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Einleitung

1 Einleitung

Authentizitit von Lebensmitteln ist ein zunehmend wichtiges Thema in der Lebensmit-
teliiberwachung. Ein Lebensmittel gilt als authentisch, wenn es mit den Angaben auf dem
Etikett iibereinstimmt. In diesem Zusammenhang gewinnt der Begriff Lebensmittelbetrug
oder Food Fraud an Bedeutung. Unter Lebensmittelbetrug wird das Inverkehrbringen von
Lebensmitteln verstanden, deren Originalzustand nicht mit deren Auslobung iiberein-
stimmt. Dies konnen Auslobungen beziiglich der Tier- oder Pflanzenart, der
Produktionsweise, der geographischen Herkunft oder wertgebender Bestandteile sein. Le-
bensmittelbetrug ist eine Ordnungswidrigkeit bis Straftat und der jahrliche Schaden wird
in der europdischen Union auf 30 Milliarden Euro geschatzt. Somit ist es von grofdem Inte-
resse, mittels geeigneter Analysenverfahren die Authentizitit der Lebensmittel zu
tiberpriifen.

Lebensmittelbetrug im Bereich Kaffee umfasst falschliche Auslobungen beziiglich der
Art, des geographischen Ursprungs, des biologischen Anbaus oder auch des verwendeten
Réstverfahrens. Mogliche Analysenverfahren zur Uberpriifung der Authentizitit umfassen
chromatographische, spektroskopische und spektrometrische Methoden. In einem zielge-
richteten Ansatz erfolgt dabei die Identifizierung und Quantifizierung definierter
Inhaltsstoffe als Markersubstanzen. Ein Beispiel fiir die Uberpriifung der Authentizitit von
Kaffee beziiglich der Art mit einem zielgerichteten Ansatz ist die Quantifizierung von 16-0-
Methylcafestol mittels Protonen-Kernspinresonanz Spektroskopie (1H-NMR). Diese Verbin-
dung dient zur Uberpriifung des nicht deklarierten Zusatzes von Kaffee der Art Coffea
canephora Pierre ex A. zu hochwertigerem Coffea arabica L. Bei einem nicht zielgerichteten
Ansatz liegt der Fokus nicht auf einem bestimmten Inhaltsstoff, sondern es werden so viele
verschiedene Metaboliten wie mdglich erfasst, ohne diese zu identifizieren oder zu quanti-
fizieren. Mit der Erfassung moglichst vieler Metaboliten, die eine MolekiilgrofRe <1000 kDa
aufweisen, wird dieser Ansatz auch als Metabolomics bezeichnet. Eine geeignete Analysen-
methode zur Erfassung vieler verschiedener Metaboliten stellt die 'H-NMR dar. Die
Untersuchung authentischer Lebensmittelproben mittels tH-NMR in Kombination mit mul-
tivariater Datenanalyse ermoglicht die Erstellung von Klassifizierungsmodellen. Mit diesen
kann die Authentizitit neuer unbekannter Lebensmittelproben iliberpriift werden. Bisher
wurde die 'H-NMR in Kombination mit einer multivariaten Datenanalyse erfolgreich zur
Uberpriifung der Authentizitit von biologisch erzeugten Eiern, der Tierart oder auch des
geographischen Ursprungs von Wein angewendet. Bis auf die Untersuchung der Authenti-
zitat der Kaffeeart in einem zielgerichteten Ansatz fehlen in der Lebensmitteliiberwachung
zuverlissig etablierte Analysenmethoden, um die Uberpriifung der Authentizitit von Kaffee
zu ermoglichen.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Analyse von gerdsteten Kaffeeproben der Art Coffea
arabica L. mittels tH-NMR. In Kombination mit einer multivariaten Datenanalyse soll die
Moglichkeit der Unterscheidung von Kaffee beziiglich des geographischen Ursprungs, der
Anbaumethode und des angewendeten Rostverfahrens iiberpriift werden.



Einleitung

1.1 Warenkunde Kaffee

1.1.1 Definition, Geschichte und Welthandel

Nach der Anlage zu §1 und §2 der Verordnung tiber Kaffee, Kaffee- und Zichorien-Ex-
trakte vom 15.11.2001 werden die Samen von Pflanzen der Gattung Coffea, welche von
Frucht- und Samenschale befreit und ungerostet sind, als Rohkaffee bezeichnet. Rostkaffee
oder Kaffee ist demnach gerdsteter Rohkaffee, ungemahlen oder gemahlen, mit einem Was-
sergehalt von hochstens 50 Gramm pro Kilogramm [1]. Aus dem gemahlenen Rostkaffee
kann durch Extraktion mit heiRem Wasser das Kaffeegetrank hergestellt werden, welches
ebenfalls als Kaffee bezeichnet wird [2].

Als Urheimat der Kaffeeart Coffea arabica L. (Arabica) wird das abessinische Hochland
von Athiopien und die der Kaffeeart Coffea canephora Pierre ex A. (Robusta) der grofle Kon-
gobogen in Afrika betrachtet [3-5]. Die erste schriftliche Erwdhnung von Arabica als
Heilmittel gab es anfangs des 11. Jahrhunderts von Avicenna, einem Heilkundigen und Phi-
losophen aus Arabien. Aus einem Manuskript aus dem Jahr 1578 geht hervor, dass Kaffee
von Athiopien nach Arabien gebracht und seit Mitte des 14. Jahrhunderts als Getrank dort
konsumiert wurde [4, 6]. In der zweiten Halfte des 15. Jahrhundert breitete sich die Kaffee-
bohne im gesamten arabischen Grofireich aus. Von da aus gelangte die Kaffeebohne nach
Kleinasien, Syrien, Agypten und das siidéstliche Europa. Im Jahr 1592 erschien in Venedig
das Schriftstiick ,De Plantis Aegypti Liber”, welches eine detaillierte Zeichnung und Be-
schreibung der Kaffeepflanze und -frucht enthilt. In der gleichen Zeit wurden die
heilkundlichen Aspekte der Kaffeebohne von Spezialisten wie dem deutschen Botaniker Le-
onhard Rauwolf beschrieben [6, 7].

Anfang des 17. Jahrhundert kamen die ersten Kaffeebohnen tiber hollandische Handels-
reisende nach Europa und die Kaffeepflanze wurde von den Kolonialméachten in alle Gebiete
gebracht, die sich fiir den Kaffeeanbau eigneten [5, 6]. Das Produkt Kaffee wurde wirtschaft-
lich bedeutend und mit der beginnenden Industrialisierung zum Heifdgetrank fiir alle
gesellschaftlichen Schichten [6]. Auch fanden zu dieser Zeit erste kontrollierte Studien iiber
die Chemie und Biologie von Kaffee statt [7]. Im Jahr 1819 untersuchten Wolfgang Goethe
und Friedrich Runge Kaffee mittels Papierchromatographie und entdeckten die Substanz
Koffein [8]. Im 20. Jahrhundert wurden weitere Kaffeeinhaltsstoffe wie Chlorogensaure
(Chlorogenic Acid, CGA), Kaffeesdure und Trigonellin entdeckt und im 21. Jahrhundert wei-
ter auf ihre antioxidativen Eigenschaften untersucht [7]. Obwohl Robusta bereits 1879
durch den franzdsischen Botaniker Pierre beschrieben wurde, wurde diese Kaffeeart erst
im 20. Jahrhundert angebaut und verwendet [6].

Heutzutage ist der Gesamtkonsum von Kaffee in Europa am héchsten, gefolgt von Asien
und Nordamerika [9]. In den letzten 20 Jahren stieg die Kaffeeproduktion um knapp 80%
an, und Kaffeebohnen werden heutzutage in einer Vielzahl an Landern weltweit angebaut
[10], wobei der Anbau von Kaffee zur Wirtschaft von iiber 50 Landern beitragt [11]. Aller-
dings sind die zehn grofiten Anbauldnder verantwortlich fiir ungefihr 80% der
Weltproduktion [12]. Im Kalenderjahr 2019/20 waren die Hauptanbauldnder Brasilien, Vi-
etnam, Kolumbien und Indonesien [10]. Dabei belief sich die Kaffeeproduktion auf 57%
Arabica und 43% Robusta [10]. Die dritte wirtschaftlich relevante Art, Coffea liberica W. Bull
ex Hiern (Liberica), tragt weniger als 1% zur Weltproduktion bei [7]. Arabica wird vorwie-
gend in Lateinamerika, Athiopien und Kenia angebaut wohingegen Robusta hauptsichlich
aus Vietnam, Brasilien und Uganda stammt [13]. Der Rohkaffeepreis ist abhdngig von der
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Qualitat und des Herkunftslandes, jedoch fiir Arabica hoher im Vergleich zu Robusta [14].
Dieser Preisunterschied ist darin begriindet, dass Arabica allgemein als qualitativ héher-
wertig angesehen wird [13]. Der Rohkaffee wird dabei in vier Qualitidtsgruppen unterteilt.
Die Klasse ,,Colombian Milds“ hat die hochste Qualitit und die nass aufbereiteten Arabica-
Bohnen stammen aus Kolumbien, Kenia und Tansania. Andere nass aufbereitete Arabica-
Bohnen mit geringer Saure (,Other Milds“) stammen aus vielen Ldndern Zentralamerikas.
,Brasilian and Other Arabicas” sind trocken aufbereitete Bohnen mit dem Ursprung aus Bra-
silien, Athiopien und Yemen. Die Klasse mit der niedrigsten Qualititsstufe beinhaltet
Robusta-Bohnen [15].

1.1.2 Die Kaffeepflanze

Kaffee gehort zu der Gattung Coffea, welche wiederum zu der Familie der Rubiaceae
zahlt und von der aktuell 129 Arten bekannt sind [16]. Diese werden in die Rubriken Eu-
coffea, Mascarocoffea, Agrocoffea und Paracoffea unterteilt. Die Rubrik Eucoffea ist die
einzige mit wirtschaftlicher Bedeutung, da zu ihr die Arten Arabica und Robusta zéhlen [3,
7]- Es wird vermutet, dass Arabica, welcher tetraploid ist (2n = 44), aus einer natiirlichen
Hybridisierung von Coffea canephora und Coffea eugenoides abstammt [5, 7, 16]. Bis auf Ara-
bica sind alle anderen Arten fast ausschlieRlich diploid (2n = 22) [3, 7]. Von den Arten
Arabica und Robusta sind eine Vielzahl botanischer Varietdten bekannt. Zudem gibt es na-
tiirliche Hybride zwischen Arabica und Robusta, wie beispielsweise Catimor, Sarchimor,
Icatu oder S795 [3].

Die modernen Varietdten von Arabica stammen von den zwei urspriinglichen Varietiaten
Typica und Bourbon ab, wobei Bourbon eine natiirliche Mutante von Typica ist [3, 16, 17].
Varietiten wie Maragogype oder Pulma Hidalgo stammen vom Typica ab, wohingegen Ca-
turra, SL-34 oder Bourbon Pointu von Bourbon abstammen [15, 16]. Aus Kreuzungen
zwischen Typica und Bourbon entstand Mundo Novo und aus weiteren Kreuzungen schlief3-
lich Catuai und Pacamara [16-18]. Die Varietat S795 gilt als natiirliche Kreuzung zwischen
Arabica und Liberica [7].

Arabica Kaffeepflanzen kénnen bis zu 6 m hoch werden, wihrend Robusta Kaffeepflan-
zen eine Hohe von bis zu 10 m erreichen. Bei der diploiden Art Liberica kann der
Kaffeebaum auf eine Hohe von bis zu 18 m wachsen. Die Hauptwurzel der Arabica-Pflanze
dringt bis zu drei Meter tief in den Boden ein, wohingegen die der Robusta-Pflanze sehr
nahe an der Oberflache liegen [3, 4, 7, 15]. Die Form der Kaffeepflanze ist abhingig von der
Varietat. Im Allgemeinen besteht der Kaffeebaum aus einem aufrechten Haupttrieb (Abbil-
dung 1-1(A)) mit primdren, sekundéren und tertidren Seitendsten. Die Kaffeebliite besteht
aus einer weifden Blumenkrone mit einem Kelch, fiinf Staubgefafien und den Fruchtknoten
[15]. Die Bliitezeit ist je nach geographischem Gebiet unterschiedlich. Wahrend der Tro-
ckenzeit ruhen die Bliitenknospen und die Bliite beginnt erst, wenn diese Trockenperiode
unterbrochen ist [19]. Beispielsweise bliihen die Pflanzen im Siidosten Brasiliens, wo aus-
geprigte Trocken- und Regenzeiten herrschen, zwei- bis dreimal im Jahr. Dahingegen
konnen sie im dquatorialen, regenreichen Costa Rica bis zu flinfmal im Jahr blithen [3].
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Mittelschnitt

Bohne

Silberhautchen

Pergamenthaut

Pektinschicht
Fruchtfleisch

auflere Haut

Abbildung 1-1: (A) Foto einer Kaffeepflanze (Bereitstellung des Fotos durch Coffee Consulate, von Luca Siermann );
(B) Querschnitt einer reifen Kaffeekirsche mit Beschriftung der einzelnen Bestandteile (modifiziert nach [20])

Die Selbstbestdubung bei Arabica oder Fremdbestdubung bei Robusta findet innerhalb
von sechs Stunden nach der Bliite statt [7, 19]. Nach der Bestdaubung entwickelt sich eine
10-15 mm lange Frucht, die zwei Samen enthalt [7]. Die Frucht wird Kaffeekirsche genannt
und besteht aus der Schale, dem Fruchtfleisch, der Pergamenthaut, dem Silberhdutchen und
zwei eiformigen Samen (Abbildung 1-1(B)). Die Schale besteht aus einer einzelligen Schicht,
welche mit einer wachsartigen Substanz iiberzogen ist. Die Pergamenthaut ist eine diinne,
papierartige Polysaccharidhiille, wohingegen die Samenschale, auch Silberhdutchen ge-
nannt, hauptsachlich aus Cellulose und Hemicellulosen besteht [7]. Die Samen enthalten des
Endosperm und nehmen den grofdten Teil der Frucht ein [7, 16]. Bei Arabica sind die Kaf-
feekirschen rot oder gelb, dagegen sind bei Robusta mehrere Farbtone moglich. Die Form
der Kaffeekirsche variiert je nach Coffea Art. Die Grofie der Frucht wird von der gepflanzten
Sorte und den Anbaubedingungen beeinflusst [3].

1.1.3 Anbau von Kaffee

Die Bedingungen, unter welchen Kaffee angebaut wird, haben einen grofden Einfluss auf
die Qualitat des Kaffees und die Resistenz gegeniiber Krankheiten oder Schidlingen. Kaffee
wachst am besten in porésen Boden mit einem pH-Wert von sieben. Arabica wachst bei
Temperaturen von 15-25 °C in einer Hohe von 1000-2800 m und bei jahrlichen Nieder-
schlagsmengen von 1200-1800 mm. Dahingegen wachst Robusta bei Hohen unter 1000 m
und bei jahrlichen Niederschlagsmengen von 2000-2500 mm [3, 15].

Der Anbau von Kaffee beginnt mit den Setzlingen, welche durch Samen oder vegetatives
Klonen aus orthotropen Zweigen erzeugt werden [3]. Die meisten Kaffeefarmen verfiigen
iiber eine Aufzuchtstation, in welcher die Setzlinge aufgezogen werden, bevor sie nach sechs
bis zwolf Monaten auf der Farm ausgepflanzt werden [16]. Anschliefiend braucht die Kaf-
feepflanze etwa drei Jahre, um reife Friichte zu tragen. Eine Kaffeepflanze kann 10-50 Jahre
alt werden, jedoch geht die Friichteproduktion deutlich frither zurtck [3, 21].

Wahrend Lander wie Brasilien und Vietnam intensiven Kaffeeanbau mit groféen Planta-
gen betreiben, wird in vielen anderen Lindern wie Athiopien, Kolumbien oder Mexiko der
Kaffee in kleinen Familienplantagen angebaut [19, 22-25]. Die Pflanzendichte auf einer
Farm ist abhédngig von der gepflanzten Sorte, der Bodenbeschaffenheit und dem Klima. Lan-
der wie Brasilien, Kolumbien und Mexiko tendieren zu einer hoheren Pflanzendichte [3].
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Die Anbaustile von Kaffee kénnen in Sonnenanbau, Schattenanbau, Terassenanbau und
Gartenanbau eingeteilt werden. Traditionell wurde Kaffee im Schatten anderer Baume an-
gebaut, wobei der Schatten ein fiir Kaffee natiirliches Umfeld darstellt (Abbildung 1-2(A))
[4, 15, 23]. Vorteile des Schattenanbaus liegen darin, dass Klima- und Standortbedingungen
verbessert und die Sonneneinstrahlung verringert werden, was ein iibermafdiges Wachs-
tum verhindert [5, 15, 26]. Dadurch sind die Kaffeepflanzen weniger Stressfaktoren
ausgesetzt, wodurch wiederum eine bessere Qualitit des Kaffees, insbesondere in der che-
mischen Zusammensetzung, den organoleptischen Eigenschaften und der Bohnengrofie
entstehen kann [15, 27]. Ein weiterer Vorteil ist die Erhaltung der Biodiversitat [23, 26].
Aufgrund der Erhaltung der Biodiversitat besteht die Moglichkeit, diesen Kaffee als ,Bird-
Friendly“ auszuloben und hohere Preise zu verlangen [23, 28]. Jedoch bringt der Schatten-
anbau auch Nachteile wie einen geringeren Ertrag mit sich [15]. Zudem stehen die
Schattenbdume mit den Kaffeepflanzen beziiglich des Nahrstoff- und Wasservorkommens
im Boden in Konkurrenz [15]. Bei modernen Plantagen iiberwiegen meist die Nachteile, so-
dass bei diesen Plantagen der Sonnenanbau betrieben wird (Abbildung 1-2(B)) [15]. Das ist
beispielsweise auf vielen Plantagen in Brasilien und Costa Rica der Fall, wo der Fokus auf
einem grofitmoglichen Ertrag liegt [3, 15, 16]. Diese Anbauweise kann mit einem Qualitats-
verlust des Kaffees verbunden sein [16]. Ein weiterer Nachteil dieses homogenen, weniger
biodiversen Systems ist der vermehrte Einsatz von Diingemitteln und Pestiziden aufgrund
des hoheren Nahrstoffbedarfs und der Eindimmung von Krankheits- und Schadlingserre-
gern [15]. Infolge des gestiegenen Verbraucherbewusstseins und des Klimawandels geht
der weltweite Trend jedoch wieder zu einem nachhaltigeren Anbaustil zurtick [15].

Abbildung 1-2: Veranschaulichung verschiedener Anbaustile. (A) Schattenanbau; (B) Sonnenanbau (Bereitstellung
der Fotos durch Coffee Consulate, von Luca Siermann)

In Brasilien werden hauptsachlich die Arabica Varietditen Mundo Novo, Bourbon und
Catuai angebaut [24, 29]. In Kolumbien dagegen werden Typica, Caturra und Castillo ange-
pflanzt [16]. Die gréfite Artenvielfalt findet sich in Athiopien wieder. Hier wachsen viele
urspringliche Arabica Varietdten [4, 16]. In Asien wird hauptsédchlich Robusta angebaut. In
einzelnen Gebieten wachsen jedoch auch Arabica Varietaten wie S795, Bourbon und Typica
[16]. Viele Gebiete Afrikas bauen Bourbon an, wobei dieser bevorzugt in Form von Schat-
tenanbau und in kleinen Géarten, weniger in grofleren Plantagen angepflanzt wird [16, 25].

Klimatische Verdnderungen haben einen grofien Einfluss auf den Anbau von Kaffee.
Steigende Durchschnittstemperaturen und sinkende Niederschlédge in tiefer gelegenen Ge-
bieten verringern dort die Anbaumoglichkeiten von Arabica [30]. Bis 2050 konnte die
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optimale Hohe fiir den Anbau von Arabica in Zentralamerika von 1200 m auf 1600 m an-
steigen [30]. Derzeit geeignete Gebiete fiir den Arabica Anbau sind das brasilianische Minas
Gerais, Mittelamerika und das dthiopische Hochland [21]. In Zukunft werden durch den Kli-
mawandel die aktuellen brasilianischen Anbaugebiete weniger geeignet sein [21]. Der
brasilianische Kaffeesektor konnte sich an die steigenden Temperaturen anpassen, indem
Anbaugebiete in siidliche Bundesstaaten verlegt werden [21, 31]. In weiteren Teilen Latein-
amerikas und in Afrika werden sich héhere Lagen in Zukunft besser eignen [21]. Robusta
ist resistenter gegentiber hoheren Temperaturen, sodass es moglich sein konnte, dass der
Anbau von Robusta-Kaffee die Produktion von Arabica-Kaffee teilweise ersetzt [21]. Eine
weitere Alternative konnte die Entwicklung neuer Arabica Varietdten sein, welche sich bes-
ser an die durch den Klimawandel hervorgerufene abiotische Belastungen anpassen kénnen

[5]-
1.1.3.1 Biologisch zertifizierter Anbau

Viele der synthetisch eingesetzten Agrarchemikalien sind weit verbreitet und werden
in der modernen Landwirtschaft routineméaflig eingesetzt [15].Allerdings ist in den letzten
Jahren die Nachfrage fiir Lebensmittel, welche nicht mit synthetischen Chemikalien behan-
delt wurden, gestiegen [13, 15]. Auch das wachsende Bewusstsein fiir die schidlichen
Auswirkungen dieser Chemikalien auf die Umwelt haben zu neuen Trends in der Landwirt-
schaft gefithrt. Es resultierten neue Vorgehensweisen mit dem Ziel, synthetische
Chemikalien nicht mehr anzuwenden und die umweltbedingten Beeintrachtigungen zu mi-
nimieren [15]. Die Beweggriinde der Kaffeebauern hin zu einer organischen Landwirtschaft
sind, dass eine Produktion ohne synthetische Agrarchemikalien sicherer fiir ihre Familien
und die Umwelt ist, die Ausgaben fiir synthetische Stoffe mindert und zum Schutz des Was-
sers beitragt [13]. Die organische Produktion ist ein wachsender Sektor und Verbraucher
sind gewillt, einen héheren Preis fiir diese Produkte zu zahlen [13, 15, 28]. Laut Artikel 5
und 11 der VO(EU) 2018/848 ist der Einsatz von synthetischen Chemikalien und Praktiken
wie die Bestrahlung zu Schadlingsbekampfung und der Einsatz von Gentechnik in der orga-
nischen Landwirtschaft verboten [32]. Der Ertrag biologisch erzeugter Ernten kann so bis
zu 50% geringer sein im Vergleich zum konventionellen Anbau [15]. Damit eine biologische
Farm wirtschaftlich rentabel ist, miissen demnach fiir biologisch erzeugte Produkte héhere
Preise verlangt werden [15, 28].

Die 6kologische Kaffeeproduktion umfasst landeriibergreifende Zertifizierungsverfah-
ren, die sicherstellen sollen, dass der Kaffee fiir den Verbraucher tatsachlich von
zertifizierten Anbauflichen stammt [28]. Jedoch erzeugen diese Zertifizierungsverfahren
und die von der bio-Zertifizierung geforderten Uberwachungssysteme erhebliche Kosten
fiir Erzeuger [28]. Wie bereits beschrieben, betreiben einige Farmen nachhaltigen Schatten-
anbau. In diesem Anbaustil ist die biologische Produktion oft mit inbegriffen, da die Vielfalt
von Organismen in biodiversen Okosystemen den Befall von Schidlingen und Krankheiten
bei Kaffeepflanzen vermindern und den Einsatz von synthetischen Chemikalien reduzieren
oder uiberfliissig machen [15]. Dies ist jedoch nicht zwingend mit einer bio-Zertifizierung
verbunden [27, 28]. Auch haben viele Landwirte beispielsweise in Afrika keinen Zugang zu
den Mitteln und der Infrastruktur, um teure Pestizide und Fungizide zu verwenden, und
gestalten ihren Anbau daher natiirlich [19]. Ein weiterer Nachteil des Zertifizierungsverfah-
rens ist, dass einem bio-zertifizierten Erzeuger das Zertifikat entzogen wird, wenn ein
Kaffeebauer in einer benachbarten Parzelle synthetische Chemikalien einsetzt [28].
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1.1.4 Ernte von Kaffee

In vielen Lindern ist die Ernte ein langer andauernder Vorgang, da die Kaffeepflanzen
mehrmals im Jahr blithen und sich die Kaffeekirschen an einer Kaffeepflanze in unterschied-
lichen Reifestadien befinden kénnen (Abbildung 1-3) [3, 7]. Beginn der Ernte ist oft der
Zeitpunkt, bei dem der Grofsteil der Kaffeekirschen reif ist [7]. Die Haupternte findet in Bra-
silien von Mitte Juni bis Ende September statt. In Kolumbien gibt es zwei Ernteperioden,
wobei die Haupternte von Oktober bis Dezember andauert und die Nebenernte von April
bis Juni. In Athiopien wird hauptsichlich im Zeitraum November bis Februar geerntet [15].

Abbildung 1-3: Foto einer Kaffeepflanze mit Kaffeekirschen verschiedener Reifestadien (Bereitstellung des Fotos
durch Coffee Consulate von Dr. Steffen Schwarz)

Die Ernte der Kaffeekirschen ist unter anderem von der Verarbeitungsmethode abhan-
gig. Bei der nassen oder halbtrockenen Aufarbeitung erfolgt die Ernte mit dem Ziel, so viel
reife Kaffeekirschen wie mdglich zu erhalten. Bei der trockenen Aufarbeitung hingegen wer-
den alle Kaffeekirschen gleichzeitig geerntet mit dem Kompromiss, dass sich darunter auch
unreife Friichte befinden [15].

Die Ernte kann manuell oder maschinell erfolgen. Beispielsweise in Minas Gerais in Bra-
silien wird zunehmend auf mittelgrofien bis grofien Farmen eine maschinelle Ernte
eingesetzt, um Betriebskosten zu senken [3, 5, 15]. Kaffeebauern in diesen Gebieten fahren
mit grofien Maschinen durch die Reihen der Kaffeepflanzen. Die Bdume werden dabei so
lange geschiittelt, bis sich die Friichte l6sen, oder die Aste werden mit einem Gerit abge-
streift, das einem flexiblen Kamm &hnelt [7, 15, 16]. Durch diese Art der Ernte werden alle
Friichte mit unterschiedlichem Reifestadium gleichzeitig gepfliickt. Nach der maschinellen
Ernte missen die Friichte sortiert werden, um die reifen von den uberreifen und unreifen
Kaffeekirschen zu trennen. Bei diesem Vorgang werden auch zusatzlich abgefallene Blatter
oder Aste heraussortiert [16].

Ein grof3er Teil des Kaffees wird immer noch von Hand geerntet, da Maschinen in bergi-
gen Anbaugebieten nur schwer eingesetzt werden konnen. Eine zeitsparende Methode der
Handlese wird als ,Stripping“ bezeichnet und besteht darin, mit einer Bewegung alle Kir-
schen gemeinsam von einem Zweig zu ldsen. Allerdings fithrt auch diese Erntemethode zu
einer Mischung aus liberreifen, reifen und unreifen Kaffeekirschen, welche anschlief3end
sortiert werden miissen [16]. Diese Art der Ernte wird bevorzugt von Kaffeebauern in Bra-
silien und Athiopien durchgefiihrt [7, 15]. In Brasilien ist zunehmend das mechanische
Stripping verbreitet, bei welchem die Ernte der Kaffeekirschen mit einer in der Hand gehal-
tenen Erntemaschine erfolgt [5]. Der qualitativ hochwertigste Kaffee entsteht durch die
Handlese. Hier ernten Pfliicker jede Kaffeekirsche einzeln bei optimaler Reife [15, 16]. Ein
wichtiger Aspekt beim Pfliicken der Kaffeekirschen ist es, ungewiinschte Kontamination,
wie Staub oder Schmutz zu vermeiden [7]. Daher werden die Kaffeekirschen bevorzugt in
Sacken geerntet, anstatt diese auf den Boden fallen zu lassen [15].
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1.1.5 Verarbeitung der Rohkaffeebohnen

Nach der Ernte werden die Kaffeekirschen verarbeitet, wobei die Rohkaffeebohnen von
der restlichen Frucht getrennt werden [7]. Nach der Verarbeitung werden die Rohkaffee-
bohnen nach Gréfle und Anzahl von Defekten sortiert [7, 15].

Die Verarbeitung der Rohkaffeebohnen hat einen grof3en Einfluss auf die spatere Quali-
tat des Kaffees [24]. Es gibt verschiedene Methoden der Verarbeitung, alle beinhalten
jedoch die Schritte Sdubern, Trennen, Lagern, Verarbeiten und Klassifizieren [24]. Die Roh-
kaffeeverarbeitung kann mit Hilfe der trockenen, nassen oder der halbtrockenen Methode
erfolgen (Abbildung 1-4). Flir Arabica wird die nasse Methode bevorzugt angewandt [33].
Bei der nassen Methode werden nur reife Kaffeekirschen verarbeitet, wohingegen die tro-
ckene Methode fiir unreife, reife und tiberreife Friichte verwendet werden kann [34].

Die trockene Methode ist die dlteste Methode der Rohkaffeeverarbeitung und findet oft
Verwendung, wenn die Kaffeekirschen mit der maschinellen Ernte oder der Stripping Me-
thode geerntet wurden [7, 15]. Nach der Ernte werden die Kaffeekirschen mit der Hand grob
nach ihrem Reifegrad sortiert und auf dem Boden oder auf speziellen Trocknungstischen
ausgebreitet, um in der Sonne zu trocknen. Die Kaffeekirschen miissen wahrend der Trock-
nung regelmaflig gewendet werden, um Schimmelbildung zu vermeiden. Nachdem der
Wassergehalt auf 10-12% gesunken ist, wird die Schale und das Fruchtfleisch der Kaffee-
kirsche mechanisch entfernt [7, 15, 16]. Zurlick bleiben die griinen Kaffeebohnen mit dem
Silberhdutchen, welche anschliefend sortiert werden [7, 15, 16]. Vorteil der trockenen Me-
thode ist der geringe Bedarf an Wasser. Obwohl diese Methode standardgemaf? fiir Robusta
eingesetzt wird, wird sie auch in Athiopien und in vielen brasilianischen Plantagen fiir die
Verarbeitung von Arabica angewendet [7, 15, 16, 33]. Durch die trockene Aufarbeitungsme-
thode erhalten Kaffees ein fruchtiges Aroma [16].

Bei der nassen Aufbereitung werden die reifen Kaffeekirschen zunachst im Floating-Be-
cken sortiert. Die reifen Kaffeekirschen sinken auf den Boden und die unreifen Friichte
schwimmen an der Wasseroberfliche. Anschlief3end wird das Fruchtfleisch der reifen Kir-
schen im sogenannten Entpulper entfernt. Nach diesem Schritt behalten die Bohnen jedoch
noch die Pergamenthaut mit Resten des Fruchtfleisches. Nach dem Entpulper gelangen die
Kaffeebohnen in einen Tank mit frischem Wasser, in welchem sich das restliche Frucht-
fleisch von der Bohne durch Fermentation ablést [7, 15, 16]. Die Fermentation findet
natiirlich oder durch Zusatz von Mikroorganismen und Enzymen statt und dauert 12-36 h
[7, 15]. Sie wird von Faktoren wie der Umgebungstemperatur beeinflusst [16]. Mit steigen-
der Temperatur steigt auch die Geschwindigkeit des Fermentationsprozesses. Nach der
Fermentation werden die Kaffeebohnen gewaschen und getrocknet. Dazu werden die Boh-
nen auf dem Boden oder auf Trocknungstischen ausgebreitet und in der Sonne bis zu einem
Wassergehalt von 11-12% getrocknet. Die trockenen Bohnen werden mit Hilfe einer Miihle
von ihrer Pergamenthaut und den Silberhdutchen befreit und sortiert. Durch die nasse Auf-
bereitung erhalten die Bohnen eine hohere Qualitit, ein grofier Nachteil ist jedoch der hohe
Wasserbedarf [7, 16]. Die nasse Aufarbeitung findet auf Kaffeeplantagen wie zum Beispiel
in Kolumbien, Mexiko, El Salvador, Guatemala, Kenia und Tansania Anwendung, bei wel-
chen die Kaffeekirschen handverlesen geerntet werden [2, 7, 15].

Die halbtrockene Methode ist {iblich in Indonesien und Brasilien und wird auch als Pul-
ped Natural bezeichnet. Nach der Ernte werden die Kaffeekirschen im Floating-Becken
sortiert, die Kaffeebohnen im Entpulper vom Fruchtfleisch getrennt und kurz getrocknet,
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wobei der Fermentierungsprozess entfdllt [7, 15, 16]. Anstatt die Bohnen bis zu einem Was-
sergehalt von 10-12% zu trocknen, ist die Trocknung bei dieser Methode bereits bei einem
Wassergehalt von 30-35% beendet. Anschlief3end wird die noch an den Bohnen haftende
Pergamenthaut entfernt und die Rohkaffeebohnen nochmals getrocknet [7, 15].

Ein spezieller, hochpreisiger Kaffee aus Indonesien ist der Luwak Kaffee, bei dem die
reifen Kaffeekirschen von der Zibetkatze gefressen werden. Der Verdauungstrakt der Katze
entfernt das Fruchtfleisch und die Fermentation findet durch die im Tier vorhandenen Mik-
roorganismen statt. Die mit dem Kot ausgeschiedenen Rohkaffeebohnen werden
eingeweicht, gewaschen und anschlief3end in der Sonne getrocknet [5].
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Abbildung 1-4: Flussdiagramm mit den verschiedenen Schritten der trockenen, halbtrockenen und nassen Methode
der Rohkaffeeverarbeitung (modifiziert nach [7, 15, 16, 24, 33])

Durch die verschiedenen Methoden der Rohkaffeeverarbeitung wird die Bildung unter-
schiedlicher Metaboliten angeregt. So ist der Anteil der freien Aminosduren wie
Glutaminsdure in nass aufgearbeiteten Rohkaffeebohnen hoher als in trocken aufgearbeite-
ten Bohnen [34]. Trocken aufbereitete Bohnen enthalten dagegen einen h6heren Anteil der
nicht-proteinogenen Aminosdure y-Aminobuttersdure (GABA) [34]. GABA wird als Stress-
metabolit durch enzymatische Decarboxylierung von Glutaminsdure wahrend der
Trocknung gebildet [7, 34]. Auch ist der Gehalt von Trigonellin in trocken aufbereiteten Kaf-
feebohnen hoher. Durch die Fermentation wahrend der nassen Aufbereitung sinkt der
Gehalt an Glucose und Fructose, wohingegen Saccharose nicht beeinflusst wird und der Ge-
halt der Polysaccharide ansteigt [35, 36]. Die Menge von Glucose und Fructose bei der
halbtrockenen Aufbereitung liegt zwischen der der trockenen und nassen Aufbereitung
[35].

Die Zusammensetzung und Konzentration der CGA wird maf3geblich vom Reifestadium
der Kaffeekirsche beeinflusst, wodurch sich auch ein Unterschied dieser in den verschiede-
nen Aufarbeitungsmethoden widerspiegelt [7, 35]. Wahrend der nassen Verarbeitung steigt
jedoch das Verhaltnis zwischen Caffeoylchinasdure-Isomere (Caffeoylquinic Acid, CQA) und
Dicaffeolychinasduren (diCQA) [36]. Neben dem Gehalt an Sauren ist auch der Fettgehalt
bei nass aufbereiteten Kaffeebohnen hoher, wobei die Fettsdurezusammensetzung nicht be-
einflusst wird [36, 37]. Durch die nasse Aufarbeitung kann sich die Konzentration von CGA
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aufgrund der Lagerung der Kaffeebohnen in Wasser verringern [38]. Weiter erfolgt wah-
rend des natiirlichen Fermentationsprozesses der nassen Aufarbeitung die Bildung von
organischen Carbonsduren wie beispielsweise Essigsdure und Milchsaure [39]. Die Proteine
werden durch die trockene oder nasse Aufarbeitung nicht beeinflusst, jedoch hat der Ver-
dauungsprozess der Zibetkatze einen Einfluss auf die Proteinzusammensetzung beim
Luwak-Kaffee [35].

1.1.6 Der Rostprozess

Durch den komplexen Rostprozess bei Temperaturen von 200-250 °C 16st sich das an
den Bohnen anhaftende Silberhautchen ab, und der Rohkaffee entwickelt sich zu einem aro-
mareichen Rostkaffee, aus welchem das Kaffeegetrank nach dem Mahlen der Kaffeebohnen
hergestellt wird. In Rostkaffee wurden iiber 300 verschiedene Verbindungen identifiziert,
darunter auch Pyrrole, Oxazole, Furane, Imidazole und Pyrazine [37]. Der Rostprozess lasst
sich in verschiedene Abschnitte wie das Trocknen, die Farbung, den ersten Crack, die Ent-
wicklung, den zweiten Crack und die Abkiihlung einteilen [5, 16]. Wahrend der Trocknung
nehmen die Kaffeebohnen die Hitze des Rosters auf und Wasser verdunstet. Anschlief3end
beginnen in der Farbung die ersten Braunungsreaktionen, in welchen Kohlenstoffdioxid
freigesetzt wird. Durch die Entwicklung des Gases und das Verdampfen von Wasser steigt
der innere Druck in der Bohne. Dieser Druck entlddt sich mit dem ersten Crack und das
Volumen der Kaffeebohne nimmt zu. Ab diesem Punkt entwickeln sich die fiir Rostkaffee
typischen Aromastoffe. Auch in dieser Phase werden wieder Gase freigesetzt, die den In-
nendruck der Kaffeebohnen weiter ansteigen lassen. Mit dem zweiten Crack werden diese
freigesetzt. An diesem Punkt liegt eine dunkle Kaffeerdstung vor und Kaffee6l tritt aus der
Oberflache der Bohnen aus [2, 5, 16].

Wahrend der Rostung andert sich die Farbe der Kaffeebohnen von einem griinlichen
Grau iiber gelb, orange, braun, dunkelbraun bis hin zu fast schwarz und zeigt damit den
Roéstgrad an [5]. Die Volumenzunahme aufgrund der Gasentwicklung betragt um bis zu den
Faktor zwei, die Trocknung und die chemischen Reaktionen wahrend des Rostprozesses
fithren zu einer Verdnderung in der Struktur des Bohnengewebes [5]. Die sehr kompakte
und dichte Struktur der Rohkaffeebohnen wird durch das Rosten zerstort und fiihrt zur Bil-
dung von Zellen mit gasgefiilltem Hohlraum, wodurch die Porositit der Bohnen zunimmt
[5]. Der Wassergehalt der Kaffeebohnen nimmt von urspriinglich 10-12% auf ungefahr
2,5% ab. Auch das Gewicht der Kaffeebohne sinkt wahrend des Rstens um 12-20% [5].

Neben der Temperatur ist der Wassergehalt und die Wasseraktivitit bei den verschie-
denen Rostabschnitten wichtig fiir die physikalischen und chemischen Verdnderungen in
der Kaffeebohne [5]. Die wichtigsten chemischen Reaktionen, die wahrend des Rostens von
Kaffee ablaufen, sind die Maillard-Reaktion, Pyrolyse und Karamellisierung [5]. Zucker und
Proteine reagieren im Rahmen der Maillard-Reaktion zu gewiinschten Komponenten, wie
zu braun gefarbten Pigmenten und aromaaktiven Verbindungen oder Bitterstoffen, aber
auch zu Verbindungen mit potentiell mutagenen Eigenschaften [2, 37]. Neben der Maillard-
Reaktion flihrt auch die Karamellisierung zu braungefarbten Produkten und verschiedenen
heterocyclischen Verbindungen wie 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) [2, 37].

1.1.6.1 Maillard-Reaktion

Die Maillard-Reaktion, benannt nach dem franzosischem Wissenschaftler Luis Camille
Maillard, fasst zahlreiche Reaktionen zwischen reduzierenden Zuckern und Aminosauren,
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Peptiden und Proteinen, die eine freie Aminogruppe besitzen, zusammen [7, 40]. Im Rah-
men dieser nicht enzymatischen Braunungsreaktion entstehen zahlreiche Aromastoffe
sowie braun gefiarbte Melanoidine (Abbildung 1-5) [41-43]. Die Entstehung dieser Pro-
dukte ist stark abhingig von den Reaktionsbedingungen wie pH-Wert der Matrix, der
Temperatur und dem Wassergehalt [42].

In der Anfangsphase der Maillard-Reaktion fiihrt die nucleophile Addition von einer
Aminokomponente an die Carbonylfunktion reduzierender Zucker zur Bildung von N-sub-
stituierten Glycosylaminen und weiter zu Iminen (Schiff’'sche Basen) [2]. Uber ein 1,2-
Enaminol entstehen 1-Amino-1-desoxy-2-ketosen (Amadori-Verbindungen) oder 2-Amino-
2-desoxy-1-aldosen (Heyns-Verbindungen) [2]. Bei der Reaktion von Aldosen mit einer
Aminokomponente entsteht die Amadori-Verbindung, bei der Reaktion von Ketosen die
Heyns-Verbindung [2, 43]. In der Zwischenphase der Maillard-Reaktion finden zahlreiche
Dehydratisierungen und Fragmentierungen von Zuckern und Abbau von Aminosduren so-
wie der Strecker-Abbau statt [43]. Die 1,2-Enolisierung oder 2,3-Enolisierung der Amadori-
Verbindung, gefolgt von der Abspaltung der Aminokomponente oder einem Wassermolekiil
fithrt zur Bildung von a-Dicarbonylverbindungen (Desoxyosone) [43, 44]. Folgeprodukte
dieser Desoxyosone und ihrer Endiol-Form sind unter anderem aliphatische Sduren, HMF,
Furfural, Furan-, Pyrrol- und Pyrin-Derivate [2, 45]. Des Weiteren konnen Desoxyosone mit
Aminosduren im Rahmen des Strecker Abbaus unter Bildung von Aldehyden, Kohlenstoff-
dioxid und a-Aminoketonen reagieren [42, 43]. Weitere Produkte des Strecker Abbaus sind
Pyrazine, Dehydropyrazine und Tetrahydropyrazine [46]. Die Endphase der Maillard-Reak-
tion  fithrt {ber  Aldolkondensationen, Polymerisierungen,  Zyklisierungen,
Quervernetzungen und Isomerisierungen zur Bildung von braunen, heterocyclischen, stick-
stoffhaltigen Polymeren, welche als Melanoidine bezeichnet werden [42-44, 47]. Die
Struktur der Kaffeemelanoidine ist sehr komplex und vielfaltig [47]. Zudem sind verschie-
dene Verbindungen wie Polysaccharide, Proteine, CGA und Arabinogalactan-Proteine
(AGPs) an der Bildung von Kaffeemelanoidinen beteiligt [47-50]. Untergeordnet kénnten
auch Galactomannane an der Bildung dieser Melanoidine beteiligt sein [48]. Die Bildung
insbesondere hochmolekularer Melanoidine nimmt dabei mit dem Rostgrad zu [51].
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Abbildung 1-5: Ubersicht bekannter Reaktionen ausgehend von der Amadori-Verbindung im Rahmen der Maillard-
Reaktion nach dem Hodge-Schema. Aminokomp: Aminokomponente (modifiziert nach [43])

1.1.6.2 Veranderung der Kaffeeinhaltsstoffe wahrend des Rostprozesses

Rohkaffeebohnen bestehen hauptsachlich aus Kohlenhydraten (55-61%), Lipiden
(6-11%), Proteinen (6-10%), CGA (7-10%), Mineralstoffen (4%), Koffein (1-2%), Tri-
gonellin (1-3%) und freien Aminosduren (<1%) [47, 52]. Davon werden Verbindungen wie
Mono- und Disaccharide, Proteine, freie Aminosduren, Trigonellin und CGA als Vorlau-
ferstrukturen fiir die wahrend des Rostens entstehenden Aromen betrachtet [5].

Mannose, Galactose, Arabinose und Glucose sind die Hauptzucker in Rohkaffeebohnen
und liegen zu einem groflen Teil als Galactomannan, hochverzweigtes Typ Il Arabino-
galactan und Cellulose vor [37, 52]. Der grofdte Teil der Arabinogalactane liegt kovalent
gebunden mit Proteinen als AGP vor [47]. Pectine, Xylane und Xyloglcucane nehmen nur
einen kleinen Teil dieser Polysaccharide ein [52, 53]. Neben den Polysacchariden kommt
das Disaccharid Saccharose mit einer Konzentration von 8% in Rohkaffeebohnen vor. Sac-
charose gilt als die wichtigste Vorlauferstruktur fiir die Bildung von Aroma, Geschmack und
Farbe [5]. Saccharose wird zu Beginn der Rostung zu Glucose und Fructose gespalten, wel-
che neben weiteren Monosacchariden eine wichtige Rolle in der Maillard-Reaktion und
Karamellisierung darstellen. Aus den Arabinogalactan-Seitenketten wird Arabinose freige-
setzt, welche in die Bildung von Melanoidinen involviert ist [47, 52, 54, 55]. Neben der
bevorzugten Abspaltung der Arabinose-Seitenketten erfolgt auch teilweise die Hydrolyse
des Galactan-Riickgrats der Arabinogalactane [52, 56]. Die daraus freigesetzte Galactose
wird wahrend der Rostung anschlief3end abgebaut [57]. Die Protein-Polysaccharidbin-
dungsstelle der AGPs bleibt wahrend des Rostprozesses bestehen, obwohl ein starker
Abbau des Polysaccharidanteils stattfindet [57, 58]. Auch die Galactomannane werden teil-
weise abgebaut und Galactose wird aus den Seitenketten abgespalten, wohingegen das
Riickgrat der Mannane stabiler ist [52, 53]. Der Abbau von Xyloglucanen, welche ein Teil
des Cellulose-Xyloglucan-Netzwerks sind, fiihrt zu einem Verlust der Festigkeit der Zell-
wand [52]. Auch die in Rohkaffee enthaltenen Pectine werden wahrend der Rostung stark
abgebaut [53]. Polysaccharide tragen nicht nur zur Aromabildung bei, sondern tragen bei
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dem gebriihten Kaffee auch zu verschiedenen Aspekten des Mundgefiihls bei, wie beispiels-
weise die Viskositiat oder die Schaumstabilitit der Crema [57, 59]. Wahrend des Rostens
werden bis zu 40% der Polysacharide abgebaut, wobei Cellulose unverdndert bleibt und
Arabinogalactan starker abgebaut wird als Galactomannan [5, 60]. Der Abbau der Polysac-
charide wird zusatzlich bei geringer Rostung von der Varietit beeinflusst [53].

Die in Rostkaffee enthaltenen Furane sind unter anderem auf den Abbau von Saccharose
und die Pyrolyse von Arabinogalactanen zuriickzufiihren [55]. Reaktionsprodukte der Koh-
lenhydrate im Rahmen der Maillard-Reaktion sind neben HMF auch Acrylamid und
Furfurylalkohol [7]. Furfurylalkohol und Acrylamid sind von der internationalen Agentur
fiir Krebsforschung (International Agency for Research and Cancer, IARC) als méglich und
wahrscheinlich krebserregend fiir den Menschen eingestuft [61, 62]. HMF ist von der IARC
noch nicht klassifiziert worden, jedoch deuten Tierversuche eine krebserregende Wirkung
von HMF an [63]. Zu Beginn der Rostung steigt die Konzentration von Acrylamid zunéchst,
nimmt jedoch mit steigendem Rostgrad wieder ab [64-66]. Im Gegensatz dazu sind die
hochsten Gehalte von Furfurylalkohol und HMF in stark gerdsteten Kaffeebohnen vertreten
[66].

In Rohkaffeebohnen ist ein hoher Anteil von CGA enthalten, welche Ester aus Hydro-
xyzimtsdure-Isomeren mit Chinasdure sind [67]. Dabei stellen Kaffeesidure, Ferulasidure
oder p-Cumarsaure die Hydroxyzimtsaure-Isomere dar [7]. Der Rostprozess fordert die Iso-
merisierung, die Hydrolyse in einen phenolischen und einen nicht-phenolischen Anteil
sowie den weiteren Abbau der CGA [47]. Den Hauptteil der CGA in Kaffee nehmen CQA ein
und von den verschiedenen Isomeren wird zunichst 5-CQA abgebaut, gefolgt von 4- und 3-
CQA [67].In Rohkaffeebohnen ist hauptsachlich 5-CQA enthalten, wohingegen in gerdsteten
Kaffeebohnen das Verhaltnis von 5-CQA, 4-CQA und 3-CQA ahnlich ist [68]. Wahrend der
Rostung werden durch Dehydrierung der Chinasdure zunachst Lactone (Chlorogenic Acid
Lactone, CGAL) gebildet, welche unter anderem fiir den bitteren Geschmack in gebriihtem
Kaffee verantwortlich sind [5, 67, 69]. Die Wasserabspaltung aus dem Chinasaurering er-
fordert eine syn-1,3-diaxiale Konfiguration der Hydroxyl- und Carboxylgruppen. Dadurch
koénnen nur CGA-Isomere, die in Position fiinf keine Hydroxyzimtsduresubstituenten besit-
zen, CGAL bilden. In Rostkaffee sind daher die Lactone von 3-CQA und 4-CQA (3-Caffeoyl-
und 4-Caffeoylchinasiure-y-Lacton) vorhanden [38, 67]. Bei fortgeschrittenen Réstphasen
werden sowohl CGA als auch CGAL teilweise weiter zu fliichtigen und nichtfliichtigen phe-
nolischen Verbindungen abgebaut [5, 67]. Zu Abbauprodukten der CGA und CGAL gehoren
Phenylindane, welche zu dem bitteren Geschmack von Kaffee beitragen [69]. Weitere phe-
nolische Abbauprodukte konnen 2-Methoxyphenol, 4-Ethyl-2-methoxyphenol und 4-Vinyl-
2-methoxyphenol sein, welche dem Kaffee das typische rauchige, holzige Rostaroma verlei-
hen [5]. Aus dem phenolischen Teil reagiert Kaffeesdure iiber das Intermediat 4-
Vinylcatechol zu Chatechol, 4-Methylchatechol und 4-Ethylcatechol und weiter zu bitter
schmeckenden Oligomeren von 4-Vinylactechol [69, 70]. Weitere Kondensationsreaktionen
der Abbauprodukte von Kaffeesaure fiihren zu lignindhnlichen Verbindungen [70]. Zusatz-
lich kann Catechol auch aus durch den Abbau der Chinasdure-Einheit der CGA und im
Rahmen der Maillard-Reaktion aus Kohlenhydraten und Aminosduren entstehen [71]. Wei-
tere Abbauprodukte der Chinasdure sind Pyrogallol und Hydroxyhydrochinon [71].
Ferulasdure wird tiber 4-Vinylguaiacol zu Guaiacol, 4-Methylguaiacol und 4-Ethylguauacol
umgewandelt [70].
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Aliphatische organische Sauren wie Zitronen-, Apfel-, Essig- oder Ameisensiure sind
wichtig fiir den sauren Geschmack von Kaffee [5]. Zitronen- und Apfelsiure, die neben an-
deren organischen Siauren wie Essig- oder Milchsdure bereits in Rohkaffeebohnen
vorhanden sind, werden wahrend des Rostens abgebaut. Dahingegen werden Essig-, Amei-
sen-, Glycol-, Bernstein- und Milchsaure durch den thermischen Abbau von Kohlenhydraten
wie Saccharose zundchst gebildet [5, 7, 37-39, 45, 45, 72, 73]. In fortgeschrittenen Phasen
des Rostprozesses sinkt die Konzentration von Essig- und Ameisensadure aufgrund ihrer
Fliichtigkeit, sodass der saure Geschmack mit steigendem Rostgrad sinkt [5, 45, 68, 72]. Da-
gegen werden Milch- und Glycolsdure auch bei Rosttemperaturen von >240°C weiter durch
den Abbau von Saccharose gebildet [37].

Freie Aminosduren werden bei Rosttemperaturn von >180 °C vollstdndig abgebaut [74].
Das Aminosaureprofil hat einen grofden Einfluss auf das Rostaroma, da die Aminosduren
Schliisselkomponenten in der Maillard-Reaktion und im Strecker-Abbau darstellen [5, 75].
Hauptsachlich sind in Rohkaffeebohnen L-Glutaminsaure, L-Asparaginsaure, L-Alanin und
GABA vertreten [7, 74]. Diketopiperazine, Kondensationsprodukte aus zwei freien Amino-
sduren, tragen zum bitteren Geschmack von Rostkaffee bei [5, 37]. Weitere wichtige
stickstoffhaltige Verbindungen sind Koffein und Trigonellin. Wahrend die Konzentration
von Koffein mit steigender Rostung nur leicht sinkt, wird Trigonellin hauptsachlich zu N-
Methylpyridinium (NMP) und Nicotinsdure, weiter auch zu Nicotinamid, Pyrazinen, Pyridi-
nen und Pyrrolen abgebaut [35, 64, 72, 75-79]. Dabei steigt vor allem die Konzentration des
thermischen Abbauproduktes NMP mit steigendem Rostgrad der Kaffeebohnen [78]. Die
Abbauprodukte NMP, Nicotinsdure und Nicotinamid sind weniger relevant fiir die Bildung
als Aromastoffe, haben jedoch vermutlich positive Effekte auf die menschliche Gesundheit
[19, 35].

In der Lipidfraktion konnen wéhrend der Réstung Oxidationsreaktionen insbesondere
ungesattigter Fettsduren (Unsaturated Fatty Acids, UFA) auftreten, welche zur Bildung von
Aldehyden, Ketonen oder Furanen fiihren [2, 7, 79]. Diese Verbindungen kénnen mit ande-
ren Kaffeebestandteilen wie Aminen zu heterozyklischen Aromaverbindungen
weiterreagieren [2, 7]. Bei den in Kaffeebohnen vorhandenen Diterpenen treten Eliminie-
rungsreaktionen von Wasser auf und es entstehen Dehydroditerpene, deren Konzentration
mit steigendem Rostgrad zunimmt [7, 80]. Die in Rohkaffeebohnen enthaltenen Toco-
pherole werden wahrend des Rostens teilweise abgebaut [7]. Die in geringen Mengen in
Rohkaffeebohnen enthaltenen Phospholipide Phosphatidylcholin und Phosphatidylinositol
werden wahrend des Rostprozesses zu einem groféen Teil abgebaut [81]. Der Fettgehalt
steigt mit zunehmenden Rostgrad aufgrund der Gewichtsverdnderung der Kaffeebohne re-
lativ an, allerdings wird die Lipidzusammensetzung wahrend des Rostprozesses nur
geringfiigig verandert [2, 65].

Nach der Rostung findet ein langsamer Desorptionsprozess statt und es tritt weiter
hauptsachlich Kohlenstoffdioxid aus den Kaffeebohnen aus [82]. Daher ist es iiblich, die ge-
rosteten Kaffeebohnen in einer Verpackung mit einem Ventil aufzubewahren, durch
welches das Gas entweichen kann [5].

1.1.6.3 Rostverfahren

Zu Beginn der Rostung findet eine endotherme Phase statt, in welcher Energie einge-
bracht werden muss, um Wasser zu verdampfen und die chemischen Reaktionen
einzuleiten. Dabei kann die Warmeiibertragung des Rosters auf die Bohnen in Form von
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Konvektion, Leitung und Strahlung erfolgen [5, 83]. Auf dieser Grundlage wurden zahlrei-
che verschiedene Rostverfahren entwickelt [83]. In der Kaffeerdstung wird der traditionelle
Drehtrommelroster fiir diskontinuierliche aber auch kontinuierliche Réstprozesse einge-
setzt [83]. In diesem Verfahren werden die Bohnen in einer horizontalen rotierenden
Trommel oder in einem vertikalen festen Trommelréster mit heifden Gasen vermischt [83,
84]. Die Warmeilbertragung findet in allen drei Formen statt. Warmeleitung tritt zwischen
Roster und Kaffee oder zwischen den Bohnen untereinander auf. Bei der Konduktion wird
die Warme von den heifen Wanden des Rosters auf die Bohnen tibertragen, wohingegen
bei der Konvektion die Warme von heifden Gasen transportiert wird [5]. In einem Trommel-
roster wird ein erheblicher Teil der Warme durch Konduktion tibertragen [5]. Eine weitere
Rostmethode ist die Wirbelschicht-Rostung, bei welcher hauptsachlich Konvektion stattfin-
det [5, 84, 85]. Daneben wurden jedoch alternative Verfahren entwickelt, in welchen die
Warme mittels Infrarot, Mikrowellen oder HeiRdampf tibertragen wird [5].

Die Effizienz des Rostprozesses und die Qualitidt von gerdstetem Kaffee wird von Fakto-
ren wie der Rostzeit, der Gaszusammensetzung und Rosttemperatur beeinflusst [83]. Die
typische Rostzeit in einer Trommelrdstung betragt 8-20 Minuten, wobei diese bei der Wir-
belschichtréstung auf bis zu zwei Minuten verkiirzt werden kann [5]. Bei diesen Kurzzeit-
Rostverfahren mit einer Dauer von 1-4 Minuten wird die Aufheizphase durch eine bessere
Wiarmelibertragung stark abgekiirzt und die dadurch bedingte, puffartige Verdampfung des
Wassers fiihrt zu einer grofReren Volumenzunahme der Bohnen [2, 37].

Der angestrebte Rostgrad ist bedingt durch den Verbraucher sehr unterschiedlich. Ver-
braucher in den USA und Mitteleuropa bevorzugen hell gerdsteten Kaffee, wohingegen
Verbraucher in Frankreich, Italien und den Balkanldndern dunkel gerosteten Kaffee (Es-
presso) favorisieren [2].

1.1.7 Chemische Zusammensetzung von Rostkaffee

1.1.7.1 Lipide

Im Allgemeinen besitzen Arabica Varietdten mit durchschnittlich 15% einen héheren
Fettgehalt im Vergleich zu Robusta mit 10%. [7, 86]. Der Hauptteil der Lipide befindet sich
in Form von Kaffeeol innerhalb der Zellen und nur ein kleiner Teil haftet als Kaffee-Wachs
an der Bohnenoberflache [86]. Die Lipidfraktion besteht zu 75,0 - 78,8% aus Triacylglyceri-
den (TAG), gefolgt von bis zu 20% Diterpenfettsdureerstern, Mono- und Diacylglyceriden,
freien Fettsdauren (Fatty Acids, FA) und freien Diterpenen. Sterole und Sterolester ([3-Sitos-
terol, Stigmasterin, Campesterol, AS5-Avenasterol, A7-Avenasterol), y-Tocopherol und
Phosphoglycerolipide sind mit geringeren Anteilen vertreten [2, 7, 11, 37, 80, 86, 87]. In
Arabica sind hauptsachlich die Diterpene Kahweol und Cafestol (Abbildung 1-6) und in ge-
ringen Mengen die durch die Réstung entstandenen Abbauprodukte Dehydrokahweol und
Dehydrocafestol (Abbildung 1-6) enthalten [7, 80]. In Robusta befinden sich geringere Men-
gen Kahweol und zusatzlich das thermisch stabile Diterpen 16-0O-Methylcafestol (16-OMC),
das in der Praxis als Markersubstanz zur Unterscheidung von Arabica und Robusta heran-
gezogen wird [37, 80, 88-92, 92, 93]. Allerdings ist 16-OMC in deutlich geringerer
Konzentration auch in Arabica detektierbar [93, 94].

15



Einleitung

Kahweol Dehydrokahweol Cafestol Dehydrocafestol 16-0-Methylcafestol

Abbildung 1-6: Strukturformeln der in Kaffee enthaltenen Diterpene Kahweol, Dehydrokahweol, Cafestol, Dehydro-
cafestol und 16-0-Methylcafestol. R: Fettsdure

Sowohl die freie Form von Kahweol und Cafestol, als auch deren Palmitatester werden
im menschlichen Darm schnell absorbiert und verstarken die Aktivitiat des Cholesterin-Es-
ter-Transferproteins. Dadurch steigt der Cholesterinspiegel im Serum von Blut an [80, 86,
95]. Andererseits erhoht Cafestol die Aktivitat der Gluathion-S-Transferase, das die Bindung
einer Vielzahl von elektrophilen Substanzen katalysiert und somit ein wichtiges entgiften-
des Enzymsystem darstellt [86].

Die Fettsdureverteilung dhnelt dem eines Pflanzendls [7]. Die Hauptfettsauren sind Li-
nolsaure (C18:2A%12c) und Palmitinsdure (C16:0) mit Anteilen von 30,0 - 50,4% und
16,8 - 38,6%. In den TAG ist Palmitinsdure vorwiegend an Position 1 und 3 und Linolsdure
an Position zwei und drei an Glycerin gebunden [7, 87]. Stearinsiure (C18:0) und Olsiure
(C18:1A%), sind mit 4,5 - 13,1% und 7,6 - 18,9% in dhnlichen Verhailtnissen vertreten. Die
Minorfettsdauren Myristinsdure (C14:0), Palmitoleinsdure (C16:1A%), a-Linolensdure
(C18:3A%12¢15¢), Arachinsdure (C20:0) und Behensdure (C22:0) sind mit Anteilen von
0,1-2,3%,0,2 -4,0%,0,3-6,0%,0,7-6,7% und 0,5 - 0,6% vorhanden [37, 87]. Diterpen-
und Sterolester enthalten bevorzugt gesattigte FA, und die ungesattigten FA liegen ver-
mehrt als freie FA oder gebunden an TAG vor [37, 87].

Das Kaffee-Wachs besteht hauptsachlich aus Carbonsaure-5-Hydroxytryptaminen, wel-
che eine antioxidative Wirkung haben und teilweise durch die Rostung abgebaut werden
[37, 80]. Dabei sind Arachinsaure, Behensdure und Lignocerinsiure (C24:0) mit der pri-
maren Aminogruppe der 5-Hydroxytryptamine verkniipft [37].

1.1.7.2 Stickstoffhaltige Verbindungen

Die in Rohkaffee enthaltenen Proteine werden wahrend des Rostprozesses ab- und teil-
weise in Melanoidine eingebaut [7]. In Rostkaffee konnten Proteine mit einem
Molekulargewicht <14 kDa und >200 kDa nachgewiesen werden [7, 47, 96]. Prolin, Gluta-
minsdure und Leucin sind in Proteinen zu grofderen Teilen vertreten, gefolgt von Alanin,
Asparaginsdure, Phenylalanin und Isoleucin [74].

Die wichtigste stickstoffhaltige Verbindung in Kaffee ist das Purinalkaloid Koffein (1,3,7-
Trimethyl-3,7,dihydro-1H-purin-2,6-dion, Abbildung 1-7) [7]. Im Vergleich zu Robusta
(2,0%) besitzen Arabica Varietdten einen geringeren Koffeingehalt von 1,0% [97-99]. Die
Biosynthese von Koffein verlduft im Rahmen des Purin-Stoffwechsel hauptsachlich iiber
Xanthosin [97]. Durch eine Methylierung und Abspaltung von Ribose entsteht 7-Methyl-
xanthin, aus welcher durch Methylierung Theobromin gebildet wird. Das Produkt einer
weiteren Methylierung ist Koffein [37, 97]. Das Purinalkaloid liegt assoziiert mit CQA in ei-
nem 1:1 m-Komplex vor und dient in jungen Blattern, Friichten und Bliitenknospen als
chemische Abwehr vor Insektenlarven [99, 100]. In den Samenschalen wird Koffein freige-
setzt, um die Keimung anderer Samen zu hemmen [38, 97]. Beim Menschen wird Koffein
schnell durch den Gastrointestinaltrakt absorbiert und von der Leber zu Verbindungen wie
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Paraxanthin, Theophylin und Theobromin metabolisiert [101]. Koffein durchquert ungehin-
dert die Blut-Hirn Schranke und stimuliert das Nervensystem [97, 101]. Negative kurzfristig
auftretende Wirkungen von Koffein sind Beschleunigung des Herzschlags, Storungen des
Magen-Darm-Trakts, Angstzustidnde, erhohter Blutdruck und Schlaflosigkeit [102]. Zudem
ist die Aufnahme von Koffein negativ mit dem Kalzium-Level im menschlichen Kérper asso-
ziiert [95].

Trigonellin (1-Methylpyridin-1-ium-3-carboxylat, Abbildung 1-7) ist ein weiterer in
Kaffee vorkommender, stickstoffhaltiger Sekundarmetabolit [100]. In Rohkaffeebohnen
kommt das Pyridinalkaloid mit einem Gehalt von 1-3% bezogen auf das Trockengewicht vor
und wird wie in Kapitel 1.1.6.2 beschrieben teilweise wahrend des Réstprozesses abgebaut
[7, 99]. In Rostkaffee ist diese Verbindung noch zu 0,1-1% vertreten [38]. Die direkte Vor-
lauferstruktur von Trigonellin ist Nicotinsdure (Abbildung 1-7), die im Pyridinnucleotid-
Zyklus aus Nicotinamidadenin-Dinucleotid (NAD) und Nicotinsdure-Mononukleotid ent-
steht [97, 99, 103]. Mittels der Trigonellin-Synthase wird Nicotinsdure methyliert und
Trigonellin gebildet [99]. Trigonellin wird als Reaktion auf biotische und abiotische Stress-
bedingungen in der Kaffeepflanze angereichert und dient als Reserveverbindung fiir die
NAD-Biosynthese [100, 103]. Studien zeigten, dass Trigonellin hypoglykdmische, neuropro-
tektive, antiinvasive, krebshemmende und antibakterielle Wirkung besitzt [104]. Zudem
hat Trigonellin eine stimulierende Wirkung auf den zellularen Energiestoffwechsel, indem
es die Nutzung von Glucose als Energiesubstrat fiir die Synthese von Adenosintriphosphat
(ATP) induziert [105]. Die gleiche Wirkung hat auch das durch den Réstprozess aus Tri-
gonellin gebildete NMP (Abbildung 1-7), wobei sich der Wirkungsmechanismus von dem
von Trigonellin unterscheidet [105]. Daneben zeichnet sich NMP durch eine gewichtsredu-
zierende Wirkung, eine chemopraventative Wirkung, eine antioxidative Kapazitdt und eine
Hemmung der Magensauresektretion aus [101, 105].
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Abbildung 1-7: Strukturformeln der in Kaffee vorkommenden stickstoffhaltigen Verbindungen Koffein, Trigonellin,
Nicotinsdure und N-Methylpyridinium

1.1.7.3 Kohlenhydrate

Die niedermolekularen Kohlenhydrate werden wahrend der Rostung fast vollstandig
abgebaut und sind nur noch in geringen Mengen in Réstkaffeebohnen enthalten [58]. Die in
Rohkaffeebohnen enthaltenen Arabinogalactane und Galactomannane werden wahrend
des Rostprozess bis zu 60% und 36% abgebaut [53]. Der Abbau der Polysaccharide erfolgt
durch die Hydrolyse des Polysaccharidgertistes, was zu einer Verringerung des Molekular-
gewichtes fiihrt. Weiter wird durch die Abspaltung von Zuckern aus den Seitenketten eine
Verringerung der Verzweigung und dadurch eine bessere Loslichkeit der Polymere bewirkt
[56, 58]. Die Halfte des Polysaccharidanteils in Rostkaffee nehmen Galactomannane ein, die
andere Halfte besteht zu dhnlichen Anteilen aus Arabinogalactan und Cellulose [7]. Arabi-
nogalactane besitzen in Kaffee eine grofie Heterogenitit, was insbesondere den
Verzweigungsgrad und die Monosaccharid-zusammensetzung der Seitenketten betrifft
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[57]. Typ II Arabinogalactane bestehen zum grofdten Teil aus $-1,3-Galactorhamnosylres-
ten, von welchen einige an 06 durch Arabinose- und Galactosereste substituiert sind [52,
57]. Die negativ geladenen Glucuronosylreste treten als nicht reduzierende Endeinheiten
an einer 1,6-verkniipften Galactosylseitenkette auf [58]. Die Arabinogalactane sind in Kaffee
hauptsachlich in Form von AGPs kovalent an Proteine gebunden [58]. Durch den Réstpro-
zess werden bevorzugt die Arabinosereste an den Arabinogalactan Seitenketten abgebaut,
was zu einem verdnderten Arabinose/Galactose-Verhéltnis und zu einer geringeren Ver-
zweigung abhidngig vom Rostgrad fithrt [96]. Jedoch bleibt auch nach dem Abbau der
Arabinogalactan-Einheit die Protein-Polysaccharidbindung der AGP bestehen [7, 53]. Kaf-
feemannane bestehen zum grofdten Teil aus linearen Ketten von -1,4-Mannosylresten mit
einzelnen Galactoseeinheiten, welche mit einem Mannosylrest an Position C6 verknlipft
sind [52, 58]. Zusatzlich konnen die Galactomannane acetyliert sein [52, 106]. Die Mannane
liegen dabei als Mischung aus substituierten und unsubstituierten Polymeren vor [58]. Ga-
lactomannane sind wahrend des Rostens stabiler als Arabinogalactane, jedoch wird auch
bei diesen Polymeren der Polymerisierungs- und Verzweigungsgrad verringert [52, 53, 96,
106].

Die von Menschen aufgenommenen Kaffeepolysaccharide zdhlen zu den lslichen Bal-
laststoffen [7, 107]. Der Anteil dieser loslichen Ballaststoffe sowie deren Zusammensetzung
wird unter anderem von der Varietdt und von der Methode der Rohkaffeeaufarbeitung be-
einflusst [107]. Die Polysaccharide werden von Darmbakterien fermentiert, was zur
Bildung von kurzkettigen FA fiihrt, welche positive Auswirkungen auf den Kérper haben
[7]- Dabei werden Mannane intensiver abgebaut als Arabinogalactane [7]. Zudem beeinflus-
sen Kaffeepolysaccharide die Zusammensetzung der Mikrobiota des Darms [7]. AGPs
konnten eine antitussive Aktivitat besitzen [7].

1.1.7.4 Melanoidine

Rostkaffee besteht, abhingig vom Rostgrad, zu 25-30% aus Melanoidinen [7, 51]. Die
Struktur der Melanoidine ist noch nicht vollstiandig aufgeklart, da sie aufgrund ihrer Kom-
plexitdt und Vielseitigkeit nicht direkt analysiert werden konnen [47]. So besitzen einige
Melanoidine einen anionischen Charakter, wohingegen andere hydrophob sind [47]. Es sind
verschiedene Melanoidin-Fraktionen vorhanden, die sich unter anderem im Hinblick auf
den Gesamtkohlenhydratgehalt und strukturelle Merkmale der Kohlenhydrate, wie ein un-
terschiedlicher Verzweigungsgrad der Arabinogalactane und die Beibehaltung der AGP,
unterscheiden [70]. Es wird angenommen, dass Kohlenhydrate, Aminosauren, Proteine und
phenolische Verbindungen Komponenten der Melanoidine sind [47]. Arabinogalactane in
Form von AGPs und untergeordnet Galactomannane sind kovalent in den Melanoidinen ein-
gebunden, wobei die AGP-Fraktion einen grofden Teil der hochmolekularen Melanoidine
darstellt [47, 50, 53, 106]. Neben den AGP sind auch weitere Aminosauren und Proteinfrag-
mente in den Melanoidinen eingebunden, deren Aminosaurezusammensetzung zu grofden
Teilen aus Alanin, Asparagin/Asparaginsaure, Glutamin/Glutaminsdure und Glycin besteht
[47, 51, 70]. Zusatzlich sind auch Maillard-Produkte von Lysin in den Melanoidinen enthal-
ten [47]. Als phenolische Komponente sind CGA, Hydroxyzimtsaureisomere und Chinasaure
sowie deren Abbauprodukte kovalent und auch nicht kovalent in die Melanoidine eingebun-
den [41, 47, 49]. Studien deuten an, dass eine mogliche kovalente Bindung liber einen Ester
mit den Hydroxyzimtsiduren oder der Chinasaure erfolgen kénnte [51, 70]. Mégliche Bin-
dungsstellen in den Melanoidinen kénnten Proteine der AGPs oder Arabinose-Reste der
Arabinogalactane sein konnen [49, 51, 70]. Nicht kovalente Bindungen kénnten in Form von
ionischen Wechselwirkungen auftreten oder Wasserstoffbriicken sein [70].
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Die liber das Kaffeegetrank aufgenommenen Melanoidine sind weitgehend resistent ge-
geniiber dem menschlichen Magen und Diinndarm [47]. In vitro haben diese Polymere eine
antioxidative Kapazitit, was jedoch auch auf nicht kovalent gebundene, niedermolekulare
Verbindungen wie CGA zuriickgefiihrt werden kann [47]. Der antioxidative Effekt beruht
auf der radikalfangenden Eigenschaft, sowie der Fahigkeit, mit Metallen einen Chelat-Kom-
plex einzugehen [47]. Die Aufnahme von Kaffee-Melanoidinen kann zudem eine hemmende
Wirkung gegeniiber der Aktivitdt von Matrixmetallproteasen haben und so vermutlich zum
Schutz vor Dickdarmkrebs beitragen [47]. Zusatzlich haben Melanoidine eine antikariogene
Aktivitat indem sie die Biofilmbildung von Streptococcus mutans hemmen [47]. Negative
Auswirkungen der Melanoidine kdnnte die im Magenlumen stattfindende Reaktion dieser
mit Nitrit und Thiocyanat aus dem Speichel sein. Das dabei entstehende Stickstoffmonoxid
kann im Magen zur Hemmung des mikrobiellen Wachstums, der Schleimhautbildung und
der Magenmobilitat beitragen [47].

1.1.7.5 Organische Sauren

Die in Rohkaffee hauptsachlich vorkommenden organischen Sauren sind Zitronensaure,
Chinaséure und Apfelsiure [37, 108]. Neben diesen sind noch zahlreiche weitere Minorséu-
ren wie Bernsteinsdure, Milchsdure und Oxalsdure vertreten [7, 109]. Chinasdure wird aus
3-Dehydrochinasdure synthetisiert, welches ein Zwischenprodukt des Shikimisdure-Stoft-
wechsels ist [109]. Apfelsiure und Zitronensiaure sind Intermediate des Tricarbon-
sdurezyklus und Milchsaure wird aus Brenztraubensaure, dem Endprodukt der Glycolyse,
gebildet [109]. Oxalsdure entsteht in Kaffee wahrscheinlich iiber die Oxidation von Glyoxyl-
sdure [109]. Chinasdure kommt nur zu 1% als freie Sdure vor und wahrend des
Rostprozesses steigt der Gehalt bedingt durch den Abbau von CGA leicht an [37, 75]. Wie in
Kapitel 1.1.6.2 beschrieben, werden im Rostprozess zusatzlich Ameisen-, Essig-, Glycol und
Milchsdure gebildet, wobei die Konzentration von Ameisen- und Essigsdure bei fortge-
schrittenem Rostgrad und anschlieféender Lagerung des Rostkaffees wieder sinkt [37, 38,
45]. Der Abbau von Zitronen- und Apfelsiure wihrend des Réstens fiihrt bei Zitronenséure
zu Itaconsiure, Citraconsdure und Masaconsaure und bei Apfelsiure zu Fumar- und Mal-
einsiure [2, 37, 38]. Tabelle 1-1 gibt einen Uberblick iiber die in Rostkaffee vorkommenden
organischen Sauren mit dem entsprechenden Konzentrationsbereich [2, 37]. Neben diesen
kommen weitere Minorsiauren wie die Abbauprodukte von Zitronen- und Apfelsdure nur in
geringen Mengen vor [2, 37].

Tabelle 1-1: Gehalte von organischen Sduren in kommerziellen, gerdsteten Kaffeeproben, analysiert mittels HPLC-
UV. Angegeben ist der Konzentrationsbereich von 17 Kaffeeproben [37].

Organische Siure Konzentrationsbereich [g/kg]
Chinasaure 8,9-15
Zitronensiure 4,3-7,0
Essigsdure 3,6-5,5
Ameisensdure 1,8-2,5
Bernsteinsaure 1,9-8,0
Glycolsaure 1,7-4,9
Apfelsdure 1,0-3,9
Milchsiure 0,0-1,8

Die organischen Sduren tragen zum sauren Geschmack des Kaffeegetranks bei [37]. Ei-
nen Beitrag zum Sauregrad liefern vor allem Zitronen-, Essig-, Ameisen-, China- und
Apfelsdure [37].
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1.1.7.6 Phenolische Komponenten

Die phenolischen Komponenten in Kaffee sind hauptsachlich CGA, welche in Rohkaffee-
bohnen einen Anteil von bis zu 10% besitzen [2]. Die Esterbindung der CGA kann an
Position 3,4 und/oder 5 der Chinasdure stattfinden (Abbildung 1-8(A)) [7]. In Rohkaffee-
bohnen ist das Hauptisomer 5-CQA mit einem relativen Anteil von >50%. 4-CQA und 3-CQA
nehmen einen Anteil von jeweils 10% ein (Abbildung 1-8(B)). Zudem existieren die drei
diCQA 3,4-diCQA, 3,5-diCQA und 4,5-diCQA, die zusammen einen relativen Anteil von
15-20% einnehmen. Daneben sind die drei Feruloylchinasduren (Feruloylquinic Acid, FQA)
3-FQA, 4-FQA und 5-FQA vertreten [7]. Die Biosynthese dieser Sekundarmetaboliten be-
ginnt mit der Umwandlung von Phenylalanin in p-Cumaroyl-CoA, wobei Zimtsdure und p-
Cumarsiure als Zwischenstufen fungieren [110]. Die Umwandlung von p-Cumaroyl-
CoenzymA (CoA) zu Caffeoyl-CoA erfolgt durch eine Hydroxylierung und die weitere Bil-
dung von Feruloyl-CoA aus Caffeoyl-CoA durch eine Methylierung. Ausgehend von diesen
Intermediaten erfolgt die Konjugation mit Chinasdure zu CGA, wihrend CoA abgespalten
wird [110, 111]. Die Chinasdure wird dabei aus 3-Dehydrochinasidure gebildet, welche wie-
derum aus Phosphoenolpyruvat mit Dihydroxyacetonphosphat als Zwischenprodukt
entsteht [111].

CGA besitzen in Pflanzen mehrere Funktionen. Es wird angenommen, dass 5-CQA als
Zimtsaurevorrat fiir die Ligninbiosynthese akkumuliert werden kann [110]. Zusatzlich wer-
den CGA mit Schutz vor UV-Licht, Beitrag zur mikrobiellen Resistenz und einer Resistenz
gegen tierische Schadlinge in Verbindung gebracht [110].
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Abbildung 1-8: (A) Strukturformeln wichtiger Monomere der CGA; (B) Strukturformel der in Kaffee hauptsdchlich
vorkommenden Chlorogensduren. CGA: Caffeoylchinasdure

Wahrend des Rostens werden CGA abhangig vom Rostgrad bis zu 90% abgebaut, resul-
tierend in einem breiten Produktspektrum, was von einfachen Phenolen zu strukturell
komplexen Kondensationsprodukten reicht [2, 54, 70, 110]. In Réstkaffee sind CGA mit ei-
nem Anteil von ungefahr 3% vorhanden und bestehen zu 85% aus CQAs, 7% aus diCQAs
und 5% aus FQAs [7]. Die beim Rostprozess entstehenden Hauptbitterstoffe CQL kommen
mit einem Anteil von 0,2-0,4% bezogen auf die Trockenmasse in gerdsteten Kaffeebohnen
vor [7].

Die potentiellen gesundheitlichen Vorteile des Kaffeekonsums wie eine geringere Inzi-
denz verschiedener chronischer und degenerativer Krankheiten werden teilweise auf die
CGA zuriickgefiihrt [110]. So kénnen CGA und deren thermischen Abbauprodukte Radikale
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abfangen und haben daher eine antioxidative Wirkung [38, 112]. Des Weiteren besitzen
CGA sowie deren Metaboliten eine entziindungshemmende und neuroprotektive Wirkung
[110].

1.1.7.7 Minorkomponenten

Der fliichtige Anteil von Rostkaffee ist sehr komplex zusammengesetzt und beinhaltet
iiber 850 Verbindungen, von denen jedoch nicht alle zum Aroma beitragen [2]. Zu diesen
Verbindungen zdhlen Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Aldehyde, Ketone, Ester, Pyrazine, Pyr-
role, Pyridine, schwefelhaltige Verbindungen, Furane, Phenole und Oxazole [37]. Die
Zusammensetzung dieser Verbindungen ist vom geographischen Ursprung, von der Roh-
kaffeeverarbeitung und insbesondere vom Rostgrad abhingig [37, 75]. Die wichtigsten
Aromastoffe in Kaffee sind 2-Furfurylthiol, 4-Vinylguaiacol, Alkylpyrazine, Furanone, Ace-
taldehyd, Propanal und Methylpropanal [2, 37, 75]. Diese Verbindungen entstehen wahrend
des Rostens durch den Abbau von Lipiden, Kohlenhydraten, Proteinen, Aminosduren und
CGA sowie im Rahmen der Maillard-Reaktion (Kapitel 1.1.6.1und 1.1.6.2) [7].

Die Mineralstoffe bestehen zu mehr als 99% aus den Makroelementen Kalium, Calcium
und Magnesium [2, 113]. Von diesen Makroelementen ist Kalium mit durchschnittlich
15,6 mg/kg dominant [113]. Zu den Mikroelementen in Rostkaffee zdhlen Eisen, Mangan,
Kupfer, Zink und Nickel [113]. Kobalt, Chrom, Blei und Cadmium sind nur in Spuren vorhan-
den [113].

Neben den gesundheitsfordernden Kaffeeinhaltsstoffen existieren auch toxikologisch
relevante Verbindungen wie Mykotoxine [7]. Mykotoxine sind niedermolekulare Gifte, wel-
che als Sekundarmetaboliten von einigen Fadenpilzen produziert werden [7]. Kaffee ist vor
allem mit dem Mykotoxin Ochratoxin A (OTA) kontaminiert, das sich schidigend auf die
Nieren auswirkt [7]. Andere Mykotoxine wie Aflatoxine kommen selten vor [7]. Der Gehalt
von OTA in Kaffee ist gering und iiberschreitet nur selten den Grenzwert von 5 pg/kg [7].

1.1.8 Kaffeedefekte

Kaffeedefekte sind Schaden oder Mangel in oder an den Rohkaffeebohnen und kénnen
in verschiedene Klassen eingeteilt werden [15]. Feldgeschadigte Bohnen besitzen Defekte,
die wiahrend des Anbaus entstehen, beispielsweise durch eine Schidlingsplage wie den Kaf-
feekirschenbohrer oder Stress der Pflanze aufgrund klimatischer Bedingungen, Wasser-
oder Nahrstoffmangel [15]. Die von der Verarbeitung geschadigten Bohnen beinhalten De-
fekte, die durch unzureichende Verarbeitungsschritte bei der Rohkaffeeverarbeitung wie
dem Entfernen des Fruchtfleisches, Waschen oder Trocknen entstehen konnen [15]. Auch
koénnen Schaden bedingt durch eine falsche Lagerung der Rohkaffeebohnen oder durch die
Mitlagerung von Schadlingen vorhanden sein [15]. Durch unzureichende Reinigungsverfah-
ren nach dem Entfernen der Pergamenthaut konnen neben den Rohkaffeebohnen noch
weitere getrocknete Teile der Kaffeefrucht oder der Kaffeepflanze vorliegen, welches auch
als Defekt bezeichnet wird [15].

Der Kaffeekirschenbohrer kommt urspriinglich aus Afrika und ist ein Schadling fiir Kaf-
fee, der vor allem in geringeren Hohen angebaut werden. Das Weibchen grabt einen Tunnel
in das Innere der unreifen Kaffeekirsche, legt dort ihre Eier ab und die Larven fressen das
AuRere des Bohnengewebes [15]. Je nachdem, wie stark die Bohnen angefressen werden,
wird zwischen ,Eaten Beans“ und ,Well Eaten Beans“ unterschieden. ,Dark Brown Beans*“
werden durch den Angriff der Antesiawanze verursacht, die den Saft aus den unreifen
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Friichten saugt. Dieser Defekt wird auch durch tiberreife Friichte verursacht [15]. Soge-
nannte ,Quaker” sind nicht vollstdndig ausgebildete Bohnen, was auf Wachstumsprobleme
oder auf einen Nahrstoffmangel der Pflanze zuriickzufiihren ist [15]. Bedingt durch Wachs-
tumsstorungen entstehen fehlentwickelte Bohnen, die abnormal geformt sind
(,Malformed”) [114].

,Black Beans” sind schwarze Rohkaffeebohnen, die durch einen Pilzbefall der Kirsche,
aber auch durch falsche Bewdsserung und Erntetechniken entstehen konnen [15, 114].
»Sour Beans“ oder ,Brown Beans" sind das Ergebnis einer Fehlfermentation bei der Rohkaf-
feeverarbeitung [15, 114]. Wurden die Rohkaffeebohnen zu schnell oder zu heif3 getrocknet,
bilden sich ,,Dark Green Beans“[114]. Die ,Faded Beans" sind verblasste Bohnen, welche bei
der nassen Aufarbeitung zu lange im Fermentationsbecken verblieben sind [114].
»Bleached Beans“ sind ebenfalls ausgeblichen, der Grund hierfiir ist jedoch Regenfall wah-
rend der Trocknung [114]. Bohnen, die wihrend der nassen Aufarbeitung im Entpulper
angeschnitten oder gequetscht wurden, werden als ,Pulper Cuts“ bezeichnet. ,Brocken Be-
ans“ entstehen meistens wahrend der Entfernung der Pergamenthaut [15].

Durch unzureichende Reinigungsverfahren konnen Reste der Kaffeekirsche wie die
Schale, die Pergamenthaut oder Fragmente des getrockneten dufieren Perikarps, aber auch
Reste der Kaffeepflanze wie kleine Zweige zu den Rohkaffeebohnen gelangen [15, 114].
Diese Defekte werden ,Husks", ,Shells“, ,Parchment”, ,Pods“ und ,Twigs" genannt [114].

Die Defekte haben unterschiedlich starke Auswirkungen auf das sensorische Profil und
werden daher in der ISO 10470:2004 Green Coffee Defect Reference Chart verschieden ge-
wichtet [115]. Jedoch ist die Klassifizierung der Kaffeedefekte weltweit nicht einheitlich
geregelt und folgt unterschiedlichen Richtlinien. Die International Coffee Organization emp-
fiehlt eine Hochstzahl von 86 Defekten/300 g Arabica Kaffee. Die Anzahl an Defekten richtet
sich dabei nach dem Einfluss der Mdngel auf den Masseverlust und die sensorische Beurtei-
lung [116]. Die Methode der Speciality Coffee Association of America umfasst verschiedene
Kaffeequalitdten, welche sich nach Anzahl der Fehler in 350 g Rohkaffee richten. Die brasi-
lianische Klassifizierung fiir Rohkaffee verwendet eine Klassifizierung mit vielen
Einstufungen, die sich danach richten, wie viele Defekte in 300 g Rohkaffee vorhanden sind
[117]. Nach der New York Methode werden die Kaffeedefekte in Bezug auf den Defekt der
»Black Beans“ gewichtet, wobei sieben Klassifizierungsstufen entstehen, welche als NY2 bis
NY8 bezeichnet werden. Die schlechteste Klassifizierungsstufe ist NY8, bei welcher 450
»Black Beans“ in 300 g Rohkaffee enthalten sein diirfen. Die Einteilung der anderen Defekte
wird im Hinblick auf die Gleichwertigkeit der , Black Beans" bewertet. So entsprechen bei-
spielsweise zwei ,Sour Beans“ einem Aquivalent der ,Black Beans“ [118].

1.2 Kernspinresonanz-Spektroskopie

Die Kernspinresonanz-Spektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy,
NMR) ist eine Analysentechnik, welche in den letzten Jahren vermehrt bei der Analyse und
Authentizitatskontrolle von Lebensmitteln eingesetzt wurde. Die NMR wurde im Jahr 1945
erstmals von zwei unabhangig arbeitenden Arbeitsgruppen der Harvard- und Stanford-Uni-
versitit angewandt. Die erste mutmafiliche Anwendung der NMR in der
Lebensmittelwissenschaft fand im Jahr 1957 statt, bei der mittels NMR mit niedriger Auflo-
sung die Feuchtigkeit in Lebensmitteln gemessen wurde [119]. Die mittlerweile
angewandte hochauflésende eindimensionale (1D) NMR kann in einem einzigen Experi-
ment strukturelle und quantitative Informationen verschiedenster
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Lebensmittelinhaltsstoffe liefern. Diese Experimente bendétigen keine Trennung der ver-
schiedenen Lebensmittelbestandteile oder eine aufwandige Probenvorbereitung [119]. In
Fallen, in denen die Lebensmittelproben zu komplex sind und es zu Signaliiberlappungen in
der 1D-NMR kommt, kénnen homonukleare und heteronukleare zweidimensionale (2D)-
NMR-Experimente angewandt werden [119]. Die Kombination der NMR mit multivariaten
statistischen Verfahren erlaubt eine effiziente Auswertung der oft komplexen Datensitze
[119]. Diese multivariaten statistischen Verfahren werden in Kapitel 3.5 genauer beschrie-
ben. Eine hdufig verwendete Form der NMR ist die eindimensionale Protonen NMR (1H-
NMR). In der 2D-NMR werden haufig die Kerne 1H und 13C gemessen [119, 120].

Fiir die NMR-Messung kommen heutzutage supraleitende Kryomagnete zum Einsatz,
welche durch fliissiges Helium gekiihlt sind und héhere Magnetfeldstirken und damit auch
verbesserte Empfindlichkeiten im Vergleich zu Permanentmagneten erreichen [120]. Die
Durchfiihrung der NMR-Experimente finden mit dem sogenannten Impulsverfahren statt.
Dazu werden mit einem Hochfrequenzimpuls alle Kerne einer Sorte gleichzeitig anregt
[120].

1.2.1 Physikalische Grundlagen und Messprinzip der NMR

Atomkerne haben eine quantenmagnetische Eigenschaft, die als Spin bezeichnet und
durch welche ein magnetisches Moment u verursacht wird. Diese beiden vektoriellen Gro-
en sind proportional zueinander und ihre Beziehung wird durch die
Proportionalitdtskonstante y beschrieben. Diese Konstante wird auch als gyromagnetisches
Verhaltnis bezeichnet und ist fiir jedes Isotop charakteristisch. Kerne mit einer Kernspin-
quantenzahl / von Null haben kein magnetisches Moment und kénnen folglich auch nicht
mit der NMR detektiert werden. Dies trifft auf die beiden Atomkerne 12C und 160 zu, welche
beide NMR inaktiv sind. Fiir die NMR aktiven Kerne 'H sowie 13C ist [ = %. Die 'H Kerne
haben ein hohes gyromagnetisches Verhéltnis und eine natiirlich vorkommende Haufigkeit
von 99,99%, wodurch diese in der NMR empfindlich detektiert werden. Die geringe natiir-
liche Haufigkeit von 13C Isotopen von 1,1% zusammen mit einem geringeren
gyromagnetischen Verhaltnis setzt die Empfindlichkeit dieser stark herab.

Werden NMR aktive Kerne in ein statisches Magnetfeld By gebracht, richten sich die
Spins aus. Dabei konnen 2/+1 mogliche Spinzustidnde angenommen werden. Fiir die beiden
Kerne 'H und 13C sind daher je zwei Zustande moglich, die als a- und f-Zustand bezeichnet
werden. Die Spins richten sich dabei parallel (a-Zustand) oder antiparallel (5-Zustand) zum
Magnetfeld By aus (Abbildung 1-9(A)). Die beiden Zustdnde haben unterschiedliche Energi-
eniveaus, deren Energieunterschied laut Formel 1 definiertist [119, 120]:

h 1

Der Energieunterschied der beiden Zustinde ist somit von Magnetfeldstérke als auch
von dem gyromagnetischen Verhiltnis abhingig. Ein kleiner Uberschuss der Spins befindet
sich in dem energiedrmeren a-Zustand, woraus sich eine makroskopische Magnetisierung
My in Feldrichtung ergibt (Abbildung 1-9(C)).
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Durch den Einfluss von By prazedieren die Kerndipole um die Richtungsachse (z-Achse)
des Magnetfeldes mit einer bestimmten Frequenz (Abbildung 1-9(B)). Diese Larmorfre-
quenz v; ist proportional zur magnetischen Flussdichte und dem gyromagnetischen
Verhaltnis (Formel 2) [119, 120]:

o= 25, 2

Wird nun zusatzlich Energie in Form einer elektromagnetischen Welle (Radiofrequenz-
puls, RF) eingestrahlt, deren Frequenz der Larmorfrequenz entspricht, ist die
Resonanzbedingung erfiillt und es sind Ubergénge zwischen den Zustinden méglich.

By
z

lMg

))/—‘))/—;)/— [-Zustand 1
\
X/<y

NS

By;=0 ! B,>0

Abbildung 1-9: (A) Besetzung der Energiezustdnde fiir Kerne mit einer Kernspinquantenzahl von % mit Aufspal-
tung in den a- und f-Zustand bei angelegtem statischen Magnetfeld Bo. Im Gleichgewichtszustand befindet sich ein
geringer Uberschuss im a-Zustand. (B) Verteilung der Spinzustdnde fiir Kerne mit einer Kernspinquantenzahl von
% auf dem Doppelprdzessionskegel. Die Kerndipole prizedieren mit der Larmorfrequenz v, um die Achse von By,
welches in +z-Richtung zeigt. (C) aus der Verteilung der Spinzustdnde resultierende makroskopische Magnetisie-
rung Mo (modifiziert nach [119-121])

In einem sich um die z-Achse rotierenden Koordinatensystem mit den Achsen x"und y~
wird durch die Einstrahlung des RF die makroskopische Magnetisierung um einen bestimm-
ten Winkel 8 zur z-Achse ausgelenkt. Ein RF von 90}, lenkt die Magnetisierung M in die xy -
Ebene aus, woraus die Quermagnetisierung M,  resultiert. Der Mangetisierungsvektor pra-
zediert mit der Larmorfrequenz um die z-Achse und erzeugt eine oszillierende Spannung in
der Detektorspule. Die elektrischen Signale der Spule werden als Freier Induktionsabfall
(Free Induction Decay (FID)) bezeichnet. Nach Einstrahlen des RF finden Relaxationspro-
zesse und somit der Ubergang in den thermischen Grundzustand statt. Die mit dem FID
aufgenommene Zeitdoméane kann durch eine mathematische Operation, der Fourier-Trans-
formation (FT), in eine Frequenzdomane umgewandelt werden, und ein Spektrum mit den
typischen NMR-Signalen wird erzeugt [119-121].

Bei den beschriebenen Relaxationsprozessen wird liberschiissige Energie wieder abge-
geben und die Kernspins kehren den Grundzustand zuriick. Gemafd der Bloch’schen
Gleichung konnen Relaxationsprozesse mit zwei verschiedenen Relaxationszeiten beschrie-
ben werden, die longitudinale und transversale Relaxationszeit. Die longitudinale
Relaxation beschreibt die Riickkehr der makroskopischen Magnetisierung in Richtung z-
Achse (Abbildung 1-10). Die Energie der Spins wird dabei in Form von Warme an die Um-
gebung abgeben und der Vorgang wird daher auch als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet
[121]. Diese Energie ist jedoch so gering, dass die dadurch bedingten Temperaturanderun-
gen in der Probe nicht nachweisbar sind. Die Zeit, die dieser Prozess benétigt, wird als T;-
Relaxationszeit bezeichnet.
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Abbildung 1-10: Verlauf der longitudinalen Relaxation in einem sich um die z-Achse rotierenden Koordinatensys-
tem. (A) Auslenkung der makroskopischen Magnetisierung (Mo) durch den Radiofrequenzpuls (RF) um den Winkel
6 = 90°. (B) Es resultiert die Quermagnetisierung My und (C) die Wiederherstellung der makroskopischen Magne-
tisierung Mo in Richtung z-Achse. (D) Widerhergestellter Gleichgewichtszustand (modifiziert nach [119-121])

Die transversale Relaxation beschreibt den Verlust der Phasenkohdrenz zwischen den
Kernspins (Abbildung 1-11). Im Grundzustand prazedieren die Kernspins wieder mit belie-
biger Phasenverschiebung zueinander um die z-Achse. Die transversale Relaxation findet
durch einen gegenseitigen Energieaustausch mit nicht angeregten Kernen statt, woraus sich
der Name Spin-Spin-Relaxation ergibt. Die Zeit fiir die transversale Relaxation wird T2-Re-
laxationszeit genannt [119, 121].

A B

Abbildung 1-11: Verlauf der transversalen Relaxation in einem sich um die z-Achse rotierenden Koordinatensystem.
(A) Die Quermagnetisierung nach einem Radiofrequenzpuls von 8 = 90°. (B) und (C), das Aufféichern der einzelnen
Kerndipole in der Transversaleben.; (D) der wiederhergestellte Grundzustand. Die Kerndipole prizedieren mit be-
liebiger Phasenverschiebung. (Modifiziert nach [120, 121])

Da T kiirzer ist als T;, wird letzteres als Mafd zur Riickkehr in den Grundzustand ver-
wendet. Die T; von Protonen liegt bei mittelgrofRen, organischen Molekiilen im Bereich von
0,3-5,0 s, wohingegen diese bei 13C im Bereich von einigen Sekunden bis hin zu mehreren
zehn Sekunden liegt [121, 122]. Um sicherzugehen, dass die Spins nach einem RF von 90°
wieder vollkommen relaxiert sind, sollte eine Repetitionszeit von 5-T; eingehalten werden
[121]. Die Bestimmung der T:-Relaxationszeit kann mit dem Inversion Recovery Experi-
ment durchgefiihrt werden, worauf in Kapitel 3.3.2 genauer eingegangen wird.

1.2.1.1 Chemische Frequenzen

Die Resonanzfrequenzen in der NMR werden von der Umgebung des beobachteten
Kerns beeinflusst. Der Atomkern ist von der Elektronendichte der Bindungselektronen um-
geben, welche von der Bindung und ihrer relativen Position innerhalb des Molekiils
beeinflusst wird. Wird das Atom dem angelegten Magnetfeld By ausgesetzt, 16st dies in der
Elektronenwolke eine Drehbewegung aus. Diese Bewegung erzeugt ein lokales Magnetfeld,
das dem dufieren Magnetfeld B entgegengesetzt ist, womit das am Kernort wirkende Mag-
netfeld Beysich von dem angelegten Feld By leicht unterscheidet (Formel 3) [119-121]:

Bess = By — 0By = (1= 0)By (3)
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Die Abschirmunkskonstante o ist abhdngig von der Dichte und Verteilung der Elektro-
nenwolke und nimmt fiir schwere Kerne einen héheren Wert an. Die Elektronendichte wird
von der chemischen Umgebung innerhalb eines Molekiils beeinflusst, und die Verdnderung
der lokalen Feldstdrke fiihrt zu einer geringfiigig verdnderten Resonanzfrequenz (Formel
4):

v = |%| (1-o0)By (4)

Chemisch nicht dquivalente Kerne besitzen demnach eine unterschiedliche Resonanz-
frequenz und erzeugen verschiedene Resonanzsignale.

Da die Resonanzfrequenz v; und magnetische Flussdichte By miteinander verkniipft
sind, gibt es keinen absoluten Maf3stab. Aufgrund dessen wird ein relativer Mafstab ver-
wendet, welcher die Differenz zwischen einem Resonanzsignal einer Substanz und das einer
Referenz-Verbindung wiedergibt. Zur Erzeugung des Referenzsignals wird meist Tetrame-
thylsilan (TMS) oder Trimethylsilylpropionat (TSP) in die Messlosung hinzugegeben. Da
jedoch auch die Frequenzdifferenz von By abhdngig ist, wurde die dimensionslose Grofie &
als chemische Verschiebung definiert (Formel 5). Die chemische Verschiebung wird in ppm
ausgedriickt und bezeichnet die Position eines bestimmten Resonanzsignals im NMR-Spekt-
rum in Bezug auf das Signal der Referenzsubstanz, welche den Beginn der §-Skala definiert.
Dabei wird das Signal von TMS oder TSP gleich 0 ppm gesetzt [119, 120]. Es gilt:

VUsubstanz — VReferenz 5
Osubstanz [ppm] = 10° (5)
vReferenz

Die chemische Verschiebung wird stark von benachbarten Substituenten des zu be-
trachtenden Kerns beeinflusst. Des Weiteren hat unter anderem die raumliche Anisotropie
einen Einfluss auch die chemische Verschiebung [119, 120].

1.2.1.2 Spin-Spin-Kopplung

Die magnetischen Momente benachbarter Kerne wechselwirken miteinander, sodass es
zur Aufspaltung von Signalen kommt, was als Feinstruktur bezeichnet wird. Diese Wechsel-
wirkung kann direkt iiber den Raum oder indirekt iiber Bindungselektronen stattfinden.

Durch die Wechselwirkung zweier Kerne entsteht ein Zweispinsystem und es kommt
zur Aufspaltung in zwei Dubletts, wobei die Abstdnde jeder Resonanzlinie eines Dubletts
fiir beide Kerne gleich und durch die skalare Kopplungskonstante /i, gekennzeichnet sind.
Durch die Wechselwirkung mit mehreren Kernen kann es zu Tripletts, Quartetts oder
Mutiplettstrukturen kommen. In Spektren erster Ordnung ist die Zahl der Signale eines Mul-
tipletts M abhdngig von der Anzahl der Nachbarn (p) und kann sich bei einer
Kernspinquantenzahl / von %2 nach Formel 6 berechnen lassen [120]. Das Intensitatsmuster
dieser Multiplizitat ergibt sich nach dem Pascalschen Dreieck (Formel 6) [119]. Es gilt:

M=p+1 (6)
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Bei Wechselwirkungen von chemisch nicht dquivalenten Kernen ergibt sich eine Multi-
plizitat von (n+1)(n"+1), mit n und n”fiir die Anzahl der nicht dquivalenten Kerne ist [119].
Fiir einen Wert von 1 fiir jeweils n und n” wiirde sich daraus ein Dublett vom Dublett erge-
ben [119].

1.2.2 Grundlagen der quantitativen NMR

Die quantitative NMR (qNMR) ermdglicht ohne aufwiandige Probenvorbereitung die si-
multane Bestimmung mehrerer Zielanalyten aus verschiedenen Substanzklassen [119].
Daher und aufgrund weiterer Vorteile wurde die NMR in den letzten Jahren zur quantitati-
ven Analyse von Lebensmitteln, Naturprodukten und Pharmazeutika eingesetzt [119].

Die gNMR basiert auf der direkten Proportionalitat zwischen der Fldche eines Signals I,
und der Anzahl der Kerne N, welche das Signal erzeugen (Formel 7):

I, = Kg - Ny (7)

Die Spektrometerkonstante Ks wird von Faktoren wie dem Spektrometer, dem Proben-
kopf, der Pulsanregung, der Temperatur und der Probe selbst beeinflusst [123, 124].

Fiir genaue und prazise gNMR-Messungen sollten einige experimentelle Akquisitions-
und Prozessierungsparameter optimiert werden [119, 123]. Zunachst sollte bei der Wahl
der NMR-Ro6hrchen darauf geachtet werden, dass diese einen Durchmesser mit moglichst
geringer Varianz besitzen. Bevor die Messung gestartet wird, sollte die Magnetfeldhomoge-
nitit optimiert werden (Shimming) und die Abstimmung und Anpassung der
Spektrometerfrequenz (Tuning und Matching) erfolgen.

Bei quantitativen Analysen werden vorzugsweise Einzelpuls-NMR-Experimente ver-
wendet, die aus einer Relaxationsverzogerung (Relaxation Delay, D) und einem 90° Puls,
gefolgt von der Signalerfassung bestehen. Ist der dynamische Bereich zwischen Lésungs-
mittel- und Analyt-Signal zu grofd, werden Ldsungsmittelunterdriickungstechniken
angewandt.

Fiir die Anregung der Kerne kann ein Pulswinkel von 90° oder kleiner verwendet wer-
den. Die Pulsleistung sollte ausreichend hoch und die Pulsldnge so gering sein, um alle Kerne
innerhalb der spektralen Breite gleichmafdig anzuregen. Die Wirksamkeit des Pulses kann
abhiangig von den chemisch-physikalischen Eigenschaften der Probe variieren. Daher sollte
die Pulsldange, die ungefahr 10 ps betragt, bei jeder Probe kalibriert werden. Durch einen
90° Puls wird die maximale Intensitdt der Signale erreicht im Vergleich zu geringeren Puls-
winkeln [119, 123]. Allerdings benotigen die Kerne bei einem 90° Puls eine langere Zeit, um
in den Gleichgewichtszustand zurtickzukehren. Fiir einen 90° Puls wird eine Repetitionszeit
von 5-T; vorgeschlagen, um 99,3% der Gleichgewichts-Magnetisierung zu erreichen. Bei ei-
nem Puls von beispielsweise 30° sollte dahingegen eine Repetitionszeit von 3-T;
eingehalten werden. Die Repetitionszeit beinhaltet die Relaxationsverzogerung und die Ak-
quisitionszeit und richtet sich nach dem Analyten mit der der liangsten T;. Zur
Quantifizierung von Metaboliten, die bei kiirzeren Repetitionszeiten gemessen wurde, kon-
nen die Relaxationseffekte durch einen T;-Korrekturfaktor kompensiert werden. Die Zeit
zur Aufnahme des FID (Akquisitionszeit) sollte ausreichend lang gewahlt werden, um ein
Abschneiden des FID und die daraus resultierenden Intensitdtsverzerrungen zu vermeiden
[119, 123, 125]. Mit zunehmender Akquisitionszeit werden zudem mehr Datenpunkte zum

27



Einleitung

Definieren des Spektrums verwendet. Die Lange der Akquisitionszeit wird auf Grundlage
der spektralen Breite und der erforderlichen digitalen Auflésung gewahlt [122]. Messpara-
meter wie die Empfangerverstairkung (Receiver Gain), die digitale Auflosung und die
Temperatur sollten vor der Messung optimiert und auch tiber mehrere Messungen hinweg
konstant gehalten werden [119, 123].

Flir prazise quantitative Ergebnisse in der tH-NMR sollte ein Signal-zu-Rauschverhaltnis
(Signal to Noise ration, S/N) von 250:1 vorliegen. Um bei gleichbleibender Magnetfeldstarke
ein besseres S/N zu erreichen, kann die Anzahl der Scans erhoht werden [123].

Neben den Aufnahmeparametern sollten auch die Prozessierungsparameter optimal ge-
wahlt werden. Beim Windowing wird eine Filterfunktion auf den FID angewandt, um das
S/N oder die Auflosung der Signale zu verbessern. Durch die Anwendung einer exponenti-
ellen Multiplikation wird der vordere Teil des FID verstirkt gewichtet. Die NMR-
Signalintensitidt nimmt wahrend der Akquisitionszeit ab, wohingegen die Rauschintensitét
konstant bleibt. Somit enthélt der vordere Teil des FID Teil hauptsachlich die Informationen
und eine Gewichtung dieses Teils kann die Empfindlichkeit erh6hen. Die Linienverbreite-
rung der Signale wird durch die Abklingrate der Exponentialfunktion bestimmt, wobei fiir
diesen Parameter Werte von Lb = 0,3-1,0 Hz empfohlen werden.

Anschliefiend kann bei der Prozessierung ein Zero Filling angewandt werden, in wel-
cher die Anzahl der Datenpunkte des FID kiinstlich erhéht und so die digitale Auflésung des
Spektrums verbessert wird. In Routineexperimenten wird die Anzahl der Datenpunkte ver-
doppelt. Grund hierfiir ist die Tatsache, dass die Information im FID nach der FT in zwei
Teile (Real- und Imaginérteil) aufgeteilt werden. Wird nach der FT nur der Realteil betrach-
tet, kommt es zum Informationsverlust. Durch das Zero Filling um die Verdopplung der
Anzahl der Datenpunkte wird diese verlorene Information wiedergewonnen. Eine weitere
Erhohung der Anzahl der Datenpunkte wirkt sich nicht weiter auf eine Verbesserung der
digitalen Auflésung aus. Eine Verdopplung der Datenpunkte vor der Aufnahme des FID
ware mit einer langeren Messzeit und vermehrten Aufnahme des Rauschens verbunden,
was in einem schlechteren S/N resultieren wiirde. Mit der Anwendung des Zero Fillings
kann die digitale Auflésung verbessert werden, ohne die Messdauer zu erhohen und das
S/N zu verschlechtern [121].

Bei der Phasenkorrektur werden Fehler korrigiert, welche aufgrund des Rechenalgo-
rithmus der diskreten FT entstehen. Die Phasenverschiebung der Signale kann einerseits
aufgrund von Off-Resonanz-Effekten entstehen. Dieser Effekt beschreibt eine ineffiziente
Pulsleistung, um alle Kernspins in der Probe gleichzeitig anzuregen. Bei 1H-Kernen ist dieser
Phasenfehler klein und kann leicht durch eine Phasenkorrektur 0. Ordnung behoben wer-
den. Andererseits ist nach dem RF eine kurze zeitliche Verzégerung notwendig, bevor ein
unverzerrter FID aufgenommen werden kann. Diese Zeitverzogerung ist notwendig, um die
Spektrometerelektronik zu schiitzen und fiihrt zu Phasenfehlern, welche mit einer Korrek-
tur 1. Ordnung behoben werden kénnen [119, 121]. Nach der FT enthalt das NMR-Spektrum
einen Real- und Imaginarteil, in welchen auch beide Fehler auftreten kéonnen. Durch die
Phasenkorrektur wird der absorptive Teil im realen Spektrum maximiert, wobei der imagi-
ndre Teil den dispersiven Charakter besitzt [119, 121]. Die Phasenkorrektur kann entweder
manuell oder automatisch durchgefiihrt werden. Die manuelle Phasenkorrektur wird fiir
eine genaue Signalintegration empfohlen. Die automatische Phasenkorrektur ist fiir die
Korrektur mehrerer Spektren in metabolomischen Studien von entscheidender Bedeutung
[119].
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Eine gerade Basislinie ermoglicht eine genaue Integration der Signale und eine Erken-
nung kleiner Signale. Ein Basislinienfehler kénnte insbesondere bei metabolomischen
Analysen fatal sein, da die NMR-Spektren viele kleine, aber womaoglich statistisch relevante
Signale beinhalten. Eine verzerrte Basislinie kann das Resultat von beschadigten Daten-
punkten sein, die aus einer hohen Signalverstarkung oder einer unvollstindigen Erholung
der Empfangerelektronik nach dem RF entstehen. Ein verkiirzter FID kann auch zu Verzer-
rungen in der Basislinie fithren. Es gibt verschiedene Verfahren zur Basislinienkorrektur
basierend auf einer Polynom-, Sinus- oder Exponentialfunktion. Eine haufig durchgefiihrte
Basislinienkorrektur besteht darin, die Grundlinie des Spektrums an ein Polynom anzupas-
sen und dann dieses vom Spektrum zu subtrahieren [119, 121].

Die Integration der Signale ist einer der wichtigsten Schritte in der gNMR. Bei der In-
tegration verschiedener Signale in mehreren Proben sollte diese immer auf die gleiche
Weise und mit gleichen Integrationsgrenzen durchgefiihrt werden. Der Integrationsbereich
hat einen grofien Einfluss auf die quantitative Genauigkeit. Um 99% der Gesamtflache ab-
zudecken, sollte der Integralbereich in beide Richtungen mindestens das 20-fache der
Signalbreite betragen. Dies kann jedoch aufgrund benachbarter Signale schwierig sein und
daher muss ein Kompromiss eingegangen werden [123, 125]. Bei stark tiberlappenden Sig-
nalen ist es mdglich, die Integration iiber Kurvenanpassungsmethoden wie beispielsweise
Line-Shape-Fitting Verfahren durchzufiithren [123, 125, 126]. Eine Signaltrennung kann un-
ter anderem auch durch die Optimierung des Losungsmittels, der Probenkonzentration, pH-
Wert der Losung, lonenkonzentration oder der Messtemperatur erreicht werden [125].

1.2.2.1 Methoden zur Quantifizierung

Die qNMR kann als primare Verhéltnismethode eingestuft werden, von welcher es drei
verschiedene Ansatze gibt: die Verhdltnismessung, die Gehaltsmessung und die Reinheits-
bestimmung. Die Verhaltnismessung wird als relative Methode angesehen, wiahrenddessen
die beiden anderen Ansatze als absolute Methoden betrachtet werden [124].

Die Verhaltnismessung von zwei Verbindungen X und Y wird unter Verwendung des
Verhaltnisses der Signalintegrale I,,/I, des molaren Verhaltnisses ny/n, und unter Beriick-
sichtigung der Anzahl der beteiligten Kerne (Nx und N,) durchgefiihrt (Formel 8) [125]. Da
die Spektrometerkonstante fiir beide Verbindungen gleich ist, wurde diese in Formel 8 auf-
gehoben:

ne L N, (8)

Bei der absoluten Methode kann der Gehalt ¢ des Analyten X unter Verwendung eines
Standards (Std), der Integrale I, und Isq, der Anzahl der beteiligten Kerne N, der Molmasse
der Verbindungen MG, des Gewichts m in der Probe und des bekannten Gehaltes des Stan-
dards csw bestimmt werden (Formel 9) [125].

_ Iy Ngga MG, mgyq 9
—_ — . . . CStd
Istgg Ny MGsyq my

Cx
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Bei dieser Methode muss die gravimetrische Zugabe eines internen Standards (IStd) er-
folgen. Die Signalintensitit von IStd und Analyt sollte eine vergleichbare Hohe aufweisen.
Des Weiteren sollte der IStd in sehr reiner Form verfiigbar sein, stabil, chemisch intert, nicht
fliichtig und nicht hygroskopisch sein. Interferenzen zwischen Analyt und IStd sollten ver-
mieden werden. Daher ist es vorteilhaft, wenn der IStd ein einfaches Signalspektrum
aufweist. Die longitudinale Relaxationszeit T; sollte maximal der des Analyten entsprechen,
da sonst die Messzeit erhoht werden miisste [123, 125]. Der Einsatz eines externen Stan-
dards ist auch moglich. Hierfiir kann ein spezielles NMR-Rohrchen mit einer zusatzlichen
koaxialen Kapillare verwendet werden, welche mit der Standardlésung gefiillt ist. Dabei
sollten Standard und Analyt im gleichen Losungsmittel gelost sein und das Volumen des
Rohrchens und der Kapillare sollte einheitlich sein und muss kalibriert werden [125]. Die
effektive Konzentration des Standards der koaxialen Kapillare sollte kalibriert werden, in-
dem diese in das NMR-Rohrchen gegeben wird, welches eine Lésung eines Primarstandards
enthdlt [123]. Durch dieses Verfahren kann allerdings das Shimming der Probe erschwert
sein und die Sensitivitat wird aufgrund des geringeren Einheitsvolumen der Analytldsung
herabgesetzt [123].

Daneben existiert die Moglichkeit, zwei NMR-Roéhrchen zu verwenden, von denen eins
mit dem Analyten und eins mit der Standardlésung befiillt ist. Ein weiteres mogliches Ver-
fahren ist die Verwendung eines elektronischen Referenzsignals (Eletronic Reference to
Acess in vivo Concentrations, ERETIC) oder die Pulse Length Based Concentration Determi-
nation (PULCON) [125].

Die ERETIC Methode dient der Bestimmung absoluter Konzentrationen und nutzt hier-
fiir statt eines Std ein kiinstlich erzeugtes Referenzsignal. Das hochfrequente Referenz-
Signal wird wahrend der Erfassungszeit liber eine freie Spule eingespeist. Die vollstandige
Kontrolle tiiber die Intensitidt und Frequenz des erzeugten Signals ermoglicht die Platzierung
in einen freien Spektralbereich, womit eine Uberlappung mit Analytsignalen vermieden
werden kann. Allerdings muss dieses erzeugte Referenzsignal separat gegen einen Std kali-
briert werden und erfordert eine Neuanordnung der Spektrometeranschliisse [125]. Nach
der Kalibrierung des Referenzsignals kann die Konzentration des Analyten berechnet wer-
den (Formel 10) [123]:

Iy (10)

ERETIC

¢, = K- [ERETIC] -

In Formel 10 steht ¢, fiir die Konzentration des Analyten, K beinhaltet die Molmasse des
Analyten und die Anzahl der Protonen des zu betrachtenden Analytsignals, ERETIC ist die
kalibrierte Konzentration des Referenzsignals und I bzw. Igreric stellen die Integrale der
entsprechenden Signale dar [123].

Ein weiteres Verfahren, welche keine Neuanordnung der Spektrometeranschliisse er-
fordert, und daher einfach zu implementieren ist, ist die PULCON Methode. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgt bei dieser Methode durch Korrelation der absoluten
Signalintegrale von Analyt und einem separat gemessenen Std. Durch die Messung eines
separaten Std entfdllt die Suche nach einem geeigneten Std, welcher nicht mit Analytsigna-
len tberlagert. Auch werden mogliche Wechselwirkungen zwischen Std und Analyten
umgangen. Mogliche Signalbeeinflussungen, die bei unterschiedlichen physikalischen Ei-
genschaften der Losungen auftreten kénnen, werden durch das Prinzip der Reziprozitat
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gelost, womit die Korrelation der Signalstirken in zwei unterschiedlichen NMR-Spektren
moglich ist [126]. Das Prinzip der Reziprozitit besagt, dass die Lange des 90°oder 360° Pul-
ses flir eine Probe in einer gegebenen Spule umgekehrt proportional zu der erreichbaren
Empfindlichkeit ist [126]. Somit kann unter Berticksichtigung der Pulsldnge fiir Analyt- und
Standardlosung die Konzentration cx des Analyten nach Formel 11 berechnet werden:

L Ty + 60360 * Nsta (11)
Ista * Tsta 93553 © Ny

Cx = fr* Csta "

In Formel 11 beriicksichtigt fr Schwankungen der Signalintensititen bei der Verwen-
dung unterschiedlicher Experimente oder Parametereinstellungen fiir Analyt- und
Standardlosung und kann experimentell bestimmt werden. I steht fiir das Integral, T fiir die
Messtemperatur, n fiir die Anzahl der Scans und 3¢ fiir die Lange des 360° Puls [126]. Wer-
den fiir die Messung von Std und Analyt die gleiche Messtemperatur und Anzahl der Scans
verwendet, so heben sich diese Parameter gegenseitig auf.

Bei der Aufnahme der NMR-Spektren sollte ein Tuning und Matching und eine 90° Puls-
langenkalibrierung fiir jede Probe durchgefiihrt werden. Zuséatzlich sollte fiir Messungen
der gleiche Receiver Gain verwendet werden, da sonst eine unterschiedliche Skalierung be-
riicksichtigt werden muss.

Vorteil dieser Methode ist, dass die Bestimmung der Analyten von der lonenkonzentra-
tion unabhangig ist [126]. Zudem erfordert diese Methode keine spezielle Software oder
anspruchsvolle Experimente und ist gleichzeitig sehr robust [126]. Die PULCON-Methode
wurde bereits in verschiedenen Matrizes wie alkoholfreien Erfrischungsgetranken, Honig
und Saften im Rahmen einer Multikomponentenanalyse angewandt [127]. In Kaffee wurde
die Auswirkung der Rostung auf Kaffeelipide unter anderem mittels PULCON untersucht
[128].
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2 Zielsetzung

Mit einer sich veranderten Verbrauchererwartung geht einher, dass der Bedarf an bio-
logisch angebauten Produkten mit bekannter geographischer Herkunft steigt. Fiir Kaffee
fehlen in der Lebensmitteliiberwachung bisher zuverlassige, etablierte Analysenmethoden,
um die Uberpriifung der Authentizitit beziiglich des geographischen Ursprungs und der An-
baumethoden zu ermdéglichen. In der Literatur beschriebene Ansatze zur Bestimmung des
geographischen Ursprungs von Kaffee verbinden haufig gaschromatographische Analysen-
methoden gekoppelt mit Massenspektrometrie, Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie,
schwingungs-spektroskopische Methoden oder Elementanalytik mit Verfahren der mul-
tivariaten Datenanalyse. Vorteil der Protonen-Kernspinresonanz-Spektroskopie (1H-NMR),
welche in der Vergangenheit ebenfalls zur Uberpriifung der Authentizitit von Lebensmit-
teln eingesetzt wurde, ist eine einfache Probenvorbereitung bei reproduzierbarer Messung.
Zudem stellt die tH-NMR strukturelle und quantitative Informationen verschiedenster Kaf-
feeinhaltsstoffe zur Verfligung. Die Kombination von 'H-NMR mit Verfahren der
multivariaten Datenanalyse ermdéglicht grundsatzlich die Untersuchung von Authentizitits-
parametern wie die Anbaumethode oder die geographische Herkunft. Anhand eines
Datensatzes, der durch die Messung authentischer Proben resultiert, kdnnen potentielle
Unterschiede erkannt und als Ergebnis ein Klassifizierungsmodell erstellt werden.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer tH-NMR-basierten, nicht zielgerichteten
Methode zur Uberpriifung der Authentizitit von Kaffee beziiglich des geographischen Ur-
sprungs und der Anbaumethode. Die Betrachtung des geographischen Ursprungs soll
zunachst auf Ebene der Kontinente und anschlief3end, wenn méglich, auf Ebene der Lander
stattfinden. Dazu sollen die 1H-NMR-Spektren verschiedener authentischer Kaffeeproben
mittels Verfahren der multivariaten Datenanalyse ausgewertet werden, um mogliche Un-
terschiede zwischen bestimmten Herkunftsgebieten oder zwischen biologischem und
konventionellem Anbau erkennen zu konnen. Das Resultat ist die Erstellung eines Klassifi-
zierungsmodells, welches auf unbekannte Kaffeeproben angewendet werden kann. Zur
umfassenden Analyse der Inhaltstoffe sollen Methoden zur Extraktion und Bestimmung der
lipophilen und hydrophilen Kaffeeinhaltsstoffe entwickelt werden. Bei der Methodenent-
wicklung liegt der Fokus zunichst auf einer hohen Reproduzierbarkeit der
Probenvorbereitung. Daneben sollen mdglichst viele Komponenten erfasst werden. Bei der
Untersuchung der Kaffeeproben ist es wichtig, dass diese authentisch sind und dass von
jedem Herkunftsgebiet oder von jeder Anbaumethode eine ausreichende Anzahl vorhanden
ist. Authentisch bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die Angaben der Kaffeeproben
tiber Herkunft und Anbaumethode bekannt sind und mit dem Originalzustand der jeweili-
gen Kaffeeprobe iibereinstimmen.

Dariiber hinaus soll im Rahmen dieser Arbeit eine zielgerichtete Methode zur Quantifi-
zierung verschiedener hydrophiler Kaffeeinhaltsstoffe mittels 'H-NMR-Spektroskopie
entwickelt werden. Fiir die Quantifizierung von Koffein, Trigonellin, N-Methylpyridinium,
Hydroxymethylfurfural und verschiedenen organische Sduren sollen die NMR-Spektren der
fiir den nicht zielgerichteten Ansatz entwickelten Methode zur Analyse der hydrophilen In-
haltsstoffe herangezogen werden. Zur Uberpriifung der Eignung der entwickelten
Quantifizierungsmethode soll zusatzlich eine Methodenvalidierung durchgefiihrt werden.
Um die Eignung der entwickelten Methode weiter zu iiberpriifen, soll ein Vergleich mit einer
zu entwickelten Referenzmethode basierend auf Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie und Diodenarray-Detektion (HPLC-DAD) durchgefiihrt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Methodenentwicklung fiir den Metabolomics-Ansatz

Der Begriff Metabolomics beschreibt die Erfassung moéglichst vieler niedermolekularer
Stoffwechselverbindungen in einem biologischen System. Das Metabolom umfasst die Ge-
samtheit dieser niedermolekularen Substanzen, bestehend aus primiren und sekundaren
Stoffwechselverbindungen. Es wird durch Faktoren wie Umwelt, Alter, Art, Krankheiten
oder Exposition gegeniiber synthetischen Stoffen beeinflusst und bietet somit die Moglich-
keit zur Untersuchung unterschiedlicher Fragestellungen wie beispielsweise die
Bestimmung des geographischen Ursprungs oder den Anbaubedingungen [129-132].

Allgemein kénnen Metabolomics-Analysen in zielgerichtet oder nicht zielgerichtet un-
terteilt werden. Bei zielgerichteten Analysen erfolgt die Identifizierung und Quantifizierung
bestimmter Metaboliten. Diese Art der Analyse ist wichtig, um das Verhalten einer bestimm-
ten Verbindung oder einer Klasse von Verbindungen in einer Probe unter bestimmten
Bedingungen zu beurteilen. Dagegen werden bei der nicht zielgerichteten Analyse so viele
verschiedene Metaboliten wie moglich erfasst, ohne diese zu identifizieren und zu quantifi-
zieren. Dadurch kann ein bestimmtes Muster erkannt werden, was auch als chemischer
Fingerabdruck bezeichnet wird. Diese Muster kdnnen anschliefiend dazu verwendet wer-
den, um beispielsweise zwei Klassen von Proben zu unterscheiden [131, 132]. Die
Unterscheidung der Klassen wird durch die Verwendung von Verfahren der statistischen
multivariaten Datenanalyse erreicht [133]. Weiter kdnnen mit einer grofden Anzahl von
Proben eine Datenbank und Klassifizierungsmodelle erstellt werden, die es neben der Un-
terscheidung von Klassen ermoglicht, unbekannte Proben diesen Klassen zuzuordnen.
Dariiber hinaus kdnnen mit dem nicht zielgerichteten Ansatz neue Metaboliten identifiziert
werden, die ursachlich fiir die Unterschiede der Klassen sind [132].

Der Metabolomics-Ansatz besteht aus verschiedenen Teilen, beginnend mit der Proben-
vorbereitung einschliefdlich der Metabolitenextraktion, gefolgt von der analytischen
Erfassung der Metaboliten und der Datenauswertung mit Hilfe geeigneter statistischer mul-
tivariater Verfahren (Abbildung 3-1) [131, 132]. Wichtig ist, dass alle Schritte des
Metabolomics-Ansatzes standardisiert sind. Nur so ist ein direkter Vergleich der zu unter-
schiedlichen Zeiten generierten Daten gewadhrleistet [134]. Unter Beriicksichtigung
biologischer Variationen muss eine ausreichend grofde Anzahl authentischer Proben unter-
sucht werden, um gesicherte Informationen zu erhalten [133]. Dabei sollten so viele
Metadaten der Probe wie moglich vorliegen.

Das Ziel der Extraktion fiir einen nicht zielgerichteten Ansatz ist es, so viele Metaboliten
wie moglich zu erfassen. Aufgrund strukturell unterschiedlicher Metaboliten wird die Ver-
wendung mehrerer Extraktionen mit verschiedenen Extraktionsmitteln und separater
Metaboliten-Analyse empfohlen [131, 134]. In dieser Arbeit wurden daher zwei getrennte
Extraktionsmethoden zur Untersuchung der lipophilen und hydrophilen Metaboliten ent-
wickelt.

Fir die analytische Erfassung eines Metaboloms kann die H-NMR herangezogen wer-
den [132, 135]. Die !H-NMR bietet eine simultane Analyse verschiedener
Sekundarmetaboliten neben primaren Stoffwechselverbindungen in einer kurzen Zeit und
ist daher fiir den zielgerichteten und nicht zielgerichteten Ansatz sehr gut geeignet [133].
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Nach der Erfassung des Metaboloms mit der tH-NMR gibt es in Abhdngigkeit der Art der
Metabolomics-Analyse unterschiedliche Vorgehensweisen. Bei der zielgerichteten Analyse
werden die NMR-Spektren quantitativ ausgewertet und bestimmte Metaboliten mit ent-
sprechenden Quantifizierungsmethoden (vgl. Kapitel 1.2.2.1) erfasst. In der vorliegenden
Arbeit wurde die PULCON-Methode zur Quantifizierung von Trigonellin, Koffein, NMP, HMF,
Essigsaure, Ameisensdure, Milchsdure und den CQA im hydrophilen Extrakt angewendet.

Um die NMR-Spektren der Proben im Rahmen einer nicht zielgerichteten Analyse mit-
einander vergleichen zu konnen, sind Datenvorbehandlungen noétig [136]. Fiir die Analyse
von einem groféen Datensatz, welcher bei der Erfassung des Metaboloms von mehreren
Hundert Proben entsteht, sind Verfahren der statistischen uni- und multivariaten Daten-
analyse  erforderlich. Diese  Verfahren  beinhalten @ Methoden wie die
Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) und die Partielle Kleinste
Quadrate-Diskriminanzanalyse (Partial Least Square Discriminant Analysis, PLS-DA) [133].

Probenvorbereitung Anforderung an Proben
einheitlich, standardisiert authentisch; hohe Probenanzahl; moglichst viele Metadaten

|

Extraktion der Metaboliten Anforderung an Extraktion

Extraktion fiir lipophile/hydrophile Metaboliten Herauslésen méglichst vieler Mgtabohten aus der Matl;lx
mehrere Extraktionen mit verschiedenen Extraktionsmittel

Erfassung der Metaboliten
Messung des hydrophilen / lipophilen Extraktes mittels *H-NMR

I
| l

zielgerichteter Ansatz
Auswertung des hydrophilen Extraktes

nicht zielgerichteter Ansatz
Auswertung des hydrophilen und lipophilen
Extraktes

!

Datenvorbehandlung ‘

l

multivariate Datenanalyse ‘

!

Identifizierung
Aufstockung mit Reinsubsztanzen, 2D-NMR

Quantifizierung
Quantifizierung ausgewahlter Metaboliten mittels
PULCON-Methode

Abbildung 3-1: Schema der verschiedenen Schritte des im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Metabolomics-An-
satzes

Der nicht zielgerichtete Metabolomics Ansatz wurde bisher bereits fiir die Untersu-
chung der Authentizitit von gerdstetem Kaffee angewandt. Dabei wurde die Abgrenzung
von gerostetem Kaffee aus verschiedenen Kontinenten, Landern oder Regionen untersucht.
Zudem wurde eine Abgrenzung von Kaffee nach biologischem und konventionellem Anbau
getestet. Fiir diese Untersuchungen wurden Methoden wie die 'H-NMR, Gaschromatogra-
phie gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC-MS), Gaschromatographie gekoppelt mit der
[sotopenverhdltnis-Massenspektroskopie (GC-C-IRMS), Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (HPLC-MS) und die Elementanalyse
verknlipft mit multivariaten Datenanalysen verwendet [137-150].

3.2 Untersuchungsmaterialien und Probenvorbereitung

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliefilich Arabica-Kaffeeproben untersucht. Die
verwendeten Arabica-Kaffeeproben wurden von verschiedenen Institutionen zur Verfi-
gung gestellt. Ein Teil der Kaffeeproben wurde von dem Chemischen und
Veterindruntersuchungsamt Karlsruhe im Zeitraum von 2019 bis 2022 erhoben. Ein weite-
rer Teil der Kaffeeproben war von der Firma Coffee Consulate mit Sitz in Mannheim. Die

34



Material und Methoden

Kaffeeproben von der Firma Coffee Consulate kamen iiberwiegend aus den Liandern Brasi-
lien, El Salvador, Indien und Mexiko. Ein weiterer Teil des Probenmaterials wurde von
verschiedenen Rostereien zur Verfiigung gestellt. Daneben wurde ein kleiner Teil aus loka-
len Rostereien und dem Einzelhandel erworben. Insgesamt wurden fiir den nicht
zielgerichteten Ansatz 603 Arabica-Kaffeeproben untersucht, welche mittels Trommelrds-
ter gerostet wurden und wovon 101 biologisch angebaut wurden. Davon kamen 89
Kaffeeproben aus Afrika, 66 Kaffeeproben aus Asien, 176 Kaffeeproben aus Nordamerika
und 190 Kaffeeproben aus Stidamerika. Von den 190 Kaffeeproben aus Stidamerika stamm-
ten 116 aus Brasilien und 35 aus Kolumbien. 51 Proben aus Athiopien trugen zu der
Probenanzahl aus Afrika bei. Weitere 82 Proben wurden untersucht, welche biologisch an-
gebaut wurden, jedoch keine Herkunftsangabe besafen. Zuséatzlich wurden neben den 603
trommelgerdstete Proben 85 Rohkaffeebohnen mit dem Heif3luftroster der Firma Ikawa ge-
rostet. Bei dem Rosten der Rohkaffeeproben mittels HeiRluftroster wurde darauf geachtet,
dass die Kaffeebohnen am Ende des Rostprozesses einen mittleren Rostgrad aufwiesen. Fiir
den zielgerichteten Ansatz wurden weitere 51 Kaffeeproben untersucht, welche verschie-
dene Defekte aufwiesen.

Zu den Proben wurden so viele Metadaten wie moglich erfasst, darunter der genaue ge-
ographische Ursprung, die Anbaumethode und das verwendete Rostverfahren (Tabelle
9-1). Die Lagerung der Proben erfolgte in einer luftdichten Verpackung mit einem speziellen
Ventil, durch welches das nach der Rostung entstehenden Gas weiter austreten konnte. Die
Proben wurden dunkel und kiihl bei Temperaturen von 5-7 °C gelagert. Es wurden gemah-
lene Kaffeebohnen als auch ganze Bohnen untersucht, wobei die Kaffeebohnen vor der
Extraktion zu einer Korngréfie von 0,3 mm gemahlen wurden.

Bedingt durch die Untersuchung bereits gerosteter Kaffeeproben lagen diese zum Zeit-
punkt der Erfassung des Metaboloms mit unterschiedlichen Réstgraden vor. Diese Variation
wurde bertcksichtigt, indem der Farbwert jeder Kaffeeprobe bestimmt wurde. Diese Mes-
sung wurde mit dem Farbmesser ,Tonino“ der Firma Artisan durchgefiihrt und beruht auf
dem Prinzip der photometrischen Reflektion [151]. Ein Farbwert von 60-80 wurden dabei
als dunkle Rostung und Werte von 100-130 dagegen als helle Rostung eingestuft.

Zudem konnen variierende Wasserkonzentrationen in den Proben zu einer ungenauen
zielgerichteten und nicht zielgerichteten Analyse fithren [134]. Da in dieser Arbeit handels-
iiblich gerésteter Kaffee untersucht wurde, wurde der Feuchtegehalt jeder Probe vor der
Messung thermogravimetrisch bestimmt.

Die Proben mit den entsprechenden Metadaten sind im Anhang in Tabelle 9-1 und Ta-
belle 9-2 aufgelistet. Die Schritte der Probenvorbereitung sind in Arbeitsvorschrift 8.1
zusammengefasst.

3.3 Entwicklung einer nicht zielgerichteten Methode fiir die

Untersuchung der lipophilen Metaboliten

Die Entwicklung der nicht zielgerichteten Methode fiir die Untersuchung der lipophilen
Metaboliten bestand darin, zunichst eine optimale Extraktionsmethode sowie im Anschluss
optimale Akquisitions- und Prozessierungsparameter fiir die tH-NMR-Messung herauszu-
arbeiten.
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3.3.1 Extraktionsmethode

Gerosteter Kaffee besteht aus einer komplexen Mischung aus Priméar- und Sekundarme-
taboliten (Kapitel 1.1.7). Pflanzen enthalten eine Vielzahl von Verbindungen mit
unterschiedlichen Polaritiaten, wobei zwischen drei verschiedenen Polarititen unterschie-
den werden kann. Dies sind einerseits die unpolaren Komponenten, welche sich in der
Zellwand befinden und Lipide wie TAG, Terpene und freie FA, sowie deren Derivate [135,
152]. Die mittel polaren Verbindungen sind hauptsachlich Sekundarmetaboliten, wie bei-
spielsweise Koffein oder Trigonellin und die wasserldslichen polaren Komponenten sind
primdre Stoffwechselprodukte wie Aminosduren und Zucker [135]. Um moglichst viele die-
ser Komponenten zu extrahieren, ist die Wahl des Extraktionsmittels entscheidend. Unter
anderem ist die Polaritit des Losungsmittels ein entscheidender Faktor. Die Polaritit eines
unpolaren organischen Losungsmittels kann beispielsweise mit Methanol erh6ht werden,
was dazu fiihrt, dass auch mittel polare Verbindungen extrahiert werden [135]. Fiir die Un-
tersuchung von Pflanzenmaterial wird die Extraktion mit einem Gemisch aus Chloroform,
Methanol und Wasser empfohlen, da dadurch sowohl unpolare, als auch mittel polare Ver-
bindungen extrahiert werden konnen [131]. Hierbei kann das Mischungsverhéltnis der
Losungsmittel variiert werden, um die optimale Polaritit des Extraktionsmittels fiir die ent-
sprechende Matrix zu erreichen. Fiir die Extraktion von tierischen Lipiden finden
hauptsachlich die Methode nach Folch et al. und die nach Blight und Dyer Anwendung, wel-
che unterschiedliche Verhaltnisse von Chloroform, Methanol und Wasser einsetzten [153,
154]. Als umweltfreundlichere Alternative zur Methode von Folch et al. wurde in der Me-
thode nach Lin et al. zur Extraktion von tierischen Lipiden eine Mischung aus Ethylacetat
und Ethanol in verschiedenen Mischungsverhaltnissen angewendet [155].

Die Extraktion nach Folch et al. erfolgt zunachst mit einer Mischung aus Chloroform und
Methanol (2:1, v/v), wobei fiir ein Teil Probe 20 Teile der Extraktionslosung verwendet
wird. Durch die nachfolgende Zugabe von Wasser oder einer Salzlosung wird eine Phasen-
trennung erreicht. Die untere Phase, welche die Lipide enthilt, wird anschliefRend
mehrmals mit einem Gemisch aus Chloroform, Methanol und Wasser (3:38:41, v/v/v) ge-
waschen. Die Zugabe einer Salzlosung hat den Vorteil, dass dadurch die Dissoziation azider
Lipide verringert wird und diese dadurch bei der Phasentrennung vermehrt in der unteren
Phase vorliegen [154]. Bei der Methode nach Blight und Dyer muss ein Mischungsverhaltnis
von Chloroform, Methanol und Wasser von 1:2:0,8 (v/v/v) vorliegen, sodass ein einphasi-
ges Extraktionsmittel entsteht. Nach der Extraktion der Probe erfolgt die Zugabe von
Chloroform und Wasser, sodass ein Verhaltnis von 2:2:1,8 (Chloroform, Methanol, Wasser,
v/v/v) erhalten wird. Dies fiihrt zu einer Trennung in eine Chloroform-Phase, welche die
Lipide enthalt, und in eine Methanol-Wasser-Phase mit polaren Metaboliten [153]. Ein Vor-
teil der Blight und Dyer Methode gegeniiber der Extraktion nach Folch et al. ist ein
geringerer Losungsmittelverbrauch, da fiir ein Teil Probe nur drei Teile Extraktionsmittel
benotigt werden. Neben diesen Standardmethoden existieren modifizierte Methoden, bei
welchen das Verhéltnis von Probe zu Extraktionsmittel herabgesetzt wurde [156]. Die Me-
thode von Folch et al. sowie die von Blight und Dyer und deren modifizierte Varianten
wurden auch zur Extraktion von pflanzlichen Lipiden verwendet [157-160].

Neben der Polaritit des Losungsmittels sollte auch die Toxizitat und dessen Einfluss auf
die Umwelt berticksichtigt werden [135]. Daher wurde in der Methode nach Lin et al. zur
Extraktion von tierischen Lipiden eine Mischung aus Ethylacetat und Ethanol in verschie-
denen Mischungsverhaltnissen angewendet [155]. Es konnte gezeigt werden, dass bei einer
Verwendung von Ethylacetat und Ethanol im Verhaltnis 1:1 oder 2:1 (v/v) vergleichbare
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Ergebnisse zur Methode nach Folch et al. beziiglich der Extraktionsertrage und der Lipidzu-
sammensetzung erzielt wurden [155].

Um eine gesteigerte Ausbeute der Metaboliten zu erzielen, kann bei einem ausgewahl-
ten Losungsmittel die Extraktionszeit oder -temperatur erhéht werden. Jedoch steigt bei
der Extraktion mit erhéhter Temperatur auch das Risiko der Artefaktbildung [134]. Bei der
Extraktion von Pflanzenmetaboliten im Rahmen eines Metabolomics-Ansatzes wird daher
eine Extraktion bei Raumtemperatur empfohlen [134].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Extraktion von
Kaffeelipiden verglichen. Dazu wurden die Methoden nach Blight und Dyer, nach Folch et al.
und nach Lin et al. miteinander verglichen. Zusatzlich wurde die Methode nach Ackermann
et al. getestet, in welcher die Methode nach Folch et al. beziiglich des Probe-zu-Lésungsmit-
telverhiltnisses optimiert wurde. Daneben wurde die Extraktion mit Chloroform,
Chloroform und Methanol in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 (v/v) und die Extraktion
in dem toxikologisch weniger bedenklichen Aceton tiberpriift. Dabei war das Ziel, so viele
Metaboliten wie mdglich mit einer hohen Reproduzierbarkeit aus der Kaffeematrix heraus-
zulosen. Die verschiedenen Extraktionsmethoden sind in Arbeitsvorschrift 8.2.1
beschrieben. Als optimale Methode fiir die Untersuchung der lipophilen Metaboliten in der
Matrix Kaffee hat sich die Extraktion mit einer Mischung aus Chloroform und Methanol in
einem Verhaltnis von 1:1 (v/v) herausgestellt. Nach der Wahl des Losungsmittels wurden
weitere Parameter wie die Extraktionszeit und die Verwendung von Glasperlen zur besse-
ren Durchmischung wahrend der Extraktion untersucht (Arbeitsvorschrift 8.2.2)

Vor der Extraktion erfolgte die Einwaage auf ein exaktes Gewicht der Kaffeeproben von
575,0 mg, wobei der unterschiedliche Feuchtegehalt der Kaffeeproben in der Datenvorbe-
handlung der 'H-NMR-Spektren berticksichtig wurde. Die Kaffeeproben wurden mit einer
Mischung aus Chloroform und Methanol in einem Verhaltnis von 1:1 (v/v) fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur mit Zusatz von Glasperlen extrahiert (Arbeitsvorschrift 8.2.3).

3.3.2 Vorbereitung der Messlésung fiir die H-NMR-spektroskopische
Messung

Bei der tH-NMR hat die Wahl des Messlosungsmittels einen groféen Einfluss auf die che-
mische Verschiebung und die Auflosung der Metabolitensignale. Die Uberlappung von
Signalen kann durch ein geeignetes Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch fiir die Mes-
sung minimiert werden [125].

Bevorzugt sollte der Extrakt direkt analysiert werden, um ein Verdampfen und erneutes
Losen der Metaboliten zu vermeiden. Bei der Verwendung der NMR setzt dies jedoch eine
Extraktion mit deuteriertem Losungsmittel oder die Anwendung von Pulssequenzen zur
Losungsmittelunterdriickung voraus. Hier ist die Auswahl von Lésungsmitteln einge-
schrankt, da nicht alle Losungsmittel in deuterierter Form oder nur zu deutlich héheren
Preisen erhaltlich sind. Zusatzlich sollten die Auswirkungen auf die Auflésung der NMR-Sig-
nale bertcksichtigt werden [134]. Das haufig zur Extraktion von Lipiden eingesetzte
deuterierte Chloroform (CDCI3) extrahiert nur unpolare Lipidbestandteile, wodurch im Ver-
gleich zu einem Losungsmittel hoherer Polaritdt wie die Mischung mit Methanol weniger
Informationen im NMR-Spektrum vorhanden sind. Daher ist die Anwendung von reinem
CDCl; im Rahmen einer nicht zielgerichteten Analyse nicht geeignet [134]. Ein weiterer
Nachteil bei der Verwendung von CHCl3 oder CDCl; ist, dass es bei diesen Losungsmitteln
zum Abbau und schlussendlich zur Bildung von Phosgen und Salzsdure kommen kann. Die

37



Material und Methoden

Abbauprodukte kénnen unter anderem mit stickstoffhaltigen Verbindungen wie Alkaloiden
reagieren [135, 161]. Arana et al. fithrten eine Extraktion der Kaffeemetaboliten mit Metha-
nol durch und gaben einen kleinen Anteil an deuteriertem Methanol (MeOH-d4) in die
Messlosung [138]. Durch diese Vorgehensweise musste das Extraktionsmittel nicht ver-
dampft und die Metaboliten nicht erneut gelost werden. Allerdings miissen wahrend der 1H-
NMR-Messung Techniken zur Losungsmittelunterdriickung angewandt werden [138].

Skiera et al. verwendeten bei der Untersuchung von freien FA in pflanzlichen Olen ein
Losungsmittelgemisch, bestehend aus CDCl; und deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO-ds)
in einem Verhaltnis von 5:1 (v/v). Dabei verlangsamt der Zusatz von DMSO-ds den Proto-
nentransfer von OOH-Gruppen oxidierter Speisedle, was zu schmaleren Signalen fiihrt.
Wechselwirkungen der OOH-Gruppen mit dem DMSO-ds fithren zu einer Tieffeldverschie-
bung [162].

Wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Mischung aus
Methanol und Chloroform im Verhéltnis 1:1 (v/v) zur Extraktion der Kaffeemetaboliten ver-
wendet. Eine Extraktion mit CDCl; und MeOH-d, in diesem Mischungsverhaltnis wiirde bei
der Extraktion einer grofien Probenanzahl zu stark erhohten Kosten fiihren. Daher wurde
in der vorliegenden Arbeit ein Aliquot des Extraktes abgenommen, die Losungsmittel ver-
dampft, der Riickstand ausgewogen und die Metaboliten in einem deuteriertem
Losungsmittel wieder gelost. Dabei wurden verschiedene deuterierte Losungsmittelsys-
teme beim erneuten Losen der Metaboliten untersucht. Die Losungsmittelsysteme
bestehend aus unterschiedlichen Anteilen an CDCl; und MeOH-d, sowie das Losungsmittel-
gemisch CDCl3 und DMSO-ds 5:1 (v/v) wurden hinsichtlich der chemischen Verschiebung
und Auflésung der Metabolitensignale bewertet (Arbeitsvorschrift 8.2.4). Die Untersuchun-
gen zeigten die besten Ergebnisse bei der Verwendung des Losungsmittelgemisches
bestehend aus CDClz und MeOH-d,; im Verhaltnis 1:1 (v/v).

Durch die Verwendung von CDCl;z besteht die Moglichkeit, dass sich Abbauprodukte wie
Phosgen oder Salzsiure in dem Losungsmittelgemisch befinden [161]. Um zu iiberpriifen,
ob ein moglicher Abbau von CDCl3 eine Auswirkung auf die Erfassung der Kaffeemetaboli-
ten hat, wurden die Abbauprodukte zundchst aus dem CDCl; entfernt. Dazu wurde das CDCl3
mit einer Natriumcarbonat-Losung ausgeschiittelt und anschlief3end auf getrocknetem Nat-
riumcarbonat gelagert. Das dadurch entstandene behandelte CDClz sowie das unbehandelte
CDCl; wurden jeweils mit MeOH-d,; vermischt und beide Losungsmittelsysteme miteinan-
der verglichen (Arbeitsvorschrift 8.2.4). Es wurde festgestellt, dass der Abbau von CDCl3
einen Einfluss auf die Erfassung der Kaffeemetaboliten hat. Aufgrund dessen wurden die
Abbauprodukte vor der Verwendung des CDCl; im weiteren Verlauf aus diesem entfernt
und das daraus resultierende CDCl3 als ,entscharftes CDCl3“ bezeichnet (Arbeitsvorschrift
8.2.4).

3.3.3 Optimierung der Messparameter fiir die *H-NMR-spektroskopische
Messung

Die Aufnahme praziser und reproduzierbarer Spektren ist bei der qNMR sowie fiir nicht
zielgerichtete Ansatze Voraussetzung [119]. Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben kann ein Puls-
winkel von 90° oder kleiner fiir die Anregung der Kerne verwendet werden. Vorteil eines
kleineren Pulswinkels ist eine geringere Repetitionszeit, wodurch eine geringere Messzeit
resultiert. Allerdings ist durch eine geringe Auslenkung der Quermagnetisierung auch eine
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geringere Intensitit der Signale zu erwarten. Zur Optimierung des Pulses wurde ein Puls-
winkel von 90° und ein Pulswinkel von 30 °C getestet (Arbeitsvorschrift 8.2.4).

Zur Bestimmung der notigen Repetitionszeit wurden in einem Inversion Recovery Ex-
periment die T;-Zeiten der in den Kaffeeproben in hoheren Konzentrationen
vorkommenden Metaboliten ermittelt. Das Inversion Recovery Experiment ist eine zwei-
Puls-Sequenz, in der die makroskopische Magnetisierung durch einen 180° Puls invertiert
wird. Die makroskopische Magnetisierung wird somit in Richtung der -z-Achse ausgelenkt
und kehrt tiber die x-y-Ebene zurtick in das Gleichgewicht entlang der z-Achse. Da die Mag-
netisierung entlang der z-Achse nicht beobachtet werden kann, wird die Relaxation
untersucht, indem die makroskopische Magnetisierung nach einer geeigneten Zeitspanne t
nach dem 180 ° Puls mit einem 90° Puls wieder in die x-y-Ebene gebracht wird. Bei 7 gleich
Null richtet sich die makroskopische Magnetisierung in Richtung der -y-Achse aus und er-
zeugt ein negatives Signal. Diese Impulsfolge wird mit steigenden Werten von 7 wiederholt.
Ist T ausreichend lang, tritt zwischen den beiden Pulsen eine vollstindige Relaxation auf,
sodass sich die makroskopische Magnetisierung nach dem 90° Puls auf der +y-Achse befin-
det und ein maximal positives Signal aufgezeichnet wird. Durch die halblogarithmische
Auftragung der Signalintensitit oder Signalflache gegen die Zeitspanne zwischen den Im-
pulsen t kann die T;-Zeit ermittelt werden [121].

Weiter wurden verschiedene Messtemperaturen im Bereich von 280-300 K untersucht,
die Empfangerverstarkung auf die Probe angepasst und die Stabilitat der Messlosung tliber-
prift (Arbeitsvorschrift 8.2.4).

Fiir die Erfassung der lipophilen Metaboliten in dem nicht zielgerichteten Ansatz wurde
ein Pulswinkel von 90° und eine Messtemperatur von 290 K gewéhlt. Um ein Abschneiden
des FID zu verhindern, wurde eine Akquisitionszeit von 8 s gewahlt. Durch die Erkenntnisse
der Ti-Zeit-Bestimmung wurde eine Relaxationsverzogerung von 15s verwendet. Die
Messparameter fiir die Erfassung der lipophilen Metaboliten ist in Arbeitsvorschrift 8.2.5
zu finden. Die Uberpriifung der Stabilitit der Messlésung ergab, dass diese 48 h stabil ist.
Da ein NMR-Spektrum sehr reproduzierbar und eine Einfachbestimmung daher ausrei-
chend ist [133], wurden die Kaffeeproben jeweils einfach vermessen.

3.4 Entwicklung einer nicht zielgerichteten Methode fiir die
Untersuchung der hydrophilen Metaboliten

3.4.1 Extraktionsmethode

Neben der Extraktion mit unpolaren organischen Losungsmitteln wird bei der nicht ziel-
gerichteten Untersuchung von Kaffee in der Literatur auch eine Extraktion, bestehen aus
einer Mischung aus Methanol und Wasser angewandt [131]. Durch diese Extraktion konnen
hydrophile Kaffeemetaboliten wie organische Sduren, Aminoséduren, Kohlenhydrate und Al-
kaloide gewonnen werden. Fiir die Erfassung der Metaboliten mittels 1H-NMR wird héufig
eine Extraktion in deuteriertem Wasser (D20) angewandt [131, 144, 145]. Da bei der Ex-
traktion einer grofien Probenmenge mit D,0 ein erheblicher Kostenfaktor beriicksichtigt
werden sollte, kann die Extraktion in H,0 durchgefiihrt und anschliefdend ein kleines Volu-
men D,0 zur Messlosung hinzugefiigt werden [139, 146]. Diese Vorgehensweise erfordert
allerdings die Anwendung von Losungsmittelunterdriickungstechniken bei der Erfassung
der Metaboliten mittels tH-NMR.
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Bei der Methodenentwicklung fiir die Extraktion der hydrophilen Metaboliten wurde
der Fokus auf das Verhaltnis von Probe zu Extraktionsmittel und auf die Extraktionszeit
gelegt. Da bei einer hoheren Extraktionstemperatur die Gefahr der Artefaktbildung besteht
[134], wurde eine Extraktion bei Raumtemperatur angewandt.

Um die tH-NMR-Spektren nach der Erfassung der Metaboliten multivariat auswerten zu
konnen, sollten variierende chemische Verschiebungen eines Metabolitensignals, soge-
nannte Signal-Shifts, vermieden werden. Diese Signal-Shifts konnen bedingt durch einen
unterschiedlichen pH-Wert oder auch aufgrund unterschiedlicher Konzentrationen einzel-
ner Metaboliten entstehen. Hervorzuheben ist hier der Metabolit Koffein, welcher in
wassriger Losung unter Bildung von Dimeren und héheren Aggregaten selbst assoziiert
[163]. Zudem liegt Koffein zusammen mit CGA in einem 1:1 m-Komplex vor [99, 100]. Die
Selbstassoziation sowie die Bildung des Komplexes mit CGA wird von der Konzentration
beeinflusst und kann zu Shifts der Koffein- und CGA-Signale fiihren [163, 164]. Das Ausmaf3
dieser Shifts wurde untersucht, indem verschiedene Mengenverhaltnisse von Probe zu Ex-
traktionsmittel Uberprift wurden (Arbeitsvorschrift 8.3.1). Um ein quantitatives und
reproduzierbares Herauslésen der Metaboliten sicherzustellen, wurden Extraktionen bei
unterschiedlichen Extraktionszeiten durchgefiihrt und zudem gepriift, ob die Verwendung
von Glasperlen wahrend der Extraktion eine besseres Herauslosen der Metaboliten ermog-
licht (Arbeitsvorschrift 8.3.1).

Da der Abbau der Polysaccharide wahrend der Rostung von der Varietdt beeinflusst
wird (Kapitel 1.1.6.2), besteht die Moglichkeit, dass diese bei der Extraktion nicht reprodu-
zierbar aus den verschiedenen Kaffeeproben herausgeldst werden. Zusétzlich kann das
Vorhandensein von Polysacchariden bei der tH-NMR-Messung zu breiteren Signalen fiihren
[133]. Daher wurde nach einer Vorgehensweise gesucht, um die Polysaccharide nach der
Extraktion wieder aus dem Extrakt zu entfernen. Fiir die Entfernung der Polysaccharide aus
einer Kaffeematrix wurde bisher keine analytische Methode beschrieben. Bekedam et al.
verwendeten fiir die Isolierung von Melanoidinen eine Diafiltration mit einer Membran, die
eine Porengrofie von 3 kDa besaf$ [48]. Somit ware die Ultrafiltration (UF) mit einer Memb-
ran, welche eine Porengrofde von 3 kDa aufweist, eine Moglichkeit fiir die Entfernung der
Polysaccharide, welche in Melanoidine eingebunden vorliegen. Die UF ist ein einfaches Pro-
benvorbereitungsverfahren, wobei die Filtration durch Anwendung von Druck oder
Zentrifugation erfolgt [165]. Fiir Metabolomics-Ansatze werden hierfiir Membranen mit ei-
ner Porengrofle von 3-30 kDa verwendet. Bei der Verwendung einer 3 kDa Membran
konnen niedermolekulare Verbindungen mit einem Molekulargewicht < 3 kDa von Makro-
molekiilen wie beispielsweise Polysacchariden abgetrennt werden [165]. Um die
Entfernung aller Kaffeepolysaccharide sicherzustellen, wurden in dieser Arbeit Membranen
mit verschiedenen Porengrofien von 1, 2, 3 und 5 kDa getestet (Arbeitsvorschrift 8.3.2). Vor
der Verwendung der Membranen sollten diese durch Zentrifugation mit Wasser vorgerei-
nigt werden, da in vielen Filtern Glycerin enthalten ist. Ohne ein Vorspiilen dieser Filter mit
Wasser sind unerwiinschte Glycerinsignale im 'H-NMR-Spektrum vorhanden [166, 167].

Fiir die Extraktion der hydrophilen Metaboliten wurde H,O als Losungsmittel ausge-
wahlt. Die Extraktion erfolgte durch Einwaage von 200,0 mg der Probe, Zusatz von 8,0 mL
H0 und Schiitteln fiir 20 min bei Raumtemperatur. Fiir die Uberpriifung der Eignung der
UF wurden insgesamt 75 Kaffeeproben verwendet. Dazu wurde der Extrakt der Proben zu-
nachst membranfiltiert. Ein Teil dieses Extraktes wurde fiir die Messlésung vorbereitet. Ein
weiterer Teil des membranfiltrierten Extraktes wurde mittels Zentrifugenfilter mit einer
Porengrofde von 1 und 2 kDa zentrifugiert und anschliefdend fiir die Messlésung vorbereitet
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(Arbeitsvorschrift 8.3.3). Die resultierenden H-NMR-Spektren wurden anschlief3end mul-
tivariat ausgewertet. Bei allen dariiber hinaus untersuchten Kaffeeproben wurde der
Extrakt membranfiltriert und nicht weiter einer UF unterzogen.

3.4.2 Vorbereitung der Messlésung fiir die *H-NMR-spektroskopische
Messung

Bei der Verwendung von wassrigen Losungsmitteln ist der pH-Wert ein kritischer Fak-
tor, da sich bei niedrigen oder hohen pH-Werten Artefakte bilden kénnen [134]. Fiir die
nicht zielgerichtete Analyse werden die 1H-NMR-Spektren nach der Erfassung der Metabo-
liten in der multivariaten Datenanalyse miteinander verglichen. Ein variierender pH-Wert
der Proben kann hierbei zu Shifts einzelner NMR-Signale im Spektrum fiihren. Dies er-
schwert die Vergleichbarkeit der H-NMR-Spektren in der nachfolgenden multivariaten
Datenanalyse. Insbesondere bei Carbonsduren oder Aminosaduren kann eine pH-Wert ab-
hédngige Protonierung oder Deprotonierung zu Shifts der entsprechenden tH-NMR-Signale
fithren [125, 168]. Diese Shifts konnen durch die Verwendung von Puffern minimiert wer-
den, wobei anorganische Puffer entsprechend dem physiologischen pH-Wert der Probe
oder einem pH-Wert von 6,0 empfohlen werden [133, 134, 167]. Die Verwendung von pro-
tonierten, organischen Puffern sollte vermieden werden, da die dadurch zusatzlich
erzeugten Signale im NMR-Spektrum Metabolitensignale iiberlagern kénnen [167]. Zusatz-
lich kann die lonenstarke der Probe auch zu Veranderungen der chemischen Verschiebung
der 'H-NMR-Signale fiihren. Durch eine hohe Salzkonzentration kann es zu Schwierigkeiten
bei der Abstimmung und Anpassung der Spektrometerfrequenz kommen [123].

Bei bisherigen nicht zielgerichteten Untersuchungen von Kaffee, bei welchen die Extrak-
tion in H20 oder D,0 durchgefiihrt wurde, wurde auf eine Verwendung von Puffern
verzichtet [150, 169, 170]. Um den auftretenden Signal-Shifts, insbesondere von Signalen
der in Kaffee vorkommenden organischen Siuren, entgegenzuwirken und vergleichbare 1H-
NMR-Spektren aller Proben zu erhalten, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Puf-
fer fiir die Messlosung verwendet. Es wurden Natriumphosphatpuffer mit verschiedenen
pH-Werten und lonenstiarken getestet (Arbeitsvorschrift 8.3.4). Durch die Anwendung ei-
nes Natriumphosphatpuffers mit einer Konzentration von 1 mol/L und einem pH-Wert von
6,0 konnten hinsichtlich der chemischen Verschiebung der organischen Sauren vergleich-
bare 1H-NMR-Spektren erzielt werden. Die Vorbereitung der Messlosung fiir die Erfassung
der hydrophilen Metaboliten mittels tH-NMR ist in Arbeitsvorschrift 8.3.5 festgehalten.

3.4.3 Optimierung der Messparameter fiir die 'H-NMR-spektroskopische
Messung

Bei der Extraktion der Metaboliten mit H,O entsteht ein starker Konzentrationsunter-
schied zwischen dem Wasser und den extrahierten Metaboliten. Da die Signalintensitat
proportional zur Konzentration ist, wird bei Messung des Extraktes mittels 1H-NMR ein im
Vergleich zu den Metabolitsignalen sehr grofses Wassersignal erzeugt. Mit einem intensiven
Wassersignal wird eine schnelle Sattigung des Empfangers erreicht, sodass die Empfanger-
verstirkung herabgesetzt werden muss, was sich besonders nachteilig auf
Minorkomponenten auswirkt. Daraus resultiert eine unzureichende Aufnahme der Metabo-
litensignale. Wird die Empfangerverstarkung nicht herabgesetzt, entstehen bei einer
Sattigung des Empfangers storende Spektrallinien und nichtlineare Basislinienoszillatio-
nen. Zudem besteht die Mdglichkeit, dass Signale von Metaboliten von dem breiten
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Wassersignal iiberlagert werden und es weiter zu Grundlinienverzerrungen kommt [121,
171, 172]. Die Intensitit der Losungsmittelresonanz sollte daher verringert werden, bevor
die Resonanzen der Metaboliten den Empfanger erreichen, sodass die Empfangerverstar-
kung nicht herabgesetzt werden muss [121].

Um das unerwiinschte Wassersignal zu minimieren, konnen in der H-NMR verschie-
dene Techniken der Lésungsmittelunterdriickung angewendet werden. Die Techniken der
Losungsmittelunterdriickung kénnen in drei grofie Klassen eingeteilt werden. Methoden
auf Basis der Vorsattigung, Methoden auf Basis der Magnetisierungszerstérung und Verfah-
ren, die eine Losungsmittelsattigung vermeiden [173].

Bei der Vorsittigung findet die Losungsmittelunterdriickung vor der Anregung und Er-
fassung der Metabolitenresonanzen statt. Dies ist die einfachste Technik, sie kann leicht zu
bestehenden Experimenten hinzugefiigt werden und lasst Resonanzen abseits der Vorsat-
tigungsfrequenz unbeeinflusst [121]. Die Vorsattigung kann auf unterschiedliche Weise
erfolgen. Zum einen kann eine einfache Vorsattigung der Losungsmittelresonanz erreicht
werden, indem ein verlangerter RF von 1-3 s verwendet wird, sodass eine schmale effektive
Bandbreite entsteht [172, 174]. Weiter kann nach der Vorsattigung ein sogenannter Com-
posite Pulse folgen, um mogliche Impulsfehler oder eine ineffiziente Impulsstirke des
Sattigungspulses zu korrigieren [119, 175].

Auch kann die Vorsattigung in die Messimpulssequenz eingebaut werden, wie es beim
1D-NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) Experiment der Fall ist [172, 173].
Das 1D-NOESY-Experiment ist in Bezug auf Metabolomics-Ansdtze die am meisten ange-
wandte Technik der Lésungsmittelunterdriickung [171]. Bei der Pulssequenz folgen nach
dem niederfrequenten Vorsattigungspuls zwei unmittelbar aufeinanderfolgende 90° Pulse.
In der nachfolgenden Mischzeit kommt es zu einer unterschiedlichen Relaxation, wobei die
Spins des LoOsungsmittels schneller relaxieren. Durch einen darauffolgenden dritten
90° Puls werden die Metabolitenspins in die x’y-Ebene ausgelenkt und kénnen detektiert
werden, wihrend die Losungsmittel-Spins aufgrund der schnelleren Relaxation nicht er-
fasst werden [176]. Des Weiteren werden bei dem NOESY-Experiment nur Signale
aufgezeichnet, die aus einem gewiinschten Bereich der Probe im NMR-Rohrchen stammen.
Dieser Teil der Probe befindet sich im zentralen Bereich der Empfiangerspule, in welchem
die Kerne die hochste Homogenitit des Magnetfeldes erfahren. In diesem Bereich ist die
Effektivitiat des Pulses am grofdten, was zu schmalen Signalen und einer einfacheren Unter-
driickung fiihrt. Die zusétzliche Verwendung eines Phasenzyklus in der Pulssequenz fiihrt
weiter dazu, dass wahrend der Aufnahme des FID nur erwiinschte Signale detektiert wer-
den. Zuséatzlich werden durch die Verwendung des Phasenzyklus Artefaktsignale
herausgel6scht und erscheinen nicht im NMR-Spektrum [176]. Die Wirksamkeit der Vorsat-
tigung ist hier von der Leistung, der Lange und der Position des Pulses abhangig. Auch wird
die Effektivitdt der Unterdriickung bei einem schlechten Shiming herabgesetzt [174]. Eine
hohere Leistung des Sattigungspulses ergibt eine bessere Unterdriickung, jedoch werden
durch ein grofieres effektives Unterdriickungsband die Intensitdten benachbarter Resonan-
zen reduziert [174].

Das WET (Water Supression Enhanced Through T; Effects) ist ein weiteres Verfahren
zur Losungsmittelunterdriickung. Es nutzt vier selektive hochfrequente Pulse, denen je-
weils ein Gradientenpuls folgt. Die Zeit zwischen den vier Pulsen ist identisch. Der Vorteil
dieser Pulssequenz ist die Fahigkeit, mehrere Losungsmittelresonanzen gleichzeitig zu un-
terdriicken [173]. Das WET-Experiment wird aufgrund der schnellen Art der
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Unterdriickung vorwiegend bei gekoppelten Techniken wie der Fliissigkeitschromatogra-
phie in Verbindung mit der NMR eingesetzt [171].

Das WATERGATE (Water Supression by Gradient Tailored Excitation) Experiment ist
eine Gradienten-basierte Technik, bei welcher die Resonanzen der Metaboliten durch einen
selektiven Puls refokussiert werden, wihrend die Wasserresonanz durch zwei Gradienten-
pulse zerstort wird [173]. Bei dem Excitation-Sculpting-Experiment wird die WATERGATE-
Pulssequenz zwei Mal hintereinander wiederholt, wobei unterschiedliche Gradientenstar-
ken verwendet werden [171, 173]. Diese Methoden der Unterdriickung sind weniger
empfindlich gegeniiber Fehlern bei Impulsamplituden, jedoch ist der Anregungsbereich um
die Losungsmittelresonanz sehr breit. Dadurch werden Resonanzen nahe der Wasserreso-
nanz signifikant unterdriickt [171, 173]

In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen Techniken der Loésungsmittelun-
terdriickung fiir die Erfassung der hydrophilen Metaboliten angewendet und verglichen
(Arbeitsvorschrift 8.3.4). Bei dem NOESY-Experiment wurde zusatzlich die Leistung des
Sattigungspulses, die Relaxationsverzogerung und die Messtemperatur liberpriift (Arbeits-
vorschrift 8.3.4). Fiir die Erfassung der waissrigen Metaboliten wurde schlief3lich das
NOESY-Experiment zur Unterdriickung des Wassersignals angewendet. Fiir die Leistung
des Sattigungspulses wurden 25 Hz gewahlt. Daneben wurden weitere Messparameter wie
die Messtemperatur und die Relaxationsverzogerung optimiert (Arbeitsvorschrift 8.3.4).
Die Uberpriifung der Stabilitit der Messlésung (Arbeitsvorschrift 8.3.4) ergab, dass diese
fiir zehn Tage stabil ist. Fiir die Erfassung der hydrophilen Metaboliten wurden die Kaffee-
proben aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit [133] jeweils mit den in Arbeitsvorschrift
8.3.5 beschriebenen Parametern einfach vermessen.

3.5 Nicht zielgerichtete Untersuchung mittels Verfahren der
uni- und multivariaten Statistik

3.5.1 Methoden zur Datenvorbehandlung der 'H-NMR-Spektren

Experimentelle, messtechnische und auswertetechnische Variationen fithren in den an-
schliefenden Verfahren der multivariaten Datenanalyse zu storenden Variabilitdten und
sollten daher vermieden werden [136]. Um fiir die multivariate Datenanalyse in dieser Hin-
sicht vergleichbare 'H-NMR-Spektren zu erhalten, ist eine addquate Datenvorbehandlung
essentiell.

Neben der Phasen- und Basislinienkorrektur, welche in Kapitel 1.2.2 bereits erklart
wurden, zdhlen das Alignment, das Skalieren, das Normalisieren, die Bucketierung, die
Transformation, eine spektrale Selektion und die Entfernung unerwiinschter Losungsmit-
telsignale zu den Methoden der Datenvorbehandlung [133, 177].

Flir einen Metabolomics-Ansatz sollte zundchst eine automatische Phasenkorrektur er-
folgen und anschlieflend alle tH-NMR-Spektren auf Phasenverzerrung untersucht werden.
Bei noch bestehenden Phasenverzerrungen sollte die Phase manuell nachgebessert werden
[178]. Auch eine verzerrte Basislinie kann die multivariaten Ergebnisse beeintrachtigen
und ist daher zu korrigieren. Fiir einen hohen Probendurchsatz wird eine automatische Ba-
sislinienkorrektur empfohlen [179, 180].

Signal-Shifts in den 1H-NMR-Spektren verschiedener Proben kdnnen bedingt durch Ver-
anderungen des pH-Wertes, der Messtemperatur, der Salzkonzentration in der Messlosung
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oder durch ein inhomogenes Magnetfeld auftreten [178, 179, 181]. Dies kann zu Variationen
in den Spektren der gleichen Produktklasse und so zu fehlerhaften Interpretationen in der
multivariaten Datenauswertung flihren. Treten die Signal-Shifts systematisch auf, kénnen
diese Variationen korrigiert werden, in dem die Spektren gegeniiber einem Referenzsignal
mit bekannter chemischer Verschiebung ausgerichtet werden. Als Referenzsignal kann das
Signal von TSP oder TMS bei 6x = 0,00 ppm verwendet werden [178, 179, 182]. Bei TSP
sollte beriicksichtigt werden, dass diese Verbindung beispielsweise mit Proteinen intera-
gieren kann, was sich auf die Signalform und -lage auswirkt [179]. Wird gesamte Spektrum
auf ein Referenzsignal ausgerichtet, kann diese Methode zeitintensiver werden, wenn die
Grofie der Spektren zunimmt. Eine Alternative ist die Unterteilung der tH-NMR-Spektren in
einzelne Bereiche, auf die anschliefdend die Ausrichtung angewandt wird [178, 183]. Die
Shifts kénnen durch ein Alignment allerdings nur bis zu einem gewissen Grad korrigiert
werden. Daher sollten diese durch eine geeignete Probenvorbereitung minimiert werden
[180]. In dieser Arbeit wurde ein Alignment auf das gesamte Spektrum angewandt. Als Re-
ferenzsignal diente TMS bei den 'H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten und TSP bei
den 'H-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten mit jeweils einer chemischen Verschie-
bung von 64 = 0,00 ppm (Arbeitsvorschrift 8.4.1).

Ein 'H-NMR-Spektrum besitzt in Abhangigkeit der Aufnahmeparameter mindestens
22000 Datenpunkte. Um diese Vielzahl an Datenpunkten zu reduzieren, wird eine Bucketie-
rung der Spektren durchgefiihrt [177, 184, 185]. Dabei werden die 'H-NMR-Spektren in
kleine Bereiche, sogenannte Buckets, mit einer GréfRe von 0,01 — 0,05 ppm unterteilt. Die
Intensitit jedes Buckets wird durch Berechnung der Flache unter der Kurve bestimmt.
Diese Intensitidten werden anschlieffend als Variablen in der nachfolgenden multivariaten
Datenanalyse verwendet. Infolgedessen wird die Menge der Variablen von mindestens
22000 Datenpunkten auf 500 - 1000 Buckets reduziert. Auch kénnen durch die Bucketie-
rung kleinere Signal-Shifts herausgemittelt werden [185]. Es gibt verschiedene Methoden,
ein NMR-Spektrum in Buckets einzuteilen. Darunter eine Bucketierung mit gleichem Ab-
stand, eine Gaufd'sche Bucketierung und eine dynamisch adaptive Bucketierung. Die
Bucketierung mit gleichen Abstand ist die am haufigsten angewandte Technik [166, 178].
Der Nachteil gleich grofder Buckets besteht darin, dass sich ein Signal in zwei benachbarte
Buckets aufteilen kann. Daher sollten die Buckets so positioniert werden und ausreichend
breit sein, um ein oder mehrere Signale aufzunehmen [178, 185]. Nach der Bucketierung
werden in der spektralen Selektion die Buckets, in denen kein Metabolit vorkommt oder in
denen keine brauchbare Information enthalten ist, entfernt. Dies betrifft Bereiche aufder-
halb des Fensters von 6y = 0,20 - 10 ppm sowie Buckets mit Losungsmittelsignalen. Diese
Bereiche sind fiir die multivariate Datenanalyse nicht von Interesse und kénnten dariiber
hinaus das Ergebnis beeinflussen [166]. Fiir diese Arbeit wurde eine Bucketierung mit glei-
chem Abstand angewendet. Fiir die tH-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten wurden
2000 Buckets im Bereich von 64 = 0,50 - 9,80 ppm verwendet, was einer Breite der Buckets
von 0,005 ppm entspricht. Anschlieféend wurden die Buckets, in welchen Losungsmittelsig-
nale erschienen, entfernt. Dabei handelte es sich um die Losungsmittelsignale von
Chloroform, Wasser, Methanol und das im Chloroform zur Stabilisierung enthaltene Etha-
nol. Fiir die hydrophilen Metaboliten wurde das 'H-NMR-Spektrum in 1000 Buckets im
Bereich von 6y = 0,50 - 9,80 ppm mit einer Breite der Buckets von 0,009 ppm eingeteilt. An-
schlief3end wurden die Buckets mit dem Wassersignal entfernt (Arbeitsvorschrift 8.4.1). Die
Intensititen der restlichen Buckets wurden als Variablen fiir die univariate und multivari-
ate Datenanalyse verwendet.
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Der nachste Schritt in der Datenvorbehandlung ist die Normalisierung, in welcher eine
Korrektur der Konzentrationsunterschiede erfolgt [178]. Die Variationen in der Konzentra-
tion konnen durch Unterschiede in der Probenvorbereitung oder aufgrund von
biologischen Unterschieden entstehen [177]. Bei der Probenvorbereitung kann dies eine
unterschiedliche Probeneinwaage sein und biologische Variationen konnen bedingt durch
einen unterschiedlichen Wassergehalt auftreten [177, 178, 186]. Dies fiihrt zu Schwankun-
gen in den Signalunterschieden, welche durch Normalisierungsmethoden beseitigt werden
konnen [186]. Es konnen verschiedene Normalisierungsmethoden, darunter die Flachen-
normalisierung, die probabilistische Quotientennormalisierung, die Bereichs-
normalisierung und die Normalisierung auf einen Referenzmetaboliten angewandt werden.
Bei der Flachennormalisierung wird jeder Datenpunkt durch eine gleiche Gesamtflache, ein
Integral oder einen Mittelwert des Spektrums geteilt. Die probabilistische Quotientennor-
malisierung kann angewendet werden, wenn analytspezifische oder bereichsspezifische
Unterschiede im NMR-Spektrum vorliegen. Diese Methode verwendet ein reprasentatives
Referenzspektrum und bildet den Quotienten zwischen den Datenpunkten und dem Refe-
renzspektrum. Die Normalisierung dieser Datenpunkte erfolgt mit dem Median der
Quotienten [179, 186]. Bei der Bereichsnormalisierung werden die Datenpunkte auf einen
neuen Bereich, beispielsweise von &y =-1,00 - 1,00 ppm normalisiert [186]. Die Normali-
sierung auf einen Referenzmetaboliten erfolgt, indem die Intensitat aller Signale relativ zur
Signalflache des Referenzmetaboliten ausgedriickt wird. Um einen Metaboliten als Referenz
verwenden zu konnen, muss dieser Uber alle Proben hinweg in gleicher Konzentration vor-
liegen. Beispielsweise wird bei Untersuchungen von Urin Kreatinin als Referenzmetabolit
verwendet, da dessen Ausscheidungsrate als konstant angesehen wird [178, 186]. Zusatz-
lich kann jeder Probe ein interner Standard mit bekannter Konzentration zugesetzt und
dieser als Referenz verwendet werden. Durch dieses Verfahren kénnen allerdings nur Vari-
ationen bedingt durch die Probenvorbereitung und Erfassung der Metaboliten beseitig
werden [179, 185]. Bei der Verwendung von TSP als Referenz sollte zunichst iiberpriift
werden, ob Interaktionen mit Proteinen oder Lipoproteinen vorliegen, da dadurch Variati-
onen in der Signalintensitdt entstehen konnen [178]. In der vorliegenden Arbeit wurde
sowohl fir die Analyse der lipophilen, als auch fiir die Analyse der hydrophilen Metaboliten
eine Normalisierung auf einen internen Standard als Referenz durchgefiihrt. Bei der Unter-
suchung der lipophilen Metaboliten wurde Dimethylsulfon (DMS) in bekannter
Konzentration jeder Probe zugesetzt (Arbeitsvorschrift 8.2.5) und bei der Analyse der hyd-
rophilen Metaboliten wurde als Referenz TSP verwendet (Arbeitsvorschrift 8.3.5). Zuvor
wurde die Interaktion von TSP mit Proteinen oder Lipoproteinen in der Kaffeematrix un-
tersucht und ausgeschlossen. Zusatzlich wurde iiberpriift, ob biologische Variationen durch
eine Normalisierung auf eine einheitliche Fetteinwaage bei der Analyse der lipophilen Me-
taboliten oder eine Normalisierung beziiglich eines einheitlichen Wassergehaltes entfernt
werden konnen (Arbeitsvorschrift 8.4.1).

Der Konzentrationsbereich der in der Probe vorhandenen Metaboliten kann sich iiber
mehrere Grofdenordnungen erstrecken. Bei der Untersuchung von Pflanzenmaterial weisen
die Konzentrationen von Sekundarmetaboliten in vielen Fallen einen geringeren Wert im
Vergleich zu den Primadrmetaboliten auf. Dariiber hinaus ist die Variation mit der Konzent-
ration verkniipft, sodass Metaboliten mit hoherer Konzentration eine stiarkere Variation
aufweisen und so auch einen stirkeren Einfluss auf die multivariate Datenanalyse haben
[166, 181, 185, 187]. Ziel der Skalierung ist es, den Einfluss dominanter Variablen, die fir
die Analyse moglicherweise nicht erforderlich sind, zu reduzieren [119, 166, 181]. Dies wird
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erreicht, indem jede Variable durch einen Skalierungsfaktor dividiert wird, der fiir jede Va-
riable unterschiedlich ist [188]. Eine richtige Skalierung verbessert den Informationsgehalt
der Daten, wiahrend eine ungeeignete Skalierung dazu fithren kann, dass unerwiinschte
Teile, welche fiir die multivariate Datenanalyse nicht relevant sind, hervorgehoben werden.
Dies konnte zu einer fehlerhaften Interpretation in der Datenanalyse fithren [180]. Es kon-
nen verschiedene Skalierungsmethoden angewandt werden, darunter die Auto-Skalierung,
die Pareto-Skalierung oder die Vast-Skalierung [166, 182, 188]. Die Autoskalierung wird im
Metabolomics-Ansatz hiufig angewendet und verwendet als Skalierungsfaktor die Stan-
dardabweichung. Dadurch tragen Metaboliten mit geringer als auch mit hoher
Konzentration gleichermafden zur Datenanalyse bei [179, 182, 188]. Die Pareto-Skalierung
dhnelt der Autoskalierung. Satt der Standardabweichung wird jedoch die Wurzel dieser als
Skalierungsfaktor verwendet. Die Vast-Skalierung ist eine Erweiterung der Auto-Skalie-
rung, wobei hier als Skalierungsfaktor die Standardabweichung und der
Variationskoeffizient verwendet werden [188, 189]. Ein Nachteil all dieser Methoden ist je-
doch, dass dadurch der Einfluss von Variablen, die keine relevanten Informationen
enthalten, erhoht werden kann [166]. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit
auf eine Skalierung verzichtet.

Neben Skalierungsmethoden gibt es mehrere Transformationsansitze wie die log-
Transformation. Diese Methode beschreibt eine nichtlineare Umwandlung der Daten,
wodurch grofée Werte im Datensatz starker reduziert werden, als kleine Werte und besitzt
dadurch einen pseudo-Skalierungseffekt [166, 179, 189]. Ein Nachteil dieser Methode ist
allerdings, dass der Wert Null nicht verarbeitet werden kann. Auch nimmt die log-Transfor-
mation Werte an, die sich minus unendlich ndhern, wenn sich der zu transformierende Wert
sich Null ndhert [188, 189]. In dieser Arbeit wurde eine log-Transformation durchgefiihrt,
wobei aufgrund der beschriebenen Problematik erst Variablen mit einem Wert >1 transfor-
miert wurden (Arbeitsvorschrift 8.4.1).

3.5.2 Kruskal-Wallis Test zur Untersuchung der Signifikanz

Die Anwendung univariater Methoden wie des Kruskal-Wallis Tests im Metabolomics-
Ansatz dient zur Uberpriifung der Signifikanz der Unterschiede [190]. Im Gegensatz zu mul-
tivariaten Methoden untersuchen univariate Methoden jeweils nur eine Variable [189].
Abhangig von der Annahme der Daten beziiglich der Normalverteilung, der klasseninternen
Varianz und der Abhdngigkeit der Klassen sind verschiedene univariate Tests moglich. Die
parametrischen Tests wie der t-Test oder die Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA)
beruhen auf der Annahme der Normalverteilung oder der Gaufd’schen Verteilung der Daten
[189]. Eine weitere Annahme der parametrischen Tests ist eine gleiche klasseninterne Va-
rianz [191]. Im Gegensatz dazu gehen die nicht-parametrischen Test von keiner bestimmten
Verteilungspopulation aus. Die nicht-parametrischen Tests sind weniger leistungsfahig als
parametrische Tests und kénnen somit leichter einen statistisch signifikanten Unterschied
tibersehen. Allerdings sind Daten eines Metabolomics-Ansatzes haufig nicht normalverteilt,
haben eine ungleiche klasseninterne Varianz und einen unterschiedlichen Umfang von
Stichproben. Bei diesen Daten gelten nicht-parametrische Tests als leistungsfahiger [191].
In diesem Fall wird der Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt, welcher dem Mann-Whitney U
Test dhnelt [192]. Der Unterschied besteht darin, dass der Kruskal-Wallis Test fiir mehr als
zwei Klassen angewendet werden kann [192, 193]. Beim Kruskal-Wallis Test wird zuerst
die Nullhypothese aufgestellt, dass zwischen den Klassen kein Unterschied vorhanden ist.
Es wird ein Signifikanzniveau a definiert, ab wann die Nullhypothese abgelehnt wird. Dieser
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Wert kann beispielsweise auf 5% (a = 0,05) festgelegt werden und dient als Maf der Wahr-
scheinlichkeit fiir ein falsch-positives Ergebnis. Im Hypothesentest wird die
Wabhrscheinlichkeit berechnet, mit welcher die Nullhypothese abgelehnt wird. Diese Wahr-
scheinlichkeit wird als p-Wert ausgedriickt. Liegt der p-Wert unterhalb von «, wird die
Nullhypothese folglich zuriickgewiesen und es liegt ein signifikanter Unterschied vor [191].
Dieser Hypothesentest wird fiir jede Variable (Bucket) durchgefiihrt [191]. Wird der
Kruskal-Wallis Test gleichzeitig fiir alle Buckets eines NMR-Spektrums angewendet, steigt
die Wahrscheinlichkeit, dass falsch-positive Ergebnisse erzielt werden [191]. Das bedeutet,
bei der Verwendung von einem Signifikanzniveau von a = 0,05 steigt bei der Berechnung
mehrerer p-Werte in einem Datensatz die Wahrscheinlichkeit, dass mehrere p-Werte <0,05
erhalten werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese filschlicherweise abge-
lehnt wird, ist folgendermaf3en definiert (Formel 12) [191]:

1-(1-a)k (12)

Dabei ist k die Anzahl der durchgefiihrten Hypothesentests und a das Signifikanzniveau.
Um den Fehler, welcher durch das multiple Testen entsteht, zu beseitigen, kann das Signifi-
kanzniveau basierend auf der Anzahl der Test angepasst werden. Die Standardmethode zur
Anpassung des Signifikanzniveaus ist die Bonferroni-Korrektur, welche das Signifikanzni-
veau durch die Anzahl der durchgefithrten Tests dividiert [189]. Die Anzahl der
durchgefiihrten Tests entspricht in dieser Arbeit der Anzahl der verwendeten Buckets. Die
zur Bonferroni-Korrektur dhnliche Sidak-Korrektur fiihrt eine genauere Berechnung des
korrigierten Signifikanzniveaus ko durch (Formel 13) [194, 195]:

Agorr =1 = (1 = a)l/k (13)

Die Anzahl der durchgefiihrten Hypothesentests k entspricht hier der Anzahl der ver-
wendeten Buckets und @ dem Signifikanzniveau. Zur Uberpriifung der Nullhypothese
werden die p-Werte mit dem korrigierten Signifikanzniveau ax.rr verglichen. In dieser Ar-
beit wurde zur Uberpriifung der Signifikanz der Unterschiede ein Kruskal-Wallis Test mit
einem Signifikanzniveau von a = 0,05 durchgefiihrt, welches mittels Sidak korrigiert wurde
(Arbeitsvorschrift 8.4.2)

3.5.3 Uniiberwachte (unsupervised) multivariate Datenanalyse

Nach der Vorbehandlung der Daten besteht der nachste Schritt der multivariaten Da-
tenanalyse darin, die Gesamtstruktur der Daten auf mogliche Muster oder Gruppierungen
zu untersuchen [166, 181, 196, 197]. Diese Phase der multivariaten Datenanalyse basiert
auf sogenannten uniiberwachten Methoden, welche eine unvoreingenommene Sicht auf die
Daten ermoglichen. Zu diesen Methoden zdhlen die PCA oder auch die hierarchische Clus-
teranalyse [136, 166]. Bei der hierarchischen Clusteranalyse werden Proben nach ihrer
Ahnlichkeit gruppiert, wobei die Daten gebiindelt als Dendrogramm dargestellt werden.
Nachteil dieser Methode ist, dass diese keine Information tiber den Grund fiir eine be-
stimmte Klassenbildung liefert [166, 181]. Die PCA ist die am haufigsten verwendete
uniiberwachte multivariate Datenanalyse [166]. Die PCA fiihrt zur Projektion der urspriing-
lichen Daten auf einen niedriger dimensionalen Raum, wahrend so viele Informationen wie
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moglich in den Daten erfasst werden. Dazu werden durch die PCA aus den urspriinglichen
Variablen mittels Linearkombination neue, latente Variablen berechnet, die als Hauptkom-
ponenten (Principal Components, PCs) bezeichnet werden [185, 198, 199]. Die PCs werden
so berechnet, dass sie nacheinander in absteigender Bedeutung die Varianz der Originalda-
ten erklaren. Sind die ersten PCs fiir den grofdten Teil der Varianz verantwortlich, kénnen
die restlichen PCs aufder Acht gelassen werden [184]. Dadurch kann eine Dimensionsreduk-
tion von mehreren hundert bis tausend Ursprungsvariablen in wenige PCs erreicht werden
[166]. Diese sind paarweise orthogonal zueinander und in absteigender Varianz geordnet,
sodass jede neue PC einen Teil der Datenvarianz beschreibt, welcher nicht von den vorhe-
rigen PCs beschrieben wurde [181, 185, 198, 200, 201].

Im Detail ist die PCA die Losung eines Eigenwertproblems. Der Ausgangspunkt dieses
Verfahrens ist die mittenzentrierte Datenmatrix X, in welcher die Zeilen die Proben und die
Spalten die Variablen darstellen. Aus der Datenmatrix wird eine Kovarianzmatrix berech-
net, welche die Varianz der Proben beschreibt. Im nachsten Schritt wird die
Eigenwertberechnung durchgefiihrt, woraus die Matrizes S, P und T resultieren. Die Matrix
S enthalt die Eigenwerte, welche der Gréfie nach sortiert sind und deren Betrige der Vari-
anz entsprechen. Der erste Eigenvektor (PC1, die erste Spalte in P) hat die Richtung der
grofiten Varianz und der zweite Eigenvektor (PC2) die Richtung der zweit gréfdten Varianz.
Der letzte Eigenvektor beschreibt den geringsten Teil der Varianz und hat den kleinsten
Eigenwert. In der Loadingsmatrix P befinden sich die Eigenvektoren der Kovarianzmatrix,
welche das neue Koordinatensystem bilden. Die Faktorenladungen oder auch Loadings be-
schreiben dabei, wie grofs der Einfluss der einzelnen Variablen auf die jeweiligen PC ist und
konnen im Loadingsplot graphisch dargestellt werden. Besitzt eine Variable einen hohen
Loadingswert fiir PC1, so ist diese zu einem grof3en Teil mitverantwortlich fiir die Trennung
der Klassen in Richtung von PC1. Die Scoresmatrix T enthélt die mit den Eigenwerten ge-
wichteten Scoreswerte. Diese sind die Werte fiir das neue Koordinatensystem. Die Scores
kénnen im Scoresplot graphisch dargestellt werden, wodurch die Position der Proben,
Gruppierungen dieser und Ausreifser in dem neuen Koordinatensystem ersichtlich sind
[185, 198-200, 202].

Graphisch betrachtet konnen die PCs bestimmt werden, indem bei der ersten PC (PC1)
die Richtung der maximalen Varianz in den Ausgangsdaten gesucht wird (Abbildung
3-2(A)). Anschliefdend wird moglichst viel der verbleibenden Varianz mit der zweiten PC
(PC2), welche orthogonal zu PC1 ist, extrahiert (Abbildung 3-2(B)). Diese Vorgehensweise
wird schrittweise weitergefiihrt, bis die maximal mdgliche Gesamtvarianz der Ausgangsda-
ten erklart ist. Die auf diese Weise gefundenen PCs bilden ein neues Koordinatensystem,
wobei der Ursprung des Koordinatensystems der Datenmittelpunkt ist. Die Ursprungsdaten
werden in das neue Koordinatensystem transformiert, indem jede Variable auf jede dieser
PC projiziert wird (Abbildung 3-2(C)) [198, 199].
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Abbildung 3-2: Graphische Darstellung der Vorgehensweise der Hauptkomponentenanalyse (Principal Component
Analysis, PCA). (A) Bestimmung der ersten Hauptkomponente (PC1) in Richtung der maximalen Varianz. (B) Be-
stimmung der zweiten Hauptkomponenten (PC2) in Richtung der maximalen verbleibenden Varianz. PC2 ist

orthogonal zu PC1. (C) Projektion der Ursprungsdaten auf das neue Koordinatensystem mit PC1 und PC2 als Achsen
(modifiziert nach [198, 199])

Die PCA extrahiert jedoch nur die Hauptvariation des Datensatzes und reduziert die Di-
mensionalitit der Daten. Um eine Klassifizierung durchfiihren zu kénnen, ist eine
Kombination mit beobachteten Methoden wie der Diskriminanzanalyse nétig [185, 200,
203]. Zusatzlich ist es moglich, dass die PCA einige Diskriminanzinformationen vernachlas-
sigt, was die Klassifizierungsleistung beeintrachtigen kann [204]. In solchen Féllen kénnen
andere multivariate Datenanalysen wie die PLS (Kapitel 3.5.4)durchgefiihrt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit den durch die Datenvorbehandlung erhaltenen
Buckets der tH-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten jeweils eine PCA
durchgefiihrt (Arbeitsvorschrift 8.4.3).

3.5.4 Uberwachte (supervised) multivariate Datenanalyse

Im Gegensatz zu den uniiberwachten Methoden ist das Ziel der iiberwachten Methoden
die Klassifizierung der Proben und die Vorhersage der Klassenzugehorigkeit neuer Proben
[182, 203]. Dabei wird die Beziehung zwischen einer Matrix von Variablen und einer Matrix
von Antworten, in diesem Fall die Klassenzugehorigkeit, verwendet, um neue Daten vorher-
zusagen [166]. Bei den iiberwachten Methoden wird zwischen der Regression und der
Klassifizierung unterschieden. Eine sehr haufig angewandte Regression ist die PLS [198].
Im Gegensatz zur PCA nutzt die PLS bei der Bestimmung der Hauptkomponenten bereits
die Struktur der Klassenzugehorigkeit. Die Vorgehensweise der PLS ist die, dass der Zusam-
menhang zwischen einer oder mehreren Zielgréf3en und den Variablen bestimmt wird. Der
Ausgangpunkt ist wie bei der PCA die Datenmatrix X bestehend aus den Proben und den
Variablen. Zu jeder Probe wird zusétzlich eine Zielgrofie gemessen, welche den Vektor y
bildet. Bei mehreren Zielgrofien existieren demnach auch mehrere Vektoren. Diese Vekto-
ren ergeben die Matrix Y, welche die Proben und die Zielgrof3en enthélt. Ziel der PLS ist es
nun, sowohl mit der Datenmatrix X, als auch mit der Matrix Y eine PCA durchzufiihren [198].
Daraus resultieren jeweils eine Scores- und eine Loadingsmatrix fiir X und Y. Bei der Be-
rechnung der Hauptkomponenten fiir die PLS erfolgt ein Informationsaustausch zwischen
den Scores und Loadings von X und Y [198].

Zu den klassischen Klassifizierungsverfahren, welche haufig bei der Analyse von Le-
bensmitteln Anwendung finden, zahlt die Diskriminanzanalyse [166, 205]. Dabei wird unter
anderem zwischen der linearen Diskriminanzanalyse (LDA) und der quadratischen Diskri-
minanzanalyse (Quadratic Discriminant Analysis, QDA) unterschieden [185]. Im Fall einer
LDA erfolgt die Klassifizierung, indem die Grenzen zwischen benachbarten Klassen oder
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Klassen als Geraden oder Hyperebenen berechnet werden, bei der QDA sind dies quadrati-
sche Kurven oder gekriimmte Ebenen [185, 206]. Die LDA sucht eine lineare Funktion,
welche hoher dimensionale Merkmalsvektoren, die zu unterschiedlichen Klassen gehoren,
in einen niedriger dimensionalen Raum transformiert [182, 207]. In diesem niedriger di-
mensionalen Raum (LDA-Raum) sollen die Merkmalsvektoren anderer Klassen gut
voneinander getrennt vorliegen. Mit anderen Worten sucht die LDA also nach einer Funk-
tion und richtet diese so aus, dass die Varianz zwischen den Klassen erhoht und die Varianz
innerhalb der Klassen minimiert wird [182, 207]. Die Varianz zwischen den Klassen wird
bestimmt, indem der Abstand der Mittelwerte verschiedener Klassen berechnet wird.
Durch die Berechnung des Abstands zwischen dem Mittelwert und den Proben jeder Klasse
erfolgt die Bestimmung der Varianz innerhalb einer Klasse [204]. Die Zuordnung von Test-
proben erfolgt iiber die Diskriminanzfunktion zu der Klasse, von deren Mittelwert die
Testprobe den geringsten Abstand aufweist [208]. Die relativen Abstinde von Testproben
zum jeweiligen Klassenmittelpunkt konnen als sogenannte conf~-Werte ausgedriickt wer-
den. Je geringer der conf-Wert ist, desto geringer ist auch der relative Abstand der
Testprobe zur jeweiligen Klasse.

Voraussetzung der LDA ist, dass fiir die Durchfiihrung die Anzahl der Stichproben gro-
Rer ist, als die Anzahl der Variablen. Daher wird die LDA in Kombination mit
dimensionsreduzierenden Methoden wie der PCA oder der PLS kombiniert [182, 205-207].
Eine der am haufigsten angewandten Methoden ist die PLS zusammen mit der Diskrimi-
nanzanalyse (Partial Least Squares Discriminant Analysis, PLS-DA) [182]. Bei der PLS-DA
wird im Vergleich zur PLS das Modell auf Grundlage der Klassifizierungsleistung statt auf
Grundlage der Vorhersageleistung optimiert [197]. Das PLS-DA Modell muss durch geeig-
nete Validierungstechniken iiberpriift werden, um die Klassentrennung zu bestatigen [190,
197].

Eine Alternative zur LDA ist die Soft Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA),
die angewendet werden kann, wenn die Klassen unterschiedlich definierte Strukturen, so-
genannte asymmetrische Datenstrukturen (Abbildung 3-3), aufweisen und daher keine
Abstandsberechnungen moglich sind [209].
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Abbildung 3-3: Schematische Darstellung verschiedener Datenstrukturen. (A) Symmetrische Datenstruktur; (B)
asymmetrische Datenstruktur (modifiziert nach [210])

Bei der SIMCA werden PCA Modelle fiir jede Klasse erstellt, wodurch eine Klassifizierung
von Testproben in keine, eine oder mehrere Klassen mdoglich ist [185]. Dabei kann jede
Klasse in einer anderen Dimension zusammengefasst werden. Neue Beobachtungen wer-
den dann anhand ihrer Abweichung zu den verschiedenen PCA Modellen klassifiziert. Diese
Abweichung wird in der orthogonalen Distanz einer Beobachtung zum PCA-Raum darge-
stellt [211].

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCA mit einer LDA kombiniert, um Klassifizie-
rungsmodelle nach dem geographischen Ursprung, nach der Anbaumethode, nach dem
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Rostverfahren und dem Roéstgrad zu erstellen. Diese PCA-LDA stellt ein Hybridverfahren
von PCA und LDA dar, welches von der Firma Bruker entwickelt wurde. Der Algorithmus
der verwendeten PCA-LDA ist im Anhang ersichtlich. Dabei wurden jeweils zwei-Klassen
Modelle erstellt (Arbeitsvorschrift 8.4.3).

3.5.5 Validierung der Klassifizierungsmodelle

Ein wichtiger Aspekt der Klassifizierung ist die Validierung. Die sehr leistungsfahigen
iiberwachten Methoden konnen Modelle konstruieren, die sehr an die vorgegeben Daten
angelehnt sind, selbst wenn es keine tatsichliche Beziehung zwischen den Daten gibt [166].
Dies wird als Uberanpassung (Overfitting) bezeichnet und entsteht durch eine erhohte Di-
mensionalitit der Daten [166, 190, 212]. Es gibt mehrere Mdglichkeiten, ein Modell
beziiglich der Vorhersageleistung zu validieren, darunter die interne Kreuzvalidierung
(KV). Um diese durchzufiihren, wird der Datensatz in einen Trainings- und Testdatensatz
geteilt. Die Auswahl der Proben fiir den Testdatensatz sollte dabei reprisentativ fiir jede
Klasse sein. Mit dem Trainingsdatensatz erfolgt die Erstellung des Modells, welches mit dem
Testdatensatz validiert wird [166]. Die Einteilung des Trainings- und Testdatensatzes wird
so oft wiederholt, bis jede Probe einmal im Testdatensatz war [213]. Werden beispielsweise
10% der Proben als Testdatensatz verwendet, erfolgt die Einteilung in Trainings- und Test-
datensatz und die Erstellung des Klassifizierungsmodells zehn Mal. Der Erfolg eines
Klassifizierungsmodells wird anschlieféend anhand des Prozentsatzes korrekt klassifizier-
ter Proben aus dem Testdatensatz bestimmt. Das Modell ist umso besser, je hoher der
Prozentsatz ist [213]. Die KV ist besonders fiir kleine Datensatze geeignet. Jedoch sind die
Trainings- und Testsatze nicht komplett unabhéngig voneinander, was dazu fiihrt, dass das
erstellte Klassifizierungsmodell fiir die ausgelassenen Stichproben optimiert ist. Um dieses
Problem zu minimieren, kann eine Monte-Carlo-Kreuzvalidierung (MCKV) angewendet
werden. In der MCKV wird die KV mehrfach durchgefiihrt, wahrend bei jeder neuen KV die
Proben fiir Trainings- und Testdatensatz nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt werden.
Dadurch werden die Modelle beziiglich ihrer Vorhersagefahigkeit unter Verwendung vieler
verschiedener Kombinationen von Validierungsdatensatzen bewertet [214]. Der Erfolg des
Modells wird anschliefiend als durchschnittlicher Prozentsatz korrekt klassifizierter Pro-
ben aus den Testsédtzen dargestellt [213].

Eine weitere Moglichkeit, die Optimierung der Klassifizierungsmodelle auf die ausgelas-
senen Stichproben zu umgehen, ist eine externe Validierung. Bei dieser Validierung erfolgt
die Verwendung eines nicht zur Modellerstellung verwendeten und somit unabhangigen
Probendatensatzes [213, 215, 216]. Dieser Probendatensatz ist ein Teil des originalen Da-
tensatzes, welcher nicht fiir die Modellerstellung und KV verwendet wurde. Dazu wird der
Datensatz in ein Trainings-, Test- und unabhangigen Probendatensatz geteilt. Mit dem Trai-
nings- und Testdatensatz erfolgt die Modellerstellung und KV, wahrend die Vorhersagekraft
des optimierten Modells anschlieffend mit dem unabhdangigen Probendatensatz tiberpriift
wird [213].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine interne MCKV als auch eine externe Validierung
der Klassifizierungsmodelle durchgefiihrt. Fiir den unabhangigen Probendatensatz wurden
20% der Originaldaten verwendet als Beurteilungskriterium fiir die Vorhersagekraft des
Modells beziiglich des unabhéngigen Probendatensatzes diente der conf-Wert, welcher als
Maf? fiir den Abstand der Testprobe zum Mittelpunkt der entsprechenden Klasse darstellt.
Besitzt eine Testprobe einen conf~-Wert von 0, so liegt diese im Datenmittelpunkt der ent-
sprechenden Klasse. Betragt der conf-Wert 1, so liegt die Testprobe noch innerhalb des
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berechneten 95% Prognoseellipsoids der entsprechenden Klasse. Die interne Validierung
erfolgte mit einer zehnfachen MCKV. Der Datensatz wurde zu 90% Trainingsdatensatz und
10% Testdatensatz eingeteilt, sodass es sich um eine zehnfache KV handelte. Diese zehnfa-
che KV wurde zehn Mal wiederholt, wahrend nach jeder KV die Auswahl der Proben fiir
Trainings- und Testdatensatz nach dem Zufallsprinzip erfolgte. Dies fiihrte dazu, dass der
Trainingsdatensatz bei jeder KV aus einer anderen Kombination von Proben bestand. Dem-
nach erfolgte die Erstellung und Uberpriifung des Modells 100 Mal. Aus den 100
Uberpriifungen wurde der Mittelwert der korrekt klassifizierten Proben aus den Testsitzen
in einer Konfusionsmatrix dargestellt (Arbeitsvorschrift 8.4.3).

3.5.6 Datenfusionierung der 'H-NMR-spektroskopischen Daten der lipo-
philen und hydrophilen Metaboliten

Die Uberpriifung der Authentizitit von Lebensmitteln erfordert eine ganzheitliche Cha-
rakterisierung der Produkte. Allerdings reicht eine einzelne Messung oftmals nicht aus, um
eine komplexe Lebensmittelmatrix komplett zu charakterisieren. Daher kann eine verbes-
serte Charakterisierung des Lebensmittels auch durch Kombination mehrerer
Analysenmethoden in einer Datenfusionierung erfolgen. Durch die Datenfusionierung wird
der Informationsgehalt erh6ht und gleichzeitig kann der Einfluss storender Variablen redu-
ziert werden. Wichtig fiir eine Datenfusionierung ist jedoch, dass die Datensitze, die
kombiniert werden, mindestens teilweise unterschiedliche Informationen enthalten [217].
Haufig kombinierte Analysenmethoden sind sensorische Daten, NMR, MS, oder Isotopenda-
ten, wobei normalerweise zwei Methoden miteinander kombiniert werden [205, 218]. Die
Datenfusionierung kann in die Kategorien der Low-, Mid- und High-Level Datenfusionie-
rung eingeteilt werden. In der Low-Level Datenfusionierung werden die Verfahren
zusammengefasst, bei denen die urspriinglichen Datenblocke verschiedener Methoden zu-
sammengefiigt werden. Die urspriinglichen Datenbl6écke stellen in dieser Arbeit die Buckets
dar und werden mittels Zeilenverkettung in eine neue Matrix liberfiihrt. Die Zeilen der
neuen Matrix entsprechen der Anzahl der analysierten Proben und die Spalten der Anzahl
der Variablen, die aus den verschiedenen Informationsquellen stammen. Mit dieser Matrix
erfolgt dann die Erstellung des Klassifizierungsmodells. Low-Level Ansatze sind einfach an-
zuwenden, jedoch ist ein Skalierungsschritt erforderlich, um einen grofieren Einfluss eines
Datenblocks mit hoherer Varianz zu vermeiden [205, 217]. Nachteil der Low-Level Daten-
fusionierung ist, dass der Einfluss storender oder irrelevanter Variablen moglicherweise
nicht reduziert wird. Bei einer hohen Anzahl von Variablen sollte vor der Erstellung eines
Klassifizierungsmodels eine Dimensionsreduktion mittels PCA oder PLS erfolgen [218].

Die hohe Dimensionalitdt der Daten in einem Metabolomics-Ansatz macht eine Daten-
reduktion zwingend erforderlich, sodass eine Mid-Level Datenfusionierung oft besser
geeignet ist [218-220]. Bei der Mid-Level Datenfusionierung erfolgt zunachst die Berech-
nung der latenten Variablen fiir jeden urspriinglichen Datenblock. Die latenten Variablen
der Datenblocke, welche die PCA- oder PLS-Scores darstellen, werden anschlief3end in einer
Matrix verkettet. Das endgiiltige Klassifizierungsmodell wird anschliefiend auf Basis dieser
Matrix berechnet [205, 217, 218]. Die Mid-Level Datenfusionierung ergibt im Vergleich zur
Low-Level Datenfusionierung eine bessere Klassifizierungsfihigkeit [218].

Die Anwendung der High-Level Datenfusionierung basiert auf der Erstellung von Klas-
sifizierungsmodellen fiir jeden Datenblock, welche anschlieflfend fiir die
Entscheidungsfindung kombiniert werden. Daher wird dieser Ansatz auch als Entschei-
dungsfusion bezeichnet [205, 217].
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In der vorliegenden Arbeit wurde getestet, ob eine Low-Level oder eine Mid-Level Da-
tenfusionierung 'H-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten eine
bessere Vorhersagefiahigkeit als die der jeweiligen Einzelmodelle ergibt (Arbeitsvorschrift
8.4.4).

3.6 Identifizierung der Kaffeemetaboliten mittels NMR-Spekt-
roskopie

Das 'H-NMR-Spektrum eines Pflanzen-Extraktes liefert Signale vieler verschiedener Pri-
mar- und Sekundarverbindungen. Der Vergleich mit Referenzverbindungen kann fiir viele
dieser Verbindungen zu einer erfolgreichen Identifizierung der Signale in einem NMR-
Spektrum fiihren. Jedoch sind fiir viele pflanzliche Sekundarmetaboliten keine Referenzver-
bindungen verfiigbar. In diesem Fall erfordert die Zuordnung der NMR-Signale und die
Identifizierung der entsprechenden Verbindung mehr Spektraldaten [135]. So konnen
zweidimensionale (2D)-NMR-Experimente zur Identifizierung angewandt werden [135].
Die Einfithrung einer zuséatzlichen Zeitspanne, der Evolutionsperiode, zwischen der Vorbe-
reitungs- und Erfassungsperiode des 1D-Experiments ist die Grundlage fiir 2D-
Experimente. Der FID ist nun von der Evolutionszeit t1 und der Detektionszeit t2 abhangig.
Durch eine FT resultiert ein NMR-Spektrum, das durch die zwei Frequenzen F1 und F2 cha-
rakterisiert ist. Das 2D-NMR-Spektrum kann anschliefend in sogenannten
Konturdiagrammen dargestellt werden [119]. Die F1-Ebene im 2D-NMR-Spektrum stammt
von t1 und entspricht der Evolutionszeit, wohingegen die F2-Ebene aus t2 stammt und der
Erfassungszeit entspricht [121].

Ein 2D-Experiment besteht aus der Vorbereitung, der Evolution, der Mischung und der
Erfassung. Die Vorbereitungs- und Mischperiode beinhalten abhdngig vom entsprechenden
Experiment jeweils ein oder mehrere Pulse, wohingegen die Detektionsperiode analog zu
einem 1D-NMR-Experiment ist. Der Puls in der Vorbereitungsperiode erzeugt einen Un-
gleichgewichtszustand des Spinsystems, welches sich nach dem Puls in der
Evolutionsperiode frei entwickelt. Die Art der Wechselwirkung wahrend der Evolutionspe-
riode ist abhdngig von den physikalischen Bedingungen wie der chemischen Verschiebung
oder der Spin-Spin-Kopplung und charakterisiert die Art des 2D-Experiments. Die Evoluti-
onsperiode endet mit einem zweiten Puls in der Mischphase, welcher zur Erfassung des
FIDs fithrt. Um die Evolutionszeit wahrend der Aufnahme des FID indirekt miterfassen zu
konnen, wird das NMR-Experiment mehrmals wiederholt, wobei die Evolutionszeit um ei-
nen einheitlichen Betrag erh6ht wird [119, 121]. Der Betrag der schrittweisen Erh6hung
der Evolutionszeit bestimmt wesentlich die Gesamtdauer des 2D-Experiments. Um die Ge-
samtdauer des 2D-NMR-Experiments zu reduzieren, kann ein Non Uniform Sampling (NUS)
eingesetzt werden. Durch NUS wird die Anzahl der gesammelten Datenpunkte reduziert
und damit die Gesamtdauer des 2D-NNR-Experiments verkiirzt. Dies wird erreicht, indem
nur eine Teilmenge der t1-Datenpunkte erfasst wird. In einem NUS Experiment kdnnen
25-50% der Datenpunkte erfasst werden, was zu einer zwei- bis vierfachen Zeitersparnis
fiihrt. Die Erfassung einer zu geringen Anzahl von t1-Datenpunkten kann jedoch zur Bildung
von Artefakten bis hin zur Verfalschung des NMR-Spektrums fithren. Zudem muss beriick-
sichtigt werden, dass vor der FT eine Rekonstruktion der fehlenden Datenpunkte
erforderlich ist [121].

2D-NMR-Experimente kénnen in solche unterteilt werden, die homonukleare oder he-
teronukleare Korrelationen erfassen. Homonukleare Korrelationen beinhalten die gleichen
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Kerne und sind meistens 'H-'H-NMR-Experimente. Zur Identifizierung von Metaboliten
konnen Correlation Spectroscopy (COSY) und Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) an-
gewendet werden. Das !H-1H-COSY-Experiment zeigt direkte Kopplungen zwischen
benachbarten Protonen iiber zwei (2/uu) oder drei Bindungen (3/un). Signale, die im COSY-
Spektrum auf der Diagonalen liegen, weisen die chemische Verschiebung auf, die auch in
einem 1D-1H-NMR-Spektrum erkennbar sind. Die von der Diagonalen abweichenden Kreuz-
signale zeigen eine skalare Kopplung benachbarter Protonen. Dahingegen zeigt das TOCSY-
Experiment skalaren Kopplungen innerhalb des gesamten Spinsystems an[121].

Bei heteronuklearen 2D-NMR-Experimenten handelt es sich um die Messung zwei ver-
schiedener Kerne, wie beispielweise 1H und 13C. Die beiden weit verbreiteten Experimente,
die auf heteronuklearen Korrelationen beruhen, sind das Hetero Nuclear Single Quantum
Coherence (HSQC) und das Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) Experiment.
Die Anwendung dieser Techniken erfordert die Unterdriickung der stérenden Resonanz
von Protonen, welche an Kerne gebunden sind, die eine Kernspinquantenzahl I # %2 haben,
wie es bei 1H gebunden 2C-Kernen der Fall ist. Dies wird heutzutage mittels gepulster Feld-
gradienten erreicht. Sowohl im HSQC- als auch im HMBC-Experiment erfolgt die
Ubertragung der Quermagnetisierung von 'H auf gekoppelte 13C-Kerne. Durch das 'H-13C-
HSQC-Experiment werden Korrelationen von Protonen mit direkt benachbarten 13C-Kernen
(Ycu) ersichtlich, wohingegen beim 'H-13C-HMBC-Experiment Korrelationen von Protonen
und 13C-Kernen tlber zwei (?/cu) oder drei Bindungen (3/cu) aufgezeigt werden [121, 221].
Ein zusatzlicher Informationsgewinn kann durch die Verwendung eines Experimentes er-
folgen, welches das Hetero Nuclear Single Quantum Coherence-Experiment mit der Total
Correlation Spectroscopy (HSQC-TOCSY) verbindet, da hier neben der Korrelation von Pro-
tonen und direkt benachbarten 13C-Kernen auch Spinsysteme eines Molekiils aufgezeigt
werden konnen [129].

Fiir die Zuordnung der Signale zu Kaffeeinhaltsstoffen wurden in der vorliegenden Ar-
beit das HSQC- und HSQC-TOCSY-Experiment verwendet. Fiir die Erfassung der Daten
wurde NUS angewendet, wobei 50% der t1-Datenpunkte erfasst wurden, was zu einer Zei-
tersparnis um den Faktor zwei fiihrte (Arbeitsvorschrift 8.5). Zusatzlich erfolgte der
Vergleich mit Referenzsubstanzen (Arbeitsvorschrift 8.5).

3.7 Zielgerichtete Analyse zur Quantifizierung verschiedener
Kaffeemetaboliten

Die Quantifizierung der Metaboliten in Kaffee kann durch verschiedene Methoden erfol-
gen. Wahrend die Analyse der Aromastoffe normalerweise mittels GC-MS erfolgt, wird fur
die Analyse nicht fliichtiger Kaffee-Inhaltsstoffe die Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) eingesetzt. Bei den mittels HPLC
untersuchten Inhaltsstoffen handelt es sich dabei um Coffein, CQA, Trigonellin, NMP, HMF
und Nicotinsdure [222-226]. Mittels gNMR konnten in der Literatur unter anderem die Kaf-
feeinhaltsstoffe Trigonellin, NMP, Nicotinsidure, Ameisensaure, 5-CQA, 3-CQA, Koffein und
Ameisensaure in einem methanolischen Extrakt bestimmt werden [88]. Del Campo et al.
quantifizierten Koffein, Ameisensdure, Trigonellin und HMF in loslichem Kaffee mittels
qNMR [227].

Die HPLC ist eine chromatographische Methode, welche die Trennung von Analytgemi-
schen innerhalb kurzer Zeit ermoglicht. Die Trennung erfolgt aufgrund unterschiedlich
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starker Wechselwirkungen sowohl zwischen Analyt und der mobilen Phase, als auch zwi-
schen dem Analyten und der stationiaren Phase. Die stationdre Phase stellt das Fiillmaterial
gepackter Saulen dar, durch welche die mobile Phase fliefdt. Je weniger stark die Wechsel-
wirkung von Analyt mit der stationdren Phase ist, desto schneller passiert der Analyt die
Séule. Bei der Verwendung einer polaren stationdren Phase, wie beispielsweise Kieselgel,
und einer relativ unpolaren mobilen Phase, handelt es sich um ein Normalphasen-System.
Das Trennprinzip beruht auf einer unterschiedlich starken Adsorption der verschiedenen
Analyten an der stationdren Phase. Dagegen werden bei dem Umkehrphasen-System che-
misch modifizierte Tragermaterialien als stationdre Phase verwendet, die relativ unpolar
sind. Dies wird erreicht, indem an die polaren, endstindigen Silanolgruppen an der Ober-
flache des Kieselgels Alkylreste bestimmter Kettenldnge oder Reste mit einer funktionellen
Gruppe gebunden werden. Als mobile Phase dien Wasser, welches verschiedene Anteile an
organischen Modifiern wie Methanol oder Acetonitril enthalten kann. Das Umkehrphasen-
System wird iiberwiegend zur Auftrennung von Gemischen mittelpolarer Verbindungen
eingesetzt [228-230]. Die Analyse der Kaffeeinhaltstoffe erfolgt in der Literatur meist mit
einem Umkehrphasen-System, welches mit einem Diodenarray-Detektor gekoppelt ist
(HPLC-DAD) [223, 225]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine HPLC-DAD Methode zur
Quantifizierung von Trigonellin, Koffein, HMF, 3-CQA, 4-CQA, und 5-CQA eingesetzt und die
Ergebnisse mit denen der gNMR-Methode verglichen (Arbeitsvorschrift 8.6.1). Zusatzlich
wurde die amtliche Untersuchungsmethode L 46.00-3 zur Bestimmung von Koffein in Kaf-
fee und Kaffee-Erzeugnissen angewendet (Arbeitsvorschrift 8.6.2). Nach dieser Methode
erfolgte eine Heifdextraktion der Kaffeeproben und eine anschliefiende Bestimmung des
Koffeins mittels HPLC-DAD.

Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, ermoglicht die gQNMR die simultane Bestimmung meh-
rerer Analyten aus verschiedenen Substanzklassen ohne aufwindige Probenvorbereitung
[119]. Fiir die Quantifizierung der Kaffeeinhaltsstoffe mittels gNMR wurde in der Literatur
sowohl die Verwendung eines IStd, als auch die Anwendung der PULCON-Methode be-
schrieben [88, 227]. In der vorliegenden Arbeit wurden die H-NMR-Spektren der nicht
zielgerichteten Methode fiir die Untersuchung der hydrophilen Metaboliten verwendet, um
ausgewahlte Kaffeeinhaltsstoffe zu quantifizieren. Aufgrund der vielen hydrophilen Meta-
boliten, deren Signale sich liber das gesamte NMR-Spektrum erstrecken, konnte kein
geeigneter IStd gefunden werden, welcher keinerlei Uberlappung mit den Analytsignalen
aufwies. Aus diesem Grund wurde die PULCON-Methode (Kapitel 1.2.2.1) zur Quantifizie-
rung von HMF, Trigonellin, NMP, Koffein, CQA, Ameisensdure, Essigsaure und Milchsdure
angewendet als Grundlage fiir die Quantifizierung diente die entwickelte PULCON-Methode
von Monakhova etal. [127, 231]. Durch einen separat gemessenen externen Std, welcher als
Quantification Reference (QuantRef) bezeichnet und bei jeder Messserie mitvermessen
wird, erfolgte die Ermittlung eines geratespezifischen Faktors (ERETIC-Faktor). Dazu wur-
den die Signale der sich in der QuantRef befindenden Milch- und Zitronensaure integriert
und fiir jedes dieser Signale der ERETIC-Faktor bestimmt (Formel 14) [127, 231]. Es gilt:

Ipes ® SWRef ° MGRef (14)

ERETIC =
SIRef ® Crer ® NRef

Dabei beschreibt Iz das absolute Integral des jeweiligen Signals, SWges die spektrale
Breite in ppm, MGgesdas Molekulargewicht in g/mol der entsprechenden Referenzsubstanz,
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Slrerdie Anzahl der Datenpunkte des prozessierten 1H-NMR-Spektrums, cg.rdie Konzentra-
tion der Referenzsubstanz in mg/L und Ngerdie Anzahl der Protonen, die das entsprechende
Signal erzeugen. Nach der Bildung des Mittelwertes der bestimmten ERETIC-Faktoren
wurde die Konzentration der Analyten in den Kaffeeproben nach Formel 15 ermittelt [127,
231]. Aufgrund der gleichen Anzahl an Scans fiir die tH-NMR-Messung von QuantRef und
Probe, wurde dieser Parameter in Formel 15 vernachlassigt.

o = IX.SWX.MGX.Plx.V (15)
X = Sy« ERETIC « Ny » Plpe, « VF « EW

Das tiefgestellte X bezieht sich auf dem entsprechenden Analyten, cx ist die Konzentra-
tion des Analyten in mg/kg, Iy das absolute Integral des jeweiligen Signals, SWx die spektrale
Breite in ppm, MGy das Molekulargewicht in g/mol, P1x die Lange des 90° Pulses der Probe,
V das Volumen der Extraktionslosung in L, SIx die Anzahl der Datenpunkte des prozessier-
ten NMR-Spektrums, Nx die Anzahl der Protonen, die das entsprechende Signal erzeugen,
P1grdie Lange des 90° Pulses der QuantRef, der VF der Verdiinnungsfaktor und EW die Ein-
waage der Kaffeeprobe in kg.

Bei der gNMR-Methode war die separate Bestimmung von 3-, 4- und 5-CQA nicht mog-
lich, sodass diese Isomere als Summenparameter bestimmt wurden. Die Signale von Koffein,
Essigsaure, Milchsdure und CQA iiberlappten im 1H-NMR-Spektrum, sodass fiir deren In-
tegration ein Line-Shape-Fitting Verfahren mittels der Software MATLAB® angewendet
wurde (Arbeitsvorschrift 8.6.3).

Die entwickelte gNMR Methode wurde anschlief3end beziiglich Richtigkeit, Prazision,
Linearitat, Robustheit, Nachweis- (NG) und Bestimmungsgrenze (BG) iiberpriift (Arbeits-
vorschrift 8.6.3). Die Richtigkeit ist ein Maf? fiir die Abweichung des ermittelten Wertes vom
wahren Wert aufgrund eines systematischen Fehlers und wird durch die Wiederfindung be-
legt. Die Prazision ist ein Maf3 fiir die zufallige Streuung der Messwerte um den wahren Wert
und beinhaltet Wiederhol- und Vergleichsprazision. Die Wiederholprazision beschreibt
Schwankungen, die wahrend der Probenvorbereitung entstehen kénnen und kann durch
eine mehrfache Probenvorbereitung einer Probe bestimmt werden. Die Vergleichsprazision
oder auch Reproduzierbarkeit beschreibt zu der Wiederholprazision die Schwankungen
durch die Probenaufarbeitung und Messung durch verschiedene Personen oder Labore. Die
Reproduzierbarkeit wird durch die Aufarbeitung und Messung einer Probe von mindestens
zwei verschiedenen Personen bestimmt, wobei Werte von 10 - 20 % akzeptabel sind. Bei
der Linearitdt wird der Konzentrationsbereich eines Analyten bestimmt, in welchem das
Messergebnis proportional zur Analytkonzentration in der Probe ist. Die Bestimmung der
Linearitat erfolgt durch eine Regression des Signals gegen die Konzentration des Analyten.
Die NG ist das Messergebnis, ab welchem mit hinreichender Sicherheit ausgesagt werden
kann, dass der Analyt in der Probe tatsachlich vorhanden ist. Dahingegen beschreibt die BG
das Messergebnis, bei welchem die Unsicherheit ausreichend klein, und damit eine Quanti-
fizierung moglich ist [232]. NG und BG kénnen nach DIN 32645 bestimmt werden. Die
Robustheit gibt Auskunft dariiber, ob das Messergebnis durch Anderungen der Bestim-
mungsbedingungen variiert. Sie kann bestimmt werden, indem bewusst Verdnderungen
vorgenommen werden, wie beispielsweise die Messung an einem anderen Analysengerit,
eine Verdnderung des pH-Wertes oder die Verwendung unterschiedlicher Chemikalien
[232].
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Probenmaterial

Fiir einen Metabolomics-Ansatz ist die Auswahl des Probenmaterials von grofier Bedeu-
tung. Der Pflanzenstoffwechsel zeichnet sich neben einer Vielzahl aus Stoffwechselwegen
durch eine hohe Anpassungsfihigkeit an die Umgebung der Pflanze aus. Bei der Proben-
nahme von Pflanzen im Rahmen eines Metabolomics-Ansatzes kann jedoch nur ein
aktuelles Bild dieses vielfaltigen Stoffwechsels erfasst werden. Um die Vielfaltigkeit dieses
Pflanzenmetaboloms erfassen zu konnen, ist daher die Messung vieler Proben, welche in
unterschiedlichen Zeitraumen gesammelt wurden, erforderlich [135, 233, 234]. In der vor-
liegenden Arbeit wurden Ulber einen Zeitraum von drei Jahren 688 Arabica-Kaffeeproben
unterschiedlicher Varietdt untersucht. Dabei wurden moglichst viele Metadaten tiber geo-
graphischen Ursprung sowie Anbau- und Erntebedingungen der Kaffeeproben mit
aufgenommen. Neben 603 trommelgerosteten Kaffeeproben wurden 85 Rohkaffee-Proben
mittels Heif3luft-Rostverfahren gerdstet. Es wurden ausschlief3lich gerostete Kaffeeproben
untersucht, wodurch ein zusatzlicher Trocknungsschritt wiahrend der Probenvorbereitung
nicht notig war. Bedingt durch verschiedene Rostbedingungen der einzelnen Kaffeeproben,
wiesen diese einen unterschiedlichen Feuchtegehalt und einen unterschiedlichen Réstgrad
auf. Um die biologischen Variationen zu erfassen, wurde der Feuchtegehalt und der Rost-
grad jeder Kaffeeprobe bestimmt. Die in dieser Arbeit verwendeten Kaffeeproben mit den
jeweiligen Metadaten sind im Anhang in Tabelle 9-1 aufgelistet.

4.2 Entwicklung einer nicht zielgerichteten Methode fiir die
Untersuchung der lipophilen Metaboliten

4.2.1 Extraktionsmethode

Das Ziel des nicht zielgerichteten Metabolomics-Ansatzes ist es, den Ausschluss von Me-
taboliten durch den Einsatz geeigneter Probenvorbereitungsverfahren weitgehend zu
vermeiden, um so eine umfassende Analyse biologischer Systeme zu erméglichen [233]. Je
mehr Schritte bei der Probenvorbereitung durchgefiihrt werden, desto geringer wird die
chemische Vielfalt der im Extrakt vorhandenen Verbindungen [235]. Fiir die Extraktion von
Pflanzenmaterial wird daher eine schnelle, reproduzierbare und unselektive Extraktions-
methode bevorzugt, die moglichst viele verschiedene Metaboliten der zahlreich
vorhandenen Primar- und Sekundarbestandteile herauslost [187, 236]. Dazu wurden wah-
rend der Entwicklungsphase fiir die Untersuchung der lipophilen Metaboliten zunachst
verschiedene Extraktionsmethoden mit unterschiedlichen Loésungsmittelkombinationen
getestet (Kapitel 3.3.1). Die Methoden nach Folch et al.,, Bligh und Dyer sowie die Methode
nach Ackermann et al. verwenden neben unterschiedlichen Anteilen an Chloroform und Me-
thanol zusatzlich Wasser [153, 154, 156]. Die Methode von Ackermann et al. zeichnet sich
im Vergleich zu der Methode nach Folch et al. durch ein deutlich geringeres Verhaltnis von
Probe zu Extraktionsmittel aus [156]. Neben diesen Methoden wurde zusatzlich eine Ex-
traktion nur mit Chloroform und einer Mischung aus Chloroform und Methanol (1:1, v/v)
getestet. Auch wurden Extraktionen mit weniger toxischen Losungsmitteln durchgefiihrt.
Dazu wurde Aceton und eine Mischung aus Ethanol und Ethylacetat (1:1, v/v) als Extrakti-
onsmittel verwendet [155]. Die Extrakte der verschiedenen Losungsmittel und -gemische
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wurden mittels TH-NMR vermessen. Die Extraktionsmethoden wurden anhand der !H-
NMR-Spektren hinsichtlich Reproduzierbarkeit und Extraktion méglichst vieler Metaboli-
ten miteinander verglichen. Ein Vergleich der 'H-NMR-Spektren der verschiedenen
Extraktionsmethoden ist in Abbildung 4-1 dargestellt.
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Abbildung 4-1: Ausschnitte aus dem Hoch- und Tieffeld im Bereich 6u = 1,50 - 5,60 ppm und &1 = 7,80 - 9,80 ppm
der 400 MHz H-NMR-Spektren von einer Kaffeeprobe, die mit verschiedenen Lésungsmitteln und Lésungsmittelge-
mischen extrahiert wurden. Die Messung erfolgte in CDCls:MeOH-d4+ 1:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde
auf 6tms = 0,00 ppm referenziert. Extraktionsmethoden: A: Folch et al. (Chloroform:Methanol: 2:1 (v/v)); B: Acker-
mann et al. (Chloroform:Methanol:Wasser 10:5:1 (v/v/v)); C: Bligh und Dyer (Chloroform:Methanol 1:2 (v/v)); D:
Lin et al. (Ethylacetat:Ethanol 1:1 (v/v)), E: Aceton; F: Chloroform; G: Chloroform:Methanol 1:1 (v/v)

Aus Abbildung 4-1 ist zu erkennen, dass durch die Anwendung der verschiedenen Ex-
traktionsmethoden eine unterschiedliche Anzahl an Kaffeemetaboliten erfasst wurde. Mit
Ausnahme der Methode nach Bligh und Dyer konnte eine Extraktion der Lipidbestandteile,
deren Signale im Bereich &y = 0,50 - 5,50 ppm auftreten, durch alle Extraktionsmethoden
erzielt werden. Mit der Methode nach Bligh und Dyer wurden deutlich weniger lipophile
Kaffeemetaboliten extrahiert. Durch eine Extraktion mit Chloroform und Methanol im Ver-
héltnis 1:1 (v/v) konnten zusatzlich polarere Metaboliten erfasst werden, welche Signale
im Bereich 6y = 8,00 - 9,50 ppm erzeugen. Dies konnte auch mit der Methode nach Acker-
mann et al. teilweise erreicht werden. Im Gegensatz dazu sind im 'H-NMR-Spektrum der
mittels Folch et al. extrahierten Kaffeeproben im Tieffeld nur wenige Signale ersichtlich. Bei
der Methode nach Folch et al. wurde nach der Extraktion ein zusatzlicher Waschschritt
durchgefiihrt, in welchem ein Verlust der zuvor extrahierten Metaboliten auftreten konnte.
Auch durch die Verwendung der toxikologisch weniger bedenklichen Methode nach Lin et
al. konnten polarere Metaboliten mit Signalen im Bereich von 84 = 8,00 - 9,50 ppm extra-
hiert werden. Eine Extraktion von Kaffee mit dem reinen Losungsmittel Chloroform bzw.
Aceton ergab 'H-NMR-Spektren, welche deutlich weniger Signale im Tieffeld aufwiesen.

Um die getesteten Methoden beziiglich der Extraktionseffizienz zu vergleichen, wurden
zundchst in den 'H-NMR-Spektren zwolf Signale im Bereich 6u = 0,50 - 7,30 ppm ausge-
wahlt. Anschlieffend wurde der Mittelwert der jeweiligen Signalfliche aus allen
Extraktionsmethoden gebildet und die prozentuale Abweichung jeder Methode zum Mittel-
wert berechnet. Die prozentuale Abweichung vom Mittelwert aller getesteten
Extraktionsmethoden fiir die zwo6lf ausgewahlten Signale ist in Abbildung 4-2 dargestellt.
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Abbildung 4-2: Prozentuale Abweichungen vom Mittelwert der entsprechenden Integrale ausgewdhlter Signale im
Bereich 6n = 0,5-7,3 ppm. Fiir die Berechnung des Mittelwertes eines Integrals wurden die entsprechenden Integrale
aller Extraktionsmethoden herangezogen. Extraktionsmethoden: Folch et al.: Chloroform: Methanol: 2:1 (v/v);
Ackermann et al.: Chloroform: Methanol: Wasser 10:5:1 (v/v/v); Bligh und Dyer: Chloroform: Methanol 1:2 (v/v);
Lin et al.: Ethylacetat: Ethanol 1:1 (v/v), Aceton, Chloroform, Chloroform: Methanol 1:1 (v/v). Integral 1:
6n=0,76-087ppm; Integral 2: 6m =122-134ppm; Integral 3: 6u=146-1,66ppm; Integral 4:
6n=2,68-278ppm; Integral 5: On=2353-356ppm; Integral 6: O&u=396-400ppm; Integral 7:
6n=4,08-415ppm; Integral 8: On=421-426ppm; Integral 9: 6u=>521-5234ppm; Integral 10:
6n=1584- 590 ppm; Integral 11: 6u = 7,21 - 7,23 ppm; Integral 12: 5u = 7,25 - 7,29 ppm

Die Methode nach Bligh und Dyer zeigte die geringste Extraktionseffizienz. Lediglich die
Integrale der Signale 5 und 6, welche Signale von Koffein darstellen, sind im Vergleich zu
den anderen Methoden erhoht. Dies deutet darauf hin, dass mit der Methode nach Bligh und
Dyer besser polarere Lipidbestandteile aus der Kaffeematrix herausgeldst werden konnten.
Urspriinglich wurde die Methode von Bligh und Dyer zur Extraktion von Fischproben mit
einer hohen Konzentration von Phospholipiden verwendet [153]. Wie in Kapitel 1.1.7 be-
schrieben, besteht die Lipidfraktion von Kaffee zu einem grofien Teil aus unpolaren
Triacylglyceriden und Diterpenen, welche durch das relativ polare Extraktionsgemisch der
Bligh und Dyer Methode nicht vollstdndig extrahiert werden konnten.

Auch mit der Methode nach Ackermann et al. konnten polarere Bestandteile wie Koffein
gut extrahiert werden. Neben Koffein wies auch das Integral von Signal 11, welches der Ver-
bindung Cafestol zugeordnet werden konnte, einen vergleichsweise hohen Integralwert auf.
Nach genauerer Analyse der H-NMR-Spektren war dieser erhohte Wert jedoch auf eine
Uberlagerung des Signals zuriickzufithren. Die Integrale der Signale 1 bis 4, welche gesit-
tigten FA und UFA zugeordnet werden konnten, waren durch die Extraktion von Ackermann
et al. vergleichbar zu den anderen getesteten Methoden. Die Anwendung der Methode nach
Lin et al. mit toxikologisch weniger bedenklichen Losungsmitteln flihrte zu einer effizienten
Extraktion der unpolaren Lipidbestandteile. Durch diese Extraktion konnten vergleichs-
weise hohere Integralwerte der Signale 1 bis 4 sowie 7 bis 9, welche Glycerin und der sn-2
Position der Triacylglyceride zugeordnet werden konnten, erzielt werden. Lin et al. schlu-
gen die Extraktion mit Ethanol und Ethylacetat als Alternative zur Methode nach Folch et al.
zur Untersuchung von tierischen Lipiden vor und konnten diesbeziiglich vergleichbare Er-
gebnisse erreichen [155]. Allerdings wurde die Fettsdureverteilung beziiglich der
Triacylglyceride, Cholesterinester, Phospholipide und anderer Lipide untersucht. In dem
Fettextrakt von Kaffee waren zusatzlich polarere Bestandteile wie beispielsweise Koffein
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vorhanden, welche mit der Extraktion nach Lin et al. weniger gut aus der Matrix herausge-
16st wurden. Die Integrale der Signale 5 bis 6 wiesen hier vergleichsweise geringere Werte
auf. Auch die Losungsmittel Aceton und Chloroform waren fiir die Extraktion von unpolaren
Kaffeemetaboliten gut geeignet, jedoch beziiglich der Extraktion von polareren Metaboliten
limitiert. Die Methode nach Folch et al. und eine Extraktion mit Chloroform und Methanol
(1:1, v/v) fithrten zu einer relativen guten Extraktion sowohl der unpolaren Metaboliten
wie den Triacylglyceriden oder Diterpenen, als auch den polareren Bestandteile wie Koffein.
Die Integrale der Signale 5 und 6 wiesen mittlere Werte im Vergleich zu den anderen getes-
teten Methoden auf.

Neben der Extraktion méglichst vieler Metaboliten bei einer guten Extraktionseffizienz
ist bei zielgerichteten und nicht zielgerichteten Untersuchungen eine hohe Reproduzierbar-
keit wichtig [152]. Um eine Vergleichbarkeit der Reproduzierbarkeit zu erhalten, wurden
fiir jede getestete Methode eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt und der Variationskoef-
fizient (VK) flr einzelne Signale gebildet (Tabelle 4-1). Zusatzlich wurde der mittlere VK
tiber alle Signale fiir die entsprechende Methode berechnet.

Tabelle 4-1: Verfahrensvariationskoeffizienten (VKs) fiir die Bestimmung von 12 ausgewdhlten Signalen im Bereich
61 = 0,5-7,3 ppm und mittlere VKs fiir die getesteten Extraktionsmethoden: Folch et al.: Chloroform: Methanol: 2:1
(v/v); Ackermann et al.: Chloroform: Methanol: Wasser 10:5:1 (v/v/v); Bligh und Dyer: Chloroform: Methanol 1:2
(v/v); Lin et al.: Ethylacetat: Ethanol 1:1 (v/v), Aceton, Chloroform, Chloroform: Methanol 1:1 (v/v)

Bligh . Chloroform:
o A I un%i Lin Aceton Chloroform Methanol
et al. et al. etal.
Dyer (1:1,v/v)
Signal 1 0,8 0,9 3,6 0,7 1,4 1,0 0,8
Signal 2 0,7 1,1 3,7 0,7 1,3 1,1 0,7
Signal 3 0,5 1,1 3,3 0,7 1,3 1,0 0,7
Signal 4 0,6 1,2 3,2 0,7 1,3 0,9 0,6
Signal 5 4,9 0,9 2,9 1,2 1,3 7,1 0,9
Signal 6 4,8 0,9 3,1 1,3 1,4 7,3 0,7
Signal 7 0,6 1,2 3,1 0,7 1,3 0,9 0,6
Signal 8 0,5 1,3 3,3 0,7 1,3 7,4 0,6
Signal 9 0,6 1,2 4,1 0,6 1,4 1,0 0,6
Signal 10 0,3 1,4 3,3 0,6 1,4 0,9 0,7
Signal 11 0,4 1,0 2,7 0,8 1,3 0,3 0,7
Signal 12 1,0 1,5 3,1 0,9 1,4 0,8 0,7
@ VK 1,3 1,1 3,3 0,8 1,3 2,5 0,7

Die VKs lagen fiir alle getesteten Methoden in einem akzeptablen Bereich. Lediglich bei
der Extraktion mit Chloroform waren die VKs fiir die Signale fiinf, sechs und acht relativ
hoch. Im Durchschnitt besaf$ die Methode nach Bligh und Dyer den héchsten VK, wohinge-
gen die Extraktion mit der Mischung aus Chloroform und Methanol (1:1, v/v) den
geringsten VK von 0,7% aufwies. Neben dem geringen VK wies eine Extraktion mit der Mi-
schung aus Chloroform und Methanol (1:1, v/v) auch den Vorteil auf, viele Metaboliten aus
der Kaffeematrix, bei einer jedoch vergleichsweise mittleren Extraktionseffizienz, heraus-
zulésen. Im Vergleich zu den Methoden nach Folch et al., Ackermann et al. und Bligh und
Dyer war zudem die Probenvorbereitung weniger aufwandig, da kein zusatzlicher Wasch-
schritt oder eine Phasentrennung durchgefiihrt werden musste. Eine Extraktion nach Lin et
al. ware eine gute Alternative zu der Extraktion mit Chloroform und Methanol. Auch die
Methode nach Lin et al. wies einen geringen VK von durchschnittlich 0,8% auf und konnte
relativ viele Metaboliten aus der Kaffeematrix herauslosen. Die Extraktionseffizient war fiir
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die unpolaren Metaboliten vergleichsweise hoher, jedoch fiir die polareren Metaboliten ge-
ringer. Nachteil der Methode nach Lin et al. waren die anschlieffend hohen Abdampfzeiten,
welche zur vollstandigen Entfernung von Ethanol benétigt wurden.

Nach der Extraktion der Probe und dem Entfernen des Losungsmittels (Arbeitsvor-
schrift 8.2.3) waren bei Raumtemperatur im Riickstand der Probe feste sowie fliissige
Anteile vorhanden. Dies erschwerte eine genaue und reproduzierbare Einwaage des Kaffee-
fetts. Aus diesem Grund wurde nach der Extraktion ein Aliquot des Extraktes von 2 mL
abgenommen, membranfiltriert und vom Filtrat das Losungsmittel entfernt. Der Riickstand
wurde anschlief3end ausgewogen, sodass definierte Mengen der lipophilen Metaboliten fiir
die tH-NMR-Messung eingesetzt wurden. Zur Erh6hung der Konzentration der Metaboliten
in dem Extrakt wurde die Probeneinwaage der Kaffeeproben von 0,5 g auf 0,575 g erho6ht
und das Volumen des Extraktionsmittels (Chloroform und Methanol, 1:1, v/v) von 10 mL
auf 8 mL herabgesetzt (Arbeitsvorschrift 8.2.3). Zur Uberpriifung der Zeitabhingigkeit der
Extraktion wurden Versuche mit Extraktionszeiten von 30, 60, 90,120 und 180 min durch-
gefilhrt. Aus den resultierenden 'H-NMR-Spektren wurden zwolf Signale im Bereich
On = 0,80 - 9,20 ppm ausgewahlt und integriert. Ein Vergleich dieser Integrale zeigte, dass
durch eine langere Extraktionszeit eine hohere Ausbeute dieser Kaffeemetaboliten erzielt
wurde (Abbildung 9-1(A)). Auch das Gesamtintegral, welches aus der Summe der Signale
eins bis zwolf gebildet wurde, zeigte mit ldngerer Extratkionszeit einen hoheren Wert (Ab-
bildung 9-1(B)). Allerdings wies der mittlere VK bei einer Extraktionszeit von 60 min einen
bereits sehr geringen Wert von 0,7% auf (Tabelle 9-4). Dies zeigte, dass bei einer Extrakti-
onszeit von 60 min reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnten. Eine Extraktion
unter zusatzlicher Verwendung von Glasperlen erzielte hohere Integralwerte verschiede-
ner Signale (Abbildung 9-2). Aufgrund der erzielten Ergebnisse wurde eine Extraktion mit
einer Mischung aus Chloroform und Methanol (1:1, v/v) und einer Extraktionszeit von
60 min unter Verwendung von Glasperlen festgelegt (Arbeitsvorschrift 8.2.3).

4.2.2 Vorbereitung der Messlosung fir die H-NMR-spektroskopische
Messung

Zur Optimierung der chemischen Verschiebungen und der Auflosung der Metaboliten-
signale wurden verschiedene Kombinationen deuterierter Losungsmittel fiir die
Messlosung getestet (Kapitel 3.3.2). Dazu wurde der vom Losungsmittel befreite Riickstand
der Extraktion in CDCls, in Gemischen von CDCl3 und MeOH-d, in unterschiedlichen Verhalt-
nissen und in einer Mischung aus CDCl; und DMSO-d; (5:1, v/v) geldst. Abbildung 4-3 zeigt
einen Ausschnitt der erhaltenen 'H-NMR-Spektren im Bereich 6y = 7,00 - 11,5 ppm. Durch
die Verwendung des haufig zur Untersuchung von Kaffee eingesetzten CDCl; [89, 90, 90,
237, 238] konnten insbesondere die polareren Kaffeemetaboliten nicht gelost werden. Aus
Abbildung 4-3 ist zu erkennen, dass vergleichsweise weniger Signale im Tieffeld des 1H-
NMR-Spektrums auftraten. Auch durch die Verwendung der Mischung aus CDCl3 und DMSO-
ds (5:1, v/v) trat ein Verlust der polareren Kaffeemetaboliten wahrend des Losens auf. Eine
Mischung aus CDCl3 und MeOH-d, fithrte dazu, dass alle bei der Extraktion gewonnenen Kaf-
feemetaboliten wieder vollstindig gel6st werden konnten. Die Auflésung der Signale blieb
dabei in unabhingig von dem Mischungsverhaltnis aus CDClz und MeOH-d,.

61



Ergebnisse und Diskussion

b YT
C iJ\MJ“UﬁL_

B o JnIL_WJl‘”n”L_“..JML___JA._"mM__.JI Umuw

A " 1 L

11.3 11.1 109 10.7 105 103 10.1 99 9.7 9.5 9.3 9.1 8.9 8.7 8.5 8.3 8.1 7.
f1 (ppm)

Abbildung 4-3: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 8u = 7,00 - 11,5 ppm der lipophi-
len Kaffeemetaboliten, gemessen in verschiedenen Ldsungsmitteln bzw. Lésungsmittelgemischen. Die chemische
Verschiebung wurde auf 6rus = 0,00 ppm referenziert. Messlésung: A: CDCls; B: CDCls : MeOH-ds (2:1, v/v); C:
CDCl3 : MeOH-d4 (3:2, v/v); D: CDCl3 : MeOH-d4 (1:1, v/v); E: CDCI3 : DMSO-ds (5:1, v/v)

Das Losen des evaporierten Extraktes in einer Mischung aus CDCl; und MeOH-d; im Ver-
hiltnis 2:1 fithrte im 1H-NMR-Spektrum zu einer Uberlagerung der Analytsignale durch
Restwasser (Abbildung 9-3). Eine Erh6hung des Anteils von MeOH-d; zu einem Verhéltnis
von CDClz: MeOH-d, 1:1 (v/v) fiihrte zu einer Tieffeldverschiebung des Restwasser-Signals,
wodurch eine Uberlagerung mit Analytsignalen vermieden werden konnte.

Wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, besteht die Moglichkeit, dass sich CDClz unter der Bil-
dung von reaktiven Produkten, wie Phosgen oder Salzsaure, zersetzen kann. Unerwiinschte
Kontaminanten wie Phosgen in CDCl; konnen zur Bildung von Artefakten beitragen [161].
Daher wurde der Einfluss der Abbauprodukte von CDCl3 auf die Erfassung der Kaffeemeta-
boliten iiberpriift. Dazu wurde eine Kaffeeprobe an verschiedenen Tagen aufgearbeitet und
vermessen, wobei flir die Messlosung jeweils unbehandeltes und entscharftes CDClz (Ar-
beitsvorschrift 8.2.4 B) verwendet wurde. Ein Vergleich der resultierenden 'H-NMR-
Spektren zeigte, dass die Abbauprodukte des CDCl3 einen Einfluss auf die Erfassung der Me-
taboliten hatten (Abbildung 9-4). Durch die Verwendung des unbehandelten CDCIl; traten
in den tH-NMR-Spektren vermehrt Signal-Shifts im Tieffeldbereich auf (Abbildung 9-4(A)).
Der starke Shift des Ameisensauresignals bei 6u = 8,34 ppm liefd darauf schliefien, dass das
Vorhandensein von Salzsiure eine Anderung des pH-Wertes zur Folge hatte. Durch die die
Anwendung von entscharftem CDCl; konnten die auftretenden Signal-Shifts deutlich redu-
ziert werden (Abbildung 9-4 (B)). Somit wurde der vom Extraktionsmittel befreite
Riickstand in einer Mischung aus CDClz: MeOH-d, 1:1 (v/v) gel6st, wobei mégliche Abbau-
produkte aus dem CDCI; entfernt wurden.
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4.2.3 Optimierung der Messparameter fiir die 'H-NMR-spektroskopische
Messung

Um die optimale Erfassung der Kaffeemetaboliten sicherzustellen, wurden der Pulswin-
kel und die Messtemperatur iiberpriift sowie ein Inversion Recovery Experiment zur
Bestimmung der T;-Zeit durchgefiihrt. Fiir einen Pulswinkel von 90° wird eine Repetitions-
zeit von Faktor fiinf der langsten vorhandenen T;-Zeit empfohlen. Eine Repetitionszeit von
5-10 s, wie sie in vielen Metabolomics-Ansitzen angewendet wird, ist oft nicht ausreichend,
um eine vollstindige Relaxation aller Kerne zu gewéhrleisten [187]. Die Verringerung des
Pulswinkels auf 30° fiihrt zu der Verwendung einer kiirzeren Repetitionszeit, sodass bei-
spielsweise die Anzahl der Scans heraufgesetzt werden kann, ohne die Gesamtmesszeit zu
verlangern. Jedoch resultiert ein geringerer Pulswinkel auch in einer verringerten Intensi-
tat der Signale. Mit dem Ziel, eine moglichst hohe Intensitdt der Metabolitensignale mit
einem hohen S/N bei kurzer Messzeit zu erhalten, wurden ein Pulswinkel von 90° und einer
von 30° miteinander verglichen. Dazu wurden in den erhaltenen 1H-NMR-Spektren zwolf
Signale integriert und die Flachen miteinander verglichen. Durch die Verwendung eines
Pulswinkels von 30° bei gleichbleibender Scanzahl waren die Integrale im Vergleich zu ei-
nem Pulswinkel von 90° deutlich reduziert (Abbildung 9-5(A)). Durch eine Verringerung
der Repetitionszeit und eine Erh6hung der Scanzahl konnten mit einem Pulswinkel von 30°
Integrale erzielt werden, welche im Vergleich zu einem Pulswinkel von 90° nur leicht ver-
ringert waren (Abbildung 9-5(A)). Wie fiir die Integrale wurde auch das hdochste S/N bei
einem Pulswinkel von 90° erzielt (Abbildung 9-5(B)).

Die Uberpriifung der Messtemperatur erfolgte, indem eine Kaffeeprobe bei 280 K, 290 K
und 300 K vermessen wurde. Ein Vergleich der erhaltenen 'H-NMR-Spektren zeigte eine
Tieffeldverschiebung des Restwassersignals bei Verringerung der Messtemperatur (Abbil-
dung 4-4).
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Abbildung 4-4: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 8u = 4,10 - 5,60 ppm der lipophi-
len Kaffeemetaboliten, gemessen bei verschiedenen Temperaturen. Die chemische Verschiebung wurde auf
6tms = 0,00 ppm referenziert. Der grau hinterlegte Bereich stellt das Signal des Restwassers dar.

Durch eine Verringerung der Messtemperatur von 300 K auf 280 K trat eine Tieffeldver-
schiebung des Restwassersignals um 0,25 ppm auf, durch welche eine Uberlagerung des
Restwassersignals mit Analytsignalen vermieden werden konnte. Bereits durch die Verrin-
gerung der Messtemperatur auf 290 K konnte diese Uberlagerung vermieden werden und
bendtigte im Gegensatz zu einer Messtemperatur von 280 K eine geringere Zeit zum Herun-
terkiihlen des Probenkopfes.
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Mittels eines Inversion Recovery Experiments wurden die T;-Zeiten der in héheren Kon-
zentrationen vorkommenden Kaffeemetaboliten bestimmt. Anhand der ldngsten
vorhandenen T;-Zeit erfolgte die Bestimmung der Repetitionszeit. Die Auswertung des In-
version Recovery Experimentes bei der Analyse der lipophilen Metaboliten ergab T;-Zeiten
der Protonen von 0,24 - 2,70 s (Tabelle 9-5). Fiir die CH>-Gruppe der FA sowie fiir die Pro-
tonen des Glyceringrundgeriistes der Triacylglyceride wurden kurze T;-Zeiten von
240 - 650 ms ermittelt, wohingegen die CH>-Gruppe in a-Position der Carboxylgruppe und
die endstandige CH3z-Gruppe der FA langere T;-Zeiten von 2,14 s und 1,41 s aufwiesen. Die
langste T;-Zeit mit 2,70 s wurde fiir ein Proton des Koffeins bestimmt.

Ein Vergleich verschiedener Pulswinkel und Messtemperaturen sowie eine Bestimmung
der T1-Zeit der in hoheren Konzentrationen vorkommenden Kaffeemetaboliten wurde
ergab eine Messung mit einem Pulswinkel von 90° bei einer Temperatur von 290 K und ei-
ner D1-Zeitvon 15 s.

4.2.4 Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Extraktion und der Mes-
sung

Um sicherzustellen, dass die Extraktion und nachfolgende Messung der Kaffeeproben
fiir die nicht zielgerichtete Untersuchung der lipophilen Kaffeemetaboliten fiir die grofde
Probenanzahl reproduzierbar ist, wurde eine Kontrollprobe mitgefiihrt. Diese Kontroll-
probe war ein biologisch angebauter Kaffee ohne Herkunftsangabe. In der Vorperiode
wurde diese Kontrollprobe fiinfmal an jeweils drei verschiedenen Tagen von zwei unter-
schiedlichen Personen aufgearbeitet und vermessen. Aus den resultierenden 'H-NMR-
Spektren wurden iiber einen Bereich von 84 = 0,90 - 9,20 ppm zehn Signale ausgewahlt und
diese automatisch integriert. Dabei wurden fiir die Integration der Signale festgelegte Be-
reiche verwendet. Die absoluten Integrale der einzelnen Signale wurden aufsummiert und
der prozentuale Anteil jedes Signals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Anhand der
mehrfachen Aufarbeitung und Messung wurden der Mittelwert und die Standardabwei-
chung gebildet. Anschliefend wurde eine obere bzw. untere Warngrenze durch Addition
bzw. Subtraktion der zweifachen Standardabweichung vom Mittelwert berechnet. Die
obere und untere Kontrollgrenze ergab sich aus der Addition und Subtraktion der dreifa-
chen Standardabweichung vom entsprechenden Mittelwert jedes Signals. Anschlief3end
wurde bei jeder Messserie eine Kontrollprobe mit aufgearbeitet und vermessen. Die zehn
Signale wurden in jedem Spektrum der Kontrollprobe innerhalb der festgelegten Bereiche
integriert. Daraus wurden die prozentualen Anteile bezogen auf das Gesamtintegral gebil-
det. Die berechneten prozentualen Anteile fiir jedes Integral wurden in die Kontrollkarte
eingetragen. Abbildung 4-5 stellt die Kontrollkarte von Integral 1 und Integral 10 dar. Aus
der Abbildung sowie den Kontrollkarten der anderen Integrale ist ersichtlich, dass die un-
polaren Metaboliten reproduzierbarer extrahiert und vermessen wurden als die polareren
Metaboliten (Abbildung 9-6 und Abbildung 9-7). Die unpolaren Metaboliten wiesen sehr
enge Warn- und Kontrollgrenzen auf, wohingegen diese bei den polareren Metaboliten brei-
ter angesetzt waren. Jedoch wurde fiir keine Kontrollprobe die Kontrollgrenze
tiberschritten.
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Prozentualer Anteil Integral 1 [%]
Prozentualer Anteil Integral 10 [%)]

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 5 61 66 71 1 [ 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71

Nummer der Kontrollprobe Nummer der Kontrollprobe

Abbildung 4-5: Kontrollkarten von (A) Integral 1 (6n = 0,85 - 0,90 ppm) und (B) Integral 10 (6u = 9,16 - 9,21 ppm)
der ausgewdhlten Signale fiir die lipophilen Kaffeemetaboliten fiir insgesamt 74 Kontrollproben. Aus den Integralen
der zehn Signale wurde das Gesamtintegral berechnet und anschliefsend der prozentuale Anteil eines jeden Integ-
rals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Die griine Linie zeigt den Mittelwert. Die rote, durchgezogene Linie
stellt die Kontrollgrenze dar (Mittelwert #+ 3-Standardabweichung). Die blaue, gestrichelte Linie beschreibt die
Warngrenze (Mittelwert + 2-Standardabweichung).

4.3 Entwicklung einer nicht zielgerichteten Methode fiir die
Untersuchung der hydrophilen Metaboliten

4.3.1 Entwicklung der Extraktionsmethode

Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, fiihrt die Selbstassoziation von Koffein sowie die Bil-
dung eines m-Komplexes mit CGA zu Shifts der entsprechenden Signale im !H-NMR-
Spektrum [163, 164]. Um das Ausmafs dieser Shifts zu minimieren, wurden verschiedene
Probeneinwaagen bei gleichbleibendem Volumen des Extraktionsmittels getestet. Abbil-
dung 4-6 zeigt den Tieffeldbereich verschiedener 'H-NMR-Spektren, bei welchen eine
unterschiedliche Probeneinwaage einer Kaffeeprobe erfolgte. Deutlich erkennbar sind die
Shifts der Koffein- und CGA-Signale im Bereich &u = 6,10 - 8,00 ppm, welche aufgrund der
unterschiedlichen Probenkonzentration verursacht wurden.

molg
02¢g
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Abbildung 4-6: Ausschnitt verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich éu = 6,00 - 9,30 ppm einer Kaffee-
probe, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm.
Die chemische Verschiebung wurde auf §1sp = 0,00 ppm referenziert. Getestet wurden die Probeneinwaagen 0,10 g,
0,20 g, 0,60 g und 1,20 g. Die Extraktion erfolgte in jeweils 8,00 mL H:O0.

Auch der Vergleich zweier Kaffeeproben mit unterschiedlichen Rostgraden verdeut-
lichte insbesondere einen Shift der Koffeinsignale bei einem steigenden Verhaltnis von
Probe zu Extraktionsmittel (Abbildung 9-8). Da Signalverschiebungen die multivariate Da-
tenauswertung der 'H-NMR.Spektren erschweren konnten, wurde die Probeneinwaage
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moglichst gering gewahlt. Eine Probeneinwaage von 0,10 g flihrte jedoch zu 'H-NMR-Spek-
tren, in welchen Minorsignale ein zu geringes S/N aufwiesen. Daher wurde eine
Probeneinwaage von 0,20 g gewdhlt und zusatzlich der Receiver Gain wahrend der Erfas-
sung der hydrophilen Metaboliten erhoht. In bisherigen nicht zielgerichteten
Untersuchungen zu Kaffee wurde ein deutlich hoheres Verhiltnis von Probe zu Extraktions-
mittel gewahlt, wobei auftretende Shifts der Koffeinsignale nicht erwdahnt wurden [144,
145, 150, 239]. Toci et al. beobachteten Shifts der Signale von NMP und den CGA und be-
riicksichtigen diese durch Verwendung von breiteren Buckets [150].

Zur Sicherstellung einer reproduzierbaren Extraktion wurden die verschiedenen Extra-
tkionszeiten 20, 30, 60,90, 120, 150 und 180 min getestet. Aus den resultierenden tH-NMR-
Spektren wurden 13 Signale im Bereich von 8y = 1,00 - 9,10 ppm ausgewdahlt und integriert.
Der Vergleich der Integrale zeigte, dass eine Extraktion fiir 20 Minuten bereits ausreichend
war, um die hydrophilen Kaffeemetaboliten vollstindig aus der Matrix herauszuldsen (Ab-
bildung 9-9(A)). Lediglich bei Signal 2 fiihrte eine ldangere Extraktion zu hdheren
Integralwerten. Ein Vergleich der entsprechenden 'H-NMR-Spektren zeigte jedoch, dass
sich durch eine langere Extraktionszeit das breite Signal der Proteine erhdhte, welches Sig-
nal 2 iiberlagert. Der dadurch begriindete steigende Integralwert von Signal 2 fiihrte
weiterhin dazu, dass auch das Gesamtintegral mit steigender Extraktionszeit zunahm (Ab-
bildung 9-9(B)). Nach 20 min Extraktionszeit wurde ein mittlerer VK von 0,5% erreicht,
welcher auch durch eine langere Extraktionszeit nicht weiter reduziert werden konnte. Eine
Extraktion unter zusdtzlicher Verwendung von Glasperlen ergab keine Verbesserung be-
zliglich der Ausbeute und Reproduzierbarkeit (Abbildung 9-10). Bei einer Extraktion von
0,2 g Kaffeeprobe mit 8 mL H;0 und einer Extraktionszeit von 20 min wurde daher auf die
Verwendung von Glasperlen verzichtet.

Die in den extrahierten Kaffeeproben enthaltenen Kohlenhydrate kénnten die nachfol-
gende zielgerichtete und insbesondere die nicht zielgerichtete Untersuchung negativ
beeinflussen. Grund hierfiir ist der Abbau der Polysaccharide wihrend der Réstung, wel-
cher von der Varietit und den Rdstbedingungen beeinflusst wird und daher im
unterschiedlichen Ausmaf? stattfinden kann [53]. Bedingt durch die Untersuchung von Kaf-
feeproben verschiedener Varietit und unterschiedlichen Rostgrads konnte das
Vorhandensein unterschiedlicher Polysaccharidstrukturen, auch in den Melanoidinen, die
nicht zielgerichtete Untersuchung hinsichtlich des geographischen Ursprungs erschweren.
Zusatzlich erzeugen die Protonen der Polysaccharide Signalberge im 'H-NMR-Spektrum,
welche andere Metabolitensignale iiberlagern. Daher wurden fiir die Entfernung der Poly-
saccharide und Melanoidine aus der extrahierten Kaffeeprobe eine UF mit Membranen
verschiedener Porengrofie getestet. Bekedam et al. verwendeten zur Untersuchung von Me-
lanoidinen eine Diafiltration mit einer 3 kDa Membran [51]. Auch Gniechwitz et al. nutzen
zur Isolierung und Charakterisierung der hochmolekularen Bestandteile eines Kaffeeex-
traktes unter anderem eine UF, wobei die Membranen eine Porengréfde von 2, 3, 10, 50 und
100 kDa besafden [41, 240]. Zur Bestimmung der Gesamtpolysaccharide in Kaffee verwen-
deten Redgwell et al. eine Dialysemembran mit einer Porengréfie von 3,5 kDa [53]. Mitdem
Ziel auch kleinere Polysaccharide abzutrennen, wurden in dieser Arbeit Membranen mit ei-
ner Porengrofie von 1, 2, 3 und 5 kDa getestet. Zusdtzlich zu der Porengréfie wurden bei
den Membranen verschiedene Materialien untersucht. Bei der 1 kDa Membran wurde ein
modifiziertes Polyethersulfon eingesetzt, wohingegen bei der Porengrofde von 2 kDa eine
stabilisierte Membran auf Cellulosebasis (Hydrosart ®) eingesetzt wurde. Die 3 und 5 kDa
Membranen bestanden jeweils aus Polyethersulfon. Die Membranen verschiedener Poren-
grofle und unterschiedlichen Membranmaterials wurden anschliefiend hinsichtlich
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Effektivitat der Kohlenhydratentfernung und der Glattung der Basislinie im resultierenden
1H-NMR-Spektrum miteinander verglichen. Bei allen getesteten Membranen war jedoch
Glycerin vorhanden, welches durch Waschen mit Wasser vor der Filtration der Proben ent-
fernt werden sollte, um dadurch unerwiinschte Signale im tH-NMR-Spektrum zu vermeiden
[166, 167]. Durch fiinf Waschschritte konnte das Glycerin bei den Filtern mit einer Poren-
grofde von 1 und 2 kDa vollstandig entfernt werden (Abbildung 4-7 (B) und (C)). In tH-NMR-
Spektren der Kaffeeproben, welche mit den Filtern mit einer Porengréfie von 3 und 5 kDa
behandelt wurden, traten nach fiinf Waschschritten weiter Signale von Glycerin im Bereich
On = 3,5-3,7 ppm auf (Abbildung 4-7 (D) und (E)).

£

f1 (ppm)

Abbildung 4-7: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 61 = 0,60 - 4,60 ppm einer Kaffee-
probe aufgearbeitet mittels Ultrafiltration unter Verwendung verschiedener Membranen, gemessen in H20:D20 9:1
(v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm. Die chemische Verschiebung
wurde auf 8tse = 0,00 ppm referenziert. A: Kaffeeextrakt membranfiltriert (GF/PET, 25 mm, 0,2 um); B: Verwen-
dung einer Membran mit der PorengréfSe 1 kDa; C: Verwendung einer Membran mit der PorengréfSe 2 kDa; D
Verwendung einer Membran mit der PorengréfSe 3 kDa; E: Verwendung einer Membran mit der PorengréfSe 5 kDa

In Abbildung 4-7 kennzeichnet (A) das membranfiltrierte Kaffeeextrakt. Die Signalberge
in den Bereichen 8x = 1,80 - 2,30 ppm, 1 = 3,50 - 4,40 ppm und 6x = 1,20 - 1,40 ppm sind
deutlich erkennbar. Die Proteine konnten durch die Anwendung aller Zentrifugenfilter ent-
fernt werden. Im Bereich 64 = 1,20 - 1,40 ppm ist in den Spektren (B)-(E) der Signalberg,
verursacht durch die Proteine, nicht mehr erkennbar. Die effektivste Abtrennung der Koh-
lenhydrate konnte durch eine Porengrofie von 1kDa erreicht werden. Spektrum (B),
welches die Anwendung der 1 kDa Membran darstellt, weist die beste Glattung der Basisli-
nie auf. Durch die Verwendung einer 2 kDa Membran (Spektrum (C)) konnte eine
geringfiigig schlechtere Abtrennung der Kohlenhydrate erreicht werden. Dies deutet an,
dass durch eine UF mit Zentrifugenfilter mit einer Porengréf3e von 1 und 2 kDa hochmole-
kulare Melanoidine entfernt werden konnten. Durch die Anwendung der Zentrifugenfilter
mit dieser Porengrofie konnten die Signalberge insbesondere im Bereich
On = 3,50 - 4,40 ppm reduziert, jedoch nicht vollstindig entfernt werden. Grund hierfiir
konnten die teilweise abgebauten Polysaccharide und niedermolekulare Melanoidine sein,
welche nach der Rostung vorlagen und durch die UF nicht vollstindig entfernt werden
konnten. In Spektrum (D) und (E), welche jeweils durch die Anwendung der 3 und 5 kDa
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Membran entstanden sind, sind neben den Signalen der Kohlenhydrate zusatzlich Signale
von Glycerin erkennbar. Bei diesen beiden Filtern waren zusatzliche Waschschritte notig,
um das Glycerin vollstdndig aus der Membran zu entfernen.

Die Auswirkung der Entfernung der hochmolekularen Melanoidine und die damit ver-
bundene teilweise Entfernung der Kohlenhydrate auf die nicht zielgerichtete Untersuchung
der hydrophilen Kaffeemetaboliten beziiglich des geographischen Ursprungs wurde an-
hand von 75 Kaffeeproben untersucht. Dazu wurden die Proben jeweils mit einer
Membranfiltration und der UF unter Verwendung von Filter mit einer Porengrofie von 1
und 2 kDa aufgearbeitet und vermessen. Die resultierenden tH-NMR-Spektren wurden an-
schliefend multivariat mittels PCA-LDA ausgewertet und die erhaltenen
Klassifizierungsmodelle miteinander verglichen (Abbildung 9-11). Die Anwendung des
Membranfilters und der UF mit einem 2 kDa Zentrifugenfilter resultierten in sehr dhnlichen
Klassifizierungsmodellen. Durch die Anwendung der UF mit einer 1 kDa Membran sank die
richtige Zuordnung der Testproben in der internen Validierung. Wie in Kapitel 1.1.7.4 be-
schrieben, werden neben Kohlenhydrate auch eine Vielzahl weitere Verbindungen in
Melanoidine eingebaut. Durch die Abtrennung der Melanoidine wurden folglich auch wei-
tere Verbindungen aus dem Kaffeeextrakt entfernt. Moglicherweise trug ein Teil dieser
Verbindungen zur Abgrenzung von Kaffeeproben nach dem geographischen Ursprung von
Kaffee bei und die Entfernung dieser fiihrte zu einer Verschlechterung der Klassifizierungs-
glite. Da durch die Anwendung der UF ein zusatzlicher Schritt in der Probenvorbereitung
notig war und dieser nicht zu einer Verbesserung der Klassifizierungsgiite der PCA-LDA
fithrte, wurde auf eine UF verzichtet und nur eine Membranfiltration der wéssrigen Extrakte
durchgefiihrt.

4.3.2 Vorbereitung der Messlésung fiir die 'H-NMR-spektroskopische
Messung

Um die durch einen variierenden pH-Wert entstehenden Signal-Shifts in den H-NMR-
Spektren der hydrophilen Metaboliten zu reduzieren oder zu vermeiden, sollte zu der Mess-
l6sung ein geeigneter Puffer zugegeben werden. Dabei sollten bevorzugt anorganische
Puffer verwendet werden, welche keine zusatzlichen Signale im 1H-NMR-Spektrum erzeu-
gen [133, 134, 167]. In dieser Arbeit wurden Natriumphosphat-Puffer verschiedener
Molaritdt und mit unterschiedlichen pH-Werten getestet. Nach der wassrigen Extraktion
der Kaffeeproben besafien diese einen pH-Wert zwischen 5 und 6. Daher wurden bei einem
pH-Wert von 6 zunachst unterschiedliche Molaritdaten des Phosphatpuffers getestet, welche
die Konzentrationen 0,10, 0,50, 1,00, 2,00 und 3,00 mol/L aufwiesen. Als Proben dienten
drei Kaffeeproben mit unterschiedlichem Rostgrad. Eine Konzentration des Natriumphos-
phat-Puffers von 0,10 mol/L reichte nicht aus, um die Signal-Shifts der organischen Sauren
zu verhindern. Insbesondere das Signal der Essigsdure wies in den verschiedenen Kaffee-
proben unter Verwendung des Puffers dieser Konzentration unterschiedliche chemische
Verschiebungen auf (Abbildung 9-12(A)). Diese Shifts konnten durch die Verwendung des
Puffers mit einer Konzentration von 0,50 mol/L minimiert und durch die Verwendung des
Puffers mit der Konzentration von 1,00 mol/L vermieden werden (Abbildung 9-12(B) und
(C)). Auch durch die Verwendung des Puffers mit der Konzentration von 2,00 und
3,00 mol/L traten diese Signal-Shift nicht mehr auf (Abbildung 9-12(D) und (E)). Nachteil
einer hohen Salzkonzentration sind jedoch die moglichen Schwierigkeiten bei der Abstim-
mung und Anpassung der Spektrometerfrequenz [123]. Da durch einen Puffer mit der
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Konzentration von 1,00 mol/L pH-abhangige Signal-Shifts vermieden werden konnten,
wurde daher auf einen Puffer hoher Konzentration verzichtet.

Im nichsten Schritt wurde ein 1 M Natriumphosphat-Puffer mit unterschiedlichen pH-
Werten im Bereich pH = 2,00 - 6,00 getestet. Als Proben dienten wieder drei Kaffeeproben
mit unterschiedlichem Rostgrad. Aus Abbildung 9-13 wird ersichtlich, dass nur durch die
Verwendung eines 1 M Natriumphosphat-Puffers mit einem pH-Wert von 2,00 oder 6,00
pH-abhingige Signal-Shifts vermieden werden konnten. Ein zu basischer pH-Wert wird
nicht empfohlen, da dies zur Bildung von Artefakten oder zu Isomerisierungsreaktionen
fiihren kann [135]. Beispielsweise wird 5-CQA leicht in 4- oder 3-CQA umgewandelt oder
CGAL kann gebildet werden [135]. Aus diesem Grund wurde mit einem Natriumphosphat-
Puffer mit einer Konzentration von 1,00 mol/L und einem pH-Wert von 6,00 gearbeitet.

4.3.3 Optimierung der Messparameter fiir die 'H-NMR-spektroskopische
Messung

Aufgrund der Extraktion der Kaffeemetaboliten mit H,O statt mit D,O wurde im H-
NMR-Spektrum ein dominierendes Wassersignal erzeugt. Daher sollte die Intensitit der
Wasserresonanz durch eine geeignete Pulssequenz verringert werden. Es wurden verschie-
denen Pulssequenzen getestet und beziiglich der Effektivitit der Loésungsmittel-
unterdriickung und Beeinflussung der Metabolitensignale miteinander verglichen. Alle ge-
testeten Pulsprogramme wurden an der gleichen Probe und unter Verwendung der gleichen
Mess- und Prozessierungsparameter (Tabelle 8-3) durchgefiihrt.

Neben einem einfachen Vorsattigungspuls wurde auch eine Pulssequenz getestet, bei
welcher nach der Vorsattigung ein Composite Pulse erfolgte. Dazu wurden die Pulspro-
gramme von Bruker namens ,zgpr‘ und ,zgcppr“ verwendet. Fiir die 1D-NOESY
Pulssequenz wurde das ,,noesygpprld” von Bruker ausgewahlt. Daneben wurde das Puls-
programm ,noesygpprld_d7“ getestet, welches vor der D;-Relaxationsverzogerung eine
weitere Wartezeit (D7) verwendete. Neben der ,wet“ Pulssequenz wurden die WATERGATE
Unterdriickungsmethoden ,p3919“ und ,zggpwg*, sowie die Excitation-Sculpting-Experi-
mente ,zggpw5“ und ,zgesgp“ getestet.

Im Vergleich zu dem Spektrum ohne Losungsmittelunterdriickung (Abbildung 9-14(A))
konnte mit allen getesteten Pulssequenzen eine Unterdriickung der Wasserresonanz er-
reicht werden (Abbildung 9-14 bis Abbildung 9-18). Durch einen Vorsattigungspuls konnte
die Wasserresonanz soweit unterdriickt werden, dass die Metabolitensignale gut sichtbar
waren (Abbildung 9-15(A)). Auch wies das 'H-NMR-Spektrum keine Phasen- oder Basisli-
nienfehler auf. Allerdings war die Wasserresonanz auch nach der Vorsattigung noch sehr
dominant, sodass Metabolitensignale nahe dem Wassersignal von diesem beeinflusst wur-
den. Die Verwendung eines Vorsattigungspulses in Verbindung mit einem Composite Pulse
konnte die Breite des Wassersignals weiter reduzieren (Abbildung 9-15(B)), wodurch Me-
tabolitensignale nahe dem Wassersignal nicht mehr von diesem iiberlagert wurden. Die
Anwendung der 1D-NOESY-Pulssequenzen fiihrte zu einer zufriedenstellenden Unterdrii-
ckung der Wasser-Resonanz. Das Wassersignal wies in beiden entsprechenden 'H-NMR-
Spektren eine geringe Breite und keine Uberlagerung mit den Metabolitsignalen auf (Abbil-
dung 9-16). Bei der Verwendung des WET-Experimentes musste aufgrund des stark
negativen Wassersignals der Receiver Gain herabgesetzt werden. In dem resultierenden 1H-
NMR-Spektrum erfolgte eine gute Unterdriickung der Wasserresonanz ohne Phasenfehler
(Abbildung 9-14(B)). Allerdings war durch die Verwendung eines geringeren Receiver Gain
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die Intensitat der Metabolitensignale stark herabgesetzt. Fiir die WATERGATE Experimente
wurden die Pulssequenzen von Bruker ,p3919“ und ,zggpwg"“ eingesetzt. Bei der Pulsse-
quenz ,p3919“ schlossen zwei Gradientenpulse eine Spin-Echo-Sequenz, bestehend aus
drei Pulspaaren, ein. Dahingegen verwendete die ,zgpwg“ neben den Gradientenpulsen
zwei selektive 90° Pulse zur Unterdriickung der Wasserresonanz. Jedoch kam es durch die
Anwendung insbesondere der Pulssequenz ,p3919“ zu Phasenfehlern in den entsprechen-
den 1H-NMR-Spektren (Abbildung 9-17(A)). Durch die Pulssequenz ,zggpwg" reduzierten
sich diese Phasenfehler, jedoch war die Intensitat der Metabolitensignale im Vergleich zu
der zuvor beschriebenen WATERGATE Pulssequenz reduziert (Abbildung 9-17(B)). Durch
die Anwendung der Excitation-Sculpting-Experimente konnte die Wasserresonanz voll-
stdndig unterdriickt werden (Abbildung 9-18). Allerdings waren im 'H-NMR-Spektrum der
,Zggpw5*“ Pulssequenz Phasenfehler in den zuvor beschriebenen Bereichen erkennbar (Ab-
bildung 9-18(A)). Bei einer sehr guten Unterdriickung der Wasserresonanz traten diese
Fehler im Spektrum der ,zgesgp“ Pulssequenz nicht auf (Abbildung 9-18(B)). Wahrend sich
die Pulssequenz ,zggpw5“ durch eine Kombination aus harten Pulsen und Verzégerungen
auszeichnete, verwendete die ,zgesgp“ Pulssequenz selektive 180° Pulse zur Unterdrii-
ckung des Wassersignals.

Um die getesteten Methoden zur Unterdriickung der Wasserresonanz beziiglich der Be-
einflussung der Kaffeemetaboliten zu vergleichen, wurden zunachst in den entsprechenden
1H-NMR-Spektren 13 Signale im Bereich 6u = 0,50 - 9,30 ppm ausgewdhlt. Anschliefsend
wurde der Mittelwert der jeweiligen Signalflache aus allen getesteten Pulssequenzen gebil-
det und die prozentuale Abweichung jeder Methode zum Mittelwert berechnet. Die
prozentuale Abweichung der Integrale vom Mittelwert aller getesteten Pulssequenzen fiir
die 13 ausgewahlten Signale ist in Abbildung 4-8 dargestellt.
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Abbildung 4-8: Prozentuale Abweichungen von den Mittelwerten ausgewdhlter Signale im Bereich
6u = 0,50 - 9,30 ppm. Fiir die Berechnung des Mittelwertes eines Integrals wurden die entsprechenden Integrale
aller getesteten Unterdriickungsmethoden herangezogen. Unterdriickungsmethoden: Vorsdttigungspuls (zgpr),
Vorsdttigungspuls kombiniert mit Composite Pulse (zgcppr), 1D-NOESY (noesygpprld und noesygpprild d7), WA-
TERGATE (p3919, zggpwg), Excitation-Sculpting (zggpw5 und zgesgp). Integral 1: 6n = 1,05 - 1,06 ppm; Integral
2: 8u = 1,31-1,33 ppm; Integral 3: 6n = 1,92 - 1,93ppm; Integral 4: éu = 3,19 -3,20 ppm; Integral 5:
6n=333-335ppm; Integral 6: 6y = 3,50-352 ppm; Integral 7: dn = 442 -4,44 ppm; Integral 8:
6u=707-712 ppm; Integral 9: éu = 7,52-7,53 ppm; Integral 10: éy = 7,85-7,88 ppm; Integral 11:
6n =841 - 845 ppm; Integral 12: 6y = 8,50 - 8,54 ppm; Integral 13: 6u = 9,09 - 9,13 ppm. NOESY: Nuclear Over-
hauser Effect Spectroscopy; WATERGATE: Water Supression by Gradient Tailored Excitation
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Die Losungsmittelunterdriickung mittels WET wurde in Abbildung 4-8 nicht mit aufge-
nommen. Aufgrund der Herabsetzung des Receiver Gain bei diesem Experiment ist die
Vergleichbarkeit zu den anderen getesteten Methoden zur Losungsmittelunterdriickung
nicht mehr gegeben. Die Pulssequenzen der WATERGATE-Experimente beeinflussten die
Resonanzen der Metaboliten vergleichsweise stark (Abbildung 4-8). Beide Pulssequenzen
des Excitation-Sculpting zeigten eine dhnliche Beeinflussung der Integrale 1 bis 13. Auch
durch die Verwendung eines Vorsattigungspulses in der ,zgpr” Sequenz konnten keine zu-
friedenstellenden Ergebnisse erzielt werden. Lediglich die Verwendung eines
Vorsattigungspulses mit der Kombination eines Composite Pulse sowie durch die Verwen-
dung der beiden 1D-NOESY-Experimente konnte eine geringe bis keine Beeinflussung der
Metabolitenresonanzen bei gleichzeitig guter Unterdriickung der Wasserresonanz erreicht
werden. Bei Verwendung des 1D-NOESY-Experimentes mit zusatzlicher D7-Zeit (noe-
sygpprld_d7) wiesen die Integrale vergleichsweise die hochsten Werte auf (Abbildung 4-8).

Durch die Verwendung einer zu hohen Leistung des Sattigungspulses bei dem 1D-NO-
ESY-Experimentes kann es zu einem dispersiven oder negativem Wassersignal kommen.
Um die optimale Leistung des Sattigungspulses zu ermitteln, wurden daher die Werte 10,
15, 20, 25, 30 und 50 Hz fiir die Leistung des Unterdriickungspulses getestet. Die Leistung
sollte so gewahlt werden, dass die Wasserresonanz vollstindig unterdriickt wird und
gleichzeitig benachbarte Metabolitensignale mdglichst wenig vom Sattigungspuls beein-
flusst werden. Durch eine Leistung von 10 Hz konnte keine ausreichende Unterdriickung
der Wasserresonanz sichergestellt werden (Abbildung 9-19(A)). Die Anwendung einer
Leistung von 15 Hz reduzierte die Intensitat des Wassersignals (Abbildung 9-19(B)). Durch
eine Leistung des Sattigungspulses von 20 Hz und 25 Hz konnte die Wasserresonanz sehr
gut unterdriickt werden, wahrend keine erkennbare Beeinflussung der benachbarten Me-
tabolitensignale auftrat (Abbildung 9-19(C) und (D)). Die Verwendung einer hoheren
Pulsleistung von 30 Hz und 50 Hz fiihrte resultierte in einer zu starken Unterdriickung und
beeinflusste die benachbarten Metabolitensignale (Abbildung 9-19(E) und (F)).

Um die Relaxationsprozesse von Kernen ausgewdhlter Metaboliten zu untersuchen,
wurde das 1D-NOESY Experiment mit verschiedenen Wartezeiten durchgefiihrt. Dazu
wurde die Pulssequenz ,noesygpprld“ mehrfach hintereinander durchgefiihrt, wobei fiir
die D;-Zeit Werte von 0,10 - 40,0 s verwendet wurden. Aus den resultierenden 'H-NMR-
Spektren wurden die entsprechenden Signale von Milchsaure, Essigsdure, Koffein, CQA,
Ameisensaure, NMP, Trigonellin und HMF integriert und die Integrale gegen die D;-Zeit auf-
getragen (Abbildung 9-20). Die Ergebnisse zeigten, dass die untersuchten Kerne von
Milchsaure, Koffein, CQA und NMP bei D; = 8,00 s vollstdndig relaxiert waren. Fiir den un-
tersuchten Kern von Trigonellin war eine Zunahme des Integrals ab einer D;-Zeit von 15 s
nicht mehr beobachtbar. Fiir die untersuchten Kerne von Essigsaure und Ameisensiure war
dies nach 20 s und 30 s der Fall. Die Integrale in Abhangigkeit der D;-Zeit fiir den untersuch-
ten Kern von HMF ergab eine Kurve, welche keine genaue Aussage der Wartezeit zulief3.
Grund hierfiir konnte das geringe S/N dieses Signals im 'H-NMR-Spektrum gewesen sein.
Eine Relaxationsverzogerung von 30 s wiirde zu sehr hohen Messzeiten fiihren. Daher
wurde fiir die Erfassung der hydrophilen Metaboliten eine Relaxationsverzogerung von 8 s
gewdhlt. Fiir die nicht vollstindig ausgeschwungenen Kerne von Ameisensaure, Essigsdaure
und Trigonellin Korrekturfaktoren ermittelt, indem die Integrale der Signale bei einer Re-
laxationsverzogerung von 8 s und 40 s verglichen wurden. Fiir Ameisensdure ergab sich
dadurch ein Korrekturfaktor von 1,2 und fiir Essigsaure und Trigonellin einer von 1,1.
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Ein weiterer Punkt bei der Optimierung der Messparameter war die Uberpriifung der
Messtemperatur. Diese erfolgte, indem eine Kaffeeprobe bei einer Messtemperatur von
280 K, 290 Kund 300 K vermessen und die resultierenden tH-NMR-Spektren anschliefsend
miteinander verglichen wurden (Abbildung 9-21). Die Verdanderung der Messtemperatur
fiihrte sowohl zu einem Shift des Wassersignals, als auch zu einem der Metabolitensignale.
Durch eine Messtemperatur von 300 K lag das Wassersignal im tH-NMR-Spektrum weit ge-
nug von den Metabolitsignalen entfernt, sodass es zu keiner Beeinflussung kam.

Aufgrund der erzielten Ergebnisse wurde zur Erfassung der hydrophilen Kaffeemetabo-
liten die NOESY-Pulssequenz unter zusdtzlicher Verwendung der D7-Deit
ynoesygpprld_d7.eba“ mit einer Leistung des Sattigungspulses von 25 Hz, einer Relaxati-
onsverzdgerung von 8 s und einer Messtemperatur von 300 K verwendet.

4.3.4 Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Extraktion und der Mes-
sung

Fiir die Sicherstellung einer reproduzierbaren Extraktion und Messung fiir die Untersu-
chung der hydrophilen Kaffeemetaboliten wurde auch hier mit jeder Messserie eine
Kontrollprobe aufgearbeitet und vermessen. Wie fiir die Untersuchung der lipophilen Kaf-
feemetaboliten war diese Kontrollprobe ein biologisch angebauter Kaffee ohne
Herkunftsangabe. In der Vorperiode wurde die Kontrollprobe fiinfmal an jeweils drei ver-
schiedenen Tagen von zwei unterschiedlichen Personen aufgearbeitet und vermessen. Aus
den resultierenden H-NMR-Spektren wurden tber einen Bereich von &4 =1,0-9,2 ppm
zehn Signale ausgewdahlt und diese automatisch integriert. Fiir die Integration der Signale
wurden zuvor festgelegte Bereiche verwendet. Die Integrale der einzelnen Signale wurden
aufsummiert und der prozentuale Anteil jedes Signals bezogen auf das Gesamtintegral be-
stimmt. Anhand der mehrfachen Aufarbeitung und Messung wurde der Mittelwert und die
Standardabweichung gebildet. Die obere und untere Warn- sowie Kontrollgrenze wurde
wie in Kapitel 4.3.4 beschrieben aus Addition und Subtraktion der zweifachen und dreifa-
chen Standardabweichung vom Mittelwert gebildet. Aus dem 'H-NMR-Spektrum jeder
anschlief3end aufgearbeiteten Kontrollprobe wurden anhand der festgelegten Bereiche die
zehn Signale integriert und der prozentuale Anteil bezogen auf das Gesamtintegral gebildet.
Die berechneten prozentualen Anteile fiir jedes Integral wurden in die Kontrollkarte einge-
tragen. Abbildung 4-9 stellt die Kontrollkarte von Integral 1 und Integral 10 dar. Die zehn
Integrale fiir die hydrophilen Metaboliten wiesen enge Warn- und Kontrollgrenzen auf, was
auf eine reproduzierbare Probenvorbereitung und Messung hindeutete. Die Kontrollgrenze
wurde fiir die Integrale 1 und 10 nicht tiberschritten (Abbildung 4-9). Dies war jedoch fiir
die Integrale 2, 5, 6 und nicht der Fall (Abbildung 9-22 und Abbildung 9-23), bei welchen
die Kontrollgrenze jeweils zweimal iiberschritten wurde. In diesen Fallen wurde die Extrak-
tion sowie die Messung der gesamten Messserie wiederholt. Die Wiederholung flihrte dazu,
dass die Kontrollprobe fiir alle zehn Integrale wieder innerhalb der Grenzen lag.
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Abbildung 4-9: Kontrollkarten von (A) Integral 1 (6u = 1,05 - 1,07 ppm) und (B) Integral 10 (6n = 9,10 - 9,16 ppm)
der ausgewdbhlten Signale fiir die hydrophilen Kaffeemetaboliten fiir insgesamt 84 Kontrollproben. Aus den Integ-
ralen der zehn Signale wurde das Gesamtintegral berechnet und anschliefSend der prozentuale Anteil jeden
Integrals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Die rote, durchgezogene Linie stellt die Kontrollgrenze dar
(Mittelwert + 3-Standardabweichung). Die blaue, gestrichelte Linie beschreibt die Warngrenze (Mittelwert +
2-Standardabweichung).

4.4 Nicht zielgerichtete Untersuchung durch Verfahren der
uni- und multivariaten Statistik

4.4.1 Datenvorbehandlung der *H-NMR-Spektren

Vor der Erstellung der Klassifizierungsmodelle wurden verschiedene Methoden der Da-
tenvorbehandlung auf die 1H-NMR-Spektren angewendet. Zunichst wurde jedes H-NMR-
Spektrum beziiglich eines Standardsignals normalisiert. In den H-NMR-Spektren der lipo-
philen Kaffeemetaboliten wurde dazu das Signal von DMS bei 64 = 3,00 — 3,05 ppm und in
den 1H-NMR-Spektren der hydrophilen Kaffeemetaboliten das TSP-Signal im Bereich
61 =-0,10 - 0,10 ppm verwendet. Im nichsten Schritt wurde ein Alignment auf das TMS-
Signal fiir die NMR-Spektren der lipophilen und auf das TSP-Signal fiir NMR-Spektren der
hydrophilen Metaboliten bei jeweils 6 = 0,00 ppm durchgefiihrt. Fiir die Bucketierung der
1H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten wurden 2000 dquidistante Buckets im Be-
reich von 6y=0,50-9,80ppm verwendet, was einer Bucketbreite von 0,005 ppm
entsprach. Nach Ausschluss der Losungsmittelsignale standen noch 1775 Buckets zur Er-
stellung der Klassifizierungsmodelle zur Verfiigung. Die 1H-NMR-Spektren der hydrophilen
Metaboliten wurden im Bereich von &4 = 0,50 - 9,80 ppm in 1000 dquidistante Buckets ein-
geteilt, wodurch eine Bucketbreite von 0,009 ppm gegeben war. Nach Ausschluss des
Wassersignals resultierten 983 Buckets. Zuletzt wurde mit den bucketierten Daten eine log-
Transformation durchgefiihrt, wodurch ein pseudo-Skalierungseffekt erreicht wurde.
Durch die nichtlineare Umwandlung der Daten wurden grofde Integrale starker gestaucht
als kleine.

Die Kaffeeproben wurden im bereits gerdsteten Zustand vermessen und wiesen daher
Variationen wie unterschiedliche Feuchtegehalte auf. Abbildung 9-24(C) zeigt die Variatio-
nen des Feuchtegehaltes der Kaffeeproben in den untersuchten Klassen. Die Variation sowie
der Mittelwert der Feuchtegehalte waren zwischen den Klassen vergleichbar. Eine Aus-
nahme bildeten hier die heif’luftgerosteten Kaffeeproben, welche einen deutlich geringeren
Feuchtegehalt aufwiesen als die trommelgerdsteten Kaffeeproben. Um den Einfluss dieser
Variation auf die Klassifizierung beziiglich des geographischen Ursprungs zu tiberpriifen,
wurden die 1H-NMR-Spektren neben der Normalisierung auf ein Standardsignal zusatzlich
auf einen einheitlichen Feuchtegehalt von 3,00% normalisiert. Dazu wurden zwei Klassifi-
zierungsmodelle basierend auf der Analyse der hydrophilen bzw. lipophilen Metaboliten
erstellt. Fiir das erste Klassifizierungsmodell wurden die H-NMR-Spektren wie im oberen
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Abschnitt beschrieben vorbehandelt. In der Datenvorbehandlung fiir das zweite Klassifizie-
rungsmodell fand zusétzlich eine Normalisierung beziiglich eines einheitlichen
Feuchtegehaltes von 3% statt. Aus Abbildung 9-24(C) geht hervor, dass die Kaffeeproben
aus Brasilien und Kolumbien die grofdten Variationen beziiglich des Feuchtegehalts aufwie-
sen. Aus diesem Grund wurden die Klassifizierungsmodelle mit diesen beiden
Probenklassen gebildet. Abbildung 9-25 (A)-(D) zeigt, dass durch eine Normalisierung be-
ziiglich eines einheitlichen Feuchtegehaltes Klassifizierungsmodelle mit geringfiigig
schlechteren Werten fiir die richtige Zuordnung in der internen Validierung entstanden. Da-
her wurde in der weiteren Arbeit keine Normalisierung beziiglich eines einheitlichen
Feuchtegehaltes durchgefiihrt. Da bei der nicht zielgerichteten Untersuchung der lipophilen
Metaboliten ein Aliquot des Extraktes verwendet wurde, wurden unterschiedliche Mengen
des evaporierten Riickstands in der Messlosung gelost (Abbildung 9-24(B). Um den Einfluss
dieser Variation zu untersuchen, wurde neben der Normalisierung der 'H-NMR-Spektren
beziiglich eines Standardsignals zusédtzlich eine Normalisierung beziiglich eines einheitli-
chen Gewichtes des evaporierten Riickstands von 20,0 mg durchgefiihrt. Auch hier wurden
zwei Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten erstellt.
Wahrend im ersten Modell die Datenvorbehandlung wie beschrieben durchgefiihrt wurde,
wurden fiir das zweite Klassifizierungsmodell die tH-NMR-Spektren zuséatzlich beziiglich ei-
ner einheitlichen Menge des evaporierten Riickstands von 20 mg normalisiert. Als Klassen
wurden Kaffeeproben aus Brasilien und Kolumbien gewahlt. Ein Vergleich der erhaltenen
Klassifizierungsmodelle zeigte, dass sich die Ergebnisse der internen Validierung durch
eine Normalisierung beziiglich eines einheitlichen Gewichtes des evaporierten Riickstands
nicht veranderten (Abbildung 9-25(E) und (F)). Aus diesem Grund wurde auf eine zusatzli-
che Normalisierung beziiglich eines einheitlichen Gewichtes des evaporierten Riickstands
verzichtet.

4.4.2 Erstellung von Klassifizierungsmodellen basierend auf der Analyse
der lipophilen und hydrophilen Kaffeemetaboliten zur Abgrenzung von
Kaffee nach Kontinenten

4.4.2.1 Modellerstellung und interne Validierung

Die Abgrenzung von Kaffeeproben aus den Kontinenten Afrika, Asien, Nordamerika und
Stidamerika erfolgte jeweils in zwei-Klassen Modellen. Fiir die Erstellung der Klassifizie-
rungsmodelle wurde zu Beginn 20% des Probendatensatzes entfernt. Dieser Teil diente als
Probendatensatz fiir die externe Validierung. Somit wurden 71 Proben aus Afrika, 53 Pro-
ben aus Asien, 141 Proben aus Nordamerika und 152 Proben aus Siidamerika fiir die
Erstellung der Klassifizierungsmodelle mit interner Validierung mittels MCKV verwendet.
Mit den log-transformierten Buckets des verbleibenden Probendatensatzes wurde zunachst
eine PCA zur Dimensionsreduktion durchgefiihrt. Anschliefend wurde die LDA anhand der
Scores der PCA berechnet. Fiir die LDA wurden die Scores der ersten 29 PCs der PCA ver-
wendet, mit welchen mindestens 97,8% der Gesamtvarianz beschrieben werden konnte. Als
interne Validierung diente eine MCKV, wobei fiir die KV jeweils 10% des Probensatzes als
Testdatensatz verwendet wurde. Das Ergebnis der MCKV wurde in einer Konfusionsmatrix
dargestellt, aus der hervorgeht, wie viele Proben aus dem Testdatensatz der ,richtigen”
oder ,falschen“ Klasse zugeordnet wurden. Abbildung 4-10 zeigt beispielhaft das Ergebnis
der MCKV der erhaltenen Klassifizierungsmodelle, erstellt aus den tH-NMR Spektren der
lipophilen und hydrophilen Metaboliten fiir die zwei Klassen Afrika und Nordamerika.
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Abbildung 4-10: Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des geographischen Ursprungs von Kaffee be-
zliglich der Kontinente Afrika und Nordamerika aus den 1H-NMR-Spektren der (A) lipophilen und (B) hydrophilen
Kaffeemetaboliten. Jeweils rechts in der Abbildung (A) und (B) ist der LDA-Raum eines Kreuzvalidierungsschrittes
dargestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes ist als Wolke dargestellt, die Proben des Test-
datensatztes werden durch Rechtecke symbolisiert. Links in der Abbildung (A) und (B) ist die Konfusionsmatrix der
MCKYV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse bzw. die wahre Klasse. In der Konfusi-
onsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent angegeben. Anzahl der fiir die LDA
verwendeten PC: 29, Erkldrte Varianz: (A) 99,6% und (B) 98,8%. MCKV: Monte-Carlo Kreuzvalidierung; PCA-LDA:
Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Lineare Diskriminanzfunktion; AF: Afrika; NA:
Nordamerika

Eine Abgrenzung von Kaffee aus den beiden Kontinenten Afrika und Nordamerika mit-
tels PCA-LDA war sowohl durch die Analyse der lipophilen (Abbildung 4-10(A)) als auch
der hydrophilen (Abbildung 4-10(B)) Metaboliten moglich. Von den Testproben der Klasse
Afrika konnten 94,1% bzw. 94,5% der richtigen Klasse zugeordnet werden. Fiir die Test-
proben der Klasse Nordamerika erfolgte bei der Analyse der hydrophilen Metaboliten mit
95,7% eine geringfiigig bessere Zuordnung, als bei der Analyse der lipophilen Metaboliten.
Bei Verwendung des Modells basierend auf den Daten der lipophilen Metaboliten wurden
die Proben AF30 und AF150 sowie die Proben N180, N200 und N401 iiber die gesamte
MCKYV der falschen Klasse zugeordnet. Bei den Proben AF30 und AF150 wurden im Ver-
gleich zu den H-NMR-Spektren der anderen afrikanischen Kaffeeproben erhdhte
Intensitaten der Cafestolsignale beobachtet. Dies kdnnte ein moglicher Grund fiir die falsche
Zuordnung der beiden Proben sein. Auch ein Vergleich der tH-NMR-Spektren der lipophilen
Metaboliten der Proben aus Nordamerika zeigte fiir die Proben N180, N200 und N401 eine
geringere Intensitdt der Cafestolsignale, was ein moglicher Grund fiir die falsche Zuordnung
gewesen sein konnte. In dem Modell erstellt aus der Analyse der hydrophilen Metaboliten
wurden die Proben AF150, 20HA009 und N401 wahrend der gesamten MCKV der falschen
Klasse zugeordnet. Im Gegensatz zu der Untersuchung der lipophilen Metaboliten konnten
fiir diese Proben in den tH-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten jedoch keine unmit-
telbaren Auffilligkeiten beobachtet werden.

Neben dem Modell Afrika-Nordamerika wurden Klassifizierungsmodelle fiir die Klassen
Afrika-Asien, Afrika-Siidamerika, Asien-Nordamerika, Asien-Siidamerika und Nordame-
rika-Siidamerika erstellt. Tabelle 4-2 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der MCKV der
Klassifizierungsmodelle zur Vorhersage des geographischen Ursprungs beziiglich aller Kon-
tinente.
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Tabelle 4-2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des geographischen Ursprungs
von Kaffee beziiglich der Kontinente aus den 1H-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Kaffeemetaboliten.
Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: 29. MCKV: Monte-Carlo Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponen-
tenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; PC: Hauptkomponente; AF: Afrika, AS: Asien, NA: Nordamerika, SA:
Siidamerika, n: Anzahl richtig zugeordneter Proben aus dem Testdatensatz

Modell erstellt aus der Modell erstellt aus der
Analyse der lipophilen Analyse der hydrophilen
Metaboliten Metaboliten
Richtige Zu- Richtige Zu- Richtige Zu- Richtige Zu-

Klasse 1  Klasse 2 ordnung ordnung ordnung ordnung
Klasse 1 Klasse 2 Klasse 1 Klasse 2

AF AS 94,1% 92,1% 94,5% 95,7%
n=:66,8 n==65,4 n=671 n=>51,7

AF NA 94,3% 96,0% 98,2% 97,7%
n=67,0 n=1354 n=69,7 n=1378

AF SA 92,4% 98,0% 95,2% 97,0%
n=656 n=149,0 n=67,6 n=147,7

AS NA 87,9% 96,2% 83,2% 93,2%
n=46,5 n=136,6 n =441 n=1314

AS SA 89,1% 94,2% 82,6% 93,2%
n=472 n=1432 n=43_8 n=141,7

NA SA 82,1% 85,4% 90,0% 90,8%
n=115_8 n=1298 n=1269 n=138,0

Aus Tabelle 4-2 wird ersichtlich, dass die Vorhersagekraft der Klassifizierungsmodelle
Afrika-Asien, Afrika-Nordamerika, Afrika-Stidamerika und Nordamerika-Stidamerika in der
Analyse der hydrophilen Metaboliten geringfiigig bessere Ergebnisse ergaben. Dahingegen
war die richtige Zuordnung der Testproben in den Klassifizierungsmodellen Asien-Nord-
amerika und Asien-Siidamerika bei der Analyse der lipophilen Metaboliten leicht héher. Die
interne Validierung aller Modelle zeigte fiir Kaffeeproben aus Afrika sowohl bei der Analyse
der lipophilen als der hydrophilen Metaboliten die besten Ergebnisse. Neben dem geogra-
phischen Ursprung kénnten auch die angepflanzten Varietaten oder eine unterschiedliche
Verarbeitung der Grund fiir die bessere Abgrenzung von Kaffee aus Afrika sein. Auf diesem
Kontinent wird eine grofie Vielfalt an Arabica-Varietadten in kleinen Plantagen mit Schatten-
anbau angepflanzt [16, 25]. Schattenanbau wird auch auf vielen Plantagen in
Zentralamerika und Asien betrieben [3]. Aus diesem Grund kann dieser Parameter als
Grund fir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Afrika ausgeschlossen werden. Zusatzlich
konnte die nasse Verarbeitung der Rohkaffeebohnen, welche vorwiegend in Afrika ange-
wendet wird [7, 15], zu der Abgrenzung beitragen. Die geringste Vorhersagekraft bei der
Verwendung der Daten der lipophilen Metaboliten zeigte das Modell Nordamerika-Siidame-
rika. Dies konnte durch die geographische Niahe der Kaffeeproben aus beiden Kontinenten
erklart werden. Bei der Analyse der hydrophilen Metaboliten zeigte das Modell Asien-Nord-
amerika die geringste Vorhersagefahigkeit.

Auch Consonni et al. fiihrten Untersuchungen zur Trennung von Kaffee nach Kontinen-
ten durch. In ihrer Studie fiihrten sie Proben aus Nord- und Stidamerika zusammen als
Klasse Amerika auf. So konnten sie durch die Analyse der der hydrophilen Metaboliten Kaf-
feeproben erfolgreich nach den Kontinenten Amerika, Asien und Afrika auftrennen [145].
Allerdings wurden bei dieser Arbeit nur 40 Kaffeeproben untersucht und eine spezielle
Form der PLS-DA, die Orthogonal Partial Least Square Discriminant Analysis (OPLS-DA),
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verwendet [145]. Aufgrund der geringen Anzahl von Proben und der Verwendung einer an-
deren multivariaten Datenanalyse in der Studie von Consonni et al. ist allerdings kein
direkter Vergleich zu den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen moglich.

Bei allen auf den Daten der lipophilen Metaboliten beruhenden Modellen wurden die
Proben AF150, AS166, AS200, AS250 und N180 iiber die gesamte MCKYV der falschen Klasse
zugeordnet. Fiir die Probe AF150 konnte wie bereits beschrieben, eine erh6hte Intensitat
der Cafestolsignale ein Grund fiir die falsche Zuordnung sein. Im Gegensatz dazu wies die
Probe N180 eine hohere Intensitat der Kahweolsignale im Vergleich zu den anderen Proben
aus Nordamerika auf. Auch bei den Proben aus Asien kdnnte ein abweichendes Verhaltnis
der Signalintensitiaten von Kahweol und Cafestol eine mogliche Ursache fiir die falsche Zu-
ordnung sein. Bei den auf den Daten der hydrophilen Metaboliten beruhenden Modellen
wurden die Proben AF150, 20HA009 und 20DU070 in der MCKV immer der falschen Klasse
zugeordnet. Fir diese Proben konnten jedoch durch einen Vergleich der entsprechenden
H-NMR-Spektren keine Auffalligkeiten beobachtet werden.

4.4.2.2 Externe Validierung

Um die Vorhersage liber zukiinftige Beobachtungen besser beurteilen zu konnen, wur-
den die Klassifizierungsmodelle auf einen externen Datensatz angewendet. Voraussetzung
fiir eine externe Validierung ist ein ausreichend grofder Datensatz [198]. Die Zusammenset-
zung der Proben beziiglich der Klassen im externen Testdatensatz sollte dabei vergleichbar
mit der des Originaldatensatzes sein [198]. Beide Anforderungen konnten in der vorliegen-
den Arbeit umgesetzt werden. Fiir den externen Testdatensatz wurden 20% der Proben vor
der Erstellung der Klassifizierungsmodelle aus dem originalen Probensatz entfernt. Dabei
handelte es sich um 18 Proben aus Afrika, 13 Proben aus Asien, 35 Proben aus Nordamerika
und 38 Proben aus Stidamerika. Diese Proben wurden nicht zur Erstellung der Klassifizie-
rungsmodelle und der MCKV verwendet. Mit den Proben des externen Datensatzes wurde
die gleiche Datenvorbehandlung (Kapitel 8.4.1) durchgefiihrt, wie mit den Proben, welche
zur Modellerstellung dienten. Anschliefdend wurden die Klassifizierungsmodelle auf den ex-
ternen Probendatensatz angewendet und dadurch die Vorhersagefahigkeit beurteilt. Als
Beurteilungskriterium diente der conf-Wert, welcher den Abstand der Testprobe zum Mit-
telpunkt der Datenwolke der entsprechenden Klasse im LDA-Raum angibt. Bei einem conf-
Wert von 0 lag die Testprobe im Datenmittelpunkt der einer Klasse, bei einem Wert von 1
innerhalb des berechneten 95%igem Prognoseellipsoids der Klasse. Fiir eine richtige Zu-
ordnung einer externen Testprobe sollte diese demnach einen moglichst kleinen conf-Wert
fiir die entsprechende Klasse aufweisen.

Die conf-Werte des Probendatensatzes der externen Validierung fiir die Modele Afrika-
Nordamerika basierend auf der Analyse der lipophilen bzw. hydrophilen Metaboliten sind
in Tabelle 9-6 dargestellt. Fiir das Modell Afrika-Nordamerika bei Verwendung der Daten
der lipophilen Metaboliten konnten 51 von insgesamt 53 Testproben der richtigen Klasse
zugeordnet werden, was 96,2% entspricht. Das auf den Daten der hydrophilen Metaboliten
basierende Modell Afrika-Nordamerika zeigte im Gegensatz zu der internen Validierung
mittels MCKV bei der externen Validierung eine schlechtere Vorhersagefahigkeit. Hier wur-
den 49 der 53 Proben der richtigen Klasse zugeordnet, was 92,5% entspricht.

Bei der externen Validierung des Klassifizierungsmodels basierend auf der der Analyse
der lipophilen Metaboliten wurde die Proben AF3 nicht der Klasse Afrika zugeordnet. Diese
Probe lag mit einem conf~Wert fiir Afrika von 1,80 und einem conf-Werten fiir Nordamerika
von 0,20 aufderhalb des Prognoseellipsoids der Klasse Afrika und innerhalb dem der Klasse
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Nordamerika. Die externe Testprobe N5 wurde in dem Modell bei der Verwendung der Da-
ten der lipophilen Metaboliten nicht der Klasse Nordamerika zugeordnet. Hier betrug der
conf-Wert fiir Afrika 0,10 und der fiir Nordamerika 2,10. In einem Vergleich der tH-NMR-
Spektren der afrikanischen Kaffeeproben konnten bei der Probe AF3 geringere Intensititen
der TAG- und FA-Signale beobachtet werden. Die Probe N5 zeigte bei einem Vergleich der
1H-NMR-Spektren mit anderen Proben aus Nordamerika eine leicht geringere Intensitat der
Cafestolsignale. Moglicherweise konnte eine geringere Signalintensitdt der Grund fiir eine
falsche Zuordnung sein.

In dem mit den Daten der hydrophilen Metaboliten erstellten Modell Afrika-Nordame-
rika wurden die externen Testproben AF3 und AF22a, sowie N5 und N450 nicht der
richtigen Klasse zugeordnet (Tabelle 9-6). Die conf-Werte der Proben AF3 und AF22a waren
fiir Afrika 1,89 und 1,84 und fiir Nordamerika 0,53 und 0,59. Somit lagen diese aufserhalb
des Prognoseellipsoids der Klasse Afrika. Die Proben N5 und N450 besafden einen conf~-Wert
fiir Afrika von 0,35 und 0,66, wohingegen dieser fiir Nordamerika 2,14 und 1,81 betrug. Die
Proben AF3 und AF22a wiesen bei einem Vergleich der tH-NMR-Spektren mit anderen Pro-
ben aus Afrika eine geringere Intensitdt des Signalberges bei 61 = 1,28 ppm auf. Dagegen
war bei den Proben N5 und N450 durch einen Spektrenvergleich mit anderen Proben aus
Nordamerika eine geringere Intensitat der aromatischen Signale der CGA zu beobachten,
was einen moglichen Grund fiir die falsche Zuordnung darstellt.

Die Testproben AF3, AF22a, AS251, AS450, N5 und N450 konnten in den weiteren Mo-
dellen basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten nicht der richtigen Klasse
zugeordnet werden. In den Modellen basierend auf der Analyse der hydrophilen Metaboli-
ten wurden die Testproben AF3, AF22a N5 und N450 der falschen Klasse zugeordnet. Bei
Verwendung der Daten der lipophilen Metaboliten zeigte das Modell Afrika-Siidamerika die
beste Vorhersagefahigkeit auf die Testproben. Hier wurden 98,2% der Proben der richtgien
Klasse zugeordnet. Die beste Vorhersagefahigkeit bei Verwendung der Daten der hydrophi-
len Metaboliten zeigte das Modell Afrika-Nordamerika, bei welchem 92,5% der Testproben
richtig zugeordnet wurden. Die geringste Vorhersagefahigkeit ist durch das Modell Nord-
amerika-Stidamerika sowohl basierend auf der Analyse der lipophilen als auch der
hydrophilen Metaboliten gegeben. Hier wurden 89,0% der Testproben der richtigen Klasse
zugeordnet.

4.4.3 Erstellung von Klassifizierungsmodellen basierend auf der Analyse
der lipophilen und hydrophilen Kaffeemetaboliten zur Abgrenzung von
Kaffee nach ausgewdhlten Landern

4.4.3.1 Modellerstellung und interne Validierung

Neben den Kontinenten wurden Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffee-
proben aus den Lindern Brasilien, Athiopien und Kolumbien erstellt. Brasilien ist weltweit
der grofdte Kaffeeproduzent, in welchem Kaffee sowohl auf grof3en Plantagen, als auch auf
kleinen Farmen angebaut wird [241]. Im Gegensatz dazu wird in Athiopien {iber 95% des
Kaffees auf Farmen produziert, welche eine Grofde kleiner als einen Hektar haben und auf
welchen traditionelle Landwirtschaftstechniken angewendet werden [25]. Aufgrund seiner
unverwechselbaren feinen Qualitit wird Kaffee aus Athiopien, speziell aus den Regionen
Yirgachefe und Harrar, auf dem internationalen Markt zu hohen Preisen verkauft [242]. Kaf-
fee aus Kolumbien ist der teuerste weltweit [15]. Ein Verbund von kolumbianische
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Kaffeebauern erschuf bereits in den 1930er Jahre mit dem ,Café de Colombia“ ein Giitesie-
gel, welches fiir qualitativ hochwertigen Kaffee aus Kolumbien steht [243]. Die
Registrierung von , Café du Colombia“ als Ursprungsbezeichnung wurde 2005 in Kolumbien
erreicht und dessen Registrierung als geschiitzte geographische Angabe (g.g.A.) wurde in
der Europdischen Union 2007 abgeschlossen [243]. Aus diesem Grund ist es wichtig, Me-
thoden zur Uberpriifung der Authentizitit von Kaffee dieses geographischen Ursprunges zu
implementieren.

Die Abgrenzung von Kaffeeproben aus den drei Liandern erfolgte in zwei-Klassen-Mo-
dellen mittels PCA-LDA, wobei jeweils die Lander und die entsprechenden Kontinente als
Klassen dienten. Auch hier wurden 20% der Proben als externer Testdatensatz verwendet,
welcher nicht zur Modellerstellung und zur internen Validierung mittels MCKV verwendet
wurde. Fiir die Modellerstellung standen somit 45 Kaffeeproben aus Athiopien, 93 Kaffee-
proben aus Brasilien und 28 Proben aus Kolumbien zur Verfiigung. Die PCA diente zunachst
zur Dimensionsreduktion, wobei die Scores der ersten 29 PC der PCA fiir die LDA zur Ab-
grenzung von Kaffeeproben aus den Lindern Athiopien und Brasilien verwendet wurden.
Da bei einer hohen Anzahl von Dimensionen die Gefahr des Overfittings besteht [190], und
die Anzahl der Kaffeeproben aus Kolumbien sehr gering war, wurden bei dieser Klasse nur
die Scores der ersten 19 PC der PCA fiir die LDA verwendet. Bei der Analyse der lipophilen
bzw. der hydrophilen Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien und
Brasilien konnten unter Verwendung von 29 PC bei der PCA eine Gesamtvarianz von min-
destens 98,1% bzw. 98,4% beschrieben werden. Durch die Verwendung von 19 PC bei der
Modellerstellung mit den Kaffeeproben aus Kolumbien lagen diese Prozentsidtze nur bei
96,4% bzw. 97,3%. Als interne Validierung diente wie bereits bei der Untersuchung der
Kontinente eine MCKV, wobei fiir die KV jeweils 10% des Probendatensatzes als Testdaten-
satz verwendet wurde. Abbildung 4-11 zeigt das Ergebnis der MCKV der enthaltenen
Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metabo-
liten fiir die zwei Klassen Brasilien und Afrika.

0,1% 96,7%
(01) (68,7)

99,9%
(929)

zugeordnete Klasse

&
B

wahre Klasse e / wahre Klasse

Abbildung 4-11: Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des geographischen Ursprungs von Kaffee be-
zliglich des Landes Brasilien gegen und den Kontinent Afrika aus den 1H-NMR-Spektren der (A) lipophilen und (B)
hydrophilen Kaffeemetaboliten. Jeweils rechts in der Abbildung (A) und (B) ist der LDA-Raum eines Kreuzvalidie-
rungsschrittes dargestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes ist als Wolke dargestellt, die
Proben des Testdatensatztes werden durch Rechtecke symbolisiert. Links in der Abbildung (A) und (B) ist die Kon-
fusionsmatrix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse bzw. die wahre
Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent angegeben. An-
zahl der fiir die LDA verwendeten PC: 29, Erkldrte Varianz: (A) 98,4% und (B) 98,7%. MCKV: Monte-Carlo
Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Lineare Diskrimi-
nanzfunktion; AF: Afrika; BR: Brasilien.

Das Ergebnis der MCKV zeigt, dass das Modell basierend auf der Analyse der lipophilen
bzw. der hydrophilen Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Brasilien und Af-
rika geeignet war. Von dem internen Testdatensatz konnten bei der Verwendung der Daten
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der lipophilen Metaboliten jeweils 99,9% und 96,7% der richtigen Klasse zugeordnet wer-
den (Abbildung 4-11(A)). Fiir das auf den Daten der hydrophilen Metaboliten basierende
Modell konnte ein dhnlich gutes Ergebnis erzielt werden (Abbildung 4-11(B)). Hier wurden
99,0% und 97,0% der Proben des internen Testdatensatzes der richtigen Klasse zugeord-
net.

Bei Klassifizierungsmodell erstellt durch die Analyse der lipophilen Metaboliten konn-
ten bis auf die Probe S8 alle Proben aus Brasilien der richtigen Klasse zugeordnet werden.
Wie bereits bei der MCKV der Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben
aus verschiedenen Kontinenten wurden die Proben AF30 und AF150 immer der falschen
Klasse zugeordnet als moglicher Grund fiir die falsche Zuordnung dieser Proben kénnte eine
im Vergleich zu den anderen Kaffeeproben aus Afrika geringere Intensitiat der Cafestolsig-
nale sein. Die Testproben 20DU070, AF153 und AF30 konnten bei dem auf den Daten der
hydrophilen Metabolite basierenden Modell in der MCKV kein einziges Mal richtig zugeord-
net werden. Dies war bei der Probe 20DU070 bereits bei den Modellen zur Abgrenzung von
Kaffee aus verschiedenen Kontinenten der Fall. Durch einen Vergleich der tH-NMR-Spek-
tren dieser Probe mit anderen Kaffeeproben aus Brasilien konnte eine geringfiigig erhdhte
Intensitidt der Signale der aromatischen Protonen der CGA festgestellt werden, was ein
Grund fiir die falsche Zuordnung sein konnte.

Neben dem Modell Brasilien-Afrika wurden fiir die Abgrenzung von Kaffee aus Brasilien
zusatzlich die Klassifizierungsmodelle Brasilien-Asien sowie Brasilien-Nordamerika er-
stellt. Fir Kolumbien waren dies die Klassifizierungsmodelle Kolumbien-Afrika,
Kolumbien-Asien und Kolumbien-Nordamerika. Zudem wurden die Klassifizierungsmo-
delle Athiopien-Asien, Athiopien-Nordamerika und Athiopien-Siidamerika erstellt. Eine
Ubersicht der Ergebnisse der MCKV dieser Klassifizierungsmodelle ist in Tabelle 4-3 darge-
stellt.

80



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4-3: Ubersicht iiber die Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des geographischen Ursprungs
von Kaffee beziiglich der Linder Athiopien, Brasilien und Kolumbien aus den 1H-NMR-Spektren der lipophilen und
hydrophilen Kaffeemetaboliten. Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: 29 fiir die Modelle mit Athiopien und Bra-
silien; 19 fiir die Modelle mit Kolumbien. MCKV: Monte-Carlo Kreuzvalidierung; PCA-LDA:
Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; PC: Hauptkomponente; AF: Afrika, AS: Asien, NA:
Nordamerika, SA: Stidamerika, AT: Athiopien, BR: Brasilien, K: Kolumbien; n: Anzahl richtig zugeordneter Proben
aus dem Testdatensatz.

Modell erstellt aus der Modell erstellt aus der
Analyse der lipophilen Analyse der lipophilen
Metaboliten Metaboliten
Richtige Zu-  Richtige Zu- | Richtige Zu- Richtige Zu-
Klasse 1 Klasse 2 ordnung ordnung ordnung ordnung
Klasse 1 Klasse 2 Klasse 1 Klasse 2
95,6% 94,0% 97,8% 96,8%
AT AS n=43,0 n=49,8 n=44,0 n=>513
97,8% 97,8% 99,8% 99,1%
AT NA n=44,0 n=1379 n=44,9 n=139,7
AT SA 97,6% 98,4% 99,3% 99,0%
n=439 n=149,6 n = 44,7 n=150,5
99,9% 96,7% 99,0% 97,0%
BR AF n=929 n = 68,7 n=921 n =689
96,3% 91,1% 96,0% 94,5%
BR AS n=289,6 n=48,3 n=289,3 n=>50,1
90,6% 94,3% 93,8% 97,5%
BR NA n =843 n=133,0 n=2872 n=1375
K AF 89,7% 90,3% 96,8% 96,5%
n=251 n=64,1 n=27,1 n=68,5
K AS 83,6% 88,1% 96,1% 87,5%
n=234 n=46,7 n=26,9 n=46,3
K NA 70,4% 77,7% 89,6% 92,8%
n=197 n=109,6 n=251 n=130,8

Bis auf das Modell Brasilien-Afrika konnten durch die Verwendung der Daten der hyd-
rophilen Metaboliten bei der MCKV geringfiigig bessere Ergebnisse erzielt werden. In den
Modellen erstellt durch die Analyse der hydrophilen Metaboliten konnten vergleichsweise
mehr Proben aus dem internen Testdatensatz der richtigen Klasse zugeordnet werden. Die
Probe 20DU070 konnte nur in dem Modell Brasilien-Afrika bei Verwendung der Daten der
lipophilen Metaboliten der richtigen Klasse zugeordnet werden. In allen anderen Modellen
basierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten zur Abgrenzung von
Kaffeeproben aus Brasilien wurde diese Probe der falschen Klasse zugeordnet. Bei dieser
Probe war in einem Vergleich der tH-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten mitanderen
Proben aus Brasilien eine geringere Intensitat der Kahweol- und Cafestolsignale zu be-
obachten.

In den Klassifizierungsmodellen zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien konn-
ten bei der Analyse der lipophilen Metaboliten 94,0-96,8% und der Analyse der hydrophilen
Metaboliten 96,8-99,8% aller Proben der richtigen Klasse zugeordnet werden. Dies zeigt,
dass insbesondere die PCA-LDA-Modelle basierend auf den Daten der hydrophilen Metabo-
liten dazu geeignet waren, Kaffee aus Athiopien von solchen aus anderen Kontinenten
abzutrennen. In den Klassifizierungsmodellen fiir die Abgrenzung von Kaffee aus Brasilien
konnten durch die Verwendung der Daten der lipophilen bzw. hydrophilen Metaboliten
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dhnlich gute Ergebnisse erzielt werden. Hier konnten 90,6-99,9% bzw. 93,8-99,0% aller
Proben der richtigen Klasse zugeordnet werden. Bei der MCKV konnte die Probe AF 30 in
den Modellen basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten und der hydrophilen
Metaboliten nicht der richtigen Klasse zugeordnet werden. In den tH-NMR-Spektren der li-
pophilen Metaboliten konnte eine im Vergleich zu den restlichen afrikanischen
Kaffeeproben geringfligig erhdhte Intensitat der Cafestolsignale als mogliche Ursache fest-
gestellt werden. Dagegen konnte in den 'H-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten
kein Grund fiir die falsche Zuordnung beobachtet werden.

Die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien mittels PCA-LDA konnte durch die
Verwendung der Daten der lipophilen Metaboliten nicht vollstandig erreicht werden. Ins-
besondere bei dem Klassifizierungsmodell Kolumbien-Nordamerika war keine eindeutige
Abgrenzung der Kaffeeproben mehr moglich. Mit einer richtigen Zuordnung der Proben von
70,4% und 77,7% war nur eine Tendenz zur Trennung der Klassen erkennbar. Fiir diese
beiden Klassen konnten jedoch durch das Modell basierend auf der Analyse der hydrophilen
Metaboliten mit 89,6% und 92,8% richtiger Zuordnung deutlich bessere Ergebnisse erzielt
werden. Allerdings kam es in den verschiedenen Modellen auch bei unterschiedlichen Pro-
ben aus Kolumbien bei der MCKV zur falschen Zuordnung. Es konnte keine Probe
beobachtet werden, die in allen Modellen der falschen Klasse zugeordnet wurde. Ein Grund
fiir die schlechteren Ergebnisse der MCKV bei der Abgrenzung von Kaffee aus Kolumbien
konnte hier eine zu geringe Probenanzahl sein. Fiir die Modellerstellung standen nur 28
Proben aus Kolumbien zur Verfiigung. Moglicherweise konnte durch eine deutliche hohere
Probenanzahl eine bessere Abgrenzung von Kaffee aus diesem Land erreicht werden.

Neben den falsch zugeordneten Proben aus Brasilien und Athiopien konnten weiter die
Proben 20HA009, AF150, AS200 und AS250 in vielen Modellen bei der MCKV nicht der rich-
tigen Klasse zugeordnet werden. Diese Proben waren bereits bei der Abgrenzung von
Kaffeeproben aus den verschiedenen Kontinenten auffillig. Als mdgliche Griinde fiir eine
falsche Zuordnung wurden im Vergleich zu den anderen Kaffeeproben der jeweils gleichen
Klasse abweichende Verhaltnisse der Signalintensititen von Kahweol und Cafestol bei der
Untersuchung der lipophilen Metaboliten genannt.

Aufier dem geographischen Ursprung konnte die gute Abgrenzung von Kaffeeproben
aus Athiopien und Brasilien auch durch unterschiedlich angebaute Varietiten sowie durch
unterschiedliche Anbau-, Ernte- und Rohkaffeeverarbeitungsverfahren begriindet sein. In
Brasilien werden hauptsachlich die Varietaten Bourbon, Mundo Novo, Catuai, Icatu, Catucai
angebaut [24, 244]. Dort gibt es Kaffeefarmen mit einer Gréfée von kleiner als zehn Hektar
und grofde Plantagen mit iiber 2000 Hektar [244]. Diese Plantagen werden hauptsachlich
im Sonnenanbau betrieben. Die Ernte der Kaffeekirschen erfolgt in Brasilien vermehrt ma-
schinell und die Rohkaffeebohnen werden mit der halb-trockenen oder trockenen Methode
verarbeitet [3, 244, 245]. In Kolumbien dagegen werden die Rohkaffeebohnen mit der nas-
sen Methode verarbeitet [15]. Athiopien verwendet zu 70% die trockene und zu 30% die
nasse Methode zur Rohkaffeeverarbeitung [246]. Auch wird in Athiopien der Kaffee zu 90%
in Farmen mit einer Grofde von kleiner als einem Hektar mit Schattenanbau produziert [19,
25, 246]. Aufgrund der unterschiedlichen agronomischen Eigenschaften sind in Athiopien
viele urspriingliche Varietidten und die weltweit grofdte genetische Variabilitidt zu finden
[247]. Viele Farmer in Athiopien haben nicht den Zugang zu den Mitteln und der Infrastruk-
tur fiir Bewasserung oder vergleichsweise teure Pestizide und verzichten auf Diingemittel,
Pestizide und Herbizide [19, 246, 247]. Zur Entfernung von Unkraut werden in Athiopien
grofdtenteils mechanische Verfahren angewendet. Nur 13% der Kaffeefarmen verwenden
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Chemikalien zur Unkrautbekdmpfung [246]. Dahingegen werden zersetzte Kaffeeschalen
und die Pulpe eingesetzt, um den Wachstum und den Ertrag von Kaffee zu erhdhen [246].
Insbesondere aufgrund der sehr traditionellen Kaffeeproduktion in Athiopien kénnte die
gute Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien gegeniiber den anderen Klassen méglich
sein.

Arana et al. verwendeten die 1H-NMR-Spektren methanolischer Kaffeeextrakte, um ein
Klassifizierungsmodell zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien zu erstellen
[138]. Dazu verwendeten sie 84 Proben aus Kolumbien, 94 Proben aus Amerika, 22 Proben
aus Afrika und zwolf Proben aus Asien. In einem PLS-DA Modell differenzierten Arana et al.
kolumbianischen Kaffee gegen Kaffee eines anderen Ursprungs. Durch eine interne
Kreuzvalidierung konnten sie 95% und 97% richtige Zuordnung fiir die Kaffeeproben aus
Kolumbien solchen aus anderer geographischer Herkunft erreichen. Sie stellten fest, dass
der Grund fiir eine falsche Zuordnung mancher Proben eine gleich durchgefiihrt Rohkaffee-
verarbeitung sein konnte [138]. Medina et al. konnten bei ihren Untersuchungen sowohl
mittels NMR, als auch mittels Nahinfrarot-Spektroskopie kombiniert mit einer PLS-DA eine
Trennung von Arabica aus Kolumbien und Arabica aus anderen Liandern erreichen [248].
Die Ergebnisse von Arana et al. und Medina et al. deuten an, dass eine Abgrenzung von Kaf-
fee aus Kolumbien zu Kaffee aus anderen Landern moglich ist, was im Rahmen dieser Arbeit
nicht erreicht werden konnte. Wie bereits erwéhnt, konnte eine deutlich héhere Probenan-
zahl von Kaffee aus Kolumbien zu einer besseren Abgrenzung mittels PCA-LDA fiihren.
Daneben konnte tberpriift werden, ob die Verwendung einer anderen multivariaten Me-
thode zur Datenanalyse wie die PLS-DA zu einer besseren Abgrenzung von Kaffeeproben
aus Kolumbien fihrt.

Auch Nunez et al. konnten in ihren nicht zielgerichteten Untersuchungen zum geogra-
phischen Ursprung von Kaffee eine Abgrenzung der Erzeugerlander Brasilien, Kolumbien,
Athiopien, Indien, Indonesien, Nicaragua und Uganda erzielen [249]. Sie fithrten eine PLS-
DA mit den HPLC-DAD-Daten wéssriger Kaffeeextrakte durch [249]. Rodrigues et al. ver-
wendeten eine Isotopen- und Elementanalyse zur Abgrenzung von Kaffee aus
verschiedenen Liandern und konnten durch eine PCA der Daten eine Trennung erreichen
[250]. Allerdings wurden im Gegensatz zu dieser Arbeit Rohkaffeebohnen in geringer An-
zahl untersucht, was einen Vergleich der Ergebnisse erschwert.

4.4.3.2 Externe Validierung

Analog zu Kapitel 4.4.2.2 wurden die Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaf-
feeproben aus den Lindern Brasilien, Athiopien und Kolumbien extern validiert . Fiir den
externen Testdatensatz standen 18 Proben aus Afrika zur Verfiigung, von welchen 10 Pro-
ben aus Athiopien stammten. Von 38 Proben aus Siidamerika kamen 23 Proben aus
Brasilien und 7 Proben aus Kolumbien. Weiter wurden zur externen Validierung 13 Proben
aus Asien und 35 Proben aus Nordamerika verwendet.

Die Ergebnisse der externen Validierung sind beispielhaft fiir das Modell Brasilien-Af-
rika basierend auf der Analyse der lipophilen und der hydrophilen Metaboliten in Tabelle
9-7 aufgelistet. Anhand der Tabelle ist zu erkennen, dass alle externen Testproben aus Bra-
silien in den Modellen basierend auf der Analyse der lipophilen und der hydrophilen
Metaboliten der richtigen Klasse zugeordnet wurden. Die conf-Werte der Testproben fiir die
Klasse Brasilien bzw. fiir die Klasse Afrika waren bei der Verwendung der Daten der lipo-
philen Metaboliten ausnahmslos <1,00 bzw. >1,40. Demnach lagen alle Testproben
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innerhalb des 0,95 Prognoseellipsoides der Klasse Brasilien und aufderhalb des 0,95 Prog-
noseellipsoides der Klasse Afrika. Bis auf die Testprobe S16 war dies auch bei der
Verwendung der Daten der hydrophilen Metaboliten der Fall. Testprobe S16 besafd fiir
beide Klassen einen conf-Wert >1,30 und lag aufderhalb der 0,95 Prognoseellipsoide fiir
beide Klassen. Allerdings war der conf-Wert fiir die Klasse Brasilien geringer, wodurch eine
richtige Zuordnung dieser Probe erfolgte.

Auch fiir alle afrikanischen externen Testproben erfolgte im Modell basierend auf der
Analyse der lipophilen und der hydrophilen Metaboliten eine richtige Zuordnung. In beiden
Modellen wiesen die Proben AF10 und AF3 fiir beide Klassen einen conf-Wert >1,00 auf,
konnten jedoch aufgrund des geringeren Wertes fiir die Klasse Afrika dieser richtig zuge-
ordnet werden. Aus den Ergebnissen der externen Validierung fiir das Modell Brasilien-
Afrika konnte geschlossen werden, dass dieses sowohl bei der Verwendung der Daten der
lipophilen als auch der hydrophilen Metaboliten eine sehr gute Vorhersagefahigkeit besafs.
Von 41 externen Testproben konnten alle der richtigen Klasse zugeordnet werden.

Bei der externen Validierung der anderen Modelle basierend auf der Analyse der lipo-
philen Metaboliten waren die Proben AF3, AF22a und N5 auffillig. Diese wurden in iiber
der Halfte der Modelle der falschen Klasse zugeordnet. Diese Proben konnten auch bei den
Modellen basierend auf die Analyse der lipophilen Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffee-
proben aus den verschiedenen Kontinenten in der externen Validierung nicht der richtigen
Klasse zugeordnet werden. Auch zeigte sich, dass die Modelle zur Abgrenzung von Kaffee-
proben aus Kolumbien im Vergleich zu denen mit Brasilien oder Athiopien eine schlechtere
Vorhersagefahigkeit aufwiesen. Bei dem Modell Kolumbien-Asien sowie Kolumbien-Nord-
amerika wurden nur 80,0% der externen Testproben der richtigen Klasse zugeordnet. Die
vergleichsweise schlechtere Vorhersagefahigkeit wurde bereits durch die Ergebnisse der
internen Validierung angedeutet.

Die gleichen externen Testproben wurden auch in den Modellen erstellt durch die Ana-
lyse der hydrophilen Metaboliten wiederholt der falschen Klasse zugeordnet. Insbesondere
die Proben AF22a und AF3 konnten in 80,0% der Modelle nicht der richtigen Klasse zuge-
ordnet werden. Auch bei den Modellen basierend auf der Analyse der hydrophilen
Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus den verschiedenen Kontinenten waren
diese Proben auffillig. Die Modelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Brasilien zeigten
die beste Vorhersagefahigkeit. In der externen Validierung dieser Klassifizierungsmodelle
konnten nahezu alle Proben der richtigen Klasse zugeordnet werden. Auch die Anwendung
der Modelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien auf externe Proben zeigte ei-
nen Vorhersagefehler von <10,0%. Diese Vorhersagefahigkeit konnte bei den Modellen zur
Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien nicht erreicht werden. In den Modellen Ko-
lumbien-Afrika und Kolumbien-Asien konnten nur 80,0% der externen Proben der
richtigen Klasse zugeordnet werden.

4.4.4 Univariate Analyse der H-NMR-spektroskopischen Daten mittels
Kruskal-Wallis Test

Die Untersuchung der 'H-NMR-Spektren mittels Kruskal-Wallis Test diente zur Erken-
nung von spektralen Unterschieden zwischen den Klassen. Zur Vermeidung falsch-positiver

Ergebnisse bei der Uberpriifung aller Buckets wurde das Signifikanzniveau einer Sidak-Kor-
rektur unterzogen, welche die Anzahl der Buckets beriicksichtigt. Zur Analyse der Spektren
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der lipophilen und hydrophilen Metaboliten wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05 ge-
wahlt. Mit der Verwendung von 1775 Buckets bei den Spektren der lipophilen und 983
Buckets bei den Spektren der hydrophilen Metaboliten ergab sich ein korrigiertes Signifi-
kanzniveau von @xorr = 2,89¢10-5 und @korr = 5,22010-5. Fiir die Untersuchung der univariaten
Unterschiede wurden jeweils Kaffeeproben aus den Landern Brasilien und Athiopien gegen
Kaffeeproben aus anderen Kontinenten aufgetragen. Aufgrund der unzureichenden Abtren-
nung von Kaffee aus Kolumbien wurde fiir diese Klasse kein Kruskal-Wallis Test
durchgefiihrt. Abbildung 4-12 zeigt das Ergebnis des Kruskal-Wallis Tests von den 1H-NMR-
Daten der lipophilen Metaboliten der Klassen Afrika, Asien, Nordamerika und Brasilien.
Pink hinterlegt sind die Buckets, bei welchen der p-Wert kleiner war als das korrigierte Sig-
nifikanzniveau ako Die spektralen Daten dieser Buckets wiesen somit Unterschiede
zwischen den Klassen auf.
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Abbildung 4-12: Datenanalyse zur Untersuchung univariater Unterschiede zwischen H-NMR-Spektren der lipophi-
len Kaffeemetaboliten der Klassen Afrika, Asien, Nordamerika und Brasilien mittels Kruskal-Wallis Test. Pink
hinterlegt sind die Buckets mit einem kleineren p-Wert als das Signifikanzniveau. a = 0,05, Anzahl Buckets: 1775,
nach Siddk korrigiertes Signifikanzniveau axorr = 2,8910-5. AF: Afrika; AS: Asien; NA: Nordamerika; BR: Brasilien

Anhand Abbildung 4-12 ist zu erkennen, dass nahezu alle Buckets der tH-NMR-Spektren
der lipophilen Metaboliten einen p-Wert kleiner als 2,89¢10-5 und somit Informationen zu
Unterschieden besaféen. Bei ndherer Betrachtung der p-Werte einzelner Buckets wurde er-
sichtlich, dass Buckets mit Signalen von TAG und gesattigten FA sowie UFA sehr geringe
Werte <1,00010-10 aufwiesen. Daraus lief3 sich schliefden, dass in diesen Buckets signifikante
Unterschiede zwischen den Klassen vorhanden waren. Auch der Kruskal-Wallis Test der
spektralen Daten der Klassen Athiopien, Asien, Nordamerika und Siidamerika ergab sehr
kleine p-Werte fiir diese Buckets.

Auch nahezu alle Buckets der tH-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten wiesen
einem p-Wert <5,22¢10-5 auf, wodurch in den Buckets der 'H-NMR-Spektren signifikante
Unterschiede zwischen den Klassen Afrika, Asien, Nordamerika und Brasilien vorhanden
waren (Abbildung 9-26). Die Buckets mit den Signalen von aliphatischen organischen Sau-
ren wie Propionsiure, Apfelsiure und Maleinsdure sowie von CGA wiesen dabei sehr
geringe Werte <1,0010-10 auf. Die gleiche Feststellung ergab sich bei dem Kruskal-Wallis
Test der spektralen Daten der hydrophilen Metaboliten der Klassen Athiopien, Asien, Nord-
amerika und Stidamerika.

Die Ergebnisse der Kruskal-Wallis Tests zeigten, dass sowohl fiir die NMR-Spektren der
lipophilen als auch der hydrophilen Metaboliten nahezu alle Buckets Unterschiede aufwie-
sen. Die deutlichsten Unterschiede waren in den 'H-NMR-Spektren der lipophilen
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Metaboliten bei den Signalen der TAG und gesattigten FA und UFA zu beobachten. Die deut-
lichsten Unterschiede in den tH-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten traten bei den
Signalen von Propionséure, Apfelsiure, Maleinsdure und CGA auf. Allerdings konnte keine
Aussage getroffen werden, ob diese Unterschiede, welche durch den Kruskal-Wallis Test
angezeigt wurden, auch der Grund fiir eine Abgrenzung der Kaffeeproben in den Klassifizie-
rungsmodellen waren. Jedoch konnte anhand des Kruskal-Wallis Tests gezeigt werden, dass
die Abgrenzung der Klassen nicht durch Anwesenheit oder Abwesenheit von konkreten Sig-
nalen definierter Verbindungen verursacht wurde. Die Abgrenzung der Kaffeeproben in den
Klassifizierungsmodellen wurde durch ein Zusammenspiel unterschiedlicher Verbindun-
gen verursacht, welche in hoheren oder niedrigeren Konzentrationen vorhanden waren.

4.4.5 Identifizierung moglicher lipophiler Metaboliten als Ursache fiir die
Abgrenzung von Kaffee nach ausgewahlten Landern

Eine Identifizierung lipophiler Metaboliten, die einen Einfluss auf die Abgrenzung der
Klassen in den Modellen haben, kann iiber den Loadingsplot der PCA-LDA erfolgen. Wie in
Kapitel 3.5.3 erwahnt, zeigen die Loadings, wie grofd die Beeinflussung der einzelnen Vari-
ablen auf die Trennung der Proben im LDA-Raum ist. Mit einem hohen oder geringen
Loadingswert befinden sich die Variablen im Loadingsplot weit vom Datenmittelpunkt ent-
fernt und kennzeichnen so spektrale Bereiche, die eine Mitursache fiir die Trennung der
Klassen darstellen. Die Analyse des Loadingsplot erfolgte fiir die Abgrenzung von Kaffee-
proben aus den Lindern Brasilien und Athiopien gegen die entsprechenden Kontinente. Die
Klassifizierungsmodelle fiir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien wurden au-
f3en vorgelassen, da die Trennung der Klassen in diesen Modellen unzureichend war (vgl.
Kapitel 4.4.3).

Die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Brasilien erfolgte anhand der Klassifizierungs-
modelle Brasilien-Afrika, Brasilien-Asien und Brasilien-Nordamerika. Abbildung 4-13 zeigt
den LDA-Raum und dazugehorigen Loadingsplot zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus
Brasilien und Afrika. Die Proben beider Klassen zeigten im zweidimensionalen LDA-Raum
zwei Cluster, welche entlang der ersten linearen Diskriminanzfunktion (LD1) vollstindig
getrennt waren. Dabei besaf die Klasse Brasilien positive und die Klasse Afrika negative
Werte fiir LD1. Fiir den Loadingsplot bedeutete dies, dass Variablen mit hohen Loadings-
werten fiir LD1 einen Einfluss auf die Abgrenzung der Klasse Brasilien hatten. Dahingegen
stieg der Einfluss einer Variable auf die Abgrenzung der Klasse Afrika, je geringer der Loa-
dingswert fiir LD1 war.
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Abbildung 4-13: Links: zweidimensionaler LDA-Raum fiir die Klasse Brasilien (blau) und Afrika (orange). Rechts:
Zugehériger Loadingsplot der 1775 verwendeten Buckets der 1H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten als Va-
riablen. Die Zahlenwerte kennzeichnen die spektrale Region im 1H-NMR-Spektrum. Die blau/orange umkreisten
Variablen haben fiir die Trennung der Klasse Brasilien/Afrika den gréfSten Einfluss. BR: Brasilien; AF: Afrika; LD:
Lineare Diskriminanzfunktion; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse

Anhand des Loadingsplots in Abbildung 4-13 ist zu erkennen, dass sich sehr viele Vari-
ablen im Datenmittelpunkt befanden. Diese hatten auf die Trennung der Klassen keinen
Einfluss. Die Variablen 6y = 7,77 ppm und 84 = 4,01 ppm besafden einen vergleichsweise ho-
hen Loadingswert fiir LD1 und standen in gleichgerichteter Beziehung mit den positiven
Werten im LDA-Raum fiir die Kaffeeproben aus Brasilien. Somit hatten diese Variablen ei-
nen Einfluss auf die Abgrenzung der Klasse Brasilien. Die Variablen 6u= 3,92 ppm,
On = 4,04 ppm, &u = 4,05 ppm besafien relativ geringe Loadingswerte flir LD1 und wiesen
einen gleichgerichteten Zusammenhang mit den negativen Werten der afrikanischen Kaf-
feeproben im LDA-Raum auf. Diese Variablen hatten einen Einfluss auf die Trennung der
Klasse Afrika. Fiir einen direkten Vergleich wurden die log-transformierten Integrale der
Variablen (Buckets) 6u = 7,77 ppm, 4,01 ppm, 3,92 ppm und 4,04 ppm fiir die Klasse Brasi-
lien und Afrika in jeweils in einem Box-Whisker-Plot dargestellt (Abbildung 4-14).
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Abbildung 4-14: Darstellung der log-transformierten Integrale der fiir die Unterscheidung der Klassen Brasilien
und Afrika relevanten Variablen bei der Analyse der lipophilen Metaboliten in einem Box-Whisker-Plot. (A) Variable
bei 6y = 7,77 ppm; (B) Variable bei 6n = 4,01 ppm; (C) Variable bei 6y = 3,92 ppm; (D): Variable bei 61 = 4,04 ppm.
BR: Brasilien; AF: Afrika

Die Box-Whisker-Plots der einzelnen Variablen zeigen, dass zwischen den Klassen nur
minimale Unterschiede in den Integralen vorlagen. Die Variablen &8sy =7,77 ppm und
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4,01 ppm, welche fiir die Abgrenzung der Kaffeeproben aus Brasilien mitverantwortlich wa-
ren, wiesen sehr dhnliche Integralwerte fiir beiden Klassen auf. Lediglich der Median dieser
Variablen war bei den Kaffeeproben aus Brasilien geringfiigig erhoht (Abbildung 4-14 (A)
und (B)). Bei der Variable 8u = 4,04 ppm, welche zur Unterscheidung von afrikanischen Kaf-
feeproben beitrug, war der Median der log-transformierten Integrale in der Klasse Afrika
leicht hoher (Abbildung 4-14 (C)). Fiir die Variable 8x = 3,92 ppm zeigte sich zwischen den
Klassen ein grofierer Unterschied. Die log-transformierten Integrale der Klasse Brasilien
wiesen eine geringere Streuung auf und besaféen kleinere Werte (Abbildung 4-14 (D)).

In Abbildung 4-15 sind die spektralen Bereiche der vier Variablen &= 3,92 ppm,
4,01 ppm, 4,05 ppm und 7,77 ppm im 'H-NMR-Spektrum der lipophilen Metaboliten einer
afrikanischen Kaffeeprobe farblich hinterlegt. Die fiir die Trennung der brasilianischen Kaf-
feeproben mitverantwortlichen Variablen 84 = 7,77 ppm und 4,01 ppm sind im Spektrum
blau hinterlegt und konnten den Signalen von Koffein zugeordnet werden. Dahingegen
konnten die Variablen 6x = 3,92 ppm und 4,01 ppm, welche zur Trennung der Klasse Afrika
beitrugen und im Spektrum orange hinterlegt sind, nicht identifiziert werden. Aus Abbil-
dung 4-15 ist zu erkennen, dass sich in diesen spektralen Bereichen sehr kleine Signale
befanden, welche teilweise liberlagert waren und ein sehr geringes S/N aufwiesen. Dies er-
schwerte eine Identifizierung der Signale in diesen spektralen Bereichen.
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Abbildung 4-15: Ausschnitte der 400 MHz 1H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten in der Probe AF15 gemes-
sen in CDCI3:MeOH-ds 1:1 (v/v) . (A) 6n=3,93-4,15ppm; (B) 6u=7,61- 7,88 ppm. Orange hinterlegt sind die
spektralen Bereiche der Variablen &u = 3,92 ppm und 4,04 ppm, welche fiir die Abgrenzung der Klasse Afrika mit-
verantwortlich waren. Blau hinterlegt sind die spektralen Bereiche der Variablen 6u= 7,77 ppm und 4,01 ppm,
welche die Abgrenzung der Klasse Brasilien beeinflussten.

Fiir die Unterscheidung der Klassen Brasilien und Asien waren erneut die Variablen mit
den spektralen Bereichen der Koffeinsignale fiir die Abgrenzung der brasilianischen Kaffee-
proben mitverantwortlich. Ein Teil der Variablen, welche mit den Werten der Kaffeeproben
aus Asien im LDA-Raum gleichgerichtet zusammenhingen, konnten bereits fiir die Klasse
Afrika nicht identifiziert werden. Die Variablen &y = 4,44 ppm und 9,18 ppm wiesen hohe
Loadingswerte fiir LD1 auf und zeigten einen gleichgerichteten Zusammenhang mit den po-
sitiven LD1-Werten der Kaffeeproben aus Asien im LDA-Raum. Diese Variablen konnten der
Verbindung Trigonellin zugeordnet werden. Bei dem Klassifizierungsmodell Brasilien-
Nordamerika zeigte sich, dass die spektralen Bereiche der Koffeinsignale die Abgrenzung
von Kaffeeproben aus Brasilien nicht beeinflussten. Fiir die Trennung von Brasilien waren
unter anderem die Variablen &x = 2,02 ppm 3,29 ppm und 3,47 ppm ursachlich. Allerdings
konnten diesen Signalen keine entsprechenden Verbindungen zugeordnet werden. Bei-
spielsweise war in dem spektralen Bereich der Variable 6u = 2,02 ppm eine angedeutete
Schulter bei dem Signal der UFA erkennbar (Abbildung 9-27). In dem spektralen Bereich
der Variable 6x = 3,47 ppm konnen die Protonen der Galactose Signale erzeugen. In diesem
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Bereich waren viele Signale mit einem geringen S/N zu finden, die iberlagert waren (Abbil-
dung 9-27). Aus diesem Grund konnte auch hier keine Verbindung eindeutig identifiziert
werden. Der Loadingswert der Variable 6u = 9,54 ppm zeigte einen Zusammenhang mit den
Werten der Kaffeeproben aus Asien im LDA-Raum und konnte daher einen Einfluss auf die
Trennung haben. Dieser Variable konnte die Verbindung HMF zugeordnet werden. Aller-
dings wird HMF stark von der Rostung beeinflusst. Dies deutet an, dass sich der Einfluss der
Abgrenzung asiatischer Kaffeeproben nicht auf den geographischen Ursprung, sondern auf
unterschiedliche Rostgrade beziehen konnte.

Bei den Klassifizierungsmodellen fiir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien
zeigte die Variable 8y = 3,92 ppm einen Einfluss auf die Trennung der Kaffeeproben von
Athiopien. Diese Variable kennzeichnete einen spektralen Bereich mit keiner bekannten
Verbindung, sodass eine direkte Identifizierung nicht moglich war. Dieser spektrale Bereich
zeigte viele Signale mit geringer Intensitit und starker Uberlagerung (Abbildung 9-28).
Durch den Box-Whisker-Plot ist jedoch ersichtlich, dass die athiopischen Kaffeeproben im
Vergleich zu den Kaffeeproben anderer Klassen ein hoheres log-transformiertes Integral
aufwiesen (Abbildung 4-16). Auch die Variable 64 = 0,71 ppm zeigte in allen Modellen einen
Einfluss auf die Trennung der Klasse Athiopien. Der spektrale Bereich dieser Variable kenn-
zeichnet Signale von Sterolen wie beispielsweise Stigmasterin. Aufgrund der auch hier
geringen Signalintensitaten konnte jedoch keine eindeutige Aussage lber die Identifizie-
rung der Variable getroffen werden.
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Abbildung 4-16: Darstellung der log-transformierten Integrale fiir die Variable du = 3,92 ppm in den Klassifizie-
rungsmodellen (A) Athiopien-Asien, (B) Athiopien-Nordamerika und (C) Athiopien-Siidamerika. Die Variable
81 = 3,92 zeigte in allen Klassifizierungsmodellen eine Beeinflussung der Trennung von Athiopien. AT: Athiopien;
AS: Asien; NA: Nordamerika; SA: Siidamerika

In den Klassifizierungsmodellen Athiopien-Nordamerika und Athiopien-Siidamerika
zeigten die Variablen 6y = 3,40 ppm, 3,58 ppm, 4,01 ppm und 7,78 ppm jeweils fiir die Tren-
nung der beiden Klassen Nord- und Siidamerika einen Einfluss im Loadingsplot. In diesen
spektralen Bereichen traten Signale von Koffein auf (Abbildung 9-28). Bei der Untersu-
chung des Loadingsplots fiir das Klassifizierungsmodell Athiopien-Asien konnte keine
Verbindung als Grund fiir die Trennung der Klasse Asien identifiziert werden. Die Variablen
On = 6,86 ppm und 7,11 ppm, welche die Trennung von Asien beeinflussten, lagen in einem
spektralen Bereich, in welchem auch die aromatischen Protonen der CGA-Signale erzeugen.
Allerdings befanden sich auch in diesem Bereich viele iiberlappende Signale mit geringer
Intensitat, sodass keine gesicherte Aussage liber die Identifizierung dieser Variablen getrof-
fen werden konnte.
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4.4.6 Identifizierung moglicher hydrophiler Metaboliten als Ursache fiir
die Abgrenzung von Kaffee nach ausgewahlten Landern

Auch die Identifizierung moglicher hydrophiler Metaboliten, die einen Einfluss auf die
Abgrenzung von Kaffeeproben aus den Lindern Brasilien und Athiopien hatten, erfolgte zu-
nichst liber den Loadingsplot. Dazu wurden die Klassifizierungsmodelle Brasilien-Afrika,
Brasilien-Asien, Brasilien-Nordamerika, Athiopien-Asien, Athiopien-Nordamerika und
Athiopien-Siidamerika basierend auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten verwendet.
Die Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien wurden wie
bei der Analyse der lipophilen Metaboliten aufgrund der unzureichenden Trennung und
Vorhersagefahigkeit aufien vorgelassen. In Abbildung 4-17 ist der zweidimensionale LDA-
Raum und der dazugehorige Loadingsplot fiir das Klassifizierungsmodell Brasilien-Afrika
unter der Verwendung der Daten der hydrophilen Metaboliten dargestellt. Die Proben der
Klassen Brasilien und Afrika zeigten im zweidimensionalen LDA-Raum eine Trennung ent-
lang der LD1, wobei die Klasse Brasilien negative und die Klasse Afrika positive LD1-Werte
im LDA-Raum aufwiesen. Im Loadingsplot hatten daher die Variablen mit einem geringen
Loadingswert fiir LD1 einen Einfluss auf die Trennung der brasilianischen Kaffeeproben.
Die Variablen mit einem hohen Loadingswert fiir LD1 hatten einen Einfluss auf die Tren-
nung der afrikanischen Kaffeeproben.
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Abbildung 4-17: Links: zweidimensionaler LDA-Raum fiir die Klasse Brasilien (blau) und Afrika (orange). Rechts:
Zugehériger Loadingsplot der 983 verwendeten Buckets der 1H-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten als Va-
riablen. Die Zahlenwerte kennzeichnen die spektrale Region im 1H-NMR-Spektrum. Die blau/orange umkreisten
Variablen hatten fiir die Trennung der Klasse Brasilien/Afrika den gréfSten Einfluss. BR: Brasilien; AF: Afrika; LD:
Lineare Diskriminanzfunktion; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse

Wie bei der Analyse der lipophilen Metaboliten befanden sich sehr viele Variablen im
Datenmittelpunkt des Loadingsplots und hatten somit keinen Einfluss auf die Trennung der
Klassen Brasilien und Afrika. Die Variablen 6u=1,14 ppm, 1,15 ppm, 2,60 ppm und
7,89 ppm waren weiter vom Datenmittelpunkt entfernt und besafien vergleichsweise ge-
ringe Loadingswerte flir LD1. Die negativen Loadingswerte dieser Variablen standen im
Zusammenhang mit den negativen Werten der Kaffeeproben aus Brasilien im LDA-Raum
und hatten somit einen Einfluss auf die Trennung dieser Klasse. Im Gegensatz dazu besaf3en
die Variablen &x = 3,20 ppm, 3,30 ppm, 3,37 ppm und 3,52 ppm hohe Loadingswerte fiir
LD1 und standen in gleichgerichteter Beziehung mit den positiven LD1-Werten fiir die Kaf-
feeproben aus Afrika im LDA-Raum. Die Abgrenzung der Klasse Afrika wurde somit von
diesen Variablen beeinflusst. Um einen Unterschied der beiden Klassen in den spektralen
Bereichen besser beobachten zu konnen, wurden die log-transformierten Integrale der Va-
riablen 6y = 1,14 ppm, 1,15 ppm, 2,06 ppm, 3,20 ppm, 3,30 ppm und 3,37 ppm fiir die
Klassen Brasilien und Afrika in Box-Whisker-Plots dargestellt.
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Abbildung 4-18: Darstellung der log-transformierten Integrale der fiir die Unterscheidung der Klassen Brasilien
und Afrika relevanten Variablen bei der Analyse der hydrophilen Metaboliten in einem Box-Whisker-Plot. (A) Vari-
able bei 6n=1,14ppm; (B) Variable bei 6u=2,06 ppm; (C) Variable bei 6u=3,20 ppm; (D) Variable bei
6n = 3,37 ppm. BR: Brasilien; AF: Afrika

Durch die Box-Whisker-Plots ist zu erkennen, dass bei den log-transformierten Integra-
len der Variablen, welche die Abgrenzung der Kaffeeproben beeinflussten, zwischen den
Klassen nur minimale Unterschiede vorhanden waren. Die Klasse Afrika wies bei der Vari-
ablen 6x=1,14 ppm geringere log-transformierte Integrale als die Klasse Brasilien auf
(Abbildung 4-18(A)). Geringere Integralwerte bei der Klasse Afrika konnten auch bei der
Variablen 64 = 1,15 ppm beobachtet werden. Fiir die Variable 84 = 2,06 ppm waren die Mit-
telwerte sowie die Streuung der Werte fiir beide Klassen nahezu identisch (Abbildung
4-18(B)). Bei der Variablen &u = 3,20 ppm dagegen war der Mittelwert der log-transfor-
mierten Integrale sehr dhnlich, jedoch war die Verteilung beider Werte in den Klassen
unterschiedlich. Wahrend bei der Klasse Brasilien der Median leicht oberhalb des Mittel-
wertes lag, war dieser bei der Klasse Afrika deutlich unterhalb des entsprechenden
Mittelwertes (Abbildung 4-18(C)). Auch bei der Variablen 61 = 3,37 ppm waren die Mittel-
werte der log-transformierten Daten sehr dhnlich. Allerdings wies die Klasse Brasilien eine
deutlich geringere Streuung der Werte auf als die Klasse Afrika (Abbildung 4-18(D)).

Auch fiir die Analyse der hydrophilen Metaboliten konnte nicht jeder Variablen, welche
einen Einfluss auf die Abgrenzung der Klassen hatte, eine Verbindung zugeordnet werden.
So konnte bei den Variablen 8y = 1,14 ppm und &y = 1,15 ppm, welche im 'H-NMR-Spekt-
rum direkt nebeneinanderlagen, keine Identifizierung erfolgen. In diesem spektralen
Bereich waren im tH-NMR-Spektrum Signale mit sehr geringer Intensitat ersichtlich (Abbil-
dung 4-19). Die Variable 6y = 2,06 ppm bildete einen spektralen Bereich ab, in welchem die
Protonen der Chinasaure Signale erzeugen. Allerdings konnte Chinasdure als Grund fiir eine
Trennung der Klassen Brasilien und Afrika ausgeschlossen werden. Durch den Vergleich
der log-transformierten Integralwerte konnte gezeigt werden, dass diese zwischen den bei-
den Klassen keinen Unterschied aufwiesen (Abbildung 4-18(B)). Zusitzlich erzeugt
Chinasdure weitere Signale in den Bereichen &x=1,80-1,90ppm, 1,90 - 2,10 ppm,
3,50 - 3,60 ppm und 4,00 - 4,20 ppm. Die entsprechenden Variablen lagen im Loadingsplot
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im Datenmittelpunkt, sodass diese im Gegensatz zur Variablen &y = 2,06 ppm keinen Ein-
fluss auf die Trennung der Klasse Brasilien hatten.

Die Variable &4 = 3,20 ppm, welche die Trennung der afrikanischen Kaffeeproben beein-
flusste, konnte der Verbindung Cholin zugeordnet werden. Die Variablen 84 = 3,30 ppm und
3,52 ppm kennzeichneten spektrale Bereiche, in welchen Signale von Koffein ersichtlich
waren (Abbildung 4-19). Das Signal, welches in dem spektralen Bereich der Variablen
On = 3,37 ppm zu beobachten war, konnte nicht durch Aufstockungen mit Standardsubstan-
zen oder 2D-NMR-Experimenten identifiziert werden. Zur vollstindigen Identifizierung
schlagen Kim et al. die Kopplung von NMR mit HPLC vor [133]. Dies ermoglicht die Einsicht
von spektralen Daten einzelner Metaboliten nach der Abtrennung durch die HPLC [133].
Durch chromatographischen Trennung koénnte die Verbindung, welche das Signal bei
Ou = 3,37 ppm erzeugt, im Anschluss einzeln mit der NMR analysiert und so identifiziert
werden. Weiter konnten andere Detektionen wie die MS zuséatzliche Informationen liefern,
die eine bessere Identifizierung ermoéglichen kénnten [135].

38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0
f1 (ppm)

Abbildung 4-19: Ausschnitt des 400 MHz 1H-NMR-Spektrums der hydrophilen Metaboliten in der Probe AF15 im
Bereich 61 = 0,80 - 3,90 ppm gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Orange hinterlegt sind die spektralen Bereiche der
Variablen éu = 3,20 ppm, 3,30 ppm, 3,37 ppm und 3,52 ppm, welche fiir die Abgrenzung der Klasse Afrika mitver-
antwortlich waren. Blau hinterlegt sind die spektralen Bereiche der Variablen 6y = 1,14 ppm, 1,15 ppm und
2,06 ppm, welche die Abgrenzung der Klasse Brasilien beeinflussten.

Auch fir die Modelle Brasilien-Asien und Brasilien-Nordamerika zeigten die Loadings-
werte von LD1 der Variablen 8u=1,14 ppm und 81 = 1,15 ppm einen gleichgerichteten
Zusammenhang mit den Werten fiir LD1 im zweidimensionalen LDA-Raum der Kaffeepro-
ben aus Brasilien. Daneben hatten die Variablen 8y = 3,33 ppm und &y = 3,34 ppm einen
Einfluss auf die Trennung der Klasse Asien. Diese Variablen kennzeichneten wieder spekt-
rale Bereiche mit Koffeinsignalen. Fir die Klasse Nordamerika zeigten die Variablen
On = 3,20 ppm und 6y = 3,21 ppm einen Einfluss auf die Trennung, welche den spektralen
Bereich der Cholinsignale kennzeichneten.

Bei dem Klassifizierungsmodell Athiopien-Asien konnten keine relevanten Verbindun-
gen eindeutig identifiziert werden. Auf die Trennung der Klasse Athiopien hatten die
Variablen 6y = 3,37 ppm, 3,45 ppm und 5,15 ppm einen Einfluss. In diesen spektralen Be-
reichen waren iiberwiegend tiberlappende Signale mit geringer Signalintensitit vorhanden,
sodass diesen Signalen keine Verbindung zugeordnet werden konnte. In den Klassifizie-
rungsmodellen Athiopien-Nordamerika und Athiopien-Siidamerika hatten die Variablen
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On = 8,78 ppm und 8,80 ppm einen Einfluss auf die Trennung der dthiopischen Kaffeepro-
ben. Diesen Variablen konnten Signale von NMP zugeordnet werden. Einen Einfluss auf die
Abgrenzung der Klasse Asien zeigten die Variablen 6x = 2,60 ppm, 2,67 ppm und 2,70 ppm.
In den spektralen Bereichen dieser Variablen waren Signale von Zitronensiure und Apfel-
sdure zu finden. Es konnte jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden, welche der
beiden Verbindungen durch die Variablen gekennzeichnet war. Grund hierfiir war die
starke Uberlappung der Signale beider Verbindungen im 'H-NMR-Spektrum. Auch war die
Konzentration dieser organischen Sduren zu gering, sodass keine Signalidentifizierung iiber
2D-NMR-Spektren erfolgen konnte. Da in dem Bereich &y = 2,50 - 2,60 ppm spezifische Sig-
nale der Zitronensaure zu finden sind, ware es moglich, dass die Variable 64 = 2,60 ppm
durch Zitronensaure gekennzeichnet war. Auch bei den Klassen Nord- und Stidamerika hat-
ten die Variablen im Bereich &n= 2,60 - 2,70 ppm, in welchem Signale von Apfel- und
Zitronensaure vorhanden waren, einen Einfluss auf die Trennung.

Consonni et al. untersuchten die tH-NMR-Spektren wassriger Kaffeeextrakte und konn-
ten durch eine OPLS-DA eine vollstindige Trennung von Kaffee aus den Kontinenten Afrika,
Asien und Amerika erreichen [145]. Einen Einfluss auf die Trennung der Klasse Afrika hat-
ten CGA, Trigonellin und Koffein, wohingegen die Verbindungen Acetat, Chinasdure und
myo-Inositol die Trennung von Asien beeinflusste [145]. Auch in den in dieser Arbeit er-
stellten Modellen konnte gezeigt werden, dass Signale von Koffein einen méglichen Einfluss
auf die Trennung bestimmter Klassen haben. Einen Einfluss auf die Trennung durch die Me-
taboliten Trigonellin, Chinasaure, Acetat und myo-Inositol konnte jedoch in dieser Arbeit
jedoch nicht beobachtet werden.

Toledo et al. nutzten GC-MS, um Kaffee aus Brasilien von Kaffee aus Afrika, Asien und
Zentralamerika zu differenzieren. Mittels Diskriminanzanalyse erreichten sie eine vollstan-
dige Trennung der Klassen und konnten die Analyten 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal,
2,3-Pentadion, 2,3-Butadion, 1-Methylpyrrol, Pyrazin, 2-Methylpyrazin und 2,5-Dimethyl-
pyrazin als Ursache fiir die Trennung identifizieren [251].

4.5 Datenfusionierung der H-NMR-spektroskopischen Daten
der lipophilen und hydrophilen Metaboliten fiir die Abgrenzung
von Kaffee nach ausgewahlten Landern

Durch eine Datenfusionierung kann der Informationsgehalt erhoht, und gleichzeitig der
Einfluss von Variablen, die keine relevanten Informationen enthalten, reduziert werden
[217]. Daher wurde getestet, ob durch eine Datenfusionierung eine bessere Trennung und
Vorhersagekraft der Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus ausge-
wahlten Landern erreicht werden konnte. Dazu wurde eine Low-Level und eine Mid-Level
Datenfusionierung durchgefiihrt. Bei der Low-Level Datafusion wurden die Buckets der 1H-
NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten kombiniert, wohingegen bei der
Mid-Level Datenfusionierung die PCA-Scores vereint wurden. Als Klassifizierungsmodell
wurde beispielhaft das Modell Brasilien-Afrika ausgewahlt, durch welches eine gute Ab-
grenzung der beiden Klassen bei der Verwendung der Daten der lipophilen bzw.
hydrophilen Metaboliten erreicht werden konnte. Daneben wurde bei der unzureichenden
Abgrenzung der Klassen Kolumbien und Asien bei der Analyse der lipophilen bzw. hydro-
philen Metaboliten getestet, ob eine Datenfusionierung zu besseren Ergebnissen fiihrte.
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Abbildung 4-20 zeigt das Ergebnis der MCKV der Klassifizierungsmodelle basierend auf
der Analyse der (A) lipophilen und (B) hydrophilen Metaboliten sowie das Ergebnis der
MCKYV der (C) Low-Level und (D) Mid-Level Datenfusionierung fiir die Klassen Brasilien und
Afrika. Die Modellerstellung basierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen Me-
taboliten erfolgte analog zu Kapitel 4.4.3 unter Verwendung der Scores der ersten 29 PC der
PCA fiir die LDA. Fiir die Low-Level Datenfusionierung wurden die 1775 Buckets der NMR-
Spektren der lipophilen Metaboliten mit den 983 Buckets der NMR-Spektren der hydrophi-
len Metaboliten in einer Matrix vereint. Somit waren nach der Datenfusionierung 2785
Buckets als Variablen vorhanden. Zur Dimensionsreduktion wurde nach der Datenfusionie-
rung eine PCA durchgefiihrt, von welcher die ersten 29 PC fiir die LDA verwendet wurden.
Dahingegen wurden bei der Mid-Level Datenfusionierung jeweils die Scores der ersten 29
PC der PCA fiir die LDA vereinigt.
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Abbildung 4-20: Ergebnisse der MCKV des Klassifizierungsmodells zur Vorhersage des geographischen Ursprungs
von Kaffee beziiglich des Landes Brasilien und den Kontinent Afrika. (A) Klassifizierungsmodell durch die Analyse
der 1H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten; (B) Klassifizierungsmodell durch die Analyse der 1H-NMR-Spek-
tren der hydrophilen Kaffeemetaboliten; (C) Klassifizierungsmodell durch die Low-Level Datenfusionierung der 1H-
NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten; (D) Klassifizierungsmodell durch die Mid-Level Daten-
fusionierung der 1H-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten. In (A)-(D) ist oben der LDA-Raum
eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Die Wolken kennzeichnen das 95%ige Prognoseellipsoid des Trai-
ningsdatensatzes. Unten in (A)-(D) ist die Konfusionsmatrix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse
zeigen die zugeordnete Klasse bzw. die wahre Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vor-
hersageergebnisses in Prozent angegeben. Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: (A)-(C) 29; PC: (D) 58. MCKV:
Monte-Carlo Kreuzvalidierung; LD: Lineare Diskriminanzfunktion; AF: Afrika; BR: Brasilien

Die Ergebnisse in Abbildung 4-20 zeigen, dass jeweils bereits die Klassifizierungsmo-
delle basierend auf jeweils der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten eine
gute Abgrenzung der Klassen Brasilien und Afrika ermdglichten. Eine Low-Level Datenfusi-
onierung erzielt eine geringfiligig bessere Zuordnung der Testproben aus Afrika. Hier wurde
in der MCKV eine richtige Zuordnung des Testdatensatzes von 98,6% im Gegensatz zu
96,7% bei Verwendung der Daten der lipophilen und 97,0% bei Verwendung der Daten der
hydrophilen Metaboliten erreicht. Zudem ist zu erkennen, dass sich die Streuung der Pro-
ben in dem LDA-Raum durch die Low-Level Datenfusionierung geringfiigig verbesserte.
Auch die Mid-Level Datenfusionierung erzielte mit 97,9% richtiger Zuordnung der Testpro-
ben aus Afrika in der MCKV ein geringfligig besseres Ergebnis als die Einzelmodelle.
Allerdings verringerte sich die richtige Zuordnung der brasilianischen Proben in der Mid-
Level Datenfusionierung. Bei der Mid-Level Datenfusionierung wurden in der MCKV 97,6%
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der brasilianischen Testproben richtig zugeordnet. Dahingegen konnten bei dem Model ba-
sieren auf der Analyse der lipophilen Metaboliten 99,9% und bei dem Model basieren auf
der Analyse der hydrophilen Metaboliten 99,0% richtige Zuordnung der Testproben aus
Brasilien erreicht werden. Im Vergleich zur Low-Level Datenfusionierung war die richtige
Zuordnung der Testproben beider Klassen bei der Mid-Level Datenfusionierung in der
MCKYV geringer. Allerdings konnte durch die Mid-Level Datenfusionierung die Streuung der
Proben im LDA-Raum noch weiter reduziert werden. Dies fiihrte zu geringeren Grenzen des
Prognoseellipsoids, wodurch die Cluster beider Klassen kleiner wurden und besser vonei-
nander abgetrennt waren. Die geringeren Grenzen der Prognoseellipsoide bei einem
schlechteren Ergebnis der MCKV deuteten allerdings an, dass bei diesem Klassifizierungs-
modell ein leichtes Overfitting vorlag. Eine weitere Analyse hatte ergeben, dass bereits die
ersten 15 Dimensionen der fusionierten PCA-Scores der Daten der lipophilen bzw. hydro-
philen Metaboliten in der Mid-Level Datenfusionierung ausreichend war, um eine sehr gute
Abgrenzung der beiden Klassen zu ermoglichen (Abbildung 9-30(A)). Durch die Verwen-
dung einer geringeren Anzahl an Dimensionen konnte auch die Gefahr der Overfittings
verringert werden.

Die Fusionierung der H-NMR-Daten der lipophilen und hydrophilen Metaboliten fiir
das Klassifizierungsmodell Kolumbien-Asien fiihrte weder bei der Low-Level noch bei der
Mid-Level Datenfusionierung zu einer besseren Zuordnung des Testdatensatzes bei der
MCKV (Abbildung 9-29). Das Klassifizierungsmodell basierend auf der Analyse der hydro-
philen Metaboliten zeigte bessere Ergebnisse der MCKV (Abbildung 9-29(A) als das Model
basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten (Abbildung 9-29(B)). Durch die Low-
Level und Mid-Level Datenfusionierung (Abbildung 9-29(C) und (D)) sank die richtige Zu-
ordnung der Testproben beider Klassen im Vergleich zum Model basierend auf der Analyse
der hydrophilen Metaboliten. Durch die Mid-Level Datenfusionierung konnte die Streuung
der Proben im LDA-Raum verringert werden, was dazu fiihrte, dass die Cluster besser von-
einander getrennt waren. Auch hier deuteten die Ergebnisse an, dass bei der Verwendung
von 38 Dimensionen bei der Mid-Level Datenfusionierung ein leichtes Overfitting vorlag. So
zeigte eine weitere Analyse, dass der Mid-Level Datenfusionierung bereits 11 Dimensionen
der fusionierten PCA-Scores der 1H-NMR-Daten der lipophilen und hydrophilen Metaboli-
ten ausreichend waren, um eine sehr gute Abgrenzung der beiden Klassen zu erméoglichen
(Abbildung 9-30(B)).

Um eine gesicherte Aussage Vorhersagefahigkeit der Low-Level und Mid-Level fusio-
nierten 1H-NMR-Daten zu erméglichen, ist die Untersuchung von mehr Kaffeeproben notig.
Mit einer deutlich hoheren Probenanzahl kdnnte die Vorhersagefahigkeit der Klassifizie-
rungsmodelle der fusionierten Daten erhoht und eine bessere Bewertung der Giite der
Zuordnung getroffen werden. Neben den 'H-NMR Daten konnten auch Daten aus anderen
Analysenmethoden verwendet werdet werden, um die Vorhersagefiahigkeit der Klassifizie-
rungsmodelle zu erh6hen. Beispielsweise kombinierten Choi et al. Daten basierend auf der
Analyse mittels LC/MS- und GC mit einem Flammenionisationsdetektor (GC-FID) und Daten
aus Protein-, Monosaccharid- und Aminosaurenanalyse, um Kaffeeproben den Kontinenten
Asien, Stidamerika und Afrika zuzuordnen [143].
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4.6 Erstellung eines Klassifizierungsmodells basierend auf der
Analyse der lipophilen und hydrophilen Kaffeemetaboliten zur
Abgrenzung von Kaffee nach verschiedenen Anbaumethoden

Das wachsende Bewusstsein fiir die weitreichenden Auswirkungen durch die Anwen-
dung chemisch-synthetischer eingesetzter Agrarchemikalien fithrt zu neuen
Vorgehensweisen mit dem Ziel, auf diese zu verzichten [15]. Der Einsatz von synthetischen
Chemikalien und Praktiken wie die Bestrahlung zur Schadlingsbekdmpfung sind in der 6ko-
logischen Landwirtschaft verboten [32]. Allerdings kann dadurch der Ertrag biologisch
erzeugter Ernten im Vergleich zum konventionellen Anbau um bis zu 50% verringert sein
[15]. Um den reduzierten Ertrag ausgleichen zu konnen, wird demnach fiir biologisch er-
zeugte Produkte ein hoherer Preis verlangt. Die unterschiedlichen Preise fiir biologisch und
konventionell erzeugte Produkten erfordern die Uberpriifung der Authentizitit von biolo-
gisch erzeugten Produkten. Daher wurde iiberpriift, ob anhand der lipophilen und
hydrophilen Metaboliten von biologisch und konventionell angebautem Kaffee eine Abgren-
zung dieser beiden Anbaumethoden méglich ist. Dazu wurde erneut eine PCA-LDA
basierend auf der Analyse der tH-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboli-
ten durchgefiihrt (Abbildung 4-21). Fiir die Modellerstellung und interne Validierung
mittels MCKV wurden 143 Kaffeeproben aus biologischem Anbau und 214 Kaffeeproben
aus konventionellem Anbau verwendet. Der Testdatensatz fiir die externe Validierung be-
stand aus 37 biologischen und 54 konventionellen Kaffeeproben.
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Abbildung 4-21: Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage der Anbaumethode aus den 1H-NMR-Spektren
der (A) lipophilen und (B) hydrophilen Kaffeemetaboliten. Jeweils rechts in der Abbildung (A) und (B) ist der LDA-
Raum eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes ist als
Wolke dargestellt, die Proben des Testdatensatzes werden durch Rechtecke symbolisiert. Links in der Abbildung (A)
und (B) ist die Konfusionsmartix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse
bzw. die wahre Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent
angegeben. Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: 23. Erkldrte Varianz: (4) 98,9% und (B) 97,2%. MCKV: Monte-
Carlo Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Lineare Dis-
kriminanzfunktion; Bio: biologisch zertifizierter Anbau; Kon: Konventioneller Anbau

Die Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA mit 69,2 - 74,0% richtiger Zuordnung der Test-
proben zeigen, dass die Kaffeeproben nicht zuverldssig nach biologischem und
konventionellem Anbau getrennt werden konnten. Es war lediglich eine leichte Tendenz zur
Trennung dieser beiden Klassen gegeben. In der MCKV des Klassifizierungsmodells basie-
rend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten konnten geringfiigig mehr Testproben der
richtigen Klasse zugeordnet werden (Abbildung 4-21(A)) als im Modell basierend auf der
Analyse der der hydrophilen Metaboliten (Abbildung 4-21(B)). Das gleiche Muster zeigte
die externe Validierung. Durchschnittlich konnten wie bereits bei der internen Validierung
nur 2/3 des externen Testdatensatzes der jeweils richtigen Klasse zugeordnet werden. In
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dem Klassifizierungsmodell basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten wurden
von den 54 konventionellen Kaffeeproben 36 Proben der Klasse ,konventionell“ zugeord-
net. Von 37 biologischen Kaffeeproben wurden 30 der richtigen Klasse ,bio“ zugeordnet. In
der externen Validierung des Klassifizierungsmodells basierend auf der Analyse der hydro-
philen Metaboliten wurden 25 der 37 biologischen und 34 der 54 konventionellen Proben
jeweils der richtigen Klasse zugeordnet.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit entsprechen somit nicht denen, die Consonni et al. in
ihrer Studie erzielen konnten. In ihren Untersuchungen verwendeten sie 42 konventionell
und 26 biologisch angebaute Kaffeeproben und erstellten mit den Daten der H-NMR-Spek-
tren der hydrophilen Metaboliten ein OPLS-DA-Modell [144]. Durch eine OPLS-DA konnten
Consonni et al. eine Abgrenzung der beiden Klassen erzielen [144]. Biologisch erzeugter
Kaffee unterschied sich insbesondere durch Signale der Galactose, Mannose und CGAL, wo-
hingegen konventionell angebauter Kaffee durch Signale von Trigonellin, CGA, Koffein und
Acetat abgegrenzt wurde [144]. Consonni et al. verwendeten in ihren Untersuchungen Kaf-
fee unterschiedlicher geographischer Herkunft und Herstellungszeitraume. Ein Grund fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse konnte die Verwendung unterschiedlicher Verfahren der
multivariaten Datenanalyse sein. Consonni et al. fithrten mit den Kaffeeproben zunichst
eine PCA durch, mit welcher sie jedoch auch eine unzureichende Trennung erreichten [144].
Erst der Einsatz einer tiberwachten Methode wie der OPLS-DA verbesserte die Trennung
der biologisch angebauten Kaffeeproben von den konventionell angebauten. Jedoch stellten
auch do Carmo Carvalho et al. bei ihren Untersuchungen von biologisch und konventionell
angebautem Kaffee mittels HPLC Unterschiede zwischen biologisch und konventionell an-
gebautem Kaffee fest und konnten erhohte Gehalte von CGA, Koffein und Trigonellin in
biologischem Kaffee ermitteln [252]. Die Kaffeeproben aus ihren Untersuchungen waren
Red Catuaf und stammten von Brasilien [252]. Barbosa et al. konnten durch eine Elemen-
tanalyse kombiniert mit einer multivariaten Datenanalyse erfolgreich biologisch von
konventionell angebauten Kaffeeproben aus Brasilien trennen [141]. Sie stellten fest, dass
organisch angebauter Kaffee im Allgemeinen einen hoheren Elementgehalt aufwies [141].
Auch Gordillo-Delgado et al. untersuchten Rohkaffeebohnen aus Kolumbien und konnten
mittels FT Infrarotspektroskopie kombiniert mit einer PCA biologisch angebauten Kaffee
abgrenzen [253]. Sie entdeckten, dass Fructose, Pyrazine, Brenztraubensaure und Oxal-
saure einen Einfluss auf die Trennung hatten [253]. Auch hier ist ein direkter Vergleich mit
den Ergebnissen dieser Arbeit nicht mdglich. Insbesondere die Verbindungen, welche die
Trennung von biologisch und konventionell angebautem Rohkaffee beeinflussten, werden
von dem Rostprozess stark verdndert. Die Ergebnisse von do Carmo Carvalho et al., Barbosa
et al. und Gordillo-Delgado et al. deuten an, dass eine Abgrenzung von biologisch und kon-
ventionell erzeugten Kaffee mdglich ist. Alle Arbeitsgruppen verwendeten Kaffeeproben
aus jeweils einem Land. In der vorliegenden Arbeit wurden Kaffeeproben unterschiedlicher
geographischer Herkunft verwendet, um die Trennung verschiedener Anbaumethoden zu
untersuchen. Die Analyse der in dieser Arbeit erhaltenen 'H-NMR Daten von Kaffeeproben
nur aus Brasilien konnte somit moglicherweise zu einer besseren Abtrennung biologisch
erzeugten Kaffee fiihren.

Der Grund fiir die unzureichende Abgrenzung der beiden Klassen in dieser Arbeit
konnte in den landeriibergreifenden Zertifizierungsverfahren liegen. Wie in Kapitel 1.1.3.1
beschrieben, kann biologisch erzeugter Kaffee nur dann als solcher ausgelobt werden, wenn
dieser auf biologisch zertifizierten Kaffeefarmen produziert wird. Diese Zertifizierungsver-
fahren erzeugen bei den Kaffeebauern jedoch erhebliche Kosten, die insbesondere von
kleinen Kaffeefarmen nicht aufgebracht werden konnen. Viele Kaffeefarmen haben nicht
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den Zugang und die Mittel, um teure Pestizide und Fungizide zu verwenden und betreiben
daher Schattenanbau. In dieser Art des Anbaus ist die biologische Produktion oft mit inbe-
griffen, jedoch aufgrund der hohen Kosten nicht zwingend mit einer bio-Zertifizierung
verbunden [15, 27, 28]. Dadurch ist es moglich, dass keine klare Grenze zwischen biologisch
und konventionell angebautem Kaffee vorhanden ist, was die unzureichende Trennung der
Klassifizierungsmodelle in dieser Arbeit erkldren kdnnte.

4.7 Erstellung eines Klassifizierungsmodells basierend auf der
Analyse der lipophilen und hydrophilen Kaffeemetaboliten zur
Abgrenzung von Kaffee nach dem Rostgrad und dem Rostverfah-
ren

Neben der Abgrenzung von Kaffee aus unterschiedlichem geographischen Ursprungs
und von unterschiedlichen Anbaumethoden wurde weiter getestet, inwieweit sich die PCA-
LDA auf die tH-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Kaffeemetaboliten anwen-
den lasst, um die Réstung zu untersuchen. Dazu wurde getestet, ob eine PCA-LDA der 'H-
NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten eine Abgrenzung von Kaffee
nach dem Rostverfahren sowie eine Abgrenzung nach hellem und dunklem Réstgrad er-
moglicht. In dieser Arbeit wurden Kaffeeproben neben dem Kklassischen
Trommelrdstverfahren mit einem HeifSluftverfahren gerostet. Zudem wurden gerostete
Kaffeeproben mit teilweise sehr unterschiedlichen Rostgraden untersucht. Fiir die Mo-
dellerstellung zur Abgrenzung von Kaffeeproben nach dem Réstverfahren und fiir die
interne Validierung mittels MCKV wurden 481 trommelgerdstete und 69 heifdluftgerostete
Kaffeeproben verwendet. Der Testdatensatz fiir die externe Validierung bestand aus 120
trommelgerdsteten und 16 heifdluftgerosteten Kaffeeproben. Die Modellerstellung und die
interne Validierung zur Abgrenzung von Kaffeeproben nach dem Rostgrade erfolgte nur mit
trommelgerdsteten Kaffeeproben. Unter diesen besafden 84 Kaffeeproben einen dunklen
Rostgrad mit einem Tonino-Farbwert <80 und 242 Kaffeeproben einen hellen Rostgrad mit
einem Tonino-Farbwert von >100. Fiir die externe Validierung wurden 21 dunkel und 57
hell gerostete Kaffeeproben verwendet.

In Abbildung 4-22 ist das Ergebnis der MCKV der Klassifizierungsmodelle basierend auf
der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffeeproben
nach dem Rostverfahren dargestellt. Es war sowohl durch die Analyse der lipophilen als
durch die Analyse der hydrophilen Metaboliten eine Abgrenzung der trommelgerdsteten
Kaffeeproben von den heifdluftgerdsteten Kaffeeproben maoglich.
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Abbildung 4-22: Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des Réstverfahrens aus den 1H-NMR-Spektren
der (A) lipophilen und (B) hydrophilen Kaffeemetaboliten. Jeweils rechts der Abbildung (A) und (B) ist der LDA-
Raum eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes ist als
Wolke dargestellt, die Proben des Testdatensatztes werden durch Rechtecke symbolisiert. Links in der Abbildung
(4) und (B) ist die Konfusionsmatrix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse
bzw. die wahre Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent
angegeben. Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: 39, erkldrte Varianz: (A) 99,3% und (B) 98,6%. MCKV: Monte-
Carlo Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Lineare Dis-
kriminanzfunktion; TR: Trommelréstung; HR: HeifSluftréstung

In der internen Validierung konnten 97,4% der trommelgerosteten Kaffeeproben und
93,9% der heiflluftgerdsteten Kaffeeproben bei dem Modell basierend auf der Analyse der
lipophilen Metaboliten der richtigen Klasse zugeordnet werden (Abbildung 4-22(A)). Das
auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten basierende Modell erzielte geringfiigig
schlechtere Ergebnisse. Hier wurden bei der internen Validierung 95,2% der trommelge-
rosteten Kaffeeproben und 93,3% der heif3luftgerdsteten Kaffeeproben der richtigen Klasse
zugeordnet (Abbildung 4-22(B)). In der externen Validierung konnten alle heifdluftgerdste-
ten Kaffeeproben der richtigen Klasse zugeordnet werden. In dem Modell basierend auf der
Analyse der lipophilen Metaboliten wurden 112 von 120 der trommelgerdsteten Kaffeepro-
ben der richtigen Klasse zugeordnet, was einem Prozentsatz von 93,3% entsprach. Von 120
der trommelgerosteten Kaffeeproben konnten dagegen im Modell basierend auf der Ana-
lyse der hydrophilen Metaboliten 117 Proben der richtigen Klasse zugeordnet werden, was
97,5% entsprach. Somit zeigte sowohl die interne als auch die externe Validierung, dass eine
gute Vorhersagefahigkeit fiir beide Modelle gegeben war. Allerdings waren die Cluster bei-
der Klassen in dem LDA-Raum in beiden Modellen nicht vollstindig voneinander getrennt.
Zudem lag bei der Klasse der heifiluftgerosteten Kaffeeproben eine grofde Streuung vor. Fiir
den Modellaufbau waren 84 heifdluftgerdstete Proben beteiligt. Moglicherweise konnte die
Streuung der Proben dieser Klasse durch die Untersuchung einer gréfderen Probenzahl mi-
nimiert werden.

Im wissenschaftlichen Interesse wurde in einer Machbarkeitsstudie tUberpriift, ob die
PCA-LDA basierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten dazu ver-
wendet werden kann, Kaffee nach hellem und dunklem Réstgrad abzugrenzen. Abbildung
4-23 zeigt das Ergebnis der MCKV der Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse
der lipophilen und hydrophilen Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffeeproben nach dem
Rostgrad. Die Abbildung zeigt, dass durch die PCA-LDA basierend auf den spektralen Daten
der lipophilen und hydrophilen Metaboliten eine Trennung der Kaffeeproben nach hellem
und dunklem Rostgrad moglich ist. In der Praxis hat der Parameter Réstgrad keine rechtli-
che Relevanz. Das erstelle Klassifizierungsmodell kénnte beispielsweise in gréfieren
Rostereien zur Nachverfolgung des Rostprozesses eingesetzt werden. Da aber die Farb-
wertmessung von Kaffee eine geringere Probenvorbereitung erfordert und daher leichter

99



Ergebnisse und Diskussion

umzusetzen ist, wird das erstelle Klassifizierungsmodell in der Praxis wahrscheinlich keine
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Abbildung 4-23: Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des Réstgrades aus den H-NMR-Spektren der
(4) lipophilen und (B) hydrophilen Kaffeemetaboliten. Jeweils rechts in der Abbildung (A) und (B) ist der LDA-Raum
eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes ist als Wolke
dargestellt, die Proben des Testdatensatztes werden durch Rechtecke symbolisiert. Links in der Abbildung (A) und
(B) ist die Konfusionsmatrix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse bzw.
die wahre Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent ange-
geben. Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: 27, Erkldrte Varianz: (A) 98,5% und (B) 98,1%. MCKV: Monte-Carlo
Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Lineare Diskrimi-
nanzfunktion

Die interne Validierung zeigte eine geringfiigig bessere Zuordnung der Kaffeeproben bei
dem Modell basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten. Von den dunkel geroste-
ten Kaffeeproben konnten 95,8% und von den hell gerdsteten Kaffeeproben 93,1% der
richtigen Klasse zugeordnet werden. In dem Modell basierend auf der Analyse der hydro-
philen Metaboliten waren dies 92,4% und 92,9%. In der externen Validierung konnten in
beiden Modellen jeweils eine dunkle und eine hell geréstete Probe nicht der richtigen Klasse
zugeordnet werden. Somit wurden bei der externen Validierung 95,2% der dunkel und
98,3% der hell gerdsteten Testproben der richtigen Klasse zugeordnet. Somit konnte an-
hand der internen und externen Validierung gezeigt werden, dass auch die erstellten
Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von dunkel und hell gerostetem Kaffee eine gute
Vorhersagefahigkeit besafden. In dem LDA-Raum streuten die Proben der Klasse des dunkel
gerosteten Kaffees mehr als die Proben des hell gerdsteten Kaffees. Dies fiihrte zu einem
breiteren Cluster und zu einem grofieren Prognoseellipsoid dieser Klasse. Durch die Unter-
suchung einer grofieren Probenanzahl konnte diese Streuung reduziert werden und
gegebenenfalls zu einer besseren Abtrennung der Cluster beider Klassen fiihren.

Eine erfolgreiche Abgrenzung von Kaffeeproben nach dem Rostgrad konnte bereits in
Untersuchungen von Febvay et al., Nunez et al. und Ruosi et al. erreicht werden [72, 249,
254]. Febvay et al. konnten mittels OPLS-DA der tH-NMR-Spektren von hydrophilen Meta-
boliten Kaffee trennen, welcher bei unterschiedlichen Rosttemperaturen gerdstet wurde.
Ihre Untersuchungen ergaben, dass die Verbindungen HMF, NMP, Methylnicotinat, CGA,
CGAL und Milchsaure einen Einfluss auf die Trennung hatten [72]. Nunez et al. konnten
durch eine PLS-DA der HPLC-DAD-Daten wassriger Kaffeeextrakte kommerziell erworbe-
ner Kaffee nach hellem und dunklem Réstgrad trennen [249]. Ruosi et al. fithrten eine PCA
mit GC-MS-Daten durch und konnten so eine Trennung von Kaffee nach dunklem, mittlerem
und hellem Réstgrad erreichen [254].

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Erstellung eines Klassifizierungsmodells ba-
sierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen tH-NMR-Daten eine Abgrenzung
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nach Réstverfahren und Rostgrad moglich ist. Insbesondere die Abgrenzung von Kaffeepro-
ben nach dem Réstverfahren konnte in Zukunft dazu beitragen, die Authentizitit von
trommelgerdsteten Kaffee zu untersuchen. Im Vergleich zu der Wirbelschichtréstung, wel-
ches ein Rostverfahren mittels HeifRluft darstellt und auf eine Rostzeit von bis zu zwei
Minuten verkiirzt werden kann, benotigt die Trommelrdstung eine Rostzeit von 8,00-20,0
Minuten [5]. Durch eine ldngere Rostzeit konnten erhohte Kosten entstehen, wodurch fiir
Kaffeeprodukte mit der Auslobung ,schonend gerdsteter Kaffee im Langzeit-Trommel-
rostverfahren” ein h6herer Preis verlangt werden konnte.

4.8 Identifizierung lipophiler Kaffeemetaboliten mittels NMR-
Spektroskopie

Die Identifizierung der in den Kaffeeextrakten vorhandenen lipophilen Primér- und Se-
kundarverbindungen erfolgte durch Aufstockung mit Referenzsubstanzen und 'H-NMR-
Messungen sowie durch die Anwendung von 1H-13C-korrelierten 2D-Experimenten. In Ab-
bildung 4-24 ist ein !H-13C-korreliertes HSQC-NMR-Spektrum der lipophilen
Kaffeemetaboliten im Bereich &1 = 0,40 - 5,60 ppm und &¢= 0,00 - 200 ppm dargestellt.
Dieser Bereich des HSQC-Spektrums wurde von Signalen verschiedener FA (lila-blau), wel-
che in Form der TAG an Glycerin gebunden sind, dominiert. Auch erschienen Signale der
endstandigen CH3-Gruppen der FA, Signale der CH,-Gruppen sowie die Signale von Proto-
nen in a- oder B-Position einer Doppelbindung oder der Carboxylgruppe. Zudem waren in
diesem Bereich Signale der 'H-Kerne von Kahweol und Cafestol (pink) ersichtlich. Bei einer
chemischen Verschiebung von 8y = 5,30 ppm und 8¢ = 79,0 ppm erschienen die Signale des
Glyceringrundgeriistes der TAG (hellblau) und bei 6x = 5,40 ppm und 6¢ = 128 - 130 ppm
die 'H-Kerne in direkter Umgebung einer Doppelbindung (graublau). Daneben waren Sig-
nale von Koffein (griin), Trigonellin (dunkelgriin), Cholin (hellblau) und die des IStd DMS
(grau) erkennbar. Die Strukturen dieser Verbindungen sind in Abbildung 9-31 dargestellt.
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Abbildung 4-24: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-NMR-Spektrums der lipophilen Kaffeemeta-
boliten im Bereich 6u = 0,40 - 5,60 ppm und 6c = 30,0 - 190 ppm, gemessen in CDCls:MeOH-d4 1:1 (v/v). Die Signale
der identifizierten Metaboliten sind farbig hinterlegt. Die Nummern H8-H11 stellen die 1H-Kerne der entsprechen-
den Verbindung dar. FA: Fettsduren; EtOH: Ethanol; UFA: ungesittigte Fettsduren; PUFA: mehrfach ungesdttigte
Fettsduren; DMS: Dimethylsulfon

Im 1H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrum der lipophilen Kaffeemetaboliten
im Bereich 84 =0,20 - 5,00 ppm und &8¢ = 0,00 - 190 ppm waren die Spinsysteme der FA
sehr gut erkennbar. Daneben konnten die Spinsysteme von Kahweol und Cafestol betrach-
tet werden (Abbildung 9-32).

Abbildung 4-25 zeigt das tH-13C-korrelierte HSQC-NMR-Spektrum der lipophilen Kaffee-
metaboliten im Bereich 6y =5,40 - 10,0 ppm und 6c = 30,0 - 190 ppm. In diesem Bereich
erschienen erneut Signale von Kahweol und Cafestol (pink). Diese wurden durch die
1H-Kerne in direkter Umgebung einer Doppelbindung erzeugt. In der Struktur von Kahweol
befindet sich im Vergleich zu Cafestol eine zusatzliche Doppelbindung, wodurch in diesem
Bereich mehr Signale von Kahweol als von Cafestol vorhanden waren. Auch waren erneut
Signale von Koffein (hellgriin) und Trigonellin (griin) erkennbar. Zusatzlich traten Signale
der Hydroxyzimtsdure-Isomere Kaffeesdure, Ferulasdaure und p-Cumarsaure auf (alle rot),
welche als CGA oder CGAL an Chinasdure gebunden vorlagen. Aufstockungsversuche haben
gezeigt, dass sich die Signale dieser Hydroxyzimtsaure-Isomere im400 MHz *H-NMR-Spekt-
rum lberlagerten und bedingt durch eine zu geringe Auflésung auch nicht durch die zweite
Ebene des HSQC-Experiments getrennt werden konnten. Wie in Kapitel 1.1.7.6 beschrieben,
sind CGA mit Ferulasdure und p-Cumarsaure nur in geringen Mengen in gerdstetem Kaffee
vertreten [7]. Daher konnte davon ausgegangen werden, dass die Signale der Hydro-
xyzimtsdure-Isomere 1H-13C-HSQC-NMR-Spektrum  hauptsachlich von
Kaffeesdure erzeugt wurden. Daneben war das Signal der Ameisensaure (lachsfarben), wel-
che nicht zu den lipophilen Metaboliten zadhlt, bei &u/,c=8,34/167 ppm erkennbar.
Womoglich wurde diese Verbindung aufgrund des Anteils an Methanol im Extraktionsmit-
tel mitextrahiert.

in diesem
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Abbildung 4-25: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-NMR-Spektrums der lipophilen Kaffeemeta-
boliten im Bereich 6u = 5,40 - 10,0 ppm und 6c¢ = 30,0 - 190 ppm, gemessen in CDCl3:MeOH-ds 1:1 (v/v). Die Signale
der identifizierten Metaboliten sind farbig hinterlegt. Die Nummern H2-H20 stellen die 1H-Kerne der entsprechen-
den Verbindung dar. HZS: Hydroxyzimtsdure-Isomere (Kaffeesdure, Ferulasdure, p-Cumarsdure).

Die im 1H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrum der lipophilen Kaffeemetaboli-
ten im Bereich 6y = 5,00 — 10,0 ppm und &¢ = 0,00 - 190 ppm aufgezeigten Spinsysteme von
Kahweol und Cafestol trugen weiter zur Signalidentifizierung bei. Daneben war in diesem
Spektrum das Spinsystem von Trigonellin ersichtlich (Abbildung 9-33).

Durch die 1H-13C-korrelierten HSQC- und 1H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Expe-
rimente sowie durch Aufstockung einer Kaffeeprobe mit Referenzsubstanzen konnten
nahezu alle dominanten Signale des 1H-NMR-Spektrums der lipophilen Metaboliten identi-
fiziert werden. Die Signalzuordnung des Hoch-, Mittel- und Tieffeldbereichs des H-NMR-
Spektrums ist in Abbildung 9-34-Abbildung 9-36 dargestellt.

4.9 Identifizierung hydrophiler Kaffeemetaboliten mittels
NMR-Spektroskopie

Auch die Identifizierung der Signale der in den Kaffeeextrakten vorhandenen hydrophi-
len Metaboliten erfolgte durch Aufstockung mit Referenzsubstanzen und 'H-NMR-
Messungen sowie durch die Anwendung von 1H-13C-korrelierten 2D-Experimenten. Zusatz-
lich wurden Literaturdaten zur Identifizierung herangezogen. Abbildung 4-26 zeigt ein 1H-
13C-korreliertes HSQC-NMR-Spektrum der hydrophilen Kaffeemetaboliten im Bereich
Ou=0,20 - 5,00 ppm und 6¢ = 30,0 - 190 ppm. Wie im Spektrum der lipophilen Metaboliten
waren auch im HSQC-Spektrum der hydrophilen Metaboliten Signale von Trigonellin
(griin), Koffein (hellgriin) und Cholin (hellblau) zu erkennen. Die Strukturen dieser Verbin-
dungen sind in Abbildung 9-31 abgebildet. Direkt neben dem H8-Signal des Trigonellins
erschien ein Signal von NMP (khaki). Zusatzlich waren Signale von Kaffeeproteinen (rosa),
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welche teilweise in Form der AGPs in die Melanoidine eingebaut sein konnen, zu sehen. Da-
neben waren Signale der aliphatischen organischen Sduren Milchsaure (hellrot), Essigsaure
(dunkelrot) und Glycolsaure (pink) erkennbar. Die Kerne der Chinasiaure, welche haupt-
sdchlich als CGA oder CGAL an die Hydroxyzimtsaure-Isomere gebunden vorliegt, erzeugten
Signale im Bereich von 61 = 1,80 - 4,60 ppm und 6¢ = 25,0 - 70,0 ppm des HSQC-Spektrums
(orange). Die zu einem Spinsystem gehorigen 1H-Kerne der Chinasdure konnten im 1H-13C-
korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrum beobachtet werden (Abbildung 9-37).
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Abbildung 4-26: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-NMR-Spektrums der hydrophilen Kaffeemeta-
boliten im Bereich éu = 0,20 - 5,00 ppm und 6c = 30,0 - 190 ppm gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die Signale der
identifizierten Metaboliten sind farbig hinterlegt Die Nummern H2-H8" stellen die 1H-Kerne der entsprechenden
Verbindung dar. NMP: N-Methylpyridinium

Die Signalzuordnung der in AGPs und Melanoidine eingebundenen Monosaccharide Ga-
lactose und Arabinose erfolgte aufgrund der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse der
1H-NMR, 13C-NMR und 'H-13C-korrelierten HSQC-Experimente von Capeck et al., Nunes et al.
und Redgwell et al. [255-257]. Capeck et al. untersuchten AGPs, welche aus Instantkaffee
isoliert wurden, mittels 2D-NMR. Die untersuchten APGs bestanden aus Galactose (85%),
Arabinose (8,2%), Mannose (2,7%) und Glucose (1,4%). Die in dem Bereich
Ou=3,50-5,30 ppm und 6¢c=62,0 - 110 ppm auftretenden Signale konnten sie Arabino-
furanose und Galactopyranose der AGPs zuordnen [255]. Ahnliche Ergebnisse konnten
Nunes et al. durch ihre Untersuchungen von AGPs aus der hochmolekularen Fraktion von
griinen Kaffeebohnen [256] sowie Redgwell et al. bei ihren Untersuchungen zu AGPs aus
der Pflanze Lycium barbarum [257] erzielen. Ein direkter Vergleich mit den Literaturdaten
von Capeck et al,, Nunes et al. und Redgwell et al. ist leider nicht méglich, da die Untersu-
chungen mit jeweils unterschiedlichen experimentellen Parameter durchgefiihrt wurden.
Zudem untersuchten Capeck et al. Instantkaffee, Nunes et al. griine Kaffeebohnen und Redg-
well et al. Proben der Pflanze Lycium barbarum, wohingegen in dieser Arbeit gerdstete
Kaffeebohnen untersucht wurden. Dies erschwert zusatzlich ein Vergleich mit der Literatur.

104

170

190



Ergebnisse und Diskussion

Die Spinsysteme der Monosaccharide, die im tH-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spekt-
rum im Bereich &x = 3,30 - 4,20 ppm 8¢ = 55,0 - 75,0 ppm beobachtet wurden (Abbildung
9-37), konnten weiter zur Signalidentifizierung beitragen. Allerdings sind fiir eine genaue
Signalidentifizierung in diesem Bereich des in Abbildung 4-27 dargestellten H-13C-korre-
lierten HSQC-NMR-Spektrums noch weitere 2D-NMR Experimente notig. Beispielsweise
konnte zusatzlich ein tH-1H korreliertes COSY zur Signalidentifizierung beitragen.

Im Bereich 6n = 5,00 - 10,0 ppm und 6¢ = 30,0 - 190 ppm des 1H-13C-Korrelierten HSQC-
NMR-Spektrums der hydrophilen Kaffeemetaboliten erschienen erneut Signale von Tri-
gonellin, NMP und Koffein (Abbildung 4-27). Auch war wie im HSQC-Spektrum der
lipophilen Metaboliten das Signal der Ameisensdure (hellrot) und Signale der Hydro-
xyzimtsdure-Isomere (rot) erkennbar. Bei 8u,c = 5,33/69,4 ppm und 6x/c = 5,40/71,1 ppm
erschienen Signale der CQA-Isomere 3-CQA und 5-CQA, die sich durch die Bindungsstelle
der Kaffeesdure an der Chinasdure unterscheiden. Der Bereich 64 =5,00 - 10,0 ppm und
6¢=0,00 - 190 ppm des 'H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrums zeigte die Spin-
systeme der aromatischen Protonen Hydroxyzimtsdure-Isomere sowie die von Trigonellin
und NMP (Abbildung 9-38).
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Abbildung 4-27: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-NMR-Spektrums der hydrophilen Kaffeemeta-
boliten im Bereich 6u = 5,00 - 10,0 ppm und 6¢ = 30,0 - 190 ppm, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die Signale der
identifizierten Metaboliten sind farbig hinterlegt Die Nummern H2-H8' stellen die 1H-Kerne der entsprechenden
Verbindung dar. HZS: Hydroxyzimtsdure-Isomere (Kaffeesdure, Ferulasdure und p-Cumarsdure); 5-CQA: 5-Caf-
feoylchinasdure; 3-CQA: 3-Caffeoylchinasdure

Zusatzlich konnten durch Aufstockung mit Reinsubstanzen die Signale von Propion-,
Apfel-, Zitronen- und Maleinsdure identifiziert werden. Diese organischen aliphatischen
Sauren lagen jedoch in einer zu geringen Konzentration vor, um die Signale dieser Metabo-
liten in den 1H-13C-Kkorrelierten HSQC- und tH-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektren
zu beobachten. Somit konnten anhand der 'H-13C-Kkorrelierten HSQC- und H-13C-korrelier-
ten HSQC-TOCSY-NMR-Experimente sowie durch Aufstockung einer Kaffeeprobe mit
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Referenzsubstanzen nahezu alle dominanten Signale des tH-NMR-Spektrums der hydrophi-
len Metaboliten zugeordnet werden (Abbildung 9-39-Abbildung 9-41).

4.10 Zielgerichtete Analyse zur Quantifizierung ausgewahlter
Kaffeemetaboliten

4.10.1 Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung ausgewadhlter
Kaffeemetaboliten durch *H-NMR-Spektroskopie und PULCON

Neben der nicht zielgerichteten Analyse wurden die 1H-NMR-Spektren der hydrophilen
Metaboliten im Rahmen einer zielgerichteten Analyse verwendet, um die Metaboliten HMF,
Trigonellin, NMP, Koffein, CQA, Ameisensdure, Milchsdure und Essigsdure zu quantifizieren.
Abbildung 4-28 zeigt das 1H-NMR-Spektrum der hydrophilen Metaboliten, in welchem die
zur Quantifizierung verwendeten Signale gekennzeichnet wurden. Die entsprechenden 1H-
Kerne, welche die Signale erzeugten, sind in Abbildung 9-42 markiert. Uber das Proton H5*
konnten die CQA-Isomere 5-CQA, 4-CQA und 3-CQA als Summenparameter (CQA) quantifi-
ziert werden.
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NMP (H4) CQA (H5 Milchséaure (H3)

HMF (H3)
WAM\ M Koffein (H10)
: - _-—
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Abbildung 4-28: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-NMR-Spektrums der hydrophilen Kaffeemetaboliten im Bereich 6u = -
0,20 - 10,0 ppm, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die Losungsmittelunterdriickung erfolgte mit einem NOESY-Puls-
programm. Die chemische Verschiebung wurde auf §tsp = 0,00 ppm referenziert Die Bereiche, in denen die Signale
von Milchsdure, NMP, HMF und CQA erscheinen, wurden entsprechend vergréfSert. CQA: Isomere der Caffeoylchi-
nasdure; NMP: N-Methylpyridinium; HMF: 5-Hydroxymethylfurfural

Die zur Quantifizierung herangezogenen Signale der Milchsaure, Essigsaure, CQA und
des Koffeins lag im tH-NMR-Spektrum tiberlagert vor. Zur Integration dieser Signale wurde
eine Kurvenanpassungsmethode verwendet. In dieser Methode wurde eine Voigt-Funktion
an die Signale angepasst [258]. Durch Parameter wie die chemische Verschiebung und
Breite des Signals, Intensitatsverhaltnisse, Multiplettstruktur oder Kopplungskonstante
kann diese Funktion an das Signal angepasst und anschliefend das Integral unter der gebil-
deten Kurve berechnet werden [258]. In Abbildung 9-43 ist die ist die Darstellung der
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Kurvenanpassungsmethode an die Signale von Milchsaure, Essigsdure, Koffein und CQA er-
sichtlich. Weiter wurden zur Berechnung der Konzentrationen die in Kapitel 4.3.3
bestimmten Korrekturfaktoren fiir Ameisensdure (1,2), Essigsdure (1,1) und Trigonellin
(1,1) verwendet. Diese Korrekturfaktoren beriicksichtigen die nicht vollstindige Relaxation
dieser 1H-Kerne bei der verwendeten Repetitionszeit.

Zunachst wurde die entwickelte gQNMR-Methode hinsichtlich der Validierungsparame-
ter Richtigkeit, Linearitat, NG, BG, Prazision und Robustheit fiir die acht Analyten tiberpriift.
Die Richtigkeit wurde anhand der Wiederfindung belegt. Dazu wurden die Reinsubstanzen
der Analyten in acht verschiedenen Konzentrationen einer Kaffeematrix zugesetzt. Die Wie-
derfindung wurde als Quotient des bestimmten gegeniiber dem tatsiachlich vorhandenen
Gehalt bestimmt. Die Wiederfindung der Analyten ist in Tabelle 9-8 aufgelistet. Die Wieder-
findungen fiir die Analyten Milchsdure (96,3-103%,), Essigsaure (96,2-109%,),
Ameisensaure (97,4-104%,) und Trigonellin (102-105%) lagen in einem akzeptablen Be-
reich und belegten, dass die Richtigkeit fiir diese Analyten gegeben war. Fiir CQA konnte
lediglich eine Wiederfindung von 76,2-80,6% und fiir Koffein eine Wiederfindung von
84,0-86,1% ermittelt werden. Dies zeigte, dass CQA und Koffein mit der gNMR-Methode un-
terbestimmt wurden. Ein Grund fiir diese Unterbestimmung konnte eine nicht quantitative
Extraktion dieser Verbindungen aus der Kaffeematrix sein. Daneben kdnnte die Voigt-Funk-
tion die Struktur der Koffein- und CQA-Signale nicht vollstdndig beschreiben, was weiter zu
einer Unterbestimmung dieser Analyten fiihren konnte. Dahingegen deuteten die Wieder-
findungen fiir HMF von 106-116% und NMP von 103-110% eine Uberbestimmung an.
Grund fiir diese Uberbestimmung kénnte das geringe S/N der Signale sein, iiber welche die
beiden Analyten quantifiziert wurden. Bharti und Roy schlagen fiir genaue quantitative Er-
gebnisse ein S/N von 250:1 vor [123], wohingegen in der vorliegenden Arbeit fiir die Signale
von HMF und NMP nur ein S/N von 242:1 bzw. 142:1 fiir die Aufstockung mit der jeweils
hochsten Analytkonzentration berechnet wurde.

Zur Uberpriifung der Linearitit wurde erneut die Aufstockung mit Reinsubstanzen der
Analyten in acht verschiedenen Konzentrationen herangezogen. Die bestimmte Konzentra-
tion wurde in einem Diagramm gegen die tatsdchlich vorhandene Konzentration
aufgetragen und der lineare Zusammenhang bewertet. Zusatzlich wurde anhand der Resi-
duen iiberpriift, ob die gewihlte lineare Regression die Ergebnisse hinreichend beschreiben
konnte. Dabei stellten die Residuen die Abweichung des durch die lineare Regression be-
stimmten Wertes vom tatsdchlich beobachteten Wert dar. Die lineare Regression sowie das
Ergebnis der Residuenanalyse fiir die Analyten Milchsdure und Essigsdure ist in Abbildung
4-29 dargestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass fiir beide Analyten die Linearitdt tiber den ge-
testeten Konzentrationsbereich gegeben war. Das Bestimmtheitsmafd betrug Rz = 0,9997
fiir Milchsaure und R? = 0,9933 fiir Essigsaure. Zudem streuten die Residuen ungerichtet um
die y-Achse, wodurch weiter von einem linearen Zusammenhang ausgegangen werden
konnte.
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Abbildung 4-29: Ergebnisse der linearen Regression und Residuenanalyse zur Uberpriifung der Linearitit fiir die
Analyten Milchsdure und Essigsdure. Links dargestellt ist die Auftragung der bestimmten Konzentration gegeniiber
der tatsdchlich vorhandenen Konzentration fiir die acht Aufstockungen der jeweiligen Reinsubstanz auf die Kaffee-
matrix unter Angabe der Geradengleichung und des BestimmtheitsmajSes R2. Rechts dargestellt ist die Auftragung
der Residuen gegen die acht Aufstockungen.

Auch die Auftragung der bestimmten gegeniiber der tatsachlich vorhandenen Konzent-
ration sowie die Ergebnisse der Residuenanalyse zeigten fiir die Analyten Koffein, CQA,
Ameisensaure, Trigonellin, NMP und HMF einen linearen Zusammenhang in dem getesteten
Konzentrationsbereich (Abbildung 9-44). Das Bestimmtheitsmaf3 der Geradengleichung al-
ler Analyten war R? >0,998 und auch die Residuen wiesen eine gleichméafige Streuung um
die y-Achse auf. Lediglich fiir CQA war eine nicht-zuféllige Verteilung der Residuen zu er-
kennen. Da das Residuum allerdings auch fiir die hochste CQA-Aufstockung einen Wert nahe
Null aufwies, konnte fiir den getesteten Konzentrationsbereich auch bei CQA ein linearer
Zusammenhang angenommen werden. Dieser konnte allerdings bei einem héheren Kon-
zentrationsbereich nicht mehr gegeben sein.

Die Bestimmung der NG und BG erfolgte nach DIN 32645 durch die Aufstockung mit den
Reinsubstanzen der Analyten in acht verschiedenen Konzentrationen. Aus den bestimmten
und tatsachlich vorhandenen Konzentrationen der Aufstockung wurde eine Regressionsge-
rade gebildet, aus welcher die Verfahrensstandardabweichung berechnet wurde. Die
Bestimmung der NG und BG erfolgte anschliefiend anhand der Verfahrensstandardabwei-
chung [259]. In Tabelle 4-4 sind die NG und BG fiir die untersuchten Analyten aufgelistet.

Tabelle 4-4: Nachweisgrenzen (NG) und Bestimmungsgrenzen (BG) (angegeben in g/kg ermittelt nach DIN 32645)
fiir die Analyten Milchsdure, Essigsdure, Koffein, Caffeoylchinasdure-Isomere (CQA), Ameisensdure, N-Methylpyri-
dinium (NMP), Trigonellin und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) in der Kaffeematrix

Milch- Essig-  Kof- Ameisen- Tri-

sdure  sdure fein CQA sdaure NMP gonellin HMF

[g/kgl [g/kgl [g/kgl [g/kg]l  [g/kel  [g/kg] [8/kg] [8/kg]
NG 0,12 0,97 1,35 1,35 0,36 0,21 0,45 0,06
BG 0,43 3,33 4,80 4,87 1,27 0,77 1,64 0,22

108



Ergebnisse und Diskussion

Der Validierungsparameter Prazision beinhaltet die Wiederhol- und Vergleichsprazi-
sion. Fiir diese Parameter wurde die in Kapitel 4.3.4 verwendete Kontrollprobe jeweils fiinf
Mal an verschiedenen Tagen von zwei unterschiedlichen Personen aufgearbeitet und ver-
messen. Anhand der daraus resultierenden tH-NMR-Spektren wurden die Konzentrationen
der acht Analyten und daraus der VK fiir jeden dieser Analyten berechnet. Die Ergebnisse
der ermittelten VKs sind in Tabelle 9-9 aufgelistet. Die VKs fiir die Wiederholprazision, fiir
welche die Kontrollprobe jeweils fiinf Mal an zwei unterschiedlichen Tagen aufgearbeitet
wurde, besafden fiir die Analyten Milchsaure, Koffein, CQA, Ameisensaure, NMP und Tri-
gonellin Werte von je <2,50%. Daraus resultierte eine akzeptable Wiederholprazision fiir
die Analyten. Auch zeigten diese Analyten eine akzeptable Vergleichsprazision, fiir welche
die Kontrollprobe jeweils fiinf Mal von zwei unterschiedlichen Personen aufgearbeitet
wurde. Die VKs der Analyten Milchséure, Koffein, CQA, Ameisensdure, NMP und Trigonellin
lagen bei je <3,00%. Mit einem VK fiir die Wiederholprézision von 5,20% und einem VK fiir
die Vergleichsprazision von 5,40% zeigte Essigsdure schlechtere Werte als die anderen
Analyten, wobei diese Werte in einem noch akzeptablen Bereich lagen. Lediglich fiir HMF
konnte eine unzureichende Prézision festgestellt werden. Der VK fiir die Wiederhol- und
Vergleichsprazision betrug>10,0%. Der Grund hierfiir konnte der geringe bestimmte Gehalt
von HMF in der Kaffeekontrollprobe gewesen sein. Fiir diesen Analyten wurde ein Gehalt
unterhalb der BG bestimmt. Dadurch konnte es zu einer grofderen Streuung der Messwerte
kommen, wodurch der hohe VK erklart werden konnte.

Zur Uberpriifung der Robustheit wurde die Kontrollprobe fiinf Mal aufgearbeitet und an
unterschiedlichen 400 MHz NMR-Spektrometern vermessen und die Konzentrationen der
acht Analyten bestimmt. Aus den bestimmten Konzentrationen wurden erneut die VKs fiir
jeden Analyten gebildet (Tabelle 9-9). Wie bereits fiir die Wiederhol- und Vergleichsprazi-
sion nachgewiesen, zeigten auch die VKs fiir die Robustheit akzeptable Werte fiir die
Analyten Milchsaure, Essigsadure, Koffein, CQA, Ameisensiure, NMP und Trigonellin. Dahin-
gegen wurde fiir HMF erneut ein hoherer VK von 7,50% ermittelt.

Die Validierungsdaten zeigten, dass die entwickelte tH-qNMR-Methode fiir die Quantifi-
zierung der Analyten Milchséure, Essigsdure, Koffein, CQA, Ameisensaure, NMP, HMF und
Trigonellin geeignet war. Um die entwickelte tH-qNMR-Methode weiter zu tiberpriifen und
so eine gesicherte Aussage liber die ermittelten Konzentrationen treffen zu konnen, wurde
eine zusatzliche Quantifizierungsmethode mittels HPLC-DAD entwickelt. und die Ergeb-
nisse beider Methoden wurden miteinander verglichen.

4.10.2 Entwicklung einer HPLC-DAD-Referenzmethode zur Quantifi-
zierung ausgewahlter Kaffeemetaboliten

Angelehnt an die Methode nach Gant et al. [225] erfolgte eine Bestimmung der Analyten
3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, Koffein, Trigonellin, NMP und HMF mittels HPLC-DAD. Da das erhal-
tene Kaffeeextrakt der hydrophilen Metaboliten fiir die Messung mittels 'H-NMR-
Spektroskopie nicht fiir die Messung mittels HPLC geeignet war, wurde die Probenvorbe-
reitung in dieser Hinsicht optimiert. Um eine geringere Konzentration der Analyten zu
erhalten, wurde das Probe/Losungsmittelverhaltnis herabgesetzt, sodass eine Probenein-
waage von 50,0 mg mit 8 mL H,0 extrahiert wurde. Fiir eine vollstindig quantitative
Extraktion wurde die Extraktionszeit von 20 min auf 60 min erh6ht. Die Probenvorberei-
tung und Messung erfolgte nach Arbeitsvorschrift 8.6.1. Das HPLC-DAD Chromatogramm
mit den Peaks von Trigonellin, HMF, NMP, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA und Koffein ist beispielhaft

109



Ergebnisse und Diskussion

fiir eine Kaffeeprobe in Abbildung 9-45 dargestellt. Anhand Abbildung 9-45 war zu erken-
nen, dass der Peak von NMP im Chromatogramm eine geringe Intensitét besafd und dadurch
sehr verbreitert vorlag. Daraus resultierte ein geringes S/N, sodass keine Quantifizierung
moglich war. Aus diesem Grund konnte NMP mit der HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode
nicht bestimmt werden.

Die Analyten wurden zunachst hinsichtlich der Validierungsparameter Richtigkeit, Li-
nearitdt, NG, BG und Prazision liberpriift. Die Richtigkeit wurde anhand der Wiederfindung
belegt. Dazu wurden wie fiir die 1H-qNMR-Methode die Reinsubstanzen in acht verschiede-
nen Konzentrationen zu einer Kaffeematrix gegeben. Die Widerfindung wurde als Quotient
der bestimmten Konzentration und der tatsachlich vorhandenen Konzentration berechnet
und ist fiir die Analyten in Tabelle 9-10 aufgelistet. Die aus den Aufstockungsversuchen er-
mittelten NG und BG sind in Tabelle 9-11 gezeigt.

Die Auftragung der bestimmten gegeniiber der tatsichlich vorhandenen Konzentration
zeigte fiir die Analyten einen linearen Zusammenhang in dem getesteten Konzentrations-
bereich (Abbildung 9-46). Das Bestimmtheitsmaf} der Geradengleichung aller Analyten bis
auf das von 4-CQA lag bei R? >0,996. Das Bestimmtheitsmafi der 4-CQA zeigte mit einem R?
von 0,989 einen geringfiigig schlechteren Wert, welcher allerdings noch in einem akzeptab-
len Bereich lag. Zudem zeigten die Residuen von 4-CQA eine zuféllige Streuung um die y-
Achse, was der Annahme eines linearen Zusammenhangs entsprach. Auch die Residuen fiir
Trigonellin und Koffein zeigten eine zufallige Streuung um die y-Achse. Dahingegen deute-
ten die Residuen von 3-CQA, 5-CQA und HMF eine nicht-zufillige Verteilung an. Fiir diese
Analyten war eine Abnahme der Residuen in eine negative Richtung bei einer steigenden
Konzentration erkennbar. Diese Tendenz deutete an, dass fiir die Analyten 3-CQA, 5-CQA
und HMF die Daten durch eine polynomische Funktion 2. Grades besser approximiert wer-
den konnten. Allerdings fielen die Werte der Residuen im Vergleich zu den Werten der
Konzentrationen sehr klein aus, wodurch die Verbesserung der Ergebnisse bei Verwendung
einer quadratischen Kurve nur minimal ware. Weiter wiirde eine Beschreibung der Daten
mit einer quadratischen Kurve in einem Verlust von Freiheitsgraden resultieren. Durch den
Verlust von Freiheitsgraden steigt der T-Wert und damit die Prognosegrenzen. Dies wiirde
in einer grofieren Messunsicherheit durch die Verwendung einer Funktion 2. Grades resul-
tieren. Aufgrund dessen wurde fiir diesen Fall fiir die Abschitzung der Leistungsfihigkeit
ein linearer Zusammenhang der Daten angenommen. Die VKs bestimmt aus einer fiinffa-
chen Aufarbeitung und Messung einer Probe an zwei unterschiedlichen Tagen von zwei
verschiedenen Personen betrug fiir alle Analyten 1,47-5,06%, was eine akzeptable Wieder-
hol- und Vergleichsprazision zeigte.

Die Validierungsdaten belegten, dass die entwickelte HPLC-DAD-Quantifizierungsme-
thode fiir die Bestimmung Analyten Trigonellin, HMF, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA und Koffein
grundsatzlich geeignet war. Anhand der Validierungsdaten von NMP konnte gezeigt wer-
den, dass eine Bestimmung von NMP mit der HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode nicht
moglich war.

4.10.3 Vergleich der 'H-NMR-spektroskopischen und HPLC-DAD-
Quantifizierungsmethode

Um die tH-qNMR-Methode mit der HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode zu vergleichen,
wurden aus dem in Kapitel 3.2 beschriebenen Probendatensatz 78 Proben mittels tH-NMR
und HPLC-DAD vermessen (Tabelle 9-12).
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Die Gehalte von Trigonellin, Koffein und CQA wurden anschlieféend miteinander vergli-
chen. Die Gehalte von HMF konnten nicht miteinander verglichen werden, da die mittels
HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode bestimmten Konzentrationen unterhalb der BG wa-
ren. Da durch die 'H-qNMR-Methode die CQA-Isomere nicht einzeln, sondern nur als
Summenparameter bestimmt werden konnten, wurde auch bei der HPLC-DAD-Quantifizie-
rungsmethode die Summe aus den Isomeren 3-CQA, 4-CQA und 5-CQA gebildet. Um die in
Kapitel 4.10.1 beschriebene geringe Wiederfindung von Koffein von 84,0-86,1% weiter zu
untersuchen, wurde zusatzlich Koffein in 39 Proben mit der amtlichen Untersuchungsme-
thode L 46.00-3, welche auch auf eine HPLC-DAD-Messung beruht, quantifiziert (Tabelle 9-
12). Abbildung 4-30 zeigt die mittels der verschiedenen Quantifizierungsmethoden be-
stimmten Gehalte von HMF, Trigonellin, CQA und Koffein.
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Abbildung 4-30: Darstellung der mittels 1H-qNMR-Methode (NMR), HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode (HPLC)
und amtlicher Untersuchungsmethode L 46.00-3 (HPLC_1) bestimmten Konzentrationen von, Trigonellin, Caffeoyl-
chinasdure-Isomere (CQA) und Koffein in Box-Whisker-Plots

Die mit den beiden Quantifizierungsmethoden bestimmten Gehalte von Trigonellin wa-
ren sehr dhnlich. Aus Abbildung 4-30 wird jedoch ersichtlich, dass die mittels tH-NMR
bestimmten Gehalte eine geringfiigig grofiere Streuung aufwiesen. Fiir CQA lagen die Ge-
halte, welche mit HPLC-DAD ermittelt wurden, hoher im Vergleich zu den mittels tH-NMR
erzielten Ergebnissen. Grund hierfiir konnte die Kurvenanpassungsmethode der CQA sein,
mit welcher die tH-NMR-Signale der CQA integriert wurden. Aus Abbildung 9-43(C) wurde
ersichtlich, dass der Algorithmus der Kurvenanpassung das Signal von CQA nicht vollstan-
dig beschreibt. Weiter konnte hier der Algorithmus der Kurvenanpassung verbessert
werden. Beispielsweise konnte das Duplett der CQA durch zwei Kurvenanpassungen ausge-
driickt werden, welche wiederum jeweils nur ein Singulett beschreiben. So kénnten
aufgrund der unterschiedlichen CQA-Isomere entstehende Schultern besser mitbeschrie-
ben werden. Die mittels HPLC-DAD bestimmten Gehalte der CQA waren im Durchschnitt
jedoch nur 11,0% hoher, was zeigte, dass die Abweichung der mittels tH-NMR bestimmten
Gehalte in einem akzeptablen Bereich lagen. Aus Abbildung 4-30 wird ersichtlich, dass die
mit der tH-qNMR-Methode ermittelten Koffeingehalte geringer waren als die mittels HPLC-
DAD quantifizierten Konzentrationen. Dabei lagen die mittels entwickelter HPLC-DAD-
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Quantifizierungsmethode und die mittels amtlicher Untersuchungsmethode quantifizierten
Gehalte von Koffein in einem dhnlichen Bereich. Die Ursache fiir die durch die tH-gNMR
bestimmten geringeren Gehalte konnte in der Probenvorbereitung gelegen haben. Bei der
amtlichen Untersuchungsmethode erfolgte eine Heifsextraktion von Koffein fiir 60 min. Bei
der entwickelten HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode wurde eine Extraktion bei Raum-
temperatur fliir 60 min durchgefilhrt. Dahingegen erfolgte die Extraktion der
Kaffeemetaboliten bei der 1H-qNMR-Methode fiir lediglich 20 min. Letztere Extraktionszeit
war ausreichend lang, um die Metaboliten reproduzierbar aus der Matrix herauszulésen
(vgl. Kapitel 4.3.4). Allerdings zeigte die in der Validierung der 'H-qNMR-Methode be-
stimmte Wiederfindung fiir Koffein von 84,0-86,1% eine nicht quantitative Extraktion
dieser Verbindung. Da die Extraktion bei einer Zeit von 20 min jedoch reproduzierbar war,
bestand die Moglichkeit, fiir die Konzentrationsbestimmung fiir Koffein mittels tH-qNMR
ein Korrekturfaktor zu ermitteln. Bei einem direkten Vergleich der entwickelten 1H-NMR
und HPLC-DAD anhand der gemessenen Proben zeigte sich, dass die mit HPLC-DAD quanti-
fizierten Werte um 188+7,80% hoher waren. Die mittels amtlicher
Untersuchungsmethode bestimmten Gehalte waren 22,6 + 3,10% hoher im Vergleich zu
den Koffein-Gehalten ermittelt durch 1H-qNMR. Anhand des Vergleiches mit der amtlichen
Untersuchungsmethode konnte ein Korrekturfaktor fiir Koffein von 1,2 ermittelt werden,
welcher weiter bei der Quantifizierung von Koffein mittels tH-qNMR eingesetzt wurde.

4.10.4 Anwendung der 'H-gNMR-spektroskopischen Methode auf
Kaffeeproben

Die in Kapitel 3.2 beschriebenen Kaffeeproben wurden mit der Methode fiir die nicht
zielgerichtete Untersuchung der hydrophilen Kaffeemetaboliten aufgearbeitet und vermes-
sen. Anschlieffend wurden die resultierenden 'H-NMR-Spektren mit der entwickelten
Quantifizierungsmethode ausgewertet. Fiir die Quantifizierung wurden die bereits be-
schriebenen Korrekturfaktoren fiir Ameisensédure (1,2), Essigsdure (1,1), Trigonellin (1,1)
und Koffein (1,2) eingesetzt.

Zunachst wurde die Kontrollprobe aus Kapitel 4.3.4, welche bei jeder Messserie mitver-
messen wurde, ausgewertet. Fiir die 83 Messungen der Kontrollprobe trat eine geringe
Schwankung der Gehalte von Trigonellin (3,00%), NMP (5,40%), Koffein (3,40%), Essig-
saure (4,90%), Milchsaure (3,20%) und CQA (2,70%) auf, wodurch weiter gezeigt werden
konnte, dass die entwickelte 1H-qNMR-Methode fiir diese Analyten eine gute Reproduzier-
barkeit aufwies. Fiir Ameisensaure trat eine erhdhte Schwankung der bestimmten Gehalte
von 9,20% auf. Grund hierfiir konnte moglicherweise die Fliichtigkeit dieser Verbindung
sein. Fur HMF konnte keine Schwankung der bestimmten Gehalte ermittelt werden, da diese
unterhalb der BG von 0,19 g/kg.

Die mittels 1H-NMR quantifizierten Gehalte der Analyten Koffein, CQA, Trigonellin,
Ameisensaure, Essigsdure, HMF, NMP und Milchsdure in den in der in dieser Arbeit unter-
suchten Proben sind in Abbildung 4-31 dargestellt.
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Abbildung 4-31: Die mittels der 1H-qNMR-Methode ermittelten Gehalte von (A) Koffein und Caffeoylchinasdure-
Isomere (CQA), (B) Trigonellin, Ameisensdure und Essigsdure, (C) 5-Hydroxymethylfurfrual (HMF), N-Methylpyri-
dinium (NMP) und Milchsdure in den in dieser Arbeit untersuchten Kaffeeproben, dargestellt in Box-Whisker-Plots

Anhand Abbildung 4-31 ist zu erkennen, dass die Gehalte von Milchsdure, Ameisen-
siure, Essigsdure und Koffein iiber alle gemessenen Proben eine sehr geringe Streuung
aufwiesen, wohingegen die Gehalte von HMF, NMP und Trigonellin weiter streuten. Die
grofdte Streuung wiesen die Gehalte der CQA auf. Unter Einbeziehung der untersuchten Kaf-
feeproben wurden Gehalte von HMF, Trigonellin, NMP, Ameisenséure, Koffein, Essigsdure,
Milchsdure und CQA im Bereich von 0,22-0,81g/kg, 1,73-13,8g/kg, 0,77-2,29 g/kg,
1,37-6,81 g/kg, 593-31,5¢g/kg, 3,34-12,1g/kg, 0,44-2,26 g/kg und 6,17-41,5 g/kg be-
stimmt. Von allen analysierten Kaffeeproben waren die ermittelten Konzentrationen von
476 Kaffeeproben unterhalb der BG von NMP, 276 unterhalb der BG von HMF, 28 unterhalb
der von Essigsdure, zwei unterhalb der BG von Milchsdure und jeweils eine unterhalb der
BG von Ameisensdure und Trigonellin und wurden somit nicht beriicksichtig. Burton et al.
quantifizierten unter anderem Trigonellin, Koffein, CQA, NMP, Ameisensidure und Essig-
sdure in methanolischen Kaffeeextrakten [88]. Sie untersuchten 292 Kaffeeproben und
konnten Gehalte von Koffein und NMP quantifizieren, welche in einem gleichen Bereich wie
die in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen waren. Allerdings quantifizierten Burton
et al. einen deutlich geringeren Gehalt von Trigonellin, CQA, Essigsdaure und Ameisensdure
im Vergleich zu den Ergebnissen in dieser Arbeit. Aufgrund unterschiedlicher verwendeter
Kaffeeproben sind die Ergebnisse in dieser Arbeit mit denen von Burton et al. allerdings
nicht direkt vergleichbar.

Galli et al. quantifizierten verschiedene organische Sauren mittels Kapillarelektropho-
rese und konnten Konzentrationen von Ameisensaure, Essigsaure und Milchsdure von
2,70 g/kg, 7,30 g/kg und 0,72 g/kg bestimmen [260], welche den in dieser Arbeit ermittel-
ten Konzentrationen dhnelte.
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4.10.5 Anwendung der 'H-qNMR-spektroskopischen Methode auf
Kaffeeproben mit verschiedenen Defekten

Im nachsten Schritt wurde die 1H-qNMR-Methode auf Kaffeeproben angewendet, wel-
che verschiedene Defekte aufwiesen (Tabelle 9-2). Es wurden die Defekte ,Black Beans®,
,Eaten Beans“, ,Well Eaten Beans", ,Sour Beans“ ,Dark Green Beans“ ,Faded Beans®,
»,Bleached Beans“, ,Quaker”, ,Malformed“, ,Unripe Beans", ,Brocken Beans*, ,Pods", ,Pulper
Cuts, ,Shells*, , Twigs*, ,Husks“ und , Parchment” untersucht. Die Defekte wurden nach der
New Yorker Methode klassifiziert, bei welcher die Defekte in Bezug auf ein Aquivalent des
Defektes ,Black Beans” eingeteilt werden. Von den Klassifizierungssstufen NY2-NY8 wur-
den die Klassen NY2, NY4 und NY6 untersucht (Abbildung 9-47-Abbildung 9-51). Als
Vergleich diente der entsprechende Arabica-Kaffee ohne Defekt.

Die Abbildung 9-47 bis Abbildung 9-51 zeigen die quantifizierten Analyten in den Kaf-
feeproben mit verschiedenen Defekten. Bei den Defekten ,Eaten Beans“ und ,Well Eaten
Beans“, die durch den Kaffeekirschenbohrer verursacht werden, war im Vergleich zur Probe
ohne Defekt eine Zunahme der aliphatischen organischen Sauren zu beobachten, wohinge-
gen die Konzentration der Essigsdure mit einem steigenden Anteil der Defekte abnahm.
Auch fiir Koffein war eine leichte Zunahme der Konzentration erkennbar. Fiir die ,Black Be-
ans“ war mit Ausnahme der Ameisensdure eine Abnahme aller Analyten im Vergleich zur
Probe ohne Defekte zu beobachten. Auch Franca et al. verglichen in ihren Untersuchungen
die Defekte ,Black Beans", ,Unripe Beans“ und ,Sour Beans“ mit einer Kaffeeprobe ohne
Defekte [118]. Fiir ,,Black Beans“ konnten sie einen reduzierten Gehalt von Trigonellin und
CQA feststellen. Allerdings wurden in dieser Studie die Defekte nicht nach der New Yorker
Methode vermischt, wodurch ein direkter Vergleich erschwert wurde [118]. Bei einem Ver-
gleich der ,Sour Beans“ mit einer Kaffeeprobe ohne Defekt konnten verringerte Gehalte von
HMF, CQA und Trigonellin festgestellt werden.

Bei den Defekten ,Quaker®, ,Malformed“ und ,Unripe Beans" zeigte Ameisensaure keine
Veranderung, wohingegen die Konzentration der anderen Analyten abnahm. Eine dhnliche
Tendenz war auch bei den Defekten ,Dark Green Beans“, ,Faded Beans” und , Bleached Be-
ans“ zu beobachten. Bei den ,Unripe Beans®, bei welchen es sich um den Zusatz von
Kaffeebohnen unreifer Kirschen handelt, konnte insbesondere ein geringerer Koffeingehalt
ermittelt werden. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von Kidist et al. iberein,
welche auch einen geringeren Koffeingehalt in Kaffeebohnen unreifer Friichte ermitteln
konnten [242].

Fir den Defekt ,Brocken Beans“ wurden dahingegen erhohte Gehalte von HMF, NMP,
Ameisensaure, Essigsdure und Milchsdure bestimmt. Der Gehalt von Koffein blieb unveran-
dert und die Konzentrationen von Trigonellin und CQA sanken. Diese Veranderungen
konnten durch den Rostprozess erklarbar sein. Bei dem Defekt ,,Brocken Beans“ handelte
es sich um eine Beimischung von Bruchstiicken von Rohkaffeebohnen. Wahrend des Rost-
prozesses konnte es zur stirkeren Rostung dieser kleinen Bruchstiicke gekommen sein,
wodurch eine erhohte Konzentration von Rostprodukten resultieren konnte. Auch bei dem
Defekt ,Pulper Cuts” konnten diese Veranderungen beobachtet werden. Bei diesem Defekt
wurden die Rohkaffeebohnen wahrend der nassen Rohkaffeeverarbeitung vom Pulper ge-
quetscht oder angeschnitten. Auch hier wire eine starkere Rostung der beschadigten
Kaffeebohnen und damit eine hohere Konzentration der Rostprodukte moglich.

Bei dem Defekt ,Pods” blieb die Konzentration von Ameisensaure unveriandert, wohin-
gegen sich Konzentration der anderen Analyten verringerte. Dies war auch fiir den Defekt
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»Parchment” zu erkennen. Grund fiir diese Veranderungen kénnte ein Verdiinnungseffekt
durch den Zusatz der Hiilse und der Pergamenthaut zu den Kaffeebohnen sein.

Fir den Defekt ,Shells““ zeigte sich eine leicht erhohte Konzentration von HMF und
Ameisensdure und unverdanderte Konzentrationen der anderen Analyten. Bei dem Defekt
L2Husks" war zusitzlich eine erhéhte Konzentration fiir Milchsaure zu beobachten. Die Ver-
anderungen in den Konzentrationen der Analyten bei dem Zusatz der Defekte ,Shells“ und
»2Husks“ waren nur minimal. Méglicherweise war die chemische Zusammensetzung der bei-
den Bestandteile der Kaffeekirsche dhnlich der der Rohkaffeebohnen. Dadurch wiirde ein
Zusatz dieser zu den Kaffeebohnen in keinen oder nur minimalen Verdanderungen resultie-
ren.

Der Defekt , Twigs“ wies eine hohere Konzentration von HMF und Ameisensaure auf. Fiir
die Analyten Trigonellin, NMP, Koffein, Essigsdure und Milchsdure konnten keine Verande-
rungen der Konzentrationen festgestellt werden und der Gehalt von CQA sank leicht. Dieser
Defekt kommt durch den Zusatz kleiner Zweige zustande kommt. Diese konnten durch den
Rostprozess stiarker gerostet werden, wodurch eine erhohte Konzentration der Réstpro-
dukte HMF und Ameisensaure erklarbar ware.

Fiir alle untersuchten Defekte gilt jedoch, dass die beobachteten Verdanderungen in den
Konzentrationen der untersuchten Analyten nur minimal waren. Auch Franca et al. deute-
ten an, dass die Unterschiede in der Zusammensetzung der Inhaltstoffe von defekten und
nicht defekten Kaffee nur minimal sind [261].
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4.11 Zusammenfassende Diskussion

Fiir die Untersuchung des geographischen Ursprungs, der Produktionsmethode und des
Roéstverfahrens von Kaffee wurden bereits Metabolomics-Ansatze in der Literatur beschrie-
ben. Der Metabolomics-Ansatz bezeichnet dabei die Analyse moglichst vieler
niedermolekularer Stoffwechselverbindungen, die in einem biologischen System vorhan-
den sind. Dazu wurden bisher verschiedene Analysentechniken wie chromatographische
Methoden gekoppelt mit unterschiedlichen Detektoren, spektroskopische Methoden sowie
Isotopen- und Elementanalysen [137, 139, 140, 142, 143, 147, 248, 250, 262] eingesetzt.
Dabei fand jeweils eine anschlief3ende Analyse der erhaltenen Daten mit Verfahren der mul-
tivariaten Statistik statt. Neben diesen Analysenmethoden wurde die tH-NMR kombiniert
mit einer PCA oder PLS-DA bereits dazu verwendet, um den geographischen Ursprung von
Kaffee zu untersuchen [138, 144, 146, 150].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Metabolomics-Ansatz dazu verwendet, um den ge-
ographischen Ursprung und die Anbaumethode, sowie den Réstgrad und das verwendete
Rostverfahren von gerdsteten Kaffeeproben zu untersuchen. Insgesamt wurden 603 trom-
melgerostete Kaffeeproben der Art Coffea arabica L. (Arabica) untersucht. Davon stammten
89 Kaffeeproben aus Afrika, 66 aus Asien, 176 aus Nordamerika und 190 aus Stidamerika,
wovon wiederum 116 aus Brasilien, 35 aus Kolumbien und 51 Kaffeeproben aus Athiopien
kamen. Weiter wurden von diesen Proben 180 biologisch angebaut. Neben den 603 trom-
melgerosteten Kaffeeproben wurden zusatzlich 82 Kaffeeproben mit Heifdluft gerdstet. Bis
auf Kaffee aus Kolumbien war somit eine ausreichend hohe Probenanzahl fiir jede Gruppe
gegeben, sodass hier multivariate statistische Verfahren zur Untersuchung des geographi-
schen Ursprungs, der Produktionsmethode und des Rostverhaltens angewendet werden
konnten.

Um die H-NMR-Daten mittels PCA-LDA auswerten zu kénnen, wurden zu Beginn der
Arbeit zwei Methoden entwickelt, welche moglichst viele lipophile und hydrophile Metabo-
liten aus der Kaffeematrix extrahieren sollten. Ein Losungsmittelgemisch, bestehend aus
Chloroform und Methanol im Verhéltnis 1:1 (v/v), konnte zur umfassenden Extraktion der
lipophilen Metaboliten aus der Kaffeematrix verwendet werden. Um eine Sattigung des
Empféangers und eine Unterdriickung der vorkommenden Lésungsmittelsignale wahrend
der 'H-NMR-Messung zu vermeiden, wurde von einem Aliquot des Extraktes das Losungs-
mittel nach der Extraktion entfernt und der Riickstand in einer Mischung aus CDClz und
MeOH-d, im Verhéltnis 1:1 (v/v) geldst. Dazu mussten zundchst mogliche reaktive Abbau-
produkte des CDCl3 aus diesem entfernt werden [161]. Abbauprodukte wie beispielsweise
Salzsiure konnten zu einer Anderung des pH-Wertes des im CDCl; vorhandenen Restwas-
sers fithren. Dies konnte in Signal-Shifts von polareren Metaboliten resultieren, was eine
Auswertung mittels PCA-LDA erschwert. Durch die Entfernung der Abbauprodukte konnten
Signal-Shifts von Ameisensaure und Trigonellin im 1H-NMR-Spektrum der lipophilen Meta-
boliten deutlich reduziert werden.

Fiir die Extraktion der hydrophilen Metaboliten wurde als Losungsmittel H,O verwen-
det. Bei einem hohen Verhaltnis von Probe zu Losungsmittel traten Shifts der Koffein- und
CGA-Signale auf, was auf die Selbstassoziation von Koffein bzw. die Bildung eines m-Kom-
plexes mit CGA zuriickgefiihrt werden kann. Da dies die anschlief}ende multivariate
Datenanalyse mittels PCA-LDA negativ beeinflusste, wurde das Verhaltnis moglichst gering
gewahlt. Auftretende pH-Wert anhangige Signal-Shifts der polaren Kaffeemetaboliten konn-
ten durch den Zusatz eines Natriumphosphat-Puffers mit einem pH-Wert = 6,00 und einer
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Konzentration von 1,00 mol/L zur Messlésung minimiert werden. Zur Unterdriickung des
Wassersignals wahrend der Erfassung der Metaboliten mittels 1H-NMR eignete sich die NO-
ESY-Pulssequenz. Es wurde {iberpriift, ob eine Entfernung der polymeren
Kohlenhydratstrukturen aus dem Kaffeeextrakt positive Auswirkungen auf die Ergebnisse
der nachfolgenden PCA-LDA haben konnte. Eine Abtrennung der hochmolekularen Kohlen-
hydrate durch Ultrazentrifugation resultierte in einer schlechteren Abgrenzung von
Kaffeeproben aus verschiedenen Kontinenten. Eine mogliche Erklarung ist, dass Kohlen-
hydrate in Rostkaffee hauptsichlich in Melanoidinen eingebunden vorliegen. Neben den
Kohlenhydraten sind andere niedermolekulare Bestandteile wie beispielsweise CQA in Me-
lanoidinen vorhanden. Durch die Abtrennung der Melanoidine kam es demnach auch zum
Verlust anderer Kaffeebestandteile. Auch bei anderen Untersuchungen zum geographi-
schen Ursrpung von Kaffee mittels tH-NMR und multivariater statistischer Datenanalyse
wurde auf eine Entfernung hochmolekulerer Kohlenhydrate verzichtet [145, 150].

Nach der Erfassung der lipophilen und hydrophilen Metaboliten erfolgte eine Datenvor-
behandlung der !H-NMR-Spektren um experimentelle, messtechnische und auswerte-
technische Variationen zu minimieren. Dazu wurde zunichst eine Referenzierung auf das
TMS-Signal bei den 1H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten und auf das TSP-Signal bei
den 'H-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten durchgefiihrt. AnschliefRend erfolgte
eine Normalisierung bezliglich eines Standardsignals. Bei den tH-NMR-Spektren der lipo-
philen Metaboliten wurde das Signal des DMS (61 = 3,00 - 3,05 ppm) gewahlt, wohingegen
die Normalisierung bei den tH-NMR-Spektren der hydrophilen Metaboliten auf das Signal
von TSP (6 =-0,10 - 0,10 ppm) stattfand. Zur Reduktion der Anzahl der Datenpunkte und
zum Ausgleich geringfiigiger Signal-Shifts erfolgte eine Bucketierung der tH-NMR-Spektren.
Dazu wurden fiir die Spektren der lipophilen Metaboliten 2000 und fiir die Spektren der
hydrophilen Metaboliten 1000 dquidistante Buckets gewahlt. Nach Ausschluss der Losungs-
mittelsignale wurden die Integrale der Buckets log-transformiert und als Variablen fiir die
PCA-LDA verwendet. Auf eine weitere Skalierungsmethode wie dem Autoscaling wurde ver-
zichtet, da dadurch der Einfluss von Variablen ohne Information fiir die Abgrenzung der
Klassen erhoht wurde. Auch auf eine zusatzliche Normalisierung der tH-NMR-Spektren auf
einen einheitlichen Feuchtegehalt der Kaffeeproben wurde verzichtet, da die Variation der
Feuchtegehalte der Kaffeeproben zwischen den Klassen nur gering ausfiel. Demnach fiihrte
eine PCA-LDA basierend auf der Analyse der lipophilen bzw. hydrophilen Metaboliten nach
der Normalisierung auf einen einheitlichen Feuchteghalt zu keiner Veranderung. Auch an-
dere Arbeitsgruppen, welche die Authentizitit von gerdstetem Kaffee basierend auf 'H-
NMR in Kombination mit multivariaten statistischen Verfahren untersuchten, verzichteten
auf diese Normalisierung [138, 139, 144, 145, 170].

Nach der Datenvorbehandlung erfolgte die Erstellung verschiedener Klassifizierungs-
modelle. Es wurde eine PCA-LDA mit den vorbehandelten Daten durchgefiihrt, wobei die
PCA zur weiteren Dimensionsreduktion angewendet wurde und mit der LDA der Aufbau
der Klassifizierungsmodelle stattfand. Zur Uberpriifung der Klassifizierungsmodelle diente
eine interne Validierung mittels MCKV und eine externe Validierung. Fiir die externe Vali-
dierung wurden 20% der Proben vor der Erstellung der Modelle entfernt. Mit den Daten der
restlichen 80% der Proben erfolgte die Modellerstellung und interne Validierung. Dazu
wurde der Datensatz fiir die KV erneut in 10% Testdatensatz und 90% Trainingsdatensatz
unterteilt. Mit dem Trainingsdatensatz erfolgte die Erstellung des Klassifizierungsmodells,
welches mit dem Testdatensatz intern validiert wurde. Fiir die KV erfolgte die Einteilung
des Probendatensatzes in Trainings- und Testdatensatz zehn Mal, sodass jede Probe jeweils
einmal bei der Modellerstellung und internen Validierung beteiligt war. Da Trainings- und
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Testdatensatz nicht vollstindig unabhdngig voneinander waren, erfolgte zusatzlich ein
Monte-Carlo Ansatz, bei welchem die KV zehn Mal wiederholt wurde. Die Einteilung der
Proben in Trainings- und Testdatensatz erfolgte bei jeder neuen KV nach dem Zufallsprin-
zip, sodass der Testdatensatz aus unterschiedlichen Kombinationen von Proben bestand.
Das Ergebnis der internen Validierung war eine Konfusionsmatrix, aus welcher hervorging,
welche Anzahl der Proben aus dem Testdatensatz jeweils der richtigen Klasse zugeordnet
wurde. Nach der Modellerstellung erfolgte die externe Validierung, in der das Klassifizie-
rungsmodell auf die zuvor entfernten Proben angewendet wurde. Die Beurteilung der
Vorhersagefahigkeit des Klassifizierungsmodells erfolgte anhand des conf-Wertes, der den
relativen Abstand der Testprobe zum Datenmittelpunkt der entsprechenden Klasse angibt.
Fiir eine richtige Zuordnung der Probe sollte der conf-Wert fiir die entsprechende Klasse <1
sein, wodurch die Probe innerhalb des 95%igen Prognoseellipsoids der Klasse liegen
wirde.

Fiir die Untersuchung des geographischen Ursprungs von Kaffee auf der Ebene der Kon-
tinente wurden zwei-Klassen-Modelle erstellt, in welchen jeweils Kaffeeproben der
Kontinente Afrika, Asien, Nordamerika und Siidamerika gegeneinander aufgetragen wur-
den. Fiir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Afrika von Kaffee aus einem anderen
Kontinent konnte basierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten
konnten vergleichbare Klassifizierungsmodelle mit hoher Vorhersagekraft erstellt werden.
In der externen Validierung dieser Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse der
lipophilen Metaboliten konnten mit 92,8% geringfiigig mehr Testproben der richtigen
Klasse zugeordnet werden. Dies deutet eine geringfiigig hohere Robustheit der Klassifizie-
rungsmodelle basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten an. Im Gegensatz zur
erfolgreichen Abtrennung von Kaffeeproben aus Afrika wurden mit den Modellen zur Zu-
ordnung von Kaffeeproben aus Asien leicht schlechtere Ergebnisse erzielt. Der Prozentsatz
fiir die richtige Zuordnung der Proben aus dem internen und externen Testdatensatz waren
auch fiir diese Modelle basierend auf der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metabo-
lite vergleichbar. In der internen Validierung konnten geringfiigig mehr Proben aus dem
Testdatensatz in dem Modell basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten zuge-
ordnet werden. Dahingegen konnte in der externen Validierung dieser
Klassifizierungsmodelle mit 91,4% mehr Kaffeeproben aus dem Testdatensatz bei der Ana-
lyse der hydrophilen Metaboliten der richtigen Klasse zugeordnet werden. Fiir das PCA-
LDA-Modell zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Nord- von Kaffee aus Siidamerika basie-
rend auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten wurden in der internen und externen
Validierung durchschnittlich 87,1% und 89,0% der Testproben der richtigen Klasse zuge-
ordnet. Auch Consonni et al. und Choi et al. konnten erfolgreich Kaffeeproben aus
verschiedenen Kontinenten voneinander abgrenzen [143, 145]. Griinde fiir die unterschied-
lich guten Abgrenzungen von Kaffeeproben aus den verschiedenen Kontinenten kénnten
neben dem Mikrobiom des Bodens auch unterschiedliche Anbau-, Ernte- und Rohkaffeever-
arbeitungstechniken sein, welche in den einzelnen Kontinenten angewendet werden. Wie
in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, scheinen sich diese Faktoren unterschiedlich stark
auf das Metabolom von Kaffee auszuwirken. Ein Grund fiir die schlechtere Abgrenzung von
Kaffeeproben aus Nordamerika von Kaffeeproben aus Siidamerika kénnte die im Vergleich
zu den anderen Kontinenten grofdere geographische Néhe sein. Fiir die Abgrenzung von Kaf-
feeproben aus verschiedenen Kontinenten eignete sich sowohl die Analyse der lipophilen
Metaboliten als auch die Analyse der hydrophilen Metaboliten. Die externe Validierung
zeigte, dass die erstellten Klassifizierungsmodelle robust gegentiber neuen und unbekann-
ten Kaffeeproben sind.
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Im nachsten Schritt wurden Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben
aus den Lindern Athiopien, Brasilien und Kolumbien erstellt. Dazu wurden erneut zwei-
Klassen-Modelle gebildet, in welchen Kaffeeproben eines der Lander und Kaffeeproben aus
einem anderen Kontinent gegentibergestellt wurden. Die Vorhersagefiahigkeit der erstellten
Modelle wurde anhand der internen und externen Validierung beurteilt. Die Klassifizie-
rungsmodelle basierend auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten zeigten bei der
internen Validierung eine geringfiigig bessere Vorhersagekraft als die Modelle basierend
auf der Analyse der lipophilen Metaboliten. Dahingegen war die Vorhersagefahigkeit bei der
externen Validierung fiir die Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse der lipophi-
len und hydrophilen Metaboliten vergleichbar. Bei den Klassifizierungsmodellen zur
Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien bzw. Brasilien von Kaffeeproben aus anderen
Kontinenten konnten mindestens 91,3% der Proben aus dem internen und externen Test-
datensatz der richtigen Klasse zugeordnet werden. Die Ergebnisse zeigen, dass es bereits
durch die Anwendung der Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse der hydrophi-
len Metaboliten moglich ist, Kaffeeproben den Lindern Athiopien und Brasilien
zuzuordnen. Dadurch koénnte auf die aufwandigere Probenvorbereitung mit toxischen Lo-
sungsmitteln, welche fiir die Analyse der lipophilem Metaboliten benotigt werden,
verzichtet werden. Allerdings ist es notwendig, noch Daten weiterer Kaffeeproben in die
Modelle aufzunehmen. Mit einer grofieren Anzahl an Proben steigt die Robustheit der Mo-
delle und es kann eine sicherere Abschatzung der Klassifizierungsgiite erfolgen. Zu
bedenken ist auch, dass klimatische Verdnderungen zu einer Veranderung des Metaboloms
der Kaffeeproben fiihren konnen, weshalb es wichtig ist, auch zukiinftig Daten von Kaffee-
proben in die Klassifizierungsmodelle aufzunehmen.

Bei der bei der internen und externen Validierung der Klassifizierungsmodelle basie-
rend auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus
Kolumbien von Kaffeeproben aus anderen Kontinenten konnten mindestens 80,0% der
Testproben der richtigen Klasse zugeordnet werden. Eine vollstindige Abtrennung von Kaf-
feeproben aus Kolumbien von Kaffeeproben aus anderen Liandern konnte daher nicht
erreicht werden. Ein Grund fiir die vergleichsweise schlechtere Abgrenzung von Kaffeepro-
ben aus Kolumbien kénnte die geringe Probenanzahl sein. Fiir die Modellerstellung standen
lediglich 28 Kaffeeproben aus Kolumbien zur Verfiigung. Durch eine Erh6hung der Proben-
anzahl auf 50 - 100 konnte eine bessere Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien von
denen aus anderen Kontinenten erreicht werden. Weiter konnte die Anwendung eines an-
deren Verfahrens der multivariaten Datenanalyse wie eine PLS-DA oder SIMCA auf die 1H-
NMR-Daten zu einer besseren Abgrenzung von Kaffeeproben aus Kolumbien fiihren. So
zeigt die Studie von Arana et al., dass durch die Analyse methanolischer Extrakte mittels 1H-
NMR und PLS-DA eine Abtrennung von 84 Kaffeeproben aus Kolumbien von denen anderer
Kontinente moglich ist [138]. Allerdings ist insbesondere fiir die Anwendung einer SIMCA
oder PLS-DA eine hohere Probenanzahl unabdingbar. Das Ziel, die Authentizitiat von Kaffee-
proben aus Kolumbien zu iiberpriifen, sollte in Zukunft weiterverfolgt werden.
Hochwertiger Kaffee aus Kolumbien darf mit der Angabe g.g.A. ausgelobt werden, wodurch
eine Falschung dieser Kaffeeprodukte attraktiv werden kann.

Der Grund fiir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus den Lindern Brasilien und Athio-
pien von Kaffeeproben aus anderen Kontinenten kénnte insbesondere in unterschiedlichen
Anbau-, Ernte- und Rohkaffeeverarbeitungstechniken liegen. So werden beispielsweise in
Brasilien die Kaffeeplantagen hauptsachlich im Sonnenanbau betrieben, die Ernte erfolgt
iiberwiegend maschinell und die Rohkaffeebohnen werden mit der halbtrockenen Methode
verarbeitet [3, 15, 16, 244, 245]. Auf Plantagen in Athiopien wird Kaffee hauptsichlich im
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Schattenanbau produziert und zu 70% die trockene und zu 30% die nasse Methode zur
Rohkaffeeverarbeitung verwendet [19, 25, 242, 246]. In Kolumbien dagegen wird die nasse
Rohkaffeeverarbeitung angewendet [15].

Aufgrund der guten Vorhersagefahigkeit der Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung
von Kaffeeproben aus den Lindern Brasilien bzw. Athiopien von Kaffeeproben aus anderen
Kontinenten wurden fiir diese Modelle der Loadingsplot analysiert. Dazu wurden die Daten
der lipophilen und hydrophilen Metaboliten herangezogen. Ziel war die Identifizierung
moglicher Metaboliten als Ursache fiir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus diesen Lan-
dern. Anhand des Loadingsplots basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten
konnten nur wenige Variablen erkannt werden, welche die Abgrenzung der Klassen beein-
flussten. Die Untersuchung des Loadingsplots deutete an, dass die Signale von Koffein die
Abgrenzung von Kaffeeproben aus Brasilien beeinflussten. Daneben konnten keine Metabo-
liten identifiziert werden, welche die Angrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien
beeinflussten. In den spektralen Bereichen der Variablen, welche einen Einfluss auf die Ab-
grenzung von Kaffeeproben aus Athiopien hatten, befanden sich viele kleine Signale, die ein
geringes S/N aufwiesen und iliberlagert waren. Fiir diese Signale war eine Identifizierung
der zugrundeliegenden Verbindung nicht méglich. Zudem zeigte ein direkter Vergleich der
log-transformierten Integrale dieser Variablen in Box-Whisker-Plots nur geringfiigige Un-
terschiede zwischen den Klassen. Durch die Untersuchung des Loadingsplots basierend auf
der Analyse der hydrophilen Metaboliten konnte keine Verbindung identifiziert werden,
welche die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien bzw. Brasilien von Kaffeeproben
aus anderen Kontinenten beeinflussten. Variablen, welche einen Einfluss auf die Abgren-
zung von Kaffeeproben aus Athiopien hatten, wiesen beispielsweise spektrale Bereiche auf,
in denen Apfel- und Zitronensiure Signale erzeugten. Dieser spektrale Bereich war erneut
durch viele iiberlappende Signale gekennzeichnet, sodass keine Aussage dariiber getroffen
werden konnte, ob und welche dieser beiden Verbindungen einen Einfluss auf die Trennung
hatte. Die Analyse der Loadingsplots deuten allerdings an, dass die Abgrenzung der Kaffee-
proben aus Brasilien bzw. Athiopien von Kaffeeproben aus anderen Kontinenten nicht auf
die An- oder Abwesenheit einzelner Metaboliten zuriickzufiihren ist. Die Abgrenzung der
Klassen konnte vielmehr durch ein Zusammenspiel mehrerer Metaboliten verursacht wer-
den, welche in unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen.

Mit dem Ziel, den Informationsgehalt zu erh6hen und gleichzeitig den Einfluss Variablen
ohne relevante Informationen zu reduzieren, wurden die tH-NMR-Daten der lipophilen und
hydrophilen Metaboliten in einer Low-Level und Mid-Level Datenfusionierung zusammen-
gefiithrt. Dies wurde fiir die Daten der Kaffeeproben aus Brasilien und Afrika sowie
Kolumbien und Nordamerika durchgefiihrt. Durch die Low-Level Datenfusionierung konn-
ten in beiden Fallen in der internen Validierung mittels MCKV Werte fiir die richtige
Zuordnung der Testproben erreicht werden, die jeweils zwischen denen der Einzelmodelle
lagen. Die Mid-Level Datenfusionierung fiihrte zu geringfiigig schlechteren Werten fiir die
richtige Zuordnung der Testproben in der internen Validierung verglichen mit den einzel-
nen Klassifizierungsmodellen auf Basis der Daten der hydrophilen und lipophilen
Metaboliten. Ein moglicher Grund hierfiir kdnnte ein leichtes Overfitting der Modelle auf-
grund der hohen Anzahl der verwendeten Dimensionen fiir die LDA sein. Dadurch kénnten
die Klassifizierungsmodele zu sehr an die Proben des Trainingssets angepasst worden sein,
wodurch sich die Streuung der Proben des Trainingsdatensatz im LDA-Raum verringerte,
was zu geringeren Grenzen des 95%igen Prognoseellipsoids fiihrte. Durch die zu genaue
Anpassung der Klassifizierungsmodelle an die Proben des Trainingsdatensatz konnten die
Proben aus dem internen Testdatensatz nicht mehr vollstdndig beschrieben werden und es
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kam bei der MCKV vermehrt zu einer falschen Zuordnung. Eine Reduktion der Dimensionen
fiir die LDA fiihrte bei der Mid-Level Datenfusionierung zu einer grofieren Streuung der
Proben des Trainingsdatensatzes im LDA-Raum, allerdings konnten bei der MCKV gering-
fiigig hohere Prozentsitze fiir die richtige Zuordnung erreicht werden. Die Ergebnisse
zeigten, dass durch eine Datenfusionierung der lipophilen und hydrophilen tH-NMR-Daten
keine bessere Abgrenzung der Kaffeeproben aus den verschiedenen Klassen erreicht wer-
den konnte. Mdglicherweise konnte eine hohere Anzahl von Proben dazu beitragen, eine
bessere Abgrenzung der Klassen mittels Low-Level oder Mid-Level Datenfusionierung zu
erreichen. Auch kénnte eine Fusionierung der tH-NMR-Daten mit Daten aus einer anderen
Analysenmethode zu einer besseren Abgrenzung der Kaffeeproben aus den verschiedenen
Klassen fiihren. So kombinierten Choi et al. LC/MS- und GC-FID-Daten sowie Daten aus Pro-
tein-, Monosaccharid- und Aminosdurenanalyse um Kaffeeproben dem geographischen
Ursprung zuzuordnen [143].

Die entwickelten Methoden wurden zusatzlich zur Untersuchung der Anbaumethode
und des Rostverfahrens angewendet. Dazu wurden erneut Klassifizierungsmodelle basie-
rend auf der Analyse der lipophilen bzw. hydrophilen Metaboliten erstellt und intern sowie
extern validiert. Zu der Unterscheidung der Anbaumethode wurden Kaffeeproben aus bio-
logischem und konventionellem Anbau verwendet. Kaffeeproben, die mittels Trommel-
oder Heif3luftverfahrens getrostet wurden, dienten zur Untersuchung des Rostverfahrens.
Eine verlassliche Abgrenzung von Kaffeeproben aus biologischem und konventionellem An-
bau war mit dem untersuchten Probendatensatz nicht méglich. Das Klassifizierungsmodell
basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten zeigte in der internen und externen
Validierung eine geringfiigig bessere Zuordnung der Testproben als das Modell basierend
auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten. Die unzureichende Abgrenzung der Kaffee-
proben dieser Klassen konnte darin begriindet sein, dass es in der Praxis keine klare Grenze
zwischen biologisch und konventionell erzeugtem Kaffee gibt. Viele insbesondere kleine
Kaffeefarmen haben nicht den Zugang und die Mittel, um Agrarchemikalien zu verwenden.
Diese Farmen betreiben traditionellen Kaffeeanbau, in welchem auf diese Chemikalien ver-
zichtet wird. Dadurch erfolgt der Kaffeeanbau biologisch, was nicht zwingend mit einer
Zertifizierung verbunden ist. Ohne Zertifizierung darf dieser Kaffee jedoch nicht als biolo-
gisch ausgelobt werden [32, 263]. Allerdings konnten do Carmo Carvalho et al. durch die
Verwendung von HPLC, Barbosa et al. mittels Elementanalyse und Gordillo-Delgado et al.
mittels FT Infrarotspektroskopie kombiniert mit multivariaten statistischen Verfahren eine
Abgrenzung von Kaffeeproben erreichen, welche biologisch bzw. konventionell angebaut
wurden [141, 252, 253]. Im Gegensatz zu dieser Arbeit stammten die von diesen Arbeits-
gruppen untersuchten Kaffeeproben aus jeweils dem gleichen Land. In dieser Arbeit konnte
sich der Einfluss des geographischen Ursprungs nachteilig auf die Abgrenzung von biolo-
gisch und konventionell angebauten Kaffeeproben auswirken.

Dahingegen konnten die Kaffeeproben entsprechend dem Parameter Rostverfahren dif-
ferenziert werden. Das Klassifizierungsmodell basierend auf der Analyse der lipophilen
bzw. hydrophilen Metaboliten zeigte jeweils dhnlich gute Ergebnisse. In der internen und
externen Validierung konnten mindestens 93,3% der Testproben der richtigen Klasse zu-
geordnet werden. Die Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben nach dem
Rostverfahren konnten in Zukunft z.B. dazu beitragen, die Authentizitit von Kaffee zu beur-
teilen, welcher als ,schonend gerosteter Kaffee im Langzeit-Trommelrdstverfahren®
ausgelobt wird.
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Neben dem nicht zielgerichteten Metabolomics-Ansatz wurde fiir ausgewahlte hydro-
phile Kaffeemetaboliten eine zielgerichtete Analyse durchgefiihrt. Die 1H-NMR-Spektren
der hydrophilen Metaboliten wurden dazu verwendet, die Analyten Milchsaure, Essigsaure,
Koffein, CQA, Ameisensdure, NMP, Trigonellin und HMF mittels PULCON-Methode zu quan-
tifizieren. Die Isomere der CQA konnten nicht einzeln quantifiziert werden, da sich die
Signale der Isomere iiberlagerten. So wurden Summenparameter fiir die [somere 5-CQA, 4-
CQA und 3-CQA bestimmt. Eine Quantifizierung der einzelnen CQA-Isomere kénnte durch
die Verwendung eines anderen Losungsmittels moglich sein. Burton et al. quantifizierten
verschiedene Kaffeemetaboliten in einem methanolischem Extrakt und konnten so die 3-
CQA, 4-CQA und 5-CQA einzeln erfassen [88]. Die Signale der Milchsaure, der Essigsdure,
des Koffeins und der CQA-Isomere lagen im 'H-NMR-Spektrum iiberlagert vor, sodass fiir
die Integration dieser Signale eine Kurvenanpassungsmethode verwendet wurde. Hierbei
wurde eine Voigt-Funktion unter Berticksichtigung von Parametern wie Breite des Signals,
chemische Verschiebung, Multiplett-Struktur oder Kopplungskonstante an das entspre-
chende Signal angepasst. Da die Protonen der Analyten Ameisensdure, Essigsdue und
Trigonellin bei der verwendeten Repetitionszeit des tH-NMR-Experimentes nicht vollstan-
dig relaxiert vorlagen, wurden zur Berechnung der Konzentrationen Korrekturfaktoren
eingesetzt. Diese waren fiir Ameisensdure 1,2 und fiir Essigsdure und Trigonellin jeweils
1,1. Die Validierung zeigte, dass die tH-qNMR-Methode zur Bestimmung des Gehaltes von
Milchsaure, Essigsdure, Koffein, CQA, Ameisensaure, NMP, Trigonellin und HMF geeignet
war. Lediglich Koffein und CQA wiesen bei der Untersuchung der Richtigkeit Wiederfindun-
gen zwischen 84,0-86,1% und 76,2-80,6% auf. Durch einen Vergleich mit einer
entwickelten HPLC-DAD-Referenzmethode und mit der amtlichen Untersuchungsmethode
zur Bestimmung von Koffein konnte festgestellt werden, dass die Ursache der geringen Wie-
derfindung von Koffein in der nicht quantitativen Extraktion dieses Analyten wahrend der
Probenvorbereitung fiir die 1H-NMR-Messung war. Anhand des Vergleiches der tH-qNMR-
Methode mit der amtlichen Untersuchungsmethode zur Bestimmung von Koffein konnte ein
Korrekturfaktor von 1,2 fiir die Berechnung des Gehaltes von Koffein mittels tH-NMR er-
mittelt werden. Auch wurden mit der entwickelten HPLC-DAD-Referenzmethode im
Vergleich zur tH-qNMR-Methode durchschnittlich 11,0% hohere CQA-Gehalte bestimmt.
Der Grund dafiir kénnte die Voigt-Funktion sein, welche das CQA-Signal nicht vollstindig
beschrieb. Eine bessere Anpassung dieses Algorithmus an das Signal kénnte zu héheren Ge-
halten der CQA fiithren. Beispielsweise konnte das Duplett der CQA, welches zur
Quantifizierung verwendet wurde, durch zwei Singuletts beschrieben werden. In diesem
Fall wiirde das Signal durch zwei Kurvenanpassungen ausgedriickt werden, in welchen die
aufgrund der unterschiedlichen CQA-Isomere entstehende Schultern besser mitbeschrie-
ben werden kénnten.

Die Anwendung der 'H-qNMR-Methode auf die in dieser Arbeit untersuchten Proben
resultierte in Gehalten von 0,22-0,81 g/kg fir HMF, 1,73-13,8g/kg fiir Trigonellin,
0,77-2,29 g/kg fir NMP, 1,37-6,81 g/kg fiir Ameisensaure, 5,39-31,5 g/kg fiir Koffein,
3,34-12,1 g/kg fiir Essigsaure, 0,44-2,26 g/kg fiir Milchsaure und 6,17-41,5 g/kg fiir CQA.
Die 1H-qNMR-Methode konnte erfolgreich zur Untersuchung von Kaffeeproben angewendet
werden. Eine Weiterentwicklung dieser Methode kdnnte dazu beitragen, den Zusatz von
defekten Kaffeebohnen und die Zugabe von beispielsweise Getreidekaffee oder Bestandtei-
len der Kaffeekirsche zu untersuchen. De Moura Ribeiro et al. fanden bereits Unterschiede
in den tH-NMR-Spektren von Kaffee, Gerste, Sojabohne, Mais und Kaffeeschalen [169]. Diese
Spektrale Unterschiede konnten dazu verwendet werden, um den Zusatz von beispiels-
weise Getreide festzustellen und die zugesetzte Menge zu quantifizieren. Weiter wurden
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Kaffeeproben untersucht, die mit verschiedenen Anteilen von unterschiedlichen Kaffeede-
fekten vermischt wurden. Die Defekte wirkten sich unterschiedlich auf die Verdanderungen
der Konzentration der untersuchten Analyten aus. Allerdings waren die beobachteten Ver-
anderungen nur minimal. Dass die Verdnderungen der Inhaltsstoffe durch den Zusatz von
Kaffeebohnen mit Defekten nur minimal ausfallen, stellten auch Franca et al. in ihrer Studie
fest [261].
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5 Zusammenfassung

Die Protonen-Kernspinresonanz-Spektroskopie (1H-NMR) ist prinzipiell eine geeignete
Methode, um die Authentizitat von Lebensmitteln zu tiberpriifen. Fiir Kaffee konnte in der
Vergangenheit die zielgerichtete 1H-NMR bereits erfolgreich angewendet werden, um die
Authentizitat beziiglich der Art zu iiberpriifen. Als Beurteilungskriterium dient der Gehalt
der Verbindung 16-0O-Methylcafestol, welche in der Art Coffea canephora Pierre ex A. vor-
kommt und in Coffea arabica L. nur in Spuren enthalten ist. Insbesondere nicht
zielgerichtete Ansitze, in welchen die 1H-NMR mit multivariater Datenanalyse kombiniert
wird, konnen dazu verwendet werden, um Unterschiede zwischen verschiedenen Produkt-
gruppen zu erkennen. In der amtlichen Lebensmitteliiberwachung fehlen jedoch
zuverlissige Analysenmethoden fiir die Uberpriifung der Authentizitit von Kaffee beziiglich
weiterer wertgebender Eigenschaften, wie den geographischen Ursprung, biologischen An-
bau oder das angewandte Rostverfahren. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die
Entwicklung eines zuverlissigen, nicht zielgerichteten Ansatzes zur Uberpriifung der Au-
thentizitdt von Kaffee der Art Coffea arabica L. beziiglich des geographischen Ursprungs,
der Anbaumethode und des Rostverfahrens. Dariiber hinaus sollten weitere Kaffeeinhalts-
stoffe in einem zielgerichteten, auf tH-NMR basierenden Verfahren untersucht werden.

Fiir die Erfassung des Metaboloms mittels tH-NMR wurden zunachst Methoden entwi-
ckelt, um die lipophilen bzw. hydrophilen Kaffeemetaboliten aus der Matrix zu extrahieren.
Anschlief;end wurden mit den Methoden 688 gerdstete Kaffeeproben der Art Coffea arabica
L. extrahiert und mittels 1H-NMR analysiert. Die Messung der Kaffeeproben mittels tH-NMR
erfolgte nach Optimierung der Messparameter an einem 400 MHz Spektrometer. Um expe-
rimentelle, messtechnische und auswertetechnische Variationen zu minimieren, wurde mit
den resultierenden 'H-NMR-Spektren eine geeignete Datenvorbehandlung durchgefiihrt.
Diese beinhaltete ein Alignment und eine Normalisierung der 'H-NMR-Spektren beziiglich
eines Standardsignals, die Einteilung der Spektren in dquidistante Buckets, den Ausschluss
der Losungsmittelsignale sowie eine log-Transformation der Integrale der erhaltenen Bu-
ckets. Mit den vorbehandelten Daten wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA)
durchgefiihrt, um die Dimensionalitiat der Daten zu reduzieren. Die erhaltenen Scores der
PCA wurden anschliefend fiir die lineare Diskriminanzanalyse (LDA) verwendet und so
Klassifizierungsmodelle erstellt. Die Validierung der Klassifizierungsmodelle erfolgte intern
mittels Monte-Carlo-Kreuzvalidierung und extern, indem ein Teil des Originaldatensatzes
vor Erstellung der Klassifizierungsmodelle entfernt wurde. Die mittels PCA-LDA erstellten
Klassifizierungsmodelle wurden anschliefend auf den externen Probendatensatz angewen-
det.

Zur Abgrenzung der Kaffeeproben beziiglich der Kontinente wurden zwei-Klassen-Mo-
delle gebildet. Die interne und externe Validierung zeigten, dass Kaffeeproben aus Afrika
gut gegeniiber Kaffeeproben aus anderen Kontinenten abgetrennt werden konnten. Dabei
zeigten die PCA-LDA-Modelle basierend auf der Analyse der hydrophilen Metaboliten ge-
ringfligig bessere Klassifizierungsgenauigkeiten als die PCA-LDA-Modelle basierend auf der
Analyse der lipophilen Metaboliten. Die Proben des internen und externen Validierungsda-
tensatzes konnten durchschnittlich zu 95,4% der richtigen Klasse zugeordnet werden. Fiir
Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Asien von Kaffeeproben aus
anderen Kontinenten konnten in der internen und externen Validierung zufriedenstellende
Prozentsatze fiir die richtige Zuordnung erzielt werden. Mit den Klassifizierungsmodellen
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Zusammenfassung

zur Unterscheidung von Kaffee aus Nord- und Siidamerika konnte keine eindeutige Tren-
nung erreicht werden. Die richtige Zuordnung erfolgte in der internen bzw. externen
Validierung nur zu durchschnittlich 88,2%. Grund fiir die vergleichsweise schlechtere Tren-
nung konnte hier die geographische Nahe dieser beiden Kontinente sein.

Auch fiir die Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien, Brasilien und Kolumbien von
Kaffeeproben aus anderen Kontinenten wurden zwei-Klassen-Modelle erstellt. Kaffeepro-
ben aus Brasilien und Athiopien konnten sehr gut von Kaffeeproben aus einem anderen
Kontinent abgegrenzt werden. Die Klassifizierungsmodelle basierend auf der Analyse der
hydrophilen Kaffeemetaboliten zeigten geringfiligig bessere Klassifizierungsgenauigkeiten
als die Modelle basierend auf der Analyse der lipophilen Metaboliten. Fiir die Klassifizie-
rungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Athiopien von Kaffeeproben aus
anderen Kontinenten wurden durchschnittlich 97,8% der Testproben der richtigen Klasse
zugeordnet. In den Klassifizierungsmodellen zur Abgrenzung von Kaffeeproben aus Brasi-
lien von Kaffee aus anderen Kontinenten waren dies 95,6%. Allerdings konnte mit der
Analyse des vorhandenen Probendatensatzes keine vollstindige Abgrenzung von Kaffee-
proben aus Kolumbien erreicht werden. Durch die Analyse der Loadingsplots der
Klassifizierungsmodelle zur Herkunftsbestimmung von Kaffee aus Athiopien und Brasilien
konnten keine Metaboliten identifiziert werden, welche die Trennung beeinflussten. In den
spektralen Bereichen der Variablen, welche in den Loadingsplots einen Einfluss auf die Ab-
grenzung der Klassen andeuteten, traten iiberwiegend Signale mit geringer Intensitat auf,
die iiberlagert vorlagen. Dies erschwerte die Identifizierung dieser Signale. Durch eine Low-
Level und eine Mid-Level Datenfusionierung wurden die tH-NMR-Daten der lipophilen und
hydrophilen Metaboliten kombiniert. Sowohl durch die Low-Level, als auch durch die Mid-
Level Datenfusionierung konnte keine bessere Zuordnung der Testproben in der internen
Validierung erreicht werden.

Ebenfalls wurden Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeeproben nach der
Anbaumethode und des verwendeten Rostverfahrens erstellt und validiert. Mittels PCA-
LDA konnte biologisch erzeugter Kaffee nicht von konventionell erzeugtem Kaffee abge-
trennt werden. Dahingegen basierend auf der Analyse der lipophilen bzw. hydrophilen
Metaboliten eine Abgrenzung von trommelgerostetem und heifdluftgerostetem Kaffee er-
reicht werden. In der internen und externen Validierung der Klassifizierungsmodelle
konnten mindesten 92,9% der Testproben der richtigen Klasse zugeordnet werden.

Im Rahmen des zielgerichteten Ansatzes wurde eine Methode zur Quantifizierung der
hydrophilen Metaboliten Milchsdure, Essigsdure, Koffein, Caffeoylchinasdure-Isomere
(CQA), Ameisensdure, N-Methylpyridinium (NMP), Trigonellin und 5-Hydroxymethylfur-
fural (HMF) entwickelt und erfolgreich validiert. Die Quantifizierung der CQA erfolgte als
Summenparameter der Isomere 3-Caffeoylchinasdure, 4-Caffeoylchinasdure und 5-Caf-
feoylchinasdure. Ein Vergleich der bestimmten Gehalte mit denen einer entwickelten
Referenzmethode, basierend auf Hochleistungsfliissigkeitschromatographie und Diode-
narray-Detektion (HPLC-DAD), zur Quantifizierung von Koffein, Trigonellin und CQA zeigte
eine gute Ubereinstimmung.

Somit konnten in dieser Arbeit Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffeepro-
ben aus Afrika, Athiopien und Brasilien von Kaffeeproben aus anderen Kontinenten erstellt
werden, welche eine gute Vorhersagefahigkeit aufwiesen. Weiter konnten mit den H-NMR-
Daten Klassifizierungsmodelle zur Abgrenzung von Kaffee nach dem Réstverfahren erstellt
werden. Diese Methoden sind somit zur Uberpriifung der Authentizitit von Kaffee beziiglich
dieser Eigenschaften geeignet.
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7 Chemikalien und Instrumente

7.1 Chemikalien

Apfelsdure Merck (99%)

H319 Verursacht schwere Augenreizung

P280 Schutzhandschuhe/Augenschutz tragen

P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlin-
sen nach Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen

y-Butyrolacton EDQM (>99%)

2

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken

H318 Verursacht schwere Augenschaden

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen

P261 Einatmen von Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

P280 Schutzhandschuhe/Augenschutz tragen.

P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: einige Minuten
lang behutsam mit Wasser ausspiilen. Eventuell vorhandene Kontakt-
linsen nach Moglichkeit entfernen. Weiterspiilen.

P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.

3-Caffeoylchinasaure Merck (295%)
4-Caffeoylchinasaure Merck (298%)
5-Caffeoylchinasdure Carl Roth (297%)
Cafestol Phytolab (298%)
Chinasaure Sigma Aldrich (98%)

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.
P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.
P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichts-
schutz/ Gehorschutz tragen.

P308 + P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einho-
len/ arztliche Hilfe hinzuziehen.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P501 Inhalt/ Behalter einer anerkannten Abfallentsorgungsanlage zu-

fithren.
Chloroform Merck (= 99,8%)
Chlorform-d;: Roth (99,8 Atom % D,

stabilisiert mit Silber)

<&

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.
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H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H331 Giftig bei Einatmen.

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H372 Schadigt die Organe bei langerer oder wiederholter Exposition.
P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.
P260 Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.

P302+P352 Bei Beriihrung mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife wa-
schen.

P304+P340 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und
fiir ungehinderte Atmung sorgen.

P305+P351+P338 Bei Kontakt mit den Augen: einige Minuten lang be-
hutsam mit Wasser ausspiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Moglichkeit entfernen. Weiterspiilen.

P308+P313 Bei Exposition oder falls betroffen: drztlichen Rat einho-
len/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Cholinchlorid

Sigma (98%)

Dimethylsulfon

Sigma (98%)

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphat

Merck (298%)

Deuteriumoxid

Deutero (99,9 Atom %)

Ferulasiure

H315 Verursacht Hautreizungen

H319 Verursacht schwere Augenreizung

H335 Kann die Atemwege reizen

P280 Schutzhandschuhe/Augenschutz tragen

P302+P352 Bei Berithrung mit der Haut: Mit viel Wasser waschen
P305+P351+P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang be-
hutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen

Carl Roth (299%)

Fumarsaure

H319 Verursacht schwere Augenreizung

P264 Nach Gebrauch Haut griindlich waschen.

P280 Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

P305 + P351 + P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlin-

sen nach

Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

P337 + P313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/
arztliche Hilfe hinzuziehen

Sigma Aldrich (99%)

Furfural

<&

H226 Flissigkeit und Dampf entziindbar.
H301 Giftig bei Verschlucken.
H312 Gesundheitsschédlich bei Hautkontakt.

Sigma Aldrich (99%)

147



Chemikalien und Instrumente

H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H330 Lebensgefahr bei Einatmen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H412 Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
P210 Von Hitze, heifRen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und
anderen Ziindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/
Gesichtsschutz/ Gehorschutz tragen.

P303 + P361 + P353 Bei Beriihrung mit der Haut (oder dem Haar):
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Was-
ser abwaschen.

P304 + P340 + P310 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft brin-
gen und fiir ungehinderte Atmung sorgen. Sofort
Giftinformationszentrum/ Arzt anrufen.

P305 + P351 + P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach

Maoglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Furfurylalkohol

<&

H302 + H312 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Hautkon-
takt.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H331 Giftig bei Einatmen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H373 Kann die Organe (Nase) schadigen bei langerer oder
wiederholter Exposition durch Einatmen

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung tragen.

P301 + P312 + P330 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformati-
onszentrum/ Arzt anrufen. Mund ausspiilen.

P302 + P352 + P312 Bei Beriihrung mit der Haut: Mit viel Wasser wa-
schen. Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum / Arzt anrufen.

P304 + P340 + P311 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft brin-
gen und fiir ungehinderte Atmung sorgen. Giftinformationszentrum /
Arzt anrufen.

P308 + P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einho-
len/

arztliche Hilfe hinzuziehen.

Sigma Aldrich (98%)

5-Hydroxymethylfurfural

H315 Verursacht Hautreizungen.
H319 Verursacht schwere Augenreizung
P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung tragen.

Carl Roth (=97%)
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P302+P352 Bei Berithrung mit der Haut: Mit viel Wasser waschen
P305+P351+P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang be-
hutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen

Kaffeesaure Merck (98%)

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.
P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichts-
schutz/ Gehorschutz tragen.

P308 + P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einho-
len/ arztliche Hilfe hinzuziehen.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P501 Inhalt/ Behalter einer anerkannten Abfallentsorgungsanlage zu-

fiithren.
Kahweol Phytolab (=290%)
Koffein Sigma Aldrich (99%)

H302 Gesundheitsschidlich bei Verschlucken.
P301 + P312 + P330 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformati-
onszentrum/ Arzt anrufen. Mund ausspiilen.

Linolsdure Sigma Aldrich (99%)

a-Linolensaure Sigma Aldrich (299%)

Maleinsaure Sigma Aldrich (299%)
3

H302 + H312 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Hautkon-
takt.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H335 Kann die Atemwege reizen.

P261 Einatmen von Staub vermeiden.

P264 Nach Gebrauch Haut griindlich waschen.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichts-
schutz.

P301 + P312 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein
Giftinformationszentrum/ Arzt anrufen.

P302 + P352 + P312 Bei Berithrung mit der Haut: Mit viel Wasser wa-
schen. Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum / Arzt anrufen.
P305 + P351 + P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach

Maoglichkeit entfernen. Weiter spiilen.
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Methanol Merck (299,9 %)
MeOH-d+ Merck (299,8
Atom%)

2

H225 Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H301 + H311 + H331 Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einat-
men.

H370 Schadigt die Organe (Augen).

P210 Von Hitze, heifRen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und
anderen Ziindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P240 Behalter und zu befiillende Anlage erden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung tragen.

P302 + P352 Bei Kontakt mit den Augen: Mit viel Wasser und Seife
waschen.

P304 + P340 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und
fiir ungehinderte Atmung sorgen.

P308 + P310 Bei Exposition oder falls betroffen: Sofort Giftinformati-
onszentrum oder Arzt anrufen.

P403 + P233 An einem gut beltifteten Ort aufbewahren. Behalter dicht
verschlossen halten.

Myo-Inositol Sigma Aldrich (299%)

Natriumacetat Carl Roth (298,5%)

Natriumdihydrogenphoaphat Monoydrat Merck (299%)

Natriumformiat Sigma Aldrich (99%)

Natriumlaktat Sigma Aldrich (98%)

. . . . Sigma Aldrich (98

Natriumtrimethylsilylpropionat Atom%)

N-Methylpyridiniumiodid Sigma Aldrich (297%)
gy

H302 Gesundheitsschédlich bei Verschlucken.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung tragen.

P301+P312+P330 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformations-

zentrum/ Arzt anrufen. Mund ausspiilen.

P305+P351+P338+P310 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten

lang behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen

nach

Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen. Sofort Giftinformationszentrum

oder Arzt anrufen.

Olsaure Sigma Aldrich(=99%)

Ortho-Phosphorsaure Merck (85%)

2

H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

H302 Gesundheitsschédlich bei Verschlucken.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere
Augenschaden.

P234 Nur in Originalverpackung aufbewahren.

P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.
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P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/
Gesichtsschutz/ Gehorschutz tragen.

P301 + P312 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszent-
rum/ Arzt anrufen.

P303 + P361 + P353 Bei Berithrung mit der Haut (oder dem Haar):
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit
Wasser abwaschen.

P305 + P351 + P338 Bei Kontakt mit dem Augen: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen

p-Cumarsiure Carl Roth (98%)

H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H335 Kann die Atemwege reizen.

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol ver-
meiden.

P264 Nach Gebrauch Haut griindlich waschen.

P271 Nur im Freien oder in gut beliifteten Riumen verwenden.

P280 Schutzhandschuhe/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

P302 + P352 Bei Beriihrung mit der Haut: Mit viel Wasser waschen.
P305 + P351 + P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach églichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Propionsaure Merck (299%)

2

H226: Flissigkeit und Dampf entziindbar.

H314: Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augen-
schéaden.

H335: Kann die Atemwege reizen.

P210: Von Hitze, heifden Oberflichen, Funken, offenen Flammen und
anderen Ziindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P233: Behalter dicht verschlossen halten.

P240: Behalter und zu befiillende Anlage erden.

P280: Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichts-
schutz/ Gehorschutz Tragen.

P303 + P361 + P353: Bei Beriihrung mit der Haut(oder dem Haar):
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Was-
ser abwaschen.

P305 + P351 + P338: Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Méglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Stearinsaure Sigma Aldrich(298,5%)
Trigonellin-Hydrochlorid Carl Roth (297,5%)
Tetramethylsilan Carl Roth (299,9%)

151



Chemikalien und Instrumente

H225 Flissigkeit und Dampf extrem entziindbar.

P210: Von Hitze, heifden Oberflichen, Funken, offenen Flammen und
anderen Ziindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P240: Behilter und zu befiillende Anlage erden.

P243: Mafinhamen gegen elektrostatische Aufladung treffen
P403+P235: An einem gut beliifteten Ort aufbewahren. Kiihl halten.

Tripalmitin

VWR (298%)

Zitronensaure

H319: Verursacht schwere Augenreizung.

H335: Kann die Atemwege reizen.

P261: Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol ver-
meiden.

P264: Nach Gebrauch Haut griindlich waschen.

P271: Nur im Freien oder in gut beliifteten Rdumen verwenden.
P280: Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

P304 + P340 + P312: Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft
bringen und fiir ungehinderte Atmung sorgen. Bei Unwohlsein Giftin-
formationszentrum/Arzt anrufen.

P305 + P351 + P338: Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Merck (299,5%)

7.2 Hergestellte Losungen und Reagenzien

Losung Herstellung

Extraktionslésung fiir Extraktion der lipophi- Chloroform : Methanol (1:1, v/v)
len Metaboliten Dimethylsulfon (200 mg/L)

Messlosung fiir die 1TH-NMR-Messung der lipo-
philen Metaboliten

CDCls : MeOH-ds (1:1, v/v)

CDCl3 mit 0,1% TMS 500 pL TMS auf 500 mL CDCls

138 g Natriumdihydrogenphosphat Monohyd-
Natriumphosphat-Puffer (1M, pH6) rat auf 1000 mL H:0; Einstellung des pH-
Wertes mit ortho-Phosphorséaure

TSP-Losung 50 mg TSP in 50 mL D20

QuantRef-Losung

1,2 g Na-Laktat; 5,0 g Zitronenséure; ca. 10 mg
NaNs3in 1 L destilliertem H20 geldst

AfG-Puffer 10 mL destilliertes H20 + 7,5 g NaH2PO4 +

1000 mg H3PO4 (85 %)

600 pL der QuantRef-Losung werden mit

QuantRef-Messlosung

Rohrchen tberfiihrt

100 pL AfG-Puffer und 70 pL TSP-Losung ver-
setzt; davon werden 600 pL in ein NMR-
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7.3 Instrumente

Probenvorbereitung

Direktverdringer-Pipette Volumen 100-1000 uL, BRAND GMBH + CO. KG (Wertheim,
Deutschland)

Einkanalpipette Volumen 100-1000 pL, Eppendorf SE (Hamburg, Deutsch-
land)

Feinwaage Analysenwaage AX204, Genauigkeit: 0,01 g, Mettler Toledo
GmbH (Giefden, Deutschland)

Feinwaage Elektronische Waage XPE206DR/M, Genauigkeit: 0,001 g,
Mettler Toledo GmbH (Gief3en, Deutschland)

Mehrfachdispenser HandyStep, BRAND GMBH + CO. KG (Wertheim, Deutsch-

land)

Moisture Analyzer HC103

Mettler Toledo GmbH (Giefden, Deutschland)

pH-Elektrode

Thermo Scientific Orion Star A211 pH-Tischmessgerit,
Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich, Deutschland)

Probenkonzentrator Techne Sample Concentrator Dri Block DB-3D, Biostep
GmbH, (Burkhardtsdorf, Deutschland)

Reagenzglasschiittler Multi Reax, Heidolph (Schwabach, Deutschland)

Zentrifuge Thermo Scientific Heraeus Megafuge 16, Thermo Fisher Sci-

entific GmbH (Dreieich, Deutschland)

HPLC-Messung

Erfassung der Kaffeemetabolite

HPLC: Agilent 1100/1200 Series

Saule: Synergi Polar/RP80 2502 mm (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)

Pumpe: Binary Pump G1312A

Autosampler: G1329B High Performance Autosampler SL
Detektor: Diodanarray-Detektor

1H-NMR-Messung

Erfassung der Kaffeemetabolite

Bruker Ascend 400 MHz mit Avance III Konsole (Bruker,
Rheinstetten, Germany)

Probenkopf: PA BBI 400S1 H-BB-D-05

Probenwechsler: SampleXpress H15000-01

Uberpriifung der Robustheit

Bruker UltraShield 400 MHz mit Avance III Konsole (Bruker,
Rheinstetten, Germany)

Probenkopf: 5mm PASEI 1H/D-13C Z-GRD

Probenwechsler: SampleXpress H15040-01

2D NMR Messungen

Bruker Ascend 400 MHz mit Avance III Konsole (Bruker,
Rheinstetten, Germany)

Probenkopf: PA BBO BB/19F-1H/D Z-GRD
Probenwechsler: SampleXpress H15000-01
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7.4 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Dispenser-Tips

Flr Mehrfachdispenser, Volumen: 1 mL, 5 mL, 50 mL,
BRAND GMBH + CO. KG (Wertheim, Deutschland)

Einmalspritzen 2 mL

Braun (Melsungen, Deutschland)

Glaskugeln (36 mm)

Glasvials, 4 mL mit Schraubverschluss

Klaus Ziemer (Langerwehe, Deutschland

NMR-Réhrchen O.D 4,966 + 0,004 mm;
I.D. 4,166 + 0,004 mm, Lénge 17,78 cm

Deutero (Kastellaun, Deutschland)

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen fiir Direktverdranger-Pi-
pette

Volumen 100-1000 pL, Gilson International B.V. (Lim-
burg an der Lahn, Deutschland)

Pipettenspitzen fiir Einkanalpipette

Volumen 100-1000 pL, Eppendorf SE (Hamburg,
Deutschland)

Spitzenvorsatzfilter (GF-PET, 0,25um)

Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)

Spitzenvorsatzfilter (PTFE, 045 um)

Agilent (Waldbronn, Deutschland)

Zentrifugenfilter (2 kDa, Hydrosart ®
Membran)

Sartorius Lab Instruments GmbH and Co. KG (G6ttingen,
Deutschland)

Zentrifugenfilter (3 kDa, PES-Membran)

Sartorius Lab Instruments GmbH and Co. KG (G6ttingen,
Deutschland)

Zentrifugenfilter (5 kDa, PES-Membran)

Sartorius Lab Instruments GmbH and Co. KG (G6ttingen,
Deutschland)

Zentrifugenfilter (1 kDa, PES-Membran)

Pall Deutschland Holding GmbH & Co. KG (Dreieich,
Deutschland)

Zentrifugenrohrchen, 15 mL

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
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8 Arbeitsvorschriften

8.1 Probenpraparation

Die Kaffeebohnen werden mittels Mahlkonig (Stufe 2,9) zu einer Korngrofde von
0,30 mm gemahlen.

Der Feuchtegehalt der gemahlenen Kaffeeproben wird mittels Moisture Analy-
zer HC103 bestimmt. Nach der Einwaage der Kaffeeprobe von ca. 4,5 g erfolgt
die Ermittlung des exakten Gewichtes und die Bestimmung des Feuchtegehaltes
automatisch.

Die Bestimmung des Rostgrades der Kaffeeprobe erfolgt mittels Tonino Farb-
messer. Es wird ausreichend Kaffeepulver in einen Siebtragermaschinen-Sieb
gegeben, dass der Boden vollstindig mit Kaffeepulver bedeckt ist und dieses
mittels Tamper festgedriickt. Die Farbwertmessung erfolgt an fiinf verschiede-
nen Messpunkten in den Siebtrdgermaschinen-Sieb. Als Rostgrad wird der
Mittelwert der fiinf Messungen angegeben.

Die Kaffeeproben werden in luft- und lichtundurchlassigen Verpackungen mit
Aromaventil bei 5-7°C gelagert.

8.2 Entwicklung der nicht zielgerichteten Methode fiir die Un-

tersuchung der lipophilen Metaboliten

8.2.1 Optimierung der Losungsmittelzusammensetzung fiir die Extraktion

A) Methode nach Folch et al.

e Herstellung einer Mischung bestehend aus Chloroform/Methanol/Wasser
(8:4:3, v/v/v), nach Phasentrennung die obere Phase abnehmen und die un-
tere Phase verwerfen. Die obere Phase dient im spateren Schritt als
Waschlésung

e Herstellung einer 0,9% NaCl-Losung (aq)

e 0,5 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen abwiegen.

e Zusatz von 375 pL destilliertes Wasser, 17,5 mL Extraktionsmittel Chloro-
form/Methanol (2:1, v/v) und fiinf Glasperlen (26mm)

e Fir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

e Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren

e Extraktionsgefaf? mit 5 mL Extraktionsmittel nachspiilen und dieses eben-
falls tiber den Faltenfilter filtrieren

e Filtrat mit 2,5 mL NaCl-Losung (0,9%, aq) versetzten und schiitteln

e Nach Phasentrennung obere Phase abnehmen und verwerfen

e Untere Phase drei Mal mit je 1 mL hergestellter Waschlésung waschen

e Nach dem Waschen die untere Phase abnehmen und diese im Probenkon-
zentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungsmittel befreien

B) Methode nach Ackermann et al.

e Abwiegen von 0,50 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
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Zugabe von 7,5 mL Extraktionsmittel (Chloroform/Methanol/Wasser
(10:5:1, v/v/v) und finf Glasperlen (¢6mm)

Flir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren

Extraktionsgefafd mit 5 mL Extraktionsmittel nachspiilen und auch ebenfalls
tiber den Faltenfilter filtrieren

Filtrat mit 1,0 mL NaCl-Losung (0,9%, aq) versetzten und schiitteln

Nach Phasentrennung untere Phase abnehmen und diese im Probenkon-
zentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungsmittel befreien

C) Methode nach Blight und Dyer

Abwiegen von 0,50 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
Zugabe von 10 mL Extraktionsmittel (Chloroform/Methanol/Wasser
(1:2:0,8, v/v/v) und fiinf Glasperlen (26mm)

Flir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren

Extraktionsgefafd mit 5 mL Extraktionsmittel nachspiilen und dieses eben-
falls iiber den Faltenfilter filtrieren

Zugabe von jeweils 3,75 mL Chloroform und Wasser zum Filtrat

Gemisch schiitteln

Nach Phasentrennung untere Phase abnehmen und diese im Probenkon-
zentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungsmittel befreien

D) Extraktion mit Chloroform

Abwiegen von 0,50 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
Zugabe von 10 mL Chloroform und fiinf Glasperlen (26mm)

Fiir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren

Extraktionsgefafd mit 5 mL Chloroform nachspiilen und dieses ebenfalls
iiber den Faltenfilter filtrieren

Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungs-
mittel befreien

E) Extraktion mit Chloroform/Methanol (1:1, v/v)

Abwiegen von 0,50 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
Zugabe von 10 mL Extraktionsmittel (Chloroform/Methanol, 1:1, v/v) und
fiinf Glasperlen (26mm)

Flir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren
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Extraktionsgefafd mit 5 mL Extraktionsmittel nachspiilen und dieses eben-
falls iiber den Faltenfilter filtrieren

Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungs-
mittel befreien

F) Extraktion nach Lin et al.

Abwiegen von 0,50 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
Zugabe von 10 mL Extraktionsmittel (Etanol/Ethylacetat, 1:1, v/v) und fiinf
Glasperlen (26mm)

Flir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren

Extraktionsgefafd mit 5 mL Extraktionsmittel nachspiilen und dieses eben-
falls iiber den Faltenfilter filtrieren

Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungs-
mittel befreien

G) Extraktion mit Aceton

Abwiegen von 0,50 g Kaffeepulver in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
Zugabe von 10 mL Aceton und fiinf Glasperlen (26mm)

Flir 20 min bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min)
schiitteln

Extraktionsgemisch durch einen Faltenfilter in einen Scheidetrichter filtrie-
ren

Extraktionsgefdfd mit 5 mL Aceton nachspiilen und dieses ebenfalls tiber den
Faltenfilter filtrieren

Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungs-
mittel befreien

Die Extraktionen A-G wurden jeweils in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die vom je-
weiligen Losungsmittel befreiten Proben wurden in 700 puL. Messlosung (CDClz:MeOH-d,,
1:1, v/v) riickgeldst. Davon wurden 600 pL in ein NMR-Rohrchen iiberfiihrt. Mit der Mess-
l6sung erfolgte auch eine Zugabe von 0,1% TMS zum referenzieren der tH-NMR-Spektren.

8.2.2 Optimierung der Extraktionsparameter

A) Extraktionszeit

Einwaage von 0,575 g Kaffee in 15 mL Zentrifugenréhrchen

Zugabe von 8 mL Extraktionsmittel (Chloroform/Methanol, 1:1, v/v) und
fiinf Glasperlen (26mm)

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 30, 60,90, 120 und 180 min im Reagenz-
glasschiittler (1600 U/min)

Ein Aliquot des Extraktes von 2 mL abnehmen und membranfiltrieren
Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Lésungs-
mittel befreien

Riicklosen der vom Losungsmittel befreiten Proben in 700 pL. Messlosung
(CDCl3:MeOH-dy, 1:1, v/v) und Uberfithren von 600 pL in ein NMR-Réhrchen
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Die Aufarbeitung der Kaffeeproben erfolgte fiir jede Extraktionszeit in Dreifachbe-
stimmung.

B) Verwendung von Glasperlen

Einwaage von 0,575 g Kaffee in 15 mL Zentrifugenrohrchen

Zugabe von 8 mL Extraktionsmittel (Chloroform/Methanol, 1:1, v/v)
Extraktion bei Raumtemperatur fiir 60 min einmal ohne und einmal mit der
Verwendung von fiinf Glasperlen (26 mm) im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Ein Aliquot des Extraktes von 2 mL abnehmen und membranfiltrieren
Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Losungs-
mittel befreien

Riicklosen der vom Lésungsmittel befreiten Proben in 700 pL. Messlésung
(CDCl3:MeOH-dy, 1:1, v/v) und Uberfithren von 600 pL in ein NMR-Réhrchen

Die Aufarbeitung der Kaffeeproben erfolgte jeweils in Dreifachbestimmung.

8.2.3 Entwickelte Extraktion fiir die nicht zielgerichtete Untersuchung der

lipophilen Metaboliten

Einwaage von 0,575 g Kaffee in 15 mL Zentrifugenrohrchen

Zusatz von fiinf Glasperlen (6 mm)

Zugabe von 8 mL Extraktionsmittel (Chloroform/Methanol, 1:1, v/v) mit
DMS als internem Standard (80 mg/400 mL Extraktionsmittel)

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 60 min im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Ein Aliquot des Extraktes von 2 mL abnehmen und membranfiltrieren
(PFTE, 0,45 pm)

Filtrat im Probenkonzentrator bei 40°C und Stickstoffstrom vom Ldsungs-
mittel befreien

Riickstand der vom Losungsmittel befreiten Probe auswiegen

8.2.4 Optimierung der Messléosung und der Messparameter

A) Losungsmittel fiir die Messlosung

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3

Die vom Losungsmittel befreiten Proben jeweils in 700 pL Messlosung ver-
schiedener Zusammensetzung losen (CDClz; CDCl3:MeOH-d; 2:1 (v/v);
CDCl3:MeOH-d; 3:2 (v/v); CDCl3:MeOH-d; 1:1 (v/v); CDCl3:DMSO-ds 5:1
v/v)

Uberfiihren von 600 uL in ein NMR-Roéhrchen

B) Testen der Anwendung von entscharftem CDCl3

Herstellen des entscharftem CDClz: 70 mL CDClz mit 35 mL Natriumcarbo-
nat-Losung (100 g/L, aq.) in einem Scheidetrichter fiir 5 min ausschiitteln.
In einer Braunglasflasche 3,5 g getrocknetes Natriumcarbonat (150°C, 24h)
abwiegen und nach der Phasentrennung untere Phase in Braunglasflasche
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ablassen. Entscharftes CDCl; fiir zwei h bei geringer Schiittelleistung schiit-
teln und Uber Nacht stehen lassen. Das entscharfte CDCls ist tiber
Natriumcarbonat gelagert mehrere Wochen stabil.

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3

Die vom Losungsmittel befreiten Proben jeweils in 700 pL Messlosung losen
(CDCI3:MeOH-d4 1:1 (v/v); entscharftes CDCl;:MeOH-d, 1:1 (v/v))

Die Aufarbeitung der Kaffeeproben und das Riicklésen in der Messlésung er-
folgte mehrfach an verschiedenen Tagen

C) Pulsprogramm fiir die tH-NMR-Messung

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3

Riicklosen der vom Losungsmittel befreiten Probe in 700 pL. Messlosung
(entschirftes CDCl3:MeOH-d; 1:1 (v/v)) und Uberfithren von 600 pL ins
NMR-R6hrchen.

Messung der Probe mittels Experiment in Tabelle 8-1 mit verschiedenen
Pulsprogrammen (30° Puls, 90° Puls)

Tabelle 8-1: 1H-NMR-Messparameter und Prozessierungsparameter fiir die Optimierung des Pulsprogrammes fiir
die nicht zielgerichtete Methode zur Untersuchung der lipophilen Metaboliten. TD: Time Domain; DS: Anzahl
Dummy Scans; NS: Anzahl Scans; AQ: Akquisitionszeit; 01: Sendefrequenz Offset; D1: Relaxationsverzégerung; SI:
Size of Real spectrum; RG: Receiver Gain; WDW: Window Fuction; EM: Exponential Function; LB: Line Broadening

Factor
1H-NMR Akquisitionsparameter
NMR-Spektrometer Ascend I1 01 [ppm] 6,175
Pulsprogramm zg zg30 D1 [s] 15 9
TD 1279 98304 Puls [ps] 8
DS 2 2 Temperatur [K] 290
NS 64 128 Solvent CDCls/MeOH-d4
AQ[s] 7,78 5,98 Digmod baseopt
Spektrale Breite[ppm] 20,5617 RG 40,3
1H-NMR Prozessierungsparameter
Software TopSpin 3.7 LB 0,3
SI 262144 Phasenkorrektur apk0.noe
WDW EM Basislinienkorrektur  aplbc.c

D) Messtemperatur fiir die tH-NMR-Messung

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3

Riicklosen der vom Losungsmittel befreiten Probe in 700 pL Messlosung
(entschirftes CDCl;:MeOH-d; 1:1 (v/v)) und Uberfiihren von 600 pL ins
NMR-Rohrchen.

Messung der Kaffeeprobe mittels zg-Experiment unter der Verwendung ver-
schiedener Messtemperaturen (280 K, 290 K, 300 K))

Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung der Pulslange des Anregungs-
pulses

E) Bestimmung der T;-Zeit mit dem Inversion Recovery Experiment

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3

Riicklésen der vom Losungsmittel befreiten Probe in 700 pL Messlosung
(entschirftes CDCl;:MeOH-ds 1:1 (v/v)) und Uberfiihren von 60 pL ins
NMR-Rohrchen.
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Messung der Probe mittels Inversion Recovery Experiment der Firma Bru-
ker ,tlir" bei verschiedenen Relaxationsverzégerungen (0,1 - 40 s)

F) Uberpriifung der Stabilitit der Messlésung

Aufarbeitung einer Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3
Riicklosen der vom Losungsmittel befreiten Probe in 700 pL. Messlosung
(entschirftes CDCl;:MeOH-d; 1:1 (v/v)) und Uberfiihren von 600 pL ins
NMR-Rohrchen

Messung der Probe mit dem in Tabelle 8-2 aufgefiihrtem Experiment in ei-
nem Zeitfenster von 60 h. Innerhalb der ersten 24 h erfolgt die Messung
stiindlich anschlief3end findet eine Messung nach jeweils zwolf h statt

8.2.5 Entwickelte Methode fiir die nicht zielgerichtete Untersuchung der

lipophilen Metaboliten

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.2.3

Vom Loésungsmittel befreite Probe in 700 pL Messlésung (entscharftes
CDCl3:MeOH-d, 1:1 (v/v)) l6sen

Uberfithrung von 600 pL ins NMR-Réhrchen

Akquisitions- und Prozessierungsparameter laut Tabelle 8-2.

Fiir jede Probe erfolgte eine Kalibrierung der Pulsldnge des 90° Pulses
Uberpriifung der Qualitit der Spektren durch Ermittlung der Halbwerts-
breite des TMS-Signals. Maximal erlaubte Halbwertsbreite des TMS-Signals:
1,2 Hz

Proben auflerhalb dieser Spezifikation wurden wiederholt

Auf jedes Spektrum wurde eine automatische Phasen- und Basislinienkor-
rektur angewendet

Tabelle 8-2: 1H-NMR-Akquisitions- und Prozessierungsparameter fiir die nicht zielgerichtete Methode zur Untersu-
chung der lipophilen Metaboliten. TD: Time Domain; DS: Anzahl Dummy Scans; NS: Anzahl Scans; AQ:
Akquisitionszeit; O1: Sendefrequenz Offset; D1: Relaxationsverzdgerung; SI: Size of Real spectrum; RG: Receiver
Gain; WDW: Window Fuction; EM: Exponential Function; LB: Line Broadening Factor

1H-NMR Akquisitionsparameter

NMR-Spektrometer Ascend 2 01 [ppm] 6,175

Pulsprogramm zg D1 [s] 15

TD 131072 Puls [us] 8

DS 2 Temperatur [K] 290

NS 64 Solvent CDCI3/MeOH-d+

AQ [s] 7,97 Digmod baseopt

Spektrale Breite [ppm] 20,5617 RG 40,3
1H-NMR Prozessierungsparameter

Software TopSpin 3.7 LB 0,3

SI 262144 Phasenkorrektur apk0.noe

WDW EM Basislinienkorrektur aplbc.c
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8.3 Entwicklung der nicht zielgerichteten Methode fiir die Un-

tersuchung der hydrophilen Metaboliten

8.3.1 Optimierung der Extraktionsparameter

A) Verhaltnis von Probe zu Extraktionsmittel

Proben: Eine Kaffeeprobe mit hellen und eine mit dunklem Réstgrad
Probeneinwaage: 0,10; 0,20; 0,60; 1,20 g in 15 mL Zentrifugenrohrchen
Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 20 min im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Extrakt membranfiltrieren

Mischen von 700 pL Filtrat mit 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

B) Extraktionszeit

Einwaage von 0,2 g Kaffee in 15 mL Zentrifugenréhrchen

Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur im Reagenzglasschiittler (1600 U/min) mit
unterschiedlichen Extraktionszeiten: 20, 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min
Extrakt membranfiltrieren

Mischen von 700 pL Filtrat mit 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Fiir jede Schiittelzeit erfolgte eine Dreifachbestimmung

C) Verwendung von Glasperlen

Einwaage von 0,2 g Kaffee in 15 mL Zentrifugenréhrchen

Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min) mit und ohne Verwendung von fiinf Glasperlen (26mm)
Extrakt membranfiltrieren

Mischen von 700 pL Filtrat mit 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Die Untersuchung der Verwendung von Glasperlen erfolgte jeweils in Drei-
fachbestimmung

8.3.2 Optimierung der Kohlenhydratentfernung mittels UF

Einwaage von 0,2 g in 15 mL Zentrifugenrohrchen

Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 20 min im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Extrakt membranfiltrieren

Zentrifugenfilter mit verschiedener Porengrofde (1; 2; 3 und 5 kDa) zur Ent-
fernung des Glycerins mit Wasser vorspiilen. Dazu fiinf Mal jeweils 2 mL
destilliertes Wasser auf die Filter geben und diese zentrifugieren (15 min;
4000 g; 22°C). Nach dem letzten Waschschritt 30 min zentrifugieren
(4000 g; 22°C)

Nach fiinf Waschschritten 1,4 mL des membranfiltrierten Extraktes auf die
Filter geben und zentrifugieren (1,5 h; 4000 g; 22°C)
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Mischen von 700 pL Filtrat mit 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

8.3.3 Entwickelte Extraktion fiir die nicht zielgerichtete Untersuchung der

hydrophilen Metaboliten

A) Extraktion der Kaffeeproben ohne die Entfernung der Kohlenhydrate

Einwaage von 0,20 g in 15 mL Zentrifugenréhrchen

Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 20 min im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Extrakt membranfiltrieren (GF/PET, 0,25 pm)

B) Extraktion der Kaffeeproben mit der Entfernung der Kohlenhydrate

Einwaage von 0,20 g in 15 mL Zentrifugenréhrchen

Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 20 min im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Extrakt membranfiltrieren (GF/PET, 0,25 pm)

Zentrifugenfilter (1 und 3 kDa) zur Entfernung des Glycerins mit Wasser
vorspllen. Dazu fiinf Mal jeweils 2 mL destilliertes Wasser auf die Filter ge-
ben und diese zentrifugieren (15 min; 4000 g; 22°C). Nach dem letzten
Waschschritt 30 min zentrifugieren (4000 g; 22°C)

Nach fiinf Waschschritten 1,4 mL des membranfiltrierten Extraktes auf die
Filter geben und zentrifugieren (1,5 h; 4000 g; 22°C).

8.3.4 Optimierung der Messlosung und der Messparameter

A) Optimierung der Pufferlosung

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.3.3 A)

Mischen von 600 pL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 uL. Natriumphos-
phat Puffer und 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Es wurden Natriumphosphatpuffer bestehend aus NaH;PO4 und NaOH oder
H3PO4 mit einem pH-Wert = 6 unterschiedlicher Molaritat (0,10; 0,50; 1,00;
2,00; 3,00 mol/L) getestet

Es wurden Natriumphosphat-Puffer bestehend aus NaH;P04 und NaOH oder
H3PO4 mit einer Konzentration von 1 mol/L mit unterschiedlichen pH-Wer-
ten (2,00; 3,00; 4,00; 4,50; 5,00; 5,00; 6,00) getestet

B) Optimierung der Losungsmittelunterdriickung

Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.3 A)

Mischen von 600 pL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 pL Natriumphos-
phat-Puffer (1M, pH = 6,00) und 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Messung der Kaffeeprobe mit den in Tabelle 8-3 beschriebenen Experimen-
ten zur Losungsmittelunterdriickung der Firma Bruker

Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung der Pulsldnge des Anregungs-
pulses
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Tabelle 8-3: 1H NMR Akquisitions- und Prozessierungsparameter der verwendeten Experimente zur Optimierung
der Losungsmittelunterdriickung. TD: Time Domain; DS: Anzahl Dummy Scans; NS: Anzahl Scans; AQ: Akquisitions-
zeit; O1: Sendefrequenz Offset; D1: Relaxationsverzégerung; D1-D19: verschiedene Relaxationsverzdgerung;
PO-P27: Pulse; GPZ: Gradientenparameter in Richtung z; SI: Size of Real spectrum; RG: Receiver Gain; WDW:
Window Fuction; EM: Exponential Function; LB: Line Broadening Factor

Referenzspektrum: zg

NMR-Spektrometer Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm zg P1 [us] 9
TD 131072 Temperatur [K] 300
DS 16 Solvent H20+D20
NS 64 Digmod baseopt
AQ [s] 7,97 RG 3,99
Spektrale Breite 20,5617
01 [ppm] 4,702
Vorsittigung: zgpr
NMR-Spektrometer Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm Zgpr D12 [ps] 20
TD 131072 P1 [us] 9,31
DS 16 PLdB[1] [dB] -9,89
NS 64 PLdB[9] [dB] 50,91
AQ [s] 7,97 Temperatur [K] 300
Spektrale Breite 20,5617 Solvent H20+D20
01 [ppm] 4,702 Digmod baseopt
RG 79,08
Vorsattigung: zgcppr
NMR-Spektrometer Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm Zgpr D12 [ps] 20
TD 131072 P1 [ps] 912
DS 16 PLdB[1] [dB] -9,89
NS 64 PLdB[9] [dB] 50,91
AQ[s] 7,97 Temperatur [K] 300
Spektrale Breite 20,5617 Solvent H20+D20
01 [ppm] 4,702 Digmod baseopt
RG 79,08
Vorsittigung: NOESY
NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm noesygpprld D8 [ms] 10
TD 131072 D12 [ps] 20
DS 16 D16 [ps] 200
NS 64 PO [us] 9,12
AQ [s] 7,97 P1 [us] 9,12
Spektrale Breite 20,5617 P16 [us] 1000
01 [ppm] 4,702 PLdB[1] [dB] -9,89
Temperatur [K] 300 PLdB[9] [dB] 50,91
Solvent H20+D20 RG 79,08
Digmod baseopt
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Fortsetzung von Tabelle 8-3

Vorsittigung: NOESY mit Nutzung der D7-Zeit

NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm noesygpprld_d7.eba D7 [s] 4
TD 131072 D8 [ms] 10
DS 16 D12 [ps] 20
NS 64 D16 [ps] 200
AQ [s] 7,97 PO [ps] 9,12
Spektrale Breite 20,5617 P1 [ps] 9,12
01 [ppm] 4,702 P16 [ps] 1000
Temperatur [K] 300 PLdB[1] [dB] -9,89
Solvent H20+D20 PLdB[9] [dB] 50,91
Digmod baseopt RG 79,08
WET

NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm wet D12 [ps] 20
TD 131072 D13 [ps] 4
DS 16 D16 [ps] 20000
NS 64 P1 [ps] 9,12
AQ [s] 7,97 P11 [ps] 20000
Spektrale Breite 20,5617 P16 [ps] 1000
01 [ppm] 4,702 PLdb [0] 1000
Temperatur [K] 300 PLdB[1] [dB] -9,89
Solvent H20+D20 PLdB[9] [dB] 50,91
Digmod baseopt RG 3,99

WATERGATE: p3919
NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm p3919 D16 [ps] 200
TD 131072 D19 [ps] 520
DS 16 P1 [ps] 9,12
NS 64 P16 [ps] 1000
AQ [s] 7,97 P27 [ps] 9,12
Spektrale Breite 20,5617 GPZ1 [%] 20
01 [ppm] 4,702 RG 79,08
Temperatur [K] 300
Solvent H20+D20
Digmod baseopt

WATERGATE: zggpwg
NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm Zggpweg D12 [us] 20
TD 131072 D16 [ps] 200
DS 16 P1 [ps] 9,13
NS 64 P2 [us] 18,26
AQ [s] 7,97 P11 [ps] 1000
Spektrale Breite 20,5617 P16 [us] 1000
01 [ppm] 4,702 GPZ1 [%] 20
Temperatur [K] 300 RG 79,08
Solvent H20+D20
Digmod baseopt
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Fortsetzung von Tabelle 8-3

Excitation Sculpting: zggpw5

NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm Zggpw5 D16 [us] 200
TD 131072 D19 [ps] 520
DS 16 P1 [us] 9,13
NS 64 P16 [ps] 1000
AQ [s] 7,97 P27 [us] 9,13
Spektrale Breite 20,5617 GPZ1 [%] 34
01 [ppm] 4,702 GPZ2 [%] 22
Temperatur [K] 300 RG 79,08
Solvent H20+D20
Digmod baseopt

Excitation Sculpting: zgesgp
NMR-Spektrometer  Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm zgesgp D12 [us] 20
TD 131072 D16 [us] 200
DS 16 P1 [us] 9,12
NS 64 P2 [us] 18,24
AQ [s] 7,97 P12 [us] 2000
Spektrale Breite 20,5617 P16 [pus 9 1000
01 [ppm] 4,702 GPZ1 [%] 31
Temperatur [K] 300 GPZ2 [%] 11
Solvent H20+D20 RG 79,08
Digmod baseopt

Prozessierungsparameter

Software TopSpin 3.7 LB 0,3
SI 262144 Phasenkorrektur manuell
WDW EM Basislinienkorrektur manuell

C) Optimierung der Leistung des Unterdriickungspulses

Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.3 A)

Mischen von 600 uL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 pL Natriumphos-
phat-Puffer (1M, pH = 6,00) und 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Messung der Kaffeeprobe mittels NOESY-Experiment unter der Verwendung
der D7-Zeit (Tabelle 8-4) und verschiedenen Leistungen des Unterdrii-
ckungspulses (10-50 Hz)

Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung der Pulslange des Anregungs-
pulses

D) Optimierung der Relaxationsverzogerung

Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.3 A)

Mischen von 600 pL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 pL Natriumphos-
phat-Puffer (1M, pH = 6,00) und 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Messung der Kaffeeprobe mittels NOESY-Experiment ohne der Verwendung
der D7-Zeit (Tabelle 8-4) und verschiedenen D1-Zeiten (0,1-40 s)

Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung der Pulslange des Anregungs-
pulses

Ermittlung der D1-Zeit durch Auftragen des Integrals gegen die D1-Zeit

E) Optimierung der Messtemperatur
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Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.3 A)

Mischen von 600 puL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 uL Natriumphos-
phat-Puffer (1M, pH = 6,00) und 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Messung der Kaffeeprobe mittels NOESY-Experiment unter der Verwendung
der D7-Zeit (Tabelle 8-4) und verschiedenen Messtemperaturen (280 K,
290 K, 300 K)

Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung der Pulslange des Anregungs-
pulses

F) Uberpriifung der Stabilitit der Messlésung

Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.3 A)

Mischen von 600 puL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 uL Natriumphos-
phat-Puffer (1M, pH = 6) und 70 pL TSP in D;0 (1 mg/mL).

Messung der Kaffeeprobe mit dem in Tabelle 8-4 dargestellten Experiment
in einem Zeitfenster von 2 Wochen. Innerhalb der ersten 24 h erfolgt die
Messung der Kaffeeprobe stiindlich, anschlief3end jeweils nach zwdlf h.

8.3.5 Entwickelte Methode fiir die nicht zielgerichtete Untersuchung der

hydrophilen Metaboliten

Aufarbeitung der Kaffeeproben nach Kapitel 8.3.3

Mischen von 600 pL. membranfiltriertem Extrakt mit 100 pL. Natriumphos-
phat-Puffer (1M, pH = 6,00) und 70 pL TSP in D20 (1 mg/mL)

Akquisitions- und Prozessierungsparameter laut Tabelle 8-4

Uberpriifung der Qualitit der Spektren durch Ermittlung der Halbwerts-
breite des TSP-Signals. Maximal erlaubte Halbwertsbreite des TSP-Signals:
1,2 Hz

Proben auflerhalb dieser Spezifikation wurden wiederholt

Auf jedes Spektrum wurde eine automatische Phasen- und Basislinienkor-
rektur angewendet

Tabelle 8-4: 1H-NMR-Akquisitions- und Prozessierungsparameter fiir die nicht zielgerichtete Methode zur Untersu-
chung der hydrophilen Metaboliten. SI: Size of Real spectrum; RG: Receiver Gain; WDW: Window Fuction; EM:
Exponential Function; LB: Line Broadening Factor

1H-NMR AKkquisitionsparameter

NMR-Spektrometer Ascend 2 D1 [s] 4
Pulsprogramm noesygpprld_d7.eba D7 [s] 4
TD 131072 D8 [ms] 10
DS 16 D12 [ps] 20
NS 64 D16 [us] 200
AQ [s] 7,97 PO [ps] 9,12
Spektrale Breite [ppm] 20,5617 P1 [ps] 9,12
01 [ppm] 4,702 P16 [ps] 1000
Temperatur [K] 300 PLdB[1] [dB] -9,89
Solvent H20+D20 PLdB[9] [dB] 50,91
Digmod baseopt

1H-NMR Prozessierungsparameter
Software TopSpin 3.7 LB 0,3
SI 262144 Phasenkorrektur apk0.noe
WDW EM Basislinienkorrektur aplbc.c
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8.4 Methoden zur multivariaten Datenanalyse

8.4.1 Datenvorbehandlung fiir die Durchfiihrung der PCA-LDA

Die Datenvorbehandlung erfolgte mittels eines vorgefertigten Skriptes in der MATLAB
® Version R2019b (MathWorks, Natick, MA, USA), welches von der Firma Bruker Biospin
(Rheinstetten, Deutschland) zur Verfiigung gestellt wurde. Das vollstandige Skript ist der
digitalen Version dieser Arbeit beigefiigt. Es wurde ein Alignment, eine Normalisierung,
eine Bucketierung und eine log-Transformation durchgefiihrt, wobei die jeweiligen Buckets
mit den Losungsmittelsignalen ausgeschlossen wurden (Tabelle 8-5)

Tabelle 8-5: Parameter fiir die Datenvorbehandlung der 1H-NMR-Spektren fiir die PCA-LDA der lipophilen und hyd-
rophilen Metaboliten.

Methode fiir die Ana- Methode fiir die Analyse
lyse der lipophilen der hydrophilen Metabo-
Metaboliten liten

Bereich fiir die Bucketierung [ppm] 0,50 - 9,30 0,50 - 9,80

Anzahl der Buckets 2000 1000

Normalisierung 3,00 - 3,05 -0,10 - 0,10

820-853;758-7,64;  472-4,88
4,60 - 4,95; 3,60 - 3,67;
3,30 -3,39; 3,00 - 3,10;

Ausschliisse [ppm]

1,18 -1,23
Transformation log-Transformation mit log-Transformation  mit
log-Faktor =1 log-Faktor =1

A) Uberpriifung der Minimierung der biologischen Variation durch Normalisierung der
ITH-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten auf das jeweilige Gewicht der von dem
Losungsmittel befreiten Probe

e Jeweiliges tTH-NMR-Spektrum der lipophilen Metaboliten nach der Normali-
sierung auf den Bereich 3,00 - 3,05 ppm durch die im Kapitel 8.2.5 notierte
Auswaage der entsprechenden Probe teilen

B) Uberpriifung der Minimierung der biologischen Variation durch Normalisierung der
TH-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten auf den jeweiligen
Feuchtegehalt der Probe

o Jeweiliges tTH-NMR-Spektrum der lipophilen Metaboliten nach der Normali-
sierung auf den Bereich 3,00-3,05 ppm durch den in Kapitel 8.1
bestimmten Feuchtegehalt der entsprechenden Probe teilen

o Jeweiliges tH-NMR-Spektrum der hydrophilen Metaboliten nach der Norma-
lisierung auf den Bereich 3,00 - 3,05 ppm durch den in Kapitel 8.1
bestimmten Feuchtegehalt der entsprechenden Probe teilen

8.4.2 Univariate Datenanalyse mittels Kruskal-Wallis Test

Die Durchfiithrung des Kruskal-Wallis Tests (Tabelle 8-6) erfolgte mittels eines vorge-
fertigten Skriptes in der Matlab Version R2019b (MathWorks, Natick, MA, USA), welches
von der Firma Bruker Biospin (Rheinstetten, Deutschland) zur Verfligung gestellt wurde.
Das vollstandige Skript ist der digitalen Version dieser Arbeit beigefiigt.
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Tabelle 8-6: Parameter fiir die Durchfiihrung des Kruskal-Wallis Tests fiir die lipophilen und hydrophilen Metabo-

liten.
Analyse der lipophilen  Analyse der hydrophilen
Metaboliten Metaboliten
Bereich fiir die Bucketierung [ppm] 0,50 - 9,80 0,50 - 9,80
Anzahl der Buckets 1775 983
Normalisierung 3,00 - 3,05 -0,10 - 0,10
Korrigiertes Signifikanzniveau asm = 2,89 105 asip = 5,22 105

8.4.3 Multivariate Datenanalyse mittels PCA-LDA

PCA zur Dimensionsreduktion

LDA zur Erstellung eines Klassifizierungsmodells

Interne Validierung mittels zehnfacher MCKV und einem Prognoseintervall
von 95%

Externe Validierung mit 20% des Probendatensatzes jeder Klasse. Die Pro-
ben wurden nicht zum Modelaufbau und zur MCKV verwendet.
Datenvorbehandlung nach Kapitel 8.4.1.

Es wurden folgende zwei-Klassen-Modelle zur Untersuchung des geographi-
schen Ursprungs nach Kontinent gebildet: Afrika-Asien; Afrika-Siidamerika;
Afrika-Nordamerika; Asien-Siidamerika; Asien-Nordamerika; Nordame-
rika-Stidamerika.

Es wurden folgende zwei-Klassen-Modelle zur Untersuchung des geographi-
schen Ursprungs nach Liander gebildet: Brasilien-Afrika; Brasilien-Asien;
Brasilien-Nordamerika; Athiopien-Asien; Athiopien-Siidamerika; Athio-
pien-Nordamerika; Kolumbien-Afrika; Kolumbien-Asien; Kolumbien-
Nordamerika

Es wurden folgende zwei-Klassen-Modelle zur Untersuchung des Anbaus
gebildet: bio-konventionell

Es wurden folgende zwei-Klassen-Modelle zur Untersuchung des Rostgra-
des gebildet: hell (Tonino-Wert >90,0) - dunkel (Tonino-Wert <80,0)

Es wurden folgende zwei-Klassen-Modelle zur Untersuchung Réstverfah-
rens gebildet: Trommelréstung - HeifSluftrostung (Ikawa)

8.4.4 Datenfusionierung

A) Low-Level Datenfusionierung

Datenvorbehandlung der tH-NMR-Daten nach Tabelle 8-5

Fusionierung der Buckets der tH-NMR-Spektren der lipophilen und hydro-
philen Metaboliten

PCA zur Dimensionsreduktion

LDA mit den Scores der ersten 29 bzw. 19 PC der PCA

Interne Validierung mittels zehnfacher MCKV und einem Prognoseintervall
von 95%

B) Mid-Level Datenfusionierung

Datenvorbehandlung der tH-NMR-Daten nach Tabelle 8-5
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e PCAjeweils der Buckets der tH-NMR-Spektren der hydrophilen und lipophi-
len tH-NMR-Spektren

e Fusionierung jeweils der ersten 29 bzw. 19 PC der PCA der Daten der lipo-
philen und hydrophilen Metaboliten

e LDA mitden fusionierten Scores der beiden PCA

e Interne Validierung mittels zehnfacher MCKV und einem Prognoseintervall
von 95%

8.5 Identifizierung der Kaffeemetaboliten

A) Aufstockungsversuche
e Herstellung der Referenzl6sungen mit einer Konzentration von 10 mg/mL
e Fiir die Untersuchung lipophilen Metaboliten Herstellung der Referenzlo-
sungen in (Chloroform/Methanol, 1:1, v/v). Aufarbeitung und Messung
einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.2.5. Zusatz von 0,1 mL Referenzlésung von
dem Befreien des Losungsmittels
e Fiir die Untersuchung der hydrophilen Metaboliten Herstellung der Refe-
renzlosungen in H20. Aufarbeitung und Messung einer Kaffeeprobe nach
Kapitel 8.3.5. Mischen von 600 pL. membranfiltrierten Extrakt mit 100 pL
Natriumphosphat-Puffer (1 mol/L, pH = 6,00), 80 pL TSP in D,0 (1 mg/mL)
und 100 pL Referenzlosung
B) Strukturaufklarung mittels 2D-Experimente
e Eserfolgte eine manuelle Phasen- und eine automatische Basislinienkorrek-
tur
e Messung mittels der in Tabelle 8-7 aufgefiihrter Experimente

Tabelle 8-7: Akquisitionsparameter der durchgefiihrten heteronuklearen 2D-NMR-Experimente. HSQC Hetero Nuk-
lear Single Quantum Coherence; HSQC-TOCSY Hetero Nuklear Single Quantum Coherence with Total Correlation
Spectroscopy; NUS Non Uniform Sampling

AKkquisitionsparameter
F>-Dimension F1-Dimension
hsqcetpg (*H-13C-HSQC)

Pulsprogramme

hsqcgpmlph (1H-13C-HSQC-TOCSY)
Aufgenommene Datenpunkte 1024 64
Anzahl Dummy Scans 2048
Anzahl Scans 512
Temperatur [K] 300
Spektrale Breite [ppm] 15,9793 200,3651
AKquisitionszeit [s] 0,080 0,002
D1-Zeit [s] 2
NUS-Anteil [%] 50
Senderfrequenz-Offset [ppm] 7,500 99,391

Prozessierungsparameter

Software TopSpin 3.7
Size of Real Spectrum 2048 1024
Window Function QSINE QSINE
Algorithmus zur Widerher- Iterative Soft Thresholding (IST)
stellung der Datenpunkte
Phasenkorrektur manuell
Basislinienkorrektur automatisch
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8.6 Zielgerichtete Untersuchung zur Quantifizierung ausge-

wahlter hydrophiler Kaffeemetaboliten

8.6.1 Referenzmethode: HPLC-DAD

Die Entwicklung der HPLC-DAD-Referenzmethode sowie die Vermessung der Proben
mittels der Entwickelten Methode erfolgte durch Frau Anabel Frolich im Rahmen eines For-
schungspraktikums.

A) Probenvorbereitung

50 mg gemahlene Kaffeeprobe in 15 mL Zentrifugenréhrchen einwiegen, ge-
naues Gewicht notieren

Zugabe von 8 mL destilliertes Wasser

Extraktion bei Raumtemperatur fiir 60 min im Reagenzglasschiittler
(1600 U/min)

Extrakt membranfiltrieren und in HPLC-Vials abfiillen

B) Messung mittels HPLC-DAD

Messung von Trigonellin, Koffein, HMF, 3-CQA, 4-CQA und 5-CQA

Sdule: Synergi Polar/RP80 2502 mm (Phenomenex, Achaffenburg,
Deutschland)

Fluss: 0,3 mL/min (Gradient laut Tabelle 8-8)

Injektionsvolumen: 5 pL

Saulentemperatur: 35°C

Detektor: Diodenarray (Messwellenldangen: 260 nm fiir NMP, 270 nm fir
Trigonellin, HMF, Koffein und 330 nm fiir 3-CQA, 4-CQA und 5-CQA)
Kalibrierung: Wassrige Losung der Analyten Trigonellin, Koffein, 3-CQA, 4-
CQA und 5-CQA im Konzentrationsbereich von 0,50 - 205 mg/L
Auswertung iiber eine lineare Anpassung der Kalibriergeraden

C) Validierung

Richtigkeit: Anhand der Wiederfindung durch Aufstockung einer Stammlo-
sung von Koffein, Trigonellin, HMF, 3-CQA, 4-CQA und 5-CQA in acht
verschiedenen Konzentrationen.

Linearitat: Bestimmung durch lineare Regression und Residuenanalyse der
acht Aufstockungen.

NG, BG: Bestimmung nach DIN 32645 anhand der acht Aufstockungen
Prazision: Flinffache Aufarbeitung einer Kaffeeprobe von zwei verschiede-
nen Personen an unterschiedlichen Tagen

Tabelle 8-8: Gradientenprogramm der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Diodenarray-Detektor
(HPLC-DAD) zur Analyse von Trigonellin, Koffein, 5-Hydroxymethylfurfral, 3-Caffeoylchinasdure, 4-Caffeoylchi-
nasdure und 5-Caffeoylchinasdure. Eluent A 0,3% Natriumformiatpuffer pH = 2,4; Eluent B Methanol

Zeitfenster [min] Anteil Eluent A [%] Anteil Eluent B [%]
0-5 100 0

5-20 1 99

20-25 1 99

25-25,5 100 0

25,5-35 100 0
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8.6.2 Amtliche Untersuchungsmethode L 46.00-3 fiir die Bestimmung von
Koffein mittels HPLC-DAD

Zur Quantifizierung von Koffein und der Ermittlung eventueller Korrekturfaktoren wur-
den die amtlichen Methode ,Untersuchung von Kaffee und Kaffee-Erzeugnissen.
Bestimmung des Koffeingehaltes mittels HPLC-Referenzverfahren” auf Kaffeeproben ange-
wandt. Die Untersuchung der Kaffeeproben mittels amtlicher Methode wurde von Frau
Anabel Frolich im Rahmen eines Forschungspraktikums untersucht.

A) Probenvorbereitung

Einwaage von 1 g gemahlenen Kaffee in 250 mL Erlenmeyerkolben und No-
tieren des genauen Gewichtes

Zugabe von 5 g Magnesiumoxid und 150 mL destilliertes Wasser

Fur 20 min im Schiittelbad bei 90°C extrahieren

Quantitative Uberfithrung des Extraktes in 250 mL Messkolben

Nach Temperieren auf 20°C Auffillen des Messkolbens bis zur Marke
Aliquot des Extraktes abfiillen und in ein HPLC-Vial abfiillen.

B) Messung mittel HPLC-DAD

Messung von Koffein

Sdule: Synergi Polar/RP80 2502 mm (Phenomenex, Achaffenburg,
Deutschland)

Fluss: 1,0 mL/min (Eluent: 24% Methanol in Wasser (v/v))
Injektionsvolumen: 10 pL

Saulentemperatur: 35°C

Detektor: Diodenarray (Messwellenlange: 272 nm)

Kalibrierung: Wassrige Losung des Analyten Koffein im Konzentrationsbe-
reich von 0,0005 - 0,205 mg/mL

Auswertung iiber eine lineare Anpassung der Kalibriergeraden

8.6.3 H-qNMR-spektroskopische Methode

A) Probenvorbereitung und Erfassung der Metaboliten nach Kapitel 8.3.5

Referenzierung der tH-NMR-Spektren auf TSP (&4 = 0,00 ppm)

B) Quantifizierung

Quantifizierung nach PULCON

Konzentrationen der Standardsubstanzen in der QuantRef: Zitronensdure
(4,24 g/L); Milchsaure (0,92 g/L)

Messung der QuantRef mit den gleichen Akquisitions- und Prozessierungs-
parametern zu Beginn jeder Messserie

Berechnung des ERETIC-Faktors und der Analyt-Konzentration nach Formel
13 und 14 in Kapitel 3.7

Berechnung der Konzentration durch Integration der in Tabelle 8-9 aufge-
fiihrten Signale und Parameter

Anwendung eines Line-Shape-Fitting Verfahrens fiir CQA, Koffein, Essig-
saure und Milchsaure

Die Anwendung der Line-Shape-Fitting Verfahren und die automatische
Auswertung erfolgte mittels eines vorgefertigten Skriptes in der MATLAN®
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Version R2019b (MathWorks, Natick, MA, USA), welches von der Firma Bru-
ker Biospin (Rheinstetten, Deutschland) zur Verfiigung gestellt wurde. Das
vollstandige Skript ist der digitalen Version dieser Arbeit beigefiigt.
Berechnung des VF aufgrund des Mischens von 600 pL. membranfiltriertem
Extrakt mit 100 pL Natriumphosphat-Puffer (1M, pH = 6,00) und 70 pL TSP
in D20 (1 mg/mL): VF =600 uL / 770 pL = 0,78.

Tabelle 8-9: Parameter fiir die Quantifizierung der einzelnen Kaffeemetaboliten mittels PULCON. HMF 5-Hydroxy-
methylfurfural, NMP N-Methylpyridinium, CQA Isomere der Caffeoylchinasdure

Analyt Molare Anzahl Integrations- Korrektur-
Masse[g/mol] Protonen Bereich [ppm] Faktor*
HMF 126,11 1 9,440-9,480 1,0
Trigonellin 137,14 1 9,080-9,170 1,1*
NMP 94,13 1 8,490-8,600 1,0
Ameisensaure 46,03 1 8,420-8,490 1,2*
CQA*** 354,31 1 6,890-7,010 1,0
Koffein 194,19 3 3,315-3,362 1,2%*
Essigsdure 60,05 3 1,915-1,940 1,1*
Milchsaure 90,08 3 1,320-1,490 1,0
Referenzsubstanzen in der QuantRef
Zitronensiure 192,12 2 2,920-3,026 -
Milchsiure 90,08 3 1,315-1,360 -

* Korrekturfaktor ermittelt aus T1-Zeit Bestimmung und Uberpriifung des NOE (Kapitel8.3.4)

** Korrekturfaktor von Koffein ermittelt zusatzlich durch Vergleichsuntersuchungen mittels Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie (Kapitel 8.6.1 A)

*#* Bestimmung von 3-, 4- und 5-Caffeoylchinasdure als Summenparameter CQA

C) Validierungsparameter: Richtigkeit

Herstellung von Stammldsungen fiir Ameisensaure, Essigsdure, Milchsaure,
Koffein, NMP, HMF, CQA

Zusatz der Stammlosungen in acht verschiedenen Konzentrationen zu je-
weils einer Kaffeeprobe

Aufarbeitung der Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.5

Aufarbeitung einer Probe ohne Zusatz der Stammldsungen nach Kapitel
8.3.5 (Leerprobe)

Konzentration der Analyten in den Aufstockungen nach Tabelle 8-9
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Tabelle 8-10: Konzentrationen der Aufstockungen in g/kg der zu validierenden Kaffeemetaboliten. Dot Aufsto-
ckung; HMF 5-Hydroxymethylfurfural; NMP N-Methylpyridinium; CQA Isomere der Caffeoylchinasdure

Analyt Dot1l Dot2 Dot3 Dot4 Dot5 Dot6 Dot7 Dot8
HMF 0,20 0,41 0,61 0,82 1,02 1,22 1,43 1,63
Trigonellin 1,87 3,75 7,50 11,2 15,0 18,7 22,5 26,2
NMP 0,21 0,42 0,84 1,68 3,37 5,05 6,74 8,42
Ameisensiure 0,87 1,75 2,62 3,50 4,37 5,24 6,12 6,99
CQA* 4,04 8,08 12,1 16,2 24,2 32,3 40,4 48,5
Koffein 2,35 4,70 9,40 14,1 18,8 23,5 28,2 32,9
Essigsdure 0,91 1,83 3,66 5,49 7,32 9,15 11,0 12,8
Milchsiure 0,23 0,46 091 1,82 2,74 3,65 4,56 9,12

* Zusatz von CQA in Form von 5-Caffeoylchinasdure (5-CQA)

D) Validierungsparameter: Prizision

e Messprazision: Eine Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.5 aufarbeiten und fiinfmal
vermessen. Dabei wurden die Temperatureinstellung, das Locken, das Shim-
ming und das Matching und Tuning von jeder Messung durchgefiihrt

o Wiederholprazision: Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.5
fiinfmal von einer Person (Person A)

e Vergleichsprazision: Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.5 fiinf-
mal jeweils von zwei verschiedenen Personen (Person A und Person B)

e Laborprazision: Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.5 fiinfmal
jeweils von zwei verschiedenen Personen (Person A und Person B) an ver-
schiedenen Tagen

E) Linearitdt
e Zur Bestimmung der Linearitdt wurden die tH-NMR-Spektren der in Kapitel
8.6.3 C) aufgearbeiteten Aufstockungen verwendet.

F) Wiederfindungsrate
e Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden die tH-NMR-Spektren der
in Kapitel 8.6.3 C) aufgearbeiteten Aufstockungen verwendet.

G) Robustheit
e Aufarbeitung einer Kaffeeprobe nach Kapitel 8.3.5 fiinfmal und Messung der
Proben an jeweils zwei verschiedenen NMR-Geraten

H) NG und BG
e Zur Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden die 'H-
NMR-Spektren der in Kapitel 8.6.3 C aufgearbeiteten Aufstockungen ver-
wendet
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9 Anhang

9.1 Probenmaterial

Tabelle 9-1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kaffeeproben mit den Metadaten tiber geographischen Ursprung, An-
baumethode, Réstverfahren, Wassergehalt, Fettauswaage und Ristgrad. Pr.-Nr.: Proben-Nummer; AF: Afrika; AS: Asien;
NA: Nordamerika; SA: Stidamerika; Ind: Indonesien; El Sal.: El Salvador; Guat.: Guatemala; Costa R.: Costa Rica; Nicarag.:
Nicaragua; Galapag.: Galapagos; Kolum.: Kolumbien: Kon: Konventionell; HWB: Halbwertsbreite; TMS: Tetramethylsilan;
TSP: Trimethylsilylpropionat

Konti- Anbau- Rést- Fettaus- Feuchte- Réstve- HWB HWB
Pr.-Nr. y— Land methode  grad waage gehalt rfahren TMS TTSP
[mg] [%] [Hz] [Hz]
AF100 AF Kenia Kon. 94,5 22,3 4,6 Trom- 0,9 0,8
AF101 AF Kenia Kon. 101,3 23,3 3,1 Trom- 0,8 0,9
AF102 AF Kenia Kon. 95,7 21,1 3,5 Trom- 0,8 0,8
AF104 AF Kenia Kon. 107,9 20,8 4,2 Trom- 0,8 0,8
AF105 AF Kenia Kon. 106,8 23,8 3,6 Trom- 0,8 0,8
AF106 AF Kenia Bio 80,7 22,7 1,8 Trom- 0,7 0,9
AF107 AF Kenia Kon. 74,1 24,2 1,8 Trom- 0,8 0,8
AF10 AF Athiopien Kon. 112,8 23,8 2,5 Trom- 0,8 0,9
AF11 AF Athiopien Kon. 70,6 26,1 3,0 Trom- 0,8 0,8
AF12 AF Athiopien Kon. 110,9 23,9 5,2 Trom- 0,8 0,8
AF13 AF Athiopien Kon. 101,7 21,6 3,3 Trom- 0,8 0,8
AF14 AF Athiopien Kon. 100,8 21,4 3,3 Trom- 0,8 0,8
AF150 AF Tansania Kon. 77,8 20,6 4,2 Trom- 0,8 0,8
AF153 AF Tansania Kon. 112,8 19,4 3,4 Trom- 0,8 0,8
AF155 AF Tansania Kon. 83,3 23,6 2,0 Trom- 0,8 0,9
AF15 AF Athiopien Bio 88,8 23,3 4,5 Trom- 0,8 0,8
AF15a AF Athiopien Bio 76,1 22,9 4.8 Trom- 0,8 0,8
AF15b AF Athiopien Bio 86,9 23,4 43 Trom- 0,8 0,8
AF15f AF Athiopien Bio 101,8 23,4 49 Trom- 0,8 0,8
AF15g AF Athiopien Bio 99,5 23,3 4,1 Trom- 0,8 0,8
AF16 AF Athiopien Bio 84,3 21,2 4.8 Trom- 0,8 0,8
AF16a AF Athiopien Bio 86,5 21,1 4,5 Trom- 0,8 0,8
AF17 AF Athiopien Kon. 102,2 20,8 31 Trom- 0,9 0,8
AF18 AF Athiopien Kon. 95,4 22,9 3,9 Trom- 0,8 0,8
AF19 AF Athiopien Kon. 84,8 22,9 4,2 Trom- 0,8 0,8
AF200 AF Uganda Kon. 82,5 20,5 4,0 Trom- 0,9 0,8
AF201 AF Uganda Kon. 101,7 19,9 4,6 Trom- 0,9 0,8
AF203 AF Uganda Kon. 97,9 22,1 3,7 Trom- 0,8 0,8
AF204 AF Uganda Kon. 73,4 23,9 1,8 Trom- 0,9 0,8
AF207 AF Uganda Kon. 82,7 20,2 1,2 Trom- 0,8 0,8
AF208 AF Uganda Bio 87,3 22,9 2,7 Trom- 0,9 0,8
AF20 AF Athiopien Kon. 109,8 21,9 3,1 Trom- 0,9 0,8
AF21 AF Athiopien Kon. 100,1 22,9 3,6 Trom- 0,8 0,9
AF22 AF Athiopien Kon. 83,6 21,6 4,4 Trom- 0,9 0,8
AF22a AF Athiopien Kon. 85,2 18,4 4,6 Trom- 0,7 1,0
AF23 AF Athiopien Kon. 72,9 22,6 3,2 Trom- 0,8 0,9
AF24 AF Athiopien Kon. 89,0 24,4 3,3 Trom- 0,8 0,9
AF24a AF Athiopien Kon. 88,8 20,9 2,5 Trom- 0,8 0,9
AF250 AF Malawi Kon. 105,0 19,6 3,4 Trom- 0,8 0,8
AF25 AF Athiopien Kon. 94,7 21,9 2,7 Trom- 0,8 0,9
AF26 AF Athiopien Kon. 103,6 19,6 1,3 Trom- 0,7 0,8
AF26a AF Athiopien Kon. 94,8 20,3 4,2 Trom- 0,8 0,8
AF27 AF Athiopien Bio 89,0 15,5 1,0 Trom- 0,8 0,8
AF28 AF Athiopien Bio 110,2 22,2 3,3 Trom- 0,7 0,8
AF29 AF Athiopien Kon. 105,3 21,7 53 Trom- 38,9 0,9
AF30 AF Athiopien Bio 96,6 20,4 2,1 Trom- 0,8 0,9
AF31 AF Athiopien Kon. 86,2 20,3 2,3 Trom- 0,8 0,9
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AF31a AF Athiopien Kon. 80,0 20,0 2,4 Trom- 0,7 0,9
AF32 AF Athiopien Kon. 93,7 219 2,8 Trom- 0,9 0,9
AF33 AF Athiopien Kon. 111,8 20,9 2,5 Trom- 0,8 0,8

AF33a AF Athiopien Kon. 111,3 21,4 1,8 Trom- 0,9 0,9
AF34 AF Athiopien Kon. 97,0 23,6 4,3 Trom- 0,8 0,9

AF350 AF Ruanda Kon. 79,4 22,5 2,5 Trom- 0,8 0,9

AF350a AF Ruanda Kon. 114,3 21,2 2,6 Trom- 0,9 0,9

AF351 AF Ruanda Kon. 80,4 22,9 2,8 Trom- 0,8 0,9

AF352 AF Ruanda Kon. 86,2 24,9 3,8 Trom- 0,8 0,8
AF35 AF Athiopien Kon. 100,3 219 1,7 Trom- 0,8 0,9
AF36 AF Athiopien Kon. 106,4 20,9 2,1 Trom- 0,8 0,9
AF37 AF Athiopien Kon. 90,6 22,6 3,8 Trom- 0,8 0,8
AF38 AF Athiopien Bio 88,3 229 1,3 Trom- 0,9 0,8
AF39 AF Athiopien Kon. 90,4 22,4 1,1 Trom- 0,8 0,8

AF3 AF Athiopien Bio 89,4 19,5 2,8 Trom- 0,8 0,8
AF400 AF Kongo Bio 85,9 18,3 2,9 Trom- 38,8 0,9
AF400a AF Kongo Bio 79,7 18,7 2,6 Trom- 0,8 0,9
AF40 AF Athiopien Kon. 74,4 24,1 4,3 Trom- 0,9 0,8
AF41 AF Athiopien Kon. 92,5 21,5 1,1 Trom- 0,8 0,8
AF42 AF Athiopien Bio 84,0 23,3 1,4 Trom- 1,1 0,8
AF43 AF Athiopien Bio 108,6 16,4 3,8 Trom- 0,9 0,8
AF44 AF Athiopien Bio 79,9 22,6 2,7 Trom- 0,8 0,8

AF450 AF Kamerun Kon. 75,3 21,4 2,8 Trom- 0,7 0,9
AF45 AF Athiopien Bio 76,2 24,8 3,2 Trom- 1,3 0,8
AF46 AF Athiopien Bio 72,7 24,3 3,4 Trom- 0,8 0,8
AF47 AF Athiopien Kon. 88,6 23,1 2,0 Trom- 0,9 0,8
AF48 AF Athiopien Kon. 86,6 24,7 1,5 Trom- 0,8 0,8

AF4 AF Athiopien Bio 86,6 21,4 4,1 Trom- 0,8 0,8
AF50 AF Burundi Kon. 55,8 24,9 3,7 Trom- 0,8 0,8
AF51 AF Burundi Kon. 79,0 23,7 2,5 Trom- 0,8 0,8
AF52 AF Burundi Kon. 95,2 24,3 3,6 Trom- 0,8 0,8
AF53 AF Burundi Kon. 97,9 20,9 3,3 Trom- 0,8 0,9
AF54 AF Burundi Kon. 118,3 19,4 2,3 Trom- 0,7 0,8
AF55 AF Burundi Kon. 92,4 21,6 3,5 Trom- 0,8 0,9
AF56 AF Burundi Kon. 93,9 20,4 2,3 Trom- 0,9 1,0

AF5 AF Athiopien Bio 88,2 23,3 4,3 Trom- 0,8 0,8

AF6 AF Athiopien Kon. 105,6 20,9 4,1 Trom- 0,8 0,9

AF8 AF Athiopien Kon. 113,7 21,5 4,3 Trom- 0,8 0,8

AF900 AF Kon. 94,3 24,5 6,1 Trom- 0,8 0,8

AF900a AF Kon. 101,3 239 4,4 Trom- 0,7 0,8

AF901 AF Kon. 90,8 23,8 4,2 Trom- 0,9 0,8

AF9 AF Athiopien Kon. 68,9 22,1 2,2 Trom- 0,8 0,8

20BA039 AS Indien 106,0 17,8 51 Trom- 0,6 0,8
20BA085 AS Indien 106,0 17,4 4,6 Trom- 0,6 0,9
21BA001 AS Indien 106,0 18,4 5,0 Trom- 0,7 0,8
21BA002 AS Indien 106,0 19,6 5,0 Trom- 0,6 0,8
21BA003 AS Indien 106,0 18,8 51 Trom- 0,7 0,8
21BA004 AS Indien 106,0 19,5 53 Trom- 0,8 0,9
21BA005 AS Indien 106,0 17,6 5,2 Trom- 0,7 0,9
21BA006 AS Indien 106,0 17,4 52 Trom- 0,8 0,8
21BA007 AS Indien 106,0 17,4 5,0 Trom- 0,6 0,8
21BA009 AS Indien 106,0 16,3 5,4 Trom- 0,7 0,9
21BA00A AS Indien 106,0 16,5 51 Trom- 0,7 0,9
21BA00OB AS Indien 106,0 16,8 4,9 Trom- 0,6 0,8
21BA011 AS Indien 106,0 27,5 5,0 Trom- 0,6 0,9
21BA012 AS Indien 106,0 18,6 5,0 Trom- 0,6 0,9
21BA013 AS Indien 106,0 18,5 53 Trom- 0,8 0,8
21BA014 AS Indien 106,0 18,7 55 Trom- 0,7 0,9
21BA015 AS Indien 106,0 16,5 4,9 Trom- 0,7 0,9
21BA016 AS Indien 106,0 17,6 4,9 Trom- 0,7 0,9
21BA017 AS Indien 106,0 16,2 5,0 Trom- 0,6 0,9
21BA027 AS Indien 106,0 17,9 4,9 Trom- 0,6 0,9
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AS101 AS Sumatra Kon. 104,1 21,2 2,0 Trom- 0,8 0,8
AS11 AS Indien Kon. 99,9 17,2 2,5 Trom- 0,9 0,8
AS12 AS Indien Kon. 106,6 17,4 1,6 Trom- 0,8 0,8
AS13 AS Indien Kon. 107,9 17,0 3,3 Trom- 0,8 0,8
AS14 AS Indien Kon. 111,8 17,9 2,9 Trom- 0,8 0,8

AS155 AS Thailand Kon. 84,6 19,5 2,7 Trom- 0,7 0,9

AS156 AS Thailand Kon. 91,5 19,6 3,1 Trom- 0,7 0,9
AS15 AS Indien Kon. 1149 17,1 3,3 Trom- 0,9 0,8

AS163 AS Thailand Kon. 81,4 19,7 2,5 Trom- 0,8 0,8

AS164 AS Thailand Kon. 106,8 18,9 3,9 Trom- 0,8 0,8

AS165 AS Thailand Kon. 91,7 19,1 2,9 Trom- 0,7 0,8

AS166 AS Thailand Kon. 110,0 18,7 3,9 Trom- 0,7 0,8
AS16 AS Indien Kon. 101,6 17,2 49 Trom- 0,8 0,8

AS16a AS Indien Kon. 103,7 16,6 4,6 Trom- 0,6 0,8
AS19 AS Indien Kon. 108,0 16,6 2,3 Trom- 0,8 0,8

AS200 AS Jemen Kon. 90,6 23,8 3,6 Trom- 0,8 0,8
AS20 AS Indien Kon. 105,4 17,2 2,5 Trom- 0,8 0,8
AS21 AS Indien Bio 104,6 18,3 1,4 Trom- 0,8 0,8
AS22 AS Indien Kon. 110,9 16,7 1,5 Trom- 0,8 0,9
AS23 AS Indien Kon. 108,9 17,8 1,8 Trom- 0,8 0,9

AS23a AS Indien Kon. 111,8 17,4 2,2 Trom- 0,8 0,9

AS250 AS Nepal Bio 99,1 20,8 3,5 Trom- 0,8 0,8

AS251 AS Nepal Bio 78,9 20,6 2,4 Trom- 0,8 0,9

AS252 AS Nepal Bio 102,5 19,1 1,3 Trom- 0,7 0,8
AS25 AS Indien Kon. 96,3 19,0 1,9 Trom- 0,9 0,9
AS26 AS Indien Kon. 89,4 17,4 3,7 Trom- 0,7 0,9
AS27 AS Indien Kon. 101,1 18,8 1,6 Trom- 0,8 0,8
AS28 AS Indien Kon. 112,3 17,3 3,4 Trom- 0,8 0,8
AS29 AS Indien Kon. 105,6 18,5 1,4 Trom- 0,8 0,8

AS300 AS Myanmar Kon. 92,5 18,8 3,6 Trom- 0,8 0,8

AS400 AS Vietnam Kon. 84,0 19,8 1,6 Trom- 0,7 0,9

AS401 AS Vietnam Kon. 108,1 20,3 2,6 Trom- 0,8 0,8

AS450 AS Laos Bio 81,1 19,9 2,8 Trom- 0,7 0,8
AS50 AS Ind. Kon. 86,2 20,6 1,9 Trom- 0,8 0,8
AS51 AS Ind. Kon. 67,0 22,7 2,6 Trom- 0,8 0,8
AS52 AS Ind. Kon. 103,7 21,9 2,7 Trom- 0,8 0,8
AS53 AS Ind. Kon. 102,0 19,9 3,1 Trom- 0,8 0,9
AS54 AS Ind. Kon. 108,8 20,3 3,2 Trom- 0,8 0,8
AS55 AS Ind. Kon. 101,4 21,6 3,2 Trom- 0,8 0,8
AS56 AS Ind. Kon. 85,2 21,5 2,5 Trom- 0,7 0,8
AS57 AS Ind. Kon. 91,5 19,3 1,7 Trom- 0,8 0,8
AS58 AS Ind. Kon. 99,4 20,2 2,2 Trom- 0,8 0,8
AS59 AS Ind. Kon. 72,2 20,1 3,4 Trom- 0,8 0,8
AS60 AS Ind. Kon. 99,4 20,4 1,6 Trom- 0,8 0,9
AS61 AS Ind. Bio 82,7 19,0 1,7 Trom- 0,7 0,8
AS62 AS Ind. Kon. 111,5 20,1 2,2 Trom- 0,8 0,8

19BE007 NA El Sal. 110,0 22,5 2,8 Trom- 0,8 1,0
19BEO011 NA El Sal. 110,0 21,8 2,6 Trom- 0,6 0,9
19BE013 NA El Sal. 110,0 20,6 2,3 Trom- 0,8 0,8
19BE021 NA El Sal. 110,0 22,9 2,4 Trom- 0,6 0,8
19BE022 NA El Sal. 110,0 22,4 2,0 Trom- 0,7 0,8
19BE025 NA El Sal. 110,0 18,3 2,6 Trom- 0,8 0,9
19BE027 NA El Sal. 110,0 21,4 2,9 Trom- 0,6 0,9
19BE031 NA El Sal. 110,0 22,5 2,0 Trom- 0,7 0,8
19BE032 NA El Sal. 110,0 22,0 2,7 Trom- 0,8 0,9
19BE033 NA El Sal. 110,0 22,4 1,8 Trom- 0,6 0,9
19BE034 NA El Sal. 110,0 19,0 1,9 Trom- 0,7 0,8
19BE045 NA El Sal. 110,0 22,1 2,4 Trom- 0,6 0,9
19BE048 NA El Sal. 110,0 23,1 2,7 Trom- 0,8 0,9
19BE059 NA El Sal. 110,0 21,7 2,4 Trom- 0,8 0,9
19BE064 NA El Sal. 110,0 21,9 2,7 Trom- 0,8 0,9
19BE073 NA El Sal. 110,0 23,4 1,9 Trom- 0,7 0,9
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19BE080 NA El Sal. 110,0 21,6 3,0 Trom- 0,6 0,9
19BE090 NA El Sal. 110,0 22,6 2,0 Trom- 0,8 0,9
19BE091 NA El Sal. 110,0 22,3 2,2 Trom- 0,8 0,8
19BE093 NA El Sal. 110,0 22,5 2,0 Trom- 0,8 0,9
19BE098 NA El Sal. 110,0 21,7 2,3 Trom- 0,7 0,8
19BE100 NA El Sal. 110,0 21,5 2,4 Trom- 0,7 0,8
19BE103 NA El Sal. 110,0 21,3 1,8 Trom- 0,6 0,8
19BE105 NA El Sal. 110,0 22,1 2,0 Trom- 0,8 0,9
19BE107 NA El Sal. 110,0 20,7 1,6 Trom- 0,8 0,9
19BE114 NA El Sal. 110,0 21,1 1,7 Trom- 0,7 0,9
19BE115 NA El Sal. 110,0 21,4 2,1 Trom- 0,7 0,9
19BE122 NA El Sal. 110,0 21,3 2,5 Trom- 0,8 0,9
19BE124 NA El Sal. 110,0 21,0 2,4 Trom- 0,6 0,8
19BE126 NA El Sal. 110,0 22,0 2,5 Trom- 0,8 0,9
19BE127 NA El Sal. 110,0 20,8 1,6 Trom- 0,6 0,8
19BE130 NA El Sal. 110,0 20,3 2,3 Trom- 0,7 0,9
19BE131 NA El Sal. 110,0 16,2 3,2 Trom- 0,8 0,8
19BE134 NA El Sal. 110,0 20,2 3,2 Trom- 0,7 0,9
19BE135 NA El Sal. 110,0 20,7 2,0 Trom- 0,6 0,9
19BE136 NA El Sal. 110,0 22,4 1,9 Trom- 0,6 0,9
19BE137 NA El Sal. 110,0 19,5 1,6 Trom- 0,8 0,9
19BE139 NA El Sal. 110,0 21,3 2,0 Trom- 0,7 0,8
19BE147 NA El Sal. 110,0 19,9 2,3 Trom- 0,6 0,8
19BE148 NA El Sal. 110,0 20,9 2,5 Trom- 0,7 0,9
19BE150 NA El Sal. 110,0 22,8 3,0 Trom- 0,8 1,0
19BE152 NA El Sal. 110,0 21,4 2,2 Trom- 0,7 0,8
19BE165 NA El Sal. 110,0 19,4 2,7 Trom- 0,6 0,9
19BE168 NA El Sal. 110,0 20,8 2,3 Trom- 0,8 0,9
19BE300 NA El Sal. 110,0 22,9 1,9 Trom- 0,6 0,8
19HA000 NA Mexiko 110,0 19,2 3,3 Trom- 0,6 0,8
19HA000 NA Mexiko 110,0 19,6 3,0 Trom- 0,6 0,8
19HA000 NA Mexiko 110,0 19,6 3,2 Trom- 0,8 0,8
19HA004 NA Mexiko 110,0 17,0 3,1 Trom- 0,7 0,8
19HA005 NA Mexiko 110,0 17,4 3,1 Trom- 0,6 0,8
20HA001 NA Mexiko 110,0 19,5 3,5 Trom- 0,7 0,9
20HA002 NA Mexiko 110,0 19,8 3,3 Trom- 0,7 0,8
20HA003 NA Mexiko 110,0 19,5 3,1 Trom- 0,8 0,9
20HA004 NA Mexiko 110,0 20,7 3,2 Trom- 0,6 0,8
20HA005 NA Mexiko 110,0 18,8 3,2 Trom- 0,8 0,8
20HA006 NA Mexiko 110,0 17,7 3,3 Trom- 0,7 0,8
20HA007 NA Mexiko 110,0 19,7 2,8 Trom- 0,6 0,8
20HA008 NA Mexiko 110,0 18,2 4,0 Trom- 0,7 0,9
20HA009 NA Mexiko 110,0 20,0 3,0 Trom- 0,8 0,9
20HA010 NA Mexiko 110,0 18,9 3,2 Trom- 0,8 0,8
20HAO011 NA Mexiko 106,0 18,3 3,4 Trom- 0,6 0,9
20HA012 NA Mexiko 110,0 19,3 3,4 Trom- 0,7 0,8
20HA013 NA Mexiko 110,0 19,6 3,0 Trom- 0,7 1,0
20HA014 NA Mexiko 106,0 17,8 3,0 Trom- 0,7 0,8
20HAO015 NA Mexiko 110,0 20,1 3,1 Trom- 0,8 1,0
20HAO16 NA Mexiko 110,0 19,1 3,1 Trom- 0,8 0,8
20HA018 NA Mexiko 110,0 16,5 3,4 Trom- 0,8 0,9
21HA001 NA Mexiko 110,0 18,5 3,4 Trom- 0,6 0,8
N101 NA Guat. Bio 107,7 17,0 4,6 Trom- 0,8 0,9
N103 NA Guat. Kon. 86,2 20,8 1,9 Trom- 0,8 0,9
N104 NA Guat. Kon. 82,2 23,7 4,6 Trom- 0,8 0,8
N105 NA Guat. Kon. 93,3 22,3 3,2 Trom- 0,8 0,8
N106 NA Guat. Kon. 92,5 22,8 3,8 Trom- 0,8 0,8
N107 NA Guat. Kon. 107,8 21,4 2,8 Trom- 0,9 0,9
N108 NA Guat. Kon. 110,9 21,3 3,1 Trom- 0,9 0,8
N109 NA Guat. Kon. 108,0 20,8 3,2 Trom- 0,8 0,8
N10 NA Costa R. Kon. 79,8 22,7 1,7 Trom- 0,8 0,8
N110 NA Guat. Kon. 77,4 23,2 3,0 Trom- 0,8 0,9
N111 NA Guat. Kon. 73,9 22,1 1,5 Trom- 1,0 0,8
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N112 NA Guat. Kon. 45,3 27,4 3,2 Trom- 0,9 0,9
N113 NA Guat. Kon. 97,2 18,9 3,2 Trom- 0,8 0,9
N114 NA Guat. Kon. 99,6 20,4 1,5 Trom- 0,8 0,8
N115 NA Guat. Bio 87,0 24,6 2,9 Trom- 0,7 0,9
N116 NA Guat. Kon. 69,9 24,1 1,5 Trom- 0,8 0,9
N117 NA Guat. Kon. 92,3 22,2 4,6 Trom- 0,8 0,8
N118 NA Guat. Kon. 95,3 23,1 2,0 Trom- 0,8 0,9
N119 NA Guat. Kon. 90,7 20,7 53 Trom- 0,7 0,9
N11 NA Costa R. Kon. 81,3 21,2 4,0 Trom- 0,8 0,9
N13 NA Costa R. Kon. 85,8 22,7 2,2 Trom- 0,7 0,9
N150 NA Honduras Bio 84,7 21,7 2,9 Trom- 0,8 0,8
N151 NA Honduras Bio 102,5 19,7 4,6 Trom- 0,8 0,8
N159 NA Honduras Kon. 62,9 22,4 3,1 Trom- 0,8 0,8
N15 NA Costa R. Kon. 80,8 23,7 5,6 Trom- 0,9 0,8
N162 NA Honduras Bio 91,1 19,1 4,4 Trom- 0,9 0,9
N163 NA Honduras Kon. 86,7 20,3 1,7 Trom- 0,8 0,8
N164 NA Honduras Kon. 1049 21,5 3,1 Trom- 0,8 0,8
N165 NA Honduras Kon. 103,7 19,7 4,4 Trom- 0,8 0,9
N166 NA Honduras Kon. 82,0 23,5 1,4 Trom- 0,8 0,8
N167 NA Honduras Kon. 101,8 20,4 3,8 Trom- 1,0 0,9
N168 NA Honduras Bio 87,2 22,1 3,2 Trom- 0,8 0,8
N169 NA Honduras Bio 80,6 21,2 4,4 Trom- 0,9 0,8
N16 NA Costa R. Kon. 98,9 19,7 1,3 Trom- 0,9 0,8
N170 NA Honduras Bio 95,9 21,6 3,7 Trom- 0,8 0,9
N171 NA Honduras Kon. 82,4 21,5 1,7 Trom- 0,9 0,9
N172 NA Honduras Bio 80,1 20,8 2,2 Trom- 0,9 0,9
N173 NA Honduras Kon. 99,2 22,2 2,3 Trom- 0,8 0,8
N174 NA Honduras Kon. 67,8 22,1 1,1 Trom- 0,8 0,9
N175 NA Honduras Bio 95,2 20,1 51 Trom- 0,9 0,8
N176 NA Honduras Kon. 80,2 22,3 3,9 Trom- 0,7 0,8
N177 NA Honduras Kon. 89,5 22,1 2,2 Trom- 0,8 0,9
N178 NA Honduras Bio 89,9 21,8 2,5 Trom- 0,8 0,9
N179 NA Honduras Kon. 120,2 19,1 2,5 Trom- 0,8 0,8
N17 NA Costa R. Kon. 81,5 21,3 3,3 Trom- 0,8 0,9
N180 NA Honduras Kon. 99,7 21,3 1,4 Trom- 0,8 0,8
N181 NA Honduras Kon. 81,7 19,9 4,4 Trom- 0,8 0,8

N1 NA Costa R. Kon. 76,4 23,5 4,6 Trom- 0,8 0,8
Nila NA Costa R. Kon. 85,6 22,8 2,4 Trom- 0,8 0,9
N1b NA Costa R. Kon. 85,1 23,7 1,4 Trom- 0,8 0,9
N200 NA Kuba Kon. 68,8 19,4 4,1 Trom- 0,8 0,8
N202 NA Kuba Kon. 96,8 20,1 3,9 Trom- 0,8 0,8
N203 NA Kuba Kon. 118,0 17,8 3,5 Trom- 0,8 0,8
N204 NA Kuba Kon. 104,7 20,2 3,3 Trom- 0,8 0,9
N205 NA Kuba Kon. 50,8 19,0 2,8 Trom- 0,6 0,9
N259 NA Mexiko Kon. 79,0 19,6 2,7 Trom- 0,8 0,8
N268 NA Mexiko Bio 89,4 21,5 3,1 Trom- 0,9 0,8
N269 NA Mexiko Kon. 83,8 21,5 3,6 Trom- 0,8 0,8
N270 NA Mexiko Kon. 97,2 20,6 3,9 Trom- 0,9 0,8
N271 NA Mexiko Bio 94,6 22,5 2,8 Trom- 0,8 0,8
N272 NA Mexiko Bio 92,7 21,2 2,2 Trom- 0,8 0,9
N273 NA Mexiko Kon. 111,0 20,1 3,4 Trom- 0,8 0,9
N274 NA Mexiko Kon. 104,9 19,9 3,1 Trom- 0,8 0,9
N275 NA Mexiko Bio 77,9 21,9 2,4 Trom- 0,8 0,8
N276 NA Mexiko Bio 96,1 22,0 1,9 Trom- 0,8 0,9
N277 NA Mexiko Bio 85,6 20,5 2,8 Trom- 0,9 0,9
N278 NA Mexiko Bio 96,9 21,2 3,0 Trom- 0,8 0,8
N279 NA Mexiko Bio 87,8 22,2 2,3 Trom- 0,8 0,8
N280 NA Mexiko Kon. 89,2 22,9 4,0 Trom- 0,8 0,8
N281 NA Mexiko Bio 83,1 21,3 3,6 Trom- 0,9 0,9
N282 NA Mexiko Kon. 107,8 15,6 4.4 Trom- 0,6 0,8
N283 NA Mexiko Bio 132,4 18,0 3,2 Trom- 0,8 0,8
N284 NA Mexiko Kon. 112,2 17,1 2,7 Trom- 0,8 0,8
N285 NA Mexiko Kon. 105,7 18,3 3,5 Trom- 0,7 0,8
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N296 NA Mexiko Kon. 115,1 17,6 3,7 Trom- 0,8 0,9
N300 NA Nicarag. Kon. 96,6 19,0 3,6 Trom- 0,8 0,8
N301 NA Nicarag. Kon. 102,4 17,7 4,6 Trom- 0,8 0,8
N302 NA Nicarag. Kon. 84,5 19,8 4,2 Trom- 0,8 0,9
N303 NA Nicarag. Bio 72,9 17,3 3,7 Trom- 0,8 0,9
N303b NA Nicarag. Bio 74,0 18,9 3,1 Trom- 0,9 0,8
N304 NA Nicarag. Kon. 106,2 19,7 2,9 Trom- 0,8 0,8
N305 NA Nicarag. Kon. 110,2 17,8 31 Trom- 0,8 0,8
N306 NA Nicarag. Kon. 100,7 17,0 5,1 Trom- 0,7 0,8
N307 NA Nicarag. Bio 74,4 20,3 2,9 Trom- 0,8 0,8
N350 NA Panama Kon. 104,3 20,1 4,9 Trom- 0,8 0,8
N351 NA Panama Kon. 88,4 22,3 1,6 Trom- 0,8 0,8
N352 NA Panama Kon. 90,6 23,7 2,0 Trom- 0,8 0,8
N3 NA Costa R. Bio 79,7 21,2 3,3 Trom- 0,8 0,9
N400 NA DomRep Kon. 100,5 20,8 3,3 Trom- 0,8 0,8
N401 NA DomRep Kon. 114,6 21,2 4,6 Trom- 0,8 0,8
N450 NA Grenada Kon. 60,8 17,8 4,3 Trom- 0,8 0,9
N4 NA Costa R. Kon. 96,9 19,2 4,3 Trom- 0,9 0,9
N51 NA El Sal. Kon. 100,5 21,8 4,4 Trom- 0,8 0,8
N52 NA El Sal. Kon. 108,1 21,0 3,4 Trom- 0,8 0,8
N53 NA El Sal. Kon. 108,6 18,8 4,7 Trom- 0,8 0,8
N54 NA El Sal. Kon. 112,2 20,6 4,5 Trom- 0,8 0,8
N55 NA El Sal. Kon. 107,5 19,8 2,5 Trom- 0,8 0,8
N56 NA El Sal. Kon. 105,5 19,6 4.4 Trom- 0,6 0,9
N57 NA El Sal. Kon. 111,6 21,8 3,8 Trom- 0,8 0,8
N58 NA El Sal. Kon. 104,8 19,9 2,5 Trom- 1,0 0,9
N59 NA El Sal. Bio 89,6 20,3 4,0 Trom- 0,7 0,9
N5 NA Costa R. Kon. 64,6 23,2 4,3 Trom- 0,8 0,8
N60 NA El Sal. Kon. 87,4 21,8 4,5 Trom- 0,8 0,9
N6 NA Costa R. Kon. 79,9 23,6 2,9 Trom- 0,8 0,8

N7 NA Costa R. Kon. 96,8 20,3 3,9 Trom- 0,8 0,8

N8 NA Costa R. Kon. 110,2 21,1 3,3 Trom- 0,8 0,9
N900 NA Karibik Kon. 97,2 20,2 4,0 Trom- 0,7 0,9
N9 NA Costa R. Kon. 101,4 21,0 3,4 Trom- 0,8 0,8
16DU23 SA Brasilien 134,2 20,6 3,9 Trom- 0,8 0,8
20DU001 SA Brasilien 106,0 20,3 5,7 Trom- 0,8 0,8
20DU002 SA Brasilien 106,0 20,3 53 Trom- 0,6 0,8
20DU003 SA Brasilien 110,0 20,1 5,6 Trom- 0,8 0,8
20DU004 SA Brasilien 106,0 18,9 5,5 Trom- 0,8 0,8
20DU006 SA Brasilien 106,0 20,0 5,3 Trom- 0,7 0,9
20DU007 SA Brasilien 106,0 21,1 6,0 Trom- 0,8 1,0
20DU008 SA Brasilien 106,0 20,6 5,2 Trom- 0,6 0,8
20DU010 SA Brasilien 106,0 19,8 5,7 Trom- 0,9 0,9
20DU013 SA Brasilien 106,0 21,2 5,6 Trom- 0,7 0,9
20DU014 SA Brasilien 106,0 20,7 5,7 Trom- 0,7 0,9
20DU015 SA Brasilien 106,0 20,1 5,7 Trom- 0,8 0,8
20DUO16 SA Brasilien 106,0 21,2 5,6 Trom- 0,8 0,8
20DU017 SA Brasilien 106,0 19,6 5,8 Trom- 0,7 0,9
20DU018 SA Brasilien 106,0 20,5 5,1 Trom- 0,7 0,8
20DU019 SA Brasilien 106,0 19,3 5,6 Trom- 0,7 0,8
20DU020 SA Brasilien 106,0 19,8 5,4 Trom- 0,7 0,9
20DU021 SA Brasilien 106,0 19,9 5,3 Trom- 0,7 0,8
20DU023 SA Brasilien 106,0 20,9 5,7 Trom- 0,7 0,9
20DU024 SA Brasilien 106,0 23,4 5,7 Trom- 0,8 0,8
20DU025 SA Brasilien 106,0 19,5 5,6 Trom- 0,8 1,0
20DU027 SA Brasilien 106,0 19,7 5,0 Trom- 0,6 0,9
20DU028 SA Brasilien 106,0 18,9 5,9 Trom- 0,8 0,8
20DU030 SA Brasilien 106,0 21,2 5,3 Trom- 0,8 0,8
20DU031 SA Brasilien 106,0 19,2 5,8 Trom- 0,8 0,9
20DU032 SA Brasilien 106,0 22,1 5,8 Trom- 0,8 0,8
20DU033 SA Brasilien 106,0 19,3 5,1 Trom- 0,6 0,8
20DU034 SA Brasilien 106,0 18,8 5,4 Trom- 0,7 0,8
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20DU035 SA Brasilien 106,0 20,2 5,7 Trom- 0,8 0,9
20DU036 SA Brasilien 106,0 20,1 5,3 Trom- 0,6 1,1
20DU037 SA Brasilien 106,0 20,4 5,7 Trom- 0,7 0,8
20DU038 SA Brasilien 106,0 20,5 5,7 Trom- 0,8 0,9
20DU039 SA Brasilien 106,0 20,8 5,5 Trom- 0,7 0,8
20DU040 SA Brasilien 106,0 19,9 5,3 Trom- 0,7 0,9
20DU041 SA Brasilien 106,0 19,2 5,8 Trom- 0,8 0,9
20DU042 SA Brasilien 106,0 18,5 5,4 Trom- 0,7 0,8
20DU043 SA Brasilien 106,0 19,7 5,3 Trom- 0,6 0,8
20DU044 SA Brasilien 106,0 20,5 5,4 Trom- 0,8 0,9
20DU045 SA Brasilien 106,0 21,4 5,2 Trom- 0,7 0,8
20DU046 SA Brasilien 106,0 20,8 5,1 Trom- 0,6 0,9
20DU047 SA Brasilien 106,0 21,7 5,5 Trom- 0,8 0,8
20DU048 SA Brasilien 110,0 20,0 5,1 Trom- 0,6 0,9
20DU049 SA Brasilien 106,0 19,9 5,9 Trom- 0,7 0,9
20DU050 SA Brasilien 106,0 19,8 5,4 Trom- 0,7 0,9
20DU051 SA Brasilien 106,0 20,0 5,3 Trom- 0,8 0,9
20DU054 SA Brasilien 106,0 19,9 53 Trom- 0,6 0,9
20DUO055 SA Brasilien 106,0 20,3 53 Trom- 0,7 0,9
20DU056 SA Brasilien 106,0 20,2 5,3 Trom- 0,7 0,8
20DU057 SA Brasilien 106,0 19,0 5,8 Trom- 0,8 0,8
20DUO058 SA Brasilien 106,0 20,3 5,7 Trom- 0,8 0,9
20DU059 SA Brasilien 106,0 23,0 6,0 Trom- 0,9 0,8
20DU060 SA Brasilien 106,0 21,7 5,4 Trom- 0,7 0,9
20DUO61 SA Brasilien 106,0 20,6 5,4 Trom- 0,7 0,9
20DU062 SA Brasilien 106,0 21,7 5,3 Trom- 0,8 0,9
20DU063 SA Brasilien 110,0 19,5 49 Trom- 0,6 0,8
20DU065 SA Brasilien 106,0 19,4 5,2 Trom- 0,6 0,8
20DU065 SA Brasilien 106,0 19,6 51 Trom- 0,7 0,9
20DU066 SA Brasilien 106,0 23,7 5,8 Trom- 0,9 0,8
20DU067 SA Brasilien 106,0 19,9 5,7 Trom- 0,7 0,9
20DU068 SA Brasilien 106,0 18,9 5,5 Trom- 0,9 0,9
20DU069 SA Brasilien 106,0 17,9 5,8 Trom- 0,7 0,8
20DU070 SA Brasilien 106,0 17,5 5,6 Trom- 0,7 0,8
20DU071 SA Brasilien 106,0 19,0 5,0 Trom- 0,7 0,8
20DU072 SA Brasilien 106,0 19,4 5,0 Trom- 0,6 0,8
20DU073 SA Brasilien 106,0 19,6 5,3 Trom- 0,6 0,8
$100 SA Peru Bio 81,4 17,7 2,9 Trom- 0,8 0,9
S101 SA Peru Bio 96,6 21,6 1,7 Trom- 0,8 0,8
$104 SA Peru Bio 101,6 20,5 2,3 Trom- 0,8 0,9
S$105 SA Peru Bio 112,3 19,1 3,5 Trom- 0,8 0,8
S106 SA Peru Bio 94,9 21,3 3,2 Trom- 0,8 0,8
S$107 SA Peru Bio 79,8 22,3 3,0 Trom- 0,8 0,9
S$108 SA Peru Bio 90,4 22,0 2,3 Trom- 0,8 0,8
$108a SA Peru Bio 97,1 18,1 1,7 Trom- 0,7 0,9
$109 SA Peru Bio 73,6 21,5 3,5 Trom- 0,8 0,8
S10 SA Brasilien Kon. 94,6 24,7 3,0 Trom- 0,8 0,8
S110 SA Preu Bio 71,0 23,5 3,8 Trom- 0,8 0,9
S111 SA Peru Kon. 92,3 20,8 2,5 Trom- 0,7 0,9
S112 SA Peru Kon. 64,6 22,7 2,8 Trom- 0,8 0,8
S113 SA Peru Bio 95,4 20,6 3,6 Trom- 0,7 0,8
S113a SA Peru Bio 87,6 21,7 3,8 Trom- 0,7 0,9
S113b SA Peru Bio 72,0 24,0 3,4 Trom- 0,8 0,8
S114 SA Peru Bio 107,2 20,7 2,5 Trom- 0,8 0,9
S115 SA Peru Bio 99,2 23,1 2,7 Trom- 0,8 0,8
S116 SA Peru Bio 81,9 21,6 4,2 Trom- 0,8 0,9
S117 SA Peru Bio 83,6 20,3 2,7 Trom- 1,0 0,9
S117a SA Peru Bio 69,5 21,9 2,6 Trom- 0,8 0,8
$118 SA Peru Bio 88,7 20,9 3,3 Trom- 0,7 0,9
S$119 SA Peru Bio 77,7 22,3 2,5 Trom- 0,8 0,9
S119a SA Peru Bio 80,6 23,0 1,8 Trom- 2,1 0,8
S11 SA Brasilien Kon. 77,6 23,4 3,2 Trom- 0,9 0,9
$120 SA Peru Bio 93,0 19,6 4,2 Trom- 0,8 0,9
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S120a SA Peru Bio 104,1 21,0 3,9 Trom- 0,7 0,9
S121 SA Peru Bio 88,2 17,9 4,5 Trom- 0,8 0,8
S122 SA Peru Bio 97,2 20,8 3,1 Trom- 0,8 0,9
S123 SA Peru Bio 101,5 22,7 2,1 Trom- 1,0 0,9
S124 SA Peru Kon. 103,1 21,7 2,4 Trom- 0,8 0,8
S125 SA Peru Kon. 106,1 20,7 3,0 Trom- 0,8 0,8
S126 SA Peru Bio 76,7 22,4 3,9 Trom- 0,7 0,8
S127 SA Peru Bio 102,6 17,7 2,1 Trom- 0,8 0,9

S127a SA Peru Bio 103,5 20,1 1,8 Trom- 0,8 0,8
S128 SA Peru Bio 61,6 21,8 4,5 Trom- 0,8 0,9

S12 SA Brasilien Kon. 95,1 20,8 3,5 Trom- 0,8 0,8
S13 SA Brasilien Kon. 107,5 21,2 3,4 Trom- 0,8 0,8
S13a SA Brasilien Kon. 108,1 20,6 2,4 Trom- 0,8 0,9
S14 SA Brasilien Kon. 96,7 23,5 4,0 Trom- 0,8 0,8
S$150 SA Galap. Kon. 106,0 18,1 4,1 Trom- 0,8 0,8
S15 SA Brasilien Kon. 100,6 22,6 3,6 Trom- 0,8 0,8
S16 SA Brasilien Kon. 84,4 22,1 3,4 Trom- 0,8 0,8
S17 SA Brasilien Kon. 114,4 21,8 3,0 Trom- 0,8 0,8
S18 SA Brasilien Kon. 103,3 22,6 2,8 Trom- 0,8 0,8
S19 SA Brasilien Kon. 81,1 22,0 3,6 Trom- 0,8 0,8
S19a SA Brasilien Kon. 82,5 21,8 4,8 Trom- 0,9 0,8
S200 SA Bolivien Kon. 114,0 19,5 3,5 Trom- 0,8 0,8
S20 SA Brasilien Kon. 89,7 22,6 5,6 Trom- 0,8 0,8
S21 SA Brasilien Kon. 85,0 22,7 3,3 Trom- 0,8 1,0
S21a SA Brasilien Kon. 93,4 23,1 2,1 Trom- 0,7 0,8
S22 SA Brasilien Kon. 101,0 24,4 3,1 Trom- 0,7 0,8
S23 SA Brasilien Bio 107,8 21,9 2,9 Trom- 0,8 0,8
S23a SA Brasilien Bio 102,3 21,9 2,6 Trom- 0,8 0,9
S24 SA Brasilien Kon. 72,2 23,4 4,1 Trom- 0,8 0,8
S251 SA Ecuador Kon. 94,6 21,3 5,9 Trom- 0,7 0,8
S25 SA Brasilien Kon. 89,3 17,6 1,2 Trom- 0,7 0,8
S26 SA Brasilien Kon. 103,3 21,3 2,6 Trom- 0,8 0,8
S27 SA Brasilien Kon. 93,1 22,3 2,2 Trom- 0,8 0,8
S28 SA Brasilien Kon. 82,4 17,8 3,5 Trom- 0,8 0,8
S29 SA Brasilien Kon. 90,9 23,1 3,4 Trom- 0,9 0,8
S30 SA Brasilien Kon. 87,0 23,3 4,6 Trom- 0,8 0,8
S31 SA Brasilien Kon. 102,4 23,8 2,6 Trom- 0,9 0,9
S31a SA Brasilien Kon. 97,2 21,6 1,2 Trom- 0,7 0,9
S32 SA Brasilien Kon. 91,5 21,2 1,2 Trom- 0,7 0,9
S33 SA Brasilien Kon. 97,7 21,0 4,0 Trom- 0,8 0,9
S34 SA Brasilien Kon. 97,9 21,8 2,9 Trom- 0,8 0,8
S35 SA Brasilien Kon. 105,5 20,0 2,4 Trom- 0,8 0,8
S36 SA Brasilien Kon. 103,9 20,3 2,1 Trom- 0,8 0,8
S37 SA Brasilien Kon. 109,4 18,6 2,4 Trom- 0,8 0,9
S39 SA Brasilien Kon. 112,9 22,0 1,8 Trom- 0,8 0,9
S40 SA Brasilien Kon. 80,3 20,9 2,1 Trom- 0,8 0,9
S40a SA Brasilien Kon. 75,6 21,9 1,6 Trom- 0,8 0,9
S41 SA Brasilien Kon. 98,5 20,6 1,4 Trom- 0,6 0,8
S42 SA Brasilien Kon. 74,1 22,6 1,1 Trom- 0,6 0,8
S43 SA Brasilien Kon. 83,9 23,0 4,6 Trom- 0,7 0,9
S44 SA Brasilien Bio 92,4 22,2 1,8 Trom- 0,8 0,9
S45 SA Brasilien Kon. 100,5 21,8 1,4 Trom- 0,8 0,8
S46 SA Brasilien Kon. 107,5 22,6 1,6 Trom- 0,9 1,0
S47 SA Brasilien Kon. 87,6 22,9 0,9 Trom- 0,8 0,8
S48 SA Brasilien Kon. 81,5 24,5 1,5 Trom- 0,7 0,8
S49 SA Brasilien Kon. 87,4 22,7 1,4 Trom- 0,7 0,8
S49 1 SA Brasilien Kon. 106,6 20,4 1,6 Trom- 0,7 0,8
S4 SA Brasilien Kon. 99,5 22,0 2,5 Trom- 0,8 0,8
S50 SA Kolum. Kon. 79,6 20,0 2,7 Trom- 0,9 0,8
S52 SA Kolum. Kon. 96,6 20,4 4,3 Trom- 0,8 0,8
S54 SA Kolum. Bio 96,1 19,6 4.4 Trom- 0,8 0,8
S55 SA Kolum. Kon. 82,4 20,9 4,2 Trom- 0,8 0,9
S56 SA Kolum. Kon. 81,4 20,7 2,4 Trom- 0,9 0,9
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S57 SA Kolum. Kon. 75,8 20,8 3,0 Trom- 0,9 0,8
S58 SA Kolum. Kon. 89,6 24,1 3,2 Trom- 0,8 0,8
S59 SA Kolum. Kon. 95,8 21,5 3,5 Trom- 0,8 0,8
S5 SA Brasilien Kon. 99,7 21,3 2,3 Trom- 0,9 0,8
S60 SA Kolum. Kon. 99,6 20,7 4,5 Trom- 0,8 0,8
S61 SA Kolum. Kon. 80,4 21,2 3,4 Trom- 0,8 0,8
S62 SA Kolum. Kon. 105,0 21,0 3,1 Trom- 0,9 0,9
S63 SA Kolum. Kon. 94,2 22,6 2,6 Trom- 0,8 0,8
S64 SA Kolum. Kon. 79,9 21,4 2,3 Trom- 0,8 0,8
S65 SA Kolum. Bio 100,2 24,8 2,1 Trom- 0,9 0,8
S66 SA Kolum. Kon. 112,0 24,6 4,8 Trom- 0,9 0,8
S67 SA Kolum. Kon. 81,0 22,6 3,6 Trom- 0,8 0,8
S68 SA Kolum. Kon. 83,1 21,1 4,6 Trom- 0,8 0,8
S69 SA Kolum. Kon. 81,5 23,0 3,2 Trom- 0,9 0,8
S70 SA Kolum. Bio 72,1 22,7 3,7 Trom- 0,9 0,9
S70a SA Kolum. Bio 71,2 21,9 3,1 Trom- 0,7 0,9
S71 SA Kolum. Kon. 95,9 16,9 2,9 Trom- 0,9 0,9
S72 SA Kolum. Kon. 101,9 18,2 4,2 Trom- 0,8 0,8
S73 SA Kolum. Bio 108,9 21,6 2,1 Trom- 0,8 0,8
S74 SA Kolum. Bio 57,3 21,3 2,9 Trom- 0,7 0,9
S74a SA Kolum. Bio 74,0 22,1 2,5 Trom- 0,8 0,9
S75 SA Kolum. Bio 71,7 21,6 3,3 Trom- 0,7 0,9
S76 SA Kolum. Bio 68,3 22,9 2,1 Trom- 0,6 0,9
S77 SA Kolum. Kon. 99,6 23,5 2,8 Trom- 0,9 0,9
S78 SA Kolum. Kon. 96,3 23,1 4,6 Trom- 0,8 0,8
S79 SA Kolum. Kon. 91,8 21,7 1,6 Trom- 0,8 0,8
S7 SA Brasilien Bio 104,2 21,3 4,7 Trom- 0,8 0,8
S80 SA Kolum. Bio 70,7 21,3 1,2 Trom- 0,7 0,8
S81 SA Kolum. Kon. 114,7 22,0 2,0 Trom- 0,7 0,8
S82 SA Kolum. Kon. 102,2 19,7 1,6 Trom- 0,9 0,8
S83 SA Kolum. Kon. 107,7 20,0 2,1 Trom- 0,8 0,8
S84 SA Kolum. Kon. 106,6 20,2 2,0 Trom- 0,8 0,8
S8 SA Brasilien Kon. 80,4 25,3 2,0 Trom- 0,8 0,8
S900 SA Bio 80,0 22,7 3,1 Trom- 0,9 0,8
S901 SA Kon. 107,4 20,8 1,9 Trom- 0,8 0,8
S9 SA Brasilien Kon. 105,6 20,8 3,1 Trom- 0,9 0,8
B10 Bio 84,3 20,0 4,8 Trom- 0,9 0,9
B11 Bio 105,6 23,1 3,4 Trom- 0,8 0,9
B12 Bio 69,4 21,8 2,4 Trom- 2,7 0,8
B13 Bio 78,8 21,8 3,4 Trom- 1,0 0,9
B14 Bio 93,6 22,8 4,1 Trom- 0,8 0,8
B15 Bio 88,8 26,2 3,0 Trom- 0,9 0,9
B16 Bio 110,1 21,5 2,1 Trom- 0,9 0,9
B17 Bio 82,5 21,0 4,1 Trom- 0,9 0,8
B18 Bio 89,0 20,4 4,9 Trom- 0,8 0,8
B19 Bio 107,0 20,3 2,7 Trom- 0,8 0,8
B1 Bio 81,5 17,6 43 Trom- 0,9 0,9
B22 Bio 84,6 20,6 3,3 Trom- 0,8 0,8
B23 Bio 90,8 21,2 2,6 Trom- 0,8 0,8
B24 Bio 75,5 22,5 4.8 Trom- 0,9 0,9
B25 Bio 88,3 21,0 4,5 Trom- 0,7 0,8
B26 Bio 76,1 23,8 4.4 Trom- 0,9 0,8
B27 Bio 68,3 23,2 3,7 Trom- 0,9 0,9
B28 Bio 77,6 23,1 2,5 Trom- 0,8 0,8
B29 Bio 73,6 19,6 4,7 Trom- 0,9 0,9
B29a Bio 84,7 21,6 4,6 Trom- 0,8 0,8
B29b Bio 84,4 20,4 4,5 Trom- 0,8 0,8
B2 Bio 99,6 22,9 4,6 Trom- 0,9 0,9
B30 Bio 83,4 19,8 4,6 Trom- 0,9 0,9
B30a Bio 90,4 19,6 4.8 Trom- 0,7 0,8
B31 Bio 92,4 21,7 4.8 Trom- 0,9 0,8
B32 Bio 94,0 27,4 2,2 Trom- 0,9 0,9
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B33 Bio 73,4 22,0 43 Trom- 0,8 0,9
B34 Bio 82,7 18,6 4.8 Trom- 0,9 0,9
B35 Bio 84,9 21,2 4,0 Trom- 0,7 0,9
B36 Bio 88,9 21,3 3,7 Trom- 0,8 0,9
B37 Bio 75,5 18,9 3,9 Trom- 0,8 0,8
B38 Bio 86,3 23,6 3,2 Trom- 0,8 0,9
B3 Bio 84,3 20,3 3,9 Trom- 0,9 0,8
B40 Bio 89,2 23,4 3,1 Trom- 0,9 0,9
B42 Bio 80,5 21,4 4,5 Trom- 0,8 0,9
B43 Bio 75,9 22,2 3,3 Trom- 0,8 0,8
B43a Bio 83,6 22,7 3,3 Trom- 0,8 0,9
B44 Bio 67,9 22,4 4,1 Trom- 0,9 0,8
B45 Bio 90,6 20,8 4,2 Trom- 0,8 0,9
B46 Bio 96,4 22,7 4,0 Trom- 0,8 0,9
B48 Bio 71,1 24,1 4,5 Trom- 0,9 0,9
B4 Bio 84,9 23,2 1,8 Trom- 0,7 0,8
B50 Bio 89,0 22,8 3,0 Trom- 0,8 0,8
B52 Bio 78,1 20,5 4,3 Trom- 0,9 0,9
B53 Bio 75,7 21,4 4,2 Trom- 0,9 0,9
B55 Bio 87,1 22,0 4,3 Trom- 0,9 0,9
B56 Bio 85,9 20,9 2,8 Trom- 0,9 0,9
B57 Bio 79,8 22,1 3,8 Trom- 1,0 0,9
B58 Bio 77,5 23,1 3,8 Trom- 0,8 0,8
B59 Bio 84,2 22,8 5,6 Trom- 0,8 0,9
B5 Bio 80,0 22,6 3,6 Trom- 0,7 0,8
B60 Bio 81,8 22,6 3,5 Trom- 0,8 0,9
B61 Bio 69,5 22,1 3,1 Trom- 2,1 0,9
B62 Bio 82,4 20,7 3,8 Trom- 0,9 0,8
B63 Bio 99,2 21,1 4,2 Trom- 0,7 0,8
B64 Bio 75,7 22,9 3,5 Trom- 0,7 0,8
B65 Bio 69,9 22,3 2,9 Trom- 0,8 0,8
B66 Bio 81,2 19,1 4,1 Trom- 1,0 0,8
B67 Bio 74,1 23,7 2,7 Trom- 0,8 0,8
B68 Bio 90,1 23,4 3,1 Trom- 0,7 0,8
B69 Bio 65,0 21,4 2,8 Trom- 0,8 0,8
B6 Bio 98,7 21,1 5,3 Trom- 1,7 0,8
B70 Bio 74,6 18,4 3,6 Trom- 0,8 0,8
B71 Bio 77,7 21,2 4.4 Trom- 0,7 0,8
B72 Bio 67,8 23,3 2,5 Trom- 0,7 0,8
B73 Bio 94,9 20,2 4,6 Trom- 0,7 0,8
B74 Bio 82,0 20,9 4.6 Trom- 0,7 0,8
B75 Bio 88,3 20,1 1,7 Trom- 0,8 0,8
B76 Bio 93,4 20,3 1,2 Trom- 0,7 0,8
B77 Bio 72,2 19,2 4,7 Trom- 0,7 0,8
B78 Bio 85,5 19,9 4.8 Trom- 1,0 0,8
B79 Bio 96,4 22,7 4,0 Trom- 0,8 0,9
B7 Bio 70,1 21,5 4.4 unk- 0,9 0,9
B80 Bio 79,7 18,9 4.4 Trom- 1,0 0,8
B81 Bio 84,0 20,9 4,3 Trom- 0,8 0,8
B82 Bio 87,1 22,0 4,6 Trom- 0,8 0,8
B83 Bio 88,8 21,9 2,8 Trom- 0,8 0,8
B83a Bio 75,3 21,9 3,1 Trom- 0,8 0,9
B84 Bio 81,6 22,1 4.8 Trom- 1,1 0,8
B85 Bio 86,7 21,4 3,0 Trom- 0,8 0,8
B8 Bio 78,1 21,5 47 Trom- 0,9 0,9
B9 Bio 85,8 18,4 4,6 Trom- 0,9 0,9
AF151 AF Tansania Kon. 66,4 21,4 1,4 Ikawa 0,8 0,9
AF152 AF Tansania Kon. 99,6 17,6 1,3 Ikawa 0,9 0,8
AF154 AF Tansania Kon. 110,6 16,5 1,2 Ikawa 1,0 0,8
AF1 AF Athiopien Kon. 116,1 22,4 2,8 Ikawa 0,8 0,8
AF205 AF Uganda Kon. 72,5 24,3 1,3 Ikawa 0,7 0,9
AF206 AF Uganda Kon. 76,8 23,6 1,1 Ikawa 0,7 0,9
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AF2 AF Athiopien Kon. 81,1 21,8 1,0 Ikawa 0,8 0,9
AF7 AF Athiopien Bio 112,9 25,0 2,3 Ikawa 0,8 0,8
AS100 AS Sumatra Bio 105,1 22,5 2,4 Ikawa 0,8 0,8
AS150 AS Thailand Kon. 81,2 18,7 1,0 Ikawa 0,7 0,8
AS151 AS Thailand Kon. 74,0 19,9 1,0 Ikawa 0,8 0,9
AS152 AS Thailand Kon. 85,0 21,3 1,5 Ikawa 0,8 0,8
AS153 AS Thailand Kon. 80,7 21,2 1,1 Ikawa 0,7 0,8
AS154 AS Thailand Kon. 86,4 19,7 2,7 Ikawa 0,8 0,8
AS157 AS Thailand Kon. 85,6 19,8 1,4 Ikawa 0,8 0,8
AS158 AS Thailand Kon. 83,2 22,4 1,2 Ikawa 0,8 0,9
AS159 AS Thailand Kon. 81,3 19,9 1,0 Ikawa 0,7 0,9
AS160 AS Thailand Kon. 93,4 22,4 1,4 Ikawa 0,7 0,9
AS161 AS Myanmar Kon. 85,0 22,3 1,8 Ikawa 0,8 0,8
AS162 AS Myanmar Kon. 69,5 20,8 1,1 Ikawa 0,7 0,9
AS167 AS Thailand Kon. 72,2 19,0 1,4 Ikawa 0,8 0,8
AS17 AS Indien Kon. 98,7 17,2 1,4 Ikawa 0,7 0,8
AS1 AS Indien Kon. 81,4 219 1,0 Ikawa 0,8 0,9
AS24 AS Indien Kon. 96,3 16,0 1,3 Ikawa 0,8 0,9
AS2 AS Indien Kon. 103,3 20,0 1,2 Ikawa 0,8 0,9
AS350 AS Malaysia Kon. 81,6 20,2 1,4 Ikawa 0,8 0,9
AS351 AS Malaysia Kon. 94,6 17,7 1,6 Ikawa 0,9 0,8
AS3 AS Indien Kon. 85,6 20,1 1,3 Ikawa 0,7 0,9
AS4 AS Indien Kon. 89,1 19,3 1,3 Ikawa 0,8 0,9
AS5 AS Indien Kon. 103,3 19,9 1,1 Ikawa 0,8 0,9
AS6 AS Indien Kon. 81,0 20,6 1,2 Ikawa 0,7 0,9
AS7 AS Indien Kon. 85,9 20,2 1,1 Ikawa 0,8 0,9
AS8 AS Indien Kon. 87,3 19,5 1,1 Ikawa 0,7 0,9
AS9 AS Indien Kon. 84,1 21,5 3,1 Ikawa 0,8 0,9
N100 NA Guat. Kon. 90,1 20,5 1,2 Ikawa 0,8 0,9
N102 NA Guat. Bio 105,2 22,8 2,7 Ikawa 0,9 0,8
N152 NA Honduras Kon. 76,8 21,5 1,3 Ikawa 0,8 1,0
N153 NA Honduras Kon. 77,9 21,9 1,3 Ikawa 0,7 0,9
N154 NA Honduras Kon. 81,1 22,9 1,4 Ikawa 0,7 0,9
N155 NA Honduras Kon. 95,6 24,1 1,2 Ikawa 0,8 0,9
N156 NA Honduras Kon. 79,6 23,6 1,4 Ikawa 0,8 1,0
N157 NA Honduras Kon. 85,5 17,8 1,4 Ikawa 0,8 0,9
N158 NA Honduras Kon. 67,8 23,3 1,1 Ikawa 0,7 0,9
N160 NA Honduras Kon. 77,8 21,4 1,2 Ikawa 0,8 0,9
N161 NA Honduras Bio 118,1 21,5 2,2 Ikawa 0,8 0,8
N1 NA Costa R. Kon. 85,1 22,5 1,4 Ikawa 0,9 0,8
N201 NA Kuba Kon. 119,8 20,0 2,3 Ikawa 0,8 0,9
N250 NA Mexiko Kon. 87,7 21,2 1,2 Ikawa 0,7 0,9
N251 NA Mexiko Kon. 93,6 21,2 1,1 Ikawa 0,8 0,9
N252 NA Mexiko Kon. 87,2 20,8 1,1 Ikawa 0,8 0,9
N253 NA Mexiko Kon. 92,9 20,1 1,2 Ikawa 0,8 0,9
N254 NA Mexiko Kon. 85,2 20,8 1,0 Ikawa 0,8 0,9
N255 NA Mexiko Kon. 92,2 20,9 1,2 Ikawa 0,8 0,9
N256 NA Mexiko Kon. 96,4 18,9 1,1 Ikawa 0,8 0,9
N257 NA Mexiko Kon. 105,0 19,8 2,0 Ikawa 0,8 0,8
N261 NA Mexiko Kon. 80,2 20,5 0,9 Ikawa 0,8 0,9
N262 NA Mexiko Kon. 92,4 20,7 1,3 Ikawa 0,7 0,9
N263 NA Mexiko Kon. 85,2 18,9 1,0 Ikawa 0,8 0,9
N264 NA Mexiko Bio 86,4 18,7 0,9 Ikawa 0,8 0,9
N265 NA Mexiko Bio 88,2 19,1 1,0 Ikawa 0,8 0,9
N266 NA Mexiko Bio 90,1 19,7 1,0 Ikawa 0,7 0,9
N267 NA Mexiko Bio 78,6 21,6 1,1 Ikawa 0,8 0,9
N286 NA Mexiko Kon. 86,7 21,4 1,4 Ikawa 0,8 0,9
N287 NA Mexiko Kon. 86,5 18,0 1,4 Ikawa 0,9 0,9
N288 NA Mexiko Kon. 99,5 19,8 1,3 Ikawa 0,8 0,8
N289 NA Mexiko Kon. 88,2 19,0 1,3 Ikawa 0,8 0,9
N290 NA Mexiko Kon. 88,2 20,7 1,2 Ikawa 0,8 0,8
N291 NA Mexiko Kon. 91,9 19,8 1,4 Ikawa 0,9 0,8
N292 NA Mexiko Kon. 87,3 19,3 1,2 Ikawa 0,7 1,0
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N293 NA Mexiko Kon. 93,6 18,4 1,5 Ikawa 0,7 0,9
N294 NA Mexiko Kon. 85,6 19,9 1,4 Ikawa 0,8 0,9
N295 NA Mexiko Kon. 85,6 18,3 1,3 Ikawa 0,8 1,0
N2 NA Costa R. Kon. 83,8 19,0 1,3 Ikawa 0,7 0,9
N500 NA Jamaika Kon. 55,3 23,3 1,3 Ikawa 0,7 0,9
N50 NA El Sal. Kon. 86,2 22,1 1,2 Ikawa 0,8 0,9
$102 SA Peru Bio 104,2 22,8 2,4 Ikawa 0,8 0,9
S103 SA Peru Bio 84,0 21,3 1,2 Ikawa 0,8 0,9
S1 SA Brasilien Kon. 84,1 23,8 0,9 Ikawa 0,7 0,9
S250 SA Ecuador Kon. 83,3 24,4 1,3 Ikawa 0,8 0,8
S2 SA Brasilien Kon. 87,2 24,3 1,0 Ikawa 0,7 0,9
S38 SA Brasilien Kon. 91,7 22,3 0,9 Ikawa 0,8 0,9
S3 SA Brasilien Kon. 92,3 23,3 1,1 Ikawa 0,8 0,9
S51_1 SA Kolum. Bio 79,3 20,0 1,4 Ikawa 0,7 0,9
S53_1 SA Kolum. Bio 94,5 20,6 2,2 Ikawa 0,7 0,8
S6 SA Brasilien Kon. 98,0 21,1 1,3 Ikawa 0,8 0,9

Tabelle 9-2: Ubersicht iiber die im Rahmen der zielgerichteten Analyse gemessenen Kaffeeproben mit Defekten. NY: New
Yorker Klassifizierung

Nummer Defekt Klassifizierung Nummer Defekt Klassifizierun
1 Kein 27 Dark Green Beans NY4
2 Unripe Beans NY2 28 Dark Green Beans NY6
3 Unripe Beans NY4 29 Bleached Beans NY2
4 Unripe Beans NY6 30 Bleached Beans NY4
5 Eaten Beans NY2 31 Bleached Beans NY6
6 Eaten Beans NY4 32 Pulper Cuts NY2
7 Eaten Beans NY6 33 Pulper Cuts NY4
8 Well Eaten Beans NY2 34 Pulper Cuts NY6
9 Well Eaten Beans NY4 35 Broken Beans NY2
10 Well Eaten Beans NY6 36 Broken Beans NY4
11 Faded Beans NY2 37 Broken Beans NY6
12 Faded Beans NY4 38 Husks NY2
13 Faded Beans NY6 39 Husks NY4
14 Quaker NY2 40 Husks NY6
15 Quaker NY4 41 Shells NY2
16 Quaker NY6 42 Shells NY4
17 Malformed NY2 43 Shells NY6
18 Malformed NY4 44 Parchment NY2
19 Malformed NY6 45 Parchment NY4
20 Black Beans NY2 46 Parchment NY6

21 Black Beans NY4 47 Pods NY2
22 Black Beans NY6 48 Pods NY4
23 Sour/Brown Beans NY2 49 Pods NY6
24 Sour/Brown Beans NY4 50 Twigs NY2
25 Sour/Brown Beans NY6 51 Twigs NY4
26 Dark Green Beans NY2 52 Twigs NY6
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9.2 Entwicklung einer Methode fiir die nicht zielgerichtete Unter-
suchung der lipophilen Metaboliten

Tabelle 9-3: Mittelwerte der Integrale der Signale 1 - 12bestimmt aus einer Dreifachbestimmung fiir sieben getestete Ex-
traktionsmethoden, welche zur Ermittlung der Extraktionseffizienz herangezogen wurden. Extraktionsmethoden: Folch et
al.: Chloroform: Methanol: 2:1 (v/v); Ackermann et al.: Chloroform: Methanol: Wasser 10:5:1 (v/v/v); Bligh und Dyer: Chlo-
roform: Methanol 1:2 (v/v); Lin et al.: Ethylacetat: Ethanol 1:1 (v/v), Aceton, Chloroform, Chloroform: Methanol 1:1 (v/v).
Die Werte der Integrale wurden durch den Faktor 1000000 geteilt.

Chloro-
Signal 8 Folchet = Ackermann Bligh Lin et Aceton Chloro- form:
[ppm] al. etal. und Dyer al. form Methanol
(1:1,v/v)
Signal 1 0,76-0,87 5465,5 5253,3 890,2 57104 5196,9 47024 4889,8
Signal 2 1,22-1,34 29068,6 26544,5 3716,2 34087,7 31097,6 28919,5 27690,1
Signal 3 1,46-1,66 5209,0 4871,7 1307,4 5807,1 5273,2 5019,5 4901,1
Signal 4 2,68-2,78 1400,8 1337,3 192,0 1623,0 1474,6 1319,0 1361,6
Signal 5 3,53-3,56 4124 740,5 674,0 204,0 167,8 120,2 3237
Signal 6 3,96-4,00 4184 739,5 6689 216,8 173,4 127,2 356,1
Signal 7 4,08-4,15 948,3 908,9 128,7 1103,3 996,8 895,5 949,8
Signal 8 4,21-4,26 269,0 281,8 122,0 290,2 257,5 289,9 278,7
Signal 9 5,21-5,34 3265,7 29384 274,2 3922,3 35754 32472 3162,8
Signal 10  5,84-5,90 74,2 75,3 36,0 82,0 73,9 101,1 71,9
Signal 11 7,21-7,23 84,2 107,9 45,1 859 78,0 551 89,8
Signal 12 7,25-7,29 92,8 99,3 54,4 80,1 71,8 98,7 80,4
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Abbildung 9-1: (A) Mittlere Integrale der Signale 1 - 12 fiir verschiedene Extraktionszeiten gebildet aus einer Drei-
fachbestimmung. Extratkionszeiten: 30, 60, 90, 120 und 180 min. Extraktionsmittel: Chloroform: Methanol (1:1,
v/v), Messlosung (CDCl3:MeOH-d+1:1 (v/v). Signal 1: u = 0,85 - 0,91 ppm; Signal 2: 6u = 2,69 - 2,77 ppm; Signal 3:
6u =3,55- 3,58 ppm; Signal 4: 61 = 5,22 - 5,36 ppm; Signal 5: 5u = 5,85 - 5,97 ppm; Signal 6: 61 = 7,22 - 7,24 ppm;
Signal 7: 6y = 7,27 - 7,29 ppm; Signal 8: éu = 7,74 - 7,77 ppm; Signal 9: 6u = 827 - 832 ppm; Signal 10: &u =
851 - 856 ppm; Signal 11: 5u = 8,77 - 8,41 ppm; Signal 12: 6u = 9,16 - 9,19 ppm; Zur Vergleichbarkeit wurden die
Integrale der Signale 1,2 und 4 um den Wert 200 und die Signale 3 und 5-8 um den Wert 10 geteilt (B) Gesamtin-
tegral gebildet aus der Summe der Integrale 1-12 fiir verschiedene Extraktionszeiten. Extratkionszeiten: 30, 60, 90,
120 und 180 min. Die Werte des Gesamtintegrals wurden um der Wert 1000000 geteilt.

Summe der Integrale 1-12

Tabelle 9-4: Mittlere Verfahrensvariationskoeffizienten gebildet aus der Dreifachbestimmung der Signalintegrale
1 - 12 fiir verschiedene Extraktionszeiten. Signal 1: 6u = 0,85 - 0,91 ppm; Signal 2: éu = 2,69 - 2,77 ppm; Signal 3:
61 = 3,55 - 3,58 ppm; Signal 4: 6y = 5,22 - 5,36 ppm; Signal 5: 51 = 5,85 - 5,97 ppm; Signal 6: §u = 7,22 - 7,24 ppm;
Signal 7: 6u = 7,27 - 7,29 ppm; Signal 8: u=7,74 - 7,77 ppm; Signal 9: 6u =827 - 8,32 ppm; Signal 10: éu =
8,51 - 8,56 ppm; Signal 11: 5n =8,77 - 8,84 ppm; Signal 12: 6y = 9,16 - 9,19 ppm

Extraktionszeit 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
BVK [%] 1,5 0,7 0,7 0,7 0,7
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Abbildung 9-2: Mittlere Integrale der Signale 1 - 12 fiir die Extraktion mit und ohne Glasperlen (GP) gebildet aus
einer Dreifachbestimmung. Extraktionszeit: 60 min, Extraktionsmittel: Chloroform: Methanol (1:1, v/v), Messlé-
sung (CDCl3:MeOH-d4+ 1:1 (v/v). Signal 1: éu = 0,85 - 0,91 ppm; Signal 2: 6n = 2,69 - 2,77 ppm; Signal 3: 6u =
3,55 - 3,58 ppm; Signal 4: 5u= 5,22 - 5,36 ppm; Signal 5: 6u = 5,85 - 5,97 ppm; Signal 6: 5u=7,22 - 7,24 ppm; Signal
7:8u=727-729 ppm; Signal 8: 6u = 7,74 - 7,77 ppm; Signal 9: 6u = 8,27 - 8,32 ppm; Signal 10: 6u = 8,51 - 8,56
ppm; Signal 11: 6u = 8,77 - 8,84 ppm; Signal 12: 61 = 9,16 - 9,19 ppm
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Abbildung 9-3: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 8u = 2,25 - 10,0 ppm der lipophi-
len Kaffeemetaboliten, gemessen in verschiedenen Messlésungen. Die chemische Verschiebung wurde auf
6tms = 0,00 ppm referenziert. Der grau hinterlegte Bereich stellt das Signal des enthaltenen Restwassers dar.
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Abbildung 9-4: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 8u = 6,50 - 10,0 ppm der lipophi-
len Kaffeemetaboliten, aufgearbeitet und gemessen an unterschiedlichen Tagen (Arbeitsvorschrift 8.2.4 B). Die
chemische Verschiebung wurde auf §tus = 0,00 ppm referenziert. (A) Verwendung von unbehandeltem CDCL3 in der
Messlésung. (B) Verwendung von entschdrftem CDCL3 in der Messlosung. Vorgang der Entschérfung von CDCL3 zur
Entfernung reaktiver Abbauprodukte: 70 mL CDCls mit 35 mL Natriumcarbonat-Lésung (100 g/L, aq.) in einem
Scheidetrichter fiir 5 min ausschiitteln. In einer Braunglasflasche 3,5 g getrocknetes Natriumcarbonat (150°C, 24h)
abwiegen und nach der Phasentrennung untere Phase in Braunglasflasche ablassen. Entschdrftes CDCls liber Nacht
stehen lassen
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Abbildung 9-5: (A) Integrale und (B) Signal-zu-Rauschen-Verhdltnisse (S/N) der Signale 1 - 12 fiir die Anwendung
verschiedener Pulswinkel. Messlésung CDCls:MeOH-d+ 1:1 (v/v); Signal 1: éu= 0,85 - 0,91 ppm; Signal 2: én =
2,69 - 2,77 ppm; Signal 3: 6u = 3,55 - 3,58 ppm; Signal 4: 6y = 5,22 - 5,36 ppm; Signal 5: 5n = 5,85 - 5,97 ppm; Signal
6: 61 =722~ 724 ppm; Signal 7: 5y = 7,27 7,2 ppm; Signal 8: 6 = 7,74 - 7,77 ppm; Signal 9: 61 = 8,27 - 8,32 ppm;
Signal 10: 6u = 8,51 - 8,56 ppm; Signal 11: 5u = 8,77 - 8,84 ppm; Signal 12: §u = 9,16 - 9,19 ppm; Zur Vergleichbar-
keit wurden die Integrale der Signale 1,2 und 4 um den Wert 200 und die Signale 3 und 5-8 um den Wert 10 geteilt.
Experiment 1: Pulswinkel: 90° Acquisitionszeit: 7,78 s; Anzahl Scans: 64; Relaxationsverzégerung: 15 s; Gesamt-
dauer: 25,8 min; Experiment 2: Pulswinkel: 30°; Acquisitionszeit: 7,78 s; Anzahl Scans: 64; Relaxationsverzégerung:
15 s; Gesamtdauer: 25,8 min; Experiment 3: Pulswinkel: 30°% Acquisitionszeit: 5,98 s; Anzahl Scans: 128; Relaxati-
onsverzdgerung: 9 s; Gesamtdauer: 31,5 min
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Tabelle 9-5: Ti-Zeiten verschiedener Signale im 400 MHz INMR-Spektrum der lipophilen Kaffeemetaboliten gemes-
sen in CDCl3:MeOH-d4 1:1 (v/v) und bestimmt mittels Inversion Recovery Experiment.

Proton/Verbindung Su [ppm] T1 [s]
Trigonellin 9,71-9,19 1,62
Trigonellin 8,70-8,81 1,61
N-Methylpyridinium 8,46-8,58 1,64
Ameisensiure 8,22-8,29 1,68
Koffein 7,67-7,77 1,71
Furfurylalkohol 7,34-7,38 1,50
Kahweol 7,22-7,27 1,57
Cafestol 7,15-7,22 1,25
Cafestol 6,12-6,18 1,53
Kahweol 5,82-5,92 1,81
Trigonellin 4,48-4,50 0,87
Glycerin 4,38-4,42 0,34
Glycerin 4,17-4,27 0,65
Koffein 3,92-3,98 0,25
Koffein 3,50-3,55 1,08
Koffein 3,34-3,38 2,73
Dimethylsulfon 2,93-3,03 0,82
Bis-allylische Protonen 2,66-2,80 0,76
CH:z in a-Position der CarbonylKlasse 2,26-2,34 2,14
CH:z in a-Position einer AllylKlasse 1,91-2,10 0,94
CHz in -Position der CarbonylKlasse 1,50-1,68 1,42
(CH2)n 1,18-1,39 0,24
Endstandige CH3 0,81-0,92 1,41
A = 77 B _ 70,
% 0 E
E 74 f: A
R MM e A WY eI 3 s
E R f; 65
% 71 g 6.4
E 70 g 63
S E 62l B
1 [ 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71
Nummer der Kontrollprobe Nummer der Kontrollprobe
C 3,70 D

3,65
3,60
3,55
3,50
345
3,40
335
3,30
325

Prozentualer Anteil Integral 4 [%6]

Prozentualer Anteil Integral 5 [%]

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71

Nummer der Kontrollprobe Nummer der Kontrollprobe

Abbildung 9-6: Kontrollkarten von (A) Integral 2 (6n = 1,23 - 1,33 ppm); (B) Integral 3 (6n = 2,31 - 2,34 ppm); (C)
Integral 4 (6u = 2,72 - 2,78 ppm); (D) Integral 5 (6u = 3,55 - 3,60 ppm) ausgewdhlter Signale lipophiler Kaffeeme-
taboliten fiir insgesamt 74 Kontrollproben. Aus den Integralen der zehn Signale wurde das Gesamtintegral
berechnet und anschliefSend der prozentuale Anteil jeden Integrals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Die
grtine Linie zeigt den Mittelwert. Die rote, durchgezogene Linie stellt die Kontrollgrenze dar (Mittelwert + 3-Stan-
dardabweichung). Die blaue, gestrichelte Linie beschreibt die Warngrenze (Mittelwert + 2-Standardabweichung).
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Abbildung 9-7: Kontrollkarten von (A) Integral 6 (6u = 4,31 - 4,39 ppm); (B) Integral 7 (6u = 5,87 - 5,96 ppm); (C)
Integral 8 (6n = 7,26 - 7,31 ppm); (D) Integral 9 (6u = 7,74 - 7,81 ppm) ausgewdhlter Signale lipophiler Kaffeeme-
taboliten fiir insgesamt 74 Kontrollproben. Aus den Integralen der zehn Signale wurde das Gesamtintegral
berechnet und anschliefSend der prozentuale Anteil jeden Integrals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Die
grtine Linie zeigt den Mittelwert. Die rote, durchgezogene Linie stellt die Kontrollgrenze dar (Mittelwert + 3-Stan-
dardabweichung). Die blaue, gestrichelte Linie beschreibt die Warngrenze (Mittelwert + 2-Standardabweichung).
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9.3 Entwicklung einer Methode fiir die nicht zielgerichtete Un-

tersuchung der hydrophilen Metaboliten
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Abbildung 9-8: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 6u= 6,00 - 9,30 ppm und

OH

=3,00 - 4,80 ppm einer Kaffeeprobe mit hellem Réstgrad (blau) und dunklem Réstgrad (rot), gemessen in

H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm. Die chemische Ver-
schiebung wurde auf 6tsp = 0,00 ppm referenziert. Getestet wurden die Probeneinwaagen (A) 0,10g; (B) 0,20 g; (C)
0,60 g und (D) 1,20 g. Die Extraktion erfolgte in jeweils 8 mL H20
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Abbildung 9-9: (A) Mittlere Integrale der Signale 1-13 fiir verschiedene Extraktionszeiten gebildet aus einer Drei-
fachbestimmung. Extratkionszeiten: 20, 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min. Extraktionsmittel: H20; Messlésung
H20:D20 9:1 (v/v). Signal 1: 6u = 1,05 - 1,06 ppm; Signal 2: 6u = 1,32 - 1,33 ppm; Signal 3: 6n = 1,92 - 1,93ppm;
Signal 4: 6u = 3,19 - 3,20 ppm; Signal 5: &u= 3,33 - 3,34 ppm; Signal 6: 6u = 3,49 - 3,51 ppm; Signal 7: éu =
4,42 - 4,44 ppm; Signal 8: 6y = 7,05 - 7,11 ppm; Signal 9: 6y = 7,51 - 7,53 ppm; Signal 10: 8n = 7,86 - 7,89 ppm;
Signal 11: 6y = 8,42 - 8,45 ppm; Signal 12: 6n = 8,49 - 8,54 ppm; Signal 13: 5u = 9,09 - 9,12 ppm; Extratkionszeiten:
20, 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min
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Abbildung 9-10: Mittlere Integrale der Signale 1 - 13 fiir die Extraktion mit und ohne Glasperlen (GP) gebildet aus
einer Dreifachbestimmung. Extraktionszeit: 2 min, Extraktionsmittel: H;0; Messlésung H20:D20 9:1 (v/v). Signal 1:
6n = 1,05 - 1,06 ppm; Signal 2: 6y = 1,32 - 1,33 ppm; Signal 3: 8u = 1,92 - 1,93ppm; Signal 4: 6u = 3,19 - 3,20 ppm;
Signal 5: 5u = 3,33 - 3,34 ppm; Signal 6: 61 = 3,49 - 3,51 ppm; Signal 7: 5n = 4,42 - 4,44 ppm; Signal 8: 6y = 7,05 - 7,11
ppm; Signal 9: 6u = 7,51 - 7,53 ppm; Signal 10: 6u = 7,86 - 7,89 ppm; Signal 11: 6u = 8,42 - 8,45 ppm; Signal 12: 6u =
8,49 - 8,54 ppm; Signal 13: 6u = 9,09 - 9,12 ppm
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Abbildung 9-11: Ergebnisse der Erstellung der Klassifizierungsmodelle mittels PCA-LDA zur Vorhersage des geo-
graphischen Ursprungs von Kaffee beziiglich des Kontinents aus dem 1H-NMR-Spektrum der hydrophilen
Kaffeemetaboliten unter Anwendung verschiedener Filter. (A) Membranfiltration wdhrend der Probenvorberei-
tung. (B) Anwendung der Ultrafiltration mit einem 2 kDa-Zentrifugenfilter. (C) Anwendung der Ultrafiltration mit
einem 1 kDa-Zentrifugenfilter. Als interne Validierung wurde eine zehnfache MCKV durchgefiihrt und der Daten-
satz wurde zu 90% Trainingsdatensatz und 10% Testdatensatz eingeteilt. Jeweils links in der Abbildung (A)-(C) ist
der LDA-Raum eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensat-
zes ist als Wolke dargestellt, die Testdatensatz-Proben werden durch Punkte symbolisiert. Rechts in der Abbildung
(A4)-(C) ist die Konfusionsmartix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse
bzw. die wahre Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent
angegeben. Verwendetes Experiment NOESY-Pulssequenz: 6u=0,5-9,8 ppm; 1000 Bucket;, Ausschluss
61 =4,72 - 4,88 ppm; Normalisierung: éu = -0,10 - 0,10 ppm; log-Transformation; PCA-Dimensionen: 15; n: Anzahl
der Proben; AF: Afrika; AS: Asien; NA: Nordamerika; SA: Stidamerika; LD: lineare Diskriminanzfunktion; PCA: Prin-
ciple Component Analysis; MCKV: Monte-Carlo-Kreuzvalidierung; LDA: Lineare Diskriminanzanalyse

195



Anhang

| |
1 | |

NS AN NN A A I N Al A A N A A AN~ A

= - - -

96 1.95 194 193 192 191 190 189 1} 96 195 194 193 192 191 190 189 LE 96 195 194 193 192 191 190 189 11 96 195 194 193 192 191 190 189 11 96 195 1.94 193 192 191 1.90 189 11
1 (ppm) 1 (ppm) 1 (ppm) 1 (ppim) 1 (ppm)

Abbildung 9-12: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich éu = 1,80 - 1,96 ppm einer wdss-
rigen Kaffeeprobe mit hellem Rostgrad (rot), mittlerem Riostgrad (blau) und dunklem Rostgrad (griin), gemessen
in H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm. Die chemische Ver-
schiebung wurde auf 8tsp = 0,00 ppm referenziert. Getestet wurde die Verwendung eines Natriumphosphatpuffers
mit dem pH-Wert = 6 und verschiedenen Konzentrationen. (A) ¢ = 0,10 mol/L; (B) c = 0,50 mol/L.; (C) c = 1,00
mol/L.; (D) ¢ = 2,00 mol/L.; (E) ¢ = 3,00 mol/L

A1 2.10 2.09 2.08 2.07 2.C 09 2.08 2.07 2.06 2.05 2. 2.01 2.00 1.99 1.98 1.97 .98 197 1.96 195 1.94 1.t

.

97 1.96 1.95 1.94 1.93 1. 1.95 1.94 193 1.92 191 1.‘95 1.‘94 1.§3 1.‘92 1.‘91

Abbildung 9-13: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 6n = 1,90 - 2,10 ppm einer wdiss-
rigen Kaffeeprobe mit hellem Réstgrad (rot), mittlerem Rostgrad (blau) und dunklem Réstgrad (griin), gemessen
in H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm. Die chemische Ver-
schiebung wurde auf 6tsp = 0,00 ppm referenziert. Getestet wurde die Verwendung eines Natriumphosphatpuffers
mit der Konzentration von 1 mol/L und verschiedenen pH-Werten. (A) pH = 2,00; (B) pH = 3,00.; (C)pH = 4,00.; (D)
pH =4,50.; (E) pH =5,00; (F) pH = 5,50; (G) pH = 6,00
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Abbildung 9-14: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich éu = -0,50 - 10,0 ppm der hydro-
philen Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6tsp = 0,00 ppm
referenziert. (A) Ohne Lésungsmittelunterdriickung (Pulsprogramm: zg); (B) Lésungsmittelunterdriickung mittels
Water Supression Enhanced Through T1 Effects (WET, Pulsprogramm: wet)
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Abbildung 9-15: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 8u = -0,50 - 10,0 der hydrophilen
Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf d1sp = 0,00 ppm referen-
ziert. (A) Lésungsmittelunterdriickung mit Vorsdttigungspuls (Pulsprogramm: zgpr); (B) Ldsungsmittel-
unterdriickung mit Vorsdttigungspuls und nachfolgendem Composite Puls (Pulsprogramm: zgcppr)
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Abbildung 9-16: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 6u = -0,50 - 10,0 ppm der hydro-
philen Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6tsp = 0,00 ppm
referenziert. (A) Lésungsmittelunterdriickung mittels 1D- Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) (Puls-
programm: noesygpprld); (B) Lésungsmittelunterdriickung mittels 1D-NOESY unter Verwendung der zusdtzlichen
Wartezeit D7 (Pulsprogramm: noesygpprld_d7)
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Abbildung 9-17: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich n = -0,50 - 10,0 ppm der hydro-
philen Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6tsp = 0,00 ppm
referenziert. (A) Lésungsmittelunterdriickung mittels Water Supression by Gradient Tailored Excitation (WATER-
GATE) (Pulsprogramm: p3919); (B) Losungsmittelunterdriickung mittels WATERGATE (Pulsprogramm: zggpwg)

mw (W

20 95 9.0 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 - 30 95 9.0 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 -
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Abbildung 9-18: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich n = -0,50 - 10,0 ppm der hydro-
philen Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6rsp = 0,00 ppm
referenziert. (A) Lésungsmittelunterdriickung mittels Excitation-Sculpting (Pulsprogramm: zggpw5); (B) Lésungs-
mittelunterdriickung mittels Excitation-Sculpting (Pulsprogramm: zgesgp)
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Abbildung 9-19: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 8u = 4,35 - 5,00 ppm der hydro-
philen Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6rsp = 0,00 ppm
referenziert. Wasserunterdriickung mittels 1D-NOESY (Pulsprogramm: noesygpprld_d7) unter Verwendung ver-
schiedener Leistungen des Sdttigungspulses. (A) Leistung = 10 Hz, (B) Leistung = 15 Hz; (C) Leistung = 20 Hz; (D)
Leistung = 25 Hz; (E) Leistung = 30 Hz; (F) Leistung = 50 Hz
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Abbildung 9-20: Absolute Integrale der Signale von Milchsdure (6u =1,32-136ppm), Essigsdure
(6u=1,92 - 1,94 ppm), Koffein (6u = 3,32 - 3,36 ppm), CQA (61 = 6,90 - 6,99 ppm), Koffein_1 (6u = 7,87 - 7,92 ppm),
Ameisensdure (6u = 842 - 8,49 ppm), NMP (6u = 849 - 8,60 ppm), Trigonellin (6n=9,08 - 9,17 ppm) und HMF
(61 = 9,40 - 9,48 ppm) in Abhdingigkeit unterschiedlich gewdhlter D1-Zeiten des Experimentes ,noesygpprld". Aus-
gewdhlte Di-Zeiten: 0,1s; 1,0 s; 2,0 s; 4,0 s; 6,0 s; 80 s; 10,0 s; 15,0 s; 20,0 s; 25,0 s; 30,0 s; 40,0 s. Zur besseren
Darstellung wurden die Werte der Integrale der Milchsdure, Ameisensdure, NMP und Trigonellin wurden um den
Faktor 50000, die Werte der Integrale von Essigsdure, Koffein, CQA und Koffein_1 um den Faktor 100000 und der
Wert der Integrale von HMF um den Faktor 1000 geteilt. CQA: Caffeoylchinasdure-Isomere; NMP: N-Methylpyridi-
nium; HMF: 5-Hydroxymethylfurfural
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Abbildung 9-21: Ausschnitte verschiedener 400 MHz 1H-NMR-Spektren im Bereich 6u = 4,00 - 6,20 ppm der lipo-
philen Kaffeemetaboliten, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf tsp = 0,00 ppm
referenziert. Wasserunterdriickung mittels 1D-NOESY (Pulsprogramm: noesygpprld_d7) unter Verwendung ver-
schiedener Messtemperaturen. Der grau hinterlegte Bereich stellt das Signal des Restwassers dar.
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Abbildung 9-22: Kontrollkarten von (A) Integral 2 (6u = 1,3 - -1,37 ppm);(B) Integral 3 (6n = 1,92 - 1,94 ppm); (C)
Integral 4 (6n = 3,18 - 3,22 ppm); (D) Integral 5 (6u = 3,33 - 3,36 ppm) der Signale ausgewdhlter hydrophiler Kaf-
feemetaboliten fiir insgesamt 84 Kontrollproben. Aus den Integralen der zehn Signalen wurde das Gesamtintegral
berechnet und anschlief3end der prozentuale Anteil jeden Integrals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Die
grtine Linie zeigt den Mittelwert. Die rote, durchgezogene Linie stellt die Kontrollgrenze dar (Mittelwert + 3-Stan-
dardabweichung). Die blaue, gestrichelte Linie beschreibt die Warngrenze (Mittelwert + 2-Standardabweichung).
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Abbildung 9-23: Kontrollkarten von (A) Integral 6 (61 = 4,42 — 4,47 ppm); (B) Integral 7 (6u = 5,27 - 5,38 ppm); (C)
Integral 8 (61 = 6,89 - 7,00 ppm); (D) Integral 9 (6u = 7,51 - 7,55 ppm) der Signale ausgewdhlter hydrophiler Kaf-
feemetaboliten fiir insgesamt 84 Kontrollproben. Aus den Integralen der zehn Signalen wurde das Gesamtintegral
berechnet und anschliefsend der prozentuale Anteil jeden Integrals bezogen auf das Gesamtintegral bestimmt. Die
griine Linie zeigt den Mittelwert. Die rote, durchgezogene Linie stellt die Kontrollgrenze dar (Mittelwert * 3-Stan-
dardabweichung). Die blaue, gestrichelte Linie beschreibt die Warngrenze (Mittelwert + 2-Standardabweichung).
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9.4 Nicht zielgerichtete Untersuchung mittels Verfahren der
uni- und multivariaten Statistik
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Abbildung 9-24: Darstellung der Metadaten (A) Rostgrad, (B) Fettauswaage nach der Extraktion der lipophilen
Kaffeemetaboliten und (C) Feuchtegehalt der untersuchten Kaffeeproben in Box-Whisker-Plots. AF: Afrika; AS:
Asien; NA: Nordamerika; SA: Stidamerika; AT: Athiopien; BR: Brasilien; K: Kolumbien; B: Biologischer Anbau;
lkawa: Réstung mittel Heifsluft
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Abbildung 9-25: Ergebnisse der MCKV der PCA-LDA zur Vorhersage des geographischen Ursprungs von Kaffee be-
ziiglich der Ldnder Brasilien und Kolumbien aus den 1H-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen
Kaffeemetaboliten. Jeweils rechts in der Abbildung (A)-(E) ist der LDA-Raum eines Kreuzvalidierungsschrittes dar-
gestellt. Das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes ist als Wolke dargestellt, die Testdatensatz-
Proben werden durch Rechtecke symbolisiert. Links in der Abbildung (A)-(E) ist die Konfusionsmatrix der MCKV
dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse bzw. die wahre Klasse. In der Konfusions-
matrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent angegeben. (A) Modell der lipophilen
Kaffeemetaboliten mit der Datenvorbehandlung wie in Kapitel 8.4.1 beschrieben. (B) Modell der lipophilen Kaffee-
metaboliten mit der Datenvorbehandlung wie in Kapitel 8.4.1 beschrieben mit zusdtzlicher Normalisierung auf
einen einheitlichen Feuchtegehalt von 3%. (C) Modell der hydrophilen Kaffeemetaboliten mit der Datenvorbehand-
lung wie in Kapitel 8.4.1 beschrieben. (D) Modell der hydrophilen Kaffeemetaboliten mit der Datenvorbehandlung
wie in Kapitel 8.4.1 beschrieben mit zusdtzlicher Normalisierung auf einen einheitlichen Feuchtegehalt von 3%. (E)
Modell der lipophilen Kaffeemetaboliten mit der Datenvorbehandlung wie in Kapitel 8.4.1beschrieben. (F) Modell
der lipophilen Kaffeemetaboliten mit der Datenvorbehandlung wie in Kapitel 8.4.1 beschrieben mit zusdtzlicher
Normalisierung auf eine einheitliche Fettauswaage von 20 mg
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Tabelle 9-6: Ergebnisse der externen Validierung des Klassifizierungsmodells Afrika-Nordamerika basierend auf
der Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten. Der conf-Wert dient als Beurteilungskriterium fiir die
richtige Zuordnung. Bei einem conf-Wert von 0 liegt die Probe im Klassenmittelpunkt, bei einem conf-Wert <1 in-
nerhalb des 95%igen Prognoseellipsoids der Klasse. AF: Afrika; NA: Nordamerika

Modell basierend auf der Analyse Modell basierend auf der Analyse

der lipophilen Metaboliten der hydrophilen Metaboliten

Testprobe conf(AF) conf(NA) conf(AF) conf(NA)
19BE007 1,85 0,08 2,35 0,07
19BE032 1,87 0,07 2,71 0,32
19BE064 1,78 0,15 2,48 0,09
19BE098 2,04 0,16 2,32 0,10
19BE115 2,27 0,43 2,66 0,27
19BE134 1,86 0,09 2,46 0,09
19BE137 2,01 0,17 1,76 0,67
19BE150 1,87 0,06 2,23 0,18
19HA005 2,38 0,56 3,15 0,78
20HA004 2,46 0,65 2,40 0,05
20HA010 2,19 0,33 2,39 0,06
21HA0001 2,85 1,10 2,93 0,56
AF102 0,86 1,20 0,47 2,02
AF107 0,57 1,54 0,89 1,58
AF10 0,24 1,96 0,43 2,05
AF155 0,55 1,56 0,96 1,51
AF15f 0,15 2,36 0,10 2,41
AF17 0,34 2,58 0,64 3,17
AF208 0,39 1,75 0,52 1,97
AF22a 0,44 1,69 1,84 0,59
AF29 0,08 2,15 0,05 2,49
AF31a 0,43 1,69 0,13 2,37
AF33a 0,14 2,30 0,13 2,64
AF350a 0,45 1,68 1,00 1,47
AF3 1,77 0,21 1,89 0,53
AF400a 0,23 1,93 0,32 2,84
AF41 0,19 1,99 0,21 2,29
AF48 0,16 2,09 0,22 2,28
AF53 0,23 1,93 0,16 2,68
AF901 0,36 1,78 0,72 1,76
N101 1,24 0,76 1,69 0,74
N105 1,68 0,25 2,08 0,34
N109 1,19 0,81 1,66 0,77
N115 1,60 0,34 2,14 0,28
N118 1,91 0,09 2,73 0,34
N15 1,25 0,75 2,05 0,37
N162 1,92 0,11 2,44 0,07
N168 1,96 0,09 2,16 0,25
N174 2,13 0,28 2,58 0,19
N178 1,86 0,08 2,06 0,36
N181 1,39 0,59 1,98 0,44
N259 1,85 0,16 2,78 0,40
N270 1,84 0,07 2,60 0,21
N273 1,38 0,60 1,72 0,71
N280 1,78 0,17 2,46 0,07
N296 1,43 0,54 1,83 0,60
N303b 2,32 0,49 2,61 0,22
N350 1,58 0,37 2,06 0,36
N450 1,16 0,85 0,66 1,81
N51 2,07 0,21 2,09 0,33
N5 0,08 2,14 0,35 2,14
N8 1,78 0,14 1,93 0,49
N900 2,03 0,16 1,96 0,46
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Tabelle 9-7: Ergebnisse der externen Validierung des Klassifizierungsmodells Brasilien-Afrika basierend auf der
Analyse der lipophilen und hydrophilen Metaboliten. Der conf-Wert dient als Beurteilungskriterium fiir die richtige
Zuordnung. Bei einem conf-Wert von 0 liegt die Probe im Klassenmittelpunkt, bei einem conf-Wert <1 innerhalb des
95%igen Prognoseellipsoids der Klasse. BR: Brasilien; AF: Afrika

Modell basierend auf der Analyse Modell basierend auf der Analyse
der lipophilen Metaboliten der hydrophilen Metaboliten
Testprobe conf(BR) conf(AF) conf(BR) conf(AF)
20DU002 0,64 2,71 0,39 2,76
20DUO016 0,10 2,13 0,15 2,41
20DU025 0,09 2,14 0,41 2,77
20DU030 0,15 2,31 0,09 2,53
20DU037 0,86 2,88 0,15 2,60
20DU045 0,89 1,48 0,80 1,98
20DU050 0,15 2,32 0,11 2,55
20DU054 0,70 2,76 0,61 2,90
20DU058 0,96 1,43 0,74 2,02
20DU059 0,29 1,97 0,51 2,84
20DU062 0,07 2,24 0,54 2,14
20DU068 0,74 1,61 0,68 2,05
20DU071 0,18 2,32 0,40 2,77
AF102 2,20 0,44 3,67 0,11
AF107 1,93 0,66 3,04 0,50
AF10 1,48 1,01 2,29 1,00
AF155 2,06 0,56 2,78 0,67
AF15f 3,00 0,20 4,18 0,25
AF17 3,41 0,52 4,88 0,71
AF208 1,94 0,65 2,97 0,55
AF22a 2,71 0,12 2,49 0,86
AF29 3,41 0,53 3,70 0,08
AF31a 2,49 0,21 3,55 0,17
AF33a 2,48 0,22 4,07 0,19
AF350a 2,33 0,34 2,95 0,56
AF3 1,43 1,05 1,82 1,31
AF400a 2,36 0,31 4,18 0,25
AF41 2,32 0,34 3,43 0,25
AF48 2,47 0,23 3,29 0,33
AF53 2,21 0,43 3,75 0,06
AF901 1,84 0,73 2,97 0,54
S11 0,15 2,29 0,08 2,49
S16 0,48 1,81 1,32 1,63
S20 0,33 2,43 0,43 2,22
S23 0,08 2,20 0,47 2,19
S27 0,28 1,98 0,09 2,50
S31 0,37 1,91 0,52 2,16
S36 0,19 2,33 0,19 2,39
S42 0,62 1,71 0,41 2,24
S45 0,09 2,25 0,67 2,06
S49 0,13 2,17 0,93 3,12
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AS
NA
—BR

Abbildung 9-26: Univariate Datenanalyse zur Untersuchung spektraler Unterschiede zwischen den hydrophilen
Kaffeemetaboliten der Klassen Afrika, Asien, Nordamerika und Brasilien mittels Kruskal-Wallis Test. Pink hinter-
legt sind die Buckets mit einem kleineren p-Wert als das Signifikanzniveau. a = 0,05, Anzahl Buckets: 983, nach
Siddk korrigiertes Signifikanzniveau aorr = 5,2210-5. AF: Afrika; AS: Asien; NA: Nordamerika; BR: Brasilien

. L_JJ

2.8 2.6 2.4 2.2
f1 (ppm)

2.0

Abbildung 9-27: Ausschnitt des 400 MHz H-NMR-Spektrums im Bereich éu = 1,80 - 3,60 ppm der lipophilen Meta-
boliten in der Probe AF15 gemessen in CDCls:xMeOH-d4 1:1 (v/v). Blau hinterlegt sind die spektralen Bereiche der

Variablen 6u = 2,02 ppm und 3,47 ppm, welche die Abgrenzung der Klasse Brasilien im Klassifizierungsmodell Bra-
silien-Nordamerika beeinflussten.
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Abbildung 9-28: Ausschnitt des 400 MHz 1H-NMR-Spektrums im Bereich 8n = 1,80 - 3,60 ppm der lipophilen Meta-
boliten in der Probe AF15 gemessen in CDCl3:MeOH-d4 1:1 (v/v). Blau hinterlegt ist der spektrale Bereich der
Variablen §u = 3,92 ppm, welche die Abgrenzung der Klasse Brasilien im Klassifizierungsmodell Athiopien-Nord-
amerika beeinflusste. Orange hinterlegt sind die spektralen Bereiche der Variablen &y = 3,40; 3,58 und 4,01 ppm,
welche die Trennung der Klasse Nordamerika im Klassifizierungsmodell Athiopien-Nordamerika beeinflussten.
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9.5 Datenfusionierung der lipophilen und hydrophilen !H-
NMR-spektroskopischen Daten
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Abbildung 9-29: Ergebnisse der MCKV des Klassifizierungsmodells zur Vorhersage des geographischen Ursprungs
von Kaffee beziiglich des Landes Kolumbien und den Kontinent Asien. (A) Klassifizierungsmodell durch die Analyse
der 1H-NMR-Spektren der lipophilen Metaboliten; (B) Klassifizierungsmodell durch die Analyse der 1H-NMR-Spek-
tren der hydrophilen Kaffeemetaboliten;(C) Klassifizierungsmodell durch die Low-Level Datenfusionierung der 1H-
NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten; (D) Klassifizierungsmodell durch die Mid-Level Daten-
fusionierung der 1H-NMR-Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten. Oben in (A)-(D) ist der LDA-Raum
eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Die Wolken kennzeichnen das 95%ige Prognoseellipsoid des Trai-
ningsdatensatzes. Unten in (A)-(D) ist die Konfusionsmartix der MCKV dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse
zeigen die zugeordnete Klasse bzw. die wahre Klasse. In der Konfusionsmatrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vor-
hersageergebnisses in Prozent angegeben. Anzahl der fiir die LDA verwendeten PC: (A)-(C) 19; PC: (D) 38. MCKV:
Monte-Carlo Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Line-
are Diskriminanzfunktion; K: Kolumbien; AS: Asien

AF 1,1% 99,0%
n=71 70 2
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n=93 NEP) 0,7)
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Abbildung 9-30: Ergebnisse der MCKV des Klassifizierungsmodells der Mid-Level Datenfusionierung der !H-NMR-
Spektren der lipophilen und hydrophilen Metaboliten. (A) Klassifizierungsmodell Brasilien-Afrika. Fiir die Datenfu-
sionierung verwendete PC: 29. (B) Klassifizierungsmodell Kolumbien-Asien. Fiir die Datenfusionierung verwendete
PC: 19. Rechts in (A) und (B) ist der LDA-Raum eines Kreuzvalidierungsschrittes dargestellt. Die Wolken kennzeich-
nen das 95%ige Prognoseellipsoid des Trainingsdatensatzes. Links in (A) und (B) ist die Konfusionsmartix der MCKV
dargestellt. Die x-Ache und die y-Achse zeigen die zugeordnete Klasse bzw. die wahre Klasse. In der Konfusions-
matrix ist die Wahrscheinlichkeit des Vorhersageergebnisses in Prozent angegeben. MCKV: Monte-Carlo
Kreuzvalidierung; PCA-LDA: Hauptkomponentenanalyse mit linearer Diskriminanzanalyse; LD: Lineare Diskrimi-
nanzfunktion; BR: Brasilien; AF: Afrika; K: Kolumbien; AS: Asien
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Identifizierung lipophiler Kaffeemetaboliten mittels NMR-

9.6
Spektroskopie
o o] o _ o]
H)'II\OH H@AI\OH HO\Z)J\OH Haé\%&H
OH
Ameisensiaure Essigsdure Glycolsaure Milchsidure

4-Caffeoylchinasdure

Kahweol
12 !
0 CHa CHs
10 / rL
H4C c M
INNT6 | N (,I X 2
8
: /> 5 3
| 4
CH4
11
Koffein N-Methylpyridinium Trigonellin

Abbildung 9-31: Strukturformeln ausgewdhlter in Kaffee vorkommenden Primdr- und Sekunddrmetabolite. In den
Strukturen sind die !H-Kerne durchnummeriert.
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Abbildung 9-32: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrums der lipophilen Kaffee-
metaboliten im Bereich 6n = 0,20 - 5,00 ppm und 6c = 0,00 - 190 ppm, gemessen in CDCl3:MeOH-d4 1:1 (v/v). Die
Spinsysteme sind in rot gestrichelten Linien dargestellt.
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Abbildung 9-33: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrums der lipophilen Kaffee-
metaboliten im Bereich 6n = 5,00 - 10,0 ppm und 6c = 0,00 - 190 ppm, gemessen in CDCl3:MeOH-d4 1:1 (v/v). Die
Spinsysteme sind in rot gestrichelten Linien dargestellt.
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Abbildung 9-34: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-NMR-Spektrums im Bereich 8n = -0,20 - 3,20 ppm der lipophilen Kaf-
feemetaboliten, gemessen in CDCls:MeOH-d4 1:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6rus = 0,00 ppm

referenziert. TMS: Tetramethylsilan; FA: Fettsduren; EtOH: Ethanol; UFA: ungesdttigte Fettsduren; PUFA: mehrfach
ungesdttigte Fettsduren; DMS: Dimethylsulfon
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Abbildung 9-35: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-NMR-Spektrums im Bereich 6y = 3,00 - 5,50 ppm der lipophilen Kaf-
feemetaboliten, gemessen in CDCl3:MeOH-d4 1:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf &rus = 0,00 ppm

referenziert. LM: Signal erzeugt durch Lésungsmittel; MeOH: Methanol; EtOH: Ethanol; TAG: Triacylglyceride; UFA:
ungesdttigte Fettsduren
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Abbildung 9-36: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-NMR-Spektrums im Bereich 6u = 5,50 - 9,40 ppm der lipophilen Kaf-
feemetaboliten, gemessen in CDCl3:MeOH-d4 1:1 (v/v). Die chemische Verschiebung wurde auf 6tms = 0,00 ppm
referenziert HZS: Hydroxyzimtsdureisomere (Kaffeesdure, Ferulasdure, p-Cumarsdure); NMP: N-Methylpyridinium

9.7 Identifizierung lipophiler Kaffeemetaboliten mittels NMR-
Spektroskopie
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Abbildung 9-37: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-TOCSY-NMR-Spektrums der hydrophilen Kaf-
feemetaboliten im Bereich 6u= 0,20 - 5,0 ppm und 6c = 0,00 - 190 ppm, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die
Spinsysteme sind in rot gestrichelten Linien dargestellt.
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Abbildung 9-38: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-13C-korrelierten HSQC-NMR-Spektrums der hydrophilen Kaffeemeta-
boliten im Bereich 6y = 5,00 - 10,0 ppm und 6c = 0,00 - 190 ppm, gemessen in H20:D20 9:1 (v/v). Die Spinsysteme
sind in rot gestrichelten Linien dargestellt.
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Abbildung 9-39: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-NMR-Spektrums im Bereich &u = -0,20 - 3,20 ppm der hydrophilen
Kaffeemetaboliten in H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm.
Die chemische Verschiebung wurde auf dtsp = 0,00 ppm referenziert. TSP: Trimethylsilylpropionat
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. Koffein
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Abbildung 9-40: Ausschnitt eines 400 MHz 1H-NMR-Spektrums im Bereich &u = -3,20 - 6,20 ppm der hydrophilen
Kaffeemetaboliten in H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm.

Die chemische Verschiebung wurde auf Stsp = 0,00 ppm referenziert 4-CQA: 4-Caffeoylchinasdure; 5-CQA: 5-Caf-
feaylchinasdure;3-CQA: 3-Caffeoylchinasdure
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Abbildung 9-41: Ausschnitt eines 400 MHz H-NMR-Spektrums im Bereich &n = 6,20 - 10,0 ppm der hydrophilen
Kaffeemetaboliten in H20:D20 9:1 (v/v). Die Lésungsmittelunterdriickung erfolgte mit dem NOESY-Pulsprogramm.
Die chemische Verschiebung wurde auf d1sp = 0,00 ppm referenziert HZS: Hydroxyzimtsdureisomere (Kaffeesdure,
Ferulasdure, p-Cumarsdure); NMP: N-Methylpyridinium; HMF: 5-Hydroxymethylfurfural
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9.8 Zielgerichtete Analyse zur Quantifizierung ausgewaihlter

Kaffeemetaboliten
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Abbildung 9-42: Strukturen der in den Kaffeeproben quantifizierten Metaboliten. Rot eingekreist sind die 1H-Kerne,

welche die Signale erzeugen, mit denen die Verbindungen quantifiziert wurden.
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Abbildung 9-43: Kurvenanpassungsmethoden durch die Voigt-Funktion an die Signale von (A) Milchsdure, (B) Es-
sigsdure, (C) Caffeoylchinasdure-Isomere (D) Koffein, iliber welche die Quantifizierung erfolgte. Die schwarze Linie
stellt das Signal dar und der blau hinterlegte Bereich kennzeichnet das Integral, welches nach der Anpassung der
Voigt-Funktion an das entsprechende Signal berechnet wurde.
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Tabelle 9-8: Wiederfindungen bestimmt als Quotient des bestimmten durch den tatsdchlich vorhandenen Gehalt
und angegeben in Prozent der Analyten Milchsdure, Essigsdure, Koffein, Caffeoylchinasdure-Isomere (CQA), Amei-
sensdure, N-Methylpyridinium (NMP), Trigonellin und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) fiir die 1H-qNMR-Methode.
Die Reinsubstanzen der Analyten wurden in acht unterschiedlichen Konzentrationen auf eine Kaffeematrix aufge-
stockt und sind als Aufstockung1-Aufstockung8 (A 1 - A 8) gekennzeichnet.

Milch-  Essig- Ameisen- Tri-
sdure siaure Koffein CQA saure NMP gonellin HMF
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
A1l 100 105 86,1 80,6 104 110 105 116
A2 97,5 96,2 85,7 78,4 101 110 103 106
A3 103 109 84,0 76,2 97,4 107 102 108
A4 96,7 104 84,5 77,8 97,9 106 103 112
A5 96,3 104 85,6 78,7 101 105 104
A6 99,8 97,2 84,6 78,7 101 103 102 109
A7 98,7 104 85,0 77,8 100 105 103 108
A8 98,7 104 85,4 78,6 101 108 104 111

Tabelle 9-9: Variationskoeffizienten (VKs) zur Uberpriifung der Messprdzision (MP), Vergleichsprdzision (VP) und
Robustheit ® fiir die Analyten Milchsdure, Essigsdure, Koffein, Caffeoylchinasdure-Isomere (CQA), Ameisensdure,
N-Methylpyridinium (NMP), Trigonellin und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) fiir die 1H-qNMR-Methode.

Milch- Essig- Ameisen- Tri-
saure saure Koffein CQA saure NMP gonellin HMF
VK(MP)[%] 1,90 5,20 1,40 2,20 2,20 2,40 1,20 10,1
VK(VP)[%] 2,30 5,40 1,70 2,90 2,50 2,50 1,60 10,3
VK(R) [%] 2,90 5,10 1,30 1,90 1,00 4,00 0,40 7,50
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Abbildung 9-44: Ergebnisse der linearen Regression und Residuenanalyse zur Uberpriifung der Linearitdt der
1H-qNMR-Methode fiir die Analyten Koffein, Caffeoylchinasdure-Isomere (CQA), Ameisensdure, Trigonellin, N-Me-
thylpyridinium (NMP) und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF). Links dargestellt ist die Auftragung der bestimmten
Konzentration gegeniiber der tatsdchlich vorhandenen Konzentration fiir die acht Aufstockungen der jeweiligen
Reinsubstanz auf die Kaffeematrix unter Angabe der Geradengleichung und des Bestimmtheitsmaf3 R2. Recht dar-
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Abbildung 9-45: HPLC-DAD-Chromatogramme im Bereich (A) 2,70 - 29,4 min und (B) 2,64 - 7,96 min. Gekenn-
zeichnet sind die Peaks der Analyten Trigonellin, N-Methylpyridinium, 5-Hydroxymethylfurfural (HMF),
Neochlorogensdure (3-Caffeoylchinasdure), Caffeoylchinasdure (Caffeoylchinasdure), CQA (5- Caffeoylchinasdure)

und Koffein.
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Tabelle 9-10: Wiederfindungen bestimmt als Quotient des bestimmten durch den tatsdchlich vorhandenen Gehalt
und angegeben in Prozent der Analyten Trigonellin, N-Methylpyridinium (NMP), 3-Caffeoylchinasdure (3-CQA), 4-
Caffeoylchinasdure (4-CQA), 5-Caffeoylchinasdure (5-CQA) und Koffein fiir die HPLC-DAD-Quantifizierungsme-
thode. Die Reinsubstanzen der Analyten wurden in acht unterschiedlichen Konzentrationen auf eine Kaffeematrix
aufgestockt und sind als Aufstockung1-Aufstockung8 gekennzeichnet.

Trigonellin NMP HMF 3-CQA 4-CQA 5-CQA Koffein

[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
A1 100 -0,90 825 99,2 90,5 98,4 90,8
A2 100 26,2 91,5 97,1 94,3 101 93,8
A3 101 67,4 95,5 96,0 97,0 97,0 93,5
A4 100 83,0 97,0 95,7 107 98,1 93,3
AS 101 98,1 98,0 97,9 104 95,8 93,7
A6 101 104 97,9 96,7 112 94,6 93,0
A7 100 120 97,2 96,1 105 94,0 92,8
A8 101 170 97,0 95,2 109 90,3 92,5

Tabelle 9-11: Nachweisgrenzen (NG) und Bestimmungsgrenzen (BG) (angegeben in g/kg ermittelt nach DIN
32645) fiir die Analyten Trigonellin, 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), 3-Caffeoylchinasdure (3-CQA), 4-Caffeoylchi-
nasdure (4-CQA), 5-Caffeoyichinasdure (5-CQA) und Koffein fiir die HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode

Trigonellin NMP HMF 3-CQA 4-CQA 5-CQA Koffein
NG [g/kg] 0,27 3,09 0,38 0,39 1,26 1,33 0,82
BG [g/kg] 1,01 8,44 1,41 1,42 3,86 4,47 2,89
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Abbildung 9-46: Ergebnisse der linearen Regression und Residuenanalyse zur Uberpriifung der Linearitdt der
HPLC-DAD-Quantifizierungsmethode fiir die Analyten Trigonellin, N-Methylpyridinium (NMP), 3-Caffeoylchi-
nasdure (3-CQA), 4-Caffeoylchinasdure (4-CQA), 5-Caffeoylchinasdure (5-CQA) und Koffein. Links dargestellt ist die
Auftragung der bestimmten Konzentration gegentiber der tatsdchlich vorhandenen Konzentration fiir die acht Auf-
stockungen der jeweiligen Reinsubstanz auf die Kaffeematrix unter Angabe der Geradengleichung und des
Bestimmtheitsmaf3 R2. Recht dargestellt ist die Auftragung der Residuen gegen die acht Aufstockungen.
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Tabelle 9-12: Bezeichnung der Kaffeeproben, welche neben der 1H-qNMR-Methode zusdtzlich mittels HPLC-DAD-
Referenzmethode zur Quantifizierung von Trigonellin, HMF, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA und Koffein und mittels amtlicher
Untersuchungsmethode L 46.00-3 zur Bestimmung von Koffein vermessen wurden.

Proben mittels HPLC-DAD- Proben mittels amtlicher
Referenzverfahren vermessen Untersuchungsmethode L 46.00-3 vermessen
AF5 N169 AF15b
AF15b N170 AF20
AF17 N171 AF52
AF20 N172 AF204
AF22 N204 AS1
AF150 N258 AS7
AF204 N260 AS8
AS15 N270 AS16
AS16 N274 AS56
AS155 N275 AS155
AS156 N277 AS156
AS164 N281 AS162
B1 N304 B30a
B9 N305 B40
B10 N400 B45
B30a S5 B53
B36 S7 B59
B38 S9 K
B40 S11 Nla
B42 S13 N8
B45 S14 N112
B48 S23 N150
B52 S23a N151
B53 S27 N158
B55 S29 N172
B59 S30 N252
B60 S31 N253
Nla S35 N256
N3 S50 N270
N6 S62 N275
N8 S68 S1
N101 S69 S23a
N105 S70 S31
N107 S71 S32
N108 S101 S50
N110 S107 S62
N112 $109 S63
N164 S110 S69
N167 K S111
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Abbildung 9-47: Die mittels 1H-gNMR-Methode bestimmten Gehalte von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), Tri-
gonellin, N-Methylpyridinium (NMP), Ameisensdure, Koffein, Essigsdure, Milchsdure und Caffeoylchinasdure-
Isomere (CQA) der Kaffeedefekte ,Eaten Beans”, ,Well Eaten Beans®, ,Black Beans*, ,Sour/Brown Beans". Die De-
fekte sind nach New Yorker Methode klassifiziert. Es sind die Klassifizierungsstufen NY2, NY4, NY6 und die
Kaffeeprob ohne Defekte aufgetragen. Zur Vergleichbarkeit wurden die ermittelten Konzentrationen der einzelnen
Analyten durch unterschiedliche Faktoren dividiert: HMF (1), Trigonellin (30), NMP (3), Ameisensdure (10), Koffein
(100), Essigsdure (20), Milchsdure (3), CQA (100)
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Abbildung 9-48: Die mittels 1H- gNMR-Methode bestimmten Gehalte von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), Tri-
gonellin, N-Methylpyridinium (NMP), Ameisensdure, Koffein, Essigsdure, Milchsdure und Caffeoylchinasdure-
Isomere (CQA) der Kaffeedefekte ,Quaker®, ,Malformed*, ,Unripe Beans”. Die Defekte sind nach New Yorker Me-
thode klassifiziert. Es sind die Klassifizierungsstufen NY2, NY4, NY6 und die Kaffeeprob ohne Defekte aufgetragen.
Zur Vergleichbarkeit wurden die ermittelten Konzentrationen der einzelnen Analyten durch unterschiedliche Fak-
toren dividiert: HMF (1), Trigonellin (30), NMP (3), Ameisensdure (10), Koffein (100), Essigsdure (20), Milchsdure
(3), CQA (100)
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Abbildung 9-49: Die mittels 1H- gNMR-Methode bestimmten Gehalte von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), Tri-
gonellin, N-Methylpyridinium (NMP), Ameisensdure, Koffein, Essigsdure, Milchsdure und Caffeoylchinasdure-
Isomere (CQA) der Kaffeedefekte ,Dark Green Beans”, ,Faded Beans"“, ,Bleached Beans”. Die Defekte sind nach New
Yorker Methode klassifiziert. Es sind die Klassifizierungsstufen NY2, NY4, NY6 und die Kaffeeprob ohne Defekte
aufgetragen. Zur Vergleichbarkeit wurden die ermittelten Konzentrationen der einzelnen Analyten durch unter-
schiedliche Faktoren dividiert: HMF (1), Trigonellin (30), NMP (3), Ameisensdure (10), Koffein (100), Essigsdure
(20), Milchsdure (3), CQA (100)
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Abbildung 9-50: Die mittels 1H- gNMR-Methode bestimmten Gehalte von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), Tri-
gonellin, N-Methylpyridinium (NMP), Ameisensdure, Koffein, Essigsdure, Milchsdure und Caffeoylchinasdure-
Isomere (CQA) der Kaffeedefekte ,,Brocken Beans”, ,Pods*, ,Pulper Cutss“. Die Defekte sind nach New Yorker Me-
thode klassifiziert. Es sind die Klassifizierungsstufen NY2, NY4, NY6 und die Kaffeeprob ohne Defekte aufgetragen.
Zur Vergleichbarkeit wurden die ermittelten Konzentrationen der einzelnen Analyten durch unterschiedliche Fak-
toren dividiert: HMF (1), Trigonellin (30), NMP (3), Ameisensdure (10), Koffein (100), Essigsdure (20), Milchsdure
(3), CQA (100)
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Abbildung 9-51: Die mittels 1H- gNMR-Methode bestimmten Gehalte von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), Tri-
gonellin, N-Methylpyridinium (NMP), Ameisensdure, Koffein, Essigsdure, Milchsdure und Caffeoylchinasdure-
Isomere (CQA) der Kaffeedefekte ,Shells”, ,, Twigs®, ,Husks", ,Parchment”, Die Defekte sind nach New Yorker Me-
thode klassifiziert. Es sind die Klassifizierungsstufen NY2, NY4, NY6 und die Kaffeeprob ohne Defekte aufgetragen.
Zur Vergleichbarkeit wurden die ermittelten Konzentrationen der einzelnen Analyten durch unterschiedliche Fak-
toren dividiert: HMF (1), Trigonellin (30), NMP (3), Ameisensdure (10), Koffein (100), Essigsdure (20), Milchsdure

(3), CQA (100)
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9.9 MATLAB®-Skript zur Erstellung von Klassifizierungsmodel-
len basierend auf der Analyse der lipophilen bzw. hydrophilen
Metaboliten zur Abgrenzung von Kaffee nach Kontinenten bzw.
nach ausgewadhlten Landern bzw. nach Anbaumethode und nach
Rostverfahren und zur Identifizierung moglicher lipophiler bzw.
hydrophiler Metaboliten als Ursache fiir die Abgrenzung der ent-
sprechenden Klassen

%% Erstellung der PCA-LDA mit interner und externer Validierung
%Erstellt von Vera Gottstein, Thomas Kuballa und Birk Schiitz

%Vera.Gottstein@cvuaka.bwl.de; Thomas.Kuballa@cvuaka.bwl.de

%% Einlesen der Daten
% Definition der Datenpfade
% Defitniton der Datenpfade beispielhaft fiir die Analyse der lipophilen

% Kaffeemetaboliten

Path1 = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenana-
lyse\fett\Spektren\Afrika';

Path2 = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenana-
lyse\fett\Spektren\Asien';

Path3 = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenana-
lyse\fett\Spektren\Nordamerika';

Path4 = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenana-
lyse\fett\Spektren\Suedamerika’;

Path5 = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenana-
lyse\fett\Spektren\Bio';

Path6 = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenanalyse\ fett\Mit
Ikawa gerdostet’;

files1 = bbio_all_1r_files(Path1,10,1); %Einlesen der spektralen Daten
files2 = bbio_all_1r_files(Path2,10,1);
files3 = bbio_all_1r_files(Path3,10,1);
files4 = bbio_all_1r_files(Path4,10,1);
files5 = bbio_all_1r_files(Path5,10,1);
files6 = bbio_all_1r_files(Path6,10,1);
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files = [files1(:); files2(:); files3(:); files4(:); files5(:), files6(:)]; % create file
list for data import

SPEC = bbio_spec_read1d(files); % Einlesen aller Spektren

V_coffee = cell(length(SPEC),15); % Erstellung einer Matrix fiir das Einlesen der
xml Datei

% Import der Metadaten aus der xml-Datei in die Matrix V_coffee

for i=1:length(SPEC)

V_coffee{i, 1} = SPEC(i).file;

xmlfile = [SPEC(i).file(1:end-10) 'sample.xml'];

if exist(xmlfile, 'file")
tmp = XMLFile2Struct(xmlfile);
V_coffee{i,2} = tmp.Sample.SamplelD;
V_coffee{i,3} = tmp.Sample.ProjectID;
V_coffee{i,4} = tmp.Sample.Matrix;
V_coffee{i,5} = tmp.Sample.Kaffeeart;
V_coffee{i,6} = tmp.Sample.KaffeeKontinent;
V_coffee{i,7} = tmp.Sample.KaffeeLand;
V_coffee{i,8} = tmp.Sample.KaffeeRegion;
V_coffee{i,9} = tmp.Sample.KaffeeAnbau;
V_coffee{i,10} = tmp.Sample.KaffeeFW;
V_coffee{i,11} = str2double(tmp.Sample.KaffeeFWTonino);
V_coffee{i, 12} = str2double(tmp.Sample.Kaffeeeinwaage);
V_coffee{i, 13} = str2double(tmp.Sample.Wassergehalt);

a = isfield(tmp.Sample, 'Roestart’);
if a>0;

V_coffee{i,14} = tmp.Sample.Roestart;
else

V_coffee{i,14} = 'Trommel’;
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end

else
V_coffee{i,2} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,3} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,4} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,5} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,6} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,7} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,8} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i, 9} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,10} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,11} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,12} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,13} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,14} = 'unknown'; %Set value " if not exist

end

end

% Vervollstandigen der Matrix V_coffee durch Einfiigen von "unknown" in

% leere Felder

complete_V_coffee;

% Berechung der Halbwertsbreite des TMS- oder TSP-Signals

reg=[-0.2 0.2];

for i = 1:length(SPEC)

V_coffee{i,15} = bbio_sig_GetWidthSinglett(SPEC(i), reg(1), reg(2));

end
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% Erstellung von Vektoren fiir die Metadaten in V_Coffee

SamplelD = V_coffee(:,2);
ProjectID =V_coffee(:,3);
Matrix =V_coffee(:,4);
Kaffeeart = V_coffee(:,5);

KaffeeKontinent = V_coffee(:,6);

KaffeeLand =V_coffee(:,7);

KaffeeRegion =V_coffee(:,8);

KaffeeAnbau = V_coffee(:,9);

KaffeeFW =V_coffee(:,10);

KaffeeFWTonino = V_coffee(:,11);
KaffeeFWTonino = cell2mat(KaffeeFWTonino);
Kaffeeeinwaage =V_coffee(:,12);
Kaffeeeinwaage = cellZmat(Kaffeeeinwaage);

Wassergehalt = V_coffee(:,13);

Wassergehalt = cellZmat(Wassergehalt);

Roestart =V_coffee(:,14);

TMS = V_coffee(:,15); % TSP bei Analyse hydrophiler Metaboliten
TMS = cell2mat(TSP); % TSP bei Analyse hydrophiler Metaboliten
TMS_control =TMS > 1.2; % TSP bei Analyse hydrophiler Metaboliten

%% Datenvorbehandlung

% Normalisierung beziiglich ein Referenz-Signal

scaling_region = [3.0 3.05]; % Analyse lipophile Metaboliten
%scaling_region = [-0.1 0.1]; % Analyse hydrophile Metaboliten
SPEC_SCALE = bbio_spec_scale(SPEC,'ppm',scaling_region);

% Normalisierung auf einen einheitlichen Feuchtegehalt von 3%

% Die Normalisierung auf einen einheitlichen Feuchtegehalt wurde nur
% gesetstet und bei der Erstellung der Klassifizierungsmodelle nicht

% durchgefiihrt

%
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% SPEC_SCALE_W = SPEC_SCALE;
% fori=1:length(SPEC_SCALE_W)

% SPEC_SCALE_W(i).Data = (SPEC_SCALE(i).Data/Wassergehalt(i))*3; % norma-
lize to 3% water

% % SPEC_SCALE_W(i).Data = (SPEC_SCALE_W(i).Data/Wassergehalt{i,1})*3; %
normalize to 3% water

% end;
%
% Normalisierung auf eine einheitliche Auswaage des evaporiterten

% Riickstands von 20 mg. Die Normalisierung auf eine einheitliche Auswaage des eva-
poriterten Riickstands wurde nur

% gesetstet und bei der Erstellung der Klassifizierungsmodelle nicht durchgefiihrt
%

% SPEC_SCALE_N = SPEC_SCALE;

% for i=1:length(SPEC_SCALE_N)

% SPEC_SCALE_N(i).Data = (SPEC_SCALE(i).Data/Kaffeeeinwaage(i))*20; % nor-
malize to 20 mg fat

% end;

% Alignment auf TMS- oder TSP-Signal

reg =[-0.2 0.2];
fpos = 0.0;

SPEC_SCALE_AL = SPEC_SCALE;

for i=1:length(SPEC_SCALE_AL)
bucketing_region = bbio_spec_ppm(SPEC_SCALE_AL(i));
idx = find(bucketing_region>reg(1) & bucketing region<reg(2));
D = SPEC_SCALE_AL(i).Data(idx);
[~,P]=max(D);
maxpos = bucketing_region(idx(P));
SPEC_SCALE_AL(i) = bbio_spec_shift1d(SPEC_SCALE_AL(i),+maxpos-fpos);

end;
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%% Datenvorbehandlung

% Bucketierung

bucketing_region = [0.5 9.8];
buckets = 2000; % Analyse lipophile Metaboliten: 2000,
% buckets = 1000; % Analyse hydrophile Metaboliten: 1000

exclusions = [8.2 8.53; 7.58 7.64; 4.6 4.95; 3.6 3.67; 3.3 3.39; 3.0 3.1; 1.18 1.23];
%Ausgeschlossener Bereich fiir Analyse lipophiler Metaboliten

%exclusions = [4.72 4.88]; % Ausgeschlossener Bereich fiir Analyse hydrophiler Me-
taboliten

A =Dbbio_spec_bucket1d(SPEC_SCALE_AL,'ppm’,bucketing_region,'buckets’,bu-
ckets,'null’,exclusions,'deletenulls’,true);

%% Erstellung der Gruppen fiir die zwei-Klassen Klassifizierungsmodelle
% Beispielhaft dargestellt fiir das zwei-Klassen Modell Afrika-Nordamerika
% Je nach gewtinschter Klasse miissen die Metadaten in index1 und index2

% abgedndert werden

index1 = find(ismember(KaffeeKontinent,'Afrika'));
index2 = find(ismember(KaffeeKontinent,'Nordamerika"));

index = [index1(:);index2(:)];

groups_o_Afrika = KaffeeKontinent(index,:);

% Andern der Felder in Afrika und Nordamerika

for i=1:length(groups_o_Afrika)
z = stremp(groups_o_Afrika{i,1},'Afrika");
ifz>0;
groups_o_Afrika{i,1} = 'Afrika’;
else groups_o_Afrika{i,1} = 'Nordamerika’;
end
end

%% Datenvorbehandlung
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% log-Transformation

LOG_PARAMETER = 1;

Konfidenz = 0.99;

DATA_a = ADATA(index,:);

DATA_a = bbio_LogTransform(DATA_a, LOG_PARAMETER);
PPM = A.PPM;

%% Kruskal-Wallis Test

DATA = DATA_a; % bucketierte und log-transformierte Daten

GROUPS = groups_o_Afrika; % Gruppeninformation

clf;

bbio_data_unidiffn(DATA,GROUPS,' ppm',PPM,'ALPHA',0.0000289); %Kruskal Wallis
Test fiir lipophile Metaboliten

%bbio_data_unidiffn(DATA,GROUPS, ppm',PPM,'ALPHA’,0.0000522); %Kruskal Wal-
lis Test fiir hydrophile Metaboliten

%% Erstellung des Klassifizierungsmodells mittels PCA-LDA und interne Validierung

LDA =1da_create(DATA, GROUPS, 10, 10, 29, false, 1); % Erstellung das Klassifizie-
rungsmodells mit interner Validierung

clf;

%Erstellung der Abbildungen
subplot(1,2,1);

lda_visu_confusion(LDA)
subplot(1,2,2);

MODEL_FOR_VISU = 1;
lda_visu_clouds(LDA,MODEL_FOR_VISU, 0.95);
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%% Externe Validierung

%Einlesen der Daten und Datenvorbehandlung

% Definition des Prognoseintervalls

Confidence = 0.95;

%Datenpfad des externen Testdatensatzes angeben

filestest = bbio_all_1r_files('N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate
Datenanalyse\fett\Spektren\Testsatz fuer GU',10,1);

SPECTEST = bbio_spec_read1d(filestest);

% Datenvorbehandlung

STEST = bbio_spec_scale(SPECTEST, ppm',scaling_region);

BTEST = bbio_spec_bucket1d(STEST, ppm’,bucketing_region,'buckets’,bu-
ckets,'null',exclusions,'deletenulls’,true);

TDATA = bbio_LogTransform(BTEST.DATA, 1);
%% Externe Validierung

%Anwendung des Klassifizierungsmodells auf den externen Probendatensatz

LDAAPPLY = lda_apply(TDATA,LDA, Confidence);

subplot(1,2,2);

cla;

MODEL_FOR_VISU = 1;

lda_visu_clouds(LDA,MODEL_FOR_VISU, Confidence, false);

SC = LDAAPPLY.SCORES{MODEL_FOR_VISU};

%plot3(SC(:,1),SC(:,2),SC(:,3),'pr','MarkerFaceColor','r",'MarkerSize',13);

for i=1:size(SC,1)
text(SC(i,1),SC(i,2),SC(i,3),sprintf('%d',i),'FontSize',14,'FontWeight','Bold");

end;

n = 1:length(SPECTEST);
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[bbio_mat2cell(n)' bbio_spec_info(SPECTEST,'SAMPLEID")']
%% Exportieren der Ergebnisse der externen Validierung in eine Excel-Tabelle
%Berechnung der conf-Werte
gl =LDA.GROUP_LEGEND;
g2 = LDA.GROUP_LEGEND;
for i=1:length(g1)
gl{i} = ['pval (' g1{i} )'];
g2{i} = sprintf('conf(%s, %.2f)',g2{i}, LDAAPPLY.Confidence);

end;

n = 1:length(SPECTEST);
H =['Nr' 'SamplelD' g1 g2 'DateiPfad']; % 'Herkunft laut Etikett'

T = [bbio_mat2cell(n)' bbio_spec_info(SPECTEST,'SAMPLEID")' bbio_mat2cell(LDA-
APPLY.PVAL) bbio_mat2cell(LDAAPPLY.CONF) {SPECTEST file}'];

C=[H;T];

fn = sprintf('ergebnisse-%s.xlsx',strrep(datestr(now),":",")); %bei der Uhrzeit im
Dateinamen muss der Doppelpunkt ersetzt/entfernt werden

cd 'H:\Kaffee\Schriftliche Arbeit\Bilder Ergebnisse Diskussion\Klassifizierungsmo-
delle’

xlswrite(fn,C);
winopen(fn);

%% Erstellung der PCA-LDA zur Analyse des Loadings-Plots

%{
Finale Workflow

[MONTE-CARLO /Kreuzvalidierung tiber folgende Schritte]
1) (Dimensionsreduktion via Kruskal-Wallis)

2) Unit-Variance-Scaling

3) Dimensionsreduktion via PCA

4) Trennung via LDA

%}
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% Definitionen
DEF_CV =10; % 10 bedeutet in 10 Teile zerlegen
MONTE_CARLO_RUNS =1;
PCADIM = 29; % Anzahl Dimensionen fiir PCA
ConfEllipsoidAlpha = 0.95; % Ellipsoide zeigen x% der Modelldaten

UNIT_SCALE = false; % true=ja, false=nein

KRUSKAL_REDUCTION = 0; % 0 = keine Reduktion, Anzahl der Buckets

TAB = tabulate(GROUPS);

m = size(TAB,1); % Anzahl der Gruppen

n = size(DATA,1); % Grofde der Stichprobe, der Daten
COLORMAP = lines(m);

LDADIM = m-1;

clc;

GROUPS_predicted = cell(n,MONTE_CARLO_RUNS);

for MC = 1:MONTE_CARLO_RUNS

figure(MC);

set(gcf,'Renderer’,'opengl’);

% Unterteilung der Kreuzvalidierung
idx = randperm(n);
CV_SETS = cell(DEF_CV,1);
d = floor(n/DEF_CV);
for i=1:DEF_CV
CV_SETS{i} = idx((1:d)+(i-1)*d);
if i==DEF_CV
CV_SETS{i} = idx(((1)+(i-1)*d):n);

end;
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end;

clf;

for CV_STEP = 1:DEF_CV

% Modelldaten und TestDaten auftrennen
testset = CV_SETS{CV_STEP};

modelset = setdiff(1:n,testset);

DATA_m = DATA(modelset,:);
DATA_t = DATA(testset,:);
GROUPS_m = GROUPS(modelset);
GROUPS_t = GROUPS(testset);

% Modell bauen

% Schritt 2 / unit variance scaling
if UNIT_SCALE
Mstd = std(DATA_m);
DATA_m = DATA_m./repmat(Mstd, size(DATA_m,1),1);

end;

if KRUSKAL_REDUCTION>0
kruskalp = bbio_anova(DATA_m,GROUPS_m, kruskal');
[~,KRUKALSORT] = sort(kruskalp);
DATA_m = DATA_m(:;,KRUKALSORT(1:KRUSKAL_REDUCTION));

end;

% Schritt 3 - PCA (zur Dimensionsreduktion)
% Mittelwert der Modelldaten berechnen

Mmean = mean(DATA_m);
236



9 Anhang

DATA_m = DATA_m-repmat(Mmean, size(DATA_m,1),1);
[coeff,~,~,~ EXPLAINED] = pca(DATA_m);

DATA_m = DATA_m*coeff; % Scores der PCA
% Dimensionsreduktion
DATA_m = DATA_m (:;,1:PCADIM);

fprintf(' Explained Variance (%d dimensions): %.2f%%\n', PCADIM,sum (EX-
PLAINED(1:PCADIM)));

% Schritt 4 - LDA berechnen

% Berechne LDA anhand der Scores der PCA
[~,~,LDA] = manoval(DATA_m, GROUPS_m);
% Berechne die Scores der LDA
DATA_m = DATA_m * LDA.eigenvec;
% Scores = DATA_m * (coeff * LDA.eigenvec)
% Loadings sind PCACoeff*LDACoeff

% Gruppenzentren bestimmen

GROUP_MEANS = NaN(m,LDADIM);

fori=1:m
tmpidx = find (ismember(GROUPS_m,TAB{i,1}));
GROUP_MEANS(i,:) = mean(DATA_m(tmpidx,1:LDADIM));

end;

% Plot Loadings

figure(MC+100);
subplot(4,3,CV_STEP);
LOADINGS = coeff(:,1:PCADIM)*LDA.eigenvec;
plot(LOADINGS(:,1),LOADINGS(:,2),'ko’,'MarkerSize',3);
ltext = cell(size(LOADINGS,1),1);
for 1=1:length(ltext)

Itext{l} = sprintf('%d",1);

Itext{l} = sprintf('%.3f ,PPM(1));

if KRUSKAL_REDUCTION>0
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Itext{l} = sprintf('%.3f',PPM(KRUKALSORT(1)));
end;
end;

text(LOADINGS(;,1),LOADINGS :,2), ltext);

% Anwendung des Modells auf interne Testdaten

if UNIT_SCALE
DATA_t = DATA_t./repmat(Mstd, size(DATA_t,1),1);

end;

if KRUSKAL_REDUCTION>0
DATA _t = DATA_t(:;, KRUKALSORT(1:KRUSKAL_REDUCTION));

end;

DATA_t = DATA_t-repmat(Mmean, size(DATA_t,1),1);
DATA_t = DATA_t*coeff; % Scores der PCA

DATA_t = DATA_t (;,1:PCADIM);

DATA_t=DATA_t * LDA.eigenvec;

% Distanzen berechnen
DIST = pdist2(DATA_t(:,1:LDADIM),GROUP_MEANS, euclidean’);
[~,b]=min(DIST,[],2);
GROUPS_predicted(testset, MC)=TAB(b,1);

figure(MC);

subplot(4,3,CV_STEP);

hold on;

L =perms([-1 0 1]);

for i=1:size(L,1)
light('Position’,L(i,:),'Style','infinite");

end;

axis vis3d;
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fori=1:m
tmpidx = find(ismember(GROUPS_m,TAB{i,1}));

plot3(DATA_m(tmpidx,1),DATA_m(tmpidx,2),DATA_m(tmpidx,3),'ko’,'Marker-
FaceColor',COLORMAP(i,:),' MarkerSize',3);

% Darstellung Ellipsoide
tmpEData = DATA_m(tmpidx,1:3);
mypatch = bbio_conf3dellipsoid(tmpEData, ConfEllipsoidAlpha, 30);

patch(mypatch,'FaceColor',COLORMAP(i,:),'FaceAlpha’,0.3,'EdgeColor’, no-
ne','FaceLighting’,'phong");

tmpidx = find(ismember(GROUPS_t,TAB{i,1}));

plot3(DATA_t(tmpidx,1),DATA_t(tmpidx,2),DATA_t(tmpidx,3),'ks','Marker-
FaceColor',COLORMAP(i,:));

end;
box on;

end;

% Konfusionsmatrix
CONFUSION = NaN(m,m);
fori=1:m
forj=1:m
tmpidx = find(ismember(GROUPS,TAB{i,1}));
tmpidxp = find(ismember(GROUPS_predicted(:, MC),TAB{j,1}));
cl = intersect(tmpidx,tmpidxp);

fprintf('Von %d Proben der Gruppe %s wurden %d als %s bestimmt.\n',
length(tmpidx),TAB{i, 1} length(cl),TAB{j,1})

CONFUSION(i,j) = length(cl);
end;
end;
CONFUSION

CONFUSION_PERCENTAGE = CONFUSION./repmat(sum(CONFU-
SION,2),1,size(CONFUSION,2));

CONFUSION_PERCENTAGE*100

end;
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9.10 MATLAB®-Skript zur Datenfusionierung der *H-NMR spekt-
roskopischen Daten der lipophilen und hydrophilen Metaboliten
und zur Erstellung von Klassifizierungsmodellen fiir die Abgren-
zung von Kaffee nach ausgewahlten Landern

%% Datenfusionierung der NMR-Daten der lipophilen und hydrophilen NMR spektro-
skopischen Daten

%Erstellt von Vera Gottstein, Thomas Kuballa und Birk Schiitz

%Vera.Gottstein@cvuaka.bwl.de; Thomas.Kuballa@cvuaka.bwl.de

%% Einlesen der Daten

% Definition der Datenpfade

Path_f = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenanalyse\Datafu-
sion\Fett’;

Path_w = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee\Multivariate Datenanalyse\Data-
fusion\Wassrig';

files_f = bbio_all_1r_files(Path_f,10,1); %Einlesen der spektralen Daten
files_w = bbio_all_1r_files(Path_w,10,1);

SPEC_f = bbio_spec_read1d(files_f); % Einlesen aller Spektren
SPEC_w = bbio_spec_read1d(files_w);

V_coffee = cell(length(SPEC_f),15); % Erstellung einer Matrix fiir das Einlesen der
xml Datei

% Import der Metadaten aus der xml-Datei in die Matrix V_coffee

for i=1:length(SPEC_{)
V_coffee{i,1} = SPEC_f(i).file;
xmlfile = [SPEC_f(i).file(1:end-10) 'sample.xml'];
if exist(xmlfile,'file")
tmp = XMLFile2Struct(xmlfile);

V_coffee{i,2} = tmp.Sample.SamplelD;
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V_coffee{i,3} = tmp.Sample.ProjectID;

V_coffee{i,4} = tmp.Sample.Matrix;

V_coffee{i,5} = tmp.Sample.Kaffeeart;

V_coffee{i,6} = tmp.Sample.KaffeeKontinent;

V_coffee{i,7} = tmp.Sample.KaffeeLand;

V_coffee{i,8} = tmp.Sample.KaffeeRegion;

V_coffee{i,9} = tmp.Sample.KaffeeAnbau;

V_coffee{i,10} = tmp.Sample.KaffeeFW;

V_coffee{i,11} = str2double(tmp.Sample.KaffeeFWTonino);
V_coffee{i,12} = str2double(tmp.Sample.Kaffeeeinwaage);
V_coffee{i, 13} = str2double(tmp.Sample.Wassergehalt);

a = isfield(tmp.Sample, 'Roestart’);
if a>0;

V_coffee{i,14} = tmp.Sample.Roestart;
else

V_coffee{i,14} = 'Trommel’;

end

else
V_coffee{i,2} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,3} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,4} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,5} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,6} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,7} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,8} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,9} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,10} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,11} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,12} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,13} = 'unknown'; %Set value " if not exist
V_coffee{i,14} = 'unknown'; %Set value " if not exist

end
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end

% Vervollstandigen der Matrix V_coffee durch Einfiigen von "unknown" in
% leere Felder

complete_V_coffee;

% Berechung der Halbwertsbreite des TSP-Signal

reg = [-0.2 0.2];

for i = 1:length(SPEC_f)

V_coffee{i,15} = bbio_sig_GetWidthSinglett(SPEC_f(i), reg(1), reg(2));

end

% Erstellung von Vektoren fiir die Metadaten in V_Coffee

SamplelD = V_coffee(:,2);
ProjectID =V_coffee(:,3);
Matrix =V_coffee(:,4);
Kaffeeart = V_coffee(:,5);

KaffeeKontinent =V_coffee(:,6);

KaffeeLand = V_coffee(:,7);

KaffeeRegion = V_coffee(:,8);

KaffeeAnbau =V_coffee(:,9);

KaffeeFW = V_coffee(:,10);
KaffeeFWTonino =V_coffee(:,11);
KaffeeFWTonino = cell2Zmat(KaffeeFWTonino);
Kaffeeeinwaage =V_coffee(:,12);
Kaffeeeinwaage = cellZmat(Kaffeeeinwaage);
Wassergehalt = V_coffee(:,13);
Wassergehalt = cell2Zmat(Wassergehalt);

Roestart = V_coffee(:,14);
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TSP = V_coffee(:,15);
TSP = cell2mat(TSP);
TSP_control =TSP >1.2;

%% Datenvorbehandlung

% Normalisierung beziiglich ein Referenz-Signal und Alignment

% Parameter

scaling_region_f = [3.0 3.06]; % Referenz-Signal lipophile Metaboliten
scaling_region_w = [-0.1 0.1]; % Referenz-Signal hydrophile Metaboliten
reg = [-0.2 0.2]; % Bereich fiir TMS- und TSP-Signal

fpos = 0.0; % Zielbreich fiir TMS- und TSP-Signal

% Normalisierung

SPEC_SCALE_f = bbio_spec_scale(SPEC_f,'ppm’',scaling_region_f); % Normalisierung

hydrophile Metaboliten

SPEC_SCALE_w = bbio_spec_scale(SPEC_f,'ppm’',scaling_region_w); % Normalisieung

lipophile Metaboliten

% Alignment
SPEC_SCALE_AL_f = SPEC_SCALE_f; % Alignment lipophile Metaboliten

for i=1:length(SPEC_SCALE_AL_f)
bucketing_region = bbio_spec_ppm(SPEC_SCALE_AL_f(i));
idx = find(bucketing_region>reg(1) & bucketing_region<reg(2));
D = SPEC_SCALE_AL_f(i).Data(idx);
[~,P]=max(D);
maxpos = bucketing_region(idx(P));
SPEC_SCALE_AL_f(i) = bbio_spec_shift1d(SPEC_SCALE_AL_f(i),+maxpos-fpos);

end;

SPEC_SCALE_AL_w = SPEC_SCALE_w; % Alignment hydrophile Metaboliten

for i=1:length(SPEC_SCALE_AL_w)

243



9 Anhang

bucketing_region = bbio_spec_ppm(SPEC_SCALE_AL_w(i));

idx = find(bucketing region>reg(1) & bucketing_region<reg(2));

D = SPEC_SCALE_AL_w(i).Data(idx);

[~,P]=max(D);

maxpos = bucketing_region(idx(P));

SPEC_SCALE_AL_w(i) = bbio_spec_shift1d(SPEC_SCALE_AL_w(i),+maxpos-fpos);

end;

%% Datenvorbehandlung

% Bucketierung und log-Transformation

% Defentition der Paramerer

bucketing_region = [0.5 9.8];

buckets_{f=2000;

buckets_w = 1000;

exclusions_f = [8.2 8.53; 7.58 7.64; 4.6 4.95; 3.6 3.67; 3.3 3.39; 3.0 3.1; 1.18 1.23];
exclusions_w = [4.72 4.88];

scf = 1.0; % Skalieurngsfaktor fiir Daten der lipophilen Metaboliten (low level Daten-
fusionieurng)

LOG_PARAMETER = 1; % Log Parameter

Konfidenz = 0.99; % Confidence intervall

PCAdim = 29; % PCA dimensions

MONTE_CARLO =10; % Monte Carlo cross validations
CROSS_SETS =10; % Cross sets for Monte Carlo validations

AutoScaling = 'false'; % use autoscaling with 'true’ or not with 'false’

% Bucketierung der Daten

0_f = bbio_spec_bucketld(SPEC_SCALE_AL_f,'ppm’bucketing_region,'buckets’,bu-
ckets_f, null',exclusions_f,'deletenulls’,true); % buckets from fat spectra

O_w = bbio_spec_bucket1d(SPEC_SCALE_AL_w,'ppm’,bucketing _region,'buckets’,bu-
ckets_w, null',exclusions_f,'deletenulls’,true); % buckets from water spectra

%% Erstellung der Gruppen fiir die zwei-Klassen Klassifizierungsmodelle

% Beispielhaft dargestellt fiir das zwei-Klassen Modell Afrika-Nordamerika
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% Je nach gewiinschter Gruppe miissen die Metadaten in index1 und index2

% abgedandert werden

index1 = find(ismember(KaffeeLand,' Kolumbien"));
index2 = find(ismember(KaffeeKontinent,'Asien"));

index = [index1(:);index2(:)];

groups_o_Afrika = KaffeeLand(index,:);

% Andern der Felder in Afrika und Nordamerika

for i=1:length(groups_o_Afrika)
z = stremp(groups_o_Afrika{i,1},'Kolumbien");
ifz>0;
groups_o_Afrika{i, 1} = 'Kolumbien';
else groups_o_Afrika{i,1} = 'Asien’;
end

end

%% Fusionierung der Daten fiir low-lewel-Datenfusionierung

0=0_1f;
0.DATA = horzcat(O_f.DATA*scf,0_w.DATA); % low level Datenfusionierung

%% Durchfiihrung der low-lewel Datenfusionierung

DATA = 0.DATA(index,:); % Daten der low level Datenfusionierung

DATA = bbio_LogTransform(DATA, LOG_PARAMETER); % Log-Transformation data
fusion

DATA_f = bbio_LogTransform(O_f.DATA, LOG_PARAMETER); % Log-Transformation
lipophile Metaboliten

DATA_w = bbio_LogTransform(O_w.DATA, LOG_PARAMETER); % Log-Transforma-
tion hydrophile Metaboliten

LDA_ll = lda_create(DATA, groups_o_Afrika, MONTE_CARLO, CROSS_SETS, PCAdim,
AutoScaling, 1); % LDA data fusion

245



9 Anhang

% print figures

figure(30)

clf; % print

subplot(1,2,1);

lda_visu_confusion(LDA_II);

subplot(1,2,2);

MODEL_FOR_VISU = 1;
lda_visu_clouds(LDA_l,MODEL_FOR_VISU, Konfidenz);

title('"PCA-LDA low level Datenfusionierung');

%% Durchfiihrung der mid level Datenfusionierung

% Berechnung der PCA-Scores fiir die lipophilen Metaboliten

PCADIM = 29; %
ConfEllipsoidAlpha = 0.95;
UNIT_SCALE = false;
KRUSKAL_REDUCTION = 0;
GROUPS = groups_o_Afrika;

clc;

% PCA

Mmean = mean(DATA_f);

DATA_f = DATA_f-repmat(Mmean, size(DATA_f,1),1);
[coeff,~,~,~,EXPLAINED] = pca(DATA_f);

DATA_f = DATA_f*coeff; % Scores der PCA
DATA_f = DATA_f (;,1:PCADIM);

fprintf(' Explained Variance (%d dimensions): %.2f%%\n', PCADIM,sum(EXPLAI-
NED(1:PCADIM)));

% Berechnung der PCA-Scores fiir die hydrophilen Metaboliten
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Mmean = mean(DATA_w);
DATA_w = DATA_w-repmat(Mmean, size(DATA_w,1),1);
[coeff,~,~,~,EXPLAINED] = pca(DATA_w);

DATA_w = DATA_w*coeff; % Scores der PCA
DATA_w = DATA_w (:;,1:PCADIM);

fprintf(' Explained Variance (%d dimensions): %.2f%%\n', PCADIM,sum(EXPLAI-
NED(1:PCADIM)));

% Fusionierung der PCA-Socres der liopphilen und hydrophilen Daten
DATA_ml = horzcat(DATA_f DATA_w);
% PCA-LDA der mid level fusionierten lipophilen und hydrophilen Daten

LDA_ml = lda_create( DATA_ml, GROUPS, 10, 10, 38, false, 1); %fiihrt eine PCA-LDA
durch mit der optimierten PCA-Dimension

% Dimensionen(bestd) %damit kann der optimale Wert der PCA angezeigt werden

clf;
figure(31);
subplot(1,2,1);

lda_visu_confusion(LDA_ml)

subplot(1,2,2);
MODEL_FOR_VISU = 1;
lda_visu_clouds(LDA_mI,MODEL_FOR_VISU, Konfidenz);

title('PCA-LDA mid level Datenfusionierung');

9.11 Verwendete MATLAB®-Unterskripte fiir die in Kapitel 9.9
und Kapitel 9.10 verwendeten Hauptskripte

function FILELIST = bbio_all_1r_files( START_DIR, ExpNo, ProcNo)
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if nargin<2
ExpNo =[];
ProcNo =[];

end;

FILELIST = recursive_reading(START_DIR, ExpNo, ProcNo);

function FILELIST = recursive_reading(BASEDIR, ExpNo, ProcNo)

FILELIST = {};

D = dir(BASEDIR);

for i=1:length(D)

s =D(i).name;

c = [BASEDIR '\'s];

if stremp(s,'.") || stremp(s,'..")
continue;

end;

if isdir(c)
tmpL = recursive_reading(c, ExpNo, ProcNo);
FILELIST = union(FILELIST, tmpL);

end;

if stremp(s,'1r') && (isempty(findstr(c,"\99999\pdata\)))

c =strrep(c,'/",'\");
%c = strrep(c,'\\','\");

% check the filter

try
tokens = regexp(c,'(\d+)\\pdata\\ (\d+)\\1r','tokens');
tokens = tokens{1};

E = str2double(tokens{1});
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P = str2double(tokens{2});
catch %#ok<CTCH>
continue;

end;

if ~isempty(ExpNo)
if (E~=ExpNo) || (P~=ProcNo)
continue;
end;

end;

FILELIST = union(FILELIST, c);
end;

end;

function P = bbio_anova(DATA, GROUPS, Kruskal)

if nargin<3
Kruskal =";

end;

if stremp(Kruskal, 'kruskal')
UseKruskalWallis = true;
else
UseKruskalWallis = false;

end;

P = zeros(size(DATA,2),1);
for i=1:size(DATA,2)
if UseKruskalWallis
P(i) = kruskalwallis(DATA(:,i), GROUPS, off");
else
P(i) = anoval(DATA(:,i),GROUPS, off");

end;
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end;

function [mypatch, s,v,m] = bbio_conf3dellipsoid(X, alpha, points)

if nargin<3
points = 30;

end;

if nargin<2
alpha = 0.95;

end;

m  =mean(X);

c =cov(X);

[u,s,v] = svd(c); %#ok<ASGLU>
s =sqrt(diag(s));

limit = sqrt(chiZinv(alpha,2));

mypatch = bbio_conf3dellipsoid_internal(limit, s,v,m, points);

function RESULT = bbio_data_unidiffn(DATA, GROUPS, varargin)

% Dealing with the input

p = inputParser;
p.-addParamValue('ppm’,[]);
p.addParamValue('plotQlow',0.125);
p.addParamValue('plotQup',0.875);
p-addParamValue('colors',[]);
p.addParamValue('FaceAlpha',0.2);
p-addParamValue('DoKruskal',true);
p.addParamValue('ALPHA',0.01);

p-parse(varargin{:});
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PARS = p.Results;

if nargin==0
RESULT = PARS;
return;

end;

RESULT = [];

[G, GINV] = grp2idx(GROUPS);

NrOfGroups = max(G);

if isempty(PARS.colors)
colors = jet(NrOfGroups);
if NrOfGroups == 2
colors=[100;0 0 1];
end;
if NrOfGroups ==
colors=[100;001;010];
end;
else
colors = PARS.colors;

end;

%% Plotting

clf;
set(gca,'xdir','reverse');

hold on;

ppm = PARS.ppm;
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for i=1:NrOfGroups

myDATA = DATA(G ==1,:);
mycol = colors(i,:);
% Plotting the MEDIAN

plot(ppm,nanmedian(myDATA), 'color’,mycol,'LineWidth',2);

end;

for i=1:NrOfGroups

myDATA = DATA(G ==1i,:);

mycol = colors(i,:);

% Plotting the Patches

C1 = quantile(myDATA, PARS.plotQlow);

C2 = quantile(myDATA, PARS.plotQup);

patch([ppm fliplr(ppm)], [C1 fliplr(C2)],...
'k','EdgeColor',mycol,'LineStyle’,'none’,'FaceAlpha',PARS.FaceAlpha,...
'FaceColor', mycol);

end;

xlabel('[ppm]");

grid on;

set(gca,'xlim',[min(ppm) max(ppm)]);
legend(GINV);

%% Kruskal-Wallis
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if PARS.DoKruskal

kruskal = bbio_anova(DATA, GROUPS, 'kruskal');
RESULT.kruskal = kruskal;
m = length(kruskal);

ultimax = max(max(DATA));

ultimin = min(min(DATA));

d = (ultimax - ultimin)/20;

fori=1:m

delta = (ppm(2)-ppm(1))/1;

ppmpos = ppm(i);

if kruskal(i) < PARS.ALPHA

patch([ppmpos-delta/2 ppmpos+delta/2 ppmpos+delta/2 ppmpos-delta/2],...

[ultimin ultimin ultimax ultimax],'w','LineWidth',...
0.1, 'FaceColor',[1,0.4,0.8], 'EdgeColor’,'none’,...
'FaceAlpha’,0.3);

patch([ppmpos-delta/2 ppmpos+delta/2 ppmpos+delta/2 ppmpos-delta/2],...
[ultimin ultimin ultimin-d ultimin-d],'w’,'LineWidth',...
0.1, 'FaceColor',[1,0.4,0.8], 'EdgeColor’,[1,0.4,0.8]',...
'FaceAlpha',1);

patch([ppmpos-delta/2 ppmpos+delta/2 ppmpos+delta/2 ppmpos-delta/2],...
[ultimax ultimax ultimax+d ultimax+d],'w’,'LineWidth',...
0.1, 'FaceColor’,[1,0.4,0.8], 'EdgeColor’,[1,0.4,0.8],...
'FaceAlpha',1);

end;

end;

end;

function Dout = bbio_LogTransform(D, minlevel)
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Dout =D;

for i=1:size(D,2)
% values less minlevel
ind =D(:,i)<= minlevel;

ind2 = D(:,i)>minlevel;

% value less noiselevel stay

Dout(ind,i) = D(ind,i);

% Log-Transformation

% stetig/diffbar fortsetzung von linear

temp = D(ind2,i);

temp = (log(temp) - log(minlevel))/(1/minlevel) + minlevel;
Dout(ind2,i) = temp;

end;

function CELL = bbio_mat2cell(MAT)

CELL = cell(size(MAT));

for i=1:size(CELL,1)
for j=1:size(CELL,2)
CELL{i,j} = MAT(i,j);
end;

end;

function W = bbio_sig_GetWidthSinglett( RAW, minppm, maxppm)

if nargin<2
% Width of TSP
minppm =-0.05;
maxppm = 0.05;
end;
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W = zeros(length(RAW),1).*NaN;

for j = 1:length(W)
SPEC = RAW(j);
try

ppm = bbio_spec_ppm(SPEC);

idx = ((ppm>minppm) & (ppm<maxppm));
D =SPEC.Data(idx);
D =D-min(D);

ppm2 = ppm(idx);
tmpD = diff(sign(D-max(D)/2));

il =find(tmpD == 2,1,'first');
i2 = find(tmpD ==-2,1,'last’);

DT =D - max(D)/2;
al=-DT(i1)/(DT(i1+1)-DT(i1));
a2 =-DT(i2)/(DT(i2+1)-DT(i2));

delta = abs(ppm2(2)-ppm2(1));

pl =ppm2(il) - al*delta;
p2 = ppm2(i2) - a2*delta;

W(j) = abs(p2-p1) * SPEC.SF;
catch e %#0ok<NASGU>
end;

end;

function MDATA = bbio_spec_bucketld( RAW, varargin)

% Dealing with the input

p = inputParser;
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p.-addParamValue('ppm’,[0.5 9.5]);
p.addParamValue('buckets’,[]);
p.addParamValue('delta’,[]);
p.addParamValue('null',[]);
p.addParamValue('deletenulls’ false);
p.parse(varargin{:});

PARS = p.Results;

if nargin==0
MDATA = PARS;
return;

end;

n = length(RAW);

% Build the output struct

MDATA = [J;

if isempty(PARS.buckets) && isempty(PARS.delta)
error('Either variable "buckets" or "delta" must be defined!');

end;

ppm =PARS.ppm;
maxppm = max(ppm);

minppm = min(ppm);

if ~isempty(PARS.buckets)

% number of buckets is given

buckets = PARS.buckets;

bsize = (maxppm-minppm)/(buckets-1);
else

% size of each bucket is given

bsize =PARS.delta;

buckets = floor((maxppm-minppm)/bsize)+1;

end;
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% Generate PPM-Axis

PPM = ones(1, buckets);

BucketList = zeros(buckets, 2);

for i=1:buckets
BucketList(i,1) = (bsize*(i-1)) + minppm - bsize/2;
BucketList(i,2) = (bsize*(i)) + minppm - bsize/2;
PPM(i) = (BucketList(i,1) + BucketList(i,2))/2;

end;

MDATA.PPM = PPM;
MDATA.BLIST = BucketList;
MDATA.DATA = zeros(n, buckets);

if isempty(RAW)
return;

end;

% test, if PPM is finer or as fine as RAW(1)
INTERPOL = false;
p = bbio_spec_ppm(RAW(1));
deltaPPM = abs(PPM(2)-PPM(1));
deltaRAW = abs(p(2)-p(1));
if deltaPPM<deltaRAW*2
% turn on interpolation-Mode
INTERPOL = true;

end;

TMPDATA = MDATA.DATA;
for k=1:n

% simple but slow method

%t
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for i=1:buckets
p = bbio_spec_ppm(RAW(K));
idx = p>BucketList(i,1) & p<=BucketList(i,2);
MDATA.DATA(k,i) = mean(RAW(k).Data(idx));
end;

%}

% fast method
if INTERPOL == false
SPEC = RAW(K);

si = SPEC.size;
ofs = SPEC.maxppm;
sw = SPEC.sw;
S =SPEC.Data;

tmpV = zeros(1,buckets);
for i=1:buckets
% fast method
[tmp, minind] = internal_ppmindex(ofs, sw, si, BucketList(i,1)); %#ok<ASGLU>

[tmp, maxind] = internal_ppmindex(ofs, sw, si, BucketList(i,2)); %#0k<ASGLU>

if round(minind) ~= minind
minind = ceil(minind);
end;
if round(maxind) ~= maxind
maxind = ceil(maxind)+1;
end;
¢ = (minind -maxind)+1;
tmpV(i)=sum(S(maxind:minind))./c;
end;
TMPDATA(k,:) = tmpV;
else
% Bucketing via Interpolation

p =bbio_spec_ppm(RAW(K));
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TMPDATA(k,:) = interp1(p,RAW(k).Data,PPM);
end;
end;

MDATA.DATA = TMPDATA;

% applying the "null-space", exclusions
NULLS = [];
if ~isempty(PARS.null)
for i=1:size(PARS.null,1)
NULLS = union( NULLS, find(PPM>PARS.null(i,1) & PPM<PARS.null(i,2)));
end;

end;

MDATA.DATA(:,NULLS) = 0;

if PARS.deletenulls
ii = setdiff(1:size(MDATA.DATA,2), NULLS);
MDATA.DATA = MDATA.DATAC(;, ii);
MDATA.PPM = MDATA.PPM(ii);

end;

function [index, exactindex] = internal_ppmindex(ofs, sw, size, ppm)

exactindex = (ofs-ppm)/sw*(size-1);

index = ceil(exactindex);

function INFO = bbio_spec_info(RAWData, Parameter)

INFO =[];

DirectNumbers = {'LB','SI','Date’,'01','PHCO','PHC1",'SF','RG",'NS",'TD",'BF1','SW"};

Arrays = {'PULSES', DELAYS', POWERLEVELS', 'POWERLEVELSW', 'POWERLE-
VELSDB'};

Singles  ={'P1','D1',SR','EXPNO’,'PROCNO’, 'SAMPLEID','PROBHD};
DirectStrings = {'PULPROG','SPECT','TITLE", file'};
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if nargin==0
INFO =[];
INFO = union(INFO, Arrays);
INFO = union(INFO, DirectNumbers);
INFO = union(INFO, Singles);
INFO = union(INFO, DirectStrings);
return;

end;

if ~isempty(find(ismember(DirectStrings, Parameter), 1))
INFO = ({RAWData.(Parameter)});
return;

end;

if ~isempty(find(ismember(DirectNumbers, Parameter), 1))
if stremp(Parameter,'SI'")
Parameter = 'size’;
end;
if stremp(Parameter,'SW")
Parameter = 'sw';
end;
INFO = cell2mat({RAWData.(Parameter)});
return;

end;

PULSES = cell2Zmat({RAWData.PULSES})’;

DELAYS = cell2mat({RAWData.D})’;

POWERLEVEL = cell2mat({RAWData.POWERLEVEL})’;
POWERLEVELW = cell2mat({RAWData.POWERLEVELW})';
POWERLEVELDB = cell2mat({RAWData.POWERLEVELDB})';

if stremp(Parameter,'PL1");

INFO = POWERLEVEL(:,2);
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if RAWData(1).TOPSPIN>=3
INFO = POWERLEVELDB(:,2);

end;

return;

end;

if strcemp(Parameter,'PL9");
INFO = POWERLEVEL(:,10);
if RAWData(1).TOPSPIN>=3
INFO = POWERLEVELDB(;,10);
end;
return;

end;

if stremp(Parameter,'PULSES');
INFO = PULSES;
return;

end;

if stremp(Parameter,'DELAYS");
INFO =DELAYS;
return;

end;

if stremp(Parameter,' POWERLEVELS');
INFO = POWERLEVEL;
return;

end;

if stremp(Parameter,' POWERLEVELSW');
INFO = POWERLEVELW;
return;

end;

if strcemp(Parameter, POWERLEVELSDB");
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INFO = POWERLEVELDB;
return;

end;

if strcemp(Parameter,'P1");
INFO =PULSES(:,2);
return;

end;

if stremp(Parameter,'D1");
INFO = DELAYS(:,2);
return;

end;

files = {RAWData.file};
files = strrep(files,'/','\");

if stremp(Parameter,'EXPNO');

INFO = cellfun(@(x) str2double(x{1}),regexp(files,'(\d+)\\pdata\\\d+\\\d+r', to-
kens"));

return;

end;

if stremp(Parameter,'PROBHD');
INFO = cell(length(RAWData),1);
for i=1:length(RAWData)
s = strtrim(RAWData(i).ACQUS.PROBHD(2:end-1));
INFO{i} = s;
end;
return;

end;

if strcemp(Parameter,'PROCNQO");

INFO = cellfun(@(x) str2double(x{1}),regexp(files,'"\d+\\pdata\\(\d+)\\\d+r',"to-
kens"));

262



9 Anhang

return;

end;

if strcmp(Parameter,'SAMPLEID");

INFO = cellfun(@(x) (x{1}),regexp(files,"\\([*\\]*)\\\d+\\pdata\\\d+\\', to-
kens"));

return;

end;

if strcemp(Parameter,'SR");
SF = bbio_spec_info(RAWData, 'SF');
BF = bbio_spec_info(RAWData, 'BF1');
INFO = (SF-BF)*1E6;
return;

end;

if stremp(Parameter,'SWH');
SW = bbio_spec_info(RAWData, 'SW");
BF = bbio_spec_info(RAWData, 'BF1');
01 = bbio_spec_info(RAWData, '01");
INFO = SW .* (BF + 1E-6*01);
return;

end;

function [ppm] = bbio_spec_ppm(Spec)
% results ppm axis for spectrum
step = Spec.sw / (Spec.size-1);

ppm = Spec.maxppm:-step:Spec.minppm;

function RAW = bbio_spec_read1d( FileList, varargin)
%



9 Anhang

% bbio_spec_read1d = Read 1R-NMR files

%

% This function reads the spectra of all given filenames
% and returns a struct RAW with the Data and almost all
% available parameters

%

% INPUT:

%  FileList:

% is a cell-array containing the filenames

% of the files to be read (with 1r)

% Paramters

%  ppmRange: [min max]

% is a 1x2-array defining the ppm-Range for

% reading (optional)

%  imaginary: (true/false)

% boolean, "true" for reading imaginary-part

%

% Dealing with the input

p = inputParser;
p.addParamValue('imaginary' false);
p.addParamValue('ppmRange’,[-1E99 1E99]);
p.addParamValue('readShim',true);
p.addParamValue('readSCON',true);
p-parse(varargin{:});

PARS = p.Results;

if ischar(FileList)
FileList = {FileList};

end;

n =length(FileList);
RAW = struct('Data’,cell(n,1),'Imag’,cell(n,1));
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if n>=10
fprintf('1D-Reading (%d spectra)..\n', n);
end;

for k=1:n

cFileName = FileList{k};
cDir = cFileName(1:(end-2));

if mod(k,100)==0 && k>2
fprintf(" %d (%.02f%%)\n’, k, 100*k/n);

end;

if mod(k,10)==1 && n>=10
fprintf('.");

end;

if exist(cFileName, 'file')~=2
fprintf("\nFile "%s" does not exist!\n', cFileName);
continue;

end;

% loading jcamp-info files acqus, procs

[ACQUS, ACQUSTXT] = bbio_internal_JCAMP_read( [cDir "..\..\acqus']);
[PROCS, PROCSTXT] = bbio_internal_JCAMP_read( [cDir 'procs']);

AUDITA = bbio_internal_loadtext([cDir ".\..\audita.txt']);
AUDITP = bbio_internal_loadtext([cDir 'auditp.txt']);

titlefile = [cDir 'title'];
if exist(titlefile, 'file")

myTitle = strtrim(bbio_internal_loadtext(titlefile));
else

myTitle =";
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end;

RAW(K).TITLE = myTitle;
RAW(k).ACQUS = ACQUS;
RAW(k).PROCS = PROCS;
RAW(k).ACQUSTXT = ACQUSTXT;
RAW(K).PROCSTXT = PROCSTXT;
RAW(K).AUDITA = AUDITA;
RAW(k).AUDITP = AUDITP;

% save important parameters at top-level

if ~isempty(ACQUS)

RAW(k).01 = ACQUS.01;

RAW(k).RG = ACQUS.RG;

RAW(k).PULPROG = ACQUS.PULPROG;

RAW(k).BF1 = ACQUS.BF1;

RAW(k).TD = ACQUS.TD;

RAW(K).NS = ACQUS.NS;

RAW(k).Date = bbio_internal_UnixToMatLabDate(ACQUS.DATE);

% Real Aquisition Date with correct TimeZone
v =regexp(RAW(K).AUDITA,'1,<([*>]*)>,<([*>]*)><([*>]*)>,<go>","tokens");
if ~isempty(v)
ds =v{1}{1};
RAW(k).DateReal = datenum(ds(1:19),'yyyy-mm-dd HH:MM:SS");
RAW(k).TimeZone = str2double(ds(25:27));
else
RAW(k).DateReal = NaN;
RAW(k).TimeZone = NaN;

end;

% extract lists like pulses, powerlevels, delays
[PULSES, PL, D, SPECT] = internal_add_customfields_acqus(ACQUS,...
ACQUSTXT); %#0k<NASGU>
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% getting the spectrometer is complicated (WRPA-Problem)
tmpTSPECT = regexp(AUDITA,',<([*>]*)>,<go>","tokens");
if ~isempty(tmpTSPECT)
SPECT =tmpTSPECT{1}{1};
else
SPECT ="}

end;

RAW(k).PULSES = PULSES;
RAW(k).POWERLEVEL = PL;
RAW(k).D =D;

RAW(k).SPECT  =SPECT;

% stripped 32 field version
RAW(k).PULSES32 =PULSES(1:32);
RAW(k).D32 =D(1:32);
RAW(k).POWERLEVEL32 = PL(1:32);

% if TopSpin 3.0 or higher -> different Power-Handling
[PLW, PLDB] = internal_new_powerlevel(ACQUS);
RAW(k).POWERLEVELW = PLW;
RAW(k).POWERLEVELDB = PLDB;

end;

RAW(k).ByteOrder = PROCS.BYTORDP;
if isfield(PROCS,'LB")

RAW(k).LB = PROCS.LB;
end;
if isfield(PROCS,'PHCO0")

RAW(k).PHCO = PROCS.PHCO;
end;

if isfield(PROCS,' PHC1")

RAW(k).PHC1 = PROCS.PHC1;
end;
RAW(K).SF = PROCS.SF;
RAW(Kk).file = cFileName;
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% Getting the TOPSPIN-Version
if ischar(ACQUSTXT)
v =regexp(ACQUSTXT, '[*\n]*TOPSPIN\t\tVersion (\S+)','tokens');
if ~isempty(v)
v=v{1}{1};
tmpVersion = str2double(v);
if isnan(tmpVersion)
% try first 3 characters
tmpVersion = str2double(v(1:3));
end;
RAW(K).TOPSPIN = tmpVersion;
else
RAW(K).TOPSPIN = NaN;
end;

end;

% reading the spectrum

[si, ofs, sw, real, ncproc, imag] = internal_read_spectrum(...
cFileName, PARS.ppmRange(1), ...
PARS.ppmRange(2), PROCS, ACQUS, PARS);

RAW(k).Data =real.*(2”(ncproc));

RAW(k).Imag =imag.*(2”*(ncproc));

RAW(k).maxppm = ofs;

RAW(k).minppm = ofs-sw;

RAW(Kk).sw =sw;

RAW(Kk).size = si;

% Reading the shim

if PARS.readShim
shimfile = [cDir "..\..\shimvalues'];
if exist(shimfile,file")
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RAW(k).SHIM = internal_read_shimvalues( shimfile);
else
RAW(k).SHIM = [];
end;
else
RAW(k).SHIM = [];

end;

% Reading scon
if PARS.readSCON
sconfile = [cDir ".\..\scon2'];
if exist(sconfile, file")
RAW(k).SCON = bbio_internal_JCAMP_read( sconfile);
else
RAW(k).SCON = [];
end;
else
RAW(k).SCON = [];

end;

% ICON-INFO
iconfile = [cDir ".\..\order.txt'];
if exist(iconfile,file")
RAW(Kk).ICON = bbio_internal_JCAMP_read( iconfile);
else
RAW(k).ICON =];

end;

end;

ifn>=10

fprintf("\n');

end;
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function SHIM = internal_read_shimvalues( shimfile)

SHIM = [];
L = bbio_internal_loadtext(shimfile);
SL =regexp(L,'(:*7)\n','tokens");
StartPos = 0;
for i=1:length(SL)
s = strtrim(SL{i}{1});
if ~stremp(s(1),'#")
StartPos =i;
break;
end;
end;
for i=StartPos:length(SL)
s = strtrim(SL{i}{1});
if stremp(s(1),'#")
break;
end;
tmpV = regexp(s,'(\S*)\s+(-*\d+)','tokens");
if ~isempty(tmpV) && length(tmpV{1})==2
sNAME =tmpV{1}{1};
SVALUE = str2double(tmpV{1}{2});
sNAME = strrep(sNAME,"(",");
sNAME = strrep(sNAME,")",");
sNAME = strrep(sNAME,'-','m");
SHIM.(['SH_' sNAME]) = sVALUE;
end;

end;
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ADDPARS = {'LOCKPOWER','/LOCKPHASE','LOCKGAIN','LOCKDC','LOCKSHIFT",...
'FIELD','LOOPGAIN','LOOPTIME','LOOPFILTER'};

for i=1:length(ADDPARS)
tmpT =regexp(L,[ADDPARS{i} "\s+(.*?)\n'],"tokens");
SHIM.(ADDPARS{i}) = str2double(strtrim(tmpT{1}));

end;

function [PULSES, PL, D, SPECT] = internal_add_customfields_acqus( ACQUS, ...
ACQUSTXT)

SPECT = [];

P = ACQUS.P;
P1 = strrep(P,sprintf('\n')," );
vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens");
PULSES = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)
PULSES(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

P = ACQUS.PL;
P1 = strrep(P,sprintf('\n"),' );
vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens');
PL = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)
PL(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

P = ACQUS.D;

P1 = strrep(P,sprintf('\n')," );

vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens");
D = zeros(length(v1)-1,1);

for i=2:length(v1)
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D(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

vl = regexp(ACQUSTXT,"##O0WNER=([*\n]*)\n([*\n]*)\n’,'tokens’,'once");
if length(v1)==2
lin = (v1{2});
atpos = strfind(lin,'@");
if ~isempty(atpos)
SPECT = strtrim(lin((atpos(1)+1):end));
end;

end;

function [PLW, PLDB] = internal_new_powerlevel (ACQUS)

PLW =zeros(64,1)*NaN;
PLDB = zeros(64,1)*NaN;

if isfield(ACQUS,'PLW')

% TopSpin 3.0 or higher
P = ACQUS.PLW;
P1 = strrep(P,sprintf("\n"),' );
vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens");
PLW = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)
PLW(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

PLDB = - 10 * log10(PLW);
PLDB(isinf(PLDB)) = 1000;

end;

function [si, ofs, sw, real, ncproc, imag] = internal_read_spectrum( aFile,...
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minppm, maxppm, INFO, INFO2,...
PARS)

% byteorder?

dataformat ="'’;

if INFO.BYTORDP ==
dataformat = 'b’;

end;

% get important parameters
ofs =INFO.OFFSET;
if ~isempty(INFO2)
sw =INFO2.SW;
else
sw =INFO.SW_p/INFO.SF;
end;
ncproc = INFO.NC_prog;
si  =INFO.S;

minppmindex = floor((ofs-minppm)/sw*(si-1));

maxppmindex = ceil((ofs-maxppm)/sw*(si-1));

if maxppmindex<0;
maxppmindex = 0;
minppmindex = si-1;

end;

if ~exist(aFile,'file")
si =0;
ofs =0;
sw =0;
real =NaN;
ncproc = 0;
return;

end;
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count = minppmindex - maxppmindex + 1;
if count>0
f = fopen (aFile, 'r',dataformat);
fseek(f, maxppmindex*4,0);
[real,si2]=fread(f,count, 'int32");
fclose (f);
if PARS.imaginary == true
% loading the imaginary part
iFile = strrep(aFile,"\1r',"\ 1i");
f = fopen (iFile, 'r',dataformat);
fseek(f, maxppmindex*4,0);
imag = fread(f,count, 'int32");
fclose (f);
else
imag = [J;
end;
else
real = [];
si2 =0;
end;
ofs = (ofs - sw/(si-1)*maxppmindex);
sw = (ofs - sw/(si-1)*maxppmindex) - (ofs - sw/(si-1)*minppmindex);

si =si2;

function [RAW,SCALE] = bbio_spec_scale( RAWIN, varargin)
%

% bbio_spec_scale( RAWIN, Parameters...) = Scaling 1D NMR Spectra
%

% INPUT:

% RAWIN = Struct with RAW-Data

% Parameters:
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%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

mode: Mode for Scaling, Possible modes are:

int =integral
max = maximum

min = minimume-baseline-scale

custom = user provides scaling factor for each spectrum

noise = scaling to a defined noise region

ppm: PPM-Region for Scaling

exclusions: Exclusion, nx2-Array with ppm-ranges

noiseregion: PPM-Range for NOISE

minHZ:  Filter-Width for Min-Filtering (mode=min)

custom: Customized Scaling with this ARRAY

% Dealing with the input

p = inputParser;

p.-addParamValue('mode’,'int");

p-addParamValue('ppm’,[0.5 4.5]);

p.addParamValue('noiseregion’,[]);

p.addParamValue('minHZ',10);

p.addParamValue('custom',[]);

p.parse(varargin{:});

PARS = p.Results;

if nargin==

RAW=PARS;

return;

end;

if strempi(PARS.mode,'int")

SCALE = internal_int(RAWIN, PARS);

end;

if strcempi(PARS.mode,' max")
SCALE = internal_max(RAWIN, PARS);
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end;

if strcmpi(PARS.mode,'min')
SCALE = internal_min(RAWIN, PARS);

end;

if strcempi(PARS.mode, custom’)
SCALE = PARS.custom;

end;

if strcmpi(PARS.mode, noise")
SCALE = internal_noise(RAWIN, PARS);

end;

% Apply the Scaling
RAW = RAWIN;
for i=1:length(RAW)
RAW(i).Data = RAW(i).Data ./ SCALE();

end;

function idx = getppmforuse(p, PARS)

idx =find(p>PARS.ppm(1) & p<PARS.ppm(2));
if ~isempty(PARS.exclusions)
for i=1:size(PARS.exclusions,1)
idx = setdiff(idx, find(p>PARS.exclusions(i,1) & ...
p<PARS.exclusions(i,2)));
end;

end;
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function SCALE = internal_int(RAWIN, PARS)
% Simple integration
SCALE = ones(length(RAWIN),1);
for i=1:length(RAWIN)
p =Dbbio_spec_ppm(RAWIN(i));
delta = abs(p(2)-p(1));

idx = getppmforuse(p, PARS);

S =sum(RAWIN(i).Data(idx));
SCALE(i) = S*delta;

end;

function SCALE = internal_max(RAWIN, PARS)
% Maximum in region = 1
SCALE = ones(length(RAWIN),1);
for i=1:length(RAWIN)
p =bbio_spec_ppm(RAWIN(i));

idx = getppmforuse(p, PARS);

S =max(RAWIN(i).Data(idx));

SCALE(i) = S;

end;

function SCALE = internal_min(RAWIN, PARS)

SCALE = ones(length(RAWIN),1);

for i=1:length(RAWIN)

p =Dbbio_spec_ppm(RAWIN(i));

idx = (p>PARS.ppm(1) & p<PARS.ppm(2));

STEP = PARS.minHZ/(abs(p(2)-p(1))*RAWIN(i).SF);
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STEP = ceil(STEP);

MIN = bbio_internal_minbase( RAWIN(i).Data(idx), STEP,0);
SCALE(i) = median(MIN); % sum or median

end;

function SCALE = internal_noise(RAWIN, PARS)
% MAD of region = 1
SCALE = ones(length(RAWIN),1);
for i=1:length(RAWIN)
p = bbio_spec_ppm(RAWIN(i));

idx = getppmforuse(p, PARS);

S =bbio_mad(RAWIN(i).Data(idx));

SCALE(i) = S;

end;

function RAW = bbio_spec_shift1d(RAW, shift)

if length(RAW)>1
for i=1:length(RAW)
RAW(i) = bbio_spec_shift1d(RAW(i), shift(i));
end;
return;

end;

RAW.minppm = RAW.minppm - shift;
RAW.maxppm = RAW.maxppm - shift;

% function = complete_V_coffee

%complete central matrix V_coffee, change empty fields with 'unknown'

S = size(V_coffee);
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% 'SamplelD’
fori=1:S(1);
b(i) = strcemp("', V_coffee{i,2});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,2} = 'unknown’;
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,2});
ift(i) > 0;
V_coffee{i,2} = 'unknown’;
end

end

% 'ProjectID’

fori=1:S(1);
b(i) = strcmp(", V_coffee{i,3});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,3} = 'unknown;
end
end
fori=1:S(1);

t(i) = isempty(V_coffee{i,3});
if t(i) > 0;
V_coffee{i,3} = 'unknown’;
end

end

% 'Matrix'
fori=1:5(1);
b(i) = strcmp(", V_coffee{i,4});
if b(i)> 0;
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V_coffee{i,4} = 'unknown’;
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,4});
ift(i) > 0;
V_coffee{i,4} = 'unknown’;
end

end

% 'Kaffeeart'
fori=1:S(1);
b(i) = stremp(", V_coffee{i,5});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,5} = 'unknown’;
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,5});
ift(i) > 0;
V_coffee{i,5} = 'unknown’;
end

end

% 'KaffeeKontinent'

fori=1:5(1);
b(i) = stremp(", V_coffee{i,6});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,6} = 'unknown’;
end
end
fori=1:5(1);
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t(i) = isempty(V_coffee{i,6});
ift(i) > 0;
V_coffee{i,6} = 'unknown’;
end

end

% 'KaffeeLand'
fori=1:5(1);
b(i) = strcmp(", V_coffee{i,7});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,7} = 'unknown’;
end

end

fori=1:5(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,7});
ift(i) > 0;
V_coffee{i,7} = 'unknown’;
end

end

% 'KaffeeRegion'
fori=1:S(1);
b(i) = stremp(", V_coffee{i,8});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,8} = 'unknown’;
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,8});

ift(i) > 0;
V_coffee{i,8} = 'unknown’;

end
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end

% 'KaffeeAnbau'
fori=1:S(1);
b(i) = strcemp("', V_coffee{i,9});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,9} = 'unknown’;
end

end

fori=1:5(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,9});
ift(i) > 0;
V_coffee{i,9} = 'unknown’;
end

end

% 'KaffeeFW'
fori=1:5(1);
b(i) = stremp(", V_coffee{i,10});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,10} = 'unknown';
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,10});
if t(i) > 0;
V_coffee{i,10} = 'unknown’;
end

end

% 'KaffeeFWTonino'

fori=1:S(1);
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b(i) = stremp(", V_coffee{i,11});

if b(i)> 0;
V_coffee{i, 11} = 'unknown’;
end
end
fori=1:5(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,11});
ift(i) > 0;

V_coffee{i,11} = 'unknown’;
end

end

% 'Kaffeeeinwaage'
fori=1:5(1);
b(i) = stremp(", V_coffee{i,12});
if b(i)> 0;
V_coffee{i,12} = 'unknown';
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,12});
ift(i) > 0;
V_coffee{i, 12} = 'unknown’;
end

end

% 'Wassergehalt'
fori=1:5(1);
b(i) = stremp(", V_coffee{i,13});
if b(i)> 0;
V_coffee{i, 13} = 'unknown’;

end
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end

fori=1:5(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,13});
if t(i) > 0;
V_coffee{i, 13} = 'unknown’;
end

end

% 'Roestart’
fori=1:S(1);
b(i) = strcmp(", V_coffee{i,14});
if b(i)> 0;
V_coffee{i, 14} = 'unknown’;
end

end

fori=1:S(1);
t(i) = isempty(V_coffee{i,14});
ift(i) > 0;
V_coffee{i, 14} = 'unknown';
end

end

clearvars b;
clearvars i;
clearvars t;

clearvars S;

function LDAAPPLY = lda_apply( DATA, LDA, Confidence)

LDAAPPLY = [J;

MODELS = LDA.MODELS;
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PREDICTED_GROUPS = NaN(size(DATA,1),length(MODELS));
SCORES = cell(length(MODELS),1);

HASH =bbio_hash( DATA);
INDIST = zeros(size(DATA,1),size(LDA.CONFUSION_MATRIX,1));
multsum = zeros(size(DATA,1),1);

for i=1:length(MODELS)

MODEL = LDA.MODELS{i};

% die gleichen schritte auf die Testdaten
TDATA = DATA;
TDATA = TDATA-repmat(MODEL.modelmean, size(TDATA,1),1);
if ~isempty(MODEL.modelstd)
TDATA = TDATA./repmat(MODEL.modelstd, size(TDATA,1),1);
end;
TDATA = TDATA*MODEL.PCAcoeff; % PCA anwenden
TDATA = TDATA(:,1:MODEL.PCADIM)*MODEL.LDA.eigenvec;

LDADIM = MODEL.LDADIM;

% Berechne Distanzen der Testdaten zu den Modellmittelwerten
TESTDIST = pdist2(TDATA(:;,1:LDADIM),MODEL.GRPMODELMEANS);
[~,MINDISTGROUP] = min(TESTDIST,[],2);

ii = find(ismember(HASH, MODEL.HASH));
mult = ones(size(TESTDIST));

mult(ii,:) = 0;

multsum = multsum + mult(:;,1);

INDIST = INDIST + TESTDIST .* mult;

PREDICTED_GROUPS(;, i) = MINDISTGROUP;
SCORES{i} = TDATA;

ii = find(ismember(HASH, MODEL.HASH));
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PREDICTED_GROUPS(ii,i) = NaN;
end;

INDIST = INDIST ./ repmat(multsum,1,size(INDIST,2));

LDAAPPLY.PREDICTED_GROUPS = PREDICTED_GROUPS;
LDAAPPLY.SCORES = SCORES;
LDAAPPLY.INDIST = INDIST;

LDAAPPLY.CONF = LDAAPPLY.INDIST;

% Betrachtung relativ zu Confidence

for i=1:size(INDIST,2)
di = LDA.INDISTANCES(LDA.ORIGINAL_GROUPS==i,i);
1 = quantile(di,Confidence);
LDAAPPLY.CONF(:,i) = LDAAPPLY.CONF(:,i) / I;

end;

LDAAPPLY.PVAL = NaN(size(LDAAPPLY.INDIST));
for g=1:size(INDIST,2)
di = LDA.INDISTANCES(LDA.ORIGINAL_GROUPS==g,g);
for i=1:size(LDAAPPLY.PVAL,1)
LDAAPPLY.PVAL(i,g) = length(find(di>LDAAPPLY.INDIST(i,g))) /length(di);
end;
end;

LDAAPPLY.Confidence = Confidence;

function LDARESULT = lda_create(DATA, GROUPS, MONTE_CARLO, CROSS_SETS,
PCADIM, UseAutoScaling, RANDOM_SEED)

LDARESULT = [;

s = RandStream('mt19937ar’,'Seed',RANDOM_SEED);

RandStream.setGlobalStream(s);

T = tabulate(GROUPS);
n = size(DATA,1);
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ORIGINAL_GROUPS = NaN(n,1);

for t=1:size(T,1)
i1 = find(ismember(GROUPS, T{t,1}));
ORIGINAL_GROUPS(i1)=t;

end

PREDICTED_GROUPS = NaN(n,MONTE_CARLO);
MODELS = cell MONTE_CARLO*CROSS_SETS,1);

mc = 1;
% Monte-Carlo
for MC = 1:MONTE_CARLO
fprintf('Monte-Carlo-Run %d\n', MC);
% Kreuzvalidierung k-fache KV mit Monte-Carlo-permutierten
% Datensatzen
CV_SETS = internal_cv_sets(n, CROSS_SETS);
for CV=1:CROSS_SETS

testset = CV_SETS{CV};

modelset = setdiff(1:n,testset);

modelmean = mean(DATA(modelset,:));

MDATA = DATA(modelset,:);

% Erzeuge Hashes fiir die Modelldaten
HASH = bbio_hash( MDATA);

MDATA = MDATA-repmat(modelmean, size(MDATA,1),1);

% insert other scaling
% unit-variance scaling, autoscale
if UseAutoScaling

modelstd = std(DATA(modelset,:));
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MDATA = MDATA./repmat(modelstd, size(MDATA,1),1);
else
modelstd = [];

end

PCAcoeff = pca(MDATA);
MDATA = MDATA*PCAcoeff; % PCA anwenden
MDATA = MDATA(:,1:PCADIM);

% LDA
[~,~,LDA] = manoval(MDATA,GROUPS(modelset));
MDATA = MDATA*LDA.eigenvec;

% die gleichen schritte auf die Testdaten
TDATA = DATA(testset,:);
TDATA = TDATA-repmat(modelmean, size(TDATA,1),1);
if UseAutoScaling
TDATA = TDATA./repmat(modelstd, size(TDATA,1),1);
end
TDATA = TDATA*PCAcoeff; % PCA anwenden
TDATA = TDATA(:;,1:PCADIM)*LDA.eigenvec;

LDADIM = size(T,1)-1;
GRPMODELMEANS = NaN(size(T,1), LDADIM);
for t=1:size(T,1)
i1 = find(ismember(GROUPS(modelset), T{t,1}));
GRPMODELMEANS(t,:) = mean(MDATA(i1,1:LDADIM));
end
% Berechne Distanzen der Testdaten zu den Modellmittelwerten
TESTDIST = pdist2(TDATA(:,1:LDADIM),GRPMODELMEANS);
[~,MINDISTGROUP] = min(TESTDIST,[],2);

PREDICTED_GROUPS(testset, MC) = MINDISTGROUP;

% Model speichern
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MODELS{mc} = [];
MODELS{mc}.modelmean = modelmean;
MODELS{mc}.modelstd = modelstd;
MODELS{mc}.PCAcoeff = PCAcoeff;
MODELS{mc}.LDA  =LDA;
MODELS{mc}.GRPMODELMEANS = GRPMODELMEANS;
MODELS{mc}.MDATA = MDATA;
MODELS{mc}.TDATA = TDATA;
MODELS{mc}.testset = testset;
MODELS{mc}.modelset = modelset;
MODELS{mc}.PCADIM = PCADIM;
MODELS{mc}.LDADIM = LDADIM;
MODELS{mc}.HASH =HASH;
MODELS{mc}.TESTDIST = TESTDIST;

mc =mc +1;

end

end

LDARESULT.MODELS = MODELS;
LDARESULT.PREDICTED_GROUPS = PREDICTED_GROUPS;
LDARESULT.ORIGINAL_GROUPS = ORIGINAL_GROUPS;
LDARESULT.GROUP_LEGEND =T(:,1);

LDARESULT.CORRECT_PREDICTION = NaN(n,1);

fori=1:n
| =length(find(PREDICTED_GROUPS(i,:)==0ORIGINAL_GROUPS(i)));
LDARESULT.CORRECT_PREDICTION(i) = 1/size(PREDICTED_GROUPS,2);

end

CONFUSION_MATRIX = zeros(size(T,1),size(T,1));

for m=1:MONTE_CARLO
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for t=1:size(T,1)
i1 = find(ismember(GROUPS, T{t,1}));
for k=1:size(T,1)
ii = find(PREDICTED_GROUPS(i1,m)==K);
CONFUSION_MATRIX(t,k) = CONFUSION_MATRIX(t,k) + length(ii);
end
end

end

for t=1:size(T,1)

i1 = find(ismember(GROUPS,T{t,1}));

CONFUSION_MATRIX(t,:) = CONFUSION_MATRIX(t,:)/length(i1)*100;
end
CONFUSION_MATRIX = CONFUSION_MATRIX/MONTE_CARLO;
LDARESULT.CONFUSION_MATRIX = CONFUSION_MATRIX;

% Sammeln der Distanz-Informationen
DISTANCES = zeros(size(DATA,1),size(T,1));
for i=1:length(LDARESULT.MODELS)
M = LDARESULT.MODELS{i};
M.TESTDIST
whos DISTANCES
length(M.testset)
DISTANCES(M.testset,:) = DISTANCES(M.testset,:) + M.TESTDIST;
end

DISTANCES = DISTANCES/MONTE_CARLO;

LDARESULT.INDISTANCES = DISTANCES;

function lda_visu_clouds(LDA, MODELNR, confalpha, ShowPoints)

if nargin<4
ShowPoints = true;

end;
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VMODEL = LDA.MODELS{MODELNR};
MDATA = VMODEL.MDATA;
TDATA = VMODEL.TDATA,;

cla;

hold on;

Ip=perms([-1 0 1]);
fori=1:4
light('Position’,lp(i,:),'Style','infinite");

end;

CM = jet(length(LDA.GROUP_LEGEND));
for t=1:length(LDA.GROUP_LEGEND)

patch([0 0 0 0],J0 O O 0],'k','EdgeColor’,'none’,'FaceColor',CM(t,:),'FaceAlpha’,0.3,
'FaceLighting','Phong');

end;

for t=1:length(LDA.GROUP_LEGEND)
i1 = find(LDA.ORIGINAL_GROUPS(VMODEL.modelset)==t);
if ShowPoints

plot3(MDATA(i1,1),MDATA(i1,2),MDATA(i1,3),'ko’,'MArkerFaceCo-
lor',CM(t,:),'Markersize',3)

end;
mp = bbio_conf3dellipsoid(MDATA(i1,1:3),confalpha,30);

patch(mp,'EdgeColor’,'none’,'FaceColor',CM(t,:),'FaceAlpha',0.3, 'Face-
Lighting','Phong');

end;

for t=1:length(LDA.GROUP_LEGEND)
il = find(LDA.ORIGINAL_GROUPS(VMODEL.testset)==t);
if ShowPoints
plot3(TDATA(i1,1),TDATA(i1,2),TDATA(i1,3),'ks','MArkerFaceColor',CM(t,:))
end;

end;
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box on;

grid on;

axis vis3d;

view(30,30);
legend(LDA.GROUP_LEGEND)

set(legend,'Location’,'best");

function lda_visu_confusion(LDA)

T = LDA.GROUP_LEGEND;
CONFUSION_MATRIX = LDA.CONFUSION_MATRIX;
ng = length(T);

cla;
set(gcf,'Color',"W");
CM = flipud(gray(101));
for t=1:size(T,1)
for k=1:size(T,1)
¢ = floor(CONFUSION_MATRIX(t,k))+1;
col = CM(c,:);

patch([t-0.5 t+0.5 t+0.5 t-0.5],[k-0.5 k-0.5 k+0.5 k+0.5],col); %patch -> Funktion
zeichnet Quadrate und unterteilt es in die einzelne Felder

text(tk,  sprintf('%.1f,CONFUSION_MATRIX(tk)),'HorizontalAlignment','cen-
ter','Color’,1-col);

end;
end;
set(gca,'xlim',[0.5 size(T,1)+0.5]);
set(gca,'ylim',[0.5 size(T,1)+0.5]);
set(gca,'xtick’,1:ng,'ytick',1:ng,'yticklabel', T, xticklabel', T, xticklabelrotation',45);
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9.12 MATLAB®-Skript zur Quantifizierung ausgewahlter Kaffee-
metaboliten durch *H-NMR-Spektroskopie und PULCON

9.11.1 Verwendetes MATLAB®-Hauptskript

%% Quantifizierung wasserldslicher Analyten in Kaffee
% NMP N-Methylpyridinium
% CQA Chlorogensiure quantifiziert als 5-Caffeoylchinasaure

% HMF 5-Hydroxymethylfurfural

%% Konstante Parameter
%Molare Masse

MW_HMF =(126.11);
MW _Trigonellin = (137.14);
MW_NMP =(94.134);
MW_Ameisensaure = (46.03);
MW _Coffein =(194.19);
MW_Essigsaure = (60.052);
MW_Milchsaeure = (90.08);
MW_CQA = (354.31);
MW_Citronensaeure = (192.12);

%Anzahl der Protonen fuer entsprechendes Signal
NH_HMF =(1);

NH_Trigonellin = (1);

NH_NMP =(1);

NH_Ameisensaure =(1);

NH_Coffein =(3);

NH_Essigsaure = (3);

NH_Milchsaeure = (3);

NH_CQA =(1);

NH_Citronensaeure = (2);

% ppm-Bereich des entsprechenden Signals
ppm_HMF =[9.44 9.48];

ppm_Trigonellin =[9.089.17];
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ppm_NMP = [8.49 8.60];

ppm_Ameisensaure =[8.42 8.49];

ppm_Coffein =[3.315 3.362];

ppm_Essigsaure  =[1.915 1.94];

ppm_Milchsaeurel =[1.321.49]; % ppm Bereich fiir QuantRef
ppm_Milchsaeure =[1.315 1.36];

ppm_CQA =[6.89 7.01];

ppm_Citronensaeure =[2.9203.026]; % ppm Bereich fiir QuantRef

% Korrekturfaktoren bezueglich T1 Zeit Bestimmung und HPLC-Vergleichsmessung
CF_HMF =(1);

CF_Trigonellin = (1.1);

CF_NMP = (1)

CF_Ameisensaure = (1.2);

CF_Coffein =(1.2); %PFaktor berechnet anhand HPLC-Vergleichsmessung
CF_Essigsaure = (1.1);

CF_Maleinsaure = (1);

CF_Milchsaeure = (1);

CF_CQA = (1);

CF_CQA1 =(1);

CF_Citronensaeure = (1);

V=0.008; % Volumen der Extraktionslosung in L
E=0.0002; % Einwaage der Kaffeesprobe in kg
VE = V/E;

SI =262144;

DF =0.78; % Verdiinnungsfaktor da 600 pL Probe mit 100 pL Puffer und 70 pL TSP
(600/770 =0.78)

ppm = [-1 10];

minHz = 15;

Path = 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee_wassrig\Quantifizierung\Neue Daten’;
%Datenpfad der Spektren
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%% Importieren der spektralen Daten und Basislinienkorrektur

FileList = bbio_all_1r_files(Path, 10, 1);
mvm = bbio_spec_read1d(FileList);

xc = bbio_spec._filter_blk(mvm, minHz, ppm);

V_Coffee_H20 = cell(length(mvm),17);

%% Import der Metadaten in die Matrix V_Coffee_H20

CoffeelD = bbio_spec_info(xc,'SAMPLEID')’;

for i=1:length(mvm)
V_Coffee_H20{i,1} = mvm(i).file;
V_Coffee_H20{i,2} = xc(i).PULSES(1);
V_Coffee_H20{i,3} = xc(i).ERETIC(1);

end

%% Importieren von SW (spektrale Breite) aus den spektralen Daten

SW = xc.sw;

%% Berechnung des ERETIC-Faktors aus der QuantRef

V_QR = cell(length(xc),2);

tf=find(cellfun('length’,strfind ({xc.file},'QuantRef_a")));

ppmi=bbio_spec_ppm(xc(tf));

il = (ppmi>ppm_Milchsaeurel(1) & ppmi<ppm_Milchsaeurel(2));
SubData = xc(tf).Data(il);

Integral_Milchsaeure = trapz(SubData);

V_QR({i,1} = Integral_Milchsaeure;
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ppmi=bbio_spec_ppm(xc(tf));

il = (ppmi>ppm_Citronensaeure(1) & ppmi<ppm_Citronensaeure(2));
SubData = xc(tf).Data(il);

Integral_Citronensaeure = trapz(SubData);

V_QR({ji,2} = Integral_Citronensaeure;

e(1,1) = (V_QR{i,1}*SW*MW_Milchsaeure)/(S1*923.04*NH_Milchsaeure*DF);

e(1,2) = (V_QR{i,2}*SW*MW_Citronensaeure)/(S1*4236.27*NH_Citronensaeure*DF);
eretic = (e(1,1) + e(1,2))/2;

eretic = round(eretic,2);

Pulse = xc(tf).PULSES(1);

%% Integration des HMF-Siganls mittels Trapez-Integration
for i=1:length(xc)

ppmi=bbio_spec_ppm(xc(i));

il = (ppmi>ppm_HMF(1) & ppmi<ppm_HMF(2));

SubData =xc(i).Data(il);

Integral = trapz(SubData);

V_Coffee_H20{i,4} = Integral;

end

%% Integration des Trigonellin-Siganls mittels Trapez-Integration
for i=1:length(xc)
ppmi=bbio_spec_ppm(xc(i));
il = (ppmi>ppm_Trigonellin(1) & ppmi<ppm_Trigonellin(2));
SubData = xc(i).Data(il);
Integral = trapz(SubData);
V_Coffee_H20{i,5} = Integral;

end

%% Integration des NMP-Siganls mittels Trapez-Integration
for i=1:length(xc)
ppmi=bbio_spec_ppm(xc(i));

il = (ppmi>ppm_NMP(1) & ppmi<ppm_NMP(2));
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SubData = xc(i).Data(il);
Integral = trapz(SubData);
V_Coffee_H20{i,6} = Integral;

end

%% Integration des Ameisensaure-Siganls mittels Trapez-Integration
for i=1:length(xc)
ppmi=bbio_spec_ppm/(xc(i));
il = (ppmi>ppm_Ameisensaure(1) & ppmi<ppm_Ameisensaure(2));
SubData = xc(i).Data(il);
Integral = trapz(SubData);
V_Coffee_H20{i,7} = Integral;

end

%% Integration des Koffein-Siganls mittels line-fit Algorithmus

V_Coffee_H20{i,8} = NaN(length(xc),1);

for i = 1:length(xc)

CY =xc(i);

P = bbio_sig_FitSignal();
P.TOLFUN = 1E-6;
P.BADMIN =-0.01;
P.BADMINF = 80;
P.MinWidth = 0.6;
P.MaxWidth = 3;
P.UseExponents = false;

P.DoPlot = true;

%Methoden Basislinienkorrektur
P.SubstractBaseLine = true;  %alter Wert: false
P.DoMinFiltering = false;

%P.MinFilterWidth = 20;
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P.AdjustBaseLine = false; %alert Wert: true

%Beschreibung Signalform
P.SIG_ppm = ppm_Coffein;
P.SIG_center = 3.344;
P.SIG_shifttol = 0.05;
P.SIG_coupltol = 0;
P.SIG_factors = [1];
P.SIG_couplings = [0];

FIT = bbio_sig_FitSignal(CY,P);
INT = FIT.INTEGRAL;
V_Coffee_H20{i,8} = INT

end

%% Integration des Essigsaure-Siganls mittels line-fit Algorithmus

V_Coffee_H20{i,9} = NaN(length(xc),1);

for i = 1:length(xc)

CY =xc(i);

P = bbio_sig_FitSignal();
P.TOLFUN = 1E-8;
P.BADMIN =-0.005;
P.BADMINF = 10;
P.MinWidth = 0.5;
P.MaxWidth = 4;
P.UseExponents = false;
P.DoPlot = true;

% P.MinGauss = 0.5;

% P.MaxGauss = 0.9;
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%Methoden Basislinienkorrektur
P.SubstractBaseLine = false;
P.DoMinFiltering = false;
P.MinFilterWidth = 20;

P.AdjustBaseLine = true;

%Beschreibung Signalform
P.SIG_ppm = ppm_Essigsaure;
P.SIG_center = 1.9273;
P.SIG_shifttol = 0.05;
P.SIG_coupltol = 0;
P.SIG_factors = [1];
P.SIG_couplings = [0];

FIT = bbio_sig_FitSignal(CY,P);
INT = FIT.INTEGRAL;
V_Coffee_H20{i,9} = INT;

end

%% Integration des Milchsdure-Siganls mittels line-fit Algorithmus

V_Coffee_H20{i,10} = NaN(length(xc),1);

for i = 1:length(xc)

CY =xc(i);

P =bbio_sig_FitSignal();
P.TOLFUN = 1E-6;
P.BADMIN =-0.001;
P.BADMINF = 80;
P.MinWidth = 0.5;
P.MaxWidth = 3;
P.UseExponents = false;

P.DoPlot = true;
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%Methoden Basislinienkorrektur
P.SubstractBaseLine = true;
P.DoMinFiltering = false;
P.MinFilterWidth = 20;

P.AdjustBaseLine = false;

%Beschreibung Signalform
P.SIG_ppm = ppm_Milchsaeure;
P.SIG_center = 1.3349;
P.SIG_shifttol = 0.02;
P.SIG_coupltol = 0.2;
P.SIG_factors = [1.02 1.00];
P.SIG_couplings = [3.48 -3.48];

FIT = bbio_sig_FitSignal(CY,P);
INT = FIT.INTEGRAL;
V_Coffee_H20{i,10} = INT

end

%% Integration des CQA-Siganls mittels line-fit Algorithmus
V_Coffee_H20{i,11} = NaN(length(xc),1);

for i = 1:length(xc)

CY =xc(i);

P = bbio_sig_FitSignal();

P.TOLFUN = 1E-8; % Genauigkeit des Fits: Je grofier der
Wert desto genauer des Fit jedoch wird auch mehr Zeit fiir Fit benotigt

P.BADMIN =-0.00025;

P.BADMINF = 80; % Fit nach Least Squares. Je hoher der
Wert, desto unwahrscheinlicher iiberschreitet Fit die die Linien des "wahren" Signas

P.MinWidth = 4;
P.MaxWidth = 6;
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P.UseExponents = false;

P.DoPlot = true;

%Methoden Basislinienkorrektur

P.SubstractBaseLine = true;

Signals abgezogen

P.DoMinFiltering = false;

Fenster, welches so grof} ist wie MinFilterWidth

P.MinFilterWidth = 8;

P.AdjustBaseLine = false;

wenn Basislinie offset hat)

Hz

%Beschreibung Signalform
= ppm_CQA;
P.SIG_center = 6.9425;

P.SIG_ppm

P.SIG_shifttol = 0.02;
P.SIG_coupltol = 0.5;

P.SIG_factors = [1.4 2.3 0.8 2.0];

-> Duplett

P.SIG_couplings = [5.2 3.9 -2.7 -4.0];

ausgehend von der Mitte des Signals

FIT = bbio_sig_FitSignal(CY,P);
INT = FIT.INTEGRAL;
V_Coffee_H20{i,11} = INT

end

ResultList_TSP = cell(length(FileList)+1,3);
ResultList_TSP{1,1} = 'Datei’;
ResultList_TSP{1,2} = 'Integral’;
ResultList_TSP{1,3} = 'Error’;
ResultList_TSP{1,4} = 'Position’;
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% Fit wird als Abbildung dargestellt
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% Basislinie wird mitgefitet (wichtig,

% Mitte des Signals
% Toleranz fiir Signalshift in Hz
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ResultList_TSP{1,5} = 'LineWidth’;
ResultList_TSP{1,6} ='P1';

for i=1:length(FileList)
figure(1);
clf;
[Integral, Error, Position, LineWidth, SPEC] = FitTSP(FileList{i});
ResultList_TSP{i+1,1} = FileList{i};
ResultList_TSP{i+1,2} = Integral;
V_Coffee_H20{i,12} = LineWidth;
ResultList_TSP{i+1,3} = sprintf('%.2f" ,Error*100);
ResultList_TSP{i+1,4} = sprintf('%.4f', Position);
ResultList_TSP{i+1,5} = sprintf('%.2f",LineWidth);
ResultList_TSP{i+1,6} = sprintf('%.2f,SPEC.PULSES32(2));
drawnow;

end

ResultList_TSP;

%% Berechnung der Konzentration in mg/kg

for i=1:length(mvm)

C(i,1) = ((V_Coffee_H20{i,4}*SW*MW_HMF*xc(i).PULSES(1))/(SI*ere-
tic*NH_HMF*DF*Pulse))*CF_HMF*VE;

C(i,2) = ((V_Coffee_H20{i,5}*SW*MW _Trigonellin*xc(i).PULSES(1))/(SI*ere-
tic*NH_Trigonellin*DF*Pulse))*CF_Trigonellin*VE;

C(i,3) = ((V_Coffee_H20{i,6}*SW*MW_NMP*xc(i).PULSES(1))/(SI*ere-
tic*NH_NMP*DF*Pulse))*CF_NMP*VE;

C(i,4) = ((V_Coffee_H20{i,7}*SW*MW_Ameisensaure*xc(i).PULSES(1))/(SI*ere-
tic*XNH_Ameisensaure*DF*Pulse))*CF_Ameisensaure*VE;

C(i,5) = ((V_Coftee_H20{i,8}*MW_Coffein*xc(i).PULSES(1))/(eretic*NH_Cof-
fein*DF*Pulse))*CF_Coffein*VE;

C(i,6) = ((V_Coffee_H20{i,9}*MW_Essigsaure*xc(i).PULSES(1))/(eretic*NH_Essig-
saure*DF*Pulse))*CF_Essigsaure*VE;

C(i,7) = ((V_Coffee_H20{i,10}*MW _Milchsaeure*xc(i).PULSES(1))/(eretic*NH_Milch-
saeure*DF*Pulse))*CF_Milchsaeure*VE;
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C(i,8) = ((V_Coffee_H20{i,11}*MW_CQA*xc(i).PULSES(1))/(ere-
tic*NH_CQA*DF*Pulse))*CF_CQA*VE;

end

%% Anwendung der Bestimmungsgrenze

% HMF
for i=1:length(mvm)
if C(i, 1) < 0.22
C(i, 1)=0;
end

end

% Trigonellin
for i=1:length(mvm)
if C(i, 2) < 1.64
C(i, 2)=0;
end

end

% NMP
for i=1:length(mvm)
if C(i, 3) < 0.77
C(i, 3)=0;
end

end

% Ameisensdure
for i=1:length(mvm)
if C(i, 4) < 1.27
C(i, 4)=0;
end

end
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% Koffein
for i=1:length(mvm)
ifC(i,5) < 6.6
C(i, 5)=0;
end

end

% Essigsaure
for i=1:length(mvm)
if C(i,6) < 6.6
C(i, 6)=0;
end

end

% Milchsaure
for i=1:length(mvm)
if C(i, 7) < 0.43
C(i, 7)=0;
end

end

% CQA
for i=1:length(mvm)
if C(i, 8) < 4.87
C(i, 8)=0;
end

end

%% Excel Report
cd 'N:\Praktikanten\Vera Gottstein\Kaffee_wéssrig\ Quantifizierung'

filename = [datestr(now,'dd-mm-yyyy'),'_Coffee_H20_MF xIsx'];

A= {'HMF','Trigonellin’,’'N  Methylpyridinium','Ameisensaeure’,'Coffein’,'Essigsaeu-
re','Milchsaeure','Chlorogensaeure'};

Al={'mg/kg', 'mg/kg', 'mg/kg', ' mg/kg', ' mg/kg', ' mg/kg','mg/kg’,'mg/kg'};
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xlswrite(filename,{'Kaffee waessrig'},1,'A1");

xlswrite(filename,CoffeelD,1, 'A3");
xlswrite(filename,C,1, 'B3");
xlswrite(filename,A1,1, 'B2");
xlswrite(filename,A,1, 'B1");
xlswrite(filename,{'eretic'},1,'N1");
xlswrite(filename,eretic,1,'N2");
xlswrite(filename,{'ppm*L/mmol'},1,'02');
xlswrite(filename,{'Integrals'},2,'A1");

xlswrite(filename,CoffeelD,2,'A3");

for i=1:length(mvm)
Int(i,1) = V_Coffee_H20{i,4};
Int(i,2) = V_Coffee_H20{i,5};
Int(i,3) = V_Coffee_H20{i,6};
Int(i,4) = V_Coffee_H20{i,7};
Int(i,5) = V_Coffee_H20{i,8};
Int(i,6) = V_Coffee_H20{i,9};
Int(i,7) = V_Coffee_H20{i,10};
Int(i,8) = V_Coffee_H20{i,11};

end

xlswrite(filename,Int,2,'B3");

xlswrite(filename,A,2,'B1');

for i=1:length(mvm)
TSP(i,1) = round(V_Coffee_H20{i,12},2); % TSPhalf width

end

xlswrite(filename, TSP,1, 'P3");
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xlswrite(filename,{'TSP half width'},1,'P1");

xlswrite(filename,{'Hz'},1,'P2")

for i=1:length(mvm)
ER(i,1) = round(V_Coffee_H20{i,3},2); % ERETIC

end

xlswrite(filename,ER,1, 'Q3");
xlswrite(filename,{'ERETIC'},1,'Q1");
xlswrite(filename,{'[]'},1,'Q2")

9.11.2 Verwendete MATLAB®-Unterskripte

function FILELIST = bbio_all_1r_files(START_DIR, ExpNo, ProcNo)

if nargin<2
ExpNo =[];
ProcNo =[];

end;

FILELIST = recursive_reading(START_DIR, ExpNo, ProcNo);

function FILELIST = recursive_reading(BASEDIR, ExpNo, ProcNo)

FILELIST = {};

D = dir(BASEDIR);

for i=1:length(D)
s = D(i).name;
c = [BASEDIR '\' s];
if stremp(s,'.") || stremp(s,'..")
continue;

end;
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if isdir(c)
tmpL = recursive_reading(c, ExpNo, ProcNo);
FILELIST = union(FILELIST, tmpL);

end;

if stremp(s,'1r') && (isempty(findstr(c,"\99999\pdata\')))

c =strrep(c,'/','\");
%c = strrep(c,'\\','\");

% check the filter
try
tokens = regexp(c,'(\d+)\\pdata\\(\d+)\\1r','tokens");
tokens = tokens{1};
E = str2double(tokens{1});
P = str2double(tokens{2});
catch %#ok<CTCH>
continue;

end;

if ~isempty(ExpNo)
if (E~=ExpNo) || (P~=ProcNo)
continue;
end;

end;

FILELIST = union(FILELIST, c);
end;

end;

function FITSTRUCT = bbio_sig_FitSignal(SPEC, varargin)

% Dealing with the input
p = inputParser;

p.addParamValue("MSTEPS', 15000);
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p.-addParamValue("TOLFUN’, 1e-8);
p.addParamValue('BADMIN', -0.025);
p.addParamValue('BADMINF', 5);
p.addParamValue('MinGauss',0);
p.addParamValue('MaxGauss',1);
p.addParamValue('MinWidth',0.5);
p.addParamValue('MaxWidth',2);
p.addParamValue('StartGauss',0.5);
p.addParamValue('StartWidth',1);
p.addParamValue('UseExponents',true);
p.addParamValue('StartExp',1);
p.addParamValue('MinExp', 0.75);
p.addParamValue('MaxExp', 1.5);
p.addParamValue('DoPlot’, false); % Boolean
p.addParamValue('DoMinFiltering', false); % Boolean
p.addParamValue('MinFilterWidth', 20); % Hz
p.-addParamValue('SubstractBaseLine', true); % Boolean
p.-addParamValue('InterpolateFactor’, 1); % Double (>=1)

p.addParamValue('AdjustBaseLine', false); % Boolean

% Parameters for Signal (example is Sucrose in juice)
p.addParamValue('SIG_ppm',  [5.38 5.42]); %ppm
p.addParamValue('SIG_center', 5.403); %ppm
p.addParamValue('SIG_shifttol’, []); % when empty use the whole region,ppm
p.addParamValue('SIG_coupltol’, 1); % Hz

p.addParamValue('SIG_factors', [1 1]);

p.addParamValue('SIG_couplings’, [1.92 -1.92]); %Hz

p.addParamValue('IsMinor’, false);
p.addParamValue('MinorMaxSigZero', 2);
p.addParamValue('IterStartPos’, 50);
p.addParamValue('ApplyLB’,  0);

p.parse(varargin{:});

PARS = p.Results;
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if nargin==0
FITSTRUCT = PARS;
return;

end;

FITSTRUCT = [J;

VISUREG = PARS.SIG_ppm;
MINREG = VISUREG;

CENTER = PARS.SIG_center;
SHIFTTOL = PARS.SIG_shifttol;
COUPLTOL = PARS.SIG_coupltol;
FACTORS = PARS.SIG_factors;
COUPLS =PARS.SIG_couplings;

FITPARS = [];

FITPARS.FIELD = SPEC.SF;

FITPARS.USEEXP = PARS.UseExponents;
FITPARS.BADMIN = PARS.BADMIN;
FITPARS.BADMINFACTOR = PARS.BADMINF;
FITPARS.AdjustBaseLine = PARS.AdjustBaseLine;
FITPARS.IsMinor = PARS.IsMinor;
FITPARS.MinorMaxSigZero = PARS.MinorMaxSigZero;

ppm = Dbbio_spec_ppm(SPEC);

if PARS.ApplyLB ~=0
SPEC = bbio_spec_ApplyLB(SPEC, PARS.ApplyLB);

end;

% Min-Filtering?
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if PARS.DoMinFiltering==1
SPEC = bbio_spec_filter(SPEC, filter’,'min’,'minHz',PARS.MinFilterWidth,...
'ppm’,[-3 11]);
DATA =SPEC.Data(:)";
NOISE = median(DATA(ppm<-1 & ppm>-2)"); %#o0k<UDIM>
SPEC.Data = SPEC.Data - NOISE;

end;

% Preparing the data
DATA =SPEC.Data(:)’;
idx = find(ppm>VISUREG(1) & ppm<VISUREG(2));

% Center of Signal
if isempty(CENTER)
CENTER = mean(VISUREG);

end;

% Substract constant Baseline

if PARS.SubstractBaseLine
idxmin = ppm>MINREG(1) & ppm<MINREG(2);
MMIN = min(DATA(idxmin));

DATA =DATA - MMIN;

% adjust for noise

%NOISE =bbio_mad(DATA(ppm<-1 & ppm>-1.5)")*2;
%DATA =DATA - NOISE;

end;

MMAX = max(DATA(idx));

DATA = DATA./MMAX;

mDATA = DATA(idx);
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mppm = ppm(idx);

if PARS.InterpolateFactor~=1
s = (length(mDATA)-1)*PARS.InterpolateFactor;

d = (max(mppm)-min(mppm))/s;

nppm = min(mppm):d:max(mppm);
mDATA = interp1(mppm,mDATAnppm,'pchip’);
mppm = nppm;

end;

% Starting Vector
START = [ PARS.StartWidth ... % Width
PARS.StartGauss ... % Gauss

I;

% Using Exponents?
if FITPARS.USEEXP
START = [START PARS.StartExp];

end;

% Adjust Baseline

StartBaseOffset = 0; %#0k<NASGU>

if FITPARS.AdjustBaseLine
StartBaseOffset = min(mDATA);
START = [ START StartBaseOffset 0];

end;

% Adding Null-Positions
index_position = length(START)+1;
START = [START 0 zeros(1,length(FACTORS))];

searchOptions = struct(...
'Display’,'on’,...
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'MaxIter',PARS.MSTEPS,...
'MaxFunEvals',PARS.MSTEPS,...
'"TolX',PARS.TOLFUN,...
"TolFun',PARS.TOLFUN,...
'FunValCheck','off',...
'OutputFen',[]);

POS = [CENTER COUPLS(:)'];

LOW = [PARS.MinWidth PARS.MinGauss];
UP = [PARS.MaxWidth PARS.MaxGauss];

if FITPARS.USEEXP
LOW = [LOW PARS.MinExp ];
UP = [UP PARS.MaxExp ];

end;

if FITPARS.AdjustBaseLine
LOW = [LOW 0 -0];
UP =[UP 10];

end;

% Calculating Shift-Tolerances
if isempty(SHIFTTOL)
M1 = max(VISUREG)-CENTER;
M2 = -(CENTER-min(VISUREG));
else
M1 = SHIFTTOL;
M2 = -SHIFTTOL;

end;

LOW = [LOW M2 ones(1,length(COUPLS))*(-COUPLTOL)];
UP =[UP M1 ones(1,length(COUPLS))*(COUPLTOL)];

% Finding the optimal starting position
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optpos = M2:(M1-M2)/PARS.IterStartPos:M1;
if ~isempty(optpos)
optval = zeros(length(optpos),1);
for k=1:length(optpos)
START(index_position) = optpos(k);
d = BuildSignal(START, POS, FACTORS, mppm, mDATA, FITPARS);
optval(k) = d;
end;
[optvalue,optindex] = min(optval); %#0k<ASGLU>
% No we have optimized the starting value
START(index_position) = optpos(optindex);
end;

[d, ystart] = BuildSignal(START, POS, FACTORS, mppm, mDATA, FITPARS);
%#0k<ASGLU,NASGU>

% Calculation
END = fminsearchbnd(@(x, varargin) ...
BuildSignal(x, POS, FACTORS, mppm, mDATA,FITPARS),...
START,LOW, UP, searchOptions);

% Integral
[FINERROR, y, ENDPAR, BASELINE, SCALE] = BuildSignal (END, POS,..
FACTORS, mppm, mDATA,FITPARS);

% Build complete signal over large ppm-area

delta =abs(mppm(2)-mppm(1));

tppm = mean(ENDPAR.Centers) + (-0.25:delta:0.25);

iSIGNAL = bbio_sig_BuildNMRSignal( tppm, ENDPAR);

iINTEGRAL = sum(iSIGNAL*SCALE)*MMAX*abs(tppm(2)-tppm(1));

%iINTEGRAL = sum(y)*MMAX*abs(mppm(2)-mppm/(1));

FITSTRUCT.ENDERROR = FINERROR;
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FITSTRUCT.ENDPAR = ENDPAR;
FITSTRUCT.FIT =y;
FITSTRUCT.IFACTOR = MMAX;
FITSTRUCT.ODATA =mDATA;
FITSTRUCT.PPM = mppm;
FITSTRUCT.INTEGRAL = iINTEGRAL;
FITSTRUCT.PARS = PARS;
FITSTRUCT.BASELINE = BASELINE;

if PARS.DoPlot
cla;
hold on;
plot(ppm(idx),DATA(idx),'k--",'LineWidth',1);
plot(mppm,mDATA,'k’,'LineWidth',1);

%plot(mppm,ystart + StartBaseOffset,' m--');

FinalSignal = y + BASELINE.OFFSET + (1:length(y))*BASELINE.SLOPE/length(y);

plot(mppm,FinalSignal,'b--");

%mf = min([FinalSignal(1) FinalSignal(end)]);

fy = [FinalSignal 0 0];

patch([mppm mppm(end) mppm(1)], fy, zeros(size(fy))-1,'b’,'FaceAlpha’,1,...
'EdgeColor’,'none’,'FAceColor’,[0.75 0.75 1]);

%plot(mppm,mDATA-y,'r-");

s = sprintf('%s: e=%f",cellZmat(bbio_spec_info(SPEC,'SAMPLEID")), FINERROR);

title(s,'interpreter’, none");

set(gca,'xdir',' reverse');
set(gca,'ylim',[-0.1 1.2]);
set(gca,'xlim',[min(mppm) max(mppm)]);
grid on;

box on;

drawnow;

end
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P)

function [D,y, SPAR, BASELINE, SCALE] = BuildSignal(X, POS, FACTORS, ppm, Signal,

% Converting Parameters from X

Width =X(1);
Gauss = X(2);
ci =3;

EXPL =1;
SLOPE = 0;

if P.USEEXP
EXPL =X(3);
ci=4;

end;

if P.AdjustBaseLine
BL =X(ci);
SLOPE =X(ci+1);
ci =ci+2;

end;

PT =X(ci:end);

POSIS = zeros(1,length(PT)-1);
for i=1:length(POSIS)
POSIS(i) = POS(1) + POS(i+1)/P.FIELD + PT(1) + PT(i+1)/P.FIELD;

end;

SPAR = bbio_sig_BuildNMRSignal;
SPAR.Width = Width;
SPAR.Gauss = Gauss;
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SPAR.ExpL. = EXPL;

SPAR.Centers = POSIS;

SPAR.Factors = FACTORS;

SPAR.Field =P.FIELD;

SIGNAL = bbio_sig_BuildNMRSignal( ppm, SPAR);

BASELINE = [];
BASELINE.OFFSET = BL;
BASELINE.SLOPE = SLOPE;

y =SIGNAL;
Signal = Signal - BL - (1:length(y))*SLOPE/length(y);

% Adjust for largest Peak

SV =interp1(ppm,Signal,POSIS);

RV =interp1(ppm,y,POSIS);

SV =(SV./RV);

SCALE = min(SV);

if SCALE<O || ~isempty(find(isnan(SV),1))
SCALE = 0;

end;

y = y.*SCALE;

% Calculate Error

%smean = mean(SPAR.Centers);

%idx = ppm>=(smean-0.1) & ppm<=(smean+0.1);

%y(~idx) = 0;

ERROR = Signal(:)-y(:);

BADMIN = P.BADMIN;

% Dealing with minor signals

if P.IsMinor
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BADMIN = BADMIN * max(y); % Adjust to real Signal height
igr = Signal(:)>max(y(:))*P.MinorMaxSigZero;
ERROR(igr) = ERROR(igr)/10;

end;

% Old Version
im1 = (ERROR<BADMIN);
im2 = (ERROR>=BADMIN);

D = sum(ERROR(im1).72)*P.BADMINFACTOR + sum(ERROR(im2).72);

% New Version
%EFactor = ones(size(ERROR));
%idx = find(ERROR<BADMIN);
%EFactor(idx) = 1 + abs( P.BADMINFACTOR*(ERROR(idx)-BADMIN));
%EFactor(Signal<0) = 0;
%D = sum((ERROR.*EFactor).”2);

D = D./length(ERROR);

%Anhand der Bereiche -2ppm bis -1ppm und 11ppm bis 12ppm den Median der

%Basislinie bilden und (als Bias) vom Gesamtspektrum subtrahieren

function RAW = bbio_spec_filter_blk( RAWIN, minHz, ppm)

RAW = internal_min(RAWIN, minHz, ppm);

function RAW = internal_min(RAWIN, minHz, ppm)

RAW = RAWIN;

minHZ = abs(minHz);

for i=1:length(RAWIN)
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p =Dbbio_spec_ppm(RAWIN(i));

for j=1:size(ppm,1)

idx = (p>ppm(j,1) & p<ppm(j,2));

STEP = minHZ/(abs(p(2)-p(1))*RAWIN(i).SF);
STEP = ceil(STEP);

D =RAWIN(i).Data(idx);

MIN = calcminbase( D, STEP);

DNew =D - MIN;

if minHZ<0

DNew = MIN;

end;

RAW(i).Data(idx) = DNew;
end;

end;

idx1 = (p>-2 & p<-1);
idx2 =(p>11 & p<12);

idx = logical(sum([idx1;idx2],1)); %Indexvektor mit Indices fiir Position -2 bis -1 ppm
und 11 bis 12 ppm als Logcial

for i = 1:length(RAWIN)

Medi = median(RAW(i).Data(idx));

RAW(i).Data = RAW(i).Data - Medi;

end

function MIN = calcminbase(X, STEP)

MIN = zeros(length(X),1);
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for i=(STEP+1):length(X)-STEP
MIN(i) = min(X(i-STEP:i+STEP));

end;

function INFO = bbio_spec_info(RAWData, Parameter)

INFO = [];

DirectNumbers = {'LB','SI','Date’,'01','PHCO','PHC1",'SF','RG','NS",'TD",'BF1','SW'};

Arrays = {'PULSES',DELAYS',POWERLEVELS', 'POWERLEVELSW', 'POW-
ERLEVELSDB'};

Singles  ={'P1','D1','SR",'EXPNO','PROCNO’, 'SAMPLEID','PROBHD'};

DirectStrings = {'PULPROG','SPECT','TITLE', 'file'};

if nargin==0
INFO =[];
INFO = union(INFO, Arrays);
INFO = union(INFO, DirectNumbers);
INFO = union(INFO, Singles);
INFO = union(INFO, DirectStrings);
return;

end;

if ~isempty(find(ismember(DirectStrings, Parameter), 1))
INFO = ({RAWData.(Parameter)});
return;

end;

if ~isempty(find(ismember(DirectNumbers, Parameter), 1))
if strcmp(Parameter,'SI')
Parameter = 'size’;
end;
if strcmp(Parameter,'SW')

Parameter = 'sw';
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end;
INFO = cell2Zmat({RAWData.(Parameter)});
return;

end;

PULSES = cell2mat({RAWData.PULSES})’;

DELAYS  =cell2Zmat({RAWData.D})’;

POWERLEVEL = cell2mat({RAWData.POWERLEVEL})';
POWERLEVELW = cellZmat({RAWData.POWERLEVELW})';
POWERLEVELDB = cell2mat({RAWData.POWERLEVELDB})';

if strcmp(Parameter,'PL1");
INFO = POWERLEVEL(:,2);
if RAWData(1).TOPSPIN>=3
INFO = POWERLEVELDB(:,2);
end;
return;

end;

if stremp(Parameter,'PL9');
INFO = POWERLEVEL(:,10);
if RAWData(1).TOPSPIN>=3
INFO = POWERLEVELDB(:,10);
end;
return;

end;

if strcemp(Parameter,'PULSES');
INFO = PULSES;
return;

end;

if strcemp(Parameter,'DELAYS");
INFO = DELAYS;

return;
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end;

if strcemp(Parameter, POWERLEVELS");
INFO = POWERLEVEL;
return;

end;

if strcemp(Parameter,' POWERLEVELSW");
INFO = POWERLEVELW;
return;

end;

if strcmp(Parameter, POWERLEVELSDB");
INFO = POWERLEVELDB;
return;

end;

if stremp(Parameter,'P1');
INFO = PULSES(:,2);
return;

end;

if strcemp(Parameter,'D1");
INFO = DELAYS(:,2);
return;

end;

files = {RAWData.file};
files = strrep(files,'/','\");

if strcmp(Parameter,'EXPNO");

INFO = cellfun(@(x) str2double(x{1}),regexp(files,'(\d+)\\pdata\\\d+\\\d+r',"to-
kens"));

return;
end;
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if strcemp(Parameter,'PROBHD');
INFO = cell(length(RAWData),1);
for i=1:length(RAWData)
s = strtrim(RAWData(i).ACQUS.PROBHD(2:end-1));
INFO{i} =s;
end;
return;

end;

if stremp(Parameter,'PROCNO");

INFO = cellfun(@(x) str2double(x{1}),regexp(files,'"\d+\\pdata\\(\d+)\\\d+r',"to-
kens'));

return;

end;

if strcmp(Parameter,'SAMPLEID");

INFO = cellfun(@(x) (x{1})regexp(files,"\\([*\\]*)\\\d+\\pdata\\\d+\\','to-
kens"));

return;

end;

if strcemp(Parameter,'SR");
SF = bbio_spec_info(RAWData, 'SF');
BF = bbio_spec_info(RAWData, 'BF1');
INFO = (SF-BF)*1E6;
return;

end;

if strcemp(Parameter,'SWH");
SW = bbio_spec_info(RAWData, 'SW');
BF = bbio_spec_info(RAWData, 'BF1');
01 = bbio_spec_info(RAWData, '01");
INFO = SW .* (BF + 1E-6*01);

return;

322



9 Anhang

end;

function [ppm] = bbio_spec_ppm(Spec)
% results ppm axis for spectrum
step = Spec.sw / (Spec.size-1);

ppm = Spec.maxppm:-step:Spec.minppm,;

function RAW = bbio_spec_read1d( FileList, varargin)
%

% bbio_spec_read1ld = Read 1R-NMR files

%

% This function reads the spectra of all given filenames
% and returns a struct RAW with the Data and almost all
% available parameters

%

% INPUT:

%  FileList:

% is a cell-array containing the filenames

% of the files to be read (with 1r)

% Paramters

%  ppmRange: [min max]

% is a 1x2-array defining the ppm-Range for

% reading (optional)

%  imaginary: (true/false)

% boolean, "true"” for reading imaginary-part

%

% Dealing with the input
p = inputParser;
p.addParamValue('imaginary' false);

p.addParamValue('ppmRange’,[-1E99 1E99]);
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p-addParamValue('readShim',true);
p.addParamValue('readSCON',true);
p.addParamValue('readICON',true);
p.addParamValue('readERETIC',true);
p.addParamValue('PrepDilution’,1);
p.addParamValue('OnlyMetaFast' false);
p.addParamValue('CACHEDIR',");

p.parse(varargin{:});

PARS = p.Results;

if ischar(FileList)
FileList = {FileList};

end;

n =length(FileList);
RAW = struct('Data’,cell(n,1),'Imag',cell(n,1));

if n>=10
fprintf('1D-Reading (%d spectra)..\n', n);
end;

for k=1:n

FileList{k} = strrep(FileList{k}, '/","\");
cFileName = FileList{k};
cDir = cFileName(1:(end-2));

if mod(k,100)==0 && k>2
fprintf(" %d (%.02f%%)\n’, k, 100*k/n);

end;

ifmod(k,10)==1 && n>=10
fprintf(".");

end;
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if ~isempty(PARS.CACHEDIR) && k>1

tmpap = bbio_internal_loadtext([cDir 'auditp.txt']);

h = bbio.tools.hash(tmpap);

h =h{1};

if exist([PARS.CACHEDIR "\' h "mat'],'file")
tmpL = load([PARS.CACHEDIR '\' h ".mat']);
RAW(K) = tmpL.tmpL.S;
continue;

end;

end;

if exist(cFileName, 'file')~=2
fprintf("\nFile "%s" does not exist!\n', cFileName);
continue;

end;

% loading jcamp-info files acqus, procs

[ACQUS, ACQUSTXT] = bbio_internal_JCAMP_read( [cDir "..\..\acqus']);
[PROCS, PROCSTXT] = bbio_internal_JCAMP_read( [cDir 'procs']);

AUDITA = bbio_internal_loadtext([cDir ".\..\audita.txt']);

AUDITP = bbio_internal_loadtext([cDir 'auditp.txt']);

titlefile = [cDir 'title'];
if exist(titlefile, 'file")

myTitle = strtrim(bbio_internal_loadtext(titlefile));
else

myTitle =";

end;

RAW(K).TITLE = myTitle;
RAW(k).ACQUS = ACQUS;

RAW(k).PROCS = PROCS;
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RAW(k).ACQUSTXT = ACQUSTXT;
RAW(k).PROCSTXT =PROCSTXT;
RAW(k).AUDITA = AUDITA;
RAW(k).AUDITP = AUDITP;

if PARS.OnlyMetaFast
continue;

end;

% save important parameters at top-level

if ~isempty(ACQUS)
RAW(k).01
RAW(k).RG

= ACQUS.01;
= ACQUS.RG;

RAW(k).PULPROG = ACQUS.PULPROG;

RAW(k).BF1 = ACQUS.BF1;
RAW(k).TD = ACQUS.TD;
RAW(k).NS = ACQUS.NS;
RAW(k).Date

= bbio_internal_UnixToMatLabDate(ACQUS.DATE);

% Real Aquisition Date with correct TimeZone

\%

= regexp(RAW(k).AU-

DITA,L<([*>]%)><(["*>]%)><([">]%)>,(<(g0)>|<(g04))’, tokens');

if ~isempty(v)
ds =v{1}{1};

RAW(k).DateReal = datenum(ds(1:19),'yyyy-mm-dd HH:MM:SS");
RAW(k).TimeZone = str2double(ds(25:27));

else
RAW(k).DateReal = NaN;
RAW(k).TimeZone = NaN;

end;

% extract lists like pulses, powerlevels, delays

[PULSES, PL, D] = internal_add_customfields_acqus(ACQUS,...

ACQUSTXT);
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% getting the spectrometer is complicated (WRPA-Problem)
tmpTSPECT = regexp(AUDITA,',<([*>]*)>,<go’,'tokens");
if ~isempty(tmpTSPECT)
SPECT =tmpTSPECT{1}{1};
else
SPECT ="}
end;
% For AvNeo-Systems

v = regexp(AUDITA, created by zg on "([*\n]*)" \(([*\n]*)\) by user’, 'to-
kens','once');

if length(v)==2
SPECT = v{2};

end;

RAW(k).PULSES = PULSES;
RAW(k).POWERLEVEL = PL;
RAW(k).D =D;

RAW(Kk).SPECT  =SPECT;

% stripped 32 field version
RAW(k).PULSES32 =PULSES(1:32);
RAW(k).D32 =D(1:32);
RAW(k).POWERLEVEL32 = PL(1:32);

% if TopSpin 3.0 or higher -> different Power-Handling
[PLW, PLDB] = internal_new_powerlevel(ACQUS);
RAW(k).POWERLEVELW = PLW;
RAW(k).POWERLEVELDB = PLDB;

end;

RAW(k).ByteOrder = PROCS.BYTORDP;
if isfield(PROCS,'LB")

RAW(k).LB = PROCS.LB;
end;
if isfield(PROCS,'PHCO0")
RAW(k).PHCO = PROCS.PHCO;
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end;

if isfield(PROCS, PHC1')

RAW(k).PHC1 = PROCS.PHC1;
end;
RAW(k).SF = PROCS.SF;
RAW(k).file = cFileName;

% Getting the TOPSPIN-Version
if ischar(ACQUSTXT)
v = regexp(ACQUSTXT, '[*\n]*TOPSPIN\t\tVersion (\S+)','tokens');
if isempty(v)
v = regexp(ACQUSTXT, '[*\n]*TopSpin (\S+)','tokens');
end;
if ~isempty(v)
v =v{1K{1};
tmpVersion = str2double(v);
if isnan(tmpVersion)
% try first 3 characters
tmpVersion = str2double(v(1:3));
end;
RAW(k).TOPSPIN = tmpVersion;
else
RAW(k).TOPSPIN = NaN;
end;

end;

% reading the spectrum

[si, ofs, sw, real, ncproc, imag] = internal_read_spectrum(...
cFileName, PARS.ppmRange(1), ...
PARS.ppmRange(2), PROCS, ACQUS, PARS);

RAW(k).Data =real.*(2"(ncproc));

RAW(k).Imag =imag.*(2"(ncproc));
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RAW(k).maxppm = ofs;
RAW(K).minppm = ofs-sw;
RAW(Kk).sw =sw;
RAW(k).size =si;

% Reading the shim
if PARS.readShim
shimfile = [cDir "..\..\shimvalues'];
if exist(shimfile, 'file")
RAW(k).SHIM = internal_read_shimvalues( shimfile);
else
RAW(k).SHIM = [];
end;
else
RAW(k).SHIM = [];

end;

% Reading scon
if PARS.readSCON
sconfile = [cDir "..\..\scon2'];
if exist(sconfile, file")
RAW(k).SCON = bbio_internal_JCAMP_read( sconfile);
else
RAW(k).SCON = [];
end;
else
RAW(k).SCON = [];

end;

% ICON-INFO
if PARS.readSCON
iconfile = [cDir "..\..\ order.txt'];
if exist(iconfile, 'file")
RAW(K).ICON = bbio_internal_JCAMP_read( iconfile);

else
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%

RAW(K).ICON = [J;
end;
else
RAW(K).ICON = [J;

end;

% Read Eretic from File EreticFactorSample or eretic.xml

if PARS.readERETIC

RAW(k).ERETIC = bbio_spec_ERETICfromFile( cFileName);
if ~isnan(RAW(k).ERETIC)
RAW(k).ERETICUNIT = 'mmol/L";
else
RAW(k).ERETICUNIT ="}
end;
else
RAW(k).ERETIC =NaN;
RAW(k).ERETICUNIT ="
end;

RAW(k).PREPDILUTION = PARS.PrepDilution;

if ~isempty(PARS.CACHEDIR)
tmpap = bbio_internal_loadtext([cDir 'auditp.txt']);
h = bbio_hash2(tmpap);
h = bbio.tools.hash(tmpap);
h =h{1};
tmpL = [[;
tmpL.S = RAW(k);
save([PARS.CACHEDIR '\' h],'tmpL');

end;

end;

ifn>=10

fprintf("\n');
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end;

function SHIM = internal_read_shimvalues( shimfile)

SHIM = [];
L = bbio_internal_loadtext(shimfile);
SL =regexp(L,'(.:*7)\n’,'tokens");
StartPos = 0;
for i=1:length(SL)
s = strtrim(SL{i}{1});
if ~stremp(s(1),'#")
StartPos = i;
break;
end;
end;
for i=StartPos:length(SL)
s = strtrim(SL{i}{1});
if stremp(s(1),'#")
break;
end;
tmpV = regexp(s,'(\S*)\s+(-*\d+)','tokens");
if ~isempty(tmpV) && length(tmpV{1})==2
sNAME =tmpV{1}{1};
SVALUE = str2double(tmpV{1}{2});
sNAME = strrep(sNAME,'(",");
sNAME = strrep(sNAME,")",");
SNAME = strrep(sNAME,"-','m");

SHIM.(['SH_' sSNAME]) = sVALUE;
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end;

end;

ADDPARS = {'LOCKPOWER','/LOCKPHASE','LOCKGAIN','LOCKDC','LOCKSHIFT",...
'FIELD','LOOPGAIN','LOOPTIME','LOOPFILTER'};

for i=1:length(ADDPARS)
tmpT = regexp(L,[ADDPARS{i} "\s+(.*?)\n'],'tokens");
SHIM.(ADDPARS({i}) = str2double(strtrim(tmpT{1}));

end;

function [PULSES, PL, D, SPECT] = internal_add_customfields_acqus( ACQUS, ..
ACQUSTXT)

SPECT = [];

P = ACQUS.P;
P1 = strrep(P,sprintf('\n")," ); %#0k<*SPRINTFN>
vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens");
PULSES = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)
PULSES(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

P = ACQUS.PL;
P1 = strrep(P,sprintf('\n'),' );
vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens');
PL = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)
PL(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

P = ACQUS.D;

P1 = strrep(P,sprintf('\n"),' );
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vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens");
D = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)

D(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

v1 = regexp(ACQUSTXT, ##OWNER=([*\n]*)\n([*\n]*)\n','tokens','once');
if length(v1)==2
lin = (v1{2});
atpos = strfind(lin,'@");
if ~isempty(atpos)
SPECT = strtrim(lin((atpos(1)+1):end));
end;

end;

function [PLW, PLDB] = internal_new_powerlevel (ACQUS)

PLW =zeros(64,1)*NaN;
PLDB = zeros(64,1)*NaN;

if isfield(ACQUS,'PLW')

% TopSpin 3.0 or higher
P = ACQUS.PLW;
P1 = strrep(P,sprintf("\n'),' ');
vl =regexp(P1,'(\S+)(\s*)','tokens");
PLW = zeros(length(v1)-1,1);
for i=2:length(v1)
PLW(i-1) = str2double(v1{i}{1});

end;

PLDB =-10 *1log10(PLW);

PLDB(isinf(PLDB)) = 1000;
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end;

function [si, ofs, sw, real, ncproc, imag] = internal_read_spectrum( aFile,...
minppm, maxppm, INFO, INFO2,...
PARS)

% byteorder?

dataformat ="'1’;

if INFO.BYTORDP ==
dataformat ='b’;

end;

% get important parameters
ofs =INFO.OFFSET;
if ~isempty(INFO2)
sw =INFO2.SW;
else
sw =INFO.SW_p/INFO.SF;
end;
ncproc = INFO.NC_proc;
si  =INFO.SI;

minppmindex = floor((ofs-minppm)/sw*(si-1));

maxppmindex = ceil((ofs-maxppm)/sw*(si-1));

if maxppmindex<0;
maxppmindex = 0;
minppmindex = si-1;

end;

if ~exist(aFile,'file")

si =0;

ofs =0;
sw =0;
real =NaN;
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ncproc = 0;
return;

end;

count = minppmindex - maxppmindex + 1;
if count>0
f = fopen (aFile, 'r',dataformat);
fseek(f, maxppmindex*4,0);
[real,si2]=fread(f,count, 'int32");
fclose (f);
if PARS.imaginary == true
% loading the imaginary part
iFile = strrep(aFile,"\ 1r','\ 1i');
f = fopen (iFile, 'r',dataformat);
fseek(f, maxppmindex*4,0);
imag = fread(f,count, 'int32");
fclose (f);
else
imag = [];
end;
else
real = [];
imag = [];
si2 = 0;
end;
ofs = (ofs - sw/(si-1)*maxppmindex);
sw = (ofs - sw/(si-1)*maxppmindex) - (ofs - sw/(si-1)*minppmindex);

si =siz2;

function [Integral, Error, Position, LineWidth, S] = FitTSP(afile)

S = bbio_spec_read1d( afile);
S = bbio_spec_filter(S, 15,[3 4]);

TSPpos = [-0.10 0.10]; % Position des Signals
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ppmref =[-0.100.10]; % Region des Fits

ppm = bbio_spec_ppm(S);

idx = find(ppm>ppmref(1) & ppm<ppmref(2));
D =S.Data(idx);

ppm2 = ppm(idx);

% Fit this signal, using a start
START = [mean(TSPpos);... % start-position

1.5;... 9% start width

0.1; % Gauss/Lorentz
UP =[max(TSPpos) 2.5 1]; % obere Grenzen, maxwidth =2.5
LOW = [min(TSPpos) 0.5 0]; % untere Grenzen, minwidth = 0.5
END = fminsearchbnd(@(x, varargin) ...

FitSignal(x, ppm2, D', S.SF),...
START, LOW, UP);

FittedSignal = InternalNMRSignal(ppm2, END(1), END(2), END(3), S.SF);

fprintf('Position: ~ %.4f ppm\n', END(1));
fprintf('Linienbreite: %.2f Hz\n', END(2));
fprintf('Gauss/Lorentz: %.2f \n', END(3));

intensity =interp1(ppm?2, D, END(1));
FittedSignal = FittedSignal* intensity;

Integral = sum(FittedSignal)*abs(ppm2(2)-ppm2(1));

% Fehler bei Doppelter Linienbreite
ppmerror = [END(1)-(END(2)/S.SF)*2 END(1)+(END(2)/S.SF)*2];
ierror =find(ppm2>ppmerror(1) & ppm2<ppmerror(2));

Error =median(abs((D(ierror)'-FittedSignal(ierror))./D(ierror)"));

Position = END(1);

LineWidth = END(2);
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clf:hold on;
plot(ppm2,D,".-");
plot(ppm2,FittedSignal,'-r");
set(gca,'xdir’','reverse');
set(gca,'xlim',ppmref);
legend('Messung','Fit TSP");
box on;

title(sprintf('Integral TSP: %.1f, Halbwertsbreite [Hz]: %.1f%’, Integral, LineWidth));

end

function d = FitSignal(x, ppm, ReferenzSignal, Field)
Position = x(1);
Width =x(2);
Gauss =x(3);

intensity = interp1(ppm, ReferenzSignal, Position);

y1 = InternalNMRSignal(ppm, Position, Width, Gauss, Field);

y1 =y1 * intensity;

d = sum((y1-ReferenzSignal).”2);

% Oberhalb des Spektrums wird mit Faktor 3 gewichtet
ii = find(y1>ReferenzSignal);
d =d + sum((y1(ii)-ReferenzSignal(ii)).”* 2)*2;

end

function y1 = InternalNMRSignal(ppm, SPos, Width, Gauss, Field)
% Lorentz
yl = (1./(1+((ppm-SPos)/(Width/Field)*2).72));

% Gauss
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yl =y1*(1-Gauss) +...
exp(-log(2)*((ppm-SPos)).*2/((0.5*Width/Field)"2)).*Gauss;

end
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