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Kurzfassung

Die eingehende Analyse umfangreicher chemischer Messdaten bedarf eines hohen zeitlichen und personellen Einsatzes.
Viele Aspekte dieser Auswertung konnen allerdings automatisch durchgefiihrt werden, wenn die ansonsten von Hand
durchgefiihrten Schritte in objektive algorithmische Routinen {ibersetzt werden. Zu diesem Zweck haben wir eine anpass-
bare Auswertesoftware fiir gaschromatographische Daten entwickelt und die damit durchfiihrbare Auswertung am Bei-
spiel von Whisky-Proben validiert. Mittels einer anwendungsspezifisch kuratierten Datenbank aus 217 bekannten Inhalts-
stoffen konnten wir unter optimiertem Arbeits- und Zeitaufwand gegeniiber anderen Verfahren zeigen, dass charakteris-
tische Whisky-Komponenten in jeder der 16 beispielhaft untersuchten Proben den Hauptanteil ausmachten. Damit gehen
wir einen entscheidenden Schritt hin zu einer automatischen Bewertung des Geschmacks von Genussmittel n.

Abstract

Exhaustive analysis of chemical measurements requires considerable expenditure of time and personnel. However, many
aspects of this can be automated by translating manual work into objective algorithmic routines. To this end, we developed

an adaptable software for gas chromatography data and validated analysis steps using whisky samples. Employing a
specifically curated database of 217 known whisky chemicals, we managed to optimize the required manual and temporal
expense by a good margin and showed that characteristic whisky components constituted the majority of all detected
molecules in all 16 analyzed samples. With this approach, we present a decisive contribution towards the automated
assessment of aroma profiles in food.

und validieren sie im Vergleich mit standardméBig ver-
wendeter Software. Eine zu diesem Zweck aus der Litera-
tur gewonnene Liste von >200 Whisky -Komponenten (u.a.
[1-5]) wurde genutzt, um die Qualitit der Erkennung ein-
zuschitzen.

1  Hintergrund

Aromen bestimmen das Geruchs- und Geschmackserlebnis
von Lebens- und Genussmitteln. In der weit verbreiteten
Spirituose Whisky fiihrt ein komplexes Gemisch aus vielen
verschiedenen Aromen zu einem breiten Spektrum an Ge-
nussfaktoren (s. z.B. [1,2]). In der Regel stammen diese )
Aromen von fliichtigen organischen Verbindungen (auch

Methoden

volatile organic compounds, VOCs). Ein solches Gemisch
aus nicht riechenden und riechenden Verbindungen mit va-
ritierenden Geruchsschwellen verlangt nach einer sehr se-
lektiven, hochaufgelosten Messung mit hoher Messdyna-
mik, um alle relevanten Geruchsstoffe zu erfassen. Als
Quasi-Standard bietet instrumentelle chemische Analytik
mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-
MS) hier das derzeit leistungsfdhigste Verfahren, um
VOCs zu detektieren und zu identifizieren. Allerdings ist
dieser Prozess aufgrund des hohen zeitlichen und t echni-
schen Aufwandes, besonders fiir die Auswertung der Da-
ten, bisher mit hohen Kosten behaftet. Daher ist eine effi-
ziente Methode zur verldsslichen Identifikation der ent-
scheidenden Inhaltsstoffe wiinschenswert. Eine solche Me-
thode mit intuitiver Benutzerfithrung stellen wir hier vor
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Das prinzipielle Vorgehen in konventioneller und automa-
tisierter Analyse, denen beiden die Analyse per GC-MS
vorausgeht, ist in Bild 1 zu sehen. Ein besonderer Fokus

[ Analyse der Probe per GC-MS

Peak-Detektion & Dekonvolution

erechnung von Retentionsindices

Identifikation der Analyten

Export der Ergebnisse ]

Bild 1 Ablauf der Auswertung in beiden Verfahren
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wurde hierbei auf die Reduktion der durch den Nutzer
durchzufiihrenden Einstellungen gelegt.

2.1 Datenerhebung: SBSE-TD GC/MS

Es wurden insgesamt 16 verschiedene, kommerziell erhilt-
liche Whiskys analytisch untersucht. Unter den Proben be-
fanden sich 9 Scotch und 7 Bourbon Whiskys mit Alkohol-
gehalten zwischen 40 und 50,5 % vol. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit der Proben wurden diese zunichst mit Trink-
wasser auf einen einheitlichen Alkoholgehalt von ca. 40 %
vol. eingestellt.

Die Aufarbeitung der Proben zur Extraktion der fliichtigen
Komponenten erfolgte unter Einsatz der sog. Stir Bar Sorp-
tive Extraction (SBSE [6]) mittels PDMS-beschichteter
Gerstel Twister® (1 cm Lénge, 0,5 mm Schichtdicke;
Gerstel GmbH & Co. KG, Miihlheim a. d. Ruhr, DE). Ein
Aliquot der Proben wurde jeweils entnommen, mit einer
Standard-Ldsung von 4-Chloro-2-Methoxyphenol und Un-
decan in Ethanol versetzt, mit deionisiertem Wasser ver-
diinnt und anschlieBend mit Natriumchlorid versetzt. In-
folge der Extraktion eines entsprechenden Aliquots mit-
hilfe des Twisters® wurden die Analyten mittels Thermo-
desorption und anschlieBender cryo-Fokussierung (Gerstel
TDU und KAS, Gerstel GmbH & Co. KG, Miihlheim a. d.
Ruhr, DE) in das GC/MS (Trace GC Ultra, DSQ 11, jeweils
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, DE) tiberfiihrt.
Der Trigergasfluss (Helium) iiber die TDU wurde auf 50
mL/min gesetzt. Die Auftrennung erfolgte {iber eine DB-
FFAP Séaule (30 m x 0,25 mm, Schichtdicke 0,25 um; J &
W Scientific, Agilent Technologies, Waldbronn, DE), die
massenspektrometrische Detektion im Electron lonization
(EI) Modus bei 70 eV, Ionen wurden dabei im Full-Scan
(m/z 35-399) erfasst. Parallel hierzu wurde zur Ermittlung
der Retentionsindex-Werte (RI) ein Alkanstandard (C6-
C26) unter denselben gaschromatographischen Bedingun-
gen gemessen.

2.2 Auswertung in AMDIS

Die GC-MS Daten wurden mithilfe der Software AMDIS
(Version 2.37, 2017 [7-9]) ausgewertet. Hierfiir wurde an-
hand des Alkanlaufs zunéchst eine entsprechende RI-Ka-
librierdatei erstellt und auf korrekte Zuordnung der Alkane
iiberpriift. AnschlieBend wurden die 16 Whisky-Dateien
einzeln iiber die Analyse-Funktion ,,Use Retention Index
Data* anhand der passenden RI-Kalibrierdatei prozessiert.
Hierbei kam eine hauseigene iber AMDIS erstellte Ana-
lytdatenbank fiir RI und MS mit rund 700 Analyten zum
Einsatz. Die durch AMDIS ermittelten RI-Werte sowie die
MS der erkannten Peaks wurden entsprechend automatisch
in AMDIS mit den Datenbankeintragen abgeglichen. Das
Ergebnis der AMDIS-Auswertung wurde als Text-Report
abgespeichert und im Weiteren mit den Ergebnissen des
hier présentierten Ansatzes verglichen.
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2.3 Vorverarbeitung und automatische
Erkennung von Alkan-peaks

Die Identifizierung der zugrundeliegenden Substanzen und
ihrer entsprechenden Peaks in den in Abschnitt 2.1 erzeug-
ten GC-MS-Daten erfordert die Verarbeitung und Identifi-
zierung von Alkan-Standardreferenzen. Diese Referenzen
wurden (analog zu [10]) zur Berechnung der RI verwendet,
die der Eingrenzung der anschlieBenden Datenbanksuche
dienten. Um GC-MS-Daten zu verarbeiten, haben wir eine
Vorverarbeitungspipeline entwickelt. Der erste Schritt der
Pipeline umfasst die Extraktion der Intensitdtsmatrix der
Form Anzahl der Scans x Bereich der m/z . Darauf folgt
die Anwendung der Biller-Biemann-Entfaltung [11]. Die
so entfalteten Peaks bestehen aus einer groBen Menge Rau-
schen, das entfernt werden muss. Angesichts der Struktur
der Alkan-Referenz besteht die Aufgabe darin, grof3e
Peaks zu erkennen, die in bekannten Abstinden und ver-
gleichbaren Intensititen auftreten. Um Peaks der Alkane
zu unterscheiden, wurden daher die Peaks des Signals mit
der geringsten Auspridgung als Mittelwert des Signals be-
stimmt. Um die verrauschten Ubereinstimmungen von Al-
kanen weiter zu reduzieren, nutzten wir die lineare Varia-
tion der Retentionszeit-Abstinde zwischen den Alkanen.
Zu diesem Zweck haben wir ein lineares Modell trainiert,
mit dem abgeschétzt werden kann, ob der als Alkan ausge-
wihlte Peak nahe genug am Modell liegt, indem wir einen
oberen und einen unteren Schwellenwert festlegen. Be-
nachbarte Abstidnde, die kleiner als der untere Schwellen-
wert sind, werden als redundant betrachtet, wahrend gro-
Bere Abstinde einen fehlenden Nachbarn andeuten. Der
fehlende Peak wird durch Interpolation geschitzt. Fiir den
Abgleich der Alkan-Peaks wurde C17 aufgrund der erwar-
teten Position und der geringeren Konzentration in der ver-
wendeten Standardlosung als Unterscheidungspeak ver-
wendet. Die Identifizierung eines Peaks ermdoglicht die
Kennzeichnung aller anderen Peaks zusammen mit ihren
Retentionszeiten.

2.4 Peak-Detektion und Dekonvolution

Die unbekannten Substanzen durchliefen dieselbe Vorver-
arbeitung, einschlieBlich der Extraktion der Intensitéts-
matrix und der Dekonvolution nach Biller Biemann [11].
Um die Anzahl der falsch erkannten Peaks zu reduzieren,
wurde ein Entrauschungsansatz verfolgt, der die Schitzung
des MAA-Wertes (Median der absoluten Abweichungen)
mit Hilfe eines gleitenden Fensters beinhaltet. Fiir jedes
Fenster in der Matrix wird ein MAA-Wert berechnet und
mit einem Schwellenwert verglichen, um Ausreifler zu
identifizieren und zwischen Rauschen und dem gewiinsch-
ten Signal zu unterscheiden. Die Retentionszeiten dieser
Peaks werden dann auf der Festplatte gespeichert und zu-
sammen mit den in Abschnitt 2.3 ermittelten Retentions-
zeiten der Alkane zur Berechnung der Retentionsindizes
der unbekannten Verbindungen verwendet. SchlieBlich
wurde eine Liste der Retentionszeiten, der berechneten Re-
tentionsindizes und alle Massenspektren auf der Festplatte
gespeichert, um weitere Vergleiche anzustellen.
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2.5 Abgleich von Massenspektren und
Datenbankeintrigen

Die Identifikation von Molekiilen aus einzelnen detektier-
ten und entfalteten (,,dekonvolvierten”) Massenspektren
wurde mittels Berechnung der Kosinuséhnlichkeit [8] wie
folgt durchgefiihrt:

n
2i=1(MSiipi*MStemp)

\/Z?=1(Mslib,i)2*\/Z?=1(M5temp)2

(D scoreys =

wobei MS; eines von n in der Bibliothek vorhandenen
Massenspektren und MS;., ein unbekanntes Massenspek-
trum darstellt. Der hochste Intensititswert jedes MS (in
Datenbank-Eintrdgen und unbekannten Spektren) wurde
jeweils durch Normalisierung auf 1000 gesetzt. Alle m/z-
Werte wurden auf ganzzahlige Werte gerundet.

Bei Vorhandensein eines zum unbekannten MS gehorigen
RI-Wertes wurde scoreys mit diesem zu einem neuen
scoreys+gr verrechnet:

Rlcurr—RI
(1—scoreM5)+abs(—ref)
eref

(2) scoreysipr =1 — 2
Hierbei wurden nur Datenbankeintrage als mogliche Tref-
fer berticksichtigt, fiir die galt: |[RIcyrr — Rlef| < 30. Da-
fiir wurde eine rechteckige Signum -Funktion verwendet
und mit dem jeweiligen score multipliziert:

3) f(lRIcu‘rr - RIrefD =
{o, falls |Rlgyrr — Rlof| > 30

1, falls |Rlzyrr — Rlyes| < 30

Die Vorginge in Gleichung (1) bis (3) wurden fiir alle un-
bekannten Spektren in einem Chromatogramm wiederholt.

Werte fiir den score lagen zwischen 0 (keine Ubereinstim-

mung) und 1 (identisch). Derjenige Datenbankeintrag mit
dem jeweils hochstenscore wurde als identifiziertes Mole-
kiil anerkannt, wenn der Wert des score > 0.6 (bzw. 2 0.8 /
0.9) betrug.

2.6 Abgleich der Ergebnisse zwischen
AMDIS und MATLAB

Um die Erkennung der Molekiile in allen 16 erhobenen
Proben zwischen den beiden Ansédtzen ( AMDIS-Auswer-
tung & Benutzeroberfldche) zu vergleichen, sind wir wie

folgt vorgegangen. Fiir jede Probe wurde eine Liste aller
einzigartigen Molekiile erstellt (d.h. Mehrfachdetektionen
wurden entfernt). Dabei wurde jeweils dasjenige Vorkom-
men eines Molekiils behalten, das mit der hochsten Erken-
nungs-Sicherheit in Verbindung stand (,, Net score® in AM-
DIS, score in MATLAB). Die Berechnung des ,,Net score
in AMDIS konnte bisher nicht zweifelsfrei nachvollzogen

werden, aber Metriken wie die Unterschiede zwischen
Massenspektren und RI-Werten flieBen auch hier ein [9].
Dann wurde fiir jedes in AMDIS detektierte Molekiil ge-
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priift, ob dieses in der automatisierten Routine ebenso er-
kannt wurde. Aus der Anzahl der in beiden Ansédtzen ge-
fundenen Molekiile wurde dann die Ubereinstimmung be-
rechnet, indem durch die Gesamtzahl der in AMDIS detek-
tierten Einzelbestimmungen geteilt wurde.

Die Einteilung der gefundenen Molekiile in die zwei Klas-
sen (bekannter/nicht bekannter charakteristischer Whisky -
Bestandteil) fand durch Abgleich mit der vorhandenen Da-
tenbank und der darin enthaltenen bindren Information
tiber die Zugehorigkeit statt.

3  Ergebnisse & Diskussion

Es existieren viele proprietire Losungen fiir die Analyse
von instrumentell-analytischen Datensétzen, bei denen al-
lerdings oft eine Schnittstelle zum Export der Daten in an-
dere Programme fehlt oder nicht ohne Umwege mdglich
ist. Wir haben hiermit ein erweiterbares und intuitives
Werkzeug entwickelt, das auf viele Import-Dateiformate
anpassbar ist, den Export in mehreren Formaten erlaubt
und mit maB3geschneiderten Datenbanken arbeiten kann.
Gegenitiber einer grof3en Notwendigkeit fiir Benutzerinter-
aktion im standardméBig verwendeten und weit verbreite-
ten Programm AMDIS [7] durchlief die automatische Aus-
wertung per Benutzeroberfliche den Datensatz mit weni-
ger manuellen Schritten, mit Ausnahme der Definition von
Parametern und Arbeitsverzeichnis zu Beginn.

3.1 Aufbau und Validierung der Benutzer-
oberfliche

Zur benutzerfreundlichen Anwend ung der beschriebenen
Verfahren wurde eine intuitiv zu bedienende, modular er-
weiterbare graphische Benutzeroberfliche (GUI) entwi-
ckelt (Bilder 2-5). Mit dem hier beschriebenen Ansatz
konnten wir die aufwéndige Auswertung eines Datensatzes
von 16 verschiedenen Whiskys zu einem entscheidenden
Teil automatisieren und den manuellen Aufwand vermin-
dern.

i A St ek Sk Sl il

Bild 2 Gesamtansicht der GUI mit ausgewertetem Chro-
matogramm
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(2) List of available specira: (3) Set confidence threshoid
43U = for detection:
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?
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Bild 3 Detailansicht der GUI: Definition des Arbeits-ver-
zeichnisses und Einstellung von Parametern

(5) Choose db for search

Search SAT
(718 entries)

RT db match conf. SMILES R
5.1395 | SAT undecan 0.9945 CCCCCCCCCCC
5.2018 SAT undecan 0.9808 CCCCCCCCCCC
54894 SAT 3-methyl 0.9927 CC(C)CCOC(=0)C 1
55770 | SAT 3-methyl 0.9905 CC(C)CCOC(=0)C | 1
6.3770 | SAT 2-hepta 0.9900 CCCCCC(=0)C 1
6.9022 SAT 3-methyl 0.9807 CC(C)CCO 1
6.9896 SAT 3-methyl 0.9784 CC(C)CCO 1
7.1147 | SAT ethvinex 0.9771/ccccce=moce | 1Y

3

Progress (%) 0 20 40 alo 80 100 Time for operation 4818025

Stop ? clear results ? S04A400_20211 || 7

Save report

Bild 4 Detailansicht der GUI: Ergebnistabelle und Expor-
toptionen

Chromatogram Spectrum comparison Residualy Result ist

Chromatogram with detected peaks and identified compounds

.69 undecan

0,99 2-neptancna

{0.69 eyl acetate

#

098 3-methyibutancs

i ] &
Il #
) SN, D ICEUURSEPRRY CUTIY b

0.98 undecan

.58 attriherancate

0.98 3medhylbutanci

RT fmin]

Bild 5 Detailansicht der GUI: Identifizierte Analyten
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3.2 Ein automatisierter Ansatz liefert
qualitativ hochwertige Ergebnisse

einzigartige - .
Probe | Molekiile }ﬂ}’;’”"““‘mm““g O RT diff. (5)
(AMDIS) °

S01 68 95.58 -1.44
S02 81 82.72 -1.10
S03 76 89.47 0.15
S04 79 93.67 0.35
S05 63 85.71 2.8
S06 70 78.57 -0.59
S07 70 80.00 -1.25
S08 63 90.48 0.23
S09 73 80.82 -0.84
BO1 70 80.00 1.00
B02 69 86.95 -0.44
B03 66 78.78 0.96
B04 71 87.32 -0.51
B05 70 87.14 -1.18
B06 66 92.42 -0.41
B07 66 92.42 0.46
o 86.38 -0.43

Tabelle 1 Ergebnisse des Vergleichs zwischen der Aus-
wertung in AMDIS und der Benutzeroberflédche.

Um die Qualitédt unseres neuen Ansatzes zu erheben, haben
wir zuerst tiberpriift, welche der durch die konventionelle

Auswertung detektierten Molekiile (mit méBiger und hoher

Sicherheit) auch in der automatisierten Auswertung aufzu-
finden waren. Wie Tabelle 1 zu entnehmen, konnten wir
durch die Benutzeroberfliche im Mittel ~86% der einzig-
artigen Molekiile, die durch Auswertung in AMDIS gefun-

den wurden, auch mit der entwickelten Benutzeroberfldche
identifizieren. Hierbei lag die mittlere Abweichung in der
Retentionszeit bei < %2 s.

Als nichstes wollten wir wissen, welcher Anteil der detek-
tierten Molekiile in beiden Ansétzen auch in der Liste der
217 charakteristischen Whisky-Komponenten enthalten
war. Aullerdem haben wir betrachtet, ob eine bessere Er-
kennung mit dem Vorhandensein in der Liste von charak-
teristischen Whisky-Komponenten zusammenhéngt. Dafiir
haben wir in jeder Probe die mittlere Qualitit der Erken-
nung in zwei Klassen verglichen: die Molekiile, die in der
Whisky-Liste vorhanden waren, und jene, fiir die das nicht
der Fall war. Im Fall der automatisierten Routine war in
allen Proben der Unterschied signifikant, wihrend dies bei

der AMDIS-Auswertung nur in 4 Proben der Fall war.

Hierbei spielten jedoch mehrere Faktoren eine Rolle. Dies
war zum einen die Tatsache, dass in AMDIS im Mittel
78.3% der gefundenen Stoffe als charakteristische Whisky -
Molekiile erkannt wurden, wohingegen das bei der auto-

matisierten Auswertung nur fiir durchschnittlich 45.8 %
der erkannten Molekiile zutraf. Im automatisierten Ansatz
wurden indes in allen Proben deutlich mehr Stoffe erkannt
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als in der Auswertung durch AMDIS. Dies spricht fiir eine
hohe Sensitivitit des automatisierten Ansatzes fiir Spuren-
stoffe oder Hintergrund-Rauschen. Eine Anderung der Kri-
terien fiir die Auswertung (net score mindestens 80, ent-
spricht hoher Sicherheit der Identifikation) und der auto-
matisierten Auswertung (score mindestens 0.8) fiithrte zu
einer Erhdhung und Anndherung der Verhéltnisse in bei-
den Klassen (AMDIS: 82.7 %, MATLAB: 59.9%) und ei-
ner leichten Verbesserung der Ubereinstimmung auf
88.7 %. Eine Anhebung beider Kriterien auf 90 bzw. 0.9
fiihrte zu einer Ubereinstimmung von 88.2 % und einer
weiteren Anndherung der Vorhersagequalitit (85.2 % bzw.
75.1 %).

Weitere Evaluationen sind hier nétig, um diese Metriken
zu optimieren. Angesichts des stark verminderten Aufwan-
des ist dieses Ergebnis jedoch vielversprechend. Zudem
spricht eine fehlende Zuordnung von <25% der erkannten
Molekille zu charakteristischen Whisky-Komponenten
nicht per se dafiir, dass diese falschlich identifiziert wur-
den. In nachfolgenden Versuchen werden wir die Anwend-
barkeit der hier vorgestellten automatisierten Auswerterou-
tine auf die Analyse anderer VOC-Emittenten (z.B. andere
Lebensmittel, Kunststoffe 0.A.) demonstrieren. Des Wei-
teren mochten wir anhand von kiinstlich hergestellten Mi-
schungen eine sichere Referenz fiir den Vergleich unseres
Ansatzes mit der manuellen Expertenauswertung schaffen,
da erst dann eine vollends verldssliche Validierung mog-
lich ist. Die hier zugegebenen Standard-Substanzen (Unde-
can und 4-Chloro-2-Methoxyphenol, s. Methoden) wurden
in allen Proben detektiert. Die noch einmal weitaus zeitauf-
windigere manuelle Expertenauswertung unter Einsatz
von AMDIS (gegeniiber dem reinen Erstellen und Expor-
tieren von Ergebnissen), bei der vorhandene Molekiile
nach bestimmten Kriterien beurteilt und gewéhlt werden,
bietet zudem noch weiteres Potenzial fiir die Verringerung
der aufzuwendenden Kosten.
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