituenten aufweisen.?”2 Das Absorptionsmaxi-
mum der derivatisierten Fettsaure-5-Hydroxy-tryptamide verschiebt sich, bedingt durch den Ba-
thochromen-Effekt der Hydroxylgruppe, geringfligig in den langerwelligen Bereich der elektro-
magnetischen Strahlung. Trotz der leichten Verschiebung des Absortionsmaximums im Ver-
gleich zu den Fettsauretryptamiden werden die Fettsaure-5-hydroxy-tryptamide ebenfalls bei
der Blauwertmethode erfasst. Durch die fehlende Selektivitat der photometrischen Nachweis-
methode werden durch die Blauwertmethode 11 der in dieser Arbeit identifizierten Schllisselme-
taboliten nachgewiesen. Es ist allerdings nicht auszuschlie8en, dass auch weitere Verbindungen
durch die beschriebene Methode miterfasst werden, deren Anwesenheit bis dato noch nicht
nachgewiesen werden konnte. Bei der Blauwertmethode werden diese Verbindungen als Sum-
menparameter erfasst, sodass der Einfluss derjenigen Verbindungen mit einem kleineren abso-
luten Gehalt deutlich geringer ausfallt als derer mit einer hohen Konzentration. Als groRe Nach-
teile dieser Methode sind die geringe Anwendungsbreite und der grol3e Einfluss der Durchfiih-
rung der Derivatisierung auf die Farbintensitat zu nennen.?® Aufgrund der photometrischen De-
tektion kénnen anhand dieser Methode lediglich Produkte analysiert werden, die eine geringe
Eigenfarbung aufweisen. Die Blauwertmethode kann daher lediglich fiir die Analyse von Kakao-

butter und nicht fiir Kakaomassen, Kakaopulver oder Schokoladen verwendet werden.?

Als Weiterentwicklung der Blauwertmethode kann die Nachweismethode von Behensauretryp-
tamid und Lignocerinsauretryptamid mittels HPLC von Miinch et al. angesehen werden.* Bei
dieser Methode werden die Analyten mittels Fluoreszensdetektor nachgewiesen, der sich auf-
grund der festgelegten Anregungs- und Emissionswellenlange durch eine hohe Selektivitat aus-

zeichnet. Durch das veranderte Detektionsverfahren lassen sich anhand der entwickelten
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HPLC-Methode nicht nur Kakaobutter, sondern auch alle anderen Kakaoerzeugnisse analysieren.
Wahrend bei der Blauwertmethode alle Verbindungen der Fettsauretryptamide und der
5-Hydroxy-Fettsauretryptamide erfasst werden, werden bei der HPLC-Methode lediglich Behen-
sauretryptamid und Lignocerinsauretryptamid erfasst, die jedoch mengenmaRig den grof3ten
Anteil der Stoffklasse ausmachen. Als Vorteil dieser Methode ist der getrennte und selektive
Nachweis dieser Verbindungen zu nennen. Wahrend bei der Blauwertmethode alle Analyten als
Summenparameter detektiert werden, findet bei der HPLC-Methode eine unabhangige Detek-
tion der beiden Analyten statt, sodass der erhaltene Kakaoschalengehalt von zwei Variablen be-
schrieben wird. Als Negativum der HPLC-Methode kann die lange Aufarbeitungsdauer aufge-
fasst werden. Bei der Probenvorbereitung und Extraktion wird eine 15-miniitige Kaltextraktion
gefolgt von einer 10-mindtigen Zentrifugation und einer Festphasenextraktion durchgefiihrt.
Insbesondere die Festphasenextraktion, die einen Konditionnierungs-, Spuhl- und Elutions-
schritt umfasst, stellt einen erheblichen zeitlichen Aufwand dar. Weiterhin muss das Losungs-
mittel der Elutionslésung von der Festphasenextraktion entfernt werden und der Riickstand an-

schlieBend erneut aufgenommen werden, um fiir die Analyse eingesetzt zu werden.>*

Durch einen multiparametrischen Ansatz flir den Nachweis der Kakaoschale lasst sich die Ro-
bustheit und Validitat der Nachweismethode erhéhen. Aufgrund von potenziell unterschiedli-
chen Konzentrationen der nachgewiesen Analyten, abhangig von unterschiedlichen Herkiinften,
Erntejahren und Prozessierungsstufen der Proben, kann das resultierende Ergebnis fehlerbehaf-
tet oder ungenau sein. Wird jedoch eine Vielzahl an Verbindungen fur den Nachweis herangezo-
gen steigt die Wahrscheinlichkeit, dass sich die Unterschiede zwischen den Konzentrationen der
einzelnen Analyten und der unterschiedlichen Herkiinfte, Erntejahre und Bewirtschaftungsbe-
dingungen nivellieren und eine robuste Vorhersage liber den Kakaoschalengehalt getroffen wer-

den kann.

Dieser Ansatz war der Grundstein fiir die vorliegende Arbeit, bei der durch den non-targeted
Metabolomics Ansatz eine moglichst groBe Anzahl an Verbindungen identifiziert werden sollte,
die als Schliisselmetaboliten fiir den Kakaoschalengehalt herangezogen werden konnen. Die in
der vorliegenden Arbeit entwickelte targeted Methode umfasst neben Behensauretryptamid
und Lignocerinsouretryptamin 13 weitere Schliisselmetaboliten und stellt somit eine robuste
und valide Nachweismethode fiir den Kakaoschalengehalt dar. Die Vorhersagegiite dieser Me-
thode wurde bereits ausfiihrlich in Abschnitt 5.3 diskutiert und als sehr hoch und valide einge-

stuft.
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Neben dem Hauptkriterium, der Vorhersagegtuite, kann eine weitere Bewertung der unterschied-
lichen Methoden anhand der Durchfiihrbarkeit, dem zeitlichen und finanziellen Aufwand und
der benotigten apparativen Ausstattung erfolgen. Die Ergebnisse dieser Bewertungskriterien
sind in der Tabelle 42 durch eine farbliche Skalierung aufgefiihrt. Eine rote Farbung steht fir eine
schlechte, eine gelbe fiir eine mittlere und eine griine Farbe fiir eine vollstandige Erflllung der

Bewertungskriterien.

Tabelle 42: Tauglichkeit unterschiedlicher Methoden fiir den Kakaoschalennachweis #4730, 87. 224

Bewertungs- Gravimetri- Mikroskopi- Blauwert Me- | HPLC-Trypta- | Metabolomics

kriterien sche Metho- sche Metho- thode mid Methode Methode
den den

Vorhersage-

gute

Zeitaufwand

Chemikalien-

einsatz

Apparative
Ausstattung

Anwendbar-
keit auf Kakao-

produkte

Bei der Interpretation der Bewertungskriterien ist zu berticksichtigen, dass das Bewertungskrite-
rium der Vorhersagegiite eine Ubergeordnete Rolle einnimmt. Eine Erfullung dieses Kriteriums

ist obligatorisch fiir die Eignung der Methode fiir den Kakaoschalennachweis.

Diein der vorliegenden Arbeit entwickelte Methode konnte bei fast allen Kriterien, insbesondere
bei dem obligatorischen Bewertungskriterium der Vorhersageglite, sehr gut Ergebnisse erzielen.
Fur die entwickelte Methode wird sowohl ein MS-System in Form eines QqQ-Massenspektrome-
ter als auch ein HPLC-System bendtigt. Diese Systeme finden in der Routineanalytik bereits ein
breites Anwendungsspektrum, sind aber in den meistens sehr kleinen Laboren zur Qualitatssi-
cherung in den Herstellungsbetrieben nicht vorhanden. Daher konnte die entwickelte Methode
als einziges Bewertungskriterium die Anforderungen an die bendtigte apparative Ausstattung

nur teilweise erfullen.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die neu entwickelte Methode, basierend auf ei-
nem Metabolomics Ansatz, die besten Ergebnisse fiir die Bewertungskriterien aufweist. Wah-
rend alle anderen Methoden deutliche Defizite, wie eine schlechte Vorhersagegiite oder einen
sehr hohen zeitlich Aufwand, aufzeigen, zeichnet sich die entwickelte Methode durch eine aus-
gezeichnete Eignung fiir den Kakaoschalennachweis bei entsprechender apparativer Ausstat-

tung aus.
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5.5 Fazit

Das Ziel der Identifizierung von Schliisselmetaboliten und Schliisselmetabolit-Gruppen fiir den
Kakaoschalennachweis in Kakaoprodukten und die Entwicklung einer targeted Methode fiir den
schnellen und kostengtinstigen Nachweis des Kakaoschalengehaltes in unterschiedlichen Ka-
kaoprodukten konnte erfiillt werden. Mit der entwickelten multiparametrischen Methode kann
der Kakaoschalengehalt unabhangig der Herkunft, dem Erntejahr sowie weiteren Probenmerk-
malen, wie der Sorte oder den Bewirtschaftungsbedingungen, mit einer Abweichung von ca.1%
Kakaoschale nachgewiesen werden. Die Konzentrationsunabhangigkeit der Schliisselmetaboli-
ten gegenuber unterschiedlichen Rosttemperaturen, Fermentationen und unterschiedlichen
Herkuinften, Erntejahren, Kakaosorten oder Bewirtschaftungsbedingungen konnte valide darge-
legt werden. Durch die Einsetzbarkeit der Methode flir unterschiedliche Kakaoprodukte, wie Ka-
kaopulver, -massen, -butter und Schokoladen, kann die gesamte Wertschopfungskette mit der
entwickelten Methode tberwacht werden und die jeweiligen Herstellungsschritte im Sinne ei-
ner guten Prozessfuhrung und einem geringen Kakaoschalengehalt optimiert werden. Mit der
entwickelten Methode steht den Einkdufern von Halbfabrikaten aus den Anbaulandern eine leis-
tungsfahige Methode zur Uberpriifung der Produktqualitat hinsichtlich des Kakaoschalengehal-
tes zur Verfligung. Neben der Wareneingangskontrolle und der Moglichkeit, die Optimierung der
Proessfuhrung Gberwachen zu konnen, kann die Methode auch zur Aufdeckung von Food Fraud
eingesetzt werden. Es konnen bewusste oder unbewusste Streckung von Kakaoprodukten mit
der kostenglinstigeren Kakaoschale im Sinne der Gewinnmaximierung uberwacht und aufge-

deckt werden.

Zusatzlich zu der Moglichkeit, die Qualitat unterschiedlicher Kakaoprodukte zu tiberwachen, eig-
net sich die Methode aufgrund des weiten linearen Arbeitsbereichs auch zur Qualitatskontrolle
von Kakaoschalenprodukten. Zu diesen Produkten zahlen Kakaoschalentee, Dungemittel oder
der Einsatz von Kakaoschalen als Substrat fur die Theobromingewinnung. Neben der Kakao-
schale werden beim Brechen und Sichten der Kakaobohnen auch weitere organische oder anor-
ganische Anhaftungen wie Pulpareste oder Sand zusammen mit der Kakaoschale aus dem Sys-
tem entfernt und gesammelt. Um den Kakaoschalengehalt, der in dieser Mischung den wertge-
benden Bestandteil ausmacht, bestimmen zu konnen, kann die entwickelte Methode herange-

zogen werden.
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Bei der Methodenoptimierung wurden sowohl die unterschiedlichen Bereiche der Probenvorbe-
reitung als auch die Extraktion und die Analyse der Proben anhand bereits zuvor definierter po-
tenzieller Schalenschliisselmetaboliten, der chromatographischen Auflésung und der Anzahl an
detektierbaren Verbindungen optimiert. Weiterhin wurde der Fokus der Optimierung auch auf
eine moglichst schnelle und einfache Durchfiihrbarkeit gelegt. Analog zur entwickelten targeted
Methode kann die non-targeted Analyse einer Probe in weniger als 45 Minuten, inklusive der Ex-
traktion, durchgefiihrt werden. Durch die umfangreiche Methodenoptimierung der non-tar-
geted Methoden konnte die Anzahl an detektierbaren Verbindungen sowohl fiir die Kakaoschale
als auch fiir den Kakaokern um mindestens 800 Verbindungen, bis hin zu 1100 Verbindungen
erhoht werden. Durch die héhere Anzahl an detektierbaren Verbindungen konnte die Wahr-
scheinlichkeit potenzielle Schliisselmetaboliten fiir den Kakaoschalennachweis zu identifizieren
deutlich erhoht werden. Im Fall der NTNP Methode, anhand welcher die definierten Schliissel-
metaboliten identifiziert wurden, konnte die Anzahl an detektierten Verbindungen um ca. ein

Drittel erhoht werden.

Neben der sehr guten Vorhersagegtte zeichnet sich die entwickelte Methode durch eine kurze
Analysendauer und durch eine geringe Menge an bendtigten Chemikalien aus. Fir den Nachweis
einer Probe wird in der Summe nur ca. 15 mL Loésungsmittel fur die Extraktion und die Analyse

(inklusive Laufmittel) benotigt.

Die erzielte Leistungsfahigkeit und das sehr gute Abschneiden im Sinne der weiteren definierten
Bewertungskriterien (Zeitaufwand, Chemikalieneinsatz, apparative Ausstattung und Anwend-
barkeit auf unterschiedliche Kakaoprodukte) zeigt, dass die entwickelte Methode ein grof3es Po-

tential zur Etablierung in der Routineanalytik fuir den Kakaoschalennachweis besitzt.
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5.6 Ausblick

Im Zuge des Entwicklungsprozesses der targeted Methode konnte der Schlusselmetabolit a-
Tocopherolmyristat nicht mehr in ausreichend hoher Intensitat nachgewiesen werden, sodass
diese Verbindungen bei der Berechnung der Regressionsmodelle nicht berticksichtigt wurde. Da
diese Verbindung bei der Analyse entsprechender Kakaoschalen-Kalibrierreihen mit der non-tar-
geted Methode sehr gute Ergebnisse geliefert hat, ist davon auszugehen, dass der Intensitats-
verlust durch die Umstellung der Extraktion oder durch eine geringere Sensitivitat des QqQ-Mas-
senspektrometers zu erklaren ist. Bei einer Etablierung der Methode in der Routineanalytik sollte
angestrebt werden, diese Verbindung bei der Verwendung sensitiverer Massenspektrometer, er-

neut in die Liste der Schlisselmetaboliten aufzunehmen.

Fur die Kalibrierung und die Erstellung der Regressionsmodelle in Form von PLS-R Modellen
wurde bisher eine eigens hergestellte Kakaoschalen-Kalibrierreihe verwendet. Aufgrund der li-
mitierten Homogenitat der hergestellten Kakaoschalen-Kalibrierreihe musste fiir die Erstellung
eines robusten Regressionsmodells jeder Kalibrierpunkt in einer Mehrfachbestimmung analy-
siert werden, damit sich die Streuung der einzelnen Werte nivelliert. Dieses Verfahren wurde in
dieser Form durchgefiihrt, da nicht fiir alle verwendeten Schliisselmetaboliten die entsprechen-
den Standardsubstanzen erworben werden konnten. Fiir eine weitere Verbesserung der Vorher-
sagegute und die Moglichkeit einer absoluten Quantifizierung der Schliisselmetaboliten sollten
die entsprechenden Standardsubstanzen und fir jede Substanzklasse mindestens eine isoto-
penmarkierte Verbindung als interner Standard erworben werden. Auf diese Weise ist die Her-
stellung der Kakaoschalen-Verdunnungsreihe tberfliissig und die Kalibrierung des Systems kann
anhand der Standardsubstanzen erfolgen. Die Umstellung der Kalibrierung auf die entsprechen-
den Standardsubstanzen misste jedoch mit der Erstellung entsprechender Tabellenwerke und
Umrechnungsfaktoren von den analysierten Konzentrationen der Schliisselmetaboliten zu dem
entsprechenden Kakaoschalengehalt einhergehen. Dennoch ist die Kalibrierung anhand der
Standardsubstanzen im Sinne der Qualitatssicherung, leichteren Durchfiihrbarkeit und der Pra-
zision der entwickelten Methode erstrebenswert und fir die Etablierung der Methode in der

Routineanalytik von Dienstleistungslaboren obligatorisch.

Sofern fiir alle Schliisselmetaboliten die entsprechenden Standardsubstanzen vorliegen, sollte
die Methodenvalidierung mit allen Verbindungen wiederholt werden. Weiterhin sollte eine Mat-

rixvalidierung fur alle relevanten Kakaoprodukte durchgefiihrt werden.
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Obwohl die Stabilitat und Konzentrationsunabhangigkeit der identifizierten Schltisselmetaboli-
ten durch die gewahlten Bewertungskriterien gezeigt werden konnten, gilt es auch weiterhin die
Stabilitat dieser Verbindungen zu uberwachen. Weiterentwicklungen in Form von abweichen-
den Rostungen, Fermentationen, neuen Hybridsorten oder neu erschlossenen Anbaugebieten
und Bewirtschaftungsformen kénnen Auswirkungen auf die Konzentration der Schliisselmeta-
boliten haben und somit direkt auf die Anwendbarkeit der entwickelten Methode. Auch die Ver-
anderung der klimatischen Bedingungen stellt ein weiteres Risiko fiir die Konzentrationsunab-
hangigkeit der Schliisselmetaboliten gegentber den Einflussfaktoren dar, weshalb ein standiges
Monitoring bezuglich der Konzentrationsunabhangigkeit der Schllisselmetaboliten durchge-

fuhrt werden sollte.

Der Pool an identifizierten Schliusselmetaboliten sollte durch fortlaufende Analysen stetig erwei-
tert werden, um den Umfang des multiparametrischen Ansatzes weiter zu erh6hen und somit
auch die Robustheit der Methode. Die Anzahl der Schliisselmetaboliten konnte durch die Analyse
der unpolaren Extrakte im negativen lonenmodus, welche aufgrund der geringen Anzahl an Sig-
nalen im Zuge dieser Arbeit nicht weiterverfolgt wurde, erganzt werden. Durch die Moglichkeit
von data fusion konnen weitere Schlusselmetaboliten, welche mit anderen Analysetechniken
wie der der GC-MS oder NMR-Spektroskopie detektiert werden konnen, mit den bereits identifi-
zierten Metaboliten zusammengefiihrt werden und so den multiparametrischen Ansatz weiter

vergrofdern.
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6 Material und Methoden

Eine Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerate, Software und Chemikalien be-
findet sich im Anhang in Abschnitt 8.2. Wird im Folgenden von ,Wasser“ gesprochen, so ist stets
durch das Wasseraufbereitungssystem Direct-Q” UV gereinigtes reinst Wasser gemeint, sofern

nicht anders angegeben.

6.1 Probenmaterial

6.11 Kakaoproben
Die verwendeten Kakaoproben, welche sich hinsichtlich ihrer Herkuinfte, Erntejahre und Anbau-
arten unterscheiden, wurden von verschiedenen Projekt- und Industriepartnern bereitgestellt.
Der akquirierte Kakaoprobenpool umfasst 90 unterschiedliche Proben. Neben den bereits auf-
gefuhrten Probenmerkmalen waren zum Teil zusatzliche Informationen, wie die Charge und die
Sorte, bekannt. Neben 60, iberwiegend aus den Hauptanbaulandern stammende fermentierten
Kakaobohnen, konnten zudem drei nicht-fermentierte Proben aus Panama akquiriert werden
(vgl. Abbildung 61). Die restlichen Proben setzten sich aus gerosteten Kakaonibs, Kakaomassen
und Schokoladen zusammen, welche als handelslibliches Probenmaterial zur Kontrolle der ent-

wickelten Methode dienen sollte.

Fur die eindeutige Identifizierung der Kakaoproben wurden die Proben mit einem universellen
Code versehen (vgl. Abschnitt 6.1.2). In Tabelle 55 ist eine vollstandige Auflistung der akquirierten
Kakaoproben aufgefiihrt.

Probenanzahl

10 -

-~

Abbildung 61: Geographische Herkunft der akquirierten Kakaobohnenproben.
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6.1.2  Kennzeichnung der Kakaoproben
Die Kakaoproben wurden mit Hilfe eines Codes benannt, welcher Informationen tber Erntejahr,
Herkunftsland, Sorte, Anbauart, Probenform und eine fortlaufende Nummer beinhaltet. So sind
die Informationen jeder Probe eindeutig zusammengefasst. Der Beschriftungscode ermoglicht
eine sofortige Identifizierung jeder Probe zusammen mit den relevanten Informationen. In Ab-
bildung 62 ist der Beschriftungscode beispielhaft fiir eine ghanaische Probe gezeigt. In Tabelle
56 ist die Aufschliisselung des Beschriftungscodes aufgefiihrt.

Erntejahr: Sorte: Anbauart:
2017 Nicht angegeben Nicht-Bio
[16 _ GH _ NA _ 001 _ NB _ KB |
Land: fortlaufende Probenform:
Ghana Probenummer Kakaobohne

Abbildung 62: Beschriftungscode einer Kakaoprobe.

6.2 Probenvorbereitung

Der Workflow des durchgefiihrten Metabolomics Experiments ist schematisch in Abbildung 63
dargestellt.

- 145°C fur 30 Minuten
Rostung

- Manuell mit Skalpell
Schalen

. - Messermiihle mit Trockeneis
Homogeni-

sierung

. - 48 Stunden bei 0,1 mbar
Gefrier-

trocknung - Lichtausschluss

- Polare und Unpolare Extraktion

Extraktion
- Zellaufschluss und Zentrifugation

- targeted und non-targeted Analyse

Analyse

Abbildung 63: Schematische Darstellung des Workflows ausgehend von fermentierten Kakaoproben bis
zur Analyse.

Die optimierten Arbeitsablaufe der Probenvorbereitung sind in den Anschnitten 6.2.2 bis 6.2.7

aufgeflihrt. Bei allen Aufarbeitungsschritten wurde der direkte Kontakt des Probenmaterials
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durch Tragen von Handschuhen verhindert, um eine Kontamination auszuschlie3en. Bei allen
Schritten wurde die Temperatur der Extraktionslésung auf ein Maximum von 4 °C reduziert, um

eine Veranderung des Metaboloms wahrend der Aufarbeitung zu verhindern.

6.2.1 Lagerung
Die Proben wurden nach dem Eingang katalogisiert, mit dem Beschriftungscode versehen, in Ge-
frierbeutel Gberfiihrt und bei -80 °C bis zur Probenvorbereitung gelagert. Von jeder Probe wurde

mindestens 1kg akquiriert.

6.2.2 RoOstung
Die Rostung der fermentierten Kakaobohnen wurde im labormafstab in einem Trockenschrank
durchgefuhrt. Es wurden ca. 120 g der tiefgefrorenen Kakaobohnen fiir eine Stunde bei Raum-
temperaturaufgetaut und anschlieBend auf einem mit Alufolie bedeckten Rost gleichmaRig ver-
teilt. Die Kakaobohnen wurden fiir 30 Minuten in einem auf 145 °C vorgeheizten Trockenschrank
gerostet. Nach der Rostung wurden die Proben auf Zimmertemperatur abgekihlt und luftdicht

bis zum Schalen gelagert.

6.2.3 Schalen
Die Kakaobohnen wurden manuell mit Hilfe eines Skalpells geschalt. Hierbei wurden lediglich
Fragmente weiterverwendet, die eindeutig entweder dem Kakaokern oder der Kakaoschale zu-
zuordnen waren. Der Keimling wurde im Folgenden zusammen mit der Kakaoschale homogeni-
siert. Nicht eindeutig zuzuordnende Bruchstuicke wurden verworfen, um eine Kreuzkontamina-
tion zu verhindern. Die Summe aus Kakaoschalen und Keimlingen wird in der vorliegenden Ar-

beit konsequent als Kakaoschale bezeichnet.

6.2.4 Homogenisierung
Die Homogenisierung der Kakaoschale und des Kakaokerns erfolgte unter Zugabe von Trocken-
eis in einer Messermtihle. Die optimierten Mahlprogramme fiir die Kakaokerne und Kakaoscha-
len sind in der Tabelle 57 aufgefiihrt. Das Mahlgut wurde jeweils mit Trockeneis auf eine Masse
von 500 g aufgestockt. Die erhaltenen Homogenisate wurden in Gefrierbeutel tberfiihrt und bei
-20 °C fur 24 Stunden zum Abdampfen des Trockeneis gelagert. Die Homogenisate wurden an-

schlieBend fur die Gefriertrocknung in 500 mL Rundkolben liberfiihrt.
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6.2.5 Gefriertrocknung
Die Homogenisate wurden unter Lichtausschluss bei 0,1 mbar fiir 48 h gefriergetrocknet. Die ge-
friergetrockneten Proben wurden auf jeweils zwei 50 mL Schraubdeckelréhrchen aufgeteilt und
in zwei unterschiedlichen Kiihleinheiten bei -80 °C gelagert. Jeweils eine Probe wurde als Riick-

stellprobe angesehen.

6.2.6 Herstellung der Kakaoschalen Kalibrierungsreihe
Zur Bestimmung des linearen Arbeitsbereichs der Schliisselmetaboliten und zur Erstellung der
Regressionsmethoden fiir die Kakaoschalenbestimmung mittels targeted Methode wurden drei

unterschiedliche Kakaoschalen-Kalibrierreihen hergestellt.

Fur den ersten Ansatz wurden die Kakaoschalen- und Kakaokernanteile direkt in ein 2 mL-Reak-
tionsgefald eingewogen, welches fur die Extraktion verwendet wurde. Der Konzentrationsbe-

reich der Schale sollte hier zwischen 0 - 8 % liegen.

Im zweiten Ansatz wurden Kakaokern- und Kakaoschalenmischungen mit definierten Ka-
kaoschalenanteilen in 5 g Ansatzen hergestellt. Daflir wurden eine definierte Menge an Kakao-
kern sowie Kakaoschale in einem 50 mL Schraubdeckelgefal? eingewogen und durch Schitteln
homogenisiert. AnschlieBend wurden hiervon jeweils 50 mg fur die Analyse verwendet. Die Kon-

zentration der Ansatze wurde in jeweils 1% Schritten von 0 bis 10 % gewahlt.

Analog zur zweiten Variante wurde eine weitere Kalibrierreihe im Kakaoschalen-Konzentrati-

onsbereich von 0 bis 100 % Kakaoschale hergestellt.

Die Einwaagen sowie die resultierenden Konzentrationen der Kakaoschale aller Ansatze sind in

Tabelle 81 bis Tabelle 83 aufgefuhrt.

6.2.7 Extraktion

6.2.7.1 NTP Extraktion
Es wurden 50 + 0,5 mg der Kakaokern- bzw. Kakaoschalen-Homogenisate in 2 mL-Reaktionsge-
fale mit Einmal-Kunststoff-Spateln eingewogen. Fur die polare Extraktion wurde im Anschluss
das Homogenisat mit zwei Stahlkugeln und 900 pL gekiihltem (4 °C) Methanol (+5 mM AAc) ver-
setzt und mit Hilfe eines Bead-Ruptors bei 3,1 m/s fiir 2 min dispergiert. Die Dispersion wurde
anschlielend fir die Proteinprazipitation 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurde 100 pL gekiihltes (4 °C) Wasser (+5 mM AAc) hinzugegeben und der Ansatz erneut bei 3,1

m/s fiir4 min fiir den Zellaufschluss im Bead-Ruptors behandelt. Nach dem Zellaufschluss wurde
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der Extraktionsansatz bei 14.800 rpm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit-
tels Einmal-Spritzen aufgenommen, membranfiltriert, in ein Glasvial berfiihrt und mit einer
Bordelkappe verschlossen. Sofern die Analyse nicht direkt nach der Extraktion erfolgt, wurden

die Proben bis zur Messung bei -20 °C gelagert.

6.2.7.2 NTNP Extraktion
Fiir die unpolare non-targeted Extraktion wurde dem eingewogenen Homogenisat (50 + 0,5 mg)
zwei Stahlkugeln und 1000 pL einer gekiihlten Extraktionslosung (2-Propanol/Chloroform (4:1;
v/v) + 20 mM AAc) hinzugefligt. Die Extraktion der unpolaren Metaboliten erfolgte mittels eines
Bead-Ruptors bei 3,1 m/s fiir 5min. Die Zentrifugation und Uberfiihrung der Extrakte wurde ana-

log zur polaren Extraktion durchgefiihrt.

6.2.7.3 TNP Extraktion
Fir die unpolare targeted Extraktion wurden den eingewogenen Proben (50 + 0,5 mg) zwei Stahl-
kugeln und 1000 pL einer gekiihlten Extraktionsldsung (2-Propanol/MTBE (7:3; v/v)) hinzuge-
fligt. Die Extraktion der unpolaren Metaboliten erfolgte mittels eines Bead-Ruptors bei 3,1 m/s
fir5min. AnschlieRend wurde ein weiterer Milliliter der Extraktionslosung hinzugefiigt, die Pro-
bengefaRe geschittelt und die Zentrifugation und Uberfiihrung der Extrakte analog zur polaren

Extraktion durchgefihrt.

6.3 Rostreihe

Zur Uberpriifung der thermischen Stabilitat der potenziellen Schliisselmetaboliten wurden Rést-
ansatze mit unterschiedlicher Rostdauer und Temperatur durchgefuhrt. Insgesamt wurden sie-
ben Rostansatze mit je 150 g Ausgangsmaterial (Probe Nr. 024) anhand der in Tabelle 43 aufge-

flhrten Temperaturen und Zeiten durchgefiihrt.

Abgesehen von den abweichenden Réstparametern wurden die Proben gemafd der Probenvor-
bereitung nach Abschnitt 6.2 behandelt. Die Analyse der Probenextrakte fand in einer randomi-
sierten Reihenfolge statt. Die Uberprifung der thermischen Stabilitat wurde sowohl fiir die po-

laren als auch fiir die unpolaren potenziellen Schliusselmetaboliten durchgefiihrt.

Tabelle 43: Rostdauer und Temperaturen der Rostreihe.

Rostansatz Temperatur [°C] ‘ Zeit [min]
Ansatz O ungerostet
Ansatz 1 165 15
Ansatz 2 165 25
Ansatz 3 165 35
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Rostansatz Temperatur [°C] Zeit [min]
Ansatz 4 130 15
Ansatz 5 130 30
Ansatz 6 130 45
Ansatz 7 200 40

6.4 Qualitatskontrolle

Die Robustheit und Stabilitat des flissigchromatographischen und massenspektrometrischen
Systems wurden durch die regelmaRig wiederholte Messung einer QC-Probe liberpruft. Fur die
QC-Probe wurden gleiche Teile randomisiert ausgewahlter Proben entsprechend Abschnitt 6.2
aufgearbeitet und fusioniert. Fur die Herstellung der QC-Proben wurden ungeschalte Proben un-
terschiedlicher Herkunft verwendet (Fortlaufende Probennummer: 001, 004, 007, 010, 011, 014,
017,020, 022 und 035). Es wurde jeweils eine QC-Probe fiir die NTNP und NTP Methode entspre-

chend dem Extraktionsprotokollen hergestellt.

6.5 Stammldsungen und Multistandards

Die verwendeten Stammldsungen sind in Tabelle 75, der Multistandard | in Tabelle 76, der Mul-
tistandard Il in Tabelle 77 und der Multistandard Il in Tabelle 78 dargestellt. Das Pipettierschema
fur die Grundkalibrierung ist in Tabelle 79 und fur die Matrixkalibrierung in Tabelle 80 abgebil-
det.

Die Lésungen zur Uberpriifung der Strukturaufklarung der Schliisselmetaboliten sind in Tabelle

44 aufgefihrt.

Tabelle 44: Losungen der Standardsubstanzen fir die Uberprifung der Strukturaufklarung.

Verbindung Konzentration [pM] Lésungsmittel
Behensauretryptamid 100 Isopropanol
Docosahexansaure-5-hydroxy- 100 Isopropanol
tryptamid
Stearinsaure-5-hydroxy-trypta- 100 Isopropanol
mid
16:0(2S-OH) Ceramide 100 Isopropanol
Dihydroceramide (d18:0/16:0) 100 Isopropanol
a-Tocopherol 100 Isopropanol
a-Tocopherolpalmitat 100 Isopropanol
Triolein 100 Isopropanol/Chloroform (1:1, v/v)
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6.6 Non-Targeted LC-MS Methoden; HPLC-ESI-QToF-MS
Die LC-ESI-QToF Methoden wurden zur Identifizierung der Schliisselmetaboliten verwendet. Fur
die flissigchromatographische Trennung wurde ein HPLC-System der Firma Thermo Scientific
(Dionex™ UltiMate™ 3000) und fiir die massenselektive Detektion ein Impakt™ der Firma Bru-
ker verwendet. Die optimierten Einstellungen des LC- und MS-Systems sind im Abschnitt 6.6.1
aufgefihrt.

6.6.1 NTNP Methode
Die Einstellungen des chromatographischen Trennsystems der NTNP Methode sind in Tabelle 45
und graphisch in Abbildung 64 aufgefihrt.

Tabelle 45: Chromatographiebedingungen der NTNP Methode.

Parameter Einstellung
Probentemperatur 20°C
Injektionsvolumen 5uL
Chromatographiesaule Accucore™ RP-MS Dim. (mm) 150 x 2,1; Particle Sz.
2,6 pm und Vorsaule
Saulenofentemperatur 40 °C
Eluent A Wasser + 10 mM AF
Eluent B 2-Propanol/ACN (3/2, v/v) + 10 mM AF
Gradient Zeit t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,0 35 65
2,0 35 65
4,0 15 85
8,0 0 100
21,0 0 100
21,1 35 65
25,0 35 65
vgl. Abbildung 64
Flussrate 0,35 mL/min
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Abbildung 64: Gradient der NTNP Methode.

Massenspektrometrisches System

In Tabelle 46 sind allgemeine Informationen zum massenspektrometrischen System und zur Ka-

librierung des Systems aufgefuihrt.

Tabelle 46: Informationen zur Kalibrierung und dem massenspektrometrischen System.

Parameter Einstellung
Spectra Rate THz
Massenbereich 60-1400 m/z
lonenquelle ESI
end plate voltage [V] 500 V
capillary voltage [V] 3500 V
Parameter lonenquelle dry gas Volumenstrom [L/min] 9L/min
nebulizer [bar] 4 bar
dry gas Temperatur [ °C] 200°C
Kalibrant Natriumformiat-Cluster
Segment 1 0 min - 21,2 min
Methodensegmente Segment 2 (Kalibriersegment) 21,2 min - 21,3 min
Segment 3 21,3 min —25 min
isCID Energy 0,0 eV
lonentransfer Set Hexapol RF 200 Vpp
Funnel TRF 300 Vpp
lon Energy Offset 5eV
Quadrupol Isolation Mass 60 m/z
Collision Cell Collision Energy 10 eV
Quench Time 5ms
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Parameter Einstellung
Collision cell RF 300 Vpp
Collision Cell transition time [ms] 80 ms
pre pulse storage [ms] 7ms
MS/MS Einstellungen (nur Modus autoMS/MS oder tar-
bei MS/MS Experimenten) geted MS/MS
Collision Energy 10-40 eV

6.6.2 NTP Methode

Fliissigchromatographisches System

In Tabelle 47 sind die chromatographischen Bedingungen der optimierten NTP Methode aufge-
flhrt. Der verwendete Gradient ist in Abbildung 65 graphisch dargestellt.

Tabelle 47: Chromatographie Bedingungen des ANP-Systems.

Parameter Einstellung
Probentemperatur 5°C
Injektionsvolumen 5puL
Chromatographiesaule Cogent Diamond Hydride™ Dim. (mm) 150 x
2,1; Cat. No.70200-15P-2; 2,2 pm 120 A und
Vorsaule
Saulenofentemperatur 50 °C
Eluent A Wasser + 0,1 % Essigsaure (HAc)
Eluent B Acetonitril + 0,1 % Essigsaure (HAc)
Gradient Zeit t [min] | Eluent A[%] | Eluent B [%]
0,0 0 100
2,0 0 100
4,0 20 80
9,5 20 80
12,0 100 0
15,8 100 0
16,0 0 100
20,0 0 100
vgl. Abbildung 65
Flussrate 0,6 mL/min
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Abbildung 65: Gradient der NTP Methode.

Massenspektrometrisches System

In der Tabelle 48 sind die optimierten Einstellungen des massenspektrometrischen Systems fur

die NTP positiv und negativ Methode aufgefuhrt.

Tabelle 48: Einstellungen des massenspektrometrischen Systems fiir die NTP positiv und negativ Me-

100 100
0 0
16,0 20,0

thode.
Parameter Einstellung

Spectra Rate THz

Massenbereich 60-1400 m/z

lonenquelle ESI
end plate voltage [V] +600 V
capillary voltage [V] 4000 V

Parameter lonenquelle dry gas Volumenstrom [L/min] 9L/min
nebulizer [bar] 5 bar
dry gas Temperatur [ °C] 250 °C

Kalibrant Natriumformiat-Cluster
Segment 1 0 min - 21,2 min

Methodensegmente Segment 2 (Kalibriersegment) 21,2 min - 21,3 min
Segment 3 21,3 min —25 min
isCID Energy 0,0 eV

lonentransfer Set Hexapol RF 200 Vpp
Funnel TRF 300 Vpp
lon Energy Offset 5eV

Quadrupol Isolation Mass 60 m/z

L Collision Energy 10 eV

Collision Cell Quench Time 5 ms

Collision cell RF 300 Vpp
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Parameter Einstellung
Collision Cell transition time [ms] 60 ms
pre pulse storage [ms] 5ms
MS/MS Einstellungen (nur Modus autoMS/MS oder tar-
bei MS/MS Experimenten) geted MS/MS
Collision Energy 10-40 eV

6.6.3 Kalibration
Die Kalibrierung der non-targeted Messungen im positiven und negativen lonenmodus erfolgte
mittels Natriumformiat-Cluster vor jeder Messreihe als Grundkalibrierung des Massenspektro-
meters und bei jeder durchgefiihrten Messung. Hierflir wurde im Segment 2 jeder Messung je-
weils 20 pL des Clusters lber eine Injektionsschleife zur Rekalibrierung der Datensatze in die lo-
nenquelle injiziert. Die Zufuhr des Custers erfolgte Uber eine Spritzenpumpe mit einer Flussrate
von 0,2 mL/h. Die Rekalibrierung der Datensatze nach den Messungen wurde mit der Software
DataAnalysis 4.1 durchgefiihrt. Die verwendeten Einstellungen fiir die Kalibration der verschie-

denen Methoden sind in Tabelle 58 aufgeflhrt.

6.6.4 Analyse der Probenextrakte
Die Probenextrakte wurden gemald Abschnitt 6.2 hergestellt und zur Analyse eingesetzt. Die Ex-
trakte wurden in einer Dreifachbestimmung in randomisierter Reihenfolge analysiert. Bei den
unpolaren Analysen wurde alle zehn und bei den polaren Analysen alle funf Messungen ein

Blank und eine QC-Probe zur Qualitatssicher gemessen.

6.6.5 Auswertung
Eine komplette Liste, der fur die Auswertung verwendeten Softwares, ist im Anhang in Tabelle

53 zusammengefasst.

Die Identifizierung potenzieller Metaboliten in den analysierten Datensatzen erfolgt anhand der
Feature Detection Funktion der Software DataAnalysis 4.1. Die verwendeten Einstellungen fur die

Identifizierung der Verbindungen der einzelnen Methoden sind in und Tabelle 59 aufgefiihrt.

Basierend auf den detektierten Features wurde als Grundlage fur die weitere multivariate Da-
tenanalyse und zur Identifizierung potenzieller Schllisselmetaboliten ein Bucket-Table mit der

Software ProfileAnalysis 2.1 erstellt.
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Die Bucket-Table fasst Informationen zur Retentionszeit, m/z und Signalintensitat der Features
in allen berticksichtigten Messungen zusammen. Die verwendeten Parameter zur Erstellung der

Bucket-Table und zur Erstellung der PCA-Modelle sind in Tabelle 60 aufgefiihrt.

Zur Uberprifung der analysierten Intensitaten wurde mittels der Software QuantAnalysis 2.1die
Signalflache der potenziellen Schliisselmetaboliten bestimmt und die erhaltenen Flachen unter-
schiedlicher Kakaoproben miteinander verglichen. Die Einstellungen zur Erstellung der Integra-

tionsmethode sind in der Tabelle 61 dargestellt.

6.6.6 ldentifizierung von Schlisselmetaboliten
Fur die Identifizierung der potenziellen Schliisselmetaboliten wurden PCA-Modelle und t-Tests
mithilfe der Software ProfileAnalysis 2.1 berechnet. Die Extraktion der Schlisselmetaboliten er-
folgte anhand der entsprechenden p-values und dem Average Ratios zwischen den definierten
Probengruppen der Kakaoschale und des Kakaokerns. Weiterhin wurden alle Verbindungen als
potenzielle Schllisselmetaboliten angesehen, die in den analysierten Kakaokernproben keine, je-
doch in den Kakaoschalenproben eine Intensitat aufweisen konnten. Alle so definierten poten-
ziellen Schlusselmetaboliten wurden zuerst auf ihre Temperaturstabilitat und bei erfolgreicher

Prifung anschlieBend auf alle weiteren Bewertungskriterien Gberprift.

6.6.6.1 Bewertungskriterien
Die identifizierten potenziellen Schliisselmetaboliten wurden anhand der folgenden fiinf Bewer-

tungskriterien beurteilt und deren Eignung als Schlisselmetabolit bewertet:

1. Die Temperaturstabilitat stellt ein obligatorisches Kriterium fiir die potenziellen
SchliisselImetaboliten dar. Als Schliisselmetaboliten gelten ausschlieBlich diese Verbin-
dungen, die nach der Rostung und nach Rostungen unterschiedlicher Intensitat noch mit
derselben Konzentration nachweisbar sind. Da unterschiedliche Hersteller oder Verarbei-
ter die Kakaobohnen auf verschiedene Weisen rosten und die entwickelte Methode un-
abhangig von der durchgeflihrten Rostung valide Ergebnisse erzielen soll, muss eine
Temperaturstabilitat der Schliisselmetaboliten gegeben sein. Zur Uberpriifung der Tem-
peraturstabilitdt wurde eine Rostreihe gemal Abschnitt 6.3 analysiert (Rostungskrite-

rium).

2. Fur einen validen und robusten Nachweis mussen die Metaboliten eine Konzentrati-
onsunabhangigkeit gegenuiber unterschiedlichen Probenmerkmalen aufweisen. Fiir die

Uberpriifung wurden Kakaobohnenproben unterschiedlicher Herkiinfte, Erntejahre und
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Sorten analysiert und die Konzentrationsabweichungen unter den unterschiedlichen

Proben anhand des Variationskoeffizienten bestimmt (GleichmaRigkeitskriterium).

3. Wie bei der Réstung wird auch die Fermentation nicht in allen Regionen identisch
durchgefihrt. Aufgrund der unterschiedlichen Fermentationstechniken sollte die Kon-
zentration der potenziellen Schlisselmetaboliten nicht durch den Fermentationsprozess
beeinflusst werden. Zur Uberpriifung dieses Kriteriums wurde die Konzentration der po-
tenziellen Schliisselmetaboliten in fermentierten und nicht fermentierten Proben uber-

prift und die Abweichung bestimmt (Fermentationskriterium).

4. Die potenziellen Schliisselmetaboliten sollen in moglichst geringer Konzentration in
den Kakaokernproben und in méglichst hoher in den Kakaoschalenproben nachweisbar
sein. Fir die Bewertung des Konzentrationsunterschiedes wurde der Quotient aus den
Signal-Rausch-Verhaltnissen (bestimmt mittels der Software QuantAnalysis 2.1) der Ka-

kaoschalen- und Kakaokernproben berechnet (Exklusivkriterium).

5. Die Konzentration der potenziellen Schliisselmetaboliten in der Kakaoschale sollte
moglichst hoch sein. Je hoher die Konzentration der Schlusselmetaboliten, desto sensiti-
ver kann die Kakaoschale, perspektivisch auch in Schokoladenprodukten mit niedrigeren

Kakaoschalengehalt, nachgewiesen werden (Konzentrationskriterium).

Durch die aufgestellten Bewertungskriterien wurde die erstellte Liste der potenziellen Schlussel-
metaboliten auf diejenigen Verbindungen reduziert, welche moglichst viele der definierten Kri-
terien erfiillen. Die verbleibenden Verbindungen konnen als Schliisselmetaboliten fur den Ka-

kaoschalennachweis angesehen werden.

6.6.7 Strukturaufklarung der Schlusselmetaboliten
Die Strukturaufklarung der identifizierten Schltiisselmetaboliten erfolgte durch den Vergleich der
genauen Masse, dem Isotopenverhaltnis und der Fragmentspektren mit frei verfiigbaren Daten-
banken (MetFrag, PubChem und ChemSpider). Zur Uberprifung der Identitat der identifizierten
Verbindungen wurden sofern verfligbar Standardsubstenzen oder alternativ Standardsubstan-
zen der gleichen Substanzklasse analysiert und die Retentionszeit, genaue Masse und das Frag-

mentierungsmuster verglichen.
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6.7 Targeted LC-MS Methode; HPLC-ESI-QqQ-MS/MS

In Abschnitt 8.1 des Anhangs ist eine Standardarbeitsanweisung (engl. Standard Operating Pro-
cedure; SOP) fiir die Durchfiihrung der targeted Methode aufgefiihrt.

Fur die chromatographische Auftrennung wurde eine Agilent 1260 Infinity Series HPLC mit einer
Zorbax Eclipse Plus C18 Chromatographiesaule verwendet. Als massenspektrometrisches Sys-

tem stand ein AP14000 der Firma Sciex zur Verfligung.
Fliissigchromatographisches System

In Tabelle 49 sind die chromatographischen Bedingungen der optimierten TNP Methode aufge-
fihrt. Der verwendete Gradient ist in Abbildung 66 graphisch dargestellt.

Tabelle 49: Chromatographiebedingungen der TNP Methode.

Parameter Einstellung
Injektionsvolumen 5puL
Chromatographiesaule ZORBAX Eclipse Plus C18, Rapid Resolution HD Dim.
(mm) 50 x 2,1; Particle Sz.1,8 pm
Saulenofentemperatur 40 °C
Eluent A Wasser + 10 mM AF
Eluent B 2-Propanol/ACN (3/2, v/v) + 10 mM AF
Gradient Nr. 4 Zeit t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,0 30 70
2,0 30 70
4,0 15 85
8,0 0 100
21,0 0 100
21,1 30 70
25,0 30 70
vgl. Abbildung 66
FluRrate 0,4 mL/min
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Abbildung 66: Optimierter Gradient TNP Methode.

Massenspektrometrisches System

Die allgemeinen Einstellungen des massenspektrometrischen Systems fuir die TNP Methode und

fur die Automatic Compound Optimization sind Tabelle 50 zu entnehmen.

Tabelle 50: Einstellungen des massenspektrometrischen Systems der TNP Methode.

Parameter Einstellung der TNP-Me- | Einstellungen beim Auto-
thode matic Compound Opti-
mization
lonisationsmethode ESI
lonisationsmodus positiv
lonnenquelle
lon Spray Voltage 5500V 5500V
Temperatur 450 °C 0°C
lon Source Gas 1 30 psi 30 psi
lon Source Gas 2 70 psi 0 psi
Curtain Gas 20 psi 10 psi
Collision Gas 5 psi 5psi

Um die Sensitivitat und Selektivitat der Analysen zu erh6hen wurden die Analysen im MRM-Mo-
dus durchgefihrt. Zur Ermittlung der idealen massenspektrometrischen Einstellungen fiir die
Analyten wurde ein Automatic Compound Optimization durchgefuhrt. Hierflir wurden ca. 10 pM

Losungen der Schliisselmetaboliten hergestellt und per Direkteinlass mithilfe einer
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Spritzenpumpe mit einer FlieBgeschwindigkeit von 8 pL/min in die ESI-Quelle des massenspekt-
rometrischen Systems eingebracht. Sofern die Standardsubstanz nicht kommerziell zu erwerben
war, wurde fiir die Optimierung stellvertretend ein anderer Vertreter der gleichen Substanzklas-
sen verwendet. Mit Hilfe der Funktion Automatic Compound Optimization der Software Analyst
1.6 wurden sowohl fir die Precursor-lonen als auch fiir die zwei intensivsten Fragment-lonen
automatisch die optimalen Parameter der elektrischen Spannungen fiir die lonenoptiken und
Quadrupole bestimmt, um eine maximale Transmission zu gewahrleisten. Das intensivste Frag-
ment-lon wird im Folgenden als ,,Quantifier (Qnt) bezeichnet und fir die quantitative Auswer-
tung verwendet. Das zweitintensivste Fragment wird als ,,Qualifier” (Qal) bezeichnet und dient
der Uberpriifung der Identitat des Precursor-lons.

Die optimierten Einstellungen der Schllisselmetaboliten sind in Tabelle 74 dargestellt. Bei allen
Substanzen, fiir die keine Standardsubstanzen erworben werden konnten, wurden die Einstel-
lungen von Verbindungen aus der gleichen Substanzklasse iibernommen. Fiir die Fettsduretryp-
tamide wurden die optimierten Einstellungen vom Behensauretrypamid, fur die Fettsaure-5-
hydroxy-tryptamide vom Docosahexansaure-5-hydroxy-tryptamid, fur die Tocopherolderivate
vom a-Tocopherol und vom a-Tocoperholpalmitat, fur die Triacylglyceride vom Triolein und fur
das Dihydroxyceramide vom 16:0(2S-OH) Ceramide iibernommen. Die Masse der Precursor-lo-
nen und der intensivsten Fragmente war bereits aus den MS/MS-Versuchen der Strukturaufkla-

rung bekannt und konnte adaptiert werden.

6.7.1 Validierung
Die Validierung der targeted HPLC-ESI-QqQ-MS/MS Methode wurde in Anlehnung an die aner-
kannten Richtlinien der FDA und der DIN 32645 durchgefiihrt. Es wurde eine Grund- und eine
Matrixkalibrierung der entwickelten targeted Methode durchgefiihrt. Stammlosungen, Multi-
standards und Pipettierschemata sind im Anhang in Tabelle 75 bis Tabelle 80 aufgefiihrt. Nach
der Analyse wurden die unten aufgefiihrten Validierungsparameter gemaR den Richtlinien der

Bioanalytical Method Validation der FDA fir jeden der enthaltenen Metaboliten berechnet.?*?

Da wie bei der Strukturaufklarung mittels MS/MS-Versuchen nicht fiir alle identifizierten Schlis-
selmetaboliten die entsprechenden Standardsubstanzen erworben werden konnten, wurde
auch hier jeweils ein Vertreter der Stoffklasse analysiert und die Ergebnisse auf alle Verbindun-

gen dieser Klasse extrapoliert.
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- Empfindlichkeit (m): Entspricht der Steigung der Regressionsgeraden und ist ein Maf3
fiir die Sensitivitat der Methode.

- Mittleres Begleitsignal (b): Entspricht dem Ordinatenabschnitt der Regressionsgeraden
und gibt den systematischen Fehler einer Messung an.

- BestimmtheitsmaR der Kalibriergeraden (R?): Ist ein MaR fiir die Gute des linearen Zu-
sammenhangs zwischen zwei Variablen. Das BestimmtheitsmaR wird durch quadrieren
des PEARSON’schen Korrelationskoeffizientens erhalten.

- Reststandardabweichung der linearen Regression (Sr): Stellt ein MaR fiir die Prazision
der Messungen dar.

- Verfahrensstandardabweichung (Sv): Ist ein Glitemal fiir die Leistungsfahigkeit einer
Methode. Die Verfahrensstandardabweichung wird aus der Normierung der Prazision
auf den mittleren Arbeitsbereich berechnet.

- Verfahrensvariationskoeffizient (Vkv): Ist ein MaR fiir die Robustheit einer Methode und
erlaubt einen Vergleich verschiedener Verfahren.

- Wiederholgrenze (r): Gibt die maximale tolerierbare Differenz zwischen zwei Messwer-
ten bei wiederholter Analyse an.

- Linearer Arbeitsbereich (LA): Ist der Bereich, in dem ein detektiertes Signal proportional
zur Konzentration eines Analyten ist.

- Richtigkeit: Die Richtigkeit beschreibt die Abweichung der gemittelten Messergebnisse
zum tatsachlichen Konzentrationswert und entspricht der Richtigkeit der Kalibrierfunk-
tion.

- Prazision: Die Prazision ist das MalR fuir die zufallige Streuung von Messwerten, gibt die

Reproduzierbarkeit unabhangig berechneter Messwerte (Variationskoeffizienten).

Die Bestimmung der Nachweisgrenzen wurde mittels Leerwertmethode nach DIN 32 645 durch-
gefiihrt. Fur die Bestimmung wurden zehn unabhangig erstellte Blindwertproben analysiert. Die
Nachweisgrenze (LOD) beschreibt die niedrigste Konzentration eines Analyten, bei der bei ein-
maliger Messung die Verbindung sicher qualitativ nachgewiesen werden kann. Zur Identifizie-
rung von Ausreiern wurde der Test nach DEAN und DIXON verwendet. Die benétigten Gleichun-
gen zur Berechnung der Validierungsparameter sind in der Formelsammlung in Abschnitt 8.15

aufgefihrt.
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Anhang

8 Anhang

8.1 SOP zur Durchfuhrung der targeted Methode fir den Kakaoschalennach-

weis

Einleitung: Im Zuge dieser Arbeit wurden 18 Metabolite identifiziert und charakterisiert, anhand

derer ein Kakaoschalennachweis in Kakaoprodukten durchgefiihrt werden kann. Die identifizier-

ten Marker sind fuinf unterschiedlichen Stoffklassen zuzuordnen: Fettsauretryptamide, 5-Hyd-

roxy-Fettsduretryptamide (Serotonin-Derivate), a-Tocopherol-Derivate, Triacylglycerole und Ce-

ramid-Derivate. Anhand 15 der identifizierten Metaboliten wurde eine targeted-Methode fiir ein

LC-ESI-QqQ System entwickelt. Im Folgenden ist eine SOP fiir die Durchfiihrung der Probenana-

lyse mittels der entwickelten targeted-Methode aufgefiihrt.

Durchfiihrung

Hinweise

- Vermeidung des direkten Kontaktes mit dem Probenmaterial durch Tragen von Handschuhen

- Uberwachung der Probentemperatur (< 4 °C)

Homogenisierung

- Nur homogenes Probenmaterial verwenden

- Homogenisierung mittels Messermiihle oder unter aufschmelzen der Proben

Extraktion

- 50 £ 0,5 mg Probe mit Einmal-Kunststoff-Spateln in 2-mL-Eppendorf Reaktionsgefalle einwie-
gen

- Zugabe von 2 Stahlkugeln

- Zugabe von 1000 pL Extraktionsldsung (4 °C) [2-Propanol/Methyl-tert-butylether (7:3; v/v)]
- Zellaufschluss mittels Kugelmdihle bei 3,1 m/s fiir 5 min

- Zugabe von 1000 pL Extraktionsldsung (4 °C) [2-Propanol/Methyl-tert-butylether (7:3; v/v)]
- Zentrifugation bei 14.800 rpm fiir 5 min

- Aufnahme des Uberstandes mit Einmal-Spritzen

- Membranfiltration des Uberstandes

- Uberfihrung der Probe in ein Glasvial

- Verschliefen mit Bordelkappe

- Direkt fiir die Analyse einsetzen
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Anhang

Durchfiihrung
- Kalibrierung mittels Kakaoschalen-in-Kakaokern-Verdiinnungsreihe
w | Kakaokern- und Kakaoschalen-Homogenisate (Pulverform) fiir die Verdiinnungsreihe verwen-
§ den
Q
S | - Mischung der Homogenisate zu jeweils 5 g-Ansatzen mit einem Kakaoschalengehalt in einem
]
> | Konzentrationsbereich von 0-10 % Kakaoschale in 1 %-Schritten (elf Kalibrierpunkte)
- Homogenisierung der Ansatze mittels Morser und Pistill
- HPLC: 1260 Infinity Series (Agilent)
- Chromatographiesaule: Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent)
- Massenspektrometer: APl 4000 (Sciex)
Die Parameter fiir das flissigchromatographische und massenspektrometrische System sind in
den folgenden Tabellen aufgefihrt.
Chromatographiebedingungen der TNP-Methode:
Parameter Einstellung
Injektionsvolumen 5uL
Chromatographiesaule ZORBAX Eclipse Plus C18, Rapid Resolution HD Dim.
(mm) 50 x 2,1; Particle Sz.1,8 pm
Saulenofentemperatur 40°C
Autosamplertemperatur 20°C
“i Eluent A Wasser + 10 mM AF
‘s || EluentB 2-Propanol/ACN (3/2, v/v) + 10 mM AF
< Gradient Zeit t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,0 30 70
2,0 30 70
4,0 15 85
8,0 0 100
21,0 0 100
21,1 30 70
25,0 30 70
FluRBrate 0,4 mL/min
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Durchfiihrung

Einstellungen des massenspektrometrischen Systems der TNP-Methode:

Parameter Einstellung
lonisationsmethode ESI
lonisationsmodus positiv

lonnenquelle
lon Spray Voltage 5500V
Temperatur 450 °C
lon Source Gas 1 50 psi
lon Source Gas 2 50 psi
Curtain Gas 20 psi
Collision Gas Medium

MRM-Parameter der TNP-Methode:

Schliisselmetabolit Precursor | Fragment | Dwell Time | DP |EP | CE | CXP
[m/z] [m/z] [msec] v |Vl |IVI |V
a-Tocomonoenol 429,245 165,1 20 81 10 10 29
o Heneicosansaure 469,419 143,9 20 106 | 10 10 39
—é" Tryptamid
< Behensdure Trypta- | 483,227 143,9 20 106 | 10 10 39
mid
Heneicosansaure Se- 485 41 160 20 101 10 10 49
rotonin
Tricosansaure Trypta- 497 ,447 143 ,9 20 106 10 10 39
mid
Behensaure Seroto- 499 ,427 160 20 101 10 10 49
nin
Lignocerinsaure Tryp- 511,462 143 ,9 20 106 10 10 39
tamid
Pentacosansaure 525,457 143 9 20 106 10 10 39
Tryptamid
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Durchfiihrung
Schliisselmetabolit Precursor | Fragment | Dwell Time |DP |EP | CE | CXP
[m/z] [m/2] [msec] v |IVI [Vl |[V]
Lignocerinsaure Sero- | 527,457 160 20 101 | 10 10 49
tonin
Cerotinsaure Trypta- 539,49 143,9 20 106 | 10 10 39
mid
Dihydroceramide 540,359 5225 20 7 10 10 29
o (d18:0/16:0)
% Pentacosansaure Se- | 541,472 160 20 101 10 10 49
< rotonin
Cerotinsdure Seroto- | 555,488 160 20 101 10 10 49
nin
a-Tocopherol Palmi- | 686,444 669 ,6 20 21 10 10 23
tat
Cer(d25:0(0OH)/18:0(3 696 ,65 280 ,3 20 71 10 10 39
OH)

- Auswertung der Chromatogramme mittels Herstellersoftware Analyst 1.6

- Uberfiihren der detektierten Signalflachen tber die Software Excel® in die Software The Un-

scrambler X 10.3®

- Erstellung des Regressionsmodells anhand der Ergebnisse der Kalibrierreihe

Die weiteren relevanten Parameter fiir die Erstellung des Modells sind in der folgenden Tabelle

oo | @ufgefihrt.

c

>

=

[

E Parameter zur Erstellung des Modells:

=)

< Parameter Einstellung
Centering Mean centering
Identify Outliers ON
Algorithm NIPLAS
Validierung Random Cross Validation
Gewichtungen keine
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Durchfiihrung

- Vorhersage unbekannter Proben anhand des erstellten PLS-R Modells
- Uberfuihrung der detektierten Signalflachen der unbekannten Proben in die Software The Un-
scrambler X 10.3®

- Bestimmung des Kakaoschalengehaltes mittels Vorhersagefunktion der Software

Fiir die Vorhersage wird das zuvor anhand der Kalibriergeraden berechnete PLS-R Modell und die

Parameter in der folgenden Tabelle verwendet.

%O Parameter fiir die Vorhersage unbekannter Proben:
g Parameter Einstellung
2 Components 1
Prediction Full Prediction
Identify Outlier
Leverage Limit 3.0
Sample Outlier Limit, Validation 2.6
Individual Value Outlier, Validation 3.0
Total Explanied Variance [%] 20
Include Y reference Off
K|
%o - Vorhersage des Schalengehaltes in Prozent mit relativer Standardabweichung angegeben.
i

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerate, Chemikalien und Standardsubstanzen sind mit

den entsprechenden Spezifikationen in Tabelle 51 bis Tabelle 54 aufgefuihrt.
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8.2 Verbrauchsmaterialien, Gerate, Softwares, Chemikalien und akquirierte

Kakaoproben

Tabelle 51: Liste der Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

Spezifikation

Aluminiumfolie

Cofresco Frischhalteprodukte
GmbH&Co.KG
Minden, Deutschland

Toppits® Alufolie, extra reil3fest

Bordelkappen

Machery-Nagel GmbH&Co.KG
Diren, Deutschland

Aluminiumbdrdelkappe, 11 mm,
farblos lackiert mit Loch, Natur-
kautschuk rot-
orange/Butyl/TEF transparent.
1,0 mm

Braunglasvials

Machery-Nagel GmbH&Co.KG
Diren, Deutschland

LLG-Probenglaser, N11, braun
mit Rollrand

Einmalhandschuhe

VWR International GmbH
Darmstadt, Deutschland

Einmalhandschuhe, puderfrei

Mikro-Einweg-Laborspatel

Carl Roth GmbH&:Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Einweg-Kunststoff-Spatel
mikro, antistatisch, unsteril

Einmal-Spritzen

Henke-Sass Wolf GmbH
Tuttlingen, Deutschland

NORM-Ject® Einmal-Spritzen,
zweiteilig, latex- und silikondl-
frei, steril verpackt

Spritzenfilter

Carl Roth GmbH&:Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Rotilabo®-Spritzenfilter
15 mm, PTFE, unsteril, Poren-
groflle

Gefrierbeutel

pely-plastic GmbH&Co.KG
Wabhlstedt, Deutschland

Handelstiblich, V =10 L, reilRfest
und kalteelastisch bis -40 °C

Budnikowsky GmbH&:Co.KG
Hamburg, Deutschland

Gefrierbeutel, PE,V=6L,
26,5 x 50 cm, kochfest bis 115 °C,
gefrierfest bis -40 °C

Pipettenspitzen

Eppendorf AG Ep T.1.P.S® reload
Hamburg, Deutschland V =10-100 pL

V =50-1000 pL
Sarstedt V=10 mL

Newton, NC, USA

Prazisionswischtiicher

Kimberley-Clark Professional
Koblenz-Rheinhafen, Deutschland

Weil, 11 x 21cm

Eppendorf Tubes

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

2 MI Eppendorf-Tubes mit safe-
lock-Funktion, cetrifugation up
t025.000 g

Schraubdeckelrohrchen

Sarstedt Aktiengesellschaft&Co.
Nurnbrecht, Deutschland

PP-Schraubrohre mit Spitzbo-
den, steril, pyogenfrei
V=15mL;120x 17 mm
V=50mL; 114 X 28 mm

Stahlkugeln

Fahrradgebrauchtmarkt
Hamburg, Deutschland

Fahrradlagerkugeln, &3 mm,
entfettet durch Soxhlet-Extrak-
tion mit n-Hexan

Skalpellklingen

Heinz Herenz Medizinbedarf GmbH
Hamburg, Deutschland

Skalpellklingen aus Carbon-
stahl, steril verpackt, Blade size
No. T
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Tabelle 52: Liste der verwendeten Gerate.

Gerat

Hersteller

Spezifikation

Analysenwaage
Fiir Probeneinwaagen

KERN & SOHN GmbH,
Balingen-Frommern, Deutsch-
land

KERN ABJ
Maximalgewicht: 220 g
Minimalgewicht: 10 mg

dard-Substanzen

e=1mg

d=0,1mg
Analysenwaage Mettler Toledo XA105 DualRange
fir die Einwaage interner Stan- | Greifensee, Schweiz Max 41g/120 g

d=0,01mg/ 0,1 mg

Bordelzange

unbekannt

Chromatographiesaule
polar (ANP)

MicroSolv Technology Corpora-
tion, Leland, North Carolina,
USA

Cogent Diamond Hydride™
Dim. (mm) 150 x 2,1; Cat. No.
70200-15P-2; 2.2 um 120 A
Cogent Guard Column Kit with
Diamond Hydride 2.0,120 A; 2.2
pm; 2.00 mm x 10 mm

Chromatographiesaule
unpolar (RP)

Thermo Fisher Scientific Inc.
Bremen, Deutschland

Accucore™ RP-MS Dim. (mm)
150 x 2,1; Particle Sz. 2,6 pm; SN:
10509505; LOT: 14485 with Ac-
cucore™ RP-MS Dim. (mm)10 x
2,1; Particle Sz. 2,6 pm

Eismaschine

ITV Ice Makers Miami, USA

Ice queen

Skalpell Griff

Heint Herenz Medizinalbedarf
GmbH, Hamburg, Deutschland

Griff-Typ Nr.3

Gefrierschrank (-80 °C)
Zur Lagerung der Kakaoproben

ARCTIKO
Esbjerg, Danemark

Ultratiefkihltruhe Arctiko
(ULTF320), 284 Liter, -86 °C

Gefrierschrank (-20 °C)

Robert Bosch Hausgerate GmbH
Miinchen, Deutschland

Handelstiblich

Gefriertruhe (-20 °C)

Liebherr International AG
Bulle, Schweiz

Breite: 1,10 m; Hohe: 0,80 m;
Tiefe: 0,65 m
Explosionsgeschutzer Innen-
raum

. HPLC Thermo Fisher Scientific Inc. Dionex™ UltiMate™
v;w s Waltham, Massachusetts, USA 3000 System
9 E'-) Massenspekt- | Bruker® Daltonik GmbH Impact™
% 5 rometer Q- Bremen, Deutschland
TOF
Agilent Technologies, Agilent 1260 Infinity Series
- Santa Clara, CA, USA Quaternary Pump
= (integrated Degasser):
o HPLC G1311B
5 Autosampler: G1329B
LT'] Thermostated Column
) Compartement: G1316A
% Massenspekt- | AB Sciex, API 4000 mit ESl-lonenquelle
rometer ESI- Foster City, CA, USA
QQQ

Kolbenhubpipette

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research variabel®
V=10-100 pL

V =50-1000 pL
V=1-10mlL
Kiichenwaage Soehnle Nassau Deutschland Exacta, Type: Pure
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Gerat

Hersteller

Spezifikation

Kugelmiihle

Omni International™
Kennesaw, USA

OMNI Bead Ruptor 24

Kihlschrank (0 °C)
Extraktionslsungen

Liebherr International AG
Bulle, Schweiz

MediLine LKUv 1610
Explosionsgeschiitzer Innen-
raum

V=141L

Messermiihle Retsch Technology® GmbH Messermiihle,
Haan, Deutschland Grindomix GM 300
Spritzenpumpe fiir Kalibrierung | Scientific Inc. KDS 100
Holliston, USA 10 pL- 60 mL

0,1pL/h—423 mL/h

Trockenschrank

Memmert GmbH&Co. KG
Schwabach, Deutschland

Universalschrank U, Modell-
groBe Nr. 260

Ultraschallgerat

VWR International GmbH
Darmstadt, Deutsch-land

Ultrasonic Cleaner

Vortexer

Scientific Industries, Inc. New
York, USA

Vortex-Genie 2

Wasseraufbereitungssystem

MerckTM KGaA Darmstadt,
Deutschland

Direct-Q® R & Direct-Q UV-R

Zentrifuge

Sartorius Stedim BiotechTM AG
Gottingen, Deutschland

SIGMA 1-14 Microfuge

Gefriertrockner

Martin Christ, Osterode am
Harz, Deutschland

Gamma1-20
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Tabelle 53: Liste der verwendeten Softwares.

Bremen, Deutschland

Software Version Hersteller Anwendung
Chromeleon® 6.8 Dionex™ GmbH Software zur Steuerung des
Idstein, Deutschland Dionex™-
HPLC-Systems UltiMate™
3000
DataAnalysis® 4.1 Bruker® Daltonic GmbH Software zur Datenvorverar-
Bremen, Deutschland beitung der qToF-Daten
Microsoft® Excel® 2016 16.0 Microsoft Corporation, Software zur statistischen
Redmond, WA, USA Auswertung
HyStar® 3.2 Bruker® Daltonic GmbH Software zur Verkniipfung
Bremen, Deutschland der An-wendungen Chro-
meleon® und micrOToFcon-
trol®
micrOTOFcontrol® 34 Bruker® Daltonic GmbH Software zur Steuerung des
Bremen, Deutschland qToF-MS maXis
ProfileAnalysis® 2.1 Bruker® DaltonicGmbH | Software zur Datenvorverbar-
Bremen, Deutschland beitung der qToF-Daten
QuantAnalysis® 21 Bruker® DaltonicGmbH | Software zum Integrieren der

Signalflachen

MetFrag - de.NBI Datenbankgestutzte Struktur-
aufklarung
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Chemikalien und Entsorgung

In Tabelle 54 sind die Chemikalien aufgefiihrt, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. Dort finden sich auch die Gefahrensatze nach dem global
harmonisierten System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien (engl. globally harmonized system of classification, labelling and packaging

of chemicals, GHS) und die Entsorgungshinweise.??

Tabelle 54: Liste der verwendeten Chemikalien mit Entsorgungshinweis.

Substanz CAS-Nummer Hersteller Reinheit Gefahrenpiktogramm | H-Satze P-Satze Entsorgung][a]
a-Tocopherolpalmitat | 34562-29-3 Sigma-Aldrich® (2)
Acetonitril 75-05-8 MerckTM hypergrade for H225, H332, P210, P240, (2)

LC-MS H302, H312, P302+352,
H319 P305+351+338,
P403+233
Ameisensdure 64-18-6 Honeywell, Flu- | eluent additive H226, H302, P210 (3)
kaTM for LC-MS H314, H331
EUHOT
Ammoniumformiat- 540-69-2 Sigma-Aldrich® | BioUltra H315, H319, P261, (3)
Losung (10 M in H20) H335 P305+351+338
Ammoniumacetat 631-61-8 MerckTM For analysis kein gefahrlicher Stoff nach GHS (3)
EMSURE® ACS,
Reag. Ph Eur,,
Merck
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Substanz CAS-Nummer Hersteller Reinheit Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze Entsorgung|[a]
Acetonitril 75-05-8 MerckTM hypergrade for H225, H332, P210, P240, (2)
LC-MS H302, H312, P302+352,
H319 P305+351+338,
P403+233
Ameisensaure 64-18-6 Honeywell, Flu- | eluent additive H226, H302, P210 (3)
kaTM for LC-MS H314, H331
EUHOT1
Ammoniumformiat- 540-69-2 Sigma-Aldrich® | BioUltra H315, H319, P261, (3)
L6sung (10 M in H20) H335 P305+351+338
Ammoniumacetat 631-61-8 MerckTM For analysis kein gefahrlicher Stoff nach GHS (3)
EMSURE® ACS,
Reag. Ph Eur,,
Merck
Arachidonsaure-5- 187947-37-1 Sigma-Aldrich® (2)
hydroxy-tryptamid
Behensauretryptamid | 7367-79-5 Sigma-Aldrich® (2)
Dihydroceramid 5966-29-0 Sigma-Aldrich® (2)

(d18:0/16:0)
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Substanz CAS-Nummer Hersteller Reinheit Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze Entsorgung|[a]
Hexakis(2,2-difluoro- | 186817-57-2 Apollo Scientific | 97 % H315, H319, P280, P264, P261, | (4)
ethoxy) phosphazene Ltd. H335 P271, P302+352,

P305+351+338,
P332+313,
P337+313,
P304+340,
P403+233, P501
n-Hexan 110-54-3 Carl Roth® fur HPLC H225, H304, P210, P240, P273, | (1)
GmbH & Co. KG H361f, H373, P301+310, P331,
Karlsruhe, H315, H336, P302+352,
Deutschland H41 P403+253
Kohlenstoffdioxid 124-38-9 - - P403 -
(Trockeneis)
Methanol 67-56-1 MerckTM hypergrade for H225, H331, P210, P233, P280, | (1)
LC-MS H311, H301, P302+352,
H370 P304+340,
P308+310,
P403+235
2-Propanol 67-63-0 Honeywell, Rie- | LC-MS chroma- H225, H319, P210, P233, P240, | (2)
del-de-HaenTM | solv H336 P305+351+338,
P403+235
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Substanz CAS-Nummer Hersteller Reinheit Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze Entsorgung|[a]
Trichlormethan 67-66-3 Carl Roth >99 % HPLC H302, H331, P261, P381, )]
GmbH & Co.KG | Grade H315, H319, P305+351+338,
Karlsruhe, H351, H361d, P31
Deutschland H336, H372
Triolein 122-32-7 Sigma-Aldrich® (2)
16:0(25-OH) Ceramide | 890041-50-6 Sigma-Aldrich® (2)

ElEntsorgungsschliissel:

(
(2)
(3)
(
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4) In den Behalter fiir Gefahrenmdiill geben.

3) In Wasser |6sen und in den Kanister fir andere Sauren entsorgen.

1) In den Kanister flr halogenhaltige organische Losungsmittel entsorgen.

In den Kanister fiir halogenfreie organische Losungsmittel entsorgen.
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Tabelle 55: Ubersicht tiber die verwendeten Kakaoproben (Abkirzungen: koventionell: Konv., sowie unbekannt: Ub).

Nr. Herkunft Probenankunft Erntejahr Anbauart Crop/Charge Sorte Kontakt Code
001 Ghana 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_GH_NA_001_NB_KB
002 | Ghana 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_GH_NA_002_NB KB
003 | Ghana 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_GH_NA_003_NB_KB
004 | Elfenbein- | 12.01.2016 2016 Konv. Midcorp Ub. Vollers Group GmbH 16_CI_NA_004_NB_KB
kuste
005 | Elfenbein- | 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_CI_NA_005_NB_KB
kuste
006 | Elfenbein- | 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_CI_NA_006_NB_KB
kuste
007 | Nigeria 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_NG_NA_007_NB_KB
008 | Nigeria 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_NG_NA_008_NB_KB
009 | Nigeria 12.01.2016 2016 Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 16_NG_NA 009 NB KB
010 Panama 19.01.2016 2016 Bio PANBO2410201650 Ub. Ludwig Weinrich 16_PA_NA_010_B KB
(Sep/Okt) GmbH&Co.KG
omn Kamerun 24.01.2017 2016 Konv. E9115 Ub. Quast&Cons. 16_CM_NA_011_NB_KB
GmbH&Co.KG
012 Kamerun 24.01.2017 2016 Konv. E9142 Ub. Quast&Cons. 16_CM_NA_012_NB_KB
GmbH&Co.KG
013 Kamerun 24.01.2017 2016 Konv. E9138 Ub. Quast&Cons. 16_CM_NA_013_NB_KB
GmbH&Co.KG
014 Indonesien | 24.01.2017 2015 Konv. #36174 Ub. Quast&Cons. 15_ID_NA_014_NB_KB
(Java) GmbH&Co.KG
015 Indonesien | 24.01.2017 2014 Konv. #35622 Ub. Quast&Cons. 14_ID_NA_015_NB_KB
(Java) GmbH&Co.KG
016 Indonesien | 24.01.2017 20M Konv. #34191 Ub. Quast&Cons. 11_ID_NA_016_NB_KB
(Java) GmbH&Co.KG
017 Ecuador 24.01.2017 2016 Konv. #81688 Ub. Quast&Cons. 16_EC_NA_017_NB_KB
GmbH&Co.KG
018 Ecuador 24.01.2017 2015 Konv. #36236 Ub. Quast&Cons. 15_EC_NA_018 _NB_KB
GmbH&Co.KG
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Nr. Herkunft Probenankunft Erntejahr Anbauart Crop/Charge Sorte Kontakt Code
019 Ecuador 24.01.2017 2014 Konv. #68503 Ub. Quast&Cons. 14_EC_NA_019_NB_KB
GmbH&Co.KG
020 | Nigeria 24.01.2017 2012 Konv. Good Fermented Ub. Vollers Group GmbH 12_NG_NA_020_NB_KB
021 Nigeria 24.01.2017 2013/2014 | Konv. Maincrop Ub. Vollers Group GmbH 13/14_NG_NA_021_NB_KB
022 Elfenbein- | 24.01.2017 2013 Konv. Good Fermented Ub. Vollers Group GmbH 13_CI_NA_022 _NB_KB
kuste
023 Elfenbein- | 24.01.2017 2012 Konv. Rainforest Alliance Ub. Vollers Group GmbH 12_CI_NA_023 NB_KB
kuste
024 | Elfenbein- | 09.03.2017 2016 Konv. Ub. Vollers Group GmbH 16_ClI_NA 024 NB_KB
kuste
025 | Ghana 09.03.2017 2016 Konv. Ub. Vollers Group GmbH 16_GH_NA_025_NB_KB
026 | Elfenbein- | 09.03.2017 2016 Konv. Ub. Schokomann 16_CI_NA_026_NB_GKN
kuste
028 | Ecuador 09.03.2017 2016 Bio 95593 Ub. Ludwig Weinrich 16_EC_NA_028_B_KB
GmbH&Co.KG
029 | Panama 09.03.2017 2016 Bio PANBO22122016500 | Ub. Ludwig Weinrich 16_PA_NA_029 B KB
GmbH&Co.KG
030 | Ghana 27.03.2017 2014/2015 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 14_GH_NA_030_NB_KB
031 Ghana 27.03.2017 2015/2016 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 15_GH_NA_031_NB_KB
032 | Ghana 27.03.2017 2016/2017 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 16_GH_NA_032_NB_KB
033 Ecuador 27.03.2017 2014/2015 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 14 _EC_NA_033_NB_KB
034 | Ecuador 27.03.2017 2015/2016 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 15_EC_NA_034_NB_KB
035 Ecuador 27.03.2017 2016/2017 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 16_EC_NA_035_NB_KB
036 | Madagas- | 27.03.2017 2014/2015 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 14_MG_NA_036_NB_KB
kar
037 | Madagas- | 27.03.2017 2015/2016 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 15_MG_NA_037_NB_KB
kar
038 | Madagas- | 27.03.2017 2016/2017 | Konv. Ub. Lindt & Spriingli GmbH 16_MG_NA_038_NB_KB
kar
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Nr. Herkunft Probenankunft Erntejahr Anbauart Crop/Charge Sorte Kontakt Code
039 | Ecuador 11.04.2017 2015/2016 | Konv. Edelroh- KESSKO Kessler&Comp 15/16_EC_AR_039_NB_KB
kakao GmbH&Co.KG
Arriba ASS
040 | Ecuador 11.04.2017 2016 Bio Ub. KESSKO Kessler&Comp 17_EC_NA_040_B KB
GmbH&Co.KG
041 Indonesien | 11.04.2017 2016 Konv. Criollo KESSKO Kessler&Comp 17_ID_CR_041_NB_KB
(Java) GmbH&Co.KG
042 West-Af- 11.04.2017 2016 Konv. Forastero | KESSKO Kessler&Comp 17_WA_FO_042_NB_KB
rika GmbH&Co.KG
043 Panama 24.04.2017 2016/2017 | Bio Panbo 24012017500 Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA 043 B KB
Co.KG
044 | SaoTome | 24.04.2017 2017 Bio 2510359 Charge Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 17_ST_NA_044 B KB
3/16/125 Co.KG
045 | Kamerun 24.04.2017 2016 Konv. 2410378 Charge Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 16_CM_NA_045_NB_KB
3/17/017 Co.KG
046 | Ecuador 24.04.2017 2016 Konv. Partie Nr. 61791 Arriba Lubeca v. Minden&Bruhns | 16_EC_AR 046 _NB_KB
GmbH&Co.KG
047 | Peru 24.04.2017 2016 Bio Partie Nr. 63402 u.a.ICS Lubeca v. Minden&Bruhns | 16_PE_NA_047 B KB
95, Chun- | GmbH&Co.KG
cho, IMC
67, CCN51
048 | Venezuela | 24.04.2017 2016 Konv. Partie Nr. 62317 Rio Caribe | Lubecav. Minden&Bruhns | 16_VE_NA 048 NB KB
GmbH&Co.KG
049 | Peru 10.07.2017 2014 Konv. F-065 ICS1,ICS | Rausch 14_PE_NA 049 NB_KB
6, 1CS 39,
ICS 95,
TSH 565
050 | Venezuela | 10.07.2017 2014 Konv. D-97-2 Ub. Rausch 14_VE_NA_050_NB_KB
051 Peru 10.07.2017 2013 Konv. F-114 Ub. Rausch 13_PE_NA_051_NB_KB
052 | CostaRica | 10.07.2017 2015 Konv. E-077 ICS 95 (T1), | Rausch 15_CR_NA_052_NB_KB
CC137,
Pmct 58,
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Nr. Herkunft Probenankunft Erntejahr Anbauart Crop/Charge Sorte Kontakt Code
Cartie
R1+R4+R6
053 | Bolivien 10.07.2017 2016 Konv. AD-001 uUb. Rausch 16_BO_NA 053 NB_KB
054 Ghana 14.07.2017 2016/2017 | Konv. Ub. Hans Riegelein 16_GH _NA_ 054 NB KB
055 Elfenbein- | 14.07.2017 2016/2017 | Konv. Ub. Hans Riegelein 16_CI_NA_055_NB_KB
kiste
056 Nigeria 14.07.2017 2016/2017 | Konv. Ub. Hans Riegelein 16_NG_NA 056 _NB KB
057 | Peru 14.07.2017 2016/2017 | Konv. uUb. Hans Riegelein 16_PE_NA_057_NB_KB
058 Nigeria 13.09.2017 k.a. Konv. Ub. Hans Riegelein k.A._ NG_NA 058 NB_KB
059 | Elfenbein- | 13.09.2017 k.a. Konv. Ub. Hans Riegelein k.A._CI_NA_059_NB_KB
kiste
060 | Peru 13.09.2017 k.a. Konv. Ub. Hans Riegelein k.A. PE_NA 060 _NB KB
061 Sierra Le- | 13.09.2017 k.a. Konv. Ub. Hans Riegelein k.A._ SL_NA 061 NB KB
one
062 Domeni- 13.09.2017 2017 Konv. Ub. Kessko k.A._ DO_NA 062 NB_KB
kanische
Republik
063 Domeni- 13.09.2017 2017 Konv. Ub. Kessko k.A. DO_NA 063 NB GKN
kanische
Republik
064 | Domeni- 13.09.2017 2017 Konv. Ub. Kessko k.A._ DO_NA 064 NB KM
kanische
Republik
070 Panama 04.10.2017 2017 Bio Kakaonibs GroRe 1 Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_070_B_GKN
Co.KG
on Panama 04.10.2017 2017 Bio Kakaonibs Grol3e 2 Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_071_B_GKN
Co.KG
072 Panama 04.10.2017 2017 Bio Kakaonibs Grofe 3 Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_072_B_GKN
Co.KG
073 Panama 04.10.2017 2017 Bio Kakaomasse Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_073_B_KM
Co.KG
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Nr. Herkunft Probenankunft Erntejahr Anbauart Crop/Charge Sorte Kontakt Code
077 | Westafrika | 06.10.2017 2017 Konv. Kakaonibs Ub. Storck 17_WA_NA_077_NB_GKN
078 | Westafrika | 06.10.2017 2017 Konv. Kakaomasse Ub. Storck 17_WA_NA_078_NB_KM
079 | Westafrika | 06.10.2017 2017 Konv. Edelrahm-Schokolade | Ub. Storck 17_WA _NA 079 NB_S
080 | Ecuador 22.12.2017 2017 Ub. Kakaomasse ECL Edelroh- Hans Riegelein 17_EC_AR_080_NB_KM
088/17 kakao
Arriba
081 Ecuador 22.12.2017 k.a. Ub. Kakaomasse Edelroh- Hans Riegelein k.A._EC_AR_081_NB_KM
131723101 kakao
Arriba
082 | Westafrika | 22.12.2017 k.a. Ub. Kakaomasse Ub. Hans Riegelein k.A._WA_NA 082 _NB_KM
01174692
083 | Ecuador 22.12.2017 k.a. Ub. Kakaomasse 131174101 | Edelroh- Hans Riegelein k.A._EC_AR_083_NB_KM
kakao
Arriba
084 | Ecuador 22.12.2017 k.a. Ub. Kakaomasse Edelroh- Hans Riegelein k.A. EC_AR 084 NB_KM
131745101 kakao
Arriba
085 | Mischung | 22.12.2017 k.a. Ub. Kakaomasse Ub. Hans Riegelein 17_Mi-
KAA2+2(8)041017 schung NA 085 NB_KM
086 | Mischung | 22.12.2017 k.a. Ub. Kakaomasse Ub. Hans Riegelein 17_Mi-
KAA2+2(8)041017 schung NA 086 _NB_KM
*NF3 | Panama 30.05.2017 2017 Konv. Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_NFO03_NB_KB
Co.KG
*NF9 | Panama 30.05.2017 2017 Konv. Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_NF09_NB_KB
Co.KG
*NF12 | Panama 30.05.2017 2017 Konv. Ub. Ludwig Weinrich GmbH & | 177_PA_NA_NF12_NB_KB
Co.KG
*Nicht fermentierte Kakaobohnen
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8.3 Informationen zur Probenvorbereitung und Extraktion

Tabelle 56: Verwendete Abkiirzungen im Barcodesystem.

Herkunft Anbauart
Land Kirzel Anbauart Kiirzel
Ecuador EC Biologischer Anbau Bio
Elfenbeinkiiste Cl Konventioneller Anbau NB
Ghana GH Probenform
Indonesien ID Form Kirzel
Kamerun M Kakaobohnen KB
Madgaskar MG Kakaomasse KM
Nigeria NG Kakaoschale KS
Panama PA Gerostete Kakaonibs GKN
Peru PE Schokolade S
Sao Tome ST Sorte
Venezuela VE Sorte Kiirzel
West-Afrika WA Unbekannt NA
Arriba AR
Criollo CR
Forastero FO

Tabelle 57: Mahlprogramme der Messermiihle fiir die Homogenisierung von Kakaokern und Kakaoschale.

Segemente Dauert [s] Umdrehung U [rpm]
1 20 1000
2 (Pause) 5 0
g 3 30 4000
%’ 4 (Pause) 5 0
2 c 5 30 4000
] o
X n 6 (Pause) 5 0
2 7 30 4000
S
i 8 (Pause) 5 0
T 9 30 4000
2 10 (Pause) 5 0
(5}
© n 20 1000
S
a 12 (Pause) 5 0
< I3 30 4000
* [ 14 (Pause) 5 0
15 30 4000
16 (Pause) 5 0
17 30 4000
18 (Pause) 5 0
19 30 4000
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Ergebnisse der Analyse von Kakaoschalen- und Kakaokernproben mittels NTNP Methode im ne-

gativen lonenmodus.

A

1 .

Abbildung 67: Survey View (A) und Base Peak Chromatogramm (B) einer Kakaokernprobe analy-
siert mittels NTNP negativ Methode.

A

B

T

Ll

Abbildung 68: Survey View (A) und Base Peak Chromatogramm (B) einer Kakaoschalenprobe
analysiert mittels NTNP negativ Methode.
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8.4 Software Einstellungen

Tabelle 58: Verwendete Einstellungen der Software DataAnalysis 4.1.

| NTP neg | NTP pos | NTNP pos
Find Molecular Features
. S/N threshold
§ Correlation  coefficient
3 treshold s.: Tabelle 59
g § Minimum compound
a lenght
§ Smoothing width
Additional smoothing ausgewahlt ausgewahlt ausgewahlt
Adducts Negative: Positive: Positive:
[M-H] [M+H]* [M+H]*
[M-H,0-H] [M+NH,]* [M+NH,]*
> [M+Na-H,] [M+Na]* [M+Nal*
& [M+K-H,] [M+K]* [M+K]*
§ [M+Cl] [M+H,0+H]* [M+H,0+H]*
(@) [M+HCOOH-H]" | [M+CO,+H]* [M+CO,+H]*
[M+CH;COOH- [M+NHz+H]* [M+NH;+H]*
H] [M+CH;OH+H]* | [M+CH;OH+H]*
Proteomics, CHNO ausgewahlt ausgewahlt ausgewahlt
oo Spectrum type Auto Auto Auto
g EJ c Background subtraction | Spectral Spectral Spectral
n S8 Mass List peak finder - - Sum Peak
r;c g Add fragment spectra nicht ausge- nicht ausge- nicht ausgewahlt
= wahlt wahlt
Calibration
Calibration group <Method> <Method> <Method>
_‘g Calibration list Natriumformiat | Natriumformiat | Natriumformiat
= (negativ) (positiv) (positiv)
% é Mode Enhanced Quad- | Enhanced Quad- | Enhanced Quad-
aEJ ratic ratic ratic
€ Search range (m/z) 0,5 0,5 0,5
Intensity treshold 1000 1000 1000
o - Start [min] 16,0 16,0 21,1
= [E % End [min 17,0 17,0 21,4
g EJ S Spectrum type
S ER=Nar Auto Auto Auto
< @]
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Tabelle 59: Einstellungen fiir das Compound detection der Software DataAnalysis 4.1.

Analysen- Pola- | Mo- S/N Correlation coeffi- | Smoothing | minimum com-
schritt ritdit | dus | threshold cient treshold width pound lenght
Methodenopti- | polar | pos 2 0,7 6 3
mierungen neg 3 0,7 8 3
un- pos 4 0,7 8 3
polar
Extraktions- polar | pos 2 0,7 6 3
mittel neg 3 0,7 8 3
un- pos 4 0,7 8 3
polar
Additiv un- pos 5 0,7 8 3
polar
polar | pos 2 0,7 6 3
neg 3 0,7 8 3
MS-Parameter | polar | pos 2 0,7 6 3
neg 3 0,7 8 3
un- pos 3 0,7 4 3
polar
Rostreihe polar | pos 2 0,7 6 3
neg 3 0,7 8 3
un- pos 3 0,7 4 3
polar
Herkunftspro- | polar | pos 2 0,7 6 3
ben neg 3 0,7 8 3
un- pos 3 0,7 4 3
polar
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Tabelle 60: Einstellungen zur Berechnung einer bucket-Liste der Software ProfileAnalysis 2.1.

Methode Parameter Positiver lonenmodus Negativer lonenmo-
dus
Data selection and processing Find Molecular Features | Find Molecular Fea-
tures
T Spectrum type Line Line
e Spectrum polarity Positive negative
S Spectral background substraction | ausgewahlt ausgewahlt
Perform MS rekalibration nicht ausgewahlt nicht ausgewahlt
Use time alignment ausgewahlt ausgewahlt
- Mode Load from previous pro- | Load from previous
S 3 o cessing without param- | processing without
= % % eter checking parameter checking
S o bucketing basis Maximum isotope Maximum isotope
Retention time Start [min] 0,01667 0,01667
5 Retention time End [min] 20 20
T Mass range Start (m/2) 1 1
% Mass range End (m/z) 1200 1200
et Rectangular bucketing nicht ausgewahlt nicht ausgewahlt
% Advanced bucketing ausgewahlt ausgewahlt
3 Time width [min] 0,5 0,5
Mass width [ppm] 5 5
bucket Get parameters from time nicht ausgewahlt nicht ausgewahlt
Genera- alignment
tion Split bucket with multiple com- | ausgewahlt ausgewahlt
pounds
Normalization Sum of bucket values in analysis
Value count of Bucket Diese Einstellungen sind abhangig von der ver-
Value count of group attribute | folgten Fragestellung und sind fiir jedes PCA-Mo-
within Bucket dell in der Bildunterschrift in Form (__// ) an-
gegeben.
Allow empty group attributes ausgewahlt ausgewahlt
Missing values substitution Average bucket value of | Average bucket value
group attribute of group attribute
bucket value tranformation None None
Display bucket values in table ausgewahlt ausgewahlt
5 Scaling algorithm Level Level
33
§, S Confidence Level 95% 95%
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Tabelle 61: Einstellungen zur Erstellung einer Integrationsmethode mit der Software QuantAnalysis 2.1.

Parameter Einstellung
Default Injection Volume 5
Accurancy limit [%] 20

S Apply dilution factor to ISTD com- nicht ausgewahlt
T pounds
O - - =
Load mass calibration from DataA- ausgewahlt
nalysis results
Type Extracted lon Chromatogram
g Filter All (MS and MSn)
- Masses Eintragen der bekannten m/z
23 Width +0,5
£ = Polarity both
k= Smth Witdh (Gauss[s]) 1
© Cycles 1
ISTD Compounds Nicht verwendet
8 Name m/z der Verbindung
S CAS No. nichts eingetragen
g Chrom. zugehoriges EIC ausgewahlt
% ISTD <None>
% Retention time [min] Retentionszeit der Verbindung
%" Window [min] 0,5
- Concentration units

nichts eingetragen

Integration Parame-
ters

Apply to all chromatograms

nicht ausgewahlt

Algorithm Version 2.1

S/N threshold 1

Area threshold Relative; 0,1

Intensity threshold Relative; 0,1

Skim ratio 0,1

Smoothing width 1

Width Use actual width of peak
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8.5 Optimierung der non-targeted Methoden
8.51 Optimierung der LC-Methode

8.5.1.1 NTNP Methode

8.5.1.1.1 Laufmittel
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Abbildung 69: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen Anteilen von Isopropanol und Aceto-
nitril im Eluenten B (A: Isopropanol/Acetonitril: 1/1v/v; B: Isopropanol/Acetonitril: 2/3 v/v; C: Isopropa-
nol/Acetonitril: 3/1v/v; D: Isopropanol/Acetonitril: 3/2 v/v; E: Isopropanol/Acetonitril: 4/1v/v).
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Abbildung 70: Analysierte Kakaoschalenproben mit unterschiedlichen Anteilen von Isopropanol und Ace-
tonitril im Eluenten B (A: Isopropanol/Acetonitril: 1/1v/v; B: Isopropanol/Acetonitril: 2/3 v/v; C: Isopropa-
nol/Acetonitril: 3/1v/v; D: Isopropanol/Acetonitril: 3/2 v/v; E: Isopropanol/Acetonitril: 4/1v/v).
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Abbildung 71: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen Anteilen von Isopropanol und Metha-
nol im Eluenten B (A: Isopropanol/Methanol: 3/1v/v; B: Isopropanol/Methanol: 3/2 v/v; C: Isopropa-
nol/Methanol: 4/1v/v).
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Abbildung 72: Analysierte Kakaoschalenproben mit unterschiedlichen Anteilen von Isopropanol und Me-
thanol im Eluenten B (A: Isopropanol/Methanol: 3/1v/v; B: Isopropanol/Methanol: 3/2 v/v; C: Isopropa-
nol/Methanol: 4/1v/v).
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8.5.1.1.2

Laufmitteladditiv

8

6o Teelonl

8

)

|-—J»—/L/U\__;L \J

o 7 T = %
.

Loy — -
T et — e
e o i3

e T jon]

Abbildung 73: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen Laufmitteladditiven (A: 10 mM AF; B:

10 mM AAc; C: 0,1% FA).
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Abbildung 74: Analysierte Kakaoschalenproben mit unterschiedlichen Laufmitteladditiven (A: 10 mM AF;
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Abbildung 75: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen AF-Konzentrationen im Elutionsmittel
(A: 10 mM AF; B: 5 mM AF; C: 15 mM AF).
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Abbildung 76: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen AF-Konzentrationen im Elutionsmit-
tel (A: 10 mM AF; B: 5 mM AF; C: 15 mM AF).
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8.5.1.1.3 Gradient
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Abbildung 77: Analysierte Kakaokernproben mittels unterschiedlicher Gradienten (A: Gradient 1; B: Gra-
dient 2; C: Gradient 3; D: Gradient 4).
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Abbildung 78: Analysierte Kakaoschalenproben mittels unterschiedlicher Gradienten (A: Gradient 1; B:
Gradient 2; C: Gradient 3; D: Gradient 4).
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8.5.1.2 NTP Methoden

8.5.1.2.1 Laufmittel
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Abbildung 79: Analysierte Kakaokernproben im positiven lonenmodus mit unterschiedlichen Anteilen
von Acetonitril, Methanol und Isopropanol im Eluenten B (A: Acetonitril; B: Acetonitril/Isopropanol 5/1,
v/v; C: Acetonitril/Isopropanol 9/1, v/v; D: Acetonitril/Methanol 5/1, v/v; E: Acetonitril/Methanol 9/1,
v/v).
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Abbildung 80: Analysierte Kakaoschalenproben im positiven lonenmodus mit unterschiedlichen Anteilen
von Acetonitril, Methanol und Isopropanol im Eluenten B (A: Acetonitril; B: Acetonitril/Isopropanol 5/1,
v/v; C: Acetonitril/Isopropanol 9/1, v/v; D: Acetonitril/Methanol 5/1, v/v; E: Acetonitril/Methanol 9/1,
v/v).
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Abbildung 81: Analysierte Kakaokernproben im negativen lonenmodus mit unterschiedlichen Anteilen
von Acetonitril, Methanol und Isopropanol im Eluenten B (A: Acetonitril; B: Acetonitril/Isopropanol 5/1,
v/v; C: Acetonitril/Isopropanol 9/1, v/v; D: Acetonitril/Methanol 5/1, v/v; E: Acetonitril/Methanol 9/1,
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Abbildung 82: Analysierte Kakaoschalenproben im negativen lonenmodus mit unterschiedlichen Antei-
len von Acetonitril, Methanol und Isopropanol im Eluenten B (A: Acetonitril; B: Acetonitril/Isopropanol
5/1, v/v; C: Acetonitril/Isopropanol 9/1, v/v; D: Acetonitril/Methanol 5/1, v/v; E: Acetonitril/Methanol 9/1,
v/v).
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8.5.1.2.2 Gradient
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Abbildung 83: Analysierte Kakaokernproben mittels unterschiedlicher Gradienten im positiven lonenmo-
dus (A: Gradient 1; B: Gradient 2; C: Gradient 3; D: Gradient 4; E: Gradient 5; F: Gradient 6; G: Gradient 7;
H: Gradient 8; |: Gradient 9; J: Gradient 10).
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Abbildung 84: Analysierte Kakaoschalenproben mittels unterschiedlicher Gradienten im positiven lonen-
modus (A: Gradient 1; B: Gradient 2; C: Gradient 3; D: Gradient 4; E: Gradient 5; F: Gradient 6; G: Gradient
7; H: Gradient 8; I: Gradient 9; J: Gradient 10).
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Abbildung 85: Analysierte Kakaokernproben mittels unterschiedlicher Gradienten im negativen lonen-
modus (A: Gradient 1; B: Gradient 2; C: Gradient 3; D: Gradient 4; E: Gradient 5; F: Gradient 6; G: Gradient
7; H: Gradient 8; I: Gradient 9; J: Gradient 10).
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Abbildung 86: Analysierte Kakaoschalenproben mittels unterschiedlicher Gradienten im negativen lo-
nenmodus (A: Gradient 1; B: Gradient 2; C: Gradient 3; D: Gradient 4; E: Gradient 5; F: Gradient 6; G: Gra-
dient 7; H: Gradient 8; |: Gradient 9; J: Gradient 10).
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8.5.1.2.3 Laufmitteladditiv
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Abbildung 87: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen Laufmitteladditiven im positiven lo-
nenmodus (A: 1 mM AF; B: 0,1 % Essigsdure; C: 0,1% Ameisensaure).

e i

A A

1m0

1040,

50 s e £ %o TWE £l Foma el

/B "B

e
-
2 - H
" -
. ;
. ‘ | \ £
A \ i T M I H
A NS W~ AN L S R - e
[0 75 ] 75 o s e 75 1] s T o] £ == = = - -
[ S 1 g i, FEAT 11063 D o W I 75 v 75 we @5 w0 s ) Tume o]
- -
"
: C
-
o
3 80
: "
) e, -
f \-«-.__j A / =T =
S D | T | A e
26 40 T8 [ w0 i ) 28 Tims jmin] = F .
BAZ Y TH 4 BC A ] [ s <0 g we ws w0 s En s [ren]

Abbildung 88: Analysierte Kakaoschalenproben mit unterschiedlichen Laufmitteladditiven im positiven
lonenmodus (A: T mM AF; B: 0,1 % Essigsaure; C: 0,1 % Ameisensaure).
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Abbildung 89: Analysierte Kakaokernproben mit unterschiedlichen Laufmitteladditiven im negativen lo-
nenmodus (A: 1 mM AF; B: 0,1 % Essigsaure; C: 0,1% Ameisensaure).
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Abbildung 90: Analysierte Kakaoschalenproben mit unterschiedlichen Laufmitteladditiven im negativen
lonenmodus (A: T mM AF; B: 0,1 % Essigsaure; C: 0,1 % Ameisensaure).
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Abbildung 91: Optimierter NTP Gradient (A: Kakaokernprobe positiver lonenmodus; B: Kakaoschalen-
probe positiver lonenmodus; C: Kakaokernprobe negativer lonenmodus; D: Kakaoschalenprobe negativer
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8.5.1.24
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Abbildung 92: Analysierte Kakaokernproben bei unterschiedlichen Saulenofentemperaturen im positiven
lonenmodus (A: 25 °C; B: 30 °C; C: 40 °C; D: 45 °C; E: 50 °C).
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Abbildung 93: Analysierte Kakaoschalenproben bei unterschiedlichen Saulenofentemperaturen im posi-
tiven lonenmodus (A: 25 °C; B: 30 °C; C: 40 °C; D: 45 °C; E: 50 °C).
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Abbildung 94: Analysierte Kakaokernproben bei
unterschiedlichen Saulenofentemperaturen im

negativen lonenmodus (A: 25 °C; B: 30 °C; C:

40 °C; D: 45 °C; E: 50 °C).
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Abbildung 95: Analysierte Kakaokernproben bei
unterschiedlichen Saulenofentemperaturen im
negativen lonenmodus (A: 25 °C; B: 30 °C; C:
40 °C; D: 45 °C; E: 50 °C).
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8.5.1.2.5 FlieBgeschwindigkeit
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Abbildung 96: Analysierte Kakaokernproben bei unterschiedlichen FlieRgeschwindigkeiten im positiven
lonenmodus (A: 400 pL/min; B: 500 pL/min; C: 600 uL/min).
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Abbildung 97: Analysierte Kakaoschalenproben bei unterschiedlichen FlieBgeschwindigkeiten im positi-
ven lonenmodus (A: 400 uL/min; B: 500 uL/min; C: 600 pL/min).
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Abbildung 98: Analysierte Kakaokernproben bei unterschiedlichen FlieBgeschwindigkeiten im negativen
lonenmodus (A: 400 pL/min; B: 500 pL/min; C: 600 uL/min).
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Abbildung 99: Analysierte Kakaoschalenproben bei unterschiedlichen FlieRgeschwindigkeiten im negati-
ven lonenmodus (A: 400 uL/min; B: 500 uL/min; C: 600 pL/min).
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8.6 Optimierung der TNP Methode

Tabelle 62: Getestete Gradienten fiir die TNP Methode.

*A: Wasser +10 mM AF; *B: Isoropanol/Acetonitril (3/2, v/v) + 10 mM AF

Seite 225

Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3 Gradient 4
Zeit [ v | merort | 28 | perort | merort | 28 | perort | merorr | 28 | parory | mers
[min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%]
0 35 65 0 30 30 0 25 75 0 20 80
4 35 65 4 30 30 4 25 75 4 20 80
6 0 100 6 0 100 6 0 100 6 0 100
16 0 100 16 0 100 16 0 100 16 0 100
16,1 35 65 16,1 30 70 16,1 25 75 16,1 20 80
20 35 65 20 30 70 20 25 75 20 20 80
Gradient 5 Gradient 6 Gradient 7 Gradient 8
Zeit %o %o Zeit %o %o Zeit %o * o Zeit *To * o
iy | A0 | B | | AT | Bl | n | AT | Bl | | AT | B[]
0 15 85 0 10 90 0 35 65 0 30 30
4 15 85 4 10 90 6 35 65 6 30 30
6 0 100 6 0 100 8 0 100 8 0 100
16 0 100 16 0 100 16 0 100 16 0 100
16,1 15 85 16,1 10 90 16,1 35 65 16,1 30 70
20 15 85 20 10 90 20 35 65 20 30 70
Gradient 9 Gradient 10 Gradient 1 Gradient 12
Zeit | aron | merort | 28 | aerort | merorr | 28 | aerort | meror | 28T | axrorl | mero
[min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%]
0 25 75 0 20 80 0 15 85 0 10 90
6 25 75 6 20 80 6 15 85 6 10 90
8 0 100 8 0 100 8 0 100 8 0 100
16 0 100 16 0 100 16 0 100 16 0 100
16,1 25 75 16,1 20 80 16,1 15 85 16,1 10 90
20 25 75 20 20 80 20 15 85 20 10 90
Gradient 13 Gradient 14 Gradient 15 Gradient 16
Zeit | oo | merort | 28 | perort | merorr | 28t | aeroq | mefod | 28 | perort | mero
[min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%]
0 35 65 0 30 70 0 25 75 0 20 80
2 35 65 2 30 70 2 25 75 2 20 80
4 15 85 4 15 85 4 15 85 4 15 85
8 0 100 8 0 100 8 0 100 8 0 100
21 0 100 21 0 100 21 0 100 21 0 100
21,1 35 65 21,1 30 80 21,1 25 75 21,1 20 80
25 35 65 25 30 80 25 25 75 25 20 80
Gradient 17 Gradient 18 Gradient 19
Zeit *To .o Zeit * 7o %o Zeit %o *To
[min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%] [min] A*[%] | B*[%]
0 15 85 0 30 70 0 30 70
2 15 85 2 30 70 2 30 70
4 15 85 9 15 85 1 15 85
8 0 100 1l 0 100 13 0 100
21 0 100 21 0 100 21 0 100
21,1 15 85 21,1 30 70 21,1 30 70
25 15 85 25 30 70 25 30 70
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Abbildung 100: Analysierte Gradienten der TNP Methode (A: Gradient 1; B: Gradient 2; C: Gradient 3;
D: Gradient 4; E: Gradient 5; F: Gradient 6; G: Gradient 7; H: Gradient 8; I: Gradient 9; J: Gradient 10; K:
Gradient 11; L: Gradient 12; M: Gradient 13; N: Gradient 14; O: Gradient 15; P: Gradient 16; Q: Gradient 17,
R: Gradient 18; S: Gradient 19).
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8.7 Potenzielle Schliisselmetaboliten

Tabelle 63: Potenzielle Schliisselmetaboliten der NTNP positiv Methode, sortiert nach m/z.

m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min]
123,117 11,69 521,391 9,20 736,650 11,83 890,821 13,78
144,081 9,26 525,481 10,1 736,756 13,83 892,828 13,39
273,259 1,31 527,462 7,62 744,596 1,20 894,851 13,39
295,228 11,92 556,533 10,17 750,736 12,55 910,757 1,38
299,239 10,63 577,429 10,60 752,640 10,61 915,745 8,84
311,296 1,78 590,429 14,32 752,645 11,03 922,881 13,81
353,307 1,37 593,600 1,58 758,634 11,40 926,820 13,09
365,268 6,01 608,565 11,42 772,593 10,00 930,816 12,49
383,368 13,89 620,577 11,30 774,613 10,48 934,846 13,03
383,368 12,92 652,590 11,28 774,613 10,48 934,884 15,21
383,369 13,34 658,544 10,12 774,735 13,51 937,836 17,25
386,400 14,75 658,617 12,63 774,735 13,51 939,829 12,97
395,368 13,33 659,708 15,88 778,767 12,91 940,835 13,31
395,368 13,89 663,569 10,43 780,640 10,61 942,851 13,93
397,383 14,79 666,714 15,54 782,654 10,92 944,832 13,32
397,384 14,19 676,661 12,31 785,703 12,64 944,867 14,22
400,416 13,62 678,481 14,33 785,705 12,82 946,881 14,14
407,319 7,32 678,481 13,85 789,763 13,08 952,906 17,49
409,384 12,1 680,637 13,34 792, 12,49 957,830 9,72
411,364 12,28 680,691 12,56 797,720 9,62 958,846 12,81
413,345 7,98 682,651 16,86 798,738 12,90 960,826 1,74
417,277 8,64 684,631 12,61 800,752 13,31 968,868 13,94
419,355 8,73 686,648 13,20 802,601 8,41 970,845 12,66
421,391 8,26 686,648 13,20 802,768 13,77 970,883 14,81
427,362 8,23 688,661 12,59 804,708 12,51 972,898 14,77
429,374 8,83 690,621 13,05 808,741 13,30 976,699 10,45
448,396 n,77 692,637 13,32 817,794 13,32 984,898 14,43
458,348 13,41 692,637 13,06 818,779 141 991,802 9,49
458,348 13,87 694,652 13,85 831,725 13,81 998,914 14,74
458,349 14,32 696,654 1,76 831,774 12,15 1012,929 15,38
469,419 8,95 698,683 14,81 831,809 14,40 1027,825 15,36
471,398 7,87 704,691 12,67 833,790 13,29 1036,698 7,53
482,460 10,06 708,726 13,36 842,729 12,29 1040,960 15,85
485,414 8,22 710,536 9,14 842,729 12,29 1042,104 1,52
495,444 10,08 710,614 1,74 845,824 14,69 1047,862 10,21
497,416 7,05 713,661 13,00 848,777 13,19 1080,905 12,80
497,449 9,55 714,678 13,43 858,714 11,15 1108,935 13,02
499,427 8,58 720,544 8,63 859,803 12,48 1157,043 15,74
502,375 14,32 722,507 14,35 873,855 15,40 1164,949 10,24
502,375 13,86 722,508 16,86 873,855 14,21 174,897 12,41
509,448 16,77 726,641 11,64 875,695 8,25
513,443 7,25 733,613 10,19 876,775 12,08
515,423 5,31 734,562 8,84 881,702 12,99
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Tabelle 64: Potenzielle Schliisselmetaboliten der NTP, positiver lonenmodus, sortiert nach dem m/z.

/2 Rt /2 Rt /2 Rt /2 Rt /2 Rt m/z Rt /2 Rt /2 Rt
[min] [min] [min] [min] [min] [min] [min] [min]
59,014 10,58 133,051 1,74 173,045 3,41 208,098 1,72 264,087 | 10,98 321,119 10,48 401,144 1,86 511,042 10,33
61,989 1,86 135,045 5,08 173,045 4,13 209,030 1,21 265,147 1,88 322,202 1,90 402,300 1,85 513,145 6,31
72,994 8,86 135,045 | 10,22 173,045 4,45 209,066 4,13 265,147 5,05 323,029 | 11,39 | 403,088 | 10,84 513,254 2,03
78,959 11,56 137,024 1,72 173,082 1,86 209,068 2,35 266,096 8,97 323,134 8,25 404,105 9,00 515,125 11,40
85,030 | 10,68 | 138,020 2,33 173,093 1,55 210,077 1,80 267,073 4,56 325,114 2,92 404,155 2,67 516,246 8,35
85,030 1,19 138,971 10,61 174,041 1,27 213,124 n,n 271,103 4,50 32514 9,34 405,126 1,44 517,035 8,96
87,009 10,58 139,026 2,72 174,077 n,n 215,128 1,64 271,166 3,52 326,103 2,24 405,139 2,31 522,182 9,68
87,009 1,77 140,983 9,45 175,061 5,79 216,087 2,65 271,227 1,82 327,072 10,58 407,203 7,58 523,148 1,72
88,041 3,36 141,019 4,95 177,040 1,51 216,088 10,96 272,092 2,53 327,092 10,77 409,044 1,82 524,234 1,95
89,025 1,59 144,066 3,56 179,035 1,06 217,07 5,15 273,170 192 327,128 7,19 409,125 1,91 528,229 3,56
91,055 10,22 | 145,014 6,57 179,056 8,84 218,103 3,36 274,093 9,74 328,151 9,64 415,124 3,13 529,122 2,06
94,981 1,40 145,051 1,79 179,056 10,1 221,030 1,17 275,008 9,83 328,151 1,7 416,265 7,02 529,176 6,22
94,981 2,07 145,062 5,78 181,051 2,32 221,067 192 275,017 1,52 328,224 9,36 416,265 7,34 531,208 | 10,94
96,969 1,57 | 146,046 | 7,69 181,071 6,29 221,067 9,16 275,103 7,99 329,087 3,51 418,280 7,33 533,223 2,12
96,977 2,07 146,046 | 10,16 182,032 2,71 222,077 5,57 275,125 1,72 | 330,902 | 1M,96 419,131 3,54 535,202 2,00
99,045 2,99 146,046 | 11,38 182,997 10,12 222,077 | 13,94 276,124 1,77 331,176 2,99 420,097 | 10,81 538,144 2,09
99,045 5,26 147,030 3,46 183,017 2,55 223,046 | 10,48 277,155 9,09 333,059 | 10,94 | 421,207 2,58 547,238 2,02
99,045 1,05 | 147,066 2,90 183,035 2,70 225,088 6,18 278,067 | 10,52 333,145 1,88 421,207 2,81 553,187 3,73
101,061 10,58 | 149,009 | 11,16 184,062 9,33 225113 1,84 278,139 2,63 337,012 1,40 425,166 9,01 556,260 3,90
103,004 5,69 149,046 1,64 185,009 | 10,82 | 227,067 9,88 282,061 | 10,85 | 337,077 8,56 427145 10,18 557,207 4,04
103,004 9,12 150,013 | 10,22 | 185,093 | 12,02 227103 9,02 282,995 4,55 337,150 7,36 428,316 1,81 558,218 1,95
103,004 | 10,57 150,971 10,34 | 186,041 1,24 228,124 1,75 283,068 3,96 340,161 4,90 429,124 6,30 563,102 8,66
103,040 3,01 151,007 2,33 186,077 2,31 229,083 | 10,39 283,103 3,01 341,108 9,01 430,280 6,93 563,183 9,04
105,019 9,49 152,029 2,52 186,077 10,15 230,140 2,80 283,103 6,86 343,103 2,52 431,140 8,09 569,187 1,99
111,009 1,44 | 152,986 | 10,32 187,061 2,24 233,077 4,52 285,182 3,05 343,212 1,58 434112 10,92 | 569,220 9,01
111,020 3,77 153,019 1,52 187,097 1,69 234,914 1,58 288,156 1,07 347,075 6,12 435,186 4,7 571,288 8,13
12,988 | 10,22 | 153,029 2,63 188,093 3,68 235,118 5,51 290,088 9,58 351,069 4,65 437124 6,19 574,232 2,29
12,988 | 10,58 131,071 4,52 172,062 3,22 205,035 | M,20 260,114 2,15 314,114 7,95 391,160 3,40 487,202 3,14
14,020 | 10,52 155,010 3,75 172,098 2,28 206,046 2,21 261,056 2,29 314,124 1,22 393,176 2,98 492,310 8,18
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Rt Rt Rt Rt Rt Rt Rt Rt

m/z [min] m/z [min] m/z [min] m/z [min] m/z [min] m/z [min] m/z [min] m/z [min]
115,004 | 11,28 155,010 4,80 188,093 4,85 206,082 4,74 261,098 | 10,13 315,072 4,41 393,187 7,95 494,057 | 12,07
117,019 3,49 156,013 3,73 188,093 9,86 236,092 | 4,90 263,128 134 316,974 | 1,54 395,167 9,26 499,112 2,02
117,056 1,88 157,025 7,29 188,963 | 11,47 | 237,040 5,67 291,067 5,99 319,053 8,60 396,166 11,07 501,181 3,53
117,056 2,30 157,037 2,27 189,004 | 1,02 238,108 194 291,098 5,46 351,129 3,95 400,099 | 10,43 | 505,078 1,57
118,023 3,49 158,082 3,06 189,077 1,83 239,077 5,52 291,098 8,35 352,132 5,21 437,202 6,36 506,188 9,58
119,035 413 158,082 3,46 191,020 1,05 240,871 1,52 291144 2,98 354,178 1,90 437,202 6,73 575,219 3,54
119,035 4,54 158,082 492 191,020 1,44 241,119 4,01 293,087 1,87 355,160 2,24 441,098 1,99 575,234 7,16
119,035 5,45 158,082 | 11,08 191,056 3,53 241,19 8,30 293,150 9,19 356,256 8,71 441,124 6,47 577,214 2,88
121,029 | 10,40 | 158,976 5,90 191,056 4,10 243,015 | 10,86 | 294,062 | 11,06 357,103 1,33 441,140 3,14 579,178 9,02
122,025 6,30 159,030 2,32 191,092 3,57 243,123 2,59 294,119 9,65 358,114 8,86 443,191 4,47 581,184 7,83
124,007 7,91 160,061 7,08 193,072 1,88 2431 9,25 295,034 | 10,69 | 359,098 7,10 445,155 8,94 587,234 | 10,95
124,040 | 10,85 | 160,061 7,78 194,947 1,53 243,196 1,85 295103 | 10,04 361,113 2,68 449,069 7,99 594,187 2,38
124,041 1,80 160,061 9,34 195,052 2,97 244,065 1,87 295,130 2,47 361,223 2,54 44914 10,43 | 597,304 | 8,06
124,991 1,52 161,045 4,56 196,061 2,30 244,066 2,63 297,119 5,06 363,145 1,92 449,275 1,55 602,265 3,39
125,024 1,10 161,045 | 10,97 | 196,061 2,73 244,082 2,86 299,259 1,63 364,187 9,47 455,277 1,39 608,218 2,28
125,025 1,62 163,025 1,17 197,046 31 244155 194 302,150 9,23 365,144 4,28 457,135 4,05 615,192 2,26
127,051 7,99 163,040 | 10,52 197,129 8,07 246,008 | 10,97 | 307,103 | 10,39 | 365,198 1,38 457,152 4,49 625,270 4,48
128,035 | 10,70 | 163,061 4,55 198,077 117 247,082 | 10,24 | 308,077 | 10,64 | 369,016 | 10,74 | 461,042 8,10 633,182 2,34
128,035 Nn,74 164,108 1,94 198,077 7,63 248,129 194 308,135 8,89 376,151 8,18 461,042 9,01 663,291 9,87
129,019 1,48 165,019 2,78 199,038 9,69 251,056 5,07 309,082 | 6,40 377,085 9,01 463,087 3,04 665,214 | 10,90
129,019 2,44 165,031 7,88 199,097 1,67 251,077 9,96 309,173 2,64 377,160 2N 463,148 2,08 684,235 9,77
129,019 6,43 165,040 | 10,88 | 200,056 | 10,75 251,077 | 10,84 | 309,173 4,34 378,130 9,06 468,125 1,57 691,257 7,98
129,019 1,16 165,056 2,87 200,093 2,86 251,104 2,67 309,174 1,57 379,083 | 8,09 471,109 2,06 699,219 | 10,61
129,056 2,53 165,056 4,50 202,108 3,00 253,035 | 10,39 311,098 6,31 385,306 | 10,61 473,129 1,54 713,250 3,52
130,051 9,08 167,021 5,34 202,108 4,19 256,130 1,99 311,140 8,59 387,165 4,01 475,166 9,49 481,292 1,39
131,010 4,42 167,035 3,03 204,066 2,10 257,114 6,73 312,124 2,80 388,117 8,09 479,277 1,39 486,269 | 11,95
131,035 1,87 167,035 3,51 204,088 5,65 258,098 | 10,30 312,891 1,60 388,117 9,01 391,124 2,96 487,100 1,81
131,035 2,21 168,981 | 10,34 | 205,035 8,69 259,076 8,53 313,094 8,63 389,144 2,24 313,238 1,32 260,023 8,48
131,035 4,62 172,025 4,60 205,035 | 10,68
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Tabelle 65: Potenzielle Schliisselmetaboliten der NTP, negativer lonenmodus, sortiert nach dem m/z.

m/z | Rt[min] | m/z |Rt[min] | m/z | Rt[min] | m/z |Rt[min] | m/z |Rt[min] | m/z |Rt[min] | m/z | Rt[min] | m/z | Rt[min]
100,93 5,91 151,02 417 181,01 1,00 214,88 4,26 286,17 13,2 351,21 4,87 405,15 7,18 481,08 5,77
101,06 4,24 153,02 1M 182,99 5,41 214,96 6,06 288,12 10,1 357,10 6,98 407,09 6,72 485,15 6,48
116,92 5,82 155,00 4,44 184,95 5,89 215,14 1,6 293,17 10,4 358,29 7,23 409,06 12,1 486,18 734
116,92 6,28 155,04 13,6 187,07 5,53 218,10 4,78 294,97 6,07 372,07 6,48 413,09 11,9 492,31 6,13
121,02 4,26 157,06 1,2 188,03 5,28 222,13 13,4 303,03 541 372,27 7,24 417,07 513 49413 10,2
124,00 6,18 158,93 5,86 188,09 5,33 223,04 5,18 307,03 5,48 372,31 7,05 417,24 5,82 503,16 6,72
124,97 4,84 165,04 9,02 189,07 1,00 223,04 7,78 307,10 4,46 373,16 4,87 419,17 10,3 518,14 6,92
126,98 5,05 166,04 5,65 193,03 4,49 233,06 5,21 309,04 5,36 374,29 7,23 421,22 0,99 519,15 12,2
128,07 9,98 166,05 8,51 193,03 5,26 240,90 5,61 311,09 5,77 375,18 4,88 423,23 6,00 523,14 4,92
128,96 12,5 168,04 1,06 194,94 7,30 243,07 13,8 313,11 6,20 384,21 5,83 437,25 5,99 527,33 10,4
130,05 8,89 173,09 11,6 194,94 7,75 246,09 7,57 319,05 5,40 385,30 11,4 450,25 6,02 535,15 6,35
133,05 3,74 174,07 7,93 195,05 6,08 252,92 5,86 321,08 3,23 386,29 7,03 451,99 6,53 538,17 6,31
134,04 8,1 175,02 1,03 195,05 10,0 256,96 12,7 321,08 5,21 388,27 6,66 456,02 6,12 541,15 6,69
135,03 4,52 175,02 4,47 196,05 6,01 256,99 4,80 323,07 4,85 388,30 7,01 456,02 6,51 54234 5,83
135,03 5,67 175,02 5,23 197,02 5,87 265,14 4,83 327,09 6,59 391,03 4,96 459,04 6,35 545,22 6,09
136,99 5,00 176,09 10,4 198,99 4,83 267,07 5,80 328,04 6,20 391,18 5,50 463,26 5,97 547,30 10,7
138,02 15,0 177,04 3,62 208,09 7,69 267,09 1,01 329,09 1,84 393,19 5,07 474,30 6,02 570,15 6,72
139,97 5,61 179,02 0,99 | 209,06 5,57 267,14 0,99 331,14 6,38 401,09 7,21 475,67 6,50 571,11 12,2
139,99 5,02 179,02 6,13 211,02 4,80 280,02 1,9 337,20 0,99 402,13 6,32 141,06 1,7 179,02 6,45
150,97 5,40 180,01 0,99 211,08 5,91 280,99 5,73 340,07 | 4,80 | 404,23 5,82 212,89 4,27 283,10 6,06
351,18 1,03 404,30 6,67
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8.8 Potenzielle Schlisselmetaboliten fir die Methodenoptimierung

Tabelle 66: Schliisselmetaboliten der NTNP Methode, die zur Auswertung der Extraktionsmittel- sowie
Additiv-Fragestellungen ausgewahlt wurden, jeweils sortiert nach der Retentionszeit.

m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min]
324,287 2,64 555,499 12,53 534,561 15,78
254,248 3,29 424,452 13,12 197,081 16,53
513,406 4,59 515,413 13,64 295,227 16,61
368,316 5,10 800,617 14,05 916,798 17,28
310,311 1,24 452,483 14,14 848,771 18,34
965,855 1,34 504,514 14,51 900,803 18,35
569,455 1,74 480,514 14,99 850,787 18,64
413,378 12,22 506,531 15,07 878,819 18,93
572,525 12,42 682,635 15,711 906,850 19,21
1021,918 12,52 508,545 15,74 946,881 19,35

Tabelle 67: Schliisselmetaboliten der NTP Methoden, die zur Auswertung der Extraktionsmittel- sowie Ad-
ditiv-Fragestellungen ausgewahlt wurden, jeweils sortiert nach der Retentionszeit.

Extraktionsmittelzusammensetzung Extraktionsmittel-Additiv
neg pos neg pos
m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min]
191,056 2,18 369,311 3,22 204,066 2,32 90,055 2,42
147,066 2,39 229,119 3,16 181,051 2,43 229,118 3,72
218,103 2,44 522,203 7,62 361,113 2,45 152,057 6,58
175,061 2,48 279,134 7,65 131,035 2,51 147,092 7,13
89,0250 2,53 132,102 7,73 94,981 2,63 279,134 7,13
294,062 2,59 314,092 7,76 103,004 2,74 136,062 7,22
132,030 2,63 388,306 8,54 173,045 2,91 112,051 7,38
188,093 2,79 390,321 8,56 172,098 3,49 314,092 8,12
94,981 2,85 166,086 9,07 308,077 3,68 227103 8,44
236,092 3,09 147,092 9,08 188,093 4,24 126,066 8,55
130,051 3,80 199,144 9,26 225,088 4,52 354,336 8,95
274,093 4,79 104,071 9,99 347,074 6,04 302,305 9,22
160,061 5,84 167,093 10,02 341,108 6,49 318,300 9,29
157,025 6,14 211,19 10,08 105,019 7,41 288,290 9,38
146,046 6,74 90,055 10,25 274,093 7,46 166,086 9,48
241,119 7,02 183,092 10,45 179,056 7,76 132,102 9,76
308,135 7,05 233,150 10,46 91,055 8,94 72,080 9,84
509,287 7,78 215,139 10,65 149,009 8,95 130,086 11,00
341,109 7,82 354,337 10,67 168,981 8,95 476,187 11,06
388,117 7,84 302,306 10,78 101,061 9,15 116,071 1,15
168,981 8,50 318,300 10,78 277,155 9,34 536,371 11,26
135,045 8,60 347,342 10,94 263,140 9,66 175,108 1,44
173,009 9,18 288,290 10,84 128,035 10,19 215,139 1,54
277,155 9,79 342,337 1,00 186,041 1,15 263,172 11,62
243,17 9,81 403,230 1,19 191,020 1,48 403,230 1,67
263,140 10,08 536,371 1,24 125,024 1,75 144,102 1,72
186,041 1,20 263,172 1,26 87,009 1,99 104,071 1,75
146,046 n,4 249,145 1,35 11,009 12,01 187,108 1,83
173,093 1,53 266,160 12,42 191,020 12,01 226,155 12,16
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8.9 Temperaturstabile Schlisselmetaboliten

Tabelle 68: Temperaturstabile Schliisselmetaboliten der Réstreine NTNP positiv, in Summe 104 Verbin-
dungen, sortiert nach dem m/z.

m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min] m/z Rt [min]
144,081 9,25 452,483 9,93 656,595 12,50 828,650 10,80
161,107 9,23 469,419 8,93 658,613 12,75 842,729 12,22
161,107 9,80 485,414 8,25 658,617 12,72 848,772 9,90
197,081 10,65 485,414 8,25 668,598 12,25 858,704 11,30
295,227 11,95 497,41 9,50 680,637 13,50 910,757 11,45
295,228 12,02 497,449 9,53 684,631 12,70 940,835 13,48
299,239 10,62 499,427 8,58 684,650 12,60 942,851 13,93
299,258 3,70 525,481 10,08 686,648 13,13 944,867 14,50
353,307 1,37 527,462 7,65 692,637 13,48 946,881 15,10
383,368 13,50 529,400 7,63 692,637 13,17 956,865 14,00
384,347 12,28 529,400 9,18 694,652 13,68 965,856 9,25
384,347 13,50 536,371 9,53 696,650 13,70 968,868 13,90
384,347 14,08 540,535 10,35 696,654 1,72 970,845 12,68
386,400 14,77 540,535 10,63 698,683 15,13 970,883 14,45
395,368 13,48 541,437 9,50 708,726 13,13 972,898 15,08
395,368 14,13 541,737 7,37 713,661 13,13 974,913 15,10
396,420 13,45 543,452 6,82 714,678 13,61 976,699 10,43
397,384 14,45 555,369 9,75 720,544 8,41 984,897 14,75
400,416 13,60 556,530 10,22 736,756 14,05 984,898 14,72
407,319 7,32 556,533 10,22 744,592 11,30 990,944 14,05
413,378 9,93 566,550 7,65 744,596 1,27 991,802 9,48
427,362 8,28 572,525 9,77 756,539 12,17 998,914 15,05
429,332 8,88 597,520 9,33 764,483 8,32 1012,929 15,38
429,374 8,88 620,577 1,37 785,703 12,31 1021,918 9,80
430,378 8,88 647,572 11,38 800,752 13,48 1027,825 15,77
431,388 8,25 654,603 12,60 802,768 14,00 1040,960 16,16

Tabelle 69: Temperaturstabile Schliisselmetaboliten NTP, positiver lonenmodus, in Summe 33 Verbindun-
gen, sortiert nach dem m/z.

m/z RT [min] m/z RT [min] m/z RT [min]
104,115 6,2 249,147 10,85 469,237 10,54
129,161 57 255,097 10,77 499,337 0,98
132,093 10,94 293,131 1,02 509,099 10,77
143,095 6,17 295,164 0,96 51,373 0,99
144,15 1,02 314,034 7,44 529,139 10,93
169,992 5,03 352,177 10,54 566,257 0,98
170,07 5,34 367,016 6,2 586,312 10,54
184,066 6,21 372,106 10,74 607,119 6,57
200,042 12,96 392,106 10,91 703,401 10,54
230,151 13,47 420,252 6,76 736,395 1,98

235714 10,49 422,21 6,62 820,466 10,47
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Tabelle 70: Temperaturstabile Schllisselmetaboliten NTP, negativer lonenmodus, in Summe 12 Verbindun-
gen, sortiert nach dem m/z.

m/z RT [min] m/z RT [min]
124,972 4,84 175,061 1,08
122,976 473 182,995 5,41
139,999 5,02 187,072 5,53
153,023 4,66 233,066 5,21
155,009 4,44 267,072 5,8
167,938 6,19 175,061 1,08
168,034 6,14 182,995 5,41

8.10 Bewertungskriterien der potenziellen Schlusselmetaboliten

Tabelle 71: Ergebnisse der Auswertung der Kakaoproben unterschiedlicher Herkiinfte, Erntejahre und Fer-
mentationsgrade.

Signalflachen-Unter-
m/z R.t Va.ria.ltionsko- schi(.ed r[ferment.ierte Konze.ntrationskrite- Exklu.sivkrite-
[min] | effizientv[%] | vs. nicht fermentierter rium [S/N] rium
Schalenproben [%]
144,081 9,25 15 85 90 6,0
161,107 9,23 12 88 105 _
161,107 9,80 14 85 142 8,4
197,081 10,65 332 83,0
295,227 | 1,95 24 749 68,1
295,228 | 12,02 25 295 42,1
299,239 | 10,62 209 5,0
353,307 1,37 5,2
383,368 | 13,50 18 105 333 17,5
384,347 | 13,50 110 6,1
384,347 | 14,08 17 105 111 15,9
384,347 | 12,28 21 68 13,6
386,400 | 14,77 96 6,4
396,368 | 13,45 18 90 146 10,4
397,384 | 14,45 438 73,0
400,416 | 13,60 81
407,319 7,32 30 192 19,2
413,378 9,93 7206 18,1
427362 8,28 1125 22,1
429,332 8,88 26 1696 40,4
430,378 8,88 26 603 30,2
431,388 8,25 70 10,0
452,483 9,93
469,419 8,93 22 23689 13,3
483,431 9,40 8 93 4356 5,7
485414 | 8,25 26 62 10,3
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Signalflachen-Unter-
m/z R-t Va-ri?tionsko- schi(‘ed qferment-ierte Konze'ntrationskrite- Exklu'sivkrite-
[min] | effizientv[%] | vs. nicht fermentierter rium [S/N] rium
Schalenproben [%]

497,416 9,50 20 79 10198 324
499,427 8,58 27 124 4346 21,9
525,481 10,08 84 4548 23,7
527,462 7,65 115 2369 18,4
529,400 7,63 124 147 1,3
529,410 9,18 20 305 9,5
536,371 9,53 21 94 121 71
540,535 10,35 10 4610 24,1
540,535 10,63 485 30,3
541,437 9,50 24 124 307 15,4
541,437 1,37 26 153 17,0
543,452 6,82 301 12,0
555,369 9,75 25 1088 58
556,530 10,22 1920 51,9
566,550 7,65 67 9,6
572,525 9,77 449 20,4
597,520 9,33 126
620,577 1,37 375 19,7
647,572 1,38 634 5,6
654,603 | 12,60 25 92 251 41,8
656,595 12,50 134 134,0
658,613 12,75 20 101 925 A
668,598 12,25 427
680,637 13,50 20 116 273 18,2
684,631 12,70 26 96 189 189,0
686,648 13,13 19 93 3243 108,1
692,637 13,17 22 349 10,3
692,637 13,48 84 292 324
694,652 13,68 21 109 879 16,6
696,650 | 13,70 20 113 99 19,8
696,654 1,72 18 1433 15,1
698,683 15,13 5,0
708,726 13,13 18 99 113 9,4
713,661 13,13 108 13,5
714,678 13,61 22 92 170 56,7
720,544 8,41 304 60,8
736,756 14,05 93 78
744,592 11,30 208 14,9
756,539 12,17 m 37,0
764,483 8,32 14,3
785,703 12,31 579 14,8
800,752 13,48 23 122
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Signalfldchen-Unter-
schied n fermentierte
vs. nicht fermentierter
Schalenproben [%]

Exklusivkrite-
rium

Konzentrationskrite-
rium [S/N]

5,8

m/z Rt Variationsko-
[min] | effizient v [%]
802,768 | 14,00
828,650 10,8
842,729 12,22
848,772 9,90
858,704 11,30
910,757 11,45
940,835 13,48
942,851 13,93
944,867 14,50
946,881 15,10
956,865 | 14,00
965,856 9,25
968,868 | 13,90
970,845 12,68
970,883 14,45
972,898 15,08
974,913 15,10
976,699 10,43
984,897 14,72
990,944 | 14,05
991,802 9,48
998,914 15,05
1.012,929 | 15,38
1.021,918 9,80
1.027,825 | 15,77
1.040,960 | 16,16
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Tabelle 72: Bewertungskriterien der Schllisselmetaboliten NTP, positiver lonenmodus, in Summe 33 Ver-
bindungen sortiert nach dem m/z.

Rt
m/z [min]
104,115 6,20
129,161 57
132,093 | 10,94
143,095 6,17
144115 11,02
169,992 5,03
170,070 5,34
184,066 6,21
200,042 | 12,96
230,151 13,47
235,140 | 10,49
249147 | 10,85
255,097 | 10,77
293,131 1,02
295,164 0,96
314,034 7,44
352177 10,54
367,016 6,20
372,106 10,74
392,106 | 10,91
420,252 6,76
422,210 6,62
469,237 | 10,54
499,337 0,98
509,099 | 10,77
51,373 0,99
529,139 | 10,93
566,257 0,98
586,312 10,54
607,119 6,57
703,401 | 10,54
736,395 11,98
820,466 | 10,47
Seite 236

Variationskoeffizient
v [%]

Signalflachen-Un-
terschied n fermen-
tierte vs. nicht fer-
mentierter Schalen-
proben [%]

71,45

81,77

82,93

83,05

69,49

Konze'ntr'at|- Exklusivkrite-
onskriterium X
[S/N] rium
1699 254
100
85
452 50,2
75
88
251 16,2
98
86 6,1
4577 69,3
6,3
8,6
478 8,1
1224 174,9
94 7,8
245 10,2
399 17,3
531 106,2
205 18,6
1892 54,1
1142 103,8
212 42,4
90 7,5
100 10,0
876 24,3
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Tabelle 73: Bewertungskriterien der Schliisselmetaboliten NTP, negativer lonenmodus, in Summe 12 Ver-
bindungen sortiert nach dem m/z.

Signalflachen-Un-
. Variationskoeffi- te-rschled q'fermen- K'onzenjcra- Exklusivkrite-
m/z Rt [min] zient v [%] tierte vs. nicht fer- tionskrite- Hum
mentierter Schalen- | rium [S/N]
proben [%]

122,976 4,73 772 8,4
124,972 4,84 1479 30,2
139,999 5,02 225 32,1
153,023 4,66 145 6,0
155,009 4,44 62
167,938 6,19 554 16,3
168,034 6,41 507 1,5
175,061 1,08 242 12,1
182,995 5,41 290 10,0
187,072 5,53 6,8
233,066 5,21 6,0
267,072 5,80 294 12,8

8.11 Detektionsparameter der TNP-Methode

Tabelle 74: Einstellungen des Massenspektrometers fiir die TNP Methode im MRM-Modus.

Masseniibergange Precursor | Fragment | DwellTime | DP | EP | CE | CXP
[m/Z] [m/z] [msec] Vi | IVI|IVlI] V]

QNT a-Tocomonoenol 429 ,245 1651 20 81 10 10 29
QAL1a-Tocomonoenol 429,245 2051 20 81 10 10 29
QNT Heneicosansauretrypta- 469 ,419 143 ,9 20 106 10 10 39
mid
QALT Heneicosansauretrypta- 469 ,419 161,1 20 106 10 10 27
mid
QNT Behensauretryptamid 483,227 143,9 20 106 | 10 10 39
QAL1Behensauretryptamid 483,227 161,1 20 106 | 10 10 27
QNT Heneicosansaure-5-hyd- 485 ,41 160 20 101 10 10 49
roxy-tryptamid
QAL1 Heneicosansaure-5-hyd- 485 ,41 159,6 20 101 10 10 49
roxy-tryptamid
QNT Tricosansauretryptamid 497 ,447 143 ,9 20 106 10 10 39
QAL1 Tricosansauretryptamid 497 ,447 161,1 20 106 10 10 27
QNT Behensaure-5-hydroxy- 499 ,427 160 20 101 10 10 49
tryptamid
QAL1 Behensaure-5-hydroxy- 499 ,427 159 ,6 20 101 10 10 49
tryptamid
QNT Lignocerinsauretryptamid 511,462 1439 20 106 | 10 10 39
QALT Lignocerinsauretrypta- 511,462 161,1 20 106 | 10 10 27
mid
QNT Pentacosansauretrypta- 525,457 143 ,9 20 106 10 10 39
mid
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Masseniiberginge Precursor | Fragment | DwellTime | DP | EP | CE | CXP
[m/z] [m/z] [msec] VI | VI | V]| V]

QAL1 Pentacosansauretrypta- 525,457 161,1 20 106 | 10 10 27
mid
QNT Lignocerinsaure-5-hyd- 527,457 160 20 101 | 10 | 10 49
roxy-tryptamid
QALT Lignocerinsaure-5-hyd- 527,457 159 ,6 20 101 | 10 10 49
roxy-tryptamid
QNT Cerotinsauretryptamid 539,49 1439 20 106 | 10 10 39
QAL1 Cerotinsauretryptamid 539,49 161,1 20 106 | 10 | 10 27
QNT Dihydroceramide 540,359 5225 20 7 10 | 10 29
(d18:0/16:0)
QAL1Dihydroceramide 540,359 2842 20 7 10 | 10 41
(d18:0/16:0)
QNT Pentacosansaure-5-hyd- 541,472 160 20 101 10 10 49
roxy-tryptamid
QAL1 Pentacosansaure-5-hyd- 541,472 159,6 20 101 10 10 49
roxy-tryptamid
QNT Cerotinsaure-5-hydroxy- 555,488 160 20 101 | 10 10 49
tryptamid
QAL1 Cerotinsaure-5-hydroxy- 555,488 159,6 20 101 10 10 49
tryptamid
QNT a-Tocopherolmyristat 658,613 641,58 20 2N 10 10 23
QAL a-Tocopherolmyristat 658,613 149 ,2 20 2N 10 10 45
QNT a-Tocopherolpalmitat 686,444 669 ,6 20 211 10 10 23
QAL1a-Tocopherolpalmitat 686 ,444 149 ,2 20 21 10 10 45
QAL1 Cer(d25:0(0H)/ 696 ,65 678 ,6 20 7 10 | 10 17
18:0(30H))
QNT Cer(d25:0(0OH)/ 696 ,65 280 ,3 20 7 10 | 10 39
18:0(30H))
QNT TG(18:2/22:0/18:2) 956,864 263,2 20 141 | 10 | 10 55
QAL1TG(18:2/22:0/18:2) 956,864 600,51 20 141 | 10 | 10 33
QANT TG(22:1/18:0/20:3) 984,895 263,2 20 141 | 10 | 10 55
QAL1TG(22:1/18:0/20:3) 984,895 600,51 20 141 | 10 | 10 33

*DP: declustering potential; EP: entrance potential; CE: collision energy; CXP: collision cell exit potential
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8.12 Stammldsungen und Validierungsparameter

Tabelle 75: Stammldsungen.

Verbindung Molare Masse | Masse | Volumen | Stoffmenge | Konzentration
[g/mol] [mg] [mL] [mmol] [mmol/L]

Behensduretryptamid 482,78 9,72 10 0,0201 2,013
Dihydroceramide
(d18:0/16:0) 539,917 6,7 5 0,0124 2,482
16:0(2S-OH) Ceramide 553,9 4,75 5 0,0086 1,715
Docosahexaenoyl-5-hyd-
roxy-tryptamid 486.7 5 0,5 0,0108 21,612
a-Tocopherolpalmitat 669,11 23,26 10 0,0348 3,476
Triolein 885 ,43 16,65 10 0,0188 1,880

Tabelle 76: Herstellung und Zusammensetzung des Multistandard I.

Verbindung Volumen Stammlosung [mL] Konzentration im Multistandard | [pmol/L]
Behensauretrypta-
mid 0,993 200
Dihydroceramide
(d18:0/16:0) 0,806 200
16:0(2S-OH) Cera-
mide 1,166 200
Docosahexaenoyl-
5-hydroxy-trypta-
mid 0,093 200
a-Tocopherolpalmi-
tat 0,575 200
Triolein 1,064 200

Ad. 10 mL Isopropanol

Tabelle 77: Herstellung und Zusammensetzung des Multistandard II.

Verbindung Volumen Multistandard I [pL] Konzentration im Multistandard | [pmol/L]
Behensauretrypta-
mid 10 2
Dihydroceramide
(d18:0/16:0) 10 2
16:0(2S-OH) Cera-
mide 10 2
Docosahexaenoyl-
5-hydroxy-trypta-
mid 10 2
a-Tocopherolpal-
mitat 10
Triolein 10 2

Ad. 10 mLIsopropanol
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Tabelle 78: Herstellung und Zusammensetzung des Multistandard IlI.

Verbindung Volumen Multistandard I [pL] Konzentration im Multistandard | [pmol/L]

Behensauretrypta-

mid 10 0,02
Dihydroceramide

(d18:0/16:0) 10 0,02
16:0(2S-OH) Cera-

mide 10 0,02
Docosahexaenoyl-

5-hydroxy-trypta-

mid 10 0,02
a-Tocopherolpal-

mitat 10 0,02
Triolein 10 0,02

Ad. 10 mL Isopropanol

Tabelle 79: Pipettierschema und resultierende Konzentrationen der Grundkalibrierung.

Konzentration . . Konzentration der
Standard Multistandard Volumen Multi- Volume.n Extraktions- Analyten im Stan-
[uM] standard [pL] mittel [pL] dard [uM]
Standard 1 0,02 10 990 0,0002
Standard 2 0,02 10 490 0,0004
Standard 3 0,02 15 485 0,0006
Standard 4 0,02 20 480 0,0008
Standard 5 0,02 25 475 0,001
Standard 6 0,02 50 450 0,002
Standard 7 0,02 100 400 0,004
Standard 8 0,02 150 350 0,006
Standard 9 0,02 200 300 0,008
Standard 10 0,02 250 250 0,01
Standard 11 2 10 990 0,02
Standard 12 2 10 490 0,04
Standard 13 2 15 485 0,06
Standard 14 2 20 480 0,08
Standard 15 2 25 475 0,1
Standard 16 2 50 450 0,2
Standard 17 2 100 400 0,4
Standard 18 2 150 350 0,6
Standard 19 2 200 300 0,8
Standard 20 2 250 250 1,0
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Tabelle 80: Pipettierschema und resultierende Konzentrationen der Matrixkalibrierung.

Konzentration Volumen Mul- Volumen Volumen Ex- Konzentration
Standard Multistandard tistandard [pL] Matrixlosung | traktions-16- | der Analytenim
[uMm] [pL] sung [pL] Standard [pM]
Standard 1 0,02 10 500 490 0,0002
Standard 2 0,02 10 250 240 0,0004
Standard 3 0,02 15 250 235 0,0006
Standard 4 0,02 20 250 230 0,0008
Standard 5 0,02 25 250 225 0,001
Standard 6 0,02 50 250 200 0,002
Standard 7 0,02 100 250 150 0,004
Standard 8 0,02 150 250 100 0,006
Standard 9 0,02 200 250 50 0,008
Standard 10 0,02 125 125 0 0,01
Standard 11 2 10 250 740 0,02
Standard 12 2 10 250 240 0,04
Standard 13 2 15 250 235 0,06
Standard 14 2 20 250 230 0,08
Standard 15 2 25 250 225 0,1
Standard 16 2 50 250 200 0,2
Standard 17 2 100 250 150 0,4
Standard 18 2 150 250 100 0,6
Standard 19 2 200 250 50 0,8
Standard 20 2 250 250 0 1,0
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8.13 Kakaoschalen-Kalibrierreihen

Tabelle 81: Herstellung der Kakaoschalen-Verdiinnungsreihe nach Variante 1.

Standard Einwaage Schale [g] Einwaage Kern [g] Kakaoschalen-Gehalt [%]
Standard O 0 5,000 0
Standard 1 0,050 4,950 1,00
Standard 2 0,104 4,902 2,08
Standard 3 0,150 4,852 3,00
Standard 4 0,201 4,803 4,02
Standard 5 0,251 4,749 5,01
Standard 6 0,302 4702 6,04
Standard 7 0,350 4,652 6,99
Standard 8 0,400 4,605 7,98
Standard 9 0,450 4,552 9,00
Standard 10 0,500 4,499 10,00
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Tabelle 82: Herstellung der Kakaoschalen-Verdiinnungsreihe nach Variante 2.

Probe Schale [mg] | Kern [mg] | Gehalt [%] Probe Schale [mg] | Kern [mg] | Gehalt [%] Probe Schale [mg] | Kern [mg] | Gehalt [%]

11 0 51,17 0 6 1 1,45 54 15 2,68 11 2,45 47 17 5,19
12 0 50,62 0 6 2 1,45 51,47 2,82 |n2 2,42 47 37 5,11

13 0 49 81 0 6 3 1,15 48 1 239 |13 2,54 48 5,29
14 0 49 14 0 6 4 1,22 48,6 2,51 n 4 2,38 50,06 475
15 0 50,92 0 6 5 1,43 48,75 2,93 15 2,62 49 19 5,33
21 0,19 48 .6 0,39 71 1,44 48 46 2,97 121 2,69 46,7 5,76
22 0,27 50,25 0,54 72 1,51 48,87 3,09 12 2 2,76 47,68 5,79
23 0,18 49 17 0,37 73 1,56 48,69 3,20 12 3 2,92 49 38 5,91
2 4 0,25 49 51 0,50 74 1,54 49,65 3,10 12 4 2,65 47,22 5,61
25 0,22 49,92 0,44 75 1,57 49 ,86 3,15 12 5 2,58 47,97 5,38
31 0,53 49 61 1,07 8 1 1,69 48,05 3,52 131 2,65 47,53 5,58
32 0,55 49 97 1,10 8 2 1,66 48,28 3,44 13 2 2,93 47 32 6,19
33 0,55 50,85 1,08 8 3 1,64 48,69 3,37 13 3 3,07 46,92 6,54
34 0,58 49,04 1,18 8 4 1,92 48 14 3,99 13 4 2,87 47,03 6,10
35 0,65 54,84 1,19 85 1,79 49 62 3,61 135 3,18 47 15 6,74
41 0,94 51,01 1,84 91 1,89 47,81 3,95 14 1 3,22 48 5 6,64
4 2 0,72 49,08 1,47 9 2 2,07 49 .81 4,16 14 2 3,08 47,93 6,43
4 3 0,65 49 5 1,31 93 2,07 48,62 4,26 14 3 3,35 46 ,65 7,18
4 4 o,n 50,21 1,41 94 2,06 47,71 4 .31 14 4 3,07 46,28 6,63
45 0,64 48 ,57 1,32 95 1,97 47,97 4m 14 5 3,25 48 15 6,75
51 0,93 50,23 1,85 10 1 2,43 51,4 4,73 15 1 3,72 46,73 7,96
52 1,2 49,29 2,43 10 2 2,44 48,52 5,03 15 2 3,79 47,8 7,93
53 0,92 50,57 1,82 10 3 2.n 47 .41 4 .45 15 3 3,59 56,07 6,40
54 0,94 49 M 1,91 10 4 2,26 49,69 4 55 15 4 3,43 48 ,27 7N

55 1,15 48,78 2,36 10 5 2,35 47,97 4 .90 15 5 3,64 46,74 7,79
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Tabelle 83: Herstellung der Kakaoschalen-Verdlinnungsreihe im Konzentrationsbereich 0-100 %.

Kalibrier-Standard Kakaoschale [mg] Kakaokern [mg] Kakaoschalengehalt [%]
01 0 50,10 0,00
02 0 50,21 0,00
03 0 50,05 0,00
11 4,90 44,84 9,85
12 5,45 4424 10,97
13 478 44,73 9,65
21 1,41 40,75 21,88
22 9,90 40,37 19,69
23 11,13 41,16 21,29
31 16,12 34,76 31,68
32 14,70 35,91 29,05
33 13,87 37,87 26,81
41 21,00 32,00 39,62
4 2 20,88 33,37 38,49
4 3 20,30 30,07 40,30
51 25,87 29,65 46,60
52 26,60 26,90 49,72
53 26,34 28,15 48,34
6 1 35,67 14,12 71,64
6 2 35,40 14,71 70,64
6 3 35,09 16,80 67,62
71 49,50 0 100,00
72 51,30 0 100,00
73 50,51 0 100,00

Tabelle 84: Einwaagen der Proben mit bekanntem Kakaoschalengehalt.

Probe Kakaoschale [mg] Kakaonibs [mg] Kakaoschalengehalt [%]
Ghana 10,79 990,1 1,08
Elfenbeinkiiste 20,1 979,9 2,01
Nigeria 29,80 970,1 2,98
Panama 41,00 959,2 4,10
Indonesien 50,27 950,2 5,02
Ecuador 60,71 941,3 6,06
Madagaskar 73,16 934,5 7,26
Venezuela 82,03 1039,3 7,32
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8.14 PLS-R Modelle

Tabelle 85: Parameter zur Berechnung der PLS-R (Analyse).

Parameter Einstellungen
X-Werte Flache der potenziellen Schlisselmetabolit Signale
(keine Gewichtung)
Y-Werte Konzentration der Kalibrierreihe
Datenvorbehandlung mean-centering®®
Validierung random cross-validation, mit 20 Segmenten und je 20
Proben pro Segment
Algorithmus NIPALS
Leverage limit 3,0,0
Sampler Outlier Limit, Calibration 3,0
Sampler Outlier Limit, Validation 3,0
Individual Value Outlier, Calibration 3,0
2 | Individual Value Outlier, Validation 2,6
£ [ Variable Outlier Limit, Calibration 3,0
& | Variable Outlier Limit, Validation 3,0
% Total Explained Variance [%) 20
< | Ratio of Calibrated to Validated Resid- 0,5
ual Variance
Ratio of Validated to Calibrated Resid- 0,75
ual Variance
Residual Variance Increase Limit [%] 6,0
Tabelle 86: Parameter zur Berechnung der Vorhersage.
Parameter Einstellung
Prediction Identify outliers
00 Leverage limit 3,0
S £ | Sampler Outlier Limit, Validation 2,6
s £ [ Individual Value Outlier, Validation 3,0
= Total Explained Variance [%) 20
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8.15 Formelsammlung

Berechnung des Mittelwerts

Mit Hilfe von Gleichung 7 lasst sich das arithmetische Mittel berechnen (*%7).

In Gleichung 7 sind:

GroRe Einheit Beschreibung
X Entspricht der Einheit von x;  Arithmetisches Mittel
n Anzahl der Messwerte

i Summationsidex

Xi variabel i-tes Element der Messreihe

Berechnung der Standardabweichung

Die Standardabweichung s errechnet sich mittels Gleichung 8 (*%/).

Z (Xi_)_()z
s= 8
n-1
In Gleichung 8 sind:

GroRe Einheit Beschreibung

S Entspricht der Einheit von x; Standardabweichung

Xi variabel i-tes Element der Messreihe

X Entspricht der Einheit von x; Arithmetisches Mittel

n Anzahl der Messwerte
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Berechnung des Variationskoeffizient

Der Variationskoeffizient v errechnet sich mittels Gleichung 9 (*¥').

In Gleichung 9 sind:

S
v==-100 % 9

Xj

GroRe Einheit Beschreibung

v [%] Variationskoeffizient

S Entspricht der Einheit von x; Standardabweichung

Xi variabel i-tes Element der Messreihe

Berechnung des relativen Unterschieds

Der relative Unterschied n zwischen zwei Probenpopulationen errechnet sich mittels Gleichung

10.

In Gleichung 10 sind:

GroRe Einheit
n [%]

A¢

an
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n ==-100 % 10

Beschreibung

Relatives Verhaltnis

Arithmetisches Mittels der Signalflachen eines Signals
von Proben fermentierter Kakaobohnen

Arithmetisches Mittels der Signalflachen eines Signals

von Proben nicht fermentierter Kakaobohnen
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Berechnung der Skalierung

Die Skalierung der Intensitaten erfolgte nach dem interquartilen Verhaltnis (¥):

In Gleichung 11sind:

GroRe
Iskal

li

M

Qi

Qs

4

Einheit
[Skt]
[Skt]
[Skt]
[Skt]
[Skt]

Berechnung der linearen Regression

lskal = 53—~ +4 1
3

Beschreibung

Skalierte Intensitat
Intensitat der Verbindung i
Median

Unteres (erstes) Quartil
Oberes (drittes) Quartil

Konstante

Die lineare Regression stellt die Abhangigkeit zweier Variablen tuber das Prinzip der kleinsten

Fehlerquadrate in einen linearen Zusammenhang. Die daraus resultierende Regressionsgerade

kann durch Gleichung 12 beschrieben werden.

In Gleichung 12 sind:

GroRe

y

Seite 248

Einheit
[counts]
[counts/pM]
[uM]

[counts]

y=m-x+b 12

Beschreibung

Signalflache

Steigung der Regressionsgerade (Empfindlichkeit)
Konzentration der Probe

Ordinatenabschnitt der Regressionsgerade (mitt-

leres Begleitsignal)
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Berechnung der quadratischen Regression

Die quadratische Regression stellt die Abhangigkeit zweier Variablen liber das Prinzip der

kleinsten Fehlerquadrate in einen quadratischen Zusammenhang. Die daraus resultie-

rende Regressionskurve kann durch Gleichung 13 beschrieben werden

In Gleichung 13 sind:

GroRRe Einheit

y [counts]

a [counts/pM]
X [uMm]

b [counts/uM']
C [counts]

y=a-x2:-b-x+c 13

Beschreibung

Signalflache

Steigung der Regressionskurve
Konzentration der Probe
Abzissenabschnitt der Regressionskurve

Ordinatenabschnitt der Regressionskurve

Test auf Normalverteilung nach DAVID

Der Test auf Normalverteilung nach DAVID gibt Auskunft darlber, ob bei einer vorgege-

benen Wahrscheinlichkeit bei den erhaltenen Messwerten eine Normalverteilung vor-

liegt, welche fiir diverse statistische Verfahren Grundvoraussetzung ist. Ist der errechnete

Prufwert kleiner als der entsprechende Tabellenwert (Tabelle fir den Test auf Normalver-

teilung nach DAVID)??, liegt bei den Messwerten mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %

eine Normalverteilung vor.

In Gleichung 14 sind:

GroRe Einheit
PG -
V -
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PG

ni<

14

Beschreibung
PriifgroRe (a=0,05)
Variationsbreite

Stadardabweichung
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AusreifSertest nach DEAN und DIXON

Ein AusreiRer stellt einen Wert dar, der sich stark von den ubrigen Werten der Reihe un-
terscheidet, sodass es sich nicht mehr um eine statistische Abweichung handelt. Voraus-
setzung fur die Durchfiihrung des Ausreil3ertests ist die Normalverteilung der Messwerte,
welche aus mehrals drei Werten bestehen miissen.Ist der errechnete Priifwert groRRer als
der entsprechende Tabellenwert (Tabelle zum Ausreilertest nach DEAN und DIXON) 2%,

handelt es sich bei dem Messwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % um einen Aus-

reier. Zur Ermittlung des Tabellenwertes gilt der Freiheitsgrad f=n - 2.

X1-%, |
PG=
o] >

In Gleichung 15 sind:

GroRe Einheit Beschreibung

PG - PrufgroRe (a=0,05)

Xq - kleinster / groRter Wert

X2 - nachstliegender Wert zu X;

Xn - Weit entferntester Wert zu X,
Berechnung der Reststandardabweichung der linearen Regression
Die Reststandardabweichung ist eine Grof3e fiir die Abweichung bzw. Streuung der Kalib-
rierpunkte in Bezug zu der Regressionsgerade.

o \2
G .- 2y, 9,) 16
n-2

In Gleichung 16 sind:

GroRe Einheit Beschreibung

S [counts] Reststandardabweichung der linearen Regression

yi [counts] Gemessene Peakflache an Stelle i

9. [counts] Berechnete Peakflache (mittels linearer Regessi-

onsgerade) an Stelle i

n - Anzahl der Messwerte
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Berechnung der Reststandardabweichung der quadratischen Regression

Die Reststandardabweichung ist eine GroRRe fur die Abweichung bzw. Streuung der Kalib-

rierpunkte in Bezug zu der Regressionskurve.

o 12
o 2 9q,) 17
n-3
In Gleichung 17 sind:
GroRe Einheit Beschreibung
Sia [counts] Reststandardabweichung der quadratischen Re-
gression
Y1 [counts] Gemessene Peakflache an Stelle i
Yo, [counts] Berechnete Peakflache (mittels quadratischer
Regessionskurve) an Stelle i
n - Anzahl der Messwerte
AusreifSertest fiir lineare Funktionen
Ein Ausreil8er innerhalb einer linearen Regression stellt einen Wert dar, dessen Abwei-
chung so grol3 ist, dass es sich nicht mehr um eine statistische Abweichung handelt. So-
bald die berechnete PriifgroRe groBer als der entsprechende Tabellenwert (Tabelle zur F-
Verteilung)??8, handelt es sich bei dem Messwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 %
um einen AusreiBer. Bei den durchgefiihrten Versuchen gelten die Freiheitsgrade f1=1
und f2=n —3 zur Bestimmung des Tabellenwertes.
2 2
n-2)-S;.-(n-3)-S
o () S (31 5o .
SR2
In Gleichung 18 sind:
GroRe Einheit Beschreibung
PG - PriifgroRe (a=0,01)
n - Anzahl der Kalibrierpunkte
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S [counts]

sz, [counts]

Linearitdtstest nach Mandel

Reststandardabweichung der linearen Regression
mit dem potenziellen AusreiRBer
Reststandardabweichung der linearen Regression

ohne den potenziellen AusreiBer

Anhand des Linearitatstests nach MANDEL wird gepriift, ob die lineare Regression signi-

fikant besser ist als die quadratische Regression und somit angewendet werden kann.

Hierbei wird die Reststandardabweichung der beiden Regressionen miteinander vergli-

chen und zur Berechnung der PrifgroRe herangezogen. Liegt die berechnete Prifgrofle

(PG) unterhalb des entnommenen Tabellenwertes (Tabelle zur F-Verteilung)®%, ist die li-

neare Regression mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % der quadratischen Regression

vorzuziehen. Fur die Bestimmung des Tabellenwertes werden die Freiheitsgrade fi=1und

f2=n -3 herangezogen.

In Gleichung 19 sind:

GroRe Einheit
PG -

n -

& [counts]
séR [counts]
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((n-2)-53-(n-3)-5&g)

PG= 19

2
Sar

Beschreibung

PrifgroRe

Anzahl der Kalibrierpunkte
Reststandardabweichung der linearen Regression
mit dem potenziellen AusreiBer
Reststandardabweichung der quadratischen Re-

gression ohne den potenziellen AusreiRer
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Berechnung des Bestimmtheitsmafs

Das Bestimmtheitsmal gibt ist ein MaR zur Beurteilung der Anpassungsgiite einer Re-
gression. Anhand des BestimmtheitsmalRes lasst sich die Abweichung der Regression zu
den Messwerten abschatzen.

2 (Xi'i)'(yi')_I) 2

R?= 20
¥ (%, %) (y, )’

In Gleichung 20 sind:

GroRe Einheit Beschreibung

R? - Bestimmtheitsmaf

Xi [puMol] Konzentration an Stelle i

" [puMol] Mittelwert der Konzentration
Yi [counts] Peakflache an Stelle i

y [counts] Mittelwert der Peakflachen

Berechnung der Verfahrensstandardabweichung

Die Verfahrensstandardabweichung gibt die Leistungsfahigkeit des Messverfahrens an.

SR
Sy 21
In Gleichung 21sind:
GroRe Einheit Beschreibung
Sv [puMol] Verfahrensstandardabweichung
SR [counts] Reststandardabweichung
m [counts/uMol] Empfindlichkeit (Steigung der Regressionsge-
rade)
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Berechnung des Verfahrensvariationskoeffizient

Der Verfahrensvariationskoeffizient ist ein relatives MaR fur die Prazision einer Messme-

thode.

Sy
VKy==-100 % 22
In Gleichung 22 sind:
GroRRe Einheit Beschreibung
VKy [%] Verfahrensvariationskoeffizient
Sv [puMol] Verfahrensstandardabweichung
X [puMol] Mittelwert der Konzentration

Berechnung der Wiederholgrenze

Die Wiederholbarkeit gibt die maximale Differenz zwischen zwei Messwerten an, die bei

der Wiederholung einer Messung akzeptabel ist.

r=Sy-2 23
In Gleichung 23 sind:

GroRe Einheit Beschreibung

r [puMol] Wiederholgrenze

Sv [puMol] Verfahrensstandardabweichung
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Berechnung der Nachweisgrenze nach der Leerwertmethode

Die Nachweisgrenze ist die niedrigste Analytkonzentration, die bei einer einmaligen Mes-
sung qualitativ nachgewiesen werden kann. Fir die Berechnung wird der Tabellenwert

aus dem Tabelle fiir die Student-t-Verteilung mit n-1benétigt.??®

S.t. l+l
Np'n 24

NWG=
m
In Gleichung 24 sind:
GroRe Einheit Beschreibung
NWG [puMol] Nachweisgrenze
S [counts] Standardabweichung
t - Tabellenwert aus einseitiger t-Tabelle fiir n-1
p - Anzahl an Parallelbestimmungen der Kalibrier-
reihe
n - Anzahl der Blindproben
m [counts/pMol] Empfindlichkeit (Steigung der Regressionsge-
rade)
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Berechnung der Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist die niedrigste Analytkonzentration, die bei einer einmaligen

Messung quantitativ nachgewiesen werden kann.

BG=NWG-3 25
In Gleichung 25 sind:
GroRe Einheit Beschreibung
BG [uMol] Bestimmungsgrenze
NWG [puMol] Nachweisgrenze

Berechnung des Variationskoeffizienten

Der Variationskoeffizient ist ein relatives Mal3 fur die Streuung der Messwerte.

S
VK==-100 % 2%
In Gleichung 26 sind:
GroRe Einheit Beschreibung
VK [%] Variationskoeffizient
S [puMol] Standardabweichung
X [puMol] Mittelwert der Konzentration
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