Gut zu wissen, was drin ist!

Infrarot-Sensorik in der Biotechnologie und in der Lebensmittelchemie

Die genaue Kenntnis der Inhaltsstoffe einer
Prozessfliissigkeit oder eines Produkts
interessiert den Chemiker genauso wie den
Biochemiker, den Biotechnologen, den Le-
bensmittelchemiker oder den Bierbrauer.
Vor allem bei Lebensmitteln sind wir End-
abnehmer oft diejenigen, die die Inhaltsan-
gaben am kritischsten lesen. Gesetzliche
Regelungen oder Steuervorschriften erfor-
dern, dass Inhaltsstoffe beim Prozess oder
im fertigen Produkt prazise bestimmt wer-
den kénnen. Bei Fermentationen mochte
man gerne einen Schritt weiter gehen und
Ausgangs-, Zwischen- oder Endprodukte im
Prozess in Echtzeit kontrollieren (,in-line”),
um so die Produktion zu optimieren.

Neben der ganzen Palette der Methoden
im Analysenlabor, mit denen ,off-line“
eine Prozesskontrolle nach einer Proben-
entnahme moglich ist, gibt es auch Mess-
verfahren, die direkt an Fermentern, Gir-
tanks oder Misch- und Abfiillanlagen
eingesetzt werden konnen und zur dauer-
haften Uberwachung geeignet sind. Dazu
gehoren beispielsweise optische Farb-,
Triibungs- oder Brechzahlmessungen, pH-
und Sauerstoffelektroden, Leitfdhigkeits-
messungen oder ionenselektive Elektro-
den, die mit unterschiedlich langen Stand-
zeiten an  Reaktionsgefifen  oder
Leitungen eingesetzt werden konnen. Weit
verbreitet sind auch Dichtemessungen mit
Biegeschwingern oder Messvorrichtungen
zur Bestimmung der Schallgeschwindig-
keit, mit denen nach entsprechender Kali-
brierung fiir ein bestimmtes Produkt die
Konzentration der Inhaltsstoffe ermittelt
werden kann. Viele dieser Messgro-
Ben sind jedoch unspezifisch und
konnen von verschiedenen Inhalts-
stoffen unterschiedlich beeinflusst
werden. Varriiert deren Konzen-
tration unabhiingig voneinander,
kann das Ergebnis vieldeutig sein.

Infrarotspektroskopie als
hochspezifische Methode

Wesentlich spezifischer und selektiver
sind spektroskopische Methoden, ins-
besondere die Infrarotspektroskopie,
da sie Inhaltsstoffe anhand ihres
Schwingungsspektrums erfasst. Im
Nahinfrarotbereich (ca. 1-3 pm), der
vergleichsweise einfach zugénglich
ist, konnen Molekiile anhand ihrer
Oberschwingungen detektiert und
quantitativ bestimmt werden. Nach-
teil ist hier jedoch die starke Tempe-
raturabhingigkeit und Uberlappung
der Beitrédge einzelner Inhaltsstoffe,
was insbesondere bei wéssrigen
Systemen erhebliche Probleme be-
reitet. Im mittleren Infra-
rotbereich (ca. 3-20
nm) zeigen die meis-
ten Molekiile ein de-

tailliertes Banden-
spektrum, das
selektiv wie ein mole-
kularer Fingerab-
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tion erlaubt. Selbst Varianten von Inhalts-
stoffen, z.B. verschiedene Zucker, konnen
hier noch klar getrennt und bestimmt wer-
den. Der Nachteil der IR-Spektroskopie in
diesem Bereich ist die starke Absorption
des Wassers, die bei Transmissionsmes-
sungen sehr geringe Schichtdicken (wenige
um) erzwingt, so dass Prozessmessungen
kaum moglich sind. Fiir den Einsatz der In-
frarotspektroskopie in der Qualitdtssiche-
rung, in der Prozesskontrolle oder in der
Biotechnologie haben wir einen anderen
Weg entwickelt, der hier anhand eines F+E
Projekts fiir die Getrénkeanalytik beschrie-
ben werden soll. Der Prototyp dieses Infra-
rotsensors fiir die Bieranalyse hat seine
Feuerprobe in Brauereien mit groBem Er-
folg bestanden, so dass der Sensor jetzt in
die Produktion geht.

Warum Bier? Es ist ein weit verbreitetes
Genussmittel und gilt in Bayern sogar als
Lebensmittel. Mit rd. 4.000 Jahren Tradi-
tion ist seine Herstellung wohl der &lteste
biotechnologische Prozess. Seine Qualitét
wird durch EU-Richtlinien, die deutsche
Bierverordnung von 1990 und das Rein-
heitsgebot von 1516 festgelegt. Steuerliche
und gesetzliche Regelungen bestimmen
den Alkoholgehalt. Um alle diese Richtli-
nien einhalten zu konnen und mit gleich
bleibender Qualitit die Kundenbindung zu
sichern, werden in Brauereien beim Pro-
duktionsprozess, beim Abfiillen und im fer-
tigen Produkt engmaschig Stichproben
untersucht. Die Analysenlabors nutzen da-
bei weitgehend unspezifische Methoden
fiir die Bestimmung einzelner Parameter
wie Alkoholgehalt, Extrakt, Stammwiirze
oder Kohlendioxydgehalt, die mit einem
erheblichen personellen Aufwand fiir die
Probenvorbereitung (Entgasen, Filtrieren,
Volumenabmessung, Pipettieren, Tempe-
rieren,...) verbunden sind.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Messprinzips der ATR-Durchflusszelle

Infrarotmessungen im Prozess
und am fertigen Produkt

Unser Ziel war es, alle genannten Inhalts-
stoffe von Bieren mit einer -einzigen
MeBmethode schnell, mit sehr hoher Ge-
nauigkeit, und ohne jegliche Probenvorbe-
reitung zu bestimmen. Wir haben dazu
eine Messzelle fiir die Infrarotspektrosko-

pie entwickelt, die das Prinzip der abge-
schwichten Totalreflexion (ATR) nutzt
(Abb. 1). Dabei wird der Messstrahl in ei-
nem infrarotdurchlissigen Material mit
hoher Brechzahl wie in einem Lichtleiter
gefiihrt. Abhéingig von der Wahl des Mate-
rials und der Abmessungen ergibt sich
eine bestimmte Anzahl von Totalreflexio-
nen. An diesen Stellen tritt der Infrarot-

Abb. 2: a) Druckfeste ATR-Messzelle; b) Liquilyzer
mit Anstechvorrichtung

strahl eine kleine Strecke (= pm) in das an-
dere Medium aus und liefert Informatio-
nen iiber die darin gelosten oder suspen-
dierten Molekiile. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass die Schichtdicke der
Zelle — anders als in Transmission - frei
gewihlt und dem Messproblem angepasst
werden kann. Wenn eine der aktiven
Oberflichen des ATR-Materials in Kontakt



mit der zu untersuchenden Losung ge-
bracht wird, sind auch in-line Messungen
an Fermentern oder an Rohrleitungen
moglich. Aufgrund der verwendeten IR-
Wellenlidngen (ca. 3-15 pm) ist die Licht-
streuung bei triiben Proben kein Problem,
so dass auf Filtration verzichtet werden
kann. Eine druckfeste ATR-Zelle mit einer
Fliissigkeitsfiihrung, die zur Minimierung
von Ablagerungen optimiert wurde (Abb.
2a), wurde bei unserem Sensor mit einem
modifizierten Infrarotspektrometer und
einem Probengeber so kombiniert, dass
Getriankeproben direkt aus der Flasche
oder der Dose unter Druck entnommen
und im Durchfluss analysiert werden kin-
nen (Abb. 2b). Dazu wird der Kronenkor-
ken bzw. der Dosenboden unter Druck (N,)
angestochen und der Inhalt durch die
Zelle befordert. Ein Grobpartikelfilter ver-
hindert, dass Metall- und Kunststoffteile,
die beim Anstechen der GefiBe abgelost
werden konnen, in die Zelle gelangen.
Ventile und Durchflussregler kontrollieren
den Fluss. Der eigentliche Messvorgang,
d.h. die Aufnahme der Infrarotspektren,
dauert nur etwa eine halbe Minute.

Kalibrierung und Auswertung

Fiir die Auswertung der Spektren wird
der gesamte MIR-Bereich verwendet. Da-
bei bilden sich bestimmte Inhaltsstoffe in
bestimmten Spektralbereichen besonders
deutlich ab. Abbildung 3 zeigt ein Spek-
trum eines Bieres (Schofferhofer Kristall-
weizen), von dem ein Wasserspektrum
abgezogen wurde. Wihrend das geloste
CO, sich als intensive Bande bei ca. 2.350
cm™ abbildet, iiberlagern die Absorptio-
nen des Alkohols und der sehr heteroge-
nen Extraktstoffe. Wenn nur eine dieser
GroBen variiert, so konnen im Prinzip ein-
fache univariate Analysenmethoden zur
Auswertung benutzt werden. Abbildung 4
zeigt dies als Beispiel an einer Serie von
Absorptionsspektren, bei denen ein alko-
holfreies Bier kiinstlich durch Zugabe von
Alkohol ,aufgespritet“ wurde. Fiir die Al-
koholbestimmung wiirde hier ein Auswer-
ten der Absorptionsbanden (es sind die
Moden der C-O-H Gruppe) geniigen.
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Abb. 3: IR-Spektrum eines Bieres (Schofferhofer

Kristallweizen) mit abgezogenen Wasserbanden.
Deutlich zu erkennen sind die iiberlappenden Al-
kohol- und Extraktbanden um 1.100 cm”

Bei der Analyse im Prozess und bei ver-
schiedenen Produkten variieren aber die
Konzentrationen von Alkohol, Extrakt und
CO, unabhéingig voneinander, so dass man
auf eine multivariate Kalibrierung ange-
wiesen ist. Eine multiple lineare Regres-
sion (MLR), bei der die Absorptionswerte
(A, Ay, A;, ...An) bei verschiedenen Wel-
lenléingen genutzt werden, fiihrt dabei zu
Problemen: Da die Zahl der zur Kalibrie-
rung verwendeten Proben i.d.R. kleiner ist
als die Zahl der gemessenen Wellenldn-
gen, treten lineare Abhéngigkeiten im
Gleichungssystem auf, die zu Instabilitidten
fiihren. Einen Ausweg bietet die Auswahl
charakteristischer Wellenldngen, aus de-
nen die Konzentration eines Inhaltsstoffs
bestimmt werden kann. Diese Moglichkeit
ist dann besonders attraktiv, wenn dis-
krete Wellenldngen zur Messung verwen-
det werden. Wir verfolgen diese Methode
mit neuartigen Quantenkaskaden-Infra-
rotlasern (QCL), die in Zukunft zu be-
sonders einfachen und zuverlissigen IR-
Sensoren fiihren werden. Ein zweiter
Ausweg ist die Hauptkomponentenregres-
sion (principal component regression,
PCR) oder partial least square (PLS) -Re-
gression, bei der aus den Absorptionswer-
ten zunéchst Linearkombinationen gebil-
det werden, die mit den Konzentrationen
korreliert werden.

Fiir die PCR oder PLS-Regression mus-
ste zundchst ein Ensemble von Kalibrier-
proben erstellt werden, das die Variation
der zu messenden Parameter gut abdeckt.
Im vorliegenden Fall mussten dazu die
strengen Vorgaben der Brauereien beach-
tet werden (s. Tab. 1). Zur Kalibrierung
haben wir zum einen Modellsysteme
(,Kunstbier“) verwendet. Ein realistische-
res Kalibriersystem war ein Ringversuch
mit rund 30 Brauereien und rund 100 ver-
schiedenen Biersorten, die das gesamte
Spektrum vom alkoholfreien Bier zum
Starkbier sowie traditionelle Biermischge-
tranke (z.B. Radler) einschlossen. Exoti-
sche Biermixgetrédnke (z.B. Bier mit Bana-
nensaft oder Rotwein) konnen ebenfalls
erfasst werden, wurden aber von uns be-
wusst ausgeschlossen (beide Autoren sind
Biertrinker !). Die Analyse des Hersteller-
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Abb. 4: IR-Spektrum eines alkoholfreien Bieres
mit kiinstlich erh6htem Alkoholgehalt

labors wurde fiir jedes Bier zur Erstellen
eines Kalibriermodells benutzt. Trotz der
unterschiedlichen Fehler der jeweiligen
Analysenlabors war dieses Kalibriermo-
dell auBerordentlich stabil und lieferte
prézise Ergebnisse. Um die Fehler weiter
zu reduzieren, wurde ein Kalibriermodell
mit den verschiedenen Bieren einer einzi-
gen GroBbrauerei erstellt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 5 in Form von Korrela-
tionsdiagrammen gezeigt, bei denen der
aus den Infrarotspektren bestimmte Wert
gegen den Wert der Referenzanalyse auf-
getragen ist. Die Genauigkeit und Repro-
duzierbarkeit der Infrarotmessung er-
reicht bzw. iibertrifft die Anforderungen
der Brauereien problemlos. Hier muss be-
dacht werden, dass der Fehler der kon-
ventionellen Laboranalyse bei der be-
schriebenen Bildung des Kalibriermodells
in die Infrarotbestimmung eingeht. Mit
noch genaueren Laboranalysen als Basis
fiir ein Kalibriermodell liee sich die Pré-
zision der Methode weiter steigern.

Fazit

Mit der Infrarotmessung lisst sich bei der
Getrinkeanalytik eine unabhingige Be-
stimmung von Alkohol, Extrakt und ge-
lostem CO, in einem Schritt durchfiihren.
Die Methode benétigt keinerlei Proben-
vorbereitung und erlaubt die direkte Pro-
benentnahme aus Flaschen, Dosen und
anderen Gebinden. Alternativ kann der
Messvorrichtung die Probe aus einem
Tank oder einem Rohrleitungssystem zu-
gefiihrt werden, so dass eine Prozess-
iiberwachung in Echtzeit mdoglich ist. Das
Verfahren lisst sich auch bei sehr triiben
Bieren anwenden und bendtigt mit weni-
ger als 1 Minute nur einen Bruchteil des
Zeitaufwands herkommlicher Methoden.

Perspektiven:

Die Bestimmung von Inhaltsstoffen ist
nicht auf die hier genannten Parameter
beschrinkt. Mit geeigneten Kalibriermo-
dellen konnen beispielsweise verschie-
dene Zucker, Fruchtsduren oder Vita-
mine bestimmt werden, ebenso Fette in
Milch oder Zuckerzusatzstoffe in Losung.
Unter Verwendung von ATR-Zellen, die
fiir Fermenter angepasst werden (,ATR-
Flansch®), kann die Methode zur in-line
Uberwachung von Fermentationsprozes-
sen verwendet werden. Bislang verwen-

Tab. 1
Inhaltsstoffe ~ Messbereich  geforderte
Genauigkeit
Alkohol 0-10Vol.-% + 0,02 Vol.-%
Gelostes CO,  0-10 g/l +0,05 g/l
Extrakt 0-10 Gew.-% + 0,02 Gew.-%
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Abb. 5: Korrelationsdiagramme fiir Alkohol, Extrakt, CO, und Stammwiirze

den wir zur spektroskopischen Messung
modifizierte Fourier-Transform Infrarot-
spektrometer. Die ersten Ergebnisse mit
Infrarotlasern bei diskreten Wellenldn-
gen in Verbindung mit einem ATR-Pro-
beninterface zeigen jedoch, dass diese
Methoden in der Sensorik ausgezeich-
nete Chancen haben werden.
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