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1 Einleitung

1.1 Einfihrung

Die expiratorische Atemluft des Menschen enthalt, wie zahlreiche Untersuchun-
gen zeigen, eine grofie Anzahl leichtfliichtiger, organischer Verbindungen im
Spurenbereich. In Abhédngigkeit der Probenahme- und Analysetechnik konnten
zwischen 20-30 und mehreren tausend verschiedene Analyte nachgewiesen wer-
den [1-6]. Die Verbindungen werden im Wesentlichen auf drei verschiedenen
Eintragspfaden in die Atemluft eingebracht. Jeder Pfad ist im folgenden zu einer
Gruppe zusammengefasst.

Bei der ersten Gruppe handelt es sich um exogene Substanzen bzw. deren Meta-
bolite. Die Analyte werden mit der eingeatmeten Luft und durch den Konsum
von Nahrungsmitteln und Genussmitteln aufgenommen oder durch andere Pro-
zesse wie z.B. durch dermale Adsorption von Wirk- und Duftstoffen aus Medi-
kamenten und Hygieneprodukten tiiber den Blutkreislauf in die Atemluft
eingebracht. Die zweite Gruppe von Substanzen stammt von Reaktionsablaufen
im Mund-Rachen-Raum. Diese Abldufe wie z.B. Zersetzungsprozesse von Spei-
seresten in Zahnzwischenraumen und Stoffwechselprozesse der Bakterienflora
sind als endogen einzustufen. Sie geben jedoch keine Informationen tiber Stoff-
wechselverdnderungen, die aufserhalb des Mund-Rachen-Raumes stattgefunden
haben. Von besonderem Interesse ist die dritte Gruppe. Sie besteht aus leicht-
fliichtigen, endogenen Analyten, die durch Stoffwechselvorgange oder Erkran-
kungen gebildet werden. Durch Gleichgewichtseinstellung zwischen den
Medien Blut und Atemluft im menschlichen Organismus spiegelt die Atemluft
sowohl normale biochemische Vorgiange als auch pathologische Anomalien
wider [7, 8]. Sie ermdglicht einen nichtinvasiven Einblick in den Stoffwechsel
und eroffnet damit neue diagnostische Anwendungsgebiete, beispielsweise im
Bereich der Arbeitsmedizin fiir die Uberpriifung der Chemikalienbelastung am
Arbeitsplatz [9-11]. Auch fiir den Einsatz in der medizinischen Diagnostik ist die
Analyse von Atemluft interessant. Ein denkbarer Anwendungsbereich liegt auf
dem Gebiet von Lungenerkrankungen und von Erkrankungen der oberen Atem-
wege [12-14]. Vor dem Hintergrund stetig steigender Zahlen von Neuerkrankten
bzw. an Lungenkrebs verstorbener Patienten, 380.000 Neuerkrankungen und
234.000 Todesfalle in Europa im Jahr 2004 [15], wird die Analyse von Atemluft,
besonders fiir die Fritherkennung, als Erganzung zu bereits etablierten Verfah-
ren wie Bronchoskopie, Rontgen-Diagnostik oder Computertomographie disku-
tiert. Die Probenahme ist nichtinvasiv, hat keine Nebenwirkungen fiir den
Patienten und kann aus diesem Grund bei Sauglingen, alten und geschwachten
Patienten gleichermafien wie bei gesunden, kraftigen Patienten zum Einsatz
kommen. Ferner hat eine wiederholte Beprobung keine negativen Effekte auf
den Patienten. Aufierdem ist die Probenahme bei den meisten Analysemethoden
ortsunabhangig, d.h. sehr flexibel einsetzbar. Die Lagerung von Atemluftproben
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ist, verglichen mit Blut- oder Plasmaproben, relativ einfach. Einschrankendes
Kriterium ist lediglich die Leichtfliichtigkeit der Verbindungen. Daher ist eine
Lagerung bei Raumtemperatur bzw. im Kiihlschrank bei 4-7°C sinnvoll. Trotz
dieser offensichtlichen Vorteile hat sich die Atemluftanalyse als diagnostisches
Verfahren bisher nicht gegen etablierte, meist invasive Methoden durchgesetzt.
Dies ist im Wesentlichen auf fiinf verschiedene Griinde zuriickzufiihren.

Ein Grund ist, dass die Matrix Atemluft sehr komplex ist. Sie enthalt zahlreiche
Komponenten in sehr unterschiedlichen Konzentrationen. Die Hauptbestand-
teile Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid, Wasserdampf und Argon sind im Pro-
zentbereich enthalten, Analyte wie Aceton, Kohlenmonoxid, Methan und
Wasserstoff im ppm,-Bereich (parts per million) und zahlreiche andere Analyte
wie Kohlenwasserstoffe, Oxidationsprodukte von Kohlenwasserstoffen, Schwe-
felverbindungen im ppb,-Bereich (parts per billion) [1, 16-18]. Diesen Konzen-
trationsunterschieden muss sowohl bei der Probenahme als auch bei der
Analyse Rechnung getragen werden.

Der zweite Grund ist die Tatsache, dass einige als Marker geltende Analyte im
,normalen” Substanzspektrum der Atemluft ebenfalls zu finden sind. Sie unter-
scheiden sich lediglich durch ihre Konzentrationen bzw. daraus resultierende,
veranderte Konzentrationsverhaltnisse. Diese Analyte sind fiir eine rein qualita-
tive Bewertung der Atemluft nicht geeignet.

Der dritte Grund und auch eine besondere Herausforderung bei der qualitativen
wie quantitativen Analyse realer Atemluftproben ist die eingeschrankte Repro-
duzierbarkeit. Selbst wiederholte Beprobung eines Patienten kann, verursacht
durch Matrix- und Stoffwechselprozesse, zu unterschiedlichen Ergebnissen fiih-
ren und damit die Beobachtung einer Stoffwechselverdanderung erschweren.

Der vierte Grund und bis jetzt grofites Problem ist, dass es, von wenigen Aus-
nahmen abgesehen, keine weltweit einheitliche Festlegung spezifischer Marker
tir die jeweilige Krankheit gibt bzw. dass die ermittelten Analytkonzentrationen
in Abhangigkeit der Methoden so unterschiedlich sind, dass ein Hinweis auf-
grund abnormaler Konzentrationen unmdoglich erscheint.

Der fiinfte Grund ist, dass hinreichende Grundlagenstudien zu Matrixeffekten
in realen Atemluftproben fehlen. Diese waren mafsgebend fiir die Charakterisie-
rung einer gewohnlichen, realen Atemluft. Sie bilden die Basis fiir eine Unter-
scheidung zwischen der Atemluft eines gesunden Probanden und der
veranderten Atemluft eines kranken Probanden. Erst auf dieser Basis ware die
Klassifizierung eines Analyts als sogenannter Marker fiir eine bestimmte Krank-
heit, d.h. als Analyt der einen eindeutigen Hinweis auf eine krankhafte Verande-
rung gibt, tiberhaupt moglich.

Es gilt daher, Methoden bzw. Standardverfahren zu entwickeln, die in Probevor-
bereitung (Vorbereitung des Patienten), Probenahme, Analyse und Auswertung
vergleichbar sind. Diese machen jedoch nur dann Sinn, wenn es tiberhaupt
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gelingt, detaillierte Kenntnisse iiber die ,normale” Atemluft eines gesunden
Menschen zu gewinnen. Verdanderungen der Atemluft durch duflere Einfliisse,
Nahrungsaufnahme, Hygiene, etc. miissen dabei berticksichtigt werden. Es ist
daher um so erstaunlicher, dass im Rahmen wissenschaftlicher Arbeiten bei der
Suche nach Markern derartige Grundlagen bisher so wenig zur Kenntnis
genommen wurden. Aus diesem Grund soll im Rahmen dieser Arbeit die Unter-
suchung moglicher Veranderungen der Atemluft durch gezielte Beeinflussung
derselben vorgenommen werden.

1.2 Historische Entwicklung der Atemluftanalyse

Die menschliche Atemluft wird seit Hippokrates” Zeiten (460-370 v.Chr.) als Dia-
gnosematrix herangezogen. Im Zentrum der hippokratischen Ideale steht neben
der Vermeidung unnétigen Leidens die ganzheitliche Behandlung eines Patien-
ten. Dies wird an folgendem Zitat Hippokrates deutlich: ,Wird das Zahnfleisch
wieder gesund, verschwindet der Mundgeruch” [19]. Zum einen wird die Dia-
gnose von Halitosis (Mundgeruch) mittels der Diagnosematrix Atemluft
gestellt, zum anderen wird nach der Ursache der Erkrankung, in diesem Fall
Parodontopathien (Paradontalerkrankungen) gesucht. Durch regelmaflige Beob-
achtung und Dokumentierung des Krankheitsverlaufs waren die Arzte im anti-
ken Griechenland fahig, diabetische Ketoazidose anhand des siifslich, fruchtigen
Acetongeruchs, Lebererkrankungen anhand des fischigen Geruchs, Nierenver-
sagen anhand des Urin dhnlichen Geruchs und Lungenabszesse anhand des fau-
ligen Geruchs der Atemluft zu diagnostizieren [20].

Bedeutende Fortschritte in der Entwicklung der Atemluftanalyse gelangen
Antoine Laurent Lavoisier (1743-1794) in Zusammenarbeit mit Pierre Simon de
Laplace (1749-1827) und Armound Séguin (1767-1835). Aufbauend auf kalori-
metrischen Experimenten von Adair Crawford und Joseph Priestly aus dem Jahr
1777 gelang es Lavoisier und Laplace 1780, den Metabolismus des Meerschwein-
chens naher zu erkldren. Sie stellten fest, dass in einem geschlossenen System
Sauerstoff von einem Lebewesen verbraucht und im Korper unter Abgabe von
Warme zu Kohlendioxid umgesetzt wird. In weiterfithrenden Studien in
Zusammenarbeit mit Séguin wurden zwei wichtige Komponenten der Physiolo-
gie, die externe Atmung und die interne Verbrennung, kombiniert. Es zeigte sich
dabei, dass oxidative Prozesse, die mit Hilfe von Atemluftanalyse verfolgt wer-
den konnten, sowohl durch Nahrungsaufnahme als auch durch die Umge-
bungstemperatur und durch korperliche Anstrengung beeinflusst werden [20-
22].

Auf der Grundlage der Erkenntnisse von Lavoisier und seinen Zeitgenossen
widmeten sich sowohl Justus von Liebig (1803-1873) als auch sein Schiiler Wil-
helm Henneberg (1825-1890) dem Studium der ,Thierchemie” bzw. der Tierer-
nahrungslehre. Sie stellten mit Hilfe metabolischer Untersuchungen, welche die
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Atmung einschlossen, Normen fiir die Fiitterung auf bzw. bilanzierten den
geeigneten Energiegewinn, erreicht durch ,innere Atmung”, d.h. Stoffwechsel-
prozesse, fiir die spezifische Konstitution des tierischen Korpers [23].

Eins der ersten colorimetrischen Verfahren zur Atemluftanalyse im humanmedi-
zinischen Bereich um 1800 ist auf A. Nebelthau zuriickzufiihren. An der Mar-
burger Polyklinik etablierte er ein Verfahren zum Nachweis von Aceton in
Atemluft als Nachweis fiir Diabetes Mellitus. Mittels einer alkalischen Iodfalle
gelang ihm der Nachweis stark erhohter Acetonkonzentration in der Atemluft,
welche durch eine Stoffwechselveranderung fiir Diabetiker typisch ist [20].

Weitere colorimetrische Anwendungen fand die Atemluftanalyse 1874 unter
Francis Edmund Anstie (1833-1874). Der britische Arzt benutzte eine saure
Chromldsung, die sich in Gegenwart von Ethanol von rot-braun nach griin ver-
tarbte, um den Metabolismus von Alkohol sowie dessen dosisabhangige Wirk-
weise als Medikament oder als Droge zu erforschen. Seine Forschung ist
gleichzeitig der Ursprung moderner Atem-Alkohol-Tests, wie sie heute in wei-
terentwickelter Form von der Polizei eingesetzt werden [20, 24].

1971 leitete Linus Pauling (1901-1994) mit seinen Untersuchungen die moderne
Atemluftanalyse ein. Er untersuchte nicht mehr ausschliefslich Stoffwechselpro-
dukte nach vorherigem Konsum von z.B. Alkohol oder Einatmen von gasformi-
gen Substanzen. Sein besonderes Interesse galt den Analyten, die unter
normalen Umstanden in der Atemluft zu finden sind. Aufserdem machte er sich
Gedanken {iiber storende Matrixeffekte durch die Umgebungsluft sowie durch
Stoffwechselprodukte bedingt durch Nahrungsaufnahme. Um diese Effekte zu
minimieren, setzte er seine Probanden auf eine spezielle chemische Diit, die
ausschliefdlich niedermolekulare Substanzen erzeugte, so dass die Nahrung im
Magen in den Blutkreislauf adsorbiert wurde und die intestinale Flora durch
den Nahrungsmangel verschwand. Die Standardabweichung der untersuchten
Proben einer Person konnte auf diese Weise auf ca. 10 % herabgesetzt werden.
Die Atemluft wurde in einer mit Trockeneis gefiillten Kiihlfalle kondensiert, gas-
chromatographisch getrennt und mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors
detektiert. Nach 10-15 Ausatmungen konnten auf diese Weise 250 unterschiedli-
che Analyte detektiert werden. Eine Identifizierung der Analyte war, bedingt
durch niedrige Konzentrationen, teilweise schlechte Auftrennung der Analyte
und den eingesetzten Detektor, damals noch nicht moglich [4].

1.3 Stand der Technik

Seit Pionierstudien von Pauling [4], Larrson [25], Chen [26], Cohen [27] und Phil-
lips [28] und ihren Mitarbeitern konnte gerade in den letzten 15 Jahren weltweit
ein reges Interesse an der Erforschung der Atemluft bzw. ihrer Bestandteile
beobachtet werden [16]. Dabei ist das gemeinsame Ziel aller Forscher, Analyti-
ker wie Mediziner, die menschliche Atemluft fiir medizinische und toxikologi-
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sche Anwendungen zu nutzen und damit einen Beitrag zur nichtinvasiven
Diagnostik zu liefern. Die Analysemethoden, die zu diesem Ziel fiihren sollen,
sind vielfaltig. Einige Methoden beschranken sich auf die Analyse weniger, spe-
ziell ausgewdhlter Analyte, wohingegen andere ein breites Substanzspektrum
abzudecken versuchen.

Relativ weit verbreitet ist der Einsatz von Sensortechniken. Sie zeichnen sich
durch ihre geringe Grofie und daraus resultierende Flexibilitat aus. Die jeweili-
gen Zielanalyte konnen selektiv und sensitiv im unteren bis mittleren ppb,-
Bereich nachgewiesen werden. Damit eigenen sie sich als Screening- und Moni-
toring-Methoden, nicht jedoch fiir die Analyse eines unbekannten, flexiblen
Substanzspektrums. Eingesetzt wurden z.B. chemische Lumineszenz-Analysa-
toren zur Detektion von Stickoxiden [29-31]. Laserbasierte Sensoren sind in der
Lage, Verbindungen wie Kohlenstoffoxidsulfid, Kohlendioxid, Wasser und Koh-
lenmonoxid nachzuweisen [32, 33]. Flexibler einsetzbar sind elektronische
Nasen, die mit unterschiedlichsten Sensoren ausgestattet werden konnen. Di
Natale et al. benutzten 2003 eine Kopplung aus 8 unterschiedlichen chemischen
Sensorelementen auf der Basis von Metalloporphyrinen, um statistische Muster
bei Lungenkrebspatienten herauszufinden [13].

Lasertechnik findet im Bereich der Atemluftanalyse nicht nur in Sensoren son-
dern auch als eigenstandige Methode Einsatz, da die meisten niedermolekularen
Substanzen wie Stickstoffmonoxid, Kohlenmonoxid und Ethan im mittleren
Infrarotbereich charakteristische Absorptionsbanden zeigen. Fiir Analyte mit
derartigen Eigenschaften ist dieser optische Nachweis im ppt,-Bereich spezi-
fisch und sensitiv. Miitz et al. setzten infrared cavity leak-out spectroscopy (CAR-
LOS) als on-line Verfahren zur Uberpriifung des Ethangehaltes in Atemluft ein.
Die Analyse der Daten erfolgte bei dieser Methode im Millisekundenbereich.
Aufierdem bietet sie die Moglichkeit einer unmittelbaren Korrelation der erhal-
tenen Ethanwerte mit simultan ermittelten Kohlendioxid- und Sauerstoffkon-
zentrationen in der ausgeatmeten Luft [34].

Die IR-Spektroskopie wurde im Bereich der Atemluftanalyse hauptsachlich zur
Ermittlung des Alkoholgehalts eingesetzt. Aufgrund kurzer Analysezeiten und
einer Messung ohne Probenvorbereitung ist diese Technik fiir schnelle Analysen
geeignet. Zu diesem Zweck wurde z.B. ein tragbarer, niedrig auflosender FT-IR-
Analysator fiir den speziellen Nachweis von Ethanol und Methanol in Atemluft
entwickelt. Seine Nachweisgrenzen liegen mit 1,2 ppm, bzw. 1,3 ppm,, in wéss-
riger Matrix zwar relativ hoch, gentigen jedoch klinischen Anspriichen [35].
Nachteil dieser Methode ist, dass es bei Analyten d@hnlicher Polaritat und Masse
im Absorptionsbereich zur Bandeniiberlagerung kommen kann, die eine ein-
deutige Identifizierung und Quantifizierung unmoglich macht.

Ionenmobilitatsspektrometrie (IMS) wurde durch ihren Einsatz zur Kampfstoff-
und Sprengstoffkontrolle, neuerdings aber auch fiir Prozesskontrolle und Dro-
genscreening bekannt [36-38]. In jlingster Zeit wurde diese Methode zuneh-
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mend im Bereich biochemischer Anwendungen auch fiir die Atemluftanalyse
eingesetzt. Das Prinzip der IMS ist die Auftrennung gasformiger Gemische nach
Ionisierung in Abhangigkeit der Driftgeschwindigkeit ihrer Bestandteile. Die
Driftgeschwindigkeit ist von der Masse und der raumlichen Struktur des jeweili-
gen lons abhangig. Durch vorgeschaltete Trennung der Analyte einer Probe auf
einer temperierten Multikapillarsdaule konnen Substanzen im unteren ppb,-
Bereich nachgewiesen werden. Ionenmobilitatsspektrometer erlauben eine on-
line Analyse ohne Probevorbereitung und sind durch ihre Grofse und die Tatsa-
che, dass Raumluft als Tragergas verwendet werden kann, flexibel einsetzbar.
Fiir die Analyse unbekannter Proben ist die IMS jedoch zunachst nicht geeignet,
da die Messdaten durch einen zeitlichen Signalvergleich nur ein Mapping, nicht
aber eine direkte, eindeutige Identifizierung eines Analyts ermoglichen. Daten-
banken zur Identifizierung unbekannter Verbindungen sind fiir die IMS bis dato
nicht verfiigbar. [39, 40].

Die Kopplung von chemischer Ionisierung und fast flow Technologie mit mas-
senspektrometrischen Detektoren hat sich in den letzten Jahren in der Atemluft-
analyse etabliert, wie der Einsatz von proton transfer reaction mass spectrometry
(PTR-MS) und selected ion flow tube mass spectrometry (SIFI-MS) zeigt. Beide
Methoden eignen sich zur on-line Analyse, haben Nachweisgrenzen im unteren
ppby-Bereich und zeichnen sich durch Analysezeiten im Millisekundenbereich
aus. Das Funktionsprinzip beider Methoden ist dhnlich. In einer Ionenquelle
werden H3;0"-Ionen (bei PTR-MS) bzw. H30O", NO" und O, "-Ionen (bei SIFT-MS,
Ionen speziell fiir Atemluftanalyse) generiert. Diese werden in einem schnell
flieflenden Tragergasstrom mit den Analyten der Atemluftprobe zu einer schnel-
len Reaktion gebracht. Die so gebildeten Produkt-Ionen kénnen mittels Massen-
spektrometrie (MS) detektiert werden. Quantifizierung ist iiber spezielle
Standardkalibriersubstanzen moglich oder, im Fall der SIFT-MS, iiber die Parti-
aldriicke aller gebildeten Produkt-Ionen [41-43]. Beide Methoden ermdglichen
die Analyse eines relativ breiten Substanzspektrums, wobei die PTR-MS nur fiir
Analyte mit einer hoheren Protonenaffinitit als H;O"-Ionen geeignet ist. In bei-
den Methoden ist die Schwierigkeit bei der Auswertung die Unterscheidung
bzw. die eindeutige Identifizierung gleicher Produkt-Ionen, welche aus unter-
schiedlichen Edukt-Ionen gebildet wurden. Bei SIFI-MS wird dieses Problem
insofern vereinfacht, als dass es fiir ein Edukt-Ion mehrere Produkt-Ionen gibt,
die zur Identifizierung herangezogen werden konnen. Eingesetzt wurden beide
Methoden zur Untersuchung bzw. Charakterisierung der ausgeatmeten Luft
gesunder Probanden [42-44]. Mit SIFI-MS wurden weiterhin z.B. Matrixeffekte
wie Konsum von Alkohol [45] und Zigaretten [46] untersucht, aber auch klini-
sche Studien tiber Patienten mit Nierenversagen durchgefiihrt [47, 48]. PTR-MS
wurde wiederholt zur Charakterisierung des Abbauverhalten ausgesuchter
Anasthetika im menschlichen Organismus eingesetzt [49, 50].
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Seit Paulings ersten Untersuchungen ist die Analyse der Atemluft mittels gas-
chromatographischer Systeme mit Detektoren wie dem Flammenionisationsde-
tektor (FID), dem Photoionisationsdetektor (PID) und nicht zuletzt dem
massenselektiven Detektor (MSD) und der lonenfalle am weitesten verbreitet.

Da die zu erwartenden Analytkonzentrationen im Bereich von ppb,, bis ppm,
liegen, ist fiir die Analyse eine Voranreicherung der Probe notwendig. Diese
kann durch physikalische Anreicherung in Kiihlfallen [4, 51] und chemische
oder adsorptive Bindung an spezielle Adsorbentien vorgenommen werden [51-
54]. Die Adsorbentien sind als diinne Beschichtung in Kanistern oder als Film
auf speziellen Fasern fiir die Festphasenmikroextraktion (SPME) aufgebracht.
Auflerdem werden sie in spezielle Probenahmerdhrchen gepackt, welche die
Moglichkeit bieten, unterschiedliche Adsorbentien zu kombinieren und so die
Adsorption eines breiteren Substanzspektrums ermoglichen. Wahrend fiir den
Einsatz von Kiihlfallen ein grofierer instrumenteller Aufwand betrieben werden
muss, sind gerade adsorptive Methoden mit niedrigem technischen Aufwand
einsetzbar. Gute Reproduzierbarkeit, hohe Flexibilitdt durch einfachen Trans-
port und Lagerung von verschlossenen Proben sowie hohe Wirtschaftlichkeit
durch Rekonditionierung zum wiederholten Einsatz der Adsorptionsmittel sind
weitere Vorteile dieser Anreicherung bzw. Probenahme. Insbesondere fiir den
klinischen Einsatz oder andere Arten von Felduntersuchungen, z.B. im Arbeits-
schutz, ist die ortliche Trennung von Probenahme und Bestimmungsort von gro-
3er Bedeutung.

Nach Aufgabe der Probe iiber Injektorsysteme wie dem PTV-Injektor (programed
temperature vaporizer) [55, 56] oder Thermodesorption mit gleichzeitiger Cryofo-
kussierung [2] werden die Analyte gaschromatographisch auf Kapillarsaulen
getrennt. Dabei wurden bisher sowohl unpolare als auch polare Saulen, Dick-
filmsdulen und PLOT-Saulen (porous layer open tubular) verwendet. Auch die
Kopplung unterschiedlicher Sdulen zur Trennung eines breiteren Substanzspek-
trums wurde durchgefiihrt [6]. Ergdnzende Daten zu einigen Techniken der gas-
chromatographischen Analyse von Atemluftproben mit Angabe der jeweiligen
Zielanalyte sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1 Probenvorbereitung und gaschromatographische Techniken unter

Angabe der Zielanalyte
Analyt irobe;nahme/ Saule Detektor
nreicherung
Ethylen Adsorptionsrohr- 60 m Rix FID [53]
Methanol chen mit Carbopack 0,32 mm i.D. fiir KWs,
Aceton X, Carboxen 1018, 5 um ED. PID
Ethanol Carboxen 1019 ftir SKWs
Schwefelwas-
serstoff
Isopren
Aceton bzw. SPME auf PDMS/ 30 m HP-5MS MSD [57]
Acetonoxim DVB-Faser, Derivati- 0,25 mm i.D.
sierung mit PFBHA 0,25 um E.D.
Aceton membran extraction 30 m Rtx-VMS FID [58]
Isopren with sorbent interface 0,25 mm i.D.
Methan (MESI), dann 1,4 um ED.
Ethan Adsorptionauf Tenax 30 m Aluminium-
oder Carboxen oxid PLOT
0,32 mm i.D.
Isopren Adsorptionsrohr- 80 mm UvVD [59]
chen mit Tenax TA, 1,5 mmi.D.
HayesepQ, Carbos- gepackte Sdule mit
phere 10 um, Hypersil
WP Cg, DCQF-1
Benzol Adsorptionsrohr- 60 m DB-1 FID [10]
chen mit Tenax TA 0,53 mm i.D. PID
1,5 um E.D.
Pentan Adsorptionsrohr- 30 m Poraplot U MSD [60]
chen mit Tenax 0,32 mm i.D.
Methanthiol fused silica beschichte- 60 m HP-1 MSD [51]
Dimethylsulfid  ter Probenahmekani- 0,32 mm i.D.
Dimethyldisul-  ster, dann dreistufige 1 um E.D.
fid u.a. Cryofokussierung
Ethan Adsorptionsrohr- 5m CP-Wax 57 CB  FID [61]
Pentan chen mit Tenax TA, 0,32 mm i.D.
Isopren Carboxen 569, Carbo- 1,2 um E.D.
xen 1000 22 m CP-SilicaPlot
0,32 umi.D.
4 um F.D.
i.D. Sduleninnendurchmesser
ED. Filmdicke der Siule
KWs Kohlenwasserstoffe
SKWs Schwefelkohlenwasserstoffe
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Als Detektoren wurden hauptsachlich FID oder MSD eingesetzt. Beide ermogli-
chen aufgrund hoher Empfindlichkeit den Nachweis organischer Verbindungen
im unteren ppb,-Bereich, beim MSD teilweise sogar im ppt,-Bereich. Die Identi-
fizierung einer Verbindung ist bei Verwendung des FID nur iiber die Retentions-
zeit moglich. Der MSD eignet sich hingegen fiir die empfindliche und
spezifische Analyse unbekannter Realproben mit einem breiten Substanzspek-
trum. Die Analyse niedermolekularer, polarer, organischer Verbindungen wie
z.B. Aldehyde oder Amine ist durch deren thermische Instabilitat und hohe
Polaritat mitunter schwierig.

Wie die Beispiele in Tabelle 1 zeigen wurden gaschromatographische Techniken
schon mehrfach im Bereich der Atemluftanalyse angewendet. Besonders inten-
siv auf dem Gebiet der GC/MS-Analyse von Atemluft betdtigen sich die Grup-
pen um Michael Phillips in den USA und Jochen K. Schubert in Rostock. Phillips
et al. etablierten ein Verfahren, das zur Bestimmung oxidativen Stresses einen
dreidimensionalen Gradienten ermittelt, der das Verhaltnis von C4 bis Cyp-Alka-
nen und monomethylierten Alkanen veranschaulicht [2]. Das breath methylated
alkane contour (BMAC) zeigt dabei sowohl das Verhiltnis der genannten Sub-
stanzen untereinander an als auch ihre Herkunft aus exogenen bzw. endogenen
Prozessen. Der Proband muss fiir diese Untersuchung 1 L Atemluft durch ein
Mundstiick in eine spezielle Atemluftsammelapparatur (breath collection appara-
ture, BCA) pusten. Zeitnah wird unter gleichen Bedingungen eine 1 L Raumluft-
probe genommen, die den exogenen Anteil der Atemluft reprasentieren soll.
Beide Proben werden adsorptiv gesammelt und mittels GC/MS-Technik analy-
siert [2]. Aufgrund der ausschliefSlichen Beobachtung von Substanzmustern
bzw. von Unterschieden in Intensitatsverhaltnissen verzichten Phillips et al. auf
eine Kalibrierung mit Standardsubstanzen. Es besteht bei dieser Methode jedoch
die Gefahr, dass die Bezugnahme auf die aktuelle Raumluftzusammensetzung
zu Fehlern fiihrt. Dies wire z.B. der Fall, wenn die Atemluft eines Probanden
nicht mit der Umgebungsluft im Raum der Probenahme im Gleichgewicht steht.
Dann konnten ungewollt endogen produzierte Analyte subtrahiert werden bzw.
aus anderen Quellen exogen aufgenommene Analyte nicht subtrahiert werden.
Bisher wurde die Methode nach Phillips in grofs angelegten Studien bei gesun-
den Menschen und fiir die Ermittlung von Markern z.B. bei Brustkrebspatienten
[62], bei Lungenkrebspatienten [63], bei Diabetikern [64], bei Herztransplantier-
ten [65], aber auch bei Schwangeren [66] eingesetzt. Tabelle 2 zeigt einige der so
von Phillips et al. als Marker identifizierten Analyte.
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Tabelle 2 Marker nach Phillips fiir ausgewahlte Krankheitsbilder

Krankheit Marker

Brustkrebs Nonan, 5-Methyltridecan, 3-Methylundecan, [62]
6-Methylpentadecan, 2-Methylpropan,
3-Methylnonadecan, 4-Methyldodecan,
2-Methyloctan

Lungenkrebs Butan, 3-Methyltridecan, 7-Methyltridecan, [63]
4-Methyloctan, 3-Methylhexan, Heptan,
2-Methylhexan, Pentan, 5-Methyldecan

Herztransplantation 2-Methylpropan, 5-Methyloctadecan, [65]
6-Methyloctadecan, 2-Methylheptadecan, Octan,
2-Methylheptan, 3-Methylundecan,
2-Methyloctadecan, 2-Methylhexadecan

Instabile Angina 4-Methyloctan, 4-Methyldecan, Hexan, [67]
5-Methylpentadecan, 7-Methylhexadecan,
2-Methylpropan, Pentan, 2-Methylbutan

Schwangerschaft Undecan, 6-Methyltridecan, 2-Methylpentan, [66]
5-Methyltetradecan, 2-Methylnonan

Die SPME-Technik wurde von Schubert et al. zur Anreicherung von Analyten
aus Atemluft und zur Headspaceanalyse von Blut verwendet [7, 55]. Die auf
PDMS/Carboxen-Fasern absorbierten Proben wurden im Injektor desorbiert,
gaschromatographisch getrennt und mittels MSD detektiert. Haupsachliches
Interesse galt dabei den Verbindungen Aceton, Isopren und n-Pentan. Die Kali-
brierung erfolgte mit Hilfe von Gasstandards. Die verwendete Probenahme-
und Analysemethode diente bisher insbesondere zur Untersuchung des Gleich-
gewichtsverhéltnisses gasformiger Analyte in Blut und Atemluft [7, 55]. Der
tiberwiegende Teil der Studien wurde an kiinstlich beatmeten Intensivpatienten
durchgefiihrt. In diesem Fall wurde die Umgebungsluft durch das Beatmungs-
system ausgeschlossen. Die Patienten befanden sich unter kontrollierten Bedin-
gungen, was die Matrix erheblich vereinfachte. Allerdings stand dem ein hoher
Grad an Medikation, sowie Blindwerte und Kondensationseffekte innerhalb des
Beatmungssystems gegeniiber. In Studien wurden z.B. Patienten mit Sepsis und
septischem Schock, Patienten mit systemic inflammatory reaction syndrome (SIRS)
und Patienten mit acute respiratory distress syndrome (ARDS) untersucht [68].
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1.4 Zielsetzung

Im ersten Teil dieser Arbeit soll fiir die Matrix Atemluft ein geeignetes Probe-
nahme- und Analyseverfahren entwickelt werden. Auf Basis vergleichender Stu-
dien der gegenwartigen Forschung [1-18, 25-68] ist eine adsorptive
Anreicherungsmethode aufgrund ihres niedrigen technischen Aufwands bei der
Probenahme geeignet. Sie ist universell und unabhangig vom Ort der spateren
Messung einsetzbar und kann daher auch in Felduntersuchungen oder im klini-
schen Bereich eingesetzt werden. Gepackte Adsorptionsrohrchen konnen selbst
hergestellt werden, womit ihre Reinheit kontrollierbar ist und ihre Zusammen-
setzung variiert werden kann. Die Kombination verschiedener Adsorbentien
ermoglicht die Anreicherung eines grofsen Substanzspektrums. Bei der Entwick-
lung einer geeigneten Probenahme soll der hohe Wasseranteil in der ausgeatme-
ten Luft berticksichtigt werden. Ferner gilt es, die Bestandteile der Matrix zu
charakterisieren. In diesem Zusammenhang miissen unterschiedliche Konzepte
zur Trocknung der Gasprobe untersucht und diskutiert sowie Moglichkeiten zur
Minimierung des exogenen Anteils aufgezeigt werden. GC/MS-Systeme zeich-
nen sich durch hohe Reproduzierbarkeit und grofie Empfindlichkeit aus. Sie
sind fiir den Nachweis und die Identifizierung von unbekannten Substanzen im
Ultraspurenbereich bestens geeignet. Schonende Aufgabe der Probe unter Mini-
mierung vorzeitiger Analytzersetzung gewaihrleistet die Thermodesorption
(ID). Zeitgleiche Cryofokussierung ermoglicht eine verlustfreie Aufgabe der
gesamten Probe auf das GC/MS-System.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wird ein chromatographisches Verfah-
ren mit massenspezifischer Detektion in Kombination mit adsorptiver Anreiche-
rung fiir die Probenahme und Analyse der Matrix Atemluft favorisiert. Das
Verfahren soll eine moglichst vollstandige Analyse und Charakterisierung der
Atemluft ermdglichen, indem es nicht auf eine spezielle Substanzgruppe opti-
miert ist, sondern zur Analyse unterschiedlichster Verbindungen eingesetzt
werden kann.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll die entwickelte Methode auf Standardproben,
die Analyte der Atemluft enthalten, und auf reale Atemluftproben angewendet
werden. Ziel ist eine moglichst vollstindige Charakterisierung der ausgeatme-
ten Luft gesunder Probanden. Um Matrixbestandteile bzw. exogene Komponen-
ten abschdtzen zu konnen, sollen unterschiedliche Matrices wie z.B. Nahrungs-
und Genussmittel sowie Hygieneprodukte und Medikamente dem Korper zuge-
fiihrt und deren Metabolismus verfolgt werden. Diese, fiir die vollstandige und
korrekte Interpretation von Atemluftproben so entscheidenden Bestandteile,
wurden bisher zwar haufig andiskutiert, jedoch nur ansatzweise weiter unter-
sucht und bertiicksichtigt. Desweiteren soll eine Gruppe gesunder Personen,
Raucher wie Nichtraucher, untersucht werden, um Ansatze fiir Unterschei-
dungsmerkmale wie auch Gemeinsamkeiten zu ermitteln. AbschliefSend soll die
Eignung der Methode fiir zwei ausgewahlte Krankheitsbilder getestet werden.
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2 Ergebnisse und Diskussionen

Atemluft enthélt eine grofle Menge Wasserdampf. Thre relative Feuchte betragt
mehr als 95 %. Entspechend sind in einem Liter vollstandig gesattigten Gases bei
Korpertemperatur ca. 40 mg Wasserdampf enthalten. (Die vollstandige Satti-
gung eines Gases bei 40 °C entspricht 41,7 mg/L) [69].

Zahlreiche Analyte der Atemluft wie beispielsweise Alkohole, Ketone und Alde-
hyde sind mittelpolare bis polare Verbindungen. Als solche zeigen sie einen mit-
tel bis stark hydrophilen Charakter. In Gegenwart von Wasser kommt es zur
Einstellung eines Gleichgewichts zwischen Gasphase und waéssriger Phase in
Abhiéngigkeit der Polaritat.

Beriicksichtigt man diese Tatsache fiir die Probenahme und Analyse von Atem-
luft, so wird deutlich, dass jegliches Abkiihlen der gasformigen Probe unter die
Korpertemperatur zum einen mit Kondensationseffekten und zum anderen mit
der Einstellung eines zweiphasigen Gleichgewichtes verbunden ist.

Der Eintrag dieser Feuchtigkeit in das Messsystem kann zum Zufrieren der
Kiihlfalle und zu Verlust oder Diskriminierung der Probe fiithren. AufSerdem
sind Probleme bei der gaschromatographischen Trennung durch Verschiebung
von Retentionszeiten, schnellere Aktivierung der analytischen Saule und Beein-
trachtigung der massenspektrometrischen Detektion zu erwarten [3, 70].

Die Trocknung einer Probe, d.h. die Abtrennung des Atemkondensats, durch
chemische oder physikalische Prozesse, kann jedoch einen deutlichen bis voll-
standigen Verlust hydrophiler Verbindungen hervorrufen.

2.1 Methodenentwicklung
2.1.1 Auswahl des Adsorptionsmittels

Aufgrund der niedrigen Analytkonzentrationen in der Atemluft ist eine Anrei-
cherung fiir einen empfindlichen und reproduzierbaren Nachweis notwendig.
Diese muss aus funktionellen Griinden, z.B. spaterer Einsatz im klinischen
Bereich, mit moglichst geringem technischen Aufwand verbunden sein. Das
heifst, die Gerite sollen einfach zu bedienen, mobil und transportabel sein und
wenig Stellplatz in Anspruch nehmen. Diesen Anforderungen gentigen insbe-
sondere Probenahme- bzw. Anreicherungsmethoden, die auf dem Prinzip der
Adsorption von gasformigen Analyten (Adsorbaten) an festen Adsorptionsmit-
teln (Adsorbentien) bzw. auf dem Prinzip der Absorption von Absorbaten in
fliissigen Absorbentien basieren. Dazu gehort beispielsweise die Absorption an
beschichteten Fasern, wie sie bei der SPME zum Einsatz kommen, oder die Ver-
wendung von Stahl- oder Glasrohrchen, die mit speziellen Adsorbentien gefiillt
sind. Beide Probenahmetechniken sind grundsatzlich gut geeignet, da sie eine
flexible, ortsunabhéngige, einfache Probenahme ermdglichen und gleichzeitig
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empfindlich und reproduzierbar sind. Die Proben konnen aufgrund der handli-
chen Probenahmetools, Faser oder Adsoptionsrohrchen, einfach transportiert
und gelagert werden. Ein weiterer Vorteil beider Methoden ist die Moglichkeit
einer einfachen Rekonditionierung des Adsorbens; bei der Faser im Injektorsy-
stem des Gaschromatographen, beim Rohrchen im Thermodesorptionsofen oder
in umgebauten GC-Ofen.

SPME-Fasern selektieren durch den Typ ihrer Beschichtung Verbindungen einer
bestimmten Polaritdt. Variationen sind nur durch Verwendung einer anderen
Beschichtung moglich. SPME-Fasern konnen aufgrund ihrer Kapazitiat nur ein
begrenztes Analytvolumen absorbieren. Im Gegensatz dazu konnen die Packun-
gen, d.h. die Adsorbentien, in Adsorptionsrohrchen mit relativ geringem prapa-
rativen Aufwand ausgetauscht und kombiniert werden. Die Verwendung von
Rohrchen fiir einzelne Versuchsreihen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit notig
waren, ist gegeniiber SPME-Fasern aufierdem 6konomischer, da etliche Fasern
benotigt wiirden und sich der relativ hohe Anschaffungspreis erst bei einer rou-
tinemafligen Anwendung rechnet. Fiir diese Arbeit wurde aufgrund der grofse-
ren Beladungskapazitit und der hoheren Flexibilitdt bei der Analyse eines
breiten und variablen Substanzspektrums die Verwendung von Adsorptions-
rohrchen gewahlt.

An die Wahl der Adsorptionsmethode schloss sich die Auswahl eines geeigne-
ten Adsorptionsmittels an. Dabei musste sowohl das breite Substanzspektrum
als auch der hohe Wassergehalt der Atemluft berticksichtigt werden [6]. Diesen
Kriterien entsprechen kohlenstoffhaltige Molekularsiebe, graphitisierte Kohlen-
stoffe (Carbon Blacks) und insbesondere porose, organische Polymere [71].

Frithere Untersuchungen zeigten, dass die unpolaren, kohlenstoffhaltigen Mole-
kularsiebe wie z.B. Carboxen fiir die Adsorption von C,- bis Cs-Molekiilen gut
geeignet sind, jedoch ein erheblicher Anteil Wasser angereichert wird [70, 72].
Ferner wurde beobachtet, dass Analyte wie a-Pinen und Sabinen sowie reaktive
Verbindungen wie 1,3-Butadien und Isopren nicht reproduzierbar analysiert
werden konnen [71]. Laut Herstellerangaben ist Carboxen beziiglich des Durch-
bruchverhaltens auch fiir die Analyse von Ethan, Propan, Ethanol, Propanal, 2-
Butanon, Butanal, Aceton und 2-Methylpropanal, die alle die genannte Molekiil-
grofse besitzen, ungeeignet [73].

Carbon Blacks wie z.B. Carbotrap sind unpolare Adsorbentien mit grofler
Hydrophobizitét. Sie eignen sich daher besonders zur Anreicherung feuchter
Proben. Das Spektrum geeigneter Adsorbate reicht von niedrig bis zu mittel sie-
denden, aliphatischen, cyclischen und aromatischen Verbindungen [71, 74].
Allerdings wurden fiir Substanzen wie a-Pinen und polare Verbindungen wie
Acrolein und Hexanal Analytverluste beobachtet [71].

Porose, organische Polymere wie z.B. Tenax sind hochreine, sehr hydrophobe
Adsorbentien, die sich durch eine hohe thermische Stabilitat auszeichnen. Sie
sind jedoch fiir leicht fliichtige, organische Verbindungen mit Molekiilgrofien
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kleiner C4 eher ungeeignet, konnen aber zur Minimierung von Durchbruchef-
fekten gut mit Carbon Blacks kombiniert werden [71].

Fiir die Eignungstests zur Adsorption von Atemluftkomponenten wurden Rohr-
chen mit den vorgestellten Adsorptionsmitteln auf drei unterschiedliche Weisen
gepackt: a) 200 mg Tenax, b) 100 mg Tenax plus 100 mg Carboxen und c) 100 mg
Tenax plus 100 mg Carbotrap. Alle Rohrchen wurden wie in Kap. 5.3.2 beschrie-
ben prépariert und konditioniert. Anschlieflfend wurde jedes Rohrchen mit der
gleichen Standardgasprobe aus einer Testgasquelle (Herstellung der Standard-
gasproben wie in Kap. 5.2 beschrieben) beladen. Die Auswahl der Standards
richtete sich nach bereits in der Atemluft detektierten Verbindungen.

Nach Analyse mittels GC/MS wurden die Peaks integriert und ein Vergleich der
Peakflachen in Abhangigkeit des verwendeten Adsorptionsmaterials vorgenom-
men. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 1 dargestellt.

[0 200 mg Tenax M 100 mg Tenax + 100 mg Carboxen M 100 mg Tenax + 100 mg Carbotrap

Peakfliche in Counts

 EEEEEEC

5
2

Limonen

Ethanol
Aceton
2-Propanol
2-Pentanon
x10
DMDS
Toluol x10
o-Pinen

1-Propanol
Benzol x10

Abbildung 1 Adsorptionsfahigkeit von Standardgasproben an unterschiedliche
Adsorbentien

Der direkte Vergleich aller drei Rohrchenarten zeigt, dass nur fiir den Analyt
Ethanol eine Tenax/Carboxen-Mischung die beste Wiederfindung ermoglicht.
Fiir alle anderen Substanzen ist aufgrund der hochsten Peakfldchen die alleinige
Verwendung von Tenax geeigneter.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die unterschiedlichen Adsorbentien
realen Probenahmebedingungen unterworfen. An jedes Adsorptionsmittel
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wurde unter gleichen Bedingungen 1 L Atemluft desselben Probanden adsor-
biert und mittels GC/MS analysiert. In diesem Fall wurde bei 8 ausgewahlten
Substanzen eine Integration der Peaks vorgenommen. Die Beurteilung der
Adsorbentien auf dieser Basis ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 Adsorptionsfahigkeit von Atemluftproben auf unterschiedlichen

Adsorptionsrohrchen
e m e
Ethanol ++ + ++
Aceton 4+ + .\
Isopren + +++ n
2-Propanol ++ + 4
1-Propanol +++ + +
Benzol + ++ ++
Toluol 4+ + .\
a-Pinen ++ ++ +
+++ sehr gut geeignet
++ gut geeignet
+ geeignet

Auch in diesem Fall zeigt die alleinige Verwendung von Tenax insgesamt die
besten Resultate. Lediglich Isopren ldsst sich auf einer Tenax/Carbotrap-
Mischung besser anreichern. Deshalb wurden Rohrchen mit einer Packung von
200 mg Tenax fiir alle weiteren Analysen in dieser Arbeit eingesetzt.

2.1.2 Probenahmemethoden

Nach der Ermittlung eines geeigneten Adsorptionsmittels war die Entwicklung
einer praktikablen und gleichzeitig effektiven Probenahmemethode notwendig.
In der Literatur sind fiir adsorptive Probenahmetechniken zwei grundlegende
Methoden beschrieben. Bei der einen Technik wird wahrend der Atemluftab-
gabe direkt auf dem Adsorbens angereichert [2, 53, 56]. Bei der anderen Technik
wird die Atemluft erst in einem speziellen, gasdichten Behaltnis gesammelt. In
einem zweiten Schritt wird dann die gesammelte Probe auf das Adsorbens tiber-
fiihrt. Die Sammelbehalter sind iiberwiegend speziell vorbehandelte Stahlkani-
ster [51, 75, 76] oder Beutel aus inerten Materialien wie z.B. Tedlar-Beutel [6, 75].
Beide Arten von Sammelbehaltern besitzen den Vorteil, dass sie eine inaktive
Oberflache haben, aus relativ stabilem Material bestehen, einfach in der Hand-
habung und nach Reinigung wiederverwendbar sind. Insbesondere Stahlkani-
ster sind jedoch aufgrund ihrer Grofie und ihres Gewichts nicht so gut zu
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transportieren und zu lagern. Aufierdem ist bei beiden Arten von Sammelbehal-
tern mit Kondensationseffekten an den Innenwandungen und in den Ventilen
zu rechnen, wenn sie nicht auf Temperaturen nahe der Korpertemperatur, d.h.
zwischen 35-40 °C, gebracht werden. Kondensation und gezielte Adsorption
kommen als Moglichkeiten zur Entfernung des Wassers aus der Atemluftprobe
in Frage.

Im Rahmen dieser Methodenentwicklung wurden zuerst 1 L-Tedlar-Beutel zur
Probenahme getestet. Anfangs wurde direkt tiber das Einlassventil in den Beutel
gepustet, was zu den erwarteten Kondensationseffekten an der Innenseite des
Beutels fiihrte. Nachste Versuche galten dem Ziel, den Beutel im Gasfluss wie-
der zu trocknen. Die Trocknung stellte sich als aufwendig und langwierig her-
aus, da das Ventil keine kontinuierliche Durchspiilung des gesamten
Beutelvolumens ermoglichte. Unabhangig von Memorieeffekten, allein auf-
grund der hohen Feuchtigkeit der Atemluft, wurde daher eine Trocknung der
Atemluft vor Einlass in den Beutel angestrebt, um so eine bessere Reproduzier-
barkeit zu gewahrleisten und die Option einer spateren Reinigung und Wieder-
verwendung des Beutels offen zu halten.

Zur Trocknung der Atemluft wurden Trockenréhrchen (T-Rohrchen) eingesetzt
(sieche Kap. 5.3.3). Das verwendete Molekularsieb eignet sich zur selektiven
Abtrennung von Wasser und wird z.B. zur Trocknung von organischen
Losungsmitteln verwendet. Das T-Rohrchen wurde direkt iiber Swagelock-Ver-
bindungen mit dem Ventil des Tedlar-Beutels verbunden. Die Probanden puste-
ten durch das T-Rohrchen in den Beutel. Unter diesen Bedingungen wurde im
Beutel keine Kondensation festgestellt. Das T-Rohrchen wurde unmittelbar nach
der Probenahme vom Beutel entfernt, um eine Gleichgewichtseinstellung zwi-
schen Gasphase im Beutel und wéssriger Phase im T-Réhrchen zu unterbinden.
Daran anschlieffend wurde die Atemluft unter zeitlicher Kontrolle und bei kon-
stantem Fluss von 200 mL/min mit Hilfe einer Membranpumpe aus dem Beutel
tiber das Adsorbens gezogen.

Zunichst sollte eine Probeserie mit verschiedenen Probanden einen Hinweis
darauf geben, welche Analyte standardmafsig in der Matrix Atemluft vorkom-
men. Gleichzeitig sollte gezeigt werden, ob die Probenahme mit Tedlar-Beuteln
grundsatzlich fiir die Analyse von Atemluftproben geeignet ist. Von 15 freiwilli-
gen, als gesund eingestuften Probanden wurde die Atemluft untersucht. Fiinf
von ihnen waren Raucher. Die Probenahme fand immer innerhalb desselben
Labors statt, d.h. die Umgebungsluft war stets vergleichbar. Die Probenahmebe-
dingungen waren wie in Kap. 5.1 beschrieben. Bei den gesammelten Proben
(durchschnittliches Volumen ca. 700 mL) war aufféllig, dass Analyte wie Etha-
nol, Aceton, 2-Propanol, 1-Propanol, Benzol und a-Pinen in allen Proben, andere
wie 2-Butanon, Heptan und Trimethylhexan hingegen nur in einzelnen Proben
nachgewiesen werden konnten. Bei der Analyse zeitnah gesammelter Raumluft-
proben konnten u.a. die Analyte Ethanol, 2-Propanol, Benzol und Heptan nach-
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gewiesen werden. Jene Verbindungen kommen in sehr niedrigen
Konzentrationen, die im allgemeinen deutlich unter den vorgeschriebenen
Richtwerten liegen, in der Atmosphdre vor. Sie stammen hauptsachlich aus
anthropogenen Quellen, d.h. sie werden direkt und indirekt durch den Men-
schen verursacht. Uber die eingeatmete Luft gelangen sie wieder in den mensch-
lichen Atemkreislauf.

Es wurde beobachtet, dass die Anzahl der Analyte in gleichbleibendem Probe-
nahmevolumen von Proband zu Proband stark variieren kann. In einigen Pro-
ben wurden rund 20 Verbindungen analysiert, in anderen mehr als das
Doppelte. Unter den gegebenen Bedingungen wurden Ethanol, Aceton, 2-Pro-
panol, 1-Propanol, Hexan, Methylcyclopentan, Benzol, Heptan, 1-Methylthio-
propan, Toluol, 2,4-Dimethylheptan, Tetrachlorethylen, Ethylbenzol, Xylol, N,N-
Dimethylacetamid, a-Pinen, Phenol und Limonen in den meisten Proben identi-
fiziert. Diese Substanzen kommen somit offensichtlich in der Atemluft gesunder
Menschen vor. Deshalb sind sie bestenfalls als quantitative Marker fiir Verande-
rungen des Stoffwechsels tauglich, es sei denn, ihr Fehlen hitte krankhafte Ursa-
chen.

Um die Eignung einer Probenahme mit Tedlar-Beuteln zu testen, wurden reale
Atemluftproben mit Blindproben der Beutel verglichen. Fiir die Ermittlung des
Blindwertes eines Beutels wurde dieser mehrfach, diskontinuierlich mit Stick-
stoff gespiilt. Die letzte dieser Fiillungen wurde analog zur Atemluft auf einem
Adsorptionsrohrchen angereichert und analysiert. Die Chromatogramme in
Abbildung 2 zeigen im oberen Teil die Zusammensetzung einer 0,7 L Atemluft-
probe und darunter den Blindwert des Beutels mit Stickstofffiillung.

Abundance
223

16.7

11.1

5.6

0
Timne: 2.03 294 3.85 477 5.68 659 7.50 841 932 1050 11.67 1285 14.02 1519 1637 1754 18.71 19.89

Abundance
223

16.7

11.1

5.6

0
Time: 2.03 294 385 4.77 568 659 7.50 841 932 1050 11.67 1285 14.02 15.19 16.37 1754 18.71 19.589

Abbildung 2 Vergleich einer Atemluftprobe (oben) mit dem Blindwert eines
Tedlar-Beutels mit Stickstofffiillung (unten)
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Ein Vergleich beider Proben ergab, dass insbesondere N,N-Dimethylacetamid
und Phenol in sehr grofien Mengen aus der Probenahmeeinheit, d.h. Beutel,
Ventil, O-Ring und Septum, freigesetzt werden. Eine Untersuchung der Signale
mit kleineren Intensitaten verdeutlicht, dass neben den beiden Hauptanalyten
N,N-Dimethylacetamid und Phenol noch zahlreiche andere Substanzen in
geringeren Konzentrationen freigesetzt werden. Berticksichtigt man, dass die
Blindwerte im Bereich der eigentlichen Zielanalyte, ndmlich bei Retentionszei-
ten <10 min liegen, so ist ein Einsatz von Tedlar-Beuteln nur dann in Betracht zu
ziehen, wenn sich deren Blindwertbeitrag deutlich erniedrigen ldsst. Zu diesem
Zweck wurden erneut Spiilversuche mit neuen und mit bereits benutzten Beu-
teln vorgenommen. Die Beutel wurden zwischen 0 und 40 mal mit Stickstoff
gespiilt. Jeweils die letzte Fiillung wurde untersucht. Bei 5 Spiilschritten wurde
ein Riickgang des Blindwertes von N,N-Dimethylacetamid und Phenol um ca.
50 % fiir neue und um ca. 80 % fiir benutzte Beutel festgestellt. Nach 40 Spiilgan-
gen konnte eine Reduzierung um 80 % bzw. 95 % erreicht werden. Grundsatz-
lich lasst sich somit der Blindwerteintrag des Tedlar-Beutels durch 5-10
Spiilgange auf unter 10 % herabsetzten, wobei sich die Wiederverwendung der
Beutel als vorteilhaft erwiefs. Wichtig fiir einen spateren Einsatz erschien eine
Blindwertminimierung durch Ausschalten der Quelle fiir die storenden Analyte
sowie das Lagerverhalten der Beutel. Berticksichtigt man, dass Tedlar-Folie laut
Herstellerangaben keine fliichtigen, organischen Verbindungen freisetzten soll
und dass fiir Teflon, das Material des Ventils, Ahnliches gilt, kam als Quelle der
Verunreinigungen nur der O-Ring und das Septum des Ventils in Frage. Beide
Bauteile wurden 30 min bei 75 °C ausgeheizt und nach Abkiihlung wieder in das
Ventil eingebaut. Anschliefende Probenahme aus dem betreffenden Beutel
zeigte, dass thermische Belastung nicht zu einer Reduzierung sondern sogar zu
einer gesteigerten Freisetzung der diskutierten Analyte fiihrt. Ahnliche Beob-
achtungen wurden auch fiir die Lagerfahigkeit gereinigter Beutel gemacht. Ein
sauberer mit Stickstoff gefiillter Beutel wurde eine Woche lang bei Raumtempe-
ratur liegen gelassen. Erst nach dieser Zeit wurde die Probe analysiert. Die ver-
langerte Lagerzeit fiihrte zu einer Erhohung der N,N-Dimethylacetamid- und
der Phenolkonzentration um ca. 400 % im Vergleich zur Belastung eines gespiil-
ten Beutels.

Da die Blindwertbeitrage durch die Tedlar-Beutel erheblich waren und sich auch
mit groffem Aufwand nur anteilig beheben lieflen und ferner das Risiko, Analyte
durch Uberlagerung mit Blindwertbestandteilen zu {ibersehen, nicht identifizie-
ren zu konnen oder falsche Intensitatsverhaltnisse zu ermitteln, zu grofs war,
kommt die Verwendung von Tedlar-Beuteln zur Probenahme nicht in Frage.

In weiteren Versuchen wurden zur Minimierung des Blindwerteintrags nur
noch einstufige Probenahmemethoden, d.h. Probenahme und Anreicherung in
einem Schritt, angewendet. Die Vortrocknung der Atemluft wurde im ersten Fall
durch die Verwendung eines T-Rohrchens und im zweiten Fall durch einen
zusatzlichen Kondensationsschritt realisiert.
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Im ersten Fall wurde ein T-Rohrchen direkt mit dem Adsorptionsrohr verbun-
den. Der Proband musste bei geschlossenem Mund, dhnlich wie beim Trinken
mit Strohhalm, durch das T-Réhrchen auf das Adsorptionsrohrchen ausatmen.
Aufgrund des hohen FlieBwiderstands, der durch die Packung beider Rohrchen,
besonders aber des Adsorptionsrohrchens, entsteht, ist es nicht moglich, selbst-
standig durch die Rohrchen zu pusten. Deshalb wurde die Probenahme durch
eine Membranpumpe unterstiitzt. Die Flussrate der Pumpe wurde nach mehre-
ren Tests auf 0,5 L/min festgesetzt. Dieser Fluss wurde von der Mehrzahl der
Probanden als nicht unangenehm empfunden. Er gewahrleistet aufierdem eine
relativ kurze Probenahmezeit fiir Volumina im 1 L-Bereich. Nach Literaturanga-
ben liegt er aufSerdem fiir Tenax im Toleranzbereich, in dem das Durchbruchvo-
lumen noch unabhéngig vom Fluss bei der Probenahme ist [71, 77]. Messungen
innerhalb dieses Bereiches garantieren somit die Vergleichbarkeit der Proben
durch gleich bleibendes Adsorptionsverhalten.

Im zweiten Fall wurden die Proben durch Kondensation getrocknet. Dies
geschah sowohl aktiv durch die Verwendung eines auf 10 °C temperierten Was-
serbades als auch passiv durch den Temperaturgradienten, der sich zwischen
ausgeatmeter Luft bei Korpertemperatur und Umgebungstemperatur einstellt.
In 1 L Luft kann der relative Feuchtegehalt durch Kondensation von ca. 40 mg
bei Korpertemperatur auf ca. 20 mg bei Raumtemperatur bzw. auf 9,4 mg bei 10
°C reduziert werden [69]. Differenzwagungen der im ersten Fall verwendeten T-
Rohrchen ergaben eine Massenzunahme von durchschnittlich 30 mg/L Atem-
luft. Abbildung 3 stellt die Intensitdt einiger Analyte der Atemluft in Abhangig-
keit der Trocknungsmethode dar.

19



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

B T-Rohrchen Bl Kondensation bei 10 °C E Kondensation bei Raumtemperatur

Peakfliche in Counts

SERERRERE

Ethanol
Aceton x100
Isopren x10
2-Propanol
1-Propanol
Benzol
Toluol
o-Pinen
B-Pinen
Limonen

Abbildung 3 Vergleich unterschiedlicher Trocknungsmethoden fiir
Atemluftproben

Bei den meisten untersuchten Analyten wurden durch passive Kondensation bei
Raumtemperatur die grofiten Analytkonzentrationen auf dem Adsorbens gefun-
den. Fiir die Analyte Ethanol, 2-Propanol, 1-Propanol, a-Pinen und B-Pinen
wurden bei der Kondensation bei 10 °C und bei der Trocknung mittels T-Rohr-
chen sehr dhnlich Ergebnisse erhalten. Bei Aceton und Isopren hingegen wur-
den deutliche Konzentrationsunterschiede sichtbar. Beide Analyte scheinen sich
bei der Abtrennung wassriger Matrix in Abhéangigkeit des Verfahrens grundle-
gend anders zu verhalten. Dies lasst sich damit erkldren, dass die Analyte
zusammen mit dem Kondenswasser bzw. gel6st in diesem eine starke Bindung
mit dem Molekularsieb eingehen und so auf diesem zuriickgehalten werden. Im
Gegensatz dazu sind die Analyte, die sich im Kondensat einer Kiihlfalle befin-
den, nur einem dynamischen Gleichgewicht unterworfen. Sie sind zwar immer
noch in der wassrigen Phase geldst, werden jedoch kontinuierlich durch den
Gasstrom mitgerissen. Da in diesem Fall nur ein zweiphasiges Gleichgewicht
zwischen fliissiger Phase und Gasphase, nicht aber ein quasi dreiphasiges
Gleichgewicht zwischen Molekularsieb (fester Phase), fliissiger Phase und Gas-
phase, vorliegt, kommen geringere Substanzverluste durch adsorptive Vorgange
Vor.

Um den Einfluss eines T-Rohrchens auf die Probenahme bewerten zu konnen,
wurden unter gleichen Bedingungen 1,5 L Atemluftproben bei Probenahme mit
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und ohne T-Rohrchen verglichen. Das T-Rohrchen wurde im Rahmen dieser
Messreihe wie ein Adsorptionsrohrchen analysiert. Bei der Probenahme ohne
Trocknung wurden die Atemluft iiber ein kurzes Teflon-Mundstiick direkt auf
das Adsorbens gezogen. Im Adsorptionsrohrchen konnte dann eine deutliche
Kondensation beobachtet werden. Die Analyse dieses Rohrchens gewahrleistete
eine deutliche Minimierung von Probeverlusten, da das Kondensat im Desorpti-
onsofen ebenfalls verdampft und zusammen mit den desorbierten Analyten
untersucht wurde. Die zugehorigen Werte werden in Abbildung 4 gezeigt.

[0 Probe A H Probe B H Probe C (A+B) [ Probe D

STEENNE

.

Q]

Ethanol
Aceton x100
Benzol
2-Pentanon
DMDS
Toluol
o-Pinen
B-Pinen
Limonen

Abbildung 4 Vergleich einer Probenahme mit Trocknung (Probe C = Probe A(I-
Rohrchen) + Probe B (Adsorbens)) und ohne Trocknung (Probe D)

Bei nicht getrockneten Proben kommt es zum Eintrag von ca. 10-20 mg Wasser in
das TD/GC/MS-System. Der Vergleich einer getrockneten Probe C (bestehend
aus T-Rohrchen (Probe A) und Adsorptionsrohr (Probe B)) mit einer nicht vorge-
trockneten Probe D zeigt jedoch fiir 10 der 12 untersuchten Analyte deutlich
hohere Konzentrationen in Probe D.

Die einzige Ausnahme bilden Ethanol und 1-Propanol. Fiir beide Analyte ist
jedoch Tenax laut Herstellerangaben als Adsorbens nicht optimal geeignet (siehe
Kap. 2.1.1). Entsprechend fiihrte die Verwendung eines Molekularsiebs (im T-
Rohrchen) fiir beide Substanzen zu einer Veranderung des Durchbruchverhal-
tens beim eigentlichen Adsorbens. Bei Aceton, Isopren, 2-Propanol, Benzol und
Toluol, aber auch bei Ethanol und 1-Propanol wurden signifikante Konzentratio-

21



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

nen der Analyte auf dem T-Rohrchen analysiert, teilweise in dhnlichen Grofien-
ordnungen wie auf dem Adsorptionsrohrchen. Da jedoch die T-Rohrchen im
Rahmen spaterer Messungen gerade nicht analysiert werden sollten, bliebe die-
ser Anteil der Analyte unerfasst. In Kap. 2.1.5 wird die Moglichkeit einer halb-
quantitativen Auswertung vorgestellt, die eine Abschatzung der Gesamtkon-
zentration einer unbekannten Probe aufgrund der Analytkonzentration auf dem
Adsorbens erlaubt. Letztendlich muss die Auswertung bei einer Probenahme
mit T-Rohrchen jedoch eine Abschidtzung bleiben. Neben dem Problem einer
geeigneten Kalibrierung (Kap. 2.1.5) wurde beobachtet, dass die Summe aus der
Beladung des T-Rohrchens und des Adsorptionsrohrs nicht der Analytkonzen-
tration der Probe ohne Vortrocknung entsprach (siehe Abbildung 4). Durch die
Verwendung des Molekularsiebs bei realen Atemluftproben kam es zu einem
Analytverlust zwischen 6 % und 79 % im Vergleich zur Probenahme ohne Trock-
nung. Dieser kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Analyte unter norma-
len Desorptionsbedingungen bei einer maximalen Desorptionstemperatur von
200 °C nicht vom Molekularsieb desorbieren. Verluste in ahnlicher Grofsenord-
nung konnten auch bei Standardgasproben beobachtet werden (Kap. 2.1.5).

Insgesamt eignete sich eine Probenahme ohne jeglichen Trockenschritt am
besten fiir die Matrix Atemluft, da so eine moglichst verlustfreie Uberfithrung
der Probe in das GC/MS-System gelang. Seitens der Analyse mittels GC/MS-
Technik konnten, bedingt durch die vergleichsweise immer noch kleine Wasser-
menge, keine schwerwiegenden Nachteile durch die Feuchtigkeit der Proben
beobachtet werden. Die Chromatogramme deuteten weder auf einen vollstandi-
gen Analytverlust noch auf Probleme bei der Probeaufgabe, d.h. Zufrieren der
Kiihlfalle, hin. Allein eine geringe Verschiebung der Signale zu hoheren Retenti-
onszeiten wurde beobachtet. Die Probenahme ohne Trocknung bewirkte fiir ein
weites Substanzspektrum deutlich hohere Analytsignale und damit vergleichs-
weise geringe Analytverluste. Da das Ziel dieser Arbeit eine moglichst vollstan-
dige Charakterisierung der Atemluft ist, wurde eine Probenahmemethode
favorisiert, die einer grofien Zahl unterschiedlichster Verbindungen gerecht
wird. Zu diesem Zweck musste auf die Optimierung der Methode fiir einzelne
Analyte wie Ethanol und 1-Propanol verzichtet werden, um die Bedingungen
tiir die breite Substanzpalette nicht zu verschlechtern. Nur so bleibt die univer-
selle Einsetzbarkeit der Methode gegeben. Das schlief3t jedoch eine spétere Dif-
ferenzierung und Optimierung fiir einzelne Analyte anhand gezielter
Fragestellungen nicht aus.

Alle Proben, die fiir den folgenden Teil dieser Arbeit untersucht wurden, sind
daher ohne vorherige Trocknung angereichert worden.

2.1.3 Probenahmevolumen

Neben der Technik der Probenahme hat das Probenahmevolumen einen deutli-
chen Einfluss auf alle Analyseergebnisse. Es erklart unter anderem die unter-
schiedliche Anzahl detektierter Analyte bei &hnlichen Probenahme- und
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Analysentechniken. Einige Verfahren lieffen die Detektion von deutlich weniger
als hundert unterschiedlichen Verbindungen zu, andere wiederum von mehre-
ren hundert Verbindungen. Diese Unterschiede sind zum Grofsteil auf die nied-
rige Konzentration vieler Analyte zuriickzufiihren. Lag in Einzelfdllen die
Masse einer Verbindung bei Anreicherung von 1 L Atemluft noch unterhalb der
Nachweisgrenze, so war jene bei einem grofleren Probenahmevolumen mogli-
cherweise iiberschritten. Das heifst, der betreffende Analyt war auch vorher
schon in der Probe enthalten, konnte jedoch aufgrund der Arbeitsparameter
nicht detektiert werden.

Fiir die Ermittlung eines geeigneten Probenahmevolumens ergaben sich fol-
gende Anforderungen: es musste ein Probenahmevolumen ermittelt werden,
das von einem Probanden in akzeptabler Zeit und ohne iibermafsige Anstren-
gung abgegeben werden konnte, ferner sollte auf dieser Grundlage ein Volumen
gefunden werden, das die Detektion einer moglichst grofien Anzahl von Verbin-
dungen erlaubt. Das niedrigste, untersuchte Probenahmevolumen betrug 150
mL. In der entsprechenden Probe konnten jedoch neben den hoher konzentrier-
ten Analyten Aceton und Isopren nur Spuren von Ethanol, Benzol und Toluol
identifiziert werden. Im Vergleich dazu wurde eine 5 L Probe untersucht. Die
Probenahme dauerte in diesem Fall ca. 10 min. Sie wére fiir einen geschwachten
Menschen deutlich zu anstrengend gewesen. Durch die ungewohnte Atmung
durch die Nase kann es bei langer Probenahmedauer leicht zu ungleichmafliigem
Atmen, verbunden mit Atemnot und Uberanstrengung, kommen. Das grofie
Probenahmevolumen ermdoglichte dafiir aber die Identifizierung einer Vielzahl
unterschiedlicher Verbindungen wie z.B. Alkohole, gesittigte und ungesattigte
Kohlenwasserstoffe, Schwefelverbindungen, Terpene, Aromate. Insgesamt ist
ein Probenahmevolumen von 5 L nicht optimal. In weiteren Untersuchungen
wurde das Volumen auf 1 bzw. 2 L verringert. In beiden Fallen konnte die Mehr-
zahl der Verbindungen, die auch in der 5 L Probe enthalten waren, identifiziert
werden. Die Probenahmezeit blieb mit 1 bis 2 min fiir alle Probanden akzepta-
bel. In strittigen Fallen ermoglichte ein Signalvergleich iiber die Retentionszeit
die Identifizierung solcher Analyte, deren Konzentration in 1-2 L Proben nahe
der Nachweisgrenze lag, in 5 L Proben jedoch eindeutig nachgewiesen werden
konnten. Das Probenahmevolumen fiir weitere Proben im Rahmen dieser Arbeit
wurde aus oben genannten Griinden auf 1 L begrenzt.

2.1.4 Messbedingungen fiir die TD/GC/MS

Die Analyse der adsorptiv angereicherten Gasproben wurde mittels GC/MS
durchgefiihrt. Als Injektorsystem diente ein Autosampler mit Thermodesorpti-
onseinheit, der wiederum mit dem Kaltaufgabesystem (CIS) des Gaschromato-
graphen verbunden war. Der Gaschromatograph war mit einem
massenselektiven Quadrupol-Detektor verbunden.

Die Proben wurden mit Hilfe des Autosamplers in den Desorptionsofen einge-
bracht. Zeitgleich wurde das CIS des Gaschromatographen mit fliissigem Stick-
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stoff auf -80 °C gekiihlt. Diese Temperatur hat sich in der Atmospharenanalytik
fiir das Auskondensieren leichtfliichtiger, organischer Verbindungen bewahrt
und diente daher hier als Anfangsbedingung. Messungen unter diesen Bedin-
gungen zeigten jedoch den Verlust von Isopren, vermutlich durch unzureichen-
des Auskondensieren. Um diesen Vorgang zu untersuchen, wurde die
Temperatur des CIS auf -150°C erniedrigt. Dadurch gelang eine gute Wiederfin-
dung des Isoprens, gleichzeitig wurde jedoch eine sehr grofie Mengen an Koh-
lendioxid gefunden. Um Stérungen durch Kohlendioxid zu vermeiden, wurde
die Temperatur des CIS daher auf -120 °C erhoht. Diese Temperaturwahl ermog-
lichte eine optimale Probenaufgabe und die Generierung guter Chromato-
gramme. Storeffekte des Kohlendioxids durch Signaliiberlagerung konnten
nicht mehr beobachtet werden. Isopren zeigte auch bei dieser Temperatur eine
gute Wiederfindung.

Insgesamt ist die Probenaufgabe mittels Thermodesorption (TD) mit anschlie-
Bender Cryofokussierung im CIS fiir empfindliche Proben wie die Atemluft sehr
geeignet. Die Desorption der Analyte erfolgt sehr schonend. Dadurch wird die
thermische Zersetung der Analyte weitgehend ausgeschlossen. Bei Temperatu-
ren zwischen 25 °C und 200 °C wurden die Bestandteile der Atemluft langsam in
der Reihenfolge ihrer Siedepunkte vom Adsorbens desorbiert und gelangten
nacheinander in das CIS. Die Einstellung des CIS auf niedrige Temperaturen
garantiert das Auskondensieren auch von sehr leichtfliichtigen Analyten. Wah-
rend des gesamten Desorptionsvorgangs (genaues Programm in Tabelle 19)
wurde der Grofiteil des Tragergasstromes nach Durchlaufen des CIS iiber ein
Splitventil abgefiithrt, um den Eintrag eventuell nicht auskondensierter Verbin-
dungen in das GC/MS-System zu minimieren und einen ausreichenden Fluss im
GC/MS-System zu gewdhrleisten. Unmittelbar nach Beendigung des Desorpti-
onsvorgangs bzw. mit Beginn der Analytaufgabe auf die GC-Saule wurde das
Ventil wieder vollstandig geschlossen. Schnelles Autheizen des CIS, in 1,5 s von
-120 °C auf 200 °C, ermoglichte eine vollstandige, splitlose und punktformige
Aufgabe der Probe auf die GC-Saule.

Die gaschromatographische Trennung komplexer Substanzgemische mit Hilfe
kapillarer Trennsdulen hat sich im Bereich der organischen Spurenanalytik
bestens bewahrt. Durch die Wahl geeigneter Saulen lassen sich heute selbst Ana-
lyte mit sehr dhnlicher Polaritat und Siedepunkten gut trennen. Durch die kom-
merzielle Verfligbarkeit einer grofSen Anzahl unterschiedlichster Saulen, die sich
in Lange, Durchmesser, Filmdicke und stationdrer Phase unterscheiden, wird
die Analyse eines breiten Substanzspektrums moglich. Die Atemluft enthalt
polare, mittelpolare und unpolare Analyte (siehe auch Kap. 2.1.2). Um den Pola-
rititsunterschieden gerecht zu werden, wurde eine unpolare und eine polare
Kapillarsaule auf ihre Eignung fiir die Analyse von Atemluftproben untersucht.
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Bei der ersten eingesetzten Sdaule handelte es sich um eine 30 m lange, relativ
unpolare HP-5MS Saule mit einem Innendurchmesser von 0,25 mm und einer
Filmdicke von 0,25 pum. Unter Standardmessbedingungen (siehe auch Kap.
5.4.1) konnte mit dieser Sdule fiir alle Analyte bei deren charakteristischen
Masse/Ladungsverhaltnissen (m/z) im SIM-Modus (selected ion monitoring)
eine hinreichende Basislinientrennung, eindeutige Identifizierung und gute
Quantifizierung erreicht werden. Im Scan Modus wurde jedoch eine deutliche
Signaliiberlagerung von Substanzen ahnlicher Polaritat und Masse beobachtet.
Analyte im Retentionsbereich unter 3 min, d.h. in diesem Fall Ethanol, Aceton,
Isopren, 2-Propanol und Dimethylsulfid (DMS), konnten nur schwer unterschie-
den werden. Eine Veranderung des Temperaturprogramms fiir den Saulenofen
mit z.B. langsameren Aufheizraten verbesserten die Trennung nicht.

Zum Vergleich wurde eine langere (60 m), polare SB-11 Saule mit einem Innen-
durchmesser von 0,25 mm und einer Filmdicke von 0,25 pym auf ihre Eignung
fiir die Analyse von Atemluftproben untersucht. Mit dieser Saule sollte eine
optimale Auftrennung insbesondere polarer Verbindungen moglich sein. Die
Untersuchung realer Proben zeigte, dass die Trennung fiir Aceton, Isopren und
DMS aufgrund ihres chemischen Verhaltens auf der polaren Saule verbessert
werden konnte. Bei Ethanol und 2-Propanol hingegen tauchten weiterhin deutli-
che Trennprobleme auf. Auch im SIM-Modus waren diese beiden Analyte nicht
vollstandig getrennt. Dadurch wird eine sichere qualitative und quantitative
Analyse insbesondere fiir Ethanol erschwert, ja sogar unmoglich, da fiir diese
Verbindung im Messbereich aufler m/z 45 kein weiteres charakteristisches Frag-
ment zur Auswertung zur Verfligung steht. Abbildung 5 verdeutlicht die Trenn-
probleme beider Saulen im Vergleich. Der obere Chromatogrammausschnitt
zeigt die Trennung einer Atemluftprobe auf der HP-5MS Saule.

Fiir jeden Analyt ist jeweils ein charakteristisches m/z-Verhaltnis dargestellt: m/z
45 fiir Ethanol und 2-Propanol, m/z 58 fiir Aceton und m/z 67 fiir Isopren. Im
unteren Chromatogrammausschnitt ist die Trennung von 2-Propanol und Etha-
nol auf der SB-11 Saule dargestellt. Zur Identifizierung von 2-Propanol wurde
m/z 59 herangezogen. Fiir Ethanol war keine weitere Auswertung moglich.
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Abbildung 5 Trennschwierigkeiten von Atemluftproben auf unterschiedlichen
Sédulen: oben HP-5MS Saule; unten SB-11 Saule (Ethanol: m/z 45; 2-Propanol: m/z
45 und 59 ; Aceton: m/z 58; Isopren: m/z 67)

Fiir weitere Analysen im Rahmen dieser Arbeit wurde die nahezu unpolare HP-
5MS Saule ausgewahlt. Durch die kiirzer Saulenlange ist aufserdem eine Verkiir-
zung der Analysezeit bei vergleichbarer Trennleistung gegeben. Die Analyte der
Atemluft wurden iiberwiegend in einem Zeitfenster zwischen 0 und 20 min
detektiert. Von besondere Bedeutung fiir eine reproduzierbare, quantitative
Aufgabe war dabei die splitlose Aufgabe vom CIS auf die GC-Saule. Das rund
30miniitige Temperaturprogramm des Sdulenofens wurde bewusst nicht
gekiirzt. Die verbleibenden 10 min nach Auftreten der letzten Verbindung dien-
ten zur Analyse zusétzlicher, schwerer fliichtiger Substanzen und zur Konditio-
nierung der Sdule fiir die nachste Probe. Auf zusitzliche Konditionierung
zwischen den Proben konnte verzichtet werden. Der Gesamtzeitaufwand fiir die
Analyse einer Probe, inklusive Vorkiihlung des CIS, betrug unter diesen Bedin-
gungen ca. 1 Stunde.

Fiir eine nachweisstarke Detektion wurde ein Quadrupolmassenspektrometer
verwendet. Die direkte Kopplung der analytischen Sdule mit der Ionenquelle
ermoglichte eine verlustfreie Uberfithrung aller Substanzen und hohe Empfind-
lichkeit bei der anschlieffenden Detektion. Die Ionisierung erfolgte durch Elek-
tronenstof3 (EI) bei 70 eV. Alle Proben wurden im Scan Modus in einem m/z-
Bereich von 35-300 amu gemessen. Dieser Bereich orientierte sich an der Mole-
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kiilgrofse bisher beschriebener Verbindungen und an Literaturangaben [51]. Als
kleinstes zu detektierendes Masse/Ladungsverhéltnis wurde m/z 35 gewdhlt.
Messungen unterhalb dieses Wertes waren schwierig, da die Signale aus Luft bei
m/z 28 und m/z 32 zu deutlichen Storungen fithren. Auflerdem erschwerte der
Wassergehalt der Proben eine gute, reproduzierbare Identifizierung aller ande-
ren Analyte durch Signaliiberlagerung im Bereich unter m/z 18. Die Analyse ab
m/z 35 geht mit dem Informationsverlust beziiglich aller Analyte unter diesem
Wert einher. Die Qualitdt der massenspektrometrischen Detektion aller anderen
Verbindungen und deren Auswertung konnte auf diesem Weg jedoch optimiert
werden. Erganzende Daten zur gesamten TD/GC/MS-Methode, inklusive alle
Temperaturprogramme, sind im Kap. 5.4.1 zusammengestellt.

2.1.5 Mogliche Quantifizierung

Neben einer qualitativen Auswertung der Zusammensetzung von Atemluft und
einem Vergleich unterschiedlicher Intensitatsverhaltnisse ihrer Inhaltsstoffe ist
fiir viele Fragestellungen die quantitative Bestimmung der Kohlenwasserstoff-
konzentrationen sinnvoll und hilfreich. Die Kalibrierung eines GC/MS-Systems
wird mit Hilfe spezieller Referenzsubstanzen (Standards) durchgefiihrt. Diese
sollen den Zielanalyten in chemischen wie physikalischen Eigenschaften mog-
lichst dhnlich sein oder ihnen entsprechen. Uber die Bestimmung der Retenti-
onszeit sowie die Aufnahme eines substanzspezifischen Spektrums mit Hilfe
der Massenspektrometrie wird eine eindeutige Identifizierung und eine quanti-
tative Auswertung moglich. Fiir letztere werden die Intensitatsverhaltnisse einer
Referenzprobe mit bekannter Konzentration mit denen einer unbekannten
Probe verglichen. Leichtfliichtige organische Verbindungen (VOCs) wurden bis-
her besonders eingehend in der Atmospharenanalytik untersucht. Es bietet sich
daher an, aufbauend auf den Erkenntnissen dieses Forschungsgebietes, eine
Methodik fiir die Matrix Atemluft zu entwickeln, nicht zuletzt weil ein nicht
unerheblicher Matrixbestandteil der Atemluft durch die eingeatmete Luft, d.h.
die Umgebungsluft, gepragt ist.

Fiir die qualitative und quantitative Analyse von VOCs wurden bisher sowohl
interne als auch externe Standards verwendet. Bei den internen Standards wur-
den tiberwiegend isotopenmarkierte Verbindungen wie z.B. 13C-Verbindungen
verwendet. Diese Verbindungen ermoglichen eine hohe Reproduzierbarkeit und
Robustheit, sind jedoch in der Anschaffung sehr kostspielig. Theoretisch kann
auch auf eine andere organische Verbindung zuriickgegriffen werden, die die
oben genannten Kriterien erfiillt und garantiert nicht in der Realprobe vor-
kommt. Fiir die Atemluft ist die Auswahl einer solchen Substanz eher schwierig,
weil die Matrix selbst starken Schwankungen durch Nahrung, Lebensgewohn-
heiten, Umgebung, etc. unterworfen ist und damit den internen Standard mogli-
cherweise selbst enthdlt. Ferner muss eine gesundheitliche Gefadhrdung der
Probanden ausgeschlossen werden konnen, was die Zahl infrage kommender
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2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

Substanzen deutlich verringert. Eine gezielte Verabreichung ware aufgrund des
individuellen Stoffwechsels jedes Probanden aufierdem sehr schwierig.

Externe Standards konnen vergleichsweise kostengiinstig und einfach herge-
stellt werden. Die Probanden kommen mit diesen Standards durch deren exter-
nen Einsatz nicht in Beriihrung, was jegliche gesundheitliche Gefdhrdung
ausschliefst. Externe Standards wurden bisher hauptsachlich in Losung herge-
stellt, d.h. die Analyte wurden in organischen Losungsmitteln in unterschiedli-
chen Konzentrationen geldst und diese Standardlosungen dann direkt auf das
Adsorbens gegeben. Die Probe konnte anschlieffend genau wie eine gasformige
Probe untersucht werden [78, 79].

Andere Verfahren zur Herstellung externer Standards basieren auf dem Prinzip
der Permeation durch eine Membran aus Kunststoff wie Polytetrafluorethylen
(PTFE) oder fluoriertem Ethylenpropylen (FEP) [80] oder auf dem Prinzip der
Diffusion durch Kapillaren [81-83]. Bei beiden Verfahren kommt es zu einem
definierten Massentransport aus der fliissigen, organischen Verbindung in die
umgebende Gasphase. In Abhéngigkeit des Umgebungsdrucks, der Luftfeuch-
tigkeit, der Temperatur und der Membran bzw. der Kapillare konnen auf diese
Weise definierte, gasformige Multikomponenten-Standards im ppm,- bis ppt,-
Bereich hergestellt werden. Den unterschiedlichen Dampfdriicken der Substan-
zen wird durch die Beschaffenheit der Membran bzw. durch die Ausmafie der
Kapillare, d.h. Lange und Innendurchmesser, Rechnung getragen. Dadurch ist
das Diffusionsverfahren deutlich flexibler und besser auf die Analyten abstimm-
bar als das Permeationsverfahren. Grundsatzlich wurde in internationalen Ring-
versuchen eine deutlich hohere Reproduzierbarkeit bei der Verwendung
quantitativer, gasformiger Standards fiir die Auswertung gasformiger Proben
festgestellt [84, 85].

In der vorliegenden Arbeit wurde das von Hoffmann [81] verwendete diffusi-
onskontrollierte System, das auf eine Fragestellung aus dem Bereich der Atmos-
phérenchemie ausgelegt war, auf Atemluftproben angepasst. Die fiir die Her-
stellung der Gasstandards verwendete Testgasquelle ist in Abbildung 6 skiz-
ziert.
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Testgasquelle:
Temperiergefafs mit
Diffusionsgefafen Restriktionskapillare Adsorptionsrohrchen
- / Ja Pumpe
// \ ji <
Thermostat \ ] >
25°C ~—= Misch-
kammer .
Massflowmeter < )2 Rotameter
befeuchteter N, befeuchteter N,

Abbildung 6 Schema der verwendeten Testgasquelle mit Mischeinheit (j;: Fluss
aus Testgasquelle; j,: Verdiinnungsfluss; j3: Probenahmefluss)

Als Referenzsubstanzen wurden 12 unterschiedliche Verbindungen (siehe
Tabelle 4) mit einem Reinheitsgrad grofier als 97 % ausgewdhlt, die im Atem
gesunder Probanden standardmaflig gefunden wurden. Gleichzeitig reprasen-
tieren die Substanzen verschiedene Stoffgruppen wie Alkohole, Ketone, Aro-
mate und ungesattigte Kohlenwasserstoffe und konnen somit zum
abschdtzenden Vergleich fiir das Verhalten anderer Vertreter dieser Gruppen
herangezogen werden. Die Referenzsubstanzen wurden wie in Kap. 5.2
beschrieben in jeweils ein Diffusionsgefafs gefiillt. Alle Diffusionsgefafse wurden
in ein glasernes Temperiergefafd eingesetzt, das liber die Wandungen auf 25°C
erwarmt und mit Hilfe von Aluminiumfolie lichtundurchlassig gemacht wurde.
Uber der fliissigen Referenzsubstanz in den Diffusionsgefdfien bildet sich eine
gesdttigte Gasphase aus, die mit einem konstanten Massenfluss durch die Kapil-
lare in die umgebende Stickstoffatmosphare der Testgasquelle diffundiert. Die
Stickstoffatmosphare innerhalb der Testgasquelle wird durch einen kontinuierli-
chen Stickstofffluss j; erzeugt. Dieser wird zunachst in einer Waschflasche ange-
feuchtet, mittels eines Massflowmeters eingestellt und dann in das
Temperiergefafs geleitet. Dort treten die Referenzsubstanzen aus den Diffusions-
gefdfien in den Stickstoff ein und werden mit diesem {iber eine Restriktionska-
pillare in die Mischkammer des Systems befordert. Als Restriktionskapillare
wird eine unbeschichtete, fused silica Kapillare verwendet, die bei leichtem Uber-
druck innerhalb der Testgasquelle eine Riickdiffusion in dieselbe verhindern
soll. In der 2 L Mischkammer kann nun mit Hilfe eines zweiten, variablen und
ebenfalls angefeuchteten Stickstoffflusses j, die Standardgasprobe aus der Test-
gasquelle auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt werden. Nach Einstel-
lung des Gleichgewichts zwischen den Gasstromen j; und j, kann iiber den

29



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

Probenahmefluss j; eine Probe aus dem Gasgemisch der Mischkammer genom-
men werden.

Zur Quantifizierung der einzelnen Referenzsubstanzen wird jeweils wie folgt
verfahren. Uber die regelméfige gravimetrische Kontrolle jedes Diffusionsgefa-
3es kann die Diffusionsrate r ermittelt werden. Dividiert man die Diffusionsrate
nun durch den Gesamtvolumenstrom des Systems, d.h. j; plus j,, so erhalt man
die Konzentration des jeweiligen Analyts im Gasgemisch der Mischkammer.
Multipliziert man diese Konzentration mit dem Probenahmefluss j; und der
Probenahmezeit, so erhdlt man die auf dem Adsorbens angereicherte Masse des
Analyts fiir die jeweilige Probe. Mochte man diesen Wert lieber als Konzentra-
tion ausdriicken, so dividiert man ihn abschliefSend durch das Probenahmevolu-
men. Im Bereich der Atemluftanalyse werden Konzentrationen haufig als
Volumenmischungsverhaltnisse z.B. in ppt, angegeben. Zieht man diese Einheit
vor, so muss die ermittelte absolute Menge des einzelnen Analyts in die entspre-
chende Stoffmenge umgerechnet werden. Im nachsten Schritt wird die Stoff-
menge des gesamten Probenahmevolumens iiber das ideale Gasgesetz
berechnet. Das relative Mischungsverhaltnis erhdlt man, indem man den Quoti-
enten aus der Stoffmenge des einzelnen Analyts und der Stoffmenge der gesam-
ten Probe bildet.

Bei der Planung einer neuen Testgasquelle oder der Ergdnzung einer bestehen-
den muss in Abhéngigkeit des Dampfdrucks die Dimension der Kapillare der
Diffusionsgefdfie bzw. die daraus resultierende Diffusionsrate r abgeschatzt
werden. Experimentell kann dies durch kontinuierliche gravimetrische Bestim-
mung des Massenverlustes iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen gesche-
hen. Bei Kenntnis des Dampfdrucks kann ein Vergleich zu schon bestehenden
Diffusionsgefafien vorgenommen werden. Die Daten der hier eingesetzten Dif-
fusionsquellen sind in Tabelle 18 detailliert aufgefiihrt. Sind weder Erfahrungs-
werte noch Stoffdaten fiir den entsprechenden Analyt vorhanden, so kann die
Diffusionsrate und damit auch die Dimensionierung der Kapillare mit Hilfe der
folgenden Berechnung abgeschatzt werden.

Mit Hilfe des Siedepunktes und der Umgebungstemperatur kann der Dampf-
druck D [atm] berechnet werden:

_ SP) (SP)
= — | + =
D exp{19(T 8, 5In T } 1

U U

mit Siedepunkt (SP) und Umgebungstemperatur (T;;) in Kelvin.
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2.1 METHODENENTWICKLUNG

Mit Hilfe dieser Stoffdaten kann, wenn der Diffusionskoeffizient D, in cm?/s
und die Molmasse M in g/mol vorliegt, die Diffusionsrate r [g/s] ermittelt wer-
den [86]:

_(2,3-D0-M-A~p)1 ( 1 ) )
t R-T. L/ S\I-D

mit Diffusionsflache der Kapillare (A) in cm? , Lange der Kapillare (L) in cm,
Temperatur der Testgasquelle (T7) in Kelvin, dem Normaldruck (p) und der
idealen Gaskonstante (R=82 cm?> atm/ mol K).

Ist der Diffusionsquotient D) nicht bekannt, so kann dieser z.B. nach Berechnun-
gen von Fuller ermittelt werden [87] :

B (0, 001-Ty " A/MBJ
B 2
p- GMV +3/MD)

dabei wird die Temperatur der Testgasquelle (T7) in Kelvin, der Molenbruch
(MB) tiir den Analyt sowie Stickstoff in mol/g, der Normaldruck (p) in atm sowie
das molare Diffusionsvolumen (MV) in cm®/mol (hier fiir Stickstoff) und die
molare Dichte des Analyten (MD) in mol/cm? verwendet.

Auf diese Weise kann allein mit Hilfe des Siedepunktes und der Molmasse eines
Analyts seine Diffusionsrate einfach und schnell abgeschatzt werden. Fiir unter-
schiedlichste Analyte wie aromatische Kohlenwasserstoffe, aliphatische Kohlen-
wasserstoffe, ungesattigte Kohlenwasserstoffe und halogenierte Verbindungen
konnte eine gute Ubereinstimmung experimentell ermittelter und wie oben
berechneter Diffusionsraten gefunden werden. Fiir die Mehrzahl der Analyte
lag die Abweichung beider Werte unter 10 %.
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2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

Konnte nach Inbetriebnahme der Testgasquelle mittels gravimetrischer Kon-
trolle nach einigen Tagen eine lineare Massenabnahme mit der Zeit beobachtet
werden, so befand sich die Testgasquelle im Gleichgewicht und konnte fiir die
Herstellung externer Standards eingesetzt werden. Zur Bestimmung von Kali-
brierreihen wurden 8 bis 10 Proben mit unterschiedlichen Konzentrationen aus
der Mischkammer entnommen. Die Proben wurden stets beginnend mit niedri-
gen Konzentrationen in aufsteigender Reihenfolge gezogen. Fiir bessere Ver-
gleichbarkeit wurden alle Proben einer Kalibrierreihe an einem Tag gemessen.
Die Daten einer Kalibrierung sind unter Berticksichtigung der fiir die Auswer-
tung verwendeten Masse/Ladungsverhaltnissen (m/z) in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4 Daten einer Kalibrierung mittels Testgasquelle

Analyt m/z  Steigung Achsenabschnitt Bestimmtheitsmaf3
Ethanol 45 0,41 -14623,29 0,994
Aceton 43 0,09 -3207,22 0,996
Aceton 58 0,16 1484,89 0,996
Isopren 53 0,10 2457,06 0,996
Isopren 67 0,05 1660,91 0,996
2-Propanol 45 0,05 8,85 0,998
1-Propanol 59 0,24 7572,01 0,998
Benzol 78 0,03 6477,00 0,996
2-Pentanon 43 0,05 18982,17 0,998
2-Pentanon 86 0,17 21656,24 0,997
DMDS 45 0,25 4543,36 0,994
DMDS 94 0,07 5252,06 0,986
Toluol 91 0,03 5415,36 0,993
o-Pinen 93 0,16 617,05 0,996
B-Pinen 93 0,18 1214,85 0,976
Limonen 68 0,35 152,94 0,985

Mit Hilfe der Auswertungssoftware (siehe Kap. 5.4.1) werden die Peakflachen
der Analyte bei charakteristischen Masse/Ladungsverhaltnissen m/z integriert.
Tragt man die erhaltenen Peakfldchen gegen die zuvor berechneten absoluten
Analytmengen bzw. Analytkonzentrationen auf, so ergibt sich fiir jeden Analyt
in einem bestimmten Konzentrationsbereich ein individuelles, lineares Verhalt-
nis zwischen beiden Parametern. Dieses ermoglicht die direkte Konzentrations-
bestimmung einer unbekannten Probe {iiber die Peakflaiche des Analytsignals.
Die linearen Bereiche, in denen diese Art der Kalibrierung mittels externer Stan-
dards verwendet werden kann, sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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2.1 METHODENENTWICKLUNG

Fiir die quantitative Auswertung von Atemluftproben, wenn sie mit einem T-
Rohrchen genommen wiirden, ist die oben beschriebene Kalibrierung nicht
geeignet. Die Probenahmebedingungen sind in diesem Fall nicht mehr ver-
gleichbar. Die Probenahme aus der Testgasquelle muss daher ebenfalls unter
Verwendung eines Molekularsiebs durchgefiihrt werden. Bei der Untersuchung
so genommener Standardgasproben konnten unter Standardbedingungen auf
dem Adsorptionsrohr nur Spuren von Toluol und grofiere Mengen Benzol nach-
gewiesen werden. Schon bei der Auswahl eines geeigneten Probenahmeverfah-
rens fiir Atemluft wurde ein deutlicher Analytverlust bei der Verwendung eines
T-Rohrchens beobachtet. Es kam jedoch zur Anreicherung einiger Analyte auf
dem Adsorbens. Diese Beobachtung legte nahe, dass die Konzentrationen der
Analyte in der Atemluft soviel hoher sind, dass die Adsorptionskapazitit des
Molekularsiebs tiberschritten wird und die Substanzen durch das Trockenmittel
durchbrechen konnen. Aufierdem sind die Bedingungen der Testgasquelle dem
menschlichen Atem noch nicht dhnlich genug. Beim Ausatmen kommt es durch
den Temperaturgradienten zwischen Raumluft und Atemluft zur Kondensation.
Das gebildete Kondensat gelang durch den Gasstrom auf das Molekularsieb.
Dort wird durch den Adsorptionsprozess eine deutliche Reaktionswarme freige-
setzt. Messungen ergaben eine punktuelle Erwarmung um ca. 20 °C. Diese hat
wahrscheinlich einen deutlichen Einfluss auf die Gleichgewichtseinstellung
innerhalb des T-Rohrchens. Wasser kann durch eine so geringe Temperaturerho-
hung nicht vom Molekularsieb entfernt werden. Nach Herstellerangaben wer-
den zur Trocknung des Molekularsiebs Temperaturen zwischen 200 °C und 500
°C empfohlen. Leichtfliichtige organische Verbindungen hingegen werden
offenbar, zumindest teilweise, wieder vom Molekularsieb desorbiert oder adsor-
bieren gar nicht erst. Dieser Vorgang findet in der Testgasquelle nicht statt. Da
das gesamte System auf Raumtemperatur gehalten wird, kondensiert der Was-
seranteil des Stickstoffs nicht aus. Entsprechend wird im T-Réhrchen keine Tem-
peraturerhohung festgestellt. Eine Anpassung der Testgasquelle und des
zugehorigen Mischsystems an die Beschaffenheit einer Atemluftprobe ist mit
einigen Schwierigkeiten verbunden. Bei Temperaturerhohung der Testgasquelle
wiirde die Lebensdauer der Diffusionsgefafle aufgrund der Fliichtigkeit ihrer
Analyte stark verkiirzt. Uber die Testgasquelle hinaus miissten auch alle ande-
ren Bestandteile des Aufbaus (siehe Abbildung 6) gleichmafig temperiert sein,
um eine Kondensation an kalteren Stellen zu vermeiden. Erst im Bereich des T-
Rohrchens diirfte Raumtemperatur herrschen, um dort gezielte Kondensation
zu bewirken.

Die Erstellung einer Kalibrierung bei Probenahme mit T-Rohrchen war unter
gegebenen Bedingungen nur in einem deutlich hoheren Massenbereich (1000 ng
bis 1600 ng Analyt) moglich. Die Analytmasse der Proben war damit um mehr
als 10 mal hoher als bei der Probenahme ohne T-Réhrchen.

Der Vergleich der Probenahme mit und ohne T-Réhrchen wird am Beispiel des
1-Propanol in Abbildung 7 verdeutlicht. In der Graphik wurde eine Kalibrier-
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reihe bei Probenahme mit T-Rohrchen (obere Gerade) und ohne T-Rohrchen
(untere Gerade) aufgetragen.

| ¢ 1-Propanol ohne T-Rohrchen ¢ 1-Propanol mit T-Rohrchen |

1400 R y=0,0004x + 12016
1200 - . R*=0,9162
2
& 1000
]
7]
E &Di
g
400 + y =0,0002x + 7,572
R*=0,998
200 —0
0 L _e——eee— — :
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000 900000

Peakfliche in Counts

Abbildung 7 Vergleich einer Kalibrierreihe bei Probenahme mit T-Rohrchen
(oben) und ohne T-Rohrchen (unten)

Der Verlauf der einzelnen Geraden zeigt, dass in beiden Féllen ein linearer
Zusammenhang zwischen Konzentration und Peakfldche eines Analyts besteht.
Bei der Verwendung eines T-Rohrchens schwanken die Werte jedoch mehr, d.h.
die Kalibrierung ist ungenauer. Der parallele Verlauf beider Geraden deutet dar-
auf hin, dass im betrachteten Bereich keine konzentrationsabhangigen Analyt-
verluste vorkommen. Ein Vergleich der Peakflachen beider Geraden zeigt, dass
diese in der gleichen Grofienordnung liegen. Die Wiederfindungsrate bei Probe-
nahme mit T-Rohrchen betrdgt entsprechend unter 10 %, d.h. 90 % der Analyte
gehen durch Adsorption auf einem trockenen T-Réhrchen verloren.

2.2 Nachweisgrenzen, linearer Bereich, Reproduzierbarkeit

Die Nachweisgrenzen (NWG) der entwickelten TD/GC/MS-Methode wurden
mit Hilfe von Standardgasproben fiir alle Analyte der Testgasquelle bestimmt.
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze in der Chromatographie gilt ein Signal/
Rausch-Verhaltnis von 3:1. Die Messungen aller Proben wurden im full scan mode
durchgefiihrt. Dieser Modus ermdglicht eine nachtragliche Absicherung der
Identifizierung tiber den gesamten vermessenen Massenbereich. Diese nachtrag-
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liche Absicherung ist deshalb so wichtig, weil jede Probe nur einmal gemessen
werden kann. Alle Informationen iiber eine Probe miissen spater dieser Mes-
sung entnommen werden konnen. Die Nachweisgrenzen und linearen Bereiche
beziehen sind auf die Absolutmengen auf dem Adsorbens (Tabelle 5).

Tabelle 5 Nachweisgrenze (NWG) mit relativer Standardabweichung (RSD)
und linearer Bereich von Standardgasproben fiir Messung im Scan Modus

Analyt NWGinng RSDin % (n=5) linearer Bereich in ng
Ethanol 14 16 14 - 109
Aceton 7 13 10-103
Isopren <<19 28 19-96
2-Propanol 2 11 2-22
1-Propanol 13 7 13 - 188
Benzol <14 9 14 - 206
2-Pentanon 19 6 19 - 289
DMDS 9 1* 9-36
Toluol 5 7 5-72
o-Pinen 2 18 2-11
B-Pinen 3 9 3-13
Limonen 2 14 2-4

* bei Konzentration Faktor 40 hoher als in anderen Proben

Auf der Basis einer gesicherten Identifizierung der Analyte durch Messung im
full scan mode konnen weitere Auswertungen im SIM-Modus vorgenommen
werden. Dieser ist um den Faktor 10 bis 100 empfindlicher als der full scan mode.
Dies bedeutet auch, dass alle oben aufgefiihrten Nachweisgrenzen im SIM-
Modus oberhalb der Bestimmungsgrenze, d.h. oberhalb eines Signal/Rausch-
Verhaéltnisses von 10:1, liegen. Somit ist auch die Mdoglichkeit einer quantitativen
Auswertung im oben genannten linearen Bereich gegeben.

Die Reproduzierbarkeit von mehreren Proben eines Probanden ist schwer zu
bestimmen, auch wenn man sich bemiiht, die Probenahmebedingungen so ahn-
lich wie moglich zu halten. Ein selbsttitig atmender Proband ist nicht in der
Lage, mehrfach hintereinander die gleiche Probe abzugeben. Fiir das Volumen
von 1 L muss mehrmals durch die Nase ein und und auf das Adsorbens ausgeat-
met werden. Dabei ist sowohl die Zahl der Atemintervalle als auch die Tiefe der
Atemziige unterschiedlich. Aufserdem konnen die Proben nur nacheinander
genommen werden, was ebenfalls zu minimalen Unterschieden fiihren kann.
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Insgesamt ist damit jede Probe einzigartig. Dadurch ist es schwierig, die Ver-
gleichbarkeit der Methode fiir reale Proben zu bestimmen.

In Abbildung 8 ist eine Mehrfachbestimmung der Atemluft eines Probanden
dargestellt. Die Proben wurden unmittelbar hintereinander unter vergleichba-
ren Bedingungen genommen, jeweils zwei mit und ohne T-Rohrchen. Die
Abweichung der Konzentration lag fiir die ausgewdahlten Analyte in einem
Bereich zwischen 1 % und 30 %. Fiir Limonen und B-Pinen kam eine Abwei-
chung bis zu 50 % vor, die jedoch nicht verwunderlich ist, da die Konzentratio-
nen nahe der Nachweisgrenze lagen. Damit liegt die Reproduzierbarkeit der
Analyse von Atemluftproben in einem akzeptablen Rahmen. Die Probenahme-
und Analysemethode ermoglicht also bei vergleichbaren Bedingungen einen
guten Vergleich unterschiedlicher Proben.

O Probenahme mit T-Rohrchen B Probenahme ohne T-Rhrchen

Limonen
B-Pinen
o-Pinen

Toluol
DMDS
2-Pentanon
Benzol
1-Propanol
2-Propanol

Isopren x10 *—4

Aceton x100
Ethanol

0 100000 200000 300000 400000 500000 600000

Peakfliche in Counts

Abbildung 8 Standardabweichungen der Analyte bei Realproben
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2.3 Applikation auf Realproben
2.3.1 Charakterisierung einer ,gewohnlichen” Atemluft

Die entwickelte Methode wurde nun fiir die Untersuchung und Charakterisie-
rung der Atemluft gesunder Probanden eingesetzt. In dem untersuchten Probe-
nahmevolumen von 1 L wurden =zahlreiche, unterschiedliche Analyte
identifiziert. Abbildung 9 zeigt einen Ausschnitt aus dem unauffalligen Chro-
matogramm eines Nichtrauchers. Bei den gewdhlten Analysebedingungen lie-
gen alle Peaks im Bereich zwischen 1 min und 21 min. Sie unterscheiden sich
deutlich in ihren Intensitaten.

JAbundance
138

104

6.9

=5

0 =
[[imne: 191 267 343 418 494 570 646 722 798 874 050 1047 1144 1241 1338 1436 1533 1630 1727 1824 1921 20.18 2116

Abbildung 9 Chromatogrammausschnitt aus der 1 L Atemluftprobe eines
Nichtrauchers

In der dargestellten Probe wurden 40 verschiedene Analyte identifiziert. Sie sind
in Tabelle 6 zusammengefasst. Nur 10 dieser Verbindungen wurden auch in
einer zeitnah genommenen Raumluftprobe gefunden. Thre Konzentration in der
Raumluft war teilweise deutlich kleiner als in der Atemluft, was den grofien
endogenen Anteil auch dieser Analyte bestdtigt. Die anderen Verbindungen
konnten in der Raumluft nicht gefunden werden, d.h. sie waren ausschliefslich
in der Atemluft des Probanden enthalten. Somit stammen mindestens 75 % der
Verbindungen in der untersuchten Probe aus endogenen Quellen.
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Tabelle 6 Analyte in 1 L Atemluft eines gesunden Probanden und Auftreten der

Analyte in der Raumluft

immin_Analyt ingl . inRL
1,64 Kohlendioxid n.g. -
1,94 Ethanol 130 -
1,98  Aceton 520 X
2,02 Isopren 90 -
2,06  2-Propanol 23 Spuren
2,08 Dimethylsulfid n.qg. -
2,30 1-Propanol 12 -
2,53  CgHyy (Hexan oder Methylpenthan) n.q. -
2,55  2-Butanon n.g. -
2,72 CsHsN (Pyridin) n.q. -
3,17  Benzol 9
3,23  3-Methylhexan n.q.
3,64  Allylsulfid n.q. -
3,68  Heptan n.g. -
3,70  C3H¢OS (Methylthioacetat) n.q. -
3,93  1-Methylthiopropan n.g. -
4,06  Methylcyclohexan n.g. -
4,08  1-Methylthio-1-propen (E oder Z) n.g. -
4,33  1-Methylthio-1-propen (E oder Z) n.g. -
450  Dimethyldisulfid n.g. -
495  Toluol 7 X
5,70 Octan n.g. -
593  Tetrachlorethylen n.g.
6,33  Hexamethylcyclotrisiloxan n.g.
6,53  Fluortrimethylsilan n.g. -
7,33 Ethylbenzol n.g.
7,55 Xylol n.g.
8,23 Xylol n.g.
9,46 a-Pinen 14 -
9,90 Camphen n.q. -
10,07  CyHj, (Propylbenzol) n.g. -

RL Raumluft

ng. nicht quantifiziert
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Tabelle 6 Analyte in 1 L Atemluft eines gesunden Probanden und Auftreten der

Analyte in der Raumluft

inlgin Analyt Kor;fle:;;t“’“ in RL
10,32 CgHgO (Acetophenon) n.g. -
10,77  B-Pinen n.g. -
11,19 CgHjg (2,2,4-Trimethylpentan) n.g. -
11,25  Monoterpen n.g. -
11,57  Octamethylcyclotetrasiloxan n.q. -
11,81 3-Caren n.g. -
12,26  Cymol n.q. -
12,39 D-Limonen 30 -
12,51  Eucalyptol n.q. -
16,11  CygH340,Si3 n.q. -
16,49 Menthol n.q. -
20,95 Cy5Hy4 ((+)-Longifolen oder Caryophyllen) n.q. -

RL Raumluft

ng. nicht quantifiziert

Bei den identifizierten Analyten handelt es sich um Alkohole, Ketone, Schwefel-
verbindungen, gesattigte und ungesattigte Aliphate, Aromate, Siloxane, Stick-
stoffverbindungen und zahlreiche Terpene. Die Siloxane wurden durch das
Analysesystem selbst eingetragen. Sie sind in jeder Probe zu finden und werden
daher im weiteren nicht mehr diskutiert. Auch auf Kohlendioxid wird spater
nicht mehr naher eingegangen. In jeder realen Atemluftprobe muss dieser Ana-
lyt natiirlich enthalten sein. Er wird jedoch nur in minimalen Mengen angerei-
chert.

Ausgeatmete Luft besteht, wie schon in Tabelle 6 gezeigt, aus zwei Anteilen. Der
endogene Anteil enthdlt Analyte, die im Korper durch Stoffwechselprozesse
gebildet und tiber ein Gleichgewicht zwischen Blut und Atmung in die ausgeat-
mete Luft gelangen, sowie Stoffwechselprodukte der natiirlichen Mund- und
Rachenbakterienflora. Der exogene Anteil wird mafigeblich durch die eingeat-
mete Luft und minimal durch das Probenahmesystem beeinflusst. Das heifst
gleichzeitig, dass bei einer starken Belastung der eingeatmeten Raumluft auch in
der ausgeatmeten Probe mit einem breiteren Substanzspektrum bzw. hoheren
Analytkonzentrationen zu rechnen ist. Da fiir die Charakterisierung der Atem-
luft jedoch nur korpereigene und nicht von aufSen zugefiigte gasformige Analyte
interessieren, gilt es, eine Abschitzung tiber die Zusammensetzung und Grofe
des exogenen Anteils ausgeatmeter Luft zu treffen. Fiir diese Bilanz wurden in
der Literatur zwei grundlegende Techniken verwendet [18]. Bei der einen wird

39



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

moglichst zeitnah zur Probenahme ein dquivalentes Volumen der Raumluft
gesammelt und analysiert. Die Konzentration (hier Peakfldche) der Analyte in
der Raumluftprobe wird dann von der jeweiligen Konzentration in der Atem-
luftprobe subtrahiert. Bei der anderen Technik wird durch kiinstliche Beatmung
der exogene Teil praventiv ausgeschlossen. Der Proband muss in diesem Fall
eine geschlossene Maske iiber der Nase tragen, durch die iiber ein Ventil ausge-
atmet werden kann. Zur Beatmung wird hochreine, synthetische Luft verwen-
det, deren relative Feuchtigkeit auf ca. 50 % eingestellt ist. Die Maske wie auch
der Luftbefeuchter sind in Abbildung 10 dargestellt. Bei beiden Techniken geht
der Probenahme eine 15miniitige Equilibrierzeit mit der Raumluft bzw. der syn-
thetischen Luft voraus.

Abbildung 10 Probenahme mit Maske (links); Befeuchtungseinheit fiir
synthetische Luft (rechts)

In Raumluft wie auch in Atemluft wurden 10 Analyte ausgewertet. Diese kom-
men standardmafliig in ausgeatmeter Luft vor. Sie liegen auflerdem in einem
Konzentrationsbereich, der gut ausgewertet werden kann. Abbildung 11 zeigt
die Peakflaichen der ausgewdhlten Analyte fiir beide Techniken zur Minimie-
rung des Raumluftanteils in Atemluft. Dabei sind bei der Subtraktionstechnik
der Raumluftanteil und die Atemluftprobe auch noch einzeln dargestellt. In der
zur Abbildung gehdrenden Tabelle 7 wird dariiber hinaus der prozentuale Bei-
trag der Raumluft zur Atemluft explizit aufgefiihrt. Ferner werden die Ergeb-
nisse der Subtraktionstechnik gleich 100 % gesetzt und mit denen der Masken-
Technik verglichen.

40



2.3 APPLIKATION AUF REALPROBEN

B Raumluft O Atemluft ohne Maske E Atemluft minus Raumluft B Atemluft mit Maske

Limonen
o-Pinen
Toluol
Benzol
1-Propanol
DMS
Isopren x10
Aceton x100
2-Propanol
Ethanol

0 50000 100000 150000 200000 250000 300000 350000 400000 450000  50000C

Peakfliche in Counts

Abbildung 11 Raumluftanteil in ausgeatmeter Luft

Tabelle 7 Herkunft und Wiederfindung einiger Analyte der Atemluft

Analyt Anteil in Raumluft Anteil bei Beatmung
der Ausatemluft in % mit synthetischer Luft in %
Ethanol 2 48

Aceton 2 92

Isopren n.d. 51
2-Propanol 2 51

DMS n.d. 63
1-Propanol n.d. 114

Benzol 69 304

Toluol 62 129

a-Pinen n.d. 48

Limonen n.d. 24

n.d. nicht detektierbar
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2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

Abbildung 11 wie auch Tabelle 7 zeigen, dass mit Ausnahme von Benzol und
Toluol alle Analyte zu sehr geringen Teilen in der Raumluft vorkommen. Ihr
Anteil liegt zwischen 0 % und 2 % und ist damit kleiner als die natiirliche Stan-
dardabweichung von Realproben. Benzol und Toluol sind im Vergleich zur
Atemluft zu 60-70 % in Raumluft nachweisbar. Vergleicht man diese Ergebnisse
mit den in Tabelle 6 ermittelten Konzentrationen, so liegen die Konzentrationen
beider Analyte mit unter 5 ng/L in einem vergleichsweise niedrigen Bereich. Der
direkte Vergleich der Subtraktions- und Masken-Technik zeigt, dass beide Ver-
bindungen nicht allein aus der Raumluft stammen kénnen. Werte von 304 %
bzw. 129 % deuten auf einen Eintrag iiber das Beatmungssystem hin. Dies
scheint auch fiir 1-Propanol zu gelten. Allerdings muss bei diesem Analyt
zusatzlich beriicksichtigt werden, dass die detektierten Peaks nahe der Bestim-
mungsgrenze lagen. Fehler durch das Integrieren der Peaks sind in diesem Fall
weit eher zu erwarten als fiir Benzol und Toluol.

Allein die Wiederfindung von Aceton ist im Rahmen der Messgenauigkeit bei
beiden Techniken vergleichbar. Ethanol, Isopren, 2-Propanol, Dimethylsulfid
(DMS), a-Pinen und Limonen werden bei der Beatmung mit synthetischer Luft
zwischen 27 % und 76 % weniger nachgewiesen. Dieser Konzentrationsunter-
schied deutet darauf hin, dass die Intensitat der ausgeatmeten Luft bei der Beat-
mung iliber die Maske deutlich niedriger ist. Die ungewohnte Atemtechnik
erschwert ein gleichmafiiges und tiefes Ausatmen. Dadurch werden kleinere
Anteile endexpiratorischer Luftschichten auf dem Adsorbens angereichert.

Zusammen mit der Tatsache, dass es zu einem Analyteintrag durch die syntheti-
sche Luft (auch in der Literatur bereits beschrieben [18]) bzw. durch die Beat-
mungsapparatur kommt, ist die Masken-Technik in der hier verwendeten Form
nicht einsetzbar. Zudem wiirde die Praktikabilitat dieser Technik durch ein auf-
wandiges Verfahren zur Reinigung und Desinfizierung der gesamten Beat-
mungsapparatur erschwert.

Bei Verwendung der Subtraktionsmethode fiir die hier ausgewerteten Analyte
ist eine Korrektur durch den Raumluftanteil vernachldssigbar. Die Konzentratio-
nen liegen im Rahmen der normalen Schwankungsbreite realer Atemluftproben.
Eine Vernachlédssigung des Raumluftanteils ist in diesem Fall grundsatzlich ver-
tretbar, nicht zuletzt weil so der Analyseaufwand auf die Halfte der Zeit (1
Stunde) begrenzt bleiben kann. Zur Uberpriifung auergewdhnlicher Belastun-
gen der Raumluft am Ort der Probenahme wurden regelmafiig Stichproben
genommen. Ferner wurde wahrend der Equilibrier- und Probenahmezeit auf
stabile Bedingungen geachtet. Luftaustausch und Belastung der Raumluft
wurde so weit wie moglich unterbunden.
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2.3 APPLIKATION AUF REALPROBEN

Fiir eine genauere Charakterisierung der Atemluft eines gesunden Probanden
folgten Versuche, in denen die Verhaltnisse einzelner Analyte relativ zueinander
untersucht werden sollten. Diese Intensitatsverhaltnisse sind unabhangig von
der Probenahme, d.h. sie sind relativ stabil. Als Analyte wurden die Standard-
Verbindungen der Testgasquelle ausgewahlt, allerdings mit Ausnahme von
Dimethyldisulfid und Limonen. Die Analyte 1-Propanol, Benzol, Toluol und a-
Pinen spielen mit einem Anteil an der Gesamtbilanz von insgesamt weniger als
2 % eine eher untergeordnete Rolle.

Die in Abbildung 12 dargestellten Proben wurden an drei unterschiedlichen
Tagen von demselben Probanden genommen. Die dufieren Bedingungen waren
jeweils vergleichbar. Der einzige Unterschied war, dass drei Proben (Probe 1; 5;
6) ohne vorherige Nahrungsaufnahme, die anderen drei Proben (Probe 2; 3; 4)
nach Nahrungsaufnahme (mindestens 1 Stunde vor der Probenahme) genom-
men wurden. Die zugehdrigen prozentualen Angaben zu Abbildung 12 sind in
Tabelle 8 zusammengefasst. Die Bilanz einer Probe, d.h. hier 100 %, bezieht sich
dabei auf die Summe der einzelnen Peakflachen der 8 ausgewerteten Analyte.

|i Ethanol M 2-Propanol [ Aceton & Isopren B 1-Propanol E Benzol M Toluol E a-Pinen |

100% — e ————————————

90%
70% -
60% -
50%

40% -

30% -

20% -

10% A

0%

P1(Tag) N P2 (Tagl) NN P3(Tag2) NN P4(Tag2) NN P5(Tagd) NP6 (Tag3) N

Abbildung 12 Analytverhdltnisse verschiedener Proben P eines Probanden an
drei Tagen (zwei Proben pro Tag); N=niichtern; NN=nicht niichtern
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Tabelle 8 Prozentuale Intensitatsverhaltnisse ausgesuchter Analyte in
unterschiedlichen Proben eines Probanden (3 Probenahmetage)

Pl,n P2,nn P3,nn P4 nn P5,n P6,n

Analyt

in % in % in % in % in % in %
Ethanol 1,31 4,42 7,18 5,92 2,73 1,91
2-Propanol 1,77 5,04 4,23 4,42 3,60 2,95
Aceton 78,93 68,47 66,24 72,17 71,39 78,27
Isopren 16,43 21,20 21,18 15,96 20,37 14,76
1-Propanol 0,12 0,35 0,38 0,30 0,13 0,21
Benzol 0,63 0,25 0,33 0,51 0,62 0,57
Toluol 0,53 0,18 0,31 0,40 0,50 0,77
a-Pinen 0,29 0,08 0,14 0,32 0,65 0,57
P Probe
n niichtern
nn nicht niichtern

Den grofsten Anteil an der Gesamtbilanz macht in allen Proben Aceton aus. Mit
einer Variation der Werte zwischen 66,2 % und 78,9 % zeigt dieser Analyt
zugleich die niedrigste Standardabweichung von 7 %. Die grofsten Unterschiede
ergeben sich durch den Erndhrungszustand vor der Probenahme. Maximale
Werte wurden jeweils bei Probenahme des niichternen Probanden (Probe 1; 6)
gefunden. Besonders deutlich wird der Unterschied im Vergleich von Probe 1
mit Probe 2, die an einem Tag, also unter ansonsten vergleichbaren Bedingungen
genommen wurden.

Den zweitgrofiten Anteil macht Isopren aus. Mit Werten zwischen 16,0 % und
21,2 % liegt die Standardabweichung fiir diesen Analyten bei 16 %. Eine eindeu-
tige Tendenz fiir die Wiederfindung in Abhéngigkeit des Ernahrungszustandes
kann in diesem Fall nicht beobachtet werden. Sowohl bei einheitlichen als auch
bei verschiedenen Bedingungen liegen beide Proben eines Tages in unterschied-
lichen Wertebereichen.

Die gemittelten Anteile von 2-Propanol und Ethanol an der Gesamtbilanz liegen
bei ca. 4 %. Fiir beide Verbindungen wird ein deutlicher Unterschied in Abhan-
gigkeit der Nahrungsaufnahme offensichtlich. Dieser ist fiir Ethanol starker aus-
gepragt als fiir 2-Propanol, wie die Standardabweichung von 60 % gegentiber 32
% zeigt. Beide Verbindungen werden, unabhangig vom Tag der Probenahme, im
niichternen Zustand zu deutlich geringeren Teilen nachgewiesen. Insbesondere
bei Ethanol sind jedoch auch bei gleichen Bedingungen, d.h. am gleichen Tag,
noch deutliche Konzentrationsunterschiede von rund 20 % zu beobachten.
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Die Analyte 1-Propanol, Benzol, Toluol und a-Pinen zeigen aufgrund niedriger
Konzentrationen, d.h. kleiner Beitrdge zur Gesamtbilanz, relativ grofse Standar-
dabweichungen von 32 % bis 67 %. 1-Propanol wird tendenziell in grofleren
Mengen nach Nahrungsaufnahme gefunden, die anderen drei Analyte ohne
vorherige Nahrungsaufnahme.

Nach der Analyse verschiedener Proben eines gesunden Probanden wurde die
Veranderung der Atemluft desselben Probanden im Verlauf eines Tages unter-
sucht. Fiir eine gute Vergleichbarkeit wurden dieselben Analyte wie vorher aus-
gewertet. Auch das Vorgehen bei der Auswertung war analog zur vorherigen
Versuchsreihe. Entsprechend wurde die Gesamtbilanz aller Analyte (100 %)
durch die Summation aller Peakflachen erhalten. In der Probenahmezeit zwi-
schen 8:35 Uhr und 17:00 Uhr wurden 10 Proben genommen. Die Mahlzeiten
wurden zwischen 8:50 Uhr und 10:00 Uhr (Friihstiick) und zwischen 12:00 Uhr
und 13:00 Uhr (Mittagessen) eingenommen, dabei wurde eine Zeit von 45 min
zwischen Nahrungsaufnahme und Probenahme eingehalten.

Die Analyte 1-Propanol, Benzol, Toluol und a-Pinen tragen auch beim Tages-
gang mit weniger als 2 % zum Intensitatsverhaltnis bei. Sie sind somit in deut-
lich kleineren Konzentrationen in der ausgeatmeten Luft enthalten als die vier
anderen Verbindungen. Die Standardabweichungen um einen iiber den ganzen
Tag gemittelten Wert liegen bei 69 % (1-Propanol), 39 % (Benzol), 22 % (Toluol)
und 64 % (a-Pinen). Toluol zeigt in Anbetracht niedriger Konzentrationen
erstaunlich niedrige Schwankungen.

Toluol und Benzol wurden morgens zu grofieren Anteilen als nachmittags
gefunden. Beide Analyte stammen, wie bereits frither festgestellt, zu grofsen Tei-
len aus exogenen Quellen. Sie konnen {iiber die Umgebungsluft aufgenommen
worden sein. Maximale Werte am Morgen und eine Abnahme im Verlauf des
Tages sind Hinweis auf einen langsamen Abbau der Substanzen im Korper. Die-
ser ist nicht zwangslaufig kontinuierlich, da tiber die Raumluft wieder geringe
Analytkonzentrationen eingeatmet werden konnen. Grundsatzlich sind hohere
Werte am Morgen sinnvoll, da der Proband auf dem Weg zur Dienststelle bzw.
Probenahme deutlich hoheren anthropogenen und biogenen Belastungen ausge-
setzt ist als spdter im Dienstgebaude.

Auch fiir o-Pinen ist ein Eintrag tiber die Umgebungsluft in die Atemluft, insbe-
sondere auferhalb geschlossener Raume, denkbar. Terpene wie a-Pinen, f3-
Pinen und Limonen werden von vielen Pflanzen, Nadelholzern und Blumen
emittiert [88]. Im Rahmen atmospharischer Fragestellungen wurde die Freiset-
zung dieser Substanzgruppe bereits untersucht und beschrieben [83, 89]. Insbe-
sondere a-Pinen konnte in vergleichsweise hohen Konzentrationen in der Luft
nachgewiesen werden, besonders in der unmittelbaren Umgebung von Waldge-
bieten. Das erkldrt, warum iiber die Atmung nur geringste Mengen anderer Ver-
treter dieser Substanzgruppe aufgenommen und nachgewiesen wurden.
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Isopren zeigt von allen Verbindungen mit einer Standardabweichung von 13 %
die geringsten Abweichungen von einem Tagesmittelwert (siehe Abbildung 13).
Auch in der Bilanzierung verhalt sich Isopren vergleichsweise konstant. Daraus
folgt, dass sich diese Verbindung relativ unabhdngig von dufleren Einfliissen
verhalt. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir 2-Propanol gemacht. Die prozen-
tualen Anteile variieren mit einer Standardabweichung von 25 % vom Tagesmit-
telwert. Maxima und Minima folgen keinem erkennbaren Muster. Beeinflussung
der ausgeatmeten Luft durch Nahrungsaufnahme oder eingeatmete Luft kann
nicht beobachtet werden.

Im Rahmen des relativen Vergleichs mit den anderen untersuchten Verbindun-
gen zeigt Aceton die konstanteste Konzentration. Die Standardabweichung
betragt fiir den Tagesgang nur 9 %. Ein direkter Einfluss durch eingeatmete Luft
kann nicht beobachtet werden. Dafiir kommt es zu einem Einfluss durch den
Erndhrungszustand. Der in Abbildung 13 dargestellte Konzentrationsverlauf
von Aceton (separate Achse beachten) zeigt Maxima direkt nach beiden Mahl-
zeiten. Diese sind durch Stoffwechselvorgange zu erklaren. Im Rahmen einer
erhohten Energieaufnahme durch Nahrung steigt der Stoffwechsel an. Aceton
und andere Ketonkorper werden unter normalen Bedingungen téaglich in Men-
gen von 10-30 g in der Leber gebildet. Sie dienen zur Regulierung der Oxidation
des Acetyl-CoA in der Leber und als Energieversorger fiir das zentrale Nerven-
system, die Muskeln, das Herz und die Nierenrinde [90]. Nahrungsaufnahme
fiihrt bei einem gesunden Metabolismus zur Freisetzung grofSerer Mengen von
Ketonkorpern wie Aceton. Diese sind leicht wasserloslich und somit unbe-
schrankt transportierbar. Sie werden {iiber den Blutkreislauf transportiert und
tiber die Atemluft und den Harn ausgeschieden.
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Abbildung 13 Konzentrationsverldaufe ausgewdhlter Analyte im Verlauf eines
Tages; NA=Nahrungsaufnahme

Auch im Vergleich der Intensitatsverhaltnisse (Daten nicht gezeigt) zeigt Aceton
deutliche Maxima. Diese liegen jedoch nicht direkt nach der Nahrungsaufnahme
sondern bei Proben, die langere Zeit nach der letzten Nahrungsaufnahme
genommen wurden. In diesem Fall war das morgens friih, ca. 10 Stunden nach
der letzten Mahlzeit, und am spaten Nachmittag, d.h. ca. 5 Stunden nach dem
Mittagessen. Der Proband befand sich zu dieser Zeit in einem Hungerzustand.
Dieser Zustand ist in der Literatur fiir Mause wie Menschen beschrieben [90-93].
Demnach kann es bei einem Mangel an Kohlenhydraten durch Hunger, Fasten
oder auch durch Diabetes Mellitus zu einer Veranderung des Stoffwechsels
kommen. In den genannten Fillen wird durch den Kohlenhydratmangel und
den daraus resultierenden Glucosemangel eine vergleichsweise geringe Menge
an Acetyl-CoA fiir den Citratcyclus bereitgestellt. Dieser Mangel wird durch die
verstarkte Oxidation von Fettsauren zu Acetyl-CoA ausgeglichen, die mit einer
Ketonkorperbildung verbunden ist. In einem derart veranderten Stoffwechsel
konnen tiber 100 g Ketonkorper gebildet werden. Durch Gleichgewichtseinstel-
lung konnen entsprechend grofiere Mengen freigesetzt werden [90]. Der Analyt
Aceton wird in einem spateren Kapitel weiter diskutiert.

Ethanol zeigt von allen untersuchten Verbindungen die grofsten Schwankungen.
Dies gilt sowohl fiir die Abweichungen vom Tagesmittelwert (81 % Standardab-
weichung) als auch fiir die Intensitatsverhaltnisse (82 % Standardabweichung).
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Eine Beeinflussung des Ethanolgehalts der ausgeatmeten Luft durch eingeat-
mete Umgebungsluft kann nicht beobachtet werden. Eine Konzentrationsab-
nahme im Tagesverlauf wird nicht sichtbar. Die niedrigsten Ethanolwerte sind
bei Proben, die lange nach der letzten Nahrungsaufnahme genommen wurden,
sichtbar. Die Maxima konnen entsprechend bei Proben unmittelbar nach Nah-
rungsaufnahme beobachtet werden. Der sehr hohe Wert der 2. Probe (10 Uhr)
lasst sich durch ein spater noch diskutiertes Zusatzexperiment (Kap. 2.4.5) erkla-
ren. Insgesamt kann daher gefolgert werden, dass Nahrungsaufnahme zu einer
erhohten Produktion von Ethanol im Korper fiihrt. Eine direkte Aufnahme tiber
die konsumierte Nahrung oder Genussmittel kann dabei weitestgehend ausge-
schlossen werden. Literaturangaben zufolge wird endogenes Ethanol wahr-
scheinlich von Darmbakterien produziert [17]. Diese zeigen nach
Nahrungsaufnahme aufgrund des Verdauungsprozesses eine hohere Aktivitat.

Die Charakterisierung der Atemluft eines einzelnen, gesunden Probanden ist fiir
eine allgemein giiltige Aussage zur Zusammensetzung und den zeitlichen Ver-
anderungen der Atemluft nicht ausreichend. Fiir eine allgemein giiltigere,
genauere Charakterisierung folgte die Absicherung durch eine Kontrollgruppe.

2.3.2 Untersuchung einer Kontrollgruppe

Zur Charakterisierung der ,normalen” Atemluft eines gesunden Probanden
wurde eine Kontrollgruppe von 30 Personen untersucht. Alle Probanden waren
nach eigenen Angaben gesund und nahmen keine Medikamente. Die Gruppe
setzte sich aus 14 weiblichen Personen, davon 4 Raucherinnen und 16 mannli-
chen Personen, davon 6 Raucher, zusammen. Das Durchschnittsalter lag bei den
weiblichen Probanden bei 34 + 11 Jahren und bei den mannlichen Probanden bei
39 + 13 Jahren. In Tabelle 9 ist die Verteilung der vorkommenden Analyte fiir die
Gesamtheit der Gruppe dargestellt. Erst werden alle detektierten Analyte (aus
allen Proben) aufgefiihrt, dann deren Vorkommen nach Geschlecht (W=weib-
lich; M=mannlich) und Beitrag durch Raucher (WR bzw. MR) und in der letzten
Spalte (GES) wird der Prozentsatz der Probanden (bezogen auf die gesamte
Kontrollgruppe), bei denen die jeweilige Verbindung nachgewiesen werden
konnte, dargestellt. Erganzende Angaben tiber Alter und konkrete Analytvertei-
lung konnen Tabelle 22 und Tabelle 23 im Anhang enthommen werden.

In der gesamten Kontrollgruppe wurden bei Probenahme von 1 L Atemluft 153
Verbindungen detektiert. Davon waren 9 Verbindungen, namlich Ethanol, Ace-
ton, Isopren, 2-Propanol, Dimethylsulfid (DMS), Benzol, Toluol, a-Pinen und
Limonen, in allen Proben enthalten. Sie sind somit als charakteristische Analyte
,normaler”, ausgeatmeter Luft gesunder Probanden einzustufen. Weitere 8 Sub-
stanzen, namlich 1-Propanol, Ethylbenzol, Xylol (2 Isomere), Ethylmethylben-
zol, B-Pinen, Cymol und Eucalyptol, wurden in mehr als 70 % aller Proben
gefunden. Auch diese Verbindungen sind somit in der Mehrzahl aller Proben zu
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finden und konnen zu den charakteristischen Verbindungen in der Atemluft
eines gesunden Probanden hinzugezahlt werden. Insgesamt bilden damit die 17
oben genannten Verbindungen die Basis einer ,gesunden” Ausatemluft. Das
heifit gleichzeitig aber auch, dass diese Analyte fiir die qualitative Detektion
einer Abnormalitdt in ausgeatmeter Luft nicht zur Verfligung stehen. Mochte
man mit ihrer Hilfe Unterschiede zwischen der Atemluft eines gesunden und
eines kranken Probanden feststellen, so ist dies nur auf quantitativem Wege
moglich. Und auch dann ist grofite Vorsicht geboten, da einige Analyte (wie in
Kap. 2.3.1 beschrieben) schon unter normalen Bedingungen im Verlauf eines
Tages oder einer Probenahmeperiode deutlichen Schwankungen unterliegen.

Ein Vergleich der 17 charakteristischen Verbindungen mit der Anzahl zusétzlich
auftretender Analyte zeigt, dass das Spektrum der Verbindungen stark variiert.
Tabelle 9 verdeutlicht, dass viele Analyte nur in einzelnen Proben vorkommen.
Sie erlauben somit keine statistische Aussage fiir die Gesamtheit der Kontroll-
gruppe oder bestimmter Untergruppen. Grundsatzlich haben sie jedoch das
Potential, Verdanderungen in der ausgeatmeten Luft anzuzeigen. Erst eine Verifi-
zierung liber eine grofiere Kontrollgruppe wiirde dann eine Zuordnung zu einer
bestimmten Untergruppe (z.B. Alter, Geschlecht, korperlicher Zustand, etc.)
erlauben.

Tabelle 9  Analyte einer Kontrollgruppe (n=30): nachgewiesen bei weiblichen
(Wges) und mannlichen (Mges) Probanden, davon Raucher (WR und MR) und

Wiederfindung (GES) in der gesamten Kontrollgruppe

Analyt Wees WR Mges MR GESin %
Oxalsaure 1 - - - 3
Butan 4 - 2 2 20
1-Buten - - 1 1 3
Acetaldehyd - - 2 2 7
Essigsaureanhydrid 1 1 - - 3
2-Methylbutan 8 1 7 1 50
Ethanol 14 4 16 6 100
Aceton 14 4 16 6 100
Isopren 14 4 16 6 100
Isopropanol 14 4 16 6 100
CsHyp 1 1 1 7
CgH140 (1-Methoxypentan) - - 2 2 7
DMS 14 4 16 6 100
Methylacetat 1 1 7 - 27
CsHg (1,3-Cyclopentadien) 3 3 5 5 27
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Tabelle 9  Analyte einer Kontrollgruppe (n=30): nachgewiesen bei weiblichen
(Wges) und ménnlichen (Mges) Probanden, davon Raucher (WR und MR) und

Wiederfindung (GES) in der gesamten Kontrollgruppe

Analyt Wees WR Mges MR GESin %
CS, 1 1 - - 3
2-Methylpentan - - 1 - 3
1-Propanol 11 2 12 4 77
C3HCly 1 - - -

CgH1o (1-Hexen) - - 1 1
2,3-Butandion 6 2 4 4 33
Hexan - - 2 1 7
Vinylacetat - - 2 - 7
C4HgO, 1 - - - 3
2,2,3,3-Tetramethylbutan - - 1 1
2-Butanon 6 3 7 2 43
2-Methylfuran 3 3 5 5 27
C¢Hyo 2 2 4 4 20
Cs5HgO (3-Methylfuran) - - 1 1 3
Chloroform - - 1 - 3
Ethylacetat 1 1 5 1 20
CgHip - - 1 1 3
Methylcyclopentan - - 5 1 17
CgHg - - 1 1 3
CgHyp - - 3 3 10
C4HgO, 1 - - - 3
CgHg (Cyclohexadien) 3 3 1 1 13
CeHip 1 1 3 3 13
CgHg - - 5 5 17
CgHg (Methylcyclopentadien) 4 4 4 4 27
CgHip 2 2 1 1 10
CgHg 1 1 - - 3
CegHip 2 2 2 13
Cyclohexan - - - 13
Benzol 14 4 16 6 100
2-Methylhexan 5 - 6 3 37
CeHg 2 2 1 1 10

50



2.3 APPLIKATION AUF REALPROBEN

Tabelle 9  Analyte einer Kontrollgruppe (n=30): nachgewiesen bei weiblichen
(Wges) und ménnlichen (Mg,s) Probanden, davon Raucher (WR und MR) und

Wiederfindung (GES) in der gesamten Kontrollgruppe

Analyt Wees WR Mges MR GESin %
3-Methylhexan 2 1 6 3 27
Cyclohexen 1 1 - - 3
2-Methyl-2-propenal - - 1 - 3
Cy;H14 (Dimethylcyclopentan) - - 2 2 7
C;H14 (Dimethylcyclopentan) - - 1 1 3
Heptanol 2 2 - - 7
2-Pentanon 3 1 8 3 37
C,HgS 9 3 6 1 50
Heptan 6 3 13 5 63
C;Hy, 2 2 - - 7
CsHyy 2 2 - - 7
2-Ethylfuran 1 1 - - 3
2,5-Dimethylfuran 4 4 5 5 30
1-Methylthiopropan 8 1 10 3 60
CeH19O - - 1 1 3
Methylcyclohexan 1 - 7 2 27
1-Methylthio-1-propen 1 - 4 1 17
Propionsaure - - 1 3
Ethylcyclopentan - - 2 2 7
1-Methylthio-1-propen 5 1 6 1 37
CyHyg 2 2 - - 7
CgHisg L - - -

DMDS 6 1 4 - 33
C;Hyg 1 1 - 3
CgHyg 1 - - - 3
C;Hyg 1 1 - - 3
C;Hy, 1 1 - - 3
CyHyg 1 1 - - 3
C;Hyg 1 1 - - 3
C;Hyg 1 1 - - 3
2,5-Dimethylhexan - - 2 2 7
CgHyg (2-Methylheptan) - - 1 - 3
Toluol 14 4 16 6 100
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Tabelle 9 Analyte einer Kontrollgruppe (n=30): nachgewiesen bei weiblichen
(Wges) und ménnlichen (Mges) Probanden, davon Raucher (WR und MR) und

Wiederfindung (GES) in der gesamten Kontrollgruppe

Analyt Wees WR Mges MR GESin %
3-Methylheptan - - 2 1 7
Dimethylcyclohexan - - 4 3 13
Dimethylcyclohexan - - 4 3 13
Cyclohexanmethanol - - 1 1 3
CoHy 1 - - - 3
CgHyg 1 1 2 2 10
CgHj¢ (Octen) 1 1 1 1
Paraldehyd - - 1 - 3
Dimethylcyclohexan - - 2 2 7
Octan 7 4 12 4 63
Dimethylcyclohexan - - 2 2 7
Tetrachlorethylen 5 1 8 1 43
CoHy 1 - - - 3
Essigsdaurebutylester - - 2 2 7
2,3,4-Trimethylhexan - - 1 1 3
2-Methyloctan - - 1 1 3
Ethylcyclohexan - - 3 2 10
CoHy - - 1 1 3
1,1,3-Trimethylcyclohexan - - 2 1 7
CoHig - - 1 1 3
Trimethylcyclohexan - - 2 2 7
CoHyg - - 1 1 3
Ethylbenzol 12 4 15 6 90
CoHy - - 1 1 3
Xylol 12 4 15 6 90
4-Heptanon 1 1 - - 3
3-Buten-2-on 1 1 - - 3
2-n-Butylfuran 1 1 - - 3
CoHig - - 1 1 3
C4H5NS (Allylisothiocyanat) - - 2 - 7
Styrol 3 3 - - 10
Xylol 12 4 14 5 87
Nonan 3 1 10 2 43
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Tabelle 9  Analyte einer Kontrollgruppe (n=30): nachgewiesen bei weiblichen
(Wges) und ménnlichen (Mges) Probanden, davon Raucher (WR und MR) und

Wiederfindung (GES) in der gesamten Kontrollgruppe

Analyt Wees WR Mges MR GESin %
Bifuran 1 1 - - 3
Tricyclen - - 1 - 3
a-Pinen 14 4 16 6 100
Camphen 1 1 3 1 13
Propylbenzol 1 1 4 - 17
Ci0H16 (Menthadien) 2 2 - - 7
CyHj; (Ethylmethylbenzol) 12 4 10 2 73
CyoHj4 (a-Phellandren) 1 1 - - 3
B-Pinen 13 3 16 5 97
Phenol 6 - 7 2 43
CioHi6 - - 1 1 3
B-Myrcen 2 2 3 - 17
Trimethylbenzol 7 2 7 - 47
Carveol 1 1 - - 3
3-Caren 1 1 6 1 23
Dichlorbenzol - - 2 1 7
CioHi6 1 1 - - 3
CioHie 1 1 - - 3
Ci0H16 (Menthen) 1 1 - - 3
Cymol 9 3 12 4 70
Limonen 14 4 16 6 100
2-Ethyl-1-hexanol 2 - - - 7
Sylvestren 1 1 - - 3
Eucalyptol 11 3 16 6 90
Indan - - 1 - 3
CioHi6 1 1 - - 3
CioHi6 1 1 - - 3
CoH;50 1 - - - 3
CoH;50 1 - - - 3
y-Terpinen 2 1 5 1 23
Acetophenon - - 1 - 3
C10H12 (Dimethylstyrol) - - 1 1 3
Cq1Hy4 (Undecan) 1 1 - - 3
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Tabelle 9 Analyte einer Kontrollgruppe (n=30): nachgewiesen bei weiblichen
(Wges) und ménnlichen (Mges) Probanden, davon Raucher (WR und MR) und

Wiederfindung (GES) in der gesamten Kontrollgruppe

Analyt Wees WR Mges MR GESin %
Nonanal 1 1 - - 3
Menthon 1 - 1 - 7
Menthofuran 2 1 1 - 10
Menthol 4 2 5 - 30
Decanal 1 1 - - 3
Caran 1 1 - - 3
Caryophyllen 2 1 5 1 23

Bei einem Vergleich der Anzahl der Analyte pro Probe féllt die grofse Zahl unter-
schiedlicher Verbindungen in den Proben von Rauchern im Vergleich zu Nicht-
rauchern auf. Allein 80 der 153 Verbindungen wurden ausschliefilich in Proben
von Rauchern gefunden. Dabei ist anzumerken, dass keiner der Probanden in
der Stunde unmittelbar vor der Probenahme geraucht hatte. Viele Verbindungen
waren Strukturisomere, die nicht eindeutig durch das Massenspektrum, wohl
aber liber die Retentionszeit unterschieden werden konnten. Aus diesem Grund
sind haufig nur die Summenformeln angegeben. Bei anderen Verbindungen
musste auf die Angabe der genauen Position und rdumlichen Anordnung funk-
tioneller Gruppen verzichtet werden. Besonders haufig kommen Verbindungen
mit einem Cg- bis Co- Gertist vor, von denen viele cyclisch aufgebaut sind. Auch
zahlreiche Monoterpene (C;yH;¢) stammen offensichtlich aus dem Tabak bzw.
seinen Stoffwechselprodukten. Nur wenige der bei Rauchern zusatzlich auftre-
tenden Verbindungen sind bei nahezu allen Rauchern zu finden. Zu ihnen geho-
ren CsHg (vermutlich Cyclopentadien), 2-Methylfuran, C¢Hg (vermutlich
Methylcyclopentadien oder Cyclohexadien) und 2,5-Dimethylfuran. In vielen
Proben der Raucher wurden aufierdem CgHg, CsH;yo, C¢Hypp, Styrol und Cam-
phen gefunden. Bei der Analyse einer unbekannten Probe kann somit allein
durch die Anzahl vorkommender Verbindungen ein Hinweis erhalten werden,
ob es sich um einen Raucher oder einen Nichtraucher handelt. Enthalt die Probe
auflerdem die oben aufgefiihrten Analyte, so kann dies als sicheres Zeichen fiir
eine Raucherprobe gewertet werden. In Proben von Nichtrauchern konnten die
fiir Tabakrauch charakteristischen Analyte nicht identifiziert werden. Die Ver-
bindungen wiirden in diesem Fall eine Abnormalitdt der ausgeatmeten Luft auf-
zeigen konnen. Unmoglich ware jedoch ein Hinweis auf Basis dieser Analyte,
wenn der Nichtraucher unmittelbar vor der Probenahme Tabakrauch einatmen
wiirde bzw. bei einem aktiven Raucher. In beiden Fallen ware das Substanzspek-
trum durch die Art des Tabaks und die Intensitiat des Rauches starken Verande-
rungen unterworfen. Alle 80 zusatzlich bei Rauchern auftretenden Analyte
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waren sowohl fiir eine qualitative als auch fiir eine quantitative Analyse von
Veranderungen in der Atemluft nicht mehr geeignet.

Neben der Unterscheidung von Rauchern und Nichtrauchern sollte eine
geschlechtsspezifische Abhangigkeit der gefundenen Analyte untersucht wer-
den. Ein Vergleich der weiblichen mit der ménnlichen Gruppe zeigt jedoch keine
signifikanten Unterschiede. Der Grofiteil jener Substanzen, die nur in einer der
Gruppen vorkommen, ist auch im Hinblick auf die ganze Kontrollgruppe nur
mit weniger als 10 % vertreten. Ihr Auftreten ist statistisch nicht abgesichert.
Ware dies der Fall, miisste der Anteil an der Gesamtbilanz bei mindestens 40-50
% liegen. Nur insgesamt 4 Verbindungen in der mannlichen Gruppe haben in
der Gesamtbilanz einen Anteil von mehr als 10 %. Sie besitzen eventuell das
Potential fiir eine geschlechtsspezifische Unterscheidung, die jedoch mit Hilfe
einer deutlich grofleren Kontrollgruppe verifiziert werden miisste. Es handelt
sich um die Analyte Methylcyclopentan (bei 31 % der Manner bzw. 17 % der
Kontrollgruppe), C¢Hg (bei 31 % der Manner bzw. 17 % der Kontrollgruppe)
und 2 Isomere des Dimethylcyclohexans (bei je 25 % der Méanner bzw. 13 % der
Kontrollgruppe). Dabei ist zu beriicksichtigen, dass nur das Methylcyclopentan
nicht nennenswert durch den Anteil der Raucher beeinflusst wird. Letztendlich
ist mit der vorliegenden Datenmenge eine qualitative Unterscheidung beider
geschlechtsspezifischer Gruppen nicht moglich. Gleiches gilt auch fiir das Alter
der Probanden als Guppierungskriterium innerhalb der Kontrollgruppe. Signifi-
kante qualitative Unterschiede zwischen jlingeren und alteren Probanden sind
nicht zu beobachten. Genauere Untersuchungen der einzelnen Untergruppen
sind nur quantitativ moglich.

Fiir die anschlieSfenden quantitativen Untersuchungen der Kontrollgruppe wur-
den die Referenzsubstanzen aus der Testgasquelle ausgewertet. Anstelle von
Dimethyldisulfid (DMDS) wurde jedoch Dimethylsulfid (DMS) analysiert, da
dieser Analyt im Gegensatz zu Dimethyldisulfid in allen Proben enthalten war.
Fiir die quantitative Auswertung wurden erneut die Peakflachen von 10 Verbin-
dungen summiert und der prozentuale Anteil jedes Analyts bestimmt. Auf diese
Weise konnen Intensitdts- bzw. Konzentrationsunterschiede der einzelnen Pro-
ben kompensiert werden. Durch diese Vorgehensweise sind die 30 Proben der
Kontrollgruppe vergleichbar.

Die quantitative Auswertung wurde mit Hilfe eines zweiseitigen, homoskedati-
schen t-Tests (Student t-Test) unter Annahme gleicher Varianzen durchgefiihrt.
Dieser Test erlaubt die Uberpriifung der Gleichheit zweier Mittelwerte aus zwei
unterschiedlichen Datensdtzen. Dabei wird angenommen, dass die Mittelwerte
beider Datensatze gleich sind. Fiir die Kontrollgruppe sind grundsatzlich drei
unterschiedliche Gruppenvergleiche moglich: a) Vergleich von mannlichen mit
weiblichen Probanden, b) Vergleich von jliingeren (17-36 Jahre) mit dlteren (37-57
Jahre) Probanden, c) Vergleich von Rauchern mit Nichtrauchern. Der menschli-
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che Stoffwechsel ist sowohl vom Alter als auch von Geschlecht der Probanden
weitestgehend unabhéngig. Aus beiden Tatsachen resultiert die Annahme glei-
cher Varianz fiir die Auswertung der Proben. Ein zweiseitiger Test ist insofern
sinnvoll, als dass Abweichungen von der Gleichheit in beide Richtungen erfol-
gen konnen. Fiir die Berechnung des t-Wertes wurden im Rahmen einer Micro-
soft-Exel-Auswertung folgende Formeln verwendet:

t = 4
2 &2
P+ P
n,

mit x; und x, als Mittelwerte, 71; und 7, als Anzahl der Werte beider Gruppen
und der gepoolten Varianz s][,2 tir die gilt:

_ (DD My 1) .
P n, +n,-2

mit den empirischen Varianzen s; und s,’.

Der berechnete t-Wert wurde im néchsten Schritt mit dem kritischen Wert der
Student t-Verteilung t,-Wert verglichen. Dieser Tabellenwert ist abhangig von
dem Freiheitsgrad f der Verteilung und der Irrtumswahrscheinlichkeit o. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde fiir alle Tests eine Irrtumswahrscheinlichkeit von «
gleich 5 % gewahlt. Fiir den Vergleich des Mittelwertes zweier Gruppen wurde
eine Nullhypothese aufgestellt. Dies ist gleichbedeutend mit der Annahme der
Gleichheit beider Mittelwerte. Eine Bestatigung oder Ablehnung dieser Hypo-
these erfolgt tiber den Vergleich zwischen t-Wert und tabellarischem t,-Wert
oder tiber den Vergleich der ermittelten Wahrscheinlichkeit P mit der Irrtums-
wahrscheinlichkeit a. P gibt das kleinste Niveau « an, an dem eine Nullhypo-
these abgelehnt werden muss. Fiir die Bestatigung der Nullhypothese, d.h. in
diesem Fall die Gleichheit der Mittelwerte, muss das Verhaltnis t-Wert < t,-Wert
bzw. P > « gelten. Bei einem reziproken Verhiltnis muss in beiden Fallen die
Hypothese verworfen werden.

In den folgenden Tabellen wird die Gleichheit der Mittelwerte einer mannlichen
mit einer weiblichen Gruppe (Tabelle 10), einer Gruppe im Alter von 17-36 Jah-
ren mit einer im Alter von 37-57 Jahren (Tabelle 11) und einer Gruppe von Nicht-
rauchern mit Rauchern (Tabelle 12) mit Hilfe des t-Tests tiberpriift. Die Grofse
der Kontrollgruppe musste auf 29 Probanden reduziert werden, da die quantita-
tive Auswertung der Probe W13 eine unnatiirlich hohe Konzentration an Terpe-
nen zeigte. Ein Ausreifiertest nach Grubbs bestatigte, dass fiir Limonen und a-
Pinen keine Gleichheit der Mittelwerte im Vergleich zu den {ibrigen Probanden
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der Kontrollgruppe angenommen werden konnte. Durch Nachfrage wurde der
Konsum eines Frucht-Lutschbonbons als Quelle fiir die Terpene ausgemacht.

Der Vergleich von Mannern und Frauen wie auch von jiingeren und alteren Pro-
banden fiihrte bei keinem der Analyte zu einer Verwerfung der Nullhypothese.
Die Gleichheit der jeweiligen Mittelwerte kann angenommen werden, da die
Wahrscheinlichkeit P immer grofser als die gewahlte Irrtumswahrscheinlichkeit
von a = 0,05 (5 %) und der berechnete t-Wert immer kleiner als der t,-Wert des
zweiseitigen Tests war. Diese Tatsache belegt die Annahme, dass weder
Geschlecht noch Alter der Probanden einen signifikanten Einfluss auf den Stoff-
wechsel der Probanden haben. Genauere Untersuchungen dieser Unterschei-
dungskriterien konnten nur mit einer wesentlich grofseren Probandenzahl und
extremeren Altersgruppen vorgenommen werden.

Tabelle 10 Vergleich einer mannlichen (n=16) mit einer weiblichen Gruppe
(n=13); t,-Wert = 2,05 (0=5%)

Analyt Min% Win% WahrscheinlichkeitP t-Wert
Ethanol 2,88 3,09 0,86 0,18
2-Propanol 2,35 2,02 0,46 0,75
Aceton 67,50 67,22 0,96 0,05
Isopren 21,95 23,89 0,69 0,41
DMS 0,32 0,39 0,35 0,95
1-Propanol 0,59 0,43 0,60 0,52
Benzol 0,89 1,10 0,61 0,51
Toluol 1,30 1,48 0,74 0,34
a-Pinen 0,47 0,16 0,17 1,40
Limonen 1,76 0,21 0,07 1,88
M Mittelwert der Médnner

W Mittelwert der Frauen
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Tabelle 11  Vergleich der Altersgruppen 17-36 Jahre (n=15) mit der
Altersgruppe 37-57 Jahre (n=14); t,-Wert = 2,05 (a=5%)

17-36 Jahre  37-57 Jahre = Wahrschein-

Analyt in % in % lichkeitp  VVert
Ethanol 3,75 2,14 0,16 1,43
2-Propanol 2,13 2,29 0,71 0,38
Aceton 65,31 69,58 0,41 0,84
Isopren 23,95 21,61 0,62 0,50
DMS 0,33 0,37 0,65 0,46
1-Propanol 0,54 0,50 0,91 0,11
Benzol 1,11 0,84 0,53 0,64
Toluol 1,31 1,45 0,80 0,25
a-Pinen 0,18 0,48 0,19 1,36
Limonen 1,38 0,72 0,45 0,76

Auch beim Vergleich der Nichtraucher mit den Rauchern (Tabelle 12) kann die
Gleichheit der Mittelwerte fiir alle Analyte aufier Benzol und Toluol angenom-
men werden. Das heifst, Ethanol, 2-Propanol, Aceton, Isopren, Dimethylsulfid
(DMS), 1-Propanol, a-Pinen und Limonen werden nicht durch den Konsum von
Zigaretten aufgenommen oder abgebaut. Fiir Benzol und Toluol kann diese Fest-
stellung nicht gemacht werden. Auch ohne den unmittelbaren Konsum einer
Zigarette (letztes Rauchen lag bei allen Probanden mindesten 1 Stunde vor der
Probenahme) muss fiir den Vergleich von Rauchern mit Nichtrauchern die Null-
hypothese verworfen werden. Fiir beide Analyte ist die Wahrscheinlichkeit P,
dass die Mittelwerte gleich sind, gleich Null (siehe Tabelle 12). Aufierdem liegen
beide t-Werte deutlich tiber dem t,-Wert. Somit ist der prozentuale Anteil an
Benzol und Toluol in der ausgeatmeten Luft eines Raucher und eines Nichtrau-
chers signifikant unterschiedlich. Wie ein Vergleich der Mittelwerte beider
Gruppen zeigt, ist bei Rauchern ca. die vierfache Menge Benzol und die dreifa-
che Menge Toluol im Vergleich zu Nichtrauchern festzustellen. Dieses Verhalt-
nis kann durch den zeitnahen Konsum einer Zigarette selbstverstandlich
deutlich erhoht werden.
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Tabelle 12 Vergleich von Nichtrauchern (n=20) mit Rauchern (n=9); t,-Wert =
2,05 (0=5%)

Analyt NRin% Rin% WahrscheinlichkeitP t-Wert
Ethanol 2,62 3,74 0,37 0,90
2-Propanol 2,35 1,88 0,33 0,99
Aceton 67,13 67,91 0,89 0,14
Isopren 24,55 18,99 0,28 1,11
DMS 0,39 0,26 0,10 1,69
1-Propanol 0,58 0,40 0,59 0,54
Benzol 0,53 2,00 0,00 4,04
Toluol 0,87 2,50 0,00 3,28
o-Pinen 0,39 0,20 0,44 0,78
Limonen 0,59 2,12 0,10 1,71
NR Mittelwert der Nichtraucher

R Mittelwert der Raucher

Insgesamt kann fiir den Gruppenvergleich nach Geschlecht, Alter und Rauch-
verhalten festgestellt werden, dass sich die beiden ersten Gruppen nicht unter-
scheiden. Damit ist bei einer unbekannten Probe eine eindeutige Zuordnung
von Alter und Geschlecht nicht moglich. Andererseits bedeutet dies aber auch,
dass die Auswertung von Veranderungen in der Atemluft erheblich vereinfacht
wird, da man das Alter und Geschlecht eines Probanden nicht berticksichtigen
muss. Jede Atemluft kann somit mit der gesamten Kontrollgruppe verglichen
werden. Bezogen auf die 10 Referenzsubstanzen ist eine Unterscheidung nur
zwischen den Nichtrauchern und Rauchern mdglich. Durch den Nachweis
erhohter Benzol- und Toluolkonzentrationen sowie einiger zusatzlicher Verbin-
dungen wie 2-Methylfuran und 2,5-Dimethylfuran gelingt die Identifizierung
und Klassifizierung einer Raucher-Probe als solcher mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 5 %.
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2.4 Untersuchung von Matrixeffekten ausgeatmeter Luft

Im folgen Teil dieser Arbeit geht es um den stark variierenden exogenen Anteil
der Atemluft. Durch eine gezielte Veranderung derselben sollen direkte Effekte
und Langzeitwirkungen untersucht und beschrieben werden. Die Verdnderung
der Matrix wird durch Genussmittelkonsum (Tabak und Alkohol), Verwendung
von Mundhygieneartikeln (Zahnpasten), Einwirkung von Medikamenten (Hals-
schmerz- und Hustenmittel) sowie durch den Konsum ausgewahlter Nahrungs-
mittel (Gemdtise, Obst, u.a.) herbeigefiihrt. Es gilt, Substanzen zu finden, deren
Auftreten in einer unbekannten Probe einen eindeutigen Aufschluss iiber den
Eintragspfad ermoglichen. Auch mogliche Storeffekte durch unvollstandige
chromatographische Trennung oder additives Verhalten sollen beobachtet wer-
den. Zum Schluss kann ein Vergleich mit schon als Markern klassifizierten Ana-
lyten Hinweis auf deren Stabilitat und Eignung geben.

2.4.1 Einfluss von Zigarettenrauch

Die erste gezielte Veranderung der Atemluft wurde durch das Rauchen einer
Zigarette hervorgerufen. Das gesamte Analytspektrum der ausgeatmeten Luft
wurde unmittelbar vor und direkt nach dem Rauchen untersucht. Der Proband
rauchte aufSerhalb des Probenahmeraums, so dass eine Beeintrachtigung der
Raumluft ausgeschlossen werden konnte. Im Verlauf des Tages wurden weitere
Proben desselben Probanden untersucht, der in dieser Zeit keine weiteren Ziga-
retten konsumierte. Abbildung 14 zeigt die Atemluft des Probanden vor dem
Rauchen (oben) und unmittelbar nach dem Rauchen (unten).

|Abundance

210 282 355 427 S00 572 644 717 789 862 934 1026 1119 1212 1304 1397 1490 1582 16.75 1767 18.60 1953 2045

2.10 282 355 4.27 500 5.72 644 717 789 8.62 934 1027 1119 1212 1304 13.97 1490 1582 16.75 17.67 18.60 19.53 2045

Abbildung 14 Atemluft eines Rauchers vor (oben) und nach (unten) dem
Rauchen

60



2.4 UNTERSUCHUNG VON MATRIXEFFEKTEN AUSGEATMETER LUFT

Nach dem Rauchen wurden 44 zusatzliche Analyte identifiziert. Weitere 19 Ana-
lyte waren zwar in beiden Proben enthalten, nach dem Rauchen jedoch in deut-
lich hoheren Konzentrationen. Zu diesen Analyten gehorten u.a. 2-Butanon, 2-
Methylfuran, CgHg-Isomere, 2-Pentanon, 2,5-Dimethylfuran, Ethylbenzol,
Xylole, Styrol, Ethylmethylbenzol, Trimethylbenzol, Cymol und Limonen.
Besonders auffallig war die Konzentrationserhohung bei Benzol und Toluol, die
schon in Kap. 2.3.2 beobachtet wurde. Alle Verbindungen, die durch den Tabak-
rauch in die Atemluft eingetragen wurden sind in Tabelle 13 zusammengestellt.

In weiteren Versuchen wurden in einem Zeitraum von 5 Stunden 7 Proben des-
selben Rauchers genommen und analysiert. Die Bedingungen waren im gesam-
ten Zeitraum der Probenahme vergleichbar. Finzige Veranderungen waren der
Konsum einer Zigarette um 7:50 Uhr und die Einnahme eines Friihstiicks um
8:45 Uhr. Da die Konzentrationen von Benzol und Toluol nach dem Rauchen
besonders auffdllig waren, wurde deren Abbauverhalten ndher untersucht.
Erganzend wurde fiir 2-Methylfuran und 2,5-Dimethylfuran eine nahere Unter-
suchung des Abbauverhaltens vorgenommen. Die Konzentrationsverlaufe aller
vier Verbindungen sind durch Auftragung der jeweiligen Peakfldachen {iiber die
Probenahmezeit in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15 Abbau von Analyten aus Tabakrauch
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Tabelle 13 Analyte aus Tabakrauch

inI;rin Analyt B inI;rin Analyt B
1,72 Butan -| 6,16  Methylpyridin -
1,84 Methylbuten (I) - 6,55 Cresol -
1,88  Methylbutan - | 6,78  2-Methylcyclopentanon -
1,94  CsHy - | 686  4-Methylpentannitril -
1,99  Aceton 7,34 Ethylbenzol X
2,00 Isopren 7,56  Xylol (I) X
2,07 Methylbuten (I) - 8,18 Styrol X
2,11  Pentadien (I) - | 824  Xylol () X
2,15  1,3-Cyclopentadien - | 863  2-Methylcyclopenten-1-on -
2,43  Propylnitril - | 893  p-Pyridinaldehyd -
2,55 2-Butanon 9,62 4-Decenal -
2,60  2-Methylfuran 9,86 CgHyy -
2,66 Methylpentadien - | 10,09  Propylbenzol -
291 CgHy - 110,17 CypHp4 (Menthadien) -
295 CgHg x | 10,32 Ethylmethylbenzol (I) X
3,00 CgHg x | 10,36 Ethylmethylbenzol (I) X
3,08 CgHyp - |1 10,53  Trimethylbenzol (I) X
3,20  Benzol x | 10,87  Ethylmethylbenzol (I) -
3,30  1,3-Cyclohexadien - | 10,95  Methylstyrol -
3,44 Hexenolacetat - | 11,05 Benzonitril -
3,65  2-Pentanon x | 11,13 CqpHyg -
3,71  3-Pentanon - | 11,17 CgH14,0 -
3,86  2,5-Dimethylfuran x | 11,30  Trimethylbenzol (I) -
4,16  2-Methylbutennitril - | 11,40 Benzofuran -
4,27  3-Methylbutannitril - | 12,03  Terpinolen -
4,47  1-Methylpyrrol - | 12,18 Cymol
4,65  2-Methyl-1,4-cyclohexadien - | 12,39  Limonen
4,74  Pyrrol - 11228 Indan -
496  Toluol x | 12,85  Propynylbenzol -
542  3-Hexanon - | 13,09  Ethylmethylbenzol (I) -
5,53  2-Hexanon - | 1588  3-Methylinden -
578  2-Ethyl-5-methylfuran -

Beitrag zu auch bei Nichtrauchern vorkommenden Analyten

Isomer
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Die Konzentrationsverlaufe von Benzol und 2,5-Dimethylfuran sowie von
Toluol und 2-Methylfuran (Abbildung 15) sind jeweils vergleichbar und werden
deshalb zusammen diskutiert. Im Fall der ersten beiden Substanzen wurden
nach dem Konsum der Zigarette deutlich hohere Analytkonzentrationen in der
ausgeatmeten Luft gefunden. Schon ca. 10 min nach dem Rauchen ist die Kon-
zentration wieder wesentlich niedriger. Der Ausgangswert wird nach kontinu-
ierlicher Abnahme ungefahr 90 min nach dem Rauchen erreicht. Vergleichbare
Abbauzeiten zwischen 60 min und 90 min fiir Benzol sind auch in der Literatur
beschrieben [94]. 2,5-Dimethylfuran wurde zwar schon frither als Unterschei-
dungsmerkmal von Nichtrauchern und Raucher verwendet [95], sein Abbauver-
halten wurde jedoch vernachldssigt. Im Vergleich zu Benzol ist 2,5-
Dimethylfuran deutlich besser als Marker fiir Raucher geeignet, da Fehldeutun-
gen und moglicher zusatzlicher Analyteintrag weniger wahrscheinlich sind.

Toluol und 2-Methylfuran verhalten sich in der Anfangsphase der Untersu-
chung analog zu den beiden anderen Verbindungen. Doch nach dem schnellen
Konzentrationsabfall folgt ein erneuter Anstieg. Die Ausgangskonzentration
wurde nach 5 Stunden wieder erreicht.

An anderer Stelle wurde der Einfluss des Rauchens auf Analyte wie Isopren,
Aceton, Ammonium und Ethanol, die auch in der Atemluft eines Nichtrauchers
vorkommen, untersucht [46]. In den hier vorliegenden Proben wurden die Kon-
zentrationsverldaufe der Verbindungen a-Pinen, Limonen, Ethanol, 2-Propanol,
Aceton und Isopren nach dem Rauchen betrachtet. Alle Analyte, aufier Aceton
und Isopren, zeigten lediglich eine minimale Konzentrationserhohung durch
den Zigarettenkonsum. Die Zunahme lag jedoch im Rahmen der normalen
Schwankungen eines Tagesverlaufs und war damit nicht eindeutig auf das Rau-
chen zuriickzufiihren. Der Konzentrationsanstieg bei Aceton nach dem Rauchen
war deutlich sichtbar, selbst nach Nahrungsaufnahme konnte das erste Maxi-
mum, welches unmittelbar nach dem Rauchen auftrat, nicht mehr erreicht wer-
den. Auch die Hohe der Acetonkonzentration war deutlich grofier als im
,normalen” Atem. Hohe Konzentrationen nach dem Rauchen wurden bisher mit
einer Erhohung der Lipidoxidation in Zusammenhang gebracht [46].

Isopren wurde nach dem Rauchen in stark erh6hten Konzentrationen gefunden.
Die Konzentration nimmt jedoch kontinuierlich relativ schnell wieder ab und
erreicht nach etwa einer Stunde ein neues minimales Niveau. Dieses liegt jedoch
ca. 30 % tiber dem Ausgangswert. Rauchen fiihrt also insgesamt zur Erhohung
der Isoprenkonzentration in der Atemluft. Vergleichbare Ergebnisse wurden
auch mittels SIFT-MS gefunden [46]. Als Haupteintragspfad wird der Zigaret-
tenrauch selbst gesehen. Ein weiterer Beitrag ist moglicherweise auf die Einwir-
kung des Zigarettenrauchs auf die Mevalonat-Reaktion zuriickzufiihren [46].
Geht man davon aus, dass Zigarettenrauch mehr als 4000 verschiedene organi-
sche und anorganische Verbindungen enthalten kann, so wird deutlich, dass bei
entsprechend hohem Konsum sowohl die Anzahl als auch die Konzentration
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der Analyte in der ausgeatmeten Luft erhoht ist. Sowohl qualitative als auch
quantitative Verdanderungen fiihren zu einer komplexeren Zusammensetzung
der Matrix Atemluft, wodurch Unterschiede, die nicht auf den Zigarettenkon-
sum zurlickzufiihren sind, dann deutlich schwerer erkannt werden konnen.
Selbst nach einer Zeit von 60-90 min, in der offensichtlich der Hauptanteil des
Rauches wieder abgebaut bzw. ausgeschieden ist, enthélt die Probe eines Rau-
chers noch einige zusatzliche Komponenten.

2.4.2 Einfluss von Alkoholkonsum

Die zweite gezielte Verdanderung der Atemluft wurde durch den Konsum von
Alkohol vorgenommen. Da Alkohol, insbesondere Ethanol, auch ohne unmittel-
baren Konsum in der Atemluft detektiert werden kann, gilt es einen Vergleich
zwischen endogen produziertem und exogen aufgenommenem Alkohol vorzu-
nehmen. Von besonderer Bedeutung ist es dabei, die Zeitspanne nach dem Alko-
holkonsum festzustellen, die benétigt wird, um den exogen aufgenommenen
Anteil soweit abzubauen, dass dieser die Konzentration des endogenen Anteils
nicht mehr signifikant beeinflusst.

In jeder bisher untersuchten Atemluftprobe konnte selbst bei volliger Alkohol-
abstinenz in den letzten 10 Stunden vor der Probenahme Alkohol, insbesondere
Ethanol und 2-Propanol, in Konzentrationen von einigen ng/L (z.B. 130 ng/L
Ethanol und 23 ng/L 2-Propanol; siehe Tabelle 6) nachgewiesen werden. In der
Literatur sind Ethanolkonzentrationen zwischen 50 ng/L und 380 ng/L, d.h. im
unteren bis mittleren ppb,-Bereich, beschrieben [17, 42, 44, 53, 96]. Auch hier
stammt der Ethanolanteil der ausgeatmeten Luft ausschliefSlich aus endogenen
Quellen. Der Mechanismus der endogenen Ethanolbildung ist zwar nicht voll-
standig bekannt, eine Produktion iiber Fermentationsprozesse in der Darmbak-
terienflora ist jedoch wahrscheinlich [17, 44]. Die Bildung von 2-Propanol geht
wahrscheinlich auf eine enzymatische Reduktion von Aceton zurtick [17]. Auch
Methanol gilt, genau wie Ethanol, als Stoffwechselprodukt der Darmbakterien.
Der nach dem Alkoholgenuss zu erwartende exogene Alkoholanteil ist im Ver-
gleich zum endogenen Anteil relativ grofs. Entsprechend weit verbreitet und gut
bekannt sind Kontrollen des Atemalkoholgehalts im Bereich der Fahrtiichtig-
keitskontrolle. In wissenschaftlichen Studien wurde neben dem Konsum alko-
holischer Getranke oder alkoholhaltiger Speisen auch die Aufnahme von
Alkohol durch reife Friichte untersucht [42, 44, 96].

Der Proband, der zwei Stunden vor der Probenahme die letzte Mahlzeit zu sich
genommen hatte, nahm wahrend der gesamten Probenahmeserie keine weitere
Nahrung und keine Getranke zu sich. So konnte einerseits die endogene Etha-
nolkonzentration als konstant angesehen und andererseits die exogene Auf-
nahme weiteren Alkohols verhindert werden. Der Proband trank 20 mL
40%igen Grappa. Geht man davon aus, dass der absolute Alkoholanteil des
Grappas ausschliefdlich aus Ethanol besteht, so wurden mit der konsumierten
Menge 0,1 g Alkohol pro Kilogramm Korpergewicht vom Probanden aufgenom-
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men. Zur Verminderung fliissiger Alkoholriickstande im Mund-Rachen-Raum
wurden nach dem Alkohol 200 mL Wasser in kleinen Schlucken getrunken. Die
Proben wurden unmittelbar vor dem Alkoholkonsum und fiinfmal in den vier
Stunden danach genommen und wie beschrieben analysiert. Die Abbildung 16
zeigt anhand der Peakflachen den Konzentrationsverlauf von Ethanol und 2-
Propanol iiber den gesamten Probenahmezeitraum. Als charakteristische Masse/
Ladungsverhaltnisse wurden m/z 45 fiir Ethanol und m/z 45+59 fiir 2-Propanol
gewahlt. Der Alkoholkonsum fand direkt nach der 1. Probe, d.h. kurz nach 9:00
Uhr, statt.
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Abbildung 16 Abbau von Alkohol

Die Graphik zeigt einen sprunghaften Anstieg der Alkoholkonzentration inner-
halb der ersten halben Stunde nach dem Konsum. Die Konzentration des Etha-
nols steigt dabei von 186 ng/L auf tiber 7000 ng/L, die des 2-Propanols von 23 ng/
L auf 71 ng/L an. Der grofite Anteil des exogenen Alkohols, ca. 80 %, ist bereits
nach einer Stunde abgebaut. Die Ausgangskonzentrationen wird in diesem Fall
nach 2 Stunden erreicht.

Der Mechanismus des Alkoholabbaus im menschlichen Korper ist gut bekannt.
Das Ethanol wird zu einem Anteil von ca. 20 % durch die Magenschleimhaut
und zu 80 % durch die Darmwand resorbiert [90, 97]. Die Verweildauer der Spei-
sen im Magen beeinflusst somit die Resorptionsgeschwindigkeit. Leicht verdau-
liche Speisen erhdhen die Alkoholresorption, da die Resorption im Darm
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schneller beginnen kann. Im vorliegenden Versuch sollte die Resorptionszeit
entsprechend kurz sein, da als einzige Nahrung zwei Stunden vor der Probe-
nahme ein ,leichtes” Friihstiick gegessen wurde. Diese Vermutung konnte durch
den schnellen Anstieg der Alkoholkonzentration in der ausgeatmeten Luft
belegt werden. Der im Magen nicht umgesetzte Alkohol wird im Diinndarm
resorbiert und gelangt tiber das Blut zur Leber. Da er dort nicht verwertet wer-
den kann, wird er fast vollstandig abgebaut. Dazu wird das aufgenommene
Ethanol durch Alkoholdehydrogenase zu Ethanal dehydriert, welches dann
wiederum sofort zu Acetat dehydriert und danach zu Acetyl-CoA aktiviert
wird. Bei tiberdurchschnittlichem Alkoholkonsum verlangsamt sich dieser Stoff-
wechsel. Die Abbaurate des Alkohols ist unabhdngig von der Konzentration im
Blut. Ca. 0,1 g Ethanol pro Kilogramm Korpergewicht konnen in einer Stunde
abgebaut werden [90]. Diese Menge entspricht der verabreichten Alkoholmenge
und erklart damit den Konzentrationsverlauf der Abbaukurve. Der aufgenom-
mene Alkohol ist zum grofsten Teil nach einer Stunde abgebaut. Das im Abbau-
prozess gebildete Acetyl-CoA wird als Energietrager im Citratcyclus und in der
Atmungskette verwendet. Steht genug Energie fiir diese Bereiche zur Verfii-
gung, so dient das Acetyl-CoA zum Aufbau von Fettsduren und Ketonkorpern.
Ubermégiger oder chronischer Alkoholkonsum kann daher zur Ausbildung
einer Fettleber und zu einer erhchten Freisetzung von Aceton fiihren.

2.4.3 Einfluss von Mundhygieneartikeln

Mundhygieneartikel wie Zahnpasten, Zahnpflegekaugummis, Mundspiilungen
oder Atemsprays werden zur Zahnpflege und zur Minimierung bakterieller
Infektionen im Mund-Rachen-Raum verwendet, um einen angenehm frischen
Atem zu bekommen. Dieses Aroma hat eine besondere Bedeutung, da zumin-
dest der Gebrauch von Zahnpasta bei allen Probanden vorausgesetzt werden
kann. Es gilt daher, den Einfluss zu bestimmen, den Mundhygieneartikel auf die
Atemluft haben. Die Untersuchung beschrankte sich in diesem Fall auf den Ein-
fluss von Zahnpasta. Da jedoch Aromen und Inhaltsstoffe in den meisten Mund-
hygieneartikel, soweit sie tiberhaupt deklariert werden, dhnlich sind, kénnen die
Ergebnisse auch als Hinweis auf die Analyte der anderen Mundhygieneartikel
gesehen werden.

Zur Charakterisierung der Ingredienzien der Zahnpasten wurde von 4 Proban-
den jeweils eine Probe vor und eine Probe direkt nach dem Zahneputzen
genommen. Dabei benutzten alle Probanden unterschiedliche Zahnpasten und
hatten sich am Probenahmetag vorher noch nicht die Zahne geputzt. In Tabelle
14 sind 68 Verbindungen aufgefiihrt, die von den 4 Zahnpasten in der Atemluft
identifiziert werden konnten.
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Tabelle 14 Nachgewiesene Analyte in der Atemluft nach Verwendung
verschiedener Zahnpasten; Analyte in Pfefferminzol

inlgin Analyt ZP1 ZP2 Z7ZP3 ZP4 PF
1,86  2-Methylbutan - - - X -
2,80 2-Butanon - X - - -
2,81  Methylglyoxal - X - - -
2,81  Tetrahydrofuran - - - X -
4,40 2-Methylbutanol - - - X -
547  Dimethylsilandiol - X - - -
6,07  Propenylglycol - X - - -
7,34  3-Hexen-1-ol X - - - -
7,57  Xylol X - - - -
8,40  2,5-Diethyltetrahydrofuran X - - - -
9,26  a-Thujen - - X X -
946 o-Pinen X X X X -
990 Camphen X - X X -

10,68  p-Phellandren - - X - -

10,69  Monoterpen (Terpinolen) X - - - -

10,76  B-Pinen X X X X -

11,00  Monoterpen oder C;pH;g (Menthen) X X X X -

11,26  B-Myrcen X - X X -

11,43  3-Octanol X - X X -

11,63  1,3,8-Menthatrien - - X -

11,64  a-Phellandren X X - - X

12,03 Cymol X - X X -

12,29  Cymol X X X

12,43 Limonen X X X

12,53  Eucalyptol X X X

12,70  Ocimen (cis oder trans) X - X X -

13,10  Ocimen (cis oder trans) X - X X -

13,32  y-Terpinen - - - X X

13,32 Monoterpen (Terpinolen) X X X - -

ZP1 blend-a-med

7ZP2 Eurodont

ZP3 Theramed

VAL Colgate

PF Pfefferminzol
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Tabelle 14 Nachgewiesene Analyte in der Atemluft nach Verwendung
verschiedener Zahnpasten; Analyte in Pfefferminzol

RT

in min Analyt ZP1 ZP2 ZP3 ZP4 PF
13,70  1-Octanol X - - -
14,22  2-Caren X - X - X
14,22 Monoterpen (Terpinolen) - X - X -
14,25  p-o-Dimethylstyrol X - X -
14,59  Monoterpen X - X -
14,70  2-Methylbutylesterbuttersaure - - - X -
14,83  3-Methylbutylesterbuttersaure - - - X -
15,27  3-Octanolacetat - - - X -
15,40  1,3,5,5-Tetramethyl-1,3-cyclohexadien - - - X -
15,86  C;oH;g (Isopulegol) X - X - -
16,04 Menthon (cis oder trans) - X X X -
16,12  p-Menthol X - - - -
16,29 Menthofuran X - X - -
16,30  C;oHjg (Citronellal) - X - - -
16,33  Menthon (cis oder trans) X - X X -
16,34  Isomenthol X - - - -
16,54 Menthol (Isomere) X X X X X
-16,63
16,74  Monoterpen (cis Caran) - - X X -
16,77  Isomenthol X - - X -
16,87  p-Menth-3-en - - X - -
16,89  CypHy0O X - - - -
16,91  Terpinol - X - - -
16,93 Monoterpen X X - - -
17,04 Dihydrocarvon - - X - -

17,07  p-Allylanisol X - - - -
17,32 n-Octylacetat X - - - -
17,81  cis 3-Hexylvalerat X - - - -
17,88  2-Menthen X - - - -
17,92 Pulegon X - - X -

7r1 blend-a-med

7r2 Eurodont

ZP3 Theramed

ZP4 Colgate

PF Pfefferminzol
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Tabelle 14 Nachgewiesene Analyte in der Atemluft nach Verwendung
verschiedener Zahnpasten; Analyte in Pfefferminzol

RT

in min Analyt ZP1 Z7ZP2 ZP3 ZP4 PF
18,00 (+)-Carvon - - - X -
18,55 CypH;g (Menthen) - - X - -
18,56  Monoterpen X - - X -
18,75  p-Propenylanisol X X X -
1891 Mentholacetat X - X -
19,15 C;pH;g (Menthen) X - - X -
19,22 5-Methyl-3(1-methylethyl)-trans-(-)- X - - - -

cyclohexen

20,43 Bourbonen X - X X -
20,95 Longifolen X - X X -
21,44  o-Caryophyllen - - - X -

ZPr1 blend-a-med

7r2 Eurodont

7ZP3 Theramed

ZP4 Colgate

PF Pfefferminzol

Ein Vergleich mit den vom Hersteller benannten Inhaltsstoffen zeigte, mit Aus-
nahme des Analyts Limonen, keine weitere Ubereinstimmung mit den Verbin-
dungen aus Tabelle 14. Limonen wurde in Zahnpasta 1 und 3 explizit deklariert,
aber auch nach Verwendung der beiden anderen Zahnpasten in der Atemluft
gefunden. Alle anderen analysierten Inhalts- und Aromastoffe verbergen sich
demnach unter der vom Hersteller gewahlten Bezeichnung ,Aroma”. Da die
identifizierten Verbindungen tiberwiegend zur Gruppe der Monoterpene bzw.
ihrer Oxidationsprodukte gehoren, wurde zum direkten Vergleich eine Head-
space-Probe von Pfefferminzol (PF) untersucht. Dieses Ol ist natiirlichen
Ursprungs und wird vielfach als Heilmittel und Aromastoff verwendet. Eine
Verwendung im Bereich der Mundhygiene erscheint daher naheliegend. In der
letzten Spalte der Tabelle sind die Inhaltsstoffe einer Headspaceprobe des Pfef-
ferminzols aufgefiihrt. Auch hierbei wurden ausschliefflich Monoterpene und
ihre Oxidationsprodukte detektiert. Eine Identifizierung gelang fiir die Analyte
a-Phellandren, Cymol, Limonen, Eucalyptol, y-Terpinen, 2-Caren und Menthol.
Bei den anderen Analyten handelt es sich iiberwiegend um C;yH;4-Isomere, die
weder {iiber ihre Retentionszeit noch massenspektrometrisch eindeutig identifi-
ziert werden konnten. Die grole Ubereinstimmung der Substanzspektren von
Pfefferminzol und Zahnpasta legt Pfefferminzdl als eine ,, Aroma”-Komponente
in Zahnpasta nahe.
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Neben Limonen wurden weitere 7 Verbindungen, namlich o-Pinen, B-Pinen,
Menthen, Cymol, Eucalyptol, Menthol und p-Propenylanisol, in allen Proben-
nach dem Zahneputzen gefunden. Sie sind somit charakteristische Geruchs-
stoffe fiir Zahnpasta, die fiir einen nachhaltigen Einfluss auf die , Atemfrische”
eingesetzt werden. Ein Vergleich mit Probanden, die mindestens 2 Stunden vor
der Probenahme ihre Zihne nicht geputzt und seither keine Nahrung zu sich
genommen hatten, zeigt, dass Limonen, a-Pinen, B-Pinen und Eucalyptol den-
noch in mehr als 90 % aller Proben gefunden wurden. Durch den hier untersuch-
ten Matrixeinfluss von Zahnpasta wird somit ein Eintragspfad dieser Analyte in
die Atemluft nachgewiesen. Weitere Analyte, die in 3 von 4 Proben vorkamen,
geben einen deutlichen Hinweis auf eine Verdnderung der Atemluft durch den
Gebrauch von Zahnpasta. Bei diesen Verbindungen handelt es sich um Cam-
phen, B-Myrcen, 3-Octanol, 1,3,8-Menthatrien, Cymol, Ocimen (cis und trans),
Terpinolen, p-a-Dimethylstyrol, Menthon (2 Isomere), Mentholacetat, Bourbo-
nen und Longifolen. Beim Vergleich dieser Verbindungen mit den Analyten der
Kontrollgruppe kann nur in Einzelféllen eine Ubereinstimmung beobachtet wer-
den. Dies bedeutet, dass ein grofler Teil der aus Zahnpasta eingetragenen Ana-
lyte schon nach kurzer Zeit nicht mehr nachgewiesen werden kann. Die Analyte
konnen, falls sie noch gefunden werden, somit Hinweis auf Mundhygieneartikel
geben, nicht jedoch zur eindeutigen Identifizierung dieser Artikel dienen. Dafiir
kdamen allenfalls a-Pinen, B-Pinen, Limonen und Eucalyptol in Frage. Sie wer-
den langsam abgebaut und sind in allen Proben enthalten. Da jedoch insbeson-
dere fiir a-Pinen und Limonen noch zahlreiche andere Eintragspfade aufSer den
biogenen Quellen oder der direkten Aufnahme durch Nahrungsmittel bekannt
sind, ist die Zahnpasta an dieser Stelle nur ein moglicher Eintragspfad in die
Atemluft.

2.4.4 Einfluss von Arzneimitteln fiir Atemwegserkrankungen

Viele Arzneimittel zur Linderung von Atemwegs- und Erkaltungskrankheiten
basieren auf pflanzlichen Inhalts- und Wirkstoffen. Sie sind daher in Apotheken
und Drogerien ohne arztliche Verschreibung frei verkauflich und werden haufig
zur Eigentherapie verwendet. Die Wirkstoffe sind iiberwiegend stark aroma-
tisch, wodurch Reizlinderung und freieres Atmen erreicht werden soll. In der
ausgeatmeten Luft des Konsumenten kann man viele dieser natiirlichen Aroma-
stoffe wiederfinden. In den folgenden Versuchen wurde von verschiedenen Pro-
banden eine Lutschtablette, ein Lakritzhustenbonbon und Hustentropfen
konsumiert. Die Probenahme erfolgte vor und direkt nach der Einnahme der
Arzneimittel. Laut Herstellerangaben enthielt die Lutschtablette als Wirkstoff
1,4-Cetylpyridiniumchlorid und Pfefferminzol, das Lakritzbonbon Aromen und
Krauterextrakte und die Tropfen Thymianfliissigextrakt, Primelwurzeltinktur,
Eucalyptusol und Menthol. In Tabelle 15 sind die exhalierten Verbindungen der
drei Produkte gegeniibergestellt. Ahnlich wie bei den Verbindungen aus den
Zahnpasten (siehe Kap. 2.4.3) wurden fiir die Arzneimittel fast ausschliefslich
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Terpene und deren Oxidationsprodukte detektiert. Viele der Analyte kommen
in zwei oder in allen drei konsumierten Mitteln vor. Als Quelle fiir Menthol,

Menthon, Menthofuran und Eucalyptol kommt Pfefferminzol in Frage. Durch
Eucalyptusol werden neben Eucalyptol auch o-Pinen, Borneol, Carvon, Cymen
und Limonen eingetragen. Weitere Mono- und Triterpene sind im Thymianex-
trakt enthalten.

Tabelle 15 Nachgewiesene Analyte in der Atemluft nach Einnahme von
Arzneimitteln fiir Atemwegserkrankungen

RT

in min Lutschtablette Lakritzbonbon Tropfen
9,26 a-Pinen a-Pinen -
9,89  Camphen Camphen -
10,29 - Benzaldehyd -
10,76  B-Pinen B-Pinen -
11,24  C¢Hyg (B-Myrcen) CgH1g (B-Myrcen) -
11,39  3-Octanol - -
11,62  CygHy4 (1,3,8-Menthatrien) C;poHyy4 (1,3,8-Menthatrien) -
12,01  Cymol - -
12,25  Cymol Cymol Cymol
12,37 Limonen Limonen Limonen
12,46  Eucalyptol Eucalyptol Eucalyptol
12,68 Ocimen - -
13,31  CygH;¢ (Terpinolen) CyoHj¢4 (Terpinolen) -
14,22 CygHyg - -
14,23 - Fenchon Fenchon
14,23 Styrol - -
14,57 - - C10H1580
15,81 - - Camphor
15,84 - Isopulegol -
16,04 Menthon Menthon -
16,26 Menthofuran - -
16,32 - - Borneol
16,29 Menthon - -
16,30 - Isomenthol -
16,50  Menthol Menthol Menthol
16,85  Cy9Hjg (Caran) - -
18,56  CygHig (Menthen) - -
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Tabelle 15 Nachgewiesene Analyte in der Atemluft nach Einnahme von
Arzneimitteln fiir Atemwegserkrankungen

. RT. Lutschtablette Lakritzbonbon Tropfen
in min

18,75 - p-Propenylanisol -

18,88 Caran Caran -

19,15  CygH;g (Menthen) - -
20,95 Longifolen - _

Der Vergleich aller Arzneimittel zeigt einen deutlichen Eintrag von leichtfliichti-
gen Substanzen in die Atemluft. Aufler a-Pinen, B-Pinen, Limonen, Eucalyptol
und Cymol wird jedoch der Grofiteil der Analyte relativ schnell wieder abge-
baut. Das erklart, warum die meisten der in Tabelle 15 aufgefiihrten Verbindun-
gen bei den Probanden bereits nach einer Stunde nicht mehr detektiert werden
konnten. Die komplexe und nicht immer gleiche Zusammensetzung pflanzlicher
Ole sowie eine unzureichende Deklarierung bei frei verkiuflichen Arzneimit-
teln, schranken deren Verwendung im Rahmen einer sinnvollen und reprodu-
zierbaren Atemluftuntersuchung jedoch trotzdem ein. Da der Eintragspfad der
Terpene und ihrer Oxidationsprodukte nicht eindeutig ist, miissen diese Verbin-
dungen auch hierbei als Marker fiir endogene Veranderungen ausgeschlossen
werden. Die exogenen Eintrage in die Atemluft tiberwiegen deutlich, daher kon-
nen die genannten Verbindungen bestenfalls Riickschliisse auf die Aufnahme
stark aromatisierter Mittel oder Nahrung erlauben, direkte Zuordnung ist auch
hier nicht moglich.

2.4.5 Einfluss ausgewahiter Nahrungsmittel

Durch die Aufnahme von Nahrungsmitteln werden zahlreiche leichtfliichtige
Verbindungen in die Atemluft eingebracht. Dies konnen Substanzen sein, die
von der Nahrung selbst unverandert emittiert werden und daher auch in Head-
spaceproben zu finden sind. Bei vielen Verbindungen handelt es sich jedoch um
Metabolite von Inhaltsstoffen der aufgenommenen Nahrungsmittel, die tiber
den Blutkreislauf transportiert und dabei in der Lunge anteilig in die Atemluft
abgegeben werden. Die grofSe Vielfalt der Nahrungspalette erschwert daher eine
allgemein giiltige, umfassende Charakterisierung aller Beeinflussungen der aus-
geatmeten Luft. Da im Rahmen dieser Arbeit nur einige Lebensmittel untersucht
werden konnten, wurden diejenigen ausgewahlt, die aufgrund ihrer Geruchsin-
tensitdat einen charakteristischen Beitrag zur Atemluft erwarten lieflen. Dazu
gehoren sowohl Gemdiisesorten wie Knoblauch und Zwiebeln als auch Obstsor-
ten wie Bananen und Erdbeeren. Natiirlich besteht durch die entwickelte
Methode jedoch jederzeit die Moglichkeit der Untersuchung weiterer Nah-
rungs- und Genussmittel. Bei allen untersuchten Nahrungsmitteln wurde eine
Probe vor, eine Probe kurz nach dem Konsum und eine weitere Probe eine
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Stunde spater untersucht. Konnten die eingetragenen Analyte in dieser letzten
Probe noch nachgewiesen werden, so wurde in weiteren Proben das Abbauver-
halten dieser Analyte untersucht.

Zuerst wurden mit Knoblauch und Zwiebel zwei Vertreter der Alliumgewéachse
ausgewdhlt. Wie alle ihre Artverwandten zeichnen sich beide Gemiise durch
ihren starken, charakteristischen Geruch aus, der beim Hacken, Schneiden und
Kauen freigesetzt wird. Da dieser Geruch sehr intensiv ist und lange wahrge-
nommen werden kann, ist seine Zusammensetzung bzw. sein Abbauverhalten
im Rahmen der Atemluftanalyse von grofsem Interesse. Der Mechanismus zur
Bildung der fiir Alliumgewachse charakteristischen Aromen ist insbesondere
fiir Knoblauch inzwischen gut bekannt [96, 98, 99]. So ist in den Mesophylzellen
der Knoblauchzehe geruchloses Alliin und raumlich getrennt davon in den vas-
kuldren Scheidebiindelzelle das Enzym Alliinase enthalten. Kommen beide
Stoffe durch Schneiden, Hacken oder sonstiges Zerkleinern des Gemdiises in
direkten Kontakt, so erfolgt eine unmittelbare Umsetzung zu Allicin. Dieses
besitzt den typischen Knoblauchgeruch. In weiteren Reaktionen werden dann
aus Allicin zahlreiche, stark riechende Organosulfide gebildet, die als Leitsub-
stanzen detektiert werden [98, 100].

In zwei Versuchsreihen an unterschiedlichen Probenahmetagen wurde von den
Probanden eine Knoblauchzehe bzw. eine halbe Zwiebel konsumiert. Die Probe-
nahme erfolgte unmittelbar vor und direkt nach dem Konsum der Nahrungs-
mittel. Zur weiteren Untersuchung des Abbauverhaltens der in die Atemluft
eingetragenen Verbindungen wurden im Rahmen des Knoblauchabbaus tiiber
den Zeitraum von 8 Stunden jeweils eine Probe pro Stunde untersucht und eine
weitere 24 Stunden nach dem Konsum. Der Metabolismus der Zwiebelinhalts-
stoffe wurde ebenfalls stiindlich untersucht. In Abbildung 17 ist das unter-
schiedliche Abbauverhalten fiir die Schwefelverbindungen Allylmethylsulfid
und 1-Methylthiopropan des Knoblauchs dargestellt. Ferner kann der Graphik
der Konzentrationsverlauf des Acetons (eigene Skalierung beachten) iiber die
gesamte Probenahmezeit entnommen werden. Die beiden Schwefelverbindun-
gen Allylmethylsulfid (m/z 73+88) und 1-Methylthiopropan (m/z 61+90) sind
gleichzeitig Vertreter fiir 2 von 3 unterschiedlichen Gruppen, die sich aufgrund
ihres Abbauverhaltens zusammenfassen lassen. Eine Gruppe von Analyten
kann nur direkt nach dem Konsum von Knoblauch in der Atemluft festgestellt
werden. Es handelt sich hierbei um Diallyltrisulfid, Diallyldisulfid, 1,3-Dithion,
Dimethylthiophen, Allylthiol und 1-(1-Propenylthio)propan. Eine andere
Gruppe von Substanzen zeigt einen nahezu vollstandigen Abbau in 1-2 Stunden.
Neben dem in Abbildung 17 dargestelltem 1-Methylthiopropan gehoren Diallyl-
sulfid und 1-Methylthio-1-propen zu dieser Gruppe. Fiir die dritte Gruppe von
Analyten ist eine relativ lange Verweilzeit in der Atemluft typisch. Allylmethyl-
sulfid (siehe Abbildung 17) war auch nach 8 Stunden noch in deutlichen Men-
gen vorhanden und sogar nach 24 Stunden noch gut nachweisbar. Somit ist der
typische Knoblauchgeruch, der auch lange nach dem Verzehr noch wahrgenom-

73



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSIONEN

men werden kann, wahrscheinlich hauptsachlich auf Allylmethylsulfid zurtick-
zufiihren.

— = Knoblauch - - = NA1 — - NA2
Allylmethylsulfid (nvz 73+88) —#— 1-Methylthiopropan (mvz 61+90) —®— Aceton (1vz 43+58)
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Abbildung 17 Abbau von Schwefelverbindungen aus Knoblauch und Verlauf
der Acetonkonzentration in der Probenahmezeit (NA=Nahrungsaufnahme)

Der Konzentrationsverlauf des Acetons zeigt im Rahmen der Probenahmezeit
keinen Abbau sondern eine deutliche Zunahme. Die Maxima bei der 3. und 6.
Probe sind jeweils auf die Aufnahme von Nahrung (Friihstiick und Mittagessen)
zuriickzufiihren. Das absolute Maximum der Probenahmereihe liegt bei der
letzten Probe des ersten Probenahmetages. Obwohl nur eine 5stiindige Zeit
ohne die Aufnahme von Nahrung vorangegangen war, liegt dieses Maximum
deutlich tiber der Konzentration der ersten Probe, der eine ca. 10stiindige Zeit
ohne Nahrungsaufnahme wahrend der Nacht vorangegangen war. Der Verlauf
der Acetonwerte kann daher nicht auf den Hungerzustand des Probanden
zuriickgefiihrt werden. Auch eine diabetische Erkrankung war nicht bekannt.
Als Mechanismus kommt somit eine Veranderung der endogenen Acetonpro-
duktion, verursacht durch die Aufnahme von Knoblauch, in Frage. Diese
Annahme wird durch Erkenntnisse anderer Gruppen gestarkt, die im Rahmen
ihrer Untersuchungen von einer lipidsenkenden Wirkung des Knoblauchs und
damit verbundener erhohter Fettverbrennung, die mit verstarkter Bildung von
Ketonkorper einher geht, ausgehen [96]. Die erhaltenen Ergebnisse sind ver-
gleichbar mit den in der Literatur beschriebenen, in denen ebenfalls unter-
schiedliches Abbauverhalten beobachtet wurde [96, 101]. Eine eindeutige
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Identifizierung des Knoblauchs, auch noch 24 Stunden nach dem Konsum, ist
nur iiber den Analyt Allylmethylsulfid moglich, der sonst kein Bestandteil der
Ausatemluft ist. Bei zeitnaher Probenahme kommen fiir eine weitere Charakteri-
sierung erganzend die Analyte der Gruppe mit 1-2stiindigem Abbauverhalten
in Frage.

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Inhaltsstoffen der Zwiebel konnten
ahnliche Beobachtungen wie fiir Knoblauch gemacht werden. Die maximale
Abbauzeit war jedoch mit ca. 3 Stunden fiir den Hauptanalyt 1-Methylthiopro-
pan deutlich kiirzer. Alle anderen detektierten Analyte, 1-Propanthiol, 1-
Methylthio-1-propen, Dipropylsulfid, Dimethylthiophen, Methylpropyldisulfid,
Methyl-2-propenyldisulfid und Dipropyldisulfid, beeinflussen die Atemluft nur
kurze Zeit nach der Aufnahme. Eine eindeutige Identifizierung iiber einen cha-
rakteristische Inhaltsstoff kann fiir die Zwiebel nicht vorgenommen werden.
Letztendlich kann aber die Detektion einer groffen Anzahl bzw. hoher Konzen-
trationen der fiir Knoblauch und Zwiebeln beschriebenen Verbindungen Hin-
weis auf den Konsum von Alliumgewachsen geben.

Nach der Untersuchung von Knoblauch und Zwiebeln wurden andere Nah-
rungsmittel, die ebenfalls durch ein starkes Aroma oder einen lang anhaltenden
Geschmack auffallen, konsumiert und analysiert. Der Konsum zweier stark rie-
chender Késesorten, eines Limburgers und eines Harzers, zeigte, dass in diesem
Fall Dimethyldisulfid (DMDS) als Hauptkomponente in die Atemluft eingetra-
gen wurde und fiir den charakteristischen Geruch verantwortlich ist. Durch den
Harzer Kéase wurden ferner deutliche Mengen an Styrol und Limonen sowie
Carvon und eine C;yH;gO-Verbindung in die Atemluft eingebracht. Neben
Limonen, auf dessen Abbau spiter eingegangen wird, zeigte insbesondere
DMDS ein auffilliges Abbauverhalten (siehe Abbildung 18). So steigt im Atem
des Probanden nach dem Kasekonsum (zwischen Probe 1 und 2) die Konzentra-
tion von DMDS sprunghaft an. Innerhalb der nachsten Stunde kann ein nahezu
vollstandiger Riickgang beobachtet werden. Weitere Untersuchung des DMDS
zeigt jedoch nicht ein Verbleiben auf niedrigem Niveau sondern einen erneuten
Konzentrationsanstieg bis zu einem zweiten Maximum gegen 12:30 Uhr, d.h. 3,5
Stunden nach dem Konsum des Kidses. Da im Verlauf der Messreihe DMDS
weder durch Kése noch auf anderem Wege erneut aufgenommen wurde, muss
der zweite Kurvenabschnitt auf endogen freigesetztes DMDS zuriickgefiihrt
werden. Die wahrscheinlichste Erklarung des Kurvenverlaufs ist, dass das Maxi-
mum an DMDS im ersten Teil ausschliefdlich auf den Memory-Effekt im Mund-
Rachen-Raum zuriickzufiihren ist und erst im zweiten Teil die Stoffwechselpro-
dukte des Magen-Darm-Traktes zu sehen sind. Diese Theorie erklart die ver-
gleichsweise hohen Konzentrationen beim ersten Maximum, die direkt
eingetragen wurden, im Vergleich zu den deutlich niedrigeren Konzentrationen,
die durch Gleichgewichtseinstellung zwischen Blut und Atemluft in der Lunge
erreicht werden. Da DMDS auch in Proben der Kontrollgruppe gefunden
wurde, kann diese Substanz allenfalls durch erhohte Konzentration in der aus-
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geatmeten Luft Hinweise auf den Konsum von Kiase geben. Allgemein gibt
DMDS einen sicheren Hinweis auf strengen, leicht unangenehmen Geruch. In
dieser Eigenschaft kann es mit dem nattirlichen Mundgeruch, der nachweislich
durch Schwefelverbindungen hervorgerufen wird [102-104], in Verbindung
gebracht werden. Leichtfliichtige organische Schwefelverbindungen wie z.B.
Schwefelwasserstoff, Dimethylsulfid und auch DMDS sind dabei, wie in wissen-
schaftlichen Studien gezeigt werden konnt, hauptsachlich durch Parodontitis
(Entziindung der Zahnwurzelhaut) und Zungenbelag bedingt [102, 105].

— — Kiise —— Dimethyldisulfid (m/z 94)
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Abbildung 18 Abbau von DMDS in Atemluft nach Konsum von Kase

Die Atemluft wurde auch nach dem gezielten Konsum gebrauchlicher Mengen
von gerduchertem Schinken, Rettich, Vollkornbrot mit Nussnugatcreme und
Kaffee untersucht. Unter den entwickelten Messbedingungen zeigten diese
Nahrungsmittel keine deutliche Veranderung der Atemluft.

Der Analyt Limonen wird aus vielen Quellen in die Atemluft eingetragen. Allein
im Rahmen dieser Arbeit wurde er durch Zahnpasta, Arzneimittel und Nah-
rungsmittel eingebracht. Besonders nach dem Konsum von Orangensaft wurden
erhohte Limonenkonzentrationen festgestellt. Vielfach lag dabei das Trinken
schon mehrere Stunden zuriick. Dennoch konnten bei einigen Probanden, die
angehalten waren, eine Stunde vor der Probenahme nichts mehr zu sich zu neh-
men, noch deutlich erh6hte Konzentrationen festgestellt werden. Die Untersu-
chung eines Tagesganges zeigte, dass die Limonenkonzentration 2 Stunden nach
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dem Konsum immer noch stark erhoht ist. Erst weitere 2 Stunden spater sind
wieder normale Konzentrationen erreicht. Aufgrund der vielen, unterschiedli-
chen Eintragspfade und des langsamen Abbauverhaltens ist Limonen als spezi-
tischer Hinweis auf einen Storeffekt nicht geeignet.

In weiteren Versuchen wurden die fliichtigen Verbindungen von Bananen und
Erdbeeren untersucht. Die Analyte beider Obstsorten konnten jedoch nur
unmittelbar nach dem Konsum nachgewiesen werden und haben daher auf die
Probe keinen Einfluss. In Tabelle 16 sind die typischen Analyte fiir beide Obst-
sorten aufgefiihrt. Bei beiden Friichten wurden tiiberwiegend Ester gefunden,
davon viele der Essigsdure. Eine Unterscheidung beider Friichte ist insofern
schwierig, als dass viele Verbindungen in beiden Fallen vorkommen. Die in der
Literatur [106] benannten Marker Isobutylacetat und Isopentylacetat fiir reife
Bananen sowie Hexanal und 2-Hexenal fiir unreife Bananen kommen in beiden
Friichten vor. Sie sind daher als Marker fiir eine Identifizierung oder Unterschei-
dung nicht geeignet.

Tabelle 16 Inhaltsstoffe aus Bananen und Erbeeren

RT in min Bananen Erdbeeren
1,74 - Acetaldehyd
2,13 Methylacetat Methylacetat
2,71 Ethylacetat Ethylacetat
2,85 - Methylpropylat
3,19 Butanol -
3,21 - Isopropylacetat
3,54 2-Pentanon -
3,69 - 3-Pentanon
3,74 CsH,0 -
3,94 - Ethylpropanoat
4,00 Propylacetat Propylacetat
4,12 - Methylbutanoat
4,35 3-Methyl-1-butanol -
5,18 Isobutylacetat Isobutylacetat
5,55 2-Hexanon -
5,75 Hexanal Hexanal
5,79 Buttersaureethylester Buttersaureethylester
6,14 Butylacetat Butylacetat
6,93 - 2-Butensaureethylester
7,07 - Buttersaure-2-methylester
7,10 1-Methylbutylacetat -
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Tabelle 16 Inhaltsstoffe aus Bananen und Erbeeren

RT in min Bananen Erdbeeren
7,15 2-Hexenal 2-Hexenal
7,61 Hexanol -
7,84 Isopentylacetat Isopentylacetat
7,89 - 2-Methylbutylacetat
8,24 2-Heptanon -
8,96 Pentylacetat -
9,21 - Methylhexanoat
10,19 Buttersaureisobutylester -
11,42 Buttersdurebutylester -
11,50 - Ethylhexanoat
11,96 Hexylacetat Hexylacetat
12,01 - CgH120
12,22 4-Hexen-1-ol-acetat -
12,42 2-Ethylhexanol -
12,66 - CyoH;150,
13,26 Buttersdaure-3-methylbutylester -
14,52 - CyoH;180
14,75 Buttersaure-3-methyl-3-methylbutylester -
16,90 Buttersaurehexylester -
17,28 - Essigsdureoctylester
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2.4.6 Fazit fiir die Probenahme

Die Ergebnisse der unterschiedlichen, gezielten Veranderungen der ausgeatme-
ten Luft durch Konsum von Genussmitteln (Tabak, Alkohol), Verwendung von
Hygieneartikeln (Zahnpasta), durch Einnahme von Arzneimitteln (hier fiir
Atemwegserkrankungen) und durch den Konsum von Nahrungsmitteln (Alli-
umgewdchse, Obst u.a.) fithren zu folgenden Probenahmevoraussetzungen fiir
eine sinnvolle, reproduzierbare diagnostische Anwendung der Atemluftanalyse:

Unterlassung des Rauchens am Tag der Probenahme, mindestens aber in den
2 Stunden unmittelbar vor der Probenahme

* keine Aufnahme alkoholischer Getranke und Speisen, keine Verwendung
alkoholhaltiger Hygieneartikel wie Atemsprays und Mundwasser und,
soweit moglich, Verzicht auf alkoholhaltige Arzneimittel in einem Zeitraum
von 1-2 Stunden vor der Probenahme

* keine Verwendung von Mundhygieneartikeln mindestens 1 Stunde vor der
Probenahme

¢ Vermeidung jeglicher Arzneimittelaufnahme, soweit nicht unbedingt nétig,
am Tag der Probenahme, insbesondere bei nicht explizit deklarierten, natiir-
lichen Wirkstoffen

¢ Vermeidung des Konsums von Alliumgewachsen (24 Stunden vor der
Probenahme), von aromatischen Késesorten (am Tag der Probenahme) und
von stark Limonen haltigen Nahrungsmitteln wie Orangensaft (4 Stunden
vor der Probenahme)

¢ Vermeidung jeglicher Nahrungsaufnahme unmittelbar vor der Probenahme,
zur Minimierung moglicher Matrixeintrage und erhohter Speichelproduk-
tion

Im Vorfeld jeder Probenahme gilt es ferner, besondere Essgewohnheiten (z.B.
Diat, einseitige Erndhrung) und Trinkgewohnheiten, sowie die Einnahme
bestimmter Medikamente bzw. den allgemeinen Gesundheitszustand des Pro-
banden zu kldren. Der Proband ist fiir sein Essverhalten zu sensibilisieren und
dariiber aufzukldren, dass neben den oben aufgefiihrten Mafigaben die Auf-
nahme jeglicher stark aromatische Nahrungsmittel am Tag der Probenahme ver-
mieden werden muss.
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2.4.7 Beobachtung der Atemluft bei zwei Krankheitsbildern

Um die Anwendbarkeit der entwickelten Methode fiir medizinische Fragestel-
lungen zu priifen, wurden zwei unterschiedliche Krankheitsbilder, ein chroni-
sches und ein nicht chronisches untersucht. Bei dem ersten handelt es sich um
eine Diabetes Mellitus. Diese Erkrankung wird durch einen Insulinmangel her-
vorgerufen, der zu einer unvollstandigen Metabolisierung der Glycose im Kor-
per fiihrt. Dadurch wird wiederum ein verstarkter Fettabbau hervorgerufen, der
das Energiedefizit ausgleicht und gleichzeitig zu einer erhohten Freisetzung von
Ketonkorpern fiihrt. Letztere, insbesondere Aceton, werden in erhohten Kon-
zentrationen im Harn und in der Atemluft der Erkrankten festgestellt. Neben
Urin-Schnelltests wird daher verstarkt auch die Atemluftanalyse als Diagnose-
verfahren mit Aceton als Marker diskutiert.

Mit der hier entwickelten Methode wurde die Atemluft eines Nicht-Diabetikers
mit der eines Diabetikers im Verlauf einer Zeitspanne von 6 bzw. 7 Stunden ver-
glichen. Von jedem Probanden wurden in dieser Zeit 8 Proben genommen und
zeitnah zur Probenahme der Blutzuckerspiegel mit Hilfe eines kommerziell
erhaltlichen Analysegerates bestimmt. Die Konzentrationsverlaufe und der Blut-
zuckergehalt sind fiir den Nicht-Diabetiker in Abbildung 19 und fiir den Diabe-
tiker in Abbildung 20 dargestellt. Nahrungsaufnahme, beim Diabetiker
verbunden mit Insulingabe, ist in den Abbildungen jeweils durch senkrechte
Markierungen vermerkt. Zwischen Nahrungsaufnahme und Probenahme lagen
bei allen Proben mehr als 30 min.

Der Blutzuckerspiegel des Nicht-Diabetikers lag im Tagesmittel bei einer Kon-
zentration von 98 mg/dL, wobei die Extrema bei 64 mg/dL und 150 mg/dL lagen.
Die verhaltnismafiig hohen Konzentrationen der ersten beiden Proben sind auf
den Hungerzustand des Probanden zuriickzufiihren, der auch durch den niedri-
gen Blutzuckergehalt belegt wird. Zu diesem Zeitpunkt lag ein Mangel an Koh-
lenhydraten im Korper vor. Die von Muskeln und Fettgewebe bendttigte Energie
wird zum Ausgleich dieses Mangels verstarkt durch Lipolyse bereitgestellt, mit
der eine erhohte Ketonkorperbildung einhergeht. Die Nahrungsaufnahmen um
8 Uhr und um 10 Uhr (fettarme und kohlenhydratreiche Nahrung) fiihrten zu
einem kurzfristigen Anstieg des Blutzuckers, d.h. es wurden deutliche Mengen
an Kohlenhydraten aufgenommen und anschlieSend metabolisiert. Fiir die
Energiebilanz bedeutet dieser Vorgang einen abnehmenden Beitrag durch Fett-
abbau, d.h. auch eine verringerte Acetonproduktion, bei zeitgleich steigendem
Beitrag durch den Kohlehydrat- bzw. Glucosestoffwechsel. Nach dieser langsa-
men Abnahme des Acetongehalts in der Atemluft setzte ab ca. 12 Uhr wieder ein
verstarkter Hungerzustand mit entsprechendem Fettsaureabbau ein. Die Ace-
tonkonzentrationen stiegen im Rahmen dieses Prozesses bis zur Nahrungsauf-
nahme um 13 Uhr wieder deutlich an. In dieser letzten Probe der Reihe ist neben
einem erhohten Blutzuckerspiegel eine entsprechend niedrige Acetonkonzentra-
tion durch die Glucosezufuhr zu erwarten. Der reale Wert zeigt jedoch einen
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2.4 UNTERSUCHUNG VON MATRIXEFFEKTEN AUSGEATMETER LUFT

erneuten Acetonanstieg. Dieser lasst sich erklaren, wenn man ihn als Produkt
zweier unterschiedlicher Stoffwechselvorgange interpretiert. Er besteht zu
einem Teil, der niedriger als in der vorangegangenen Probe sein sollte, aus dem
durch Lipolyse hervorgerufenen ,Hunger-Aceton” und zu iibrigen Teil aus dem
im Rahmen des normalen Fettmetabolismus produzierten Aceton. Insgesamt
kann fiir einen Nicht-Diabetiker niedriger Blutzucker, d.h. Glucosedefizit, mit
erhohter Lipolyse bzw. Acetonproduktion korreliert werden. AufSerdem wird
deutlich, dass der Blutzucker in Abhangigkeit der Glucoseaufnahme starken
Schwankungen unterliegt. Diese sind auf die extrem schnelle Umsetzung des
Zuckers durch das Insulin zuriickzufiihren. Literaturangaben zum Acetongehalt
in Atemluft bei Menschen und Mausen, die kohlehydratarm und fettreich
erndhrt wurden, belegen die hier vorgestellten Versuchsergebnisse [91-93].
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Abbildung 19 Verlauf der Acetonkonzentration in der Atemluft und
Blutzuckerspiegel bei einem Nicht-Diabetiker (NA=Nahrungsaufnahme)

Der Blutzucker des Diabetikers lag trotz gezielter Insulingabe auf einem deut-
lich hoheren Niveau als bei dem Nicht-Diabetiker. Es wurde ein Tagesmittelwert
von 139 mg/dL festgestellt. Die Extrema lagen in diesem Fall bei 96 mg/dL und
177 mg/dL. Der Verlauf des Blutzuckers ist, unabhangig von seinem hoheren
Niveau, durch die Zufiihrung korperfremden Insulins mit dem eines Nicht-Dia-
betikers vergleichbar. Entsprechend ist bei Nahrungsaufnahme ein Anstieg der
Glucosekonzentration im Blut zu beobachten. Ohne gezielte Insulingabe wére
letzterer deutlich hoher. Dies ist auf die veranderten Stoffwechselvorgéange eines
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Diabetikers zuriickzufiihren. Durch den Insulinmangel wird neben einer Ver-
minderung des Glucoseabbaus im Blut auch dessen Transport, Aufnahme und
Speicherung im Muskel- und Fettgewebe unterbunden. Stattdessen wird dhnlich
wie im Hungerzustand die fehlende Energie durch Gluconeogenese, d.h. in die-
sem Fall hauptsachlich durch Lipolyse bei gleichzeitiger erhohter Ketonkorper-
bildung, gewonnen. Gleichzeitig zum chronisch veranderten Stoffwechsel wird
jedoch durch Gabe von Insulin der natiirliche Stoffwechsel aktiviert. Dieses
fiihrt zu einer Uberlagerung beider Effekte und wird durch deutliche Schwan-
kungen der Acetonkonzentration sichtbar (siehe Abbildung 20). Eine Wichtung
beider Effekte kann anhand der Messdaten nicht vorgenommen werden. Und
auch eine eindeutige Korrelation zwischen Blutzucker und Acetonkonzentration
ist durch die punktuelle Gabe des Insulins und der damit verbundenen Veran-
derung des diabetischen Stoffwechsels nicht moglich. Der Vergleich der Aceton-
konzentrationen beider Probanden zeigt Werte in anndhernd derselben
Grofienordnung, keinesfalls aber signifikant hohere Konzentrationen beim Dia-
betiker, eher beim Nicht-Diabetiker.

|——Nam--- NAR— - 1 Aceton (m/z 43+58) —— Blutzucker
10000000 200
9000000 + 180
8000000 - L 160

Peakfliche in Counts

09:00 10:12 11:24 12:36 13:48 15:00 16:12

Probenahmezeit

Abbildung 20 Verlauf der Acetonkonzentration in der Atemluft und
Blutzuckerspiegel bei einem Diabetiker (NAI=Nahrungsaufnahme+Insulin;
I[=Insulin)
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Beim zweiten Krankheitsbild handelte es sich um eine starke Erkaltung, verbun-
den mit einer Entziindung im Halsbereich. Im Verlauf der Krankheit wurde von
dem erkrankten Probanden jeden Morgen (Montag-Freitag) eine Atemluftprobe
abgegeben. Der Erndhrungszustand und die duflere Bedingungen waren an
allen Tagen vergleichbar. Die Untersuchung der Proben zeigte besonders fiir
Montag auffillig erhohte Konzentrationen an Dimethylsulfid. Der in Abbildung
21 dargestellte Verlauf dieses Analyts korreliert mit dem Krankheitsverlauf, ins-
besondere der Entziindung im Halsbereich. Montags wird die maximale Kon-
zentration der Woche beobachtet, die dienstags bereits abgenommen hat und
sich zwischen Mittwoch und Freitag auf einem niedrigeren Niveau einstellt. Um
zu sehen, ob die Dimethylsulfidkonzentrationen des erkrankten Probanden
wirklich deutlich erhoht waren, wurde nach Gleichung 4 ein Student t-Test fiir
die Peakflache des Dimethylsulfids vorgenommen. In diesem wurde ein zwei-
seitiger Vergleich der Mittelwerte der Peakflichen des Dimethylsulfids mit
denen einer Gruppe von 13 gesunden Probanden vorgenommen. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeit o wurde gleich 5 % gesetzt. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chung sind in Tabelle 17 zusammengestellt. Demnach muss fiir die Peakfldche
am Montag und auch am Dienstag eine Gleichheit mit dem Mittelwert der
gesunden Gruppe ausgeschlossen werden. Wohingegen ab Mittwoch eine
Gleichheit besteht. Die beiden ersten Werte geben damit Hinweise auf eine deut-
liche Veranderung der Atemluft iiber die normalen Schwankungen hinaus. Es
kann an dieser Stelle, da es sich um die Untersuchung einer einzelnen Person
mit diesem Krankheitsbild handelte, jedoch kein konkreter Marker z.B. hier fiir
eine Entziindung im Halsbereich benannt werden. Um die eindeutige Korrela-
tion zwischen dieser Entziindung und der erhohten Dimethylsulfidkonzentra-
tion in der Atemluft bestimmen zu konnen, miissten mehrere Probanden mit der
gleichen Erkrankung untersucht werden.
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| B Dimethylsulfid (m/z 62)
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MO DI M

Probenahimetag

Abbildung 21 Dimethylsulfid im Verlauf einer Erkaltungskrankheit mit

Entziindung im Halsbereich

Tabelle 17  t-Test unter Annahme gleicher Varianzen fiir die Peakfldche des

Dimethylsulfids im Verlauf der Erkaltungskrankheit (Mo-Fr)

MO DI MI DO FR
Mittelwert (n=13) 42361 42361 42361 42361 42361
t-Wert 1238 276 042 124 042
t,-Wert 2,18 218 2,18 2,18 218
Wahrscheinlichkeit P 0,00 0,02 0,68 0,24 0,69
Irrtumswahrscheinlichkeit o« 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Somit konnten mit der entwickelten Methode eindeutig Unterschiede in der
Zusammensetzung der Atemluft erkrankter bzw. nicht erkrankter Probanden
festgestellt werden. Es besteht damit das Potential zur Charakterisierung von
Veranderungen der ausgeatmeten Luft bedingt durch krankhafte Veranderun-
gen des Stoffwechsels. Steht dariiber hinaus eine grofiere Gruppe von Patienten
mit gleicher Erkrankung zur Verfiigung, so ist die Bestimmung konkreter Mar-

ker-Substanzen fiir die jeweilige Krankheit denkbar.
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3 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine zuverlassige, nachweisstarke, reproduzier-
bare Methode zur Probenahme und zur Analyse von humanen, expiratorischen
Atemluftproben entwickelt. Fiir eine verlustarme und gleichzeitig reproduzier-
bare Probenahme war die Beriicksichtigung des Anteils hydrophiler Analyte
von besondere Bedeutung. Aus diesem Grund wurde der Eintrag geringer Men-
gen von Wasser in das Messsystem durch die Feuchtigkeit der Probe in Kauf
genommen. So konnte der Verlust hydrophiler Analyte, der mit einer Trocknung
einhergeht sowie durch Kondensationseffekte bedingt sein kann, minimiert
werden. Durch die Wahl einer adsorptiven Probenahmetechnik unter Verwen-
dung von Tenax, welches auch fiir feuchte Proben und fiir ein breites Ana-
lytspektrum gut geeignet ist, konnte eine technisch einfache, blindwertarme,
ortsunabhangige, universell einsetzbare Probenahmetechnik entwickelt werden,
bei der zudem die Proben gut transportiert und bis zur Messung verlustfrei
gelagert werden konnen. Aufierdem lassen sich die Adsorptionsrohrchen ein-
fach regenerieren. In Raumen mit niedriger Luftbelastung kann auf eine Korrek-
tur der Atemluftproben beziiglich der aktuellen Raumluftzusammensetzung
und auf eine Beatmung der Probanden mit synthetischer Luft verzichtet werden.
Der Einfluss der eingeatmeten Luft auf die Zusammensetzung der ausgeatme-
ten Luft lag deutlich unter der normalen Schwankung vergleichbarer Atemluft-
proben.

Durch die Verwendung von Thermodesorption gekoppelt mit Cryofokussierung
gelang eine schonende, reproduzierbare Probenaufgabe sowie die Trennung
und der Nachweis der Analyte mittels eines GC/MS-Systems, was insbesondere
fiir die vielen niedermolekularen, leichtfliichtigen Verbindungen der Atemluft
von entscheidender Bedeutung war. Durch Nachweisgrenzen im unteren ng/L
bzw. ppb,-Bereich (Scan-Modus) konnten selbst Analyte im Ultraspurenbereich
noch gut nachgewiesen werden. Der quantitative Nachweis ausgesuchter Stan-
dard-Verbindungen gelang durch die Modifizierung einer Testgasquelle, basie-
rend auf dem Diffusionsprinzip. Auf diesem Weg war die Herstellung
individueller, lange haltbarer Gasstandards moglich, die zudem relativ einfach
an das Analytspektrum der Atemluft angepasst werden konnen.

Alle Probenahme- und Analysebedingungen wurden so gewahlt, dass die mog-
lichst vollstandige, reproduzierbare und storungsfreie Auswertung eines breiten
Substanzspektrums moglich ist. Auf eine Optimierung hinsichtlich einer spezi-
ellen Zielgruppe von Verbindungen z.B. nach Polaritdat, Masse oder Substanz-
gruppe wurde bewusst verzichtet. Solange keine einheitlichen, spezifischen
Marker fiir ein Krankheitsbild bekannt sind, birgt eine vorzeitige Spezialisie-
rung auf eine bestimmte Substanzgruppe das Risiko, wichtige Informationen
oder sogar Marker bei der Analyse nicht zu erfassen. In diesem Zusammenhang
ist die einseitige Blickrichtung auf z.B. ausschiefllich aliphatische oder aus-
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3 ZUSAMMENFASSUNG

schliefdlich aromatische Marker unzureichend, nicht zuletzt, da Vertreter beider
Gruppen auch in der Atemluft gesunder Probanden gefunden werden konnten.

Die Anwendung der entwickelten Methode zeigte beim Einsatz am Probanden
eine ausgezeichnete Reproduzierbarkeit, Nachweisstarke und Eignung fiir ein
sehr breites Substanzspektrum. Insgesamt konnten mehr als 150 verschiedene
Analyte nachgewiesen werden, rund 50 % davon waren Raucher-typisch. Die
Untersuchung von Nichtrauchern fithrte zum Nachweis von durchschnittlich
30-50 Verbindungen, von denen mehr als 75 % ausschliefilich aus endogenen
Quellen stammen, d.h. durch Stoffwechselprozesse bedingt sind. Die Analyte
Ethanol, Aceton, Isopren, 2-Propanol, Dimethylsulfid, Benzol, Toluol, a-Pinen
und Limonen konnten in allen untersuchten Proben gefunden werden. 1-Pro-
panol, Ethylbenzol, Xylol, Ethylmethylbenzol, B-Pinen, Cymol und Eucalyptol
waren in mehr als 70 % aller Proben enthalten. Diese Verbindungen sind ent-
sprechend fiir die ausgeatmete Luft eines gesunden Probanden normal. Ihre
Verwendung als Marker fiir spezielle Ereignisse schliefst sich fiir die qualitative
Analyse aus, ist aber unter Umstanden bei einer quantitativen Auswertung der
Zielkomponenten moglich.

Mit Hilfe statistischer Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die
Zusammensetzung der Atemluft - beschrankt auf ausgewahlte Verbindungen -
unabhangig von Geschlecht oder Alter der Probanden ist. Raucher hingegen
konnten durch ein deutlich grofleres Analytspektrum und durch die qualitati-
ven Marker 2-Methylfuran und 2,5-Dimethylfuran sowie durch erhchte Konzen-
trationen von Benzol und Toluol statistisch signifikant identifiziert werden.

Neben Tabak wurde der Einfluss von Alkoholkonsum, von Mundhygienartikeln
(Zahnpasta), von Arzneimitteln gegen Atemwegserkrankungen sowie von aus-
gewahlten Nahrungsmitteln (u.a. Knoblauch, Zwiebeln, Kase) auf die Atemluft
untersucht. Durch die Zahnpasten und Arzneimittel wurden hauptsachlich Ter-
pene und deren Oxidationsprodukte in die Atemluft eingetragen. Diese Kompo-
nenten stammen iiberwiegend aus Eucalyptusol und Pfefferminzol. Beide Ole
werden wegen ihrer natiirlichen, lang anhaltenden Aromen und wegen ihrer
Wirkstoffe zur Reizlinderung in den Atemwegen eingesetzt. Die gefunden Ana-
lyte sind 1-2 Stunden nach Aufnahme noch in der ausgeatmeten Luft. Sie geben
Hinweise auf den Konsum bzw. Kontakt mit den beiden Olen und kénnen
wegen der vielfdltigen Anwendungsmoglichkeiten nicht als charakteristische
Komponenten eines einzelnen Eintragspfades gelten. Auch fiir die Erkennung
von stoffwechselbedingten Veranderungen der Atemluft eignen sich Terpene
und deren Oxidationsprodukte damit nur sehr bedingt.

Alkoholkonsum beeinflusste die ausgeatmete Luft noch mindestens 1-2 Stunden
nach der Aufnahme. Da jedoch neben beabsichtigter Aufnahme durch alkohol-
haltige Getranke und Speisen auch vielfach Alkoholaufnahme durch reifes Obst,
Medikamente, Atemsprays, Mundspiilungen u.a. erfolgt, ist eine Verwendung
von Ethanol als Marker fiir Veranderungen im Stoffwechsel ausgeschlossen.
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Der Konsum von Alliumgewadchsen wie Knoblauch und Zwiebeln, aber auch
von stark riechendem Kase fiihrt zu einem deutlichen Eintrag von organischen
Schwefelverbindungen in die ausgeatmete Luft, der auch nach mehreren Stun-
den noch die Atemluftzusammensetzung beeinflusst. Als Aromastoff des Kases
wurde Dimethyldisulfid identifiziert, fiir Alliumgewdachse eine Vielzahl an
Mono- bis Trisulfiden. Charakteristisch fiir Knoblauchkonsum ist Allylmethyl-
sulfid.

Eine Vielzahl weiterer untersuchter Nahrungsmittel zeigte gar keine oder nach
Ablauf einer Stunde bereits keine nachhaltige Wirkung auf die ausgeatmete
Luft. Dennoch sollte mindestens 1 Stunde vor der Probenahme die Aufnahme
jeglicher Nahrung, Getranke, Arzneimittel und aller Duftstoffe vermieden wer-
den, um die Matrix fiir diagnostische Anwendungen moglichst einfach und
tiberschaubar zu halten.

Durch die Untersuchung erster Krankheitsbilder, hier Diabetes Mellitus und
Erkaltungserkrankung, wird das diagnostische Potential der entwickelten
Methode deutlich. Es ist moglich, selbst geringfligige Veranderungen der
Zusammensetzung der Atemluft auszumachen. So konnte eindeutig die im Rah-
men einer Erkdltung erhohte Dimethylsulfidkonzentration erkannt werden.
Auch der durch Stoffwechselvorgange veranderte Verlauf der Acetonkonzentra-
tion bei einem Diabetiker im Vergleich zu einem Nicht-Diabetiker wurde ein-
deutig gezeigt. Beide Analyte geben Hinweis auf das diagnostische Potential der
Methode, konnen jedoch nicht als qualitative Marker fiir die jeweilige Krankheit
benannt werden, da sie auch in der Atemluft gesunder Probanden vorkommen.
Eine Anwendung als quantitativer Marker ist fiir das Dimethylsulfid moglich,
fiir Aceton hingegen nicht. Die Acetonkonzentration der Atemluft unterliegt
schon beim gesunden Probanden deutlichen Schwankungen. Sie wird in star-
kem Mafle durch den Hungerzustand (zur Verfligung stehende Energie aus der
letzten Mahlzeit), die Ernahrungsweise (spezielle Didten oder glucosearme und
fettreiche Erndhrung) und die Art der aufgenommenen Nahrung (lipidsenkende
Nahrungsmittel wie Knoblauch) beeinflusst. Eine deutlich hohere Acetonkon-
zentration beim Diabetiker, die die Vernachlassigung der benannten Effekte
erlauben wiirde, konnte im Rahmen der hier durchgefiihrten Einzelmessung
nicht beobachtet werden.
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4 Ausblick

Diese Arbeit hat neben der Methodenentwicklung auch die Einfliisse des tagli-
chen Lebens auf die Zusammensetzung der Atemluft aufgezeigt. Das heifst, mit
der Charakterisierung der Atemluft eines gesunden Menschen (Tabelle 6,
Tabelle 9) wurden Analyte ermittelt, die fiir eine qualitative Betrachtungen von
krankheitsbedingten Verdnderungen nicht zur Verfligung stehen. Auch die in
Tabelle 13 aufgefiithrten Analyte aus Zigarettenrauch, die Inhaltsstoffe von
Zahnpasta (Tabelle 14) und die Inhalts- und Wirkstoffe unterschiedlicher Arz-
neimittel (Tabelle 15) sind als qualitative Marker nicht geeignet. Gleiches gilt fiir
die organischen Schwefelverbindungen aus Alliumgewachsen und Kase, Ter-
pene, insbesondere Limonen, aus Zitrusfriichten und Fruchtséften sowie Estern
aus Obststorten wie Bananen und Erdbeeren (Kap. 2.4.5). Wenn tiberhaupt, ist
fiir die oben genannten Verbindungen lediglich der Einsatz als quantitativer
Marker denkbar.

Die bisher erhaltenen Ergebnissen bei diagnostischer Fragestellung zeigen, dass
mit der entwickelten Methode die Detektion selbst kleinster Mengen zusatzlich
auftretender Verbindungen moglich ist. Ferner wird auf der Basis der tiber die
Kontrollgruppe bestimmten Analytverhéltnisse eine quantitative Veranderung
im untersuchten Analytspektrum sichtbar. So konnte die Untersuchung der
Atemluft mehrerer Patienten eines Krankheitsbildes zur Charakterisierung spe-
zifischer Analyte oder auch Analytverhdltnisse herangezogen werden und Hin-
weis auf eine bestimmte Krankheit geben. Neben der Entwicklung der
Atemluftanalyse zu einem Screening-Verfahren ist die Etablierung zu einer
eigenstandigen Diagnosemethode erstrebenswert. Diese Methode bliebe nicht
auf die Erkennung von Atemwegserkrankungen beschrankt sondern ermog-
lichte die Diagnose zahlreicher anderer Erkrankungen, durch die spezifische
Analyte freigesetzt und tiber den Blutkreislauf in die Atemluft eingebracht wer-
den. Ersten Hinweisen zufolge ist dies fiir Erkrankungen von Leber und Darm
wahrscheinlich. Die Diagnose mittels der vorgestellten Methode besitzt dabei
mehrere Vorteile gegentiber etablierten Verfahren. Neben einer relativ schnellen
Analytik hat sie den unbedingten Vorteil, dass kein invasiver Eingriff erforder-
lich ist. Ein weiterer Vorteil ist, dass sie frei von jeglichen Nebenwirkungen ist
und damit in kurzen Zeitabstanden wiederholt werden kann und auch fiir
schwache Probanden zumutbar ist. Auflerdem ist die Probenahme unabhéangig
vom Ort der Analyse und technisch einfach durchzufiihren, so dass sie auch von
Ptlegepersonal vorgenommen werden kann.

Dariiber hinaus ist ein Einsatz der entwickelten Methode zur Verfolgung der
Wirkweise von Medikamenten oder zur Fritherkennung im Rahmen einer haus-
arztlichen Vorsorgeuntersuchung denkbar.
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Insgesamt bietet diese Arbeit durch eine umfassende qualitative und quantita-
tive Charakterisierung der Atemluft gesunder Probanden, unter Bertiicksichti-
gung unterschiedlichster Matrices, eine sichere Grundlage, die nun die gezielte
Suche nach spezifischen Markern fiir Stoffwechselveranderungen und Krank-
heiten ermdglicht.
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5 Material und Methoden

5.1 Probenahmebedingungen bei Probanden

Alle Probanden durften mindestens 1 Stunde vor der Probenahme nicht mehr
essen, trinken und rauchen. Vor der Probenahme wurde eine 15miniitige Equili-
brierzeit mit der Raumluft am Ort der Probenahme eingehalten. Die Probe-
nahme erfolgte durch ein Teflonmundstiick unter Vermeidung von
Speicheleintrag. Sie wurde durch eine Membranpumpe mit einer Leistung von
0,5 mL/min unterstiitzt. Das Probenahmevolumen betrug 1 L und wurde mit
Hilfe einer Gasuhr kontrolliert. Der Proband atmete wahrend der Probenahme
durch die Nase. Im Fall einer Probenahme mit Atemmaske atmete der Proband
angefeuchtete synthetische Luft ein. Der Gasfluss war auf ca. 4 L/min eingestellt.
In einer Waschflasche wurde eine relative Luftfeuchtigkeit von ca. 50 % einge-
stellt. Es sollte tief ausgeatmet werden, um einen moglichst grofien Anteil end-
expiratorischen Atems zu sammeln.

Die Mundstiicke wurden nach jeder Probenahme griindlich mit Leitungswasser
gespiilt, mit entionisiertem Wasser abgespritzt und bei 120 °C im Trocken-
schrank sterilisiert. Die Messung der Proben erfolgte direkt oder nach Lagerung
bei 7 °C.

5.2 Herstellung von externen Standards

Fiir die Herstellung externer Gasstandards wurden in Glasgefafie (Abbildung
22) mittels Zweikomponentenkleber eine fused silica Kapillare eingeklebt. Die
jeweilige Lange der Kapillare kann Tabelle 18 entnommen werden. 200 mm ent-
sprachen dem durch die Geometrie des temperierten Glasgefafies gebotenen
Maximum.

Abbildung 22 Diffusionsgefaf3 fiir einen Analyt der Testgasquelle
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5.2 HERSTELLUNG VON EXTERNEN STANDARDS

Die Diffusionsgefdfie wurde iiber den Einfiillstutzen mit ca. 1,5 mL eines Ana-
lyts gefiillt und anschliefSend zugeschmolzen. Danach wurden alle gefiillten Dif-
fusionsgefafse gewogen und in das auf 25 °C temperierte Glasgefafs eingesetzt.
(Isopren wurde in einem auf 15 °C temperierten, separaten Glasgefafs aufbe-
wahrt. Der Stickstoffstrom durch diese Quelle betrug 300 mL/min). Der Gas-
strom j; aus der Testgasquelle betrug konstant 120 mL/min. Der
Verdiinnungsstrom j, wurde zwischen 3000 und 9000 mL/min eingestellt. Vor
der Probenahme wurde eine 60miniitige Equilibrierzeit eingehalten. Die Kon-
zentration wurde iiber den Fluss j3 und die Zeit der Probenahme variiert. Der
Fluss j3 war dabei variabel iiber einen Bereich von 15-200 mL/min mit einer
Membranpumpe regulierbar.

Die gravimetrische Kontrolle des Masseverlustes der Diffusionsgefafie wurde
tiber 12 Monate in Intervallen von 1 bis 2 Wochen bestimmt. Tabelle 18 zeigt die
Kapillarlange der Diffusionsgefifle, die Diffusionsrate r nebst zugehoriger rela-
tiver Standardabweichung der einzelnen Substanzen.

Tabelle 18  Diffusionsgefafie mit Diffusionsraten

Kapillarlinge Waigungen Diffusionsrater  RSD

Analyt in mm n=Anzahl in ng/min %
Ethanol 120 30 1729 9
Aceton 200 37 842 12
Isopren 200 16 2270 66
2-Propanol 121 8 201 25
1-Propanol 120 26 1492 10
Benzol 200 33 1655 9
2-Pentanon 120 35 2392 4
DMDS 980 13 682 10
Toluol 120 32 596 9
o-Pinen 27 36 94 27
B-Pinen 17 36 106 23
Limonen 21 34 36 52
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5.3 Vorbereitung der Probenahmeeinheiten
5.3.1 Tedlar-Beutel

1 L Tedlar-Beutel wurden, wie vom Hersteller empfohlen, vor dem ersten
Gebrauch einmal mit Stickstoff gespiilt. Gebrauchte Beutel wurden unmittelbar
vor Wiederverwendung 10mal diskontinuierlich mit Stickstoff gespiilt. Die
Lagerung von Proben im Beutel ist nicht moglich.

5.3.2 Adsorptionsréohrchen

Die Glasrohrchen der Thermodesorptionseinheit wurden zur Minimierung akti-
ver Oberflachen durch Silanisierung desaktiviert. Die Silanisierung wurde fol-
gendermafsen durchgefiihrt: Temperierung der Glasrohrchen auf 120 °C,
5miniitiges Tauchbad in einer Losung aus n-Hexan mit 5 % Dimethyldichlor-
silan, Neutralisierung tiberschiissigen Dimethyldichlorsilans in Methanol,
Trocknung bei 120 °C [81].

Die Adsorbentien Tenax, Carbotrap und Carboxen wurden nacheinander 18 h
mit Methanol unter Riickflufs extrahiert. 200 mg Adsorbens wurden in die silani-
sierten Glasrohrchen gepackt. Bei Kombination zweier Adsorbentien wurden
diese zu gleichen Teilen verwendet. Die Positionierung erfolgte mittels Glas-
wolle. Die Verdichtung der Packung wurde durch Anlegen eines Wasserstrahl-
pumpenvakuums erreicht. Die Rohrchen wurden mit Swagelock-Ferrules
versehen und 12 Stunden bei 200 °C unter kontinuierlicher Stickstoffspiilung
konditioniert. Benutzte Rohrchen, deren Probe bereits desorbiert wurde, konnen
unter gleichen Bedingungen wieder gereinigt werden. In regelmafiigen Stich-
proben wurden mehrfach verwendete Rohrchen unter realen Messbedingungen
auf Blindwerte kontrolliert.

5.3.3 Vorbereitung der Trockenrohrchen

Silanisierte Glasrohrchen mit einem Aufsendurchmesser von 6 mm wurden mit
0,6 g Molekularsieb mit einem Porendurchmesser von 3 A gefiillt und durch Tef-
lonringe fixiert. Konditionierung und Rekonditionierung wurden unter gleichen
Bedingungen wie bei den Adsorptionsrohrchen (Kap. 5.3.2) durchgefiihrt.

5.4 Gerate und Methoden
5.4.1 TD/GC/MS-System

Fiir einige Proben wurde ein Gaschromatograph vom Typ ITS 40 Magnum ver-
wendet. Dieses System besteht aus einem GC der Fa. Varian und einer Ionenfalle
der Fa. Finnigan. Durch Aufriistung fiir MS/MS kann das System auch mit der
Saturn-Software von Varian bedient werden. Der Grofsteil der Messungen
wurde jedoch mit dem GC/MSD-System 5973 Network der Fa. Agilent Techno-
logies durchgefiihrt, das aus einem Gaschromatographen vom Typ 6890N mit
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5.4 GERATE UND METHODEN

Kaltaufgabesystem (CIS) und einem Quadrupolmassenspektrometer bestand.
Als Probengeber wurde ein Thermodesorptionssystem-Autosampler (TDSA)
der Firma Gerstel eingesetzt. Fiir die Auswertung der Chromatogramme wurde
die Software AMDIS 2.1 mit NIST 2.0 (US Department of Commerce, Technology
Administration, Gaithersburg, USA) und das Programm Enhanced Chem Station
G1701 DA, Version D.00.00.38 (Agilent Technologies) verwendet. Weitere, detail-
lierte Informationen zu Methoden und Einstellungen konnen Tabelle 19 entnom-

men werden.

Tabelle 19 Methoden und Einstellungen

Methode / Einstellung Modus Parameter

Kapillarsaulen HP-5MS : 30 m x 250 um x 0,25 um
SB-11: 60 m x 250 pm x 0,25 pm

CS-fused-silica Saule FS Methyl-Sil-desaktiviert;
530 um Innendurchmesser

Tragergas 1,0 mL/min Helium 5.0

TP Thermodesorption 25 °C//30 °C/min//200 °C (3,4 min)

T Transferline (TDSA/CIS) 270 °C

T Cryotrap -120 °C

TP Probenaufgabe (Cryotrap) splitlos  -120 °C//30 s//250 °C (1,5 min)

TP GC 37 °C (2 min)//5 °C/min//100 °C//
10 °C/min//200 °C (5 min)

Rekonditionierung der Saule CIS: 100 °C

(Nacht) GC: 120 °C

T Transferline (GC/MSD) 230 °C

T Quelle 230 °C

Detektor 1482V

Emissionsstrom 34,6 pA

Ionisierung El 70 eV

Scan Modus full scan 35-300 amu

T Temperatur

TP Temperaturprogramm
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.4.2 Kleingerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 20 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerit Angaben Hersteller
Analysewaage Micro MC 210P Sartorius,
Max 210 g Gottingen
Diffusionsgefafle Spezialanfertigung Glasblaser,
Uni Dortmund
Gasuhr F.Nr. 4132 (1986) ELSTER Handel
Grofle: G4/6 GmbH,
Volumen: 5 dm? Mainz
Glasrohrchen Desorptionsrohr fiir GERSTEL Gerstel,
TDS 2, ungefiillt Miihlheim an
der Ruhr
GC-Ofen Sichromat 1, Siements,
umgebaut zur Konditionierung  Karlsruhe
von Rohrchen
Membranpumpe Type N 022 AN. 18

uL-Spritzen

Tedlar-Beutel

Teflon-Schlauche

Schauchverbindungen,

Endkappen

Nr. 630069

220'V; 50 Hz; 0,08 kW
A:0,75L

10 uL; 100 uL;
gasdicht

Probenahmebeutel, 1 L

unterschiedliche Innendurch-
messer

Hamilton Bona-
duz AG,
Bonaduz (CH)
Fa. Analyt-
MTC,
Miillheim

CS-Chromato-
graphie Service
GmbH,
Langerwehe

Swagelock,
Swisttal
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5.5 CHEMIKALIEN UND LOSUNGSMITTEL

5.5 Chemikalien und Losungsmittel

Tabelle 21 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Substanz CAS-Nr. Reinheit Hersteller
Aceton 67-64-1 >99,8 % GC; Merck!: Roth?
mind. 99,5 %
Benzol 71-43-2 mind. 99,7 % Merck!
(+)-Camphen 79-92-5 95 % GC Merck!
Carbotrap™, 20/40 Supelco®
mesh
Carboxen™ 1000, Supelco®
60/80 mesh
(+)-3-Caren 13466-78-9 95 % Aldrich?
p-Cymol 99-87-6 99,5 % GC Fluka*
Dichlordimethylsilan 75-78-5 >98 % GC Merck!
Dimethyldisulfid 624-92-0 98 % Flukat
Dimethylsulfid 75-18-3 97 % Fluka?
Epoxidharzkleber, Uhu plus,
endfest 300 Buhl
2-Komponenten
Ethanol 64-17-5 mind. 99,8 % Merck
Lichrosolv!
Heptanal 111-171-7  >95 % GC Fluka?
n-Hexan 110-54-3 suprasolv Merck
Suprasolv1
Hexanal 66-25-1 >99,1 % GC Fluka*
Isopren 78-79-5 >98 % Fluka?
stabilisiert mit 0,01 %
4-tert.-Butylacetechol
(+)-Limonen 5989-27-5 >98 % GC Aldrich?
Menthol 1490-04-6  technisch Apotheke,
Herne
mind. mindestens
Merck/Chrompack! Darmstadt
Roth? Karlsruhe
Supelco® Bellfonte (USA)
Aldrich/Fluka* Seelze
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5 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 21 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Substanz CAS-Nr. Reinheit Hersteller

(-)-Menthon 14073-97-3 > 98 % GC Fluka*

Methanol 67-56-1 >99,9 % GC Merck
Lichrosolv?

Myrcen 123-35-3 technisch Aldrich?

(trans-beta) Ocimen 13877-91-3 >98 % GC IFF, Hazlet
(New Jersey)

n-Pentan 109-66-0 suprasolv Merck
Suprasolv!

2-Pentanon 107-87-9 >99% GC Merck!

(+) a-Pinen 7785-70-8 98 % GC Aldrich*

(-) 8-Pinen 18172-67-3 >99 % GC Aldrich*

1-Propanol 71-23-8 mind. 99,5 % GC Merck!

2-Propanol 67-63-0 tiber Molekularsieb,  plyka?

>99,5% GC
(+)-Sabinen 2009-00-9  Rotichrom, Roth?
Terpenstandard

Tenax TA, 60/80 mesh Chrornpack1

y-Terpinen 99-85-4 95 % Aldrich?

a-Terpineol 7785-53-7  GC-Standard Merck!

Terpineol wasserfrei; 8006-39-1 purum Fluka?

Isomerengemisch

Toluol 108-88-3 99 % tiber Natrium Aldrich?

mind. mindestens

Merck/Chrompack! Darmstadt

Roth?2 Karlsruhe

Supel o3 Bellfonte (USA)

Aldrich/Fluka* Seelze
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6 ANHANG VON MESSDATEN

6 Anhang von Messdaten

Tabelle 22 Kontrollgruppe (weiblich)

Analyte

W
1

W
2

W
3

W
4

W
5

W
6

W
7

W
8

W
9

W
10

11

12

13

14

Alter

27

41

44

53

25

32

46

21

25

29

26

20

45

41

Raucher

Oxalsaure

Butan

Essigsaureanhy-
drid

2-Methylbutan

Ethanol

Aceton

Isopren

2-Propanol

XX X|X|X

X | X|X|X|X

XX X|X|X

X | X|X|X|X

XX X|X|X

X | XXX

X | X|X|X|X

X | XXX

XX X|X|X

X | XXX

X | XXX

X | X|X|X|X

X | XXX

CsHyg

XX X|X|X

DMS

X

X

X

CsHe
(1,3-Cyclopen-
tadien)

X

Methylacetat

CS,

1-Propanol

C;H,Cl,

2,3-Butandion

C4HgOy

2-Butanon

2-Methylfuran

CeHip

Ethylacetat

C4HgOy

CeHs
(Cyclohexadien)

CeHig

CeHs
(Methylcyclo-
pentadien)
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Tabelle 22 Kontrollgruppe (weiblich)

Analyte

W
1

W
2

W
3

W
4

W
5

W
6

W
7

W
8

W
9

W
10

11

13

Alter

27

41

44

53

25

32

46

21

25

29

26

45

Raucher

CeHip

CeHg

CeHip

Benzol

2-Methylhexan

CeHg

3-Methylhexan

Cyclohexen

Heptanol

2-Pentanon

CHgS

Heptan

CyHp,

CyHyy

X | X[ X[ X

X | X[ X[ X

2-Ethylfuran

2,5-Dimethyl-
furan

1-Methylthio-
propan

Methylcyclohe-
xan

1-Methylthio-1-
propen

1-Methylthio-1-
propen

C7Hyp

CgHyg

DMDS

C7Hyp

CgHig

C7Hyp

C7Hpp

C7Hyp
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Tabelle 22 Kontrollgruppe (weiblich)

Analyte

W
1

W
2

W
3

W
4

W
5

W
6

W
7

W
8

W
9

W
10

11

12

13 | 14

Alter

27

41

44

53

25

32

46

21

25

29

26

20

45 | 41

Raucher

C7Hyg

C7Hyp

Toluol

CoHpy

CgHyg

CgHig
(Octen)

Octan

Tetrachlorethy-
len

CoHpg

Ethylbenzol

Xylol

4-Heptanon

3-Buten-2-on

2-n-Butylfuran

Styrol

Xylol

CoHyg
(Nonan)

Bifuran

o-Pinen

Camphen

Propylbenzol

CioH16
(Menthadien)

CoHip
(Ethylmethyl-
benzol)

CioHie
(a-Phellandren)

B-Pinen

Phenol

B-Myrcen
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Tabelle 22 Kontrollgruppe (weiblich)

Analyte

W
1

W
2

W
3

W
4

W
5

W
6

W
7

W
8

W
9

W
10

12

13

Alter

27

41

44

53

25

32

46

21

25

29

20

45

Raucher

Trimethylben-
zol

Carveol

3-Caren

CioHis

CioHis

CioHie
(Methen)

Cymol

Limonen

2-Ethyl-1-hexa-
nol

Sylvestren

Eucalyptol

CioHis

CioHis

C9H1 80

C9H1 80

y-Terpinen

Ci1Hp4
(Undecan)

Nonanal

Menthon

Menthofuran

Menthol

Decanal

Caran

Caryophyllen
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Tabelle 23 Kontrollgruppe (ménnlich)

Analyte

==
<

M
3

M
4

M
5

M
6

M
7

M
8

M
9

M
10

M
11

12

13

14

16

Alter

27

31

48

48

52

57

55

53

24

48

17

26

57

25

48

Raucher

R

Butan

1-Buten

Acetalde-
hyd

2-Methyl-
butan

Ethanol

Aceton

Isopren

2-Propanol

X | XXX

X | XXX

X | X | x| X

X | X | X | X

X | X | X | X

XX | XX

X | XXX

X | XXX

X | X | x| X

X | X | X | X

X | X | X | X

X | X | X | X

X | XXX

X | XXX

X | X | X | X

CsHyg

X | X | X | X|X

CeH140
(1-
Methoxy-
pentan)

DMS

Methyla-
cetat

CsHg
(1,3-Cyclo-
pentadien)

Cyclopen-
ten

2-Methyl-
pentan

1-Propanol

CeHip (1-
Hexen)

2,3-Butan-
dion

Hexan

Vinylace-
tat
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Tabelle 23 Kontrollgruppe (ménnlich)

Analyte

==
<

M
3

M
4

M
5

M
6

M
7

M
8

M
9

M
10

M
11

12

13

15

16

Alter

27

31

48

48

52

57

55

53

24

48

17

26

57

26

48

Raucher

R

2,2,3,3-
Tetrame-
thylbutan

2-Butanon

2-Methyl-
furan

CeHio

CsHgO
(3-Methyl-
furan)

Chloro-
form

Ethylace-
tat

CeHip

Methyl-
cyclopen-
tan

CeHg

CeHip

CeHg

CeHg

CeHip

CeHip

Cyclohe-
xan

Benzol

2-Methyl-
hexan

CeHg

3-Methyl-
hexan

C7H14
(Dimethyl-
cyclopen-
tan)
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Tabelle 23 Kontrollgruppe (ménnlich)

Analyte

—

<

M
3

M
4

M
5

M
6

M
7

M
8

M
9

M
10

M
11

12

13

14

15

16

Alter

27

31

48

48

52

57

55

53

24

48

17

26

57

25

26

48

Raucher

R

2-Methyl-
2-propenal

CrHyy
(Dimethyl-
cyclopen-
tan)

C7H4
(Dimethyl-
cyclopen-
tan)

2-Penta-
non

C,HgS

Heptan

2,5-Dime-
thylfuran

1-
Methylthi
opropan

CeH100

Methyl-
cyclohe-
xan

1-
Methylthi
o-1-pro-
pen

Propi-
onsaure

Ethyl-
cyclopen-
tan

1-
Methylthi
o-1-pro-
pen

DMDS
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Tabelle 23 Kontrollgruppe (mannlich)

Analyte

==
N

M
3

M
4

M
5

M
6

M
7

M
8

M
9

M
10

M
11

12

13

14

16

Alter

27

31

48

48

52

57

55

53

24

48

17

26

57

25

48

Raucher

R

2,5-Dime-
thylhexan

CgHig
(2-Methyl-
heptan)

Toluol

3-Methyl-
heptan

Dimethyl-
cyclohe-

Xan

Dimethyl-
cyclohe-
xan

Cyclohe-
xanmetha-
nol

Ethylme-
thylcyclo-
pentan

Ethylme-
thylcyclo-
pentan

Paralde-
hyd

Dimethyl-
cyclohe-
xan

Octan

Dimethyl-
cyclohe-
xan

Tetrachlo-
rethylen

Essigsau-
rebutyle-
ster
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Tabelle 23 Kontrollgruppe (ménnlich)

Analvte M MMM MMM MMMMMMMMIM M| M
y 1 /2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 (10|11 /12|13 |14 |15 |16

Alter 27 (31 |48 |48 |52 |57 |55 |53 |24 |48 |17 |26 |57 | 25 | 26 | 48

Raucher RI|IR|R|R|R |R

2,3,4-Tri- X

methylhe-

xan

2-Methy- X

loctan

Ethyl- X X | X

cyclohe-

xan

C9H20 X

1,1,3-Tri- X X

methyl-

cyclohexa

n

C9H18 X

Trimethyl- X | X

cyclohe-

xan

C9H18 X

Ethylben- X | X | X | x| x| x| X |Xx]|X X | X | x| x| x| X

zol

C9H20 X

Xylol X | x| x| x| x| x| x| x| x X | x| x| x| x| x

CoHyg X

C4HsNS X | x

(Allylisot-

hiocyanat)

Xylol X | x| x| x| x| x| x| x| x X | x| x| x| x

CoHy X X | x| x| x| x| x| x X X

(Nonan)

Tricyclen

a-Pinen X | x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|x]|x|x]x/|x

Camphen X X

Propyl- X X X | X

benzol
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Tabelle 23 Kontrollgruppe (mannlich)

Analyte

==
<

M
3

M
4

M
5

M
6

M
7

M
8

M
9

M
10

M
11

12

13

14

15

16

Alter

27

31

48

48

52

57

55

53

24

48

17

26

57

25

26

48

Raucher

R

CoHyp
(Ethylme-
thylben-
zol)

X

B-Pinen

Phenol

CioHis

B-Myrcen

Trimethyl-
benzol

3-Caren

Dichlor-
benzol

Cymol

Limonen

Eucalyptol

Indan

y-Terpinen

XX X|X]|X

Acetophe-
non

CioHiz
(Dime-
thylstyrol)

Menthon

Mentho-
furan

Menthol

Caryoph-
yllen
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