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Abstract

Christian Harbeck

Anwendungen der 2D-Fluoreszenzspektroskopie in der Nahrungsmittelindustrie

bei der Aufarbeitung landwirtschaftlicher Rohstoftfe

Fiir eine effiziente Automatisierung von industriellen Produktions- und Aufarbeitungspro-
zessen ist eine schnelle Online-Analytik notwendig. Hiufig erfordern die bislang eingesetzten
Methoden eine Entnahme von Proben oder liefern die Ergebnisse erst mit einer erheblichen
Zeitverzdgerung, wodurch eine schnelle ProzeBkontrolle nicht mdglich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Einsatzmoglichkeiten der Fluoreszenz- und der nahen
Infrarot-Spektroskopie (NIR-Spektroskopie) in der Nahrungsmittelindustrie untersucht. Die in

dieser Arbeit beschriebenen Anwendungen gliedern sich in drei Hauptteile.

Im ersten Arbeitsteil wird die 2D-Fluoreszenzspektroskopie zur Beobachtung der chromato-
graphischen Melasseentzuckerung eingesetzt. Hierbei konnten die Melasseinhaltsstoffe Tyro-
sin, Serin, Threonin und Asparagin in Eluatproben aus dem Industrieprozef bestimmt werden.

Fiir die Aminosdure Serin wurde mit Hilfe einer chemometrischen Datenauswertung eine
Online-Analytik entwickelt. Die Validierung des Verfahrens erfolgte am Industrieprozel} iiber

einen Zeitraum von 18 Monaten.

Ebenfalls fiir den ProzeB der chromatographischen Melasseentzuckerung wurden die Einsatz-
moglichkeiten der NIR-Spektroskopie aufgezeigt. Fiir die Substanz Betain konnte eine charak-
teristische Bande im NIR-Bereich gefunden werden. Anhand von Standards erfolgte eine
Kalibration fiir Betain, die im Anschluf3 erfolgreich zur Bestimmung von Betain in Eluatproben

aus dem IndustrieprozeB3 der Melasseentzuckerung genutzt werden konnte.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der Sauerstoffindikator Resazurin in Verbindung mit
Fluoreszenzmessungen zur Beobachtung anaerober Prozesse eingesetzt. Bei Kultivierungen
des strikt anaeroben Bakterienstammes Clostridium formicoaceticum konnte ein Anwachsen
der Zellen mit Hilfe des Indikators detektiert werden. Bei Verwendung eines Industriemediums
auf Lactatbasis konnte sogar eine Diauxie mit anschlieBender Versporung der Zellen durch

Messungen der Fluoreszenz beobachtet werden.

Stichworte: 2D-Fluoreszenzspektroskopie, NIR-Spektroskopie, Online-Proze3beobachtung,

Melasseentzuckerung, Serin, Betain, anaerobe Fermentation, Resazurin



Abstract

Christian Harbeck

Application of the 2D-fluorescence spectroscopy in the food industry

for the processing of agricultural commodities

The basic requirement for an efficient industrial production control is a fast analytic method.
Most of the common analytic methods need sample extraction from the process or provide
results only with a significant time delay. For both cases, the implementation of a fast process
control is impractically.

The aim of this work is to show the potential application of fluorescence and near infrared
(NIR) spectroscopy in the food industry. The applications described in this work are divided

into three major parts.

The first part deals with the chromatographic molasses desugarization process. By using
2D-fluorescence measurements, it was possible to determine the compounds tyrosine, serine,
threonine and asparagine in molasses samples from the industrial chromatographic process.

Via a chemometric data processing an on-line analytic method was established for the amino
acid serine. The system was validated and used directly at the industrial process over a period

of 18 months.

Furthermore, for the chromatographic molasses desugarization process the applications of the
NIR spectroscopy were demonstrated. For the molasses compound betaine a characteristic
bond in the NIR region was found. The system was calibrated with pure betaine solutions.
Afterwards, the calibration was successfully applied for the quantification of betaine in

molasses desugarization samples.

In the third part, the oxygen indicator resazurine was utilised in combination with fluorescence
measurements for the surveillance of anaerobic fermentation processes. At first, the fluorescent
properties of resazurine were characterised. Afterwards, the fluorescent dye resazurine was
used during batch cultivation of the strict anaerobic bacteria Clostridium formicoaceticum. In
addition to surveying the growth of the cells, the system was able to monitor changes in the

cell metabolism, e.g. a diauxy with a following spore formation.

Keywords: 2D-fluorescence spectroscopy, NIR spectroscopy, on-line monitoring, molasses

desugarization, serine, betaine, anaerobic fermentation, resazurine
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1 Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Auftrennung von weiflem Licht in seine einzelnen Farbbestandteile wurde erstmals im
Jahr 1666 von Isaac Newton untersucht. Aus damaliger Sicht schien dieser Effekt geisterhaft
zu sein, weshalb Newton das Wort ,Spektrum’ verwendete, was aus dem Lateinischen iiber-
setzt Geist oder Erscheinung bedeutet.

Die ersten klassischen spektroskopischen Untersuchungen wurden von Bunsen und Kirchhoff
unter Verwendung eines Prismas durchgefiihrt [1]. Basierend auf diesen ersten Ergebnissen
konnte eine Vielzahl spektroskopischer Analysenmethoden entwickelt werden. Diese Metho-
den sind seit langem nicht mehr auf den sichtbaren Bereich beschrdnkt, inzwischen wird das
elektromagnetische Spektrum in einem Bereich von ca. 10'* Energieeinheiten genutzt, wobei
die Energie direkt proportional zur Frequenz oder reziprok zur Wellenldnge ist.

Fiir spektroskopische Analysen werden die Wechselwirkungen zwischen Atomen mit elektro-
magnetischer Strahlung ausgenutzt. Durch die Messungen der Absorption oder der Emission
von Strahlung konnen qualitative sowie quantitative Aussagen liber die Struktur von Mole-
kiilen getroffen werden. Der entscheidende Vorteil spektroskopischer Methoden liegt in der
schnellen nicht-invasiven MeBtechnik, mit der ProzeBdaten ohne Eingriffe in den ProzeB zur
Verfligung stehen.

Die stidndige Entwicklung und Anwendung neuer analytischer Techniken in der Nahrungs-
mittelindustrie wird durch ein steigendes Interesse der Verbraucher an der Zusammensetzung
und der Sicherheit von Nahrungsmitteln erforderlich. Zusétzlich wird durch neue européische
Gesetze eine immer genauere Qualitdtskontrolle im Produktionsprozel3 notwendig [2]. Dies
fiihrt zu einem steigenden Bedarf an schnelleren, genaueren und kostengiinstigen Analysen-
methoden. Die Methoden sollen zudem mdglichst viele Informationen {iber den Prozefablauf,
Produktionsbedingungen sowie Zusammensetzung und Qualitidt der Nahrungsmittel liefern.
Um alle diese Ziele erreichen zu konnen, werden viele klassische Analysenmethoden durch
neue spektroskopische Techniken ersetzt, die den hohen Anforderungen in der Nahrungsmittel-
industrie gerecht werden und die stindig steigenden Qualitétskriterien erfiillen.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Methoden der Fluoreszenz- und der NIR-Spektroskopie
zur Prozefbeobachtung eingesetzt werden. Die Anwendungsbeispiele beider Methoden werden
fiir den ProzeB der chromatographischen Melasseentzuckerung aufgezeigt. Zuniachst werden
die Moglichkeiten zur Bestimmung einzelner Substanzen untersucht. Die Ergebnisse sollen
dann im Hinblick auf die Anwendbarkeit bei der industriellen Melasseentzuckerung an
Realproben iiberpriift werden. Fiir die Aminosdure Serin wird der Aufbau einer Online-

Analytik angestrebt, die fiir einen Einsatz in der Industrie zur direkten ProzeBkontrolle bei
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verschiedenen Verdnderungen im Trennprozef validiert werden muB.
Als weiteres Anwendungsgebiet wird der Nachweis von Sauerstoff in Spurenkonzentrationen
auf Basis der Fluoreszenz vorgestellt. Der industrielle Nutzen des verwendeten Sauerstoft-

indikators soll anhand der Kultivierungen des strikt anaeroben Bakterienstammes Clostridium

formicoaceticum unter Beweis gestellt werden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Die chromatographische Melasseentzuckerung

Bei der industriellen Gewinnung von Zucker aus Zuckerriiben fallen groBe Mengen Melasse
an. Etwa 80 % dieses Rohstoffes werden zur Zeit in chromatographischen Verfahren aufge-
trennt, um eine gezielte Anreicherung wertvoller Inhaltsstoffe zu ermdglichen [3]. Viele Jahre
wurde das Potential der Melasse als Ausgangsstoff fiir eine Weiterverarbeitung nicht erkannt,
so dafl die Melasse zur Schweine und Rindermast oder als Grundlage fiir Fermentations-
prozesse [4] verwendet wurde.

Durch die allgemein giiltigen Verkaufsbedingungen wird festgelegt, dall Handelsmelasse einen
Trockensubstanzgehalt von mindestens 76,3 % bei einem Gesamtzuckergehalt von iiber 47 %
enthalten mul3. Der Grofiteil des Gesamtzuckers besteht aus Saccharose, die anderen Zucker
— wie Glucose, Fructose und Raffinose — haben nur einen Anteil von weniger als 2 %. Die
Nicht-Zuckerstoffe bestehen aus iiber 80 verschiedenen Substanzen, die in wechselnden
Konzentrationen in der Melasse vorkommen konnen. Den groBten Teil davon stellen die
organischen Stickstoffverbindungen dar, die zum Teil einen hohen Marktwert besitzen.
Deshalb werden vermehrt auch Verbindungen dieser Substanzklassen abgetrennt und
aufgearbeitet.

Die Zuckerriibenmelasse wird bei der AMINO GmbH zunichst in sechs Chromatographie-
sdulen mit einem Volumen von jeweils 60 m® in Fraktionen aufgetrennt. Als Trennmaterial
dient dabei ein lonenaustauscherharz der Firma Finnsugar [5] und als Eluent wird heif3es
Wasser verwendet (90°C). Dadurch wird beim Trennproze8 die Diffusion erleichtert und
moglichen Faulniseffekten vorgebeugt.

Die Trennung der Zucker- und Nichtzuckerkomponenten auf dem mit Kalium- und Natrium-
ionen beladenen Harz beruht auf dem IonenausschluBeffekt und der Verteilungschromato-
graphie. Beim Ionenausschluf3 wird die ionisierte Fraktion, d. h. die Asche, auf Grund der
bereits in den Poren vorhandenen Ladungen am Eintreten in die Harzpartikel gehindert.
Dadurch wird die Verweilzeit der Aschefraktion in der Trennkolonne verringert. Um ein
Austauschen der Na'-Kationen im Harz und daraus resultierende Verinderungen der
Trenneigenschaften zu verhindern, werden Ionen, die eine sehr hohe Affinitit zum Triger
besitzen, zuvor aus der Melasse abgetrennt. Dazu wird die Melasse vor der Chromatographie
mit Carbonat behandelt, um schidigende Ca’"-Tonen zu entfernen [6].

Die Trennkolonnen werden iiber einen Zeitraum von zwei bis drei Wochen kontinuierlich

betrieben, bis sich zu viele Feststoffe aus der Melasse auf dem Harz ansammeln und die
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Trennleistung der Sdule somit abnimmt. Im Anschlul} erfolgt eine Riickspiilung, bei der die
Verunreinigungen von der Sdule entfernt werden. Zusitzlich wird das Harz bei der Riick-
spiilung neu durchmischt, wodurch die Trennleistung des Harzes wieder verbessert wird [7].
Das Finnsugar-Harz kann dadurch tiber viele Jahre eingesetzt werden.

Ein vollstindiger Chromatographiezyklus von der Aufgabe der Melasse bis zur Elution der
einzelnen Fraktionen benotigt einen Zeitraum von etwa sechs Stunden. Auf Grund der Saulen-
hohe ist es moglich, schon nach zwei Stunden die nédchste Melassecharge auf die Séule
aufzutragen. Durch diese Prozeffiihrung kdnnen gleichzeitig insgesamt drei Trennldufe hinter-
einander auf einer Sdule durchgefiihrt werden. Neben der besseren zeitlichen Nutzung des
gesamten Sdulenvolumens kann die Dauer fiir einen Chromatographiezyklus auf etwa zwei

Stunden reduziert werden. Das Elutionsprofil einer Trennkolonne ist in vereinfachter Form in

Abbildung 2.1 dargestellt.
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Abbildung 2.1:  Elutionsprofil einer Trennkolonne, Melasseaufreinigung AMINO GmbH,
Frellstedt, mit Schnittfiihrung der industriellen Anlage: Restmelasse, Serin,

Saccharose, Riickfiihrung, Betain [8]

Abbildung 2.1 zeigt die verschiedenen Fraktionen der chromatographischen Melasseent-
zuckerung mit den zugehorigen Schnittgrenzen. Die Fraktionen werden in einem vollauto-
matischen Prozefl der anschlieBenden Aufarbeitung zugefiihrt. Durch die ProzeBsteuerung wird

der erste Schnitt nach etwa 40 Minuten vorgenommen. Die so erhaltene Fraktion wird als
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Restmelasse bezeichnet und besteht vorwiegend aus Salzen anorganischer Séduren und Asche.
Durch den hohen Anteil an Kalium kann diese Fraktion in der Landwirtschaft als Diinger
eingesetzt werden.

Die zweite Fraktion wird als Serinfraktion bezeichnet, da hier innerhalb eines kurzen Zeit-
raums von 4 Minuten die Aminosdure Serin gewonnen wird. Bisher werden zur Festlegung der
Schnittgrenzen dieser Fraktion physikalische Groflen wie Leitfahigkeit oder Brechungsindex
genutzt. Die Serinelution beginnt einige Zeit nach einer Abnahme der Leitfdhigkeit, wobei der
zeitliche Abstand zwischen Leitfdhigkeitsdnderung und Auftreten der Serinfraktion nicht
immer gleich ist. Eine sichere Festlegung der Schnittgrenzen fiir die Serinfraktion ist somit
nicht moglich. Um durch eine mogliche falsche Wahl der Schnittgrenzen Serinverluste zu
vermeiden, werden die Fraktionen ca. 6 Minuten vor und nach den berechneten Schnittgrenzen
aufgefangen und eingedampft. Das dabei erhaltene Produkt wird im Anschlufl einer neuen
Melassecharge zugesetzt und mit dieser zusammen erneut chromatographisch aufgetrennt. Der
Nachteil dieser Methode sind zusétzliche Kosten, ein hoherer Energieverbrauch und eine
Belastung der Umwelt durch héhere Abwassermengen.

Nach der Serinfraktion folgt die sogenannte Produktfraktion, die den Grofteil der Saccharose
enthilt. Von der Saccharose werden noch verbliebene Farbstoffe in einem weiteren Prozel3-
schritt abgetrennt. Die gereinigte Saccharosefraktion wird danach als Fliissigzucker vermarktet.
Die gewlinschte Siile des Fliissigzuckers wird durch Invertieren der Saccharose eingestellt. Bei
dieser Reaktion wird die Saccharose durch saure Hydrolyse zu Glucose und Fructose ge-
spalten.

Nach der Produktfraktion wird durch die ProzeBsteuerung die Riickfiihrungsfraktion ab-
getrennt, die wieder oben auf der Sdule aufgegeben wird. Bevor der ndchste Chromatographie-
zyklus beginnt, wird die Betainfraktion gewonnen. Betain kann direkt als Nahrungsmittel-
zusatz verwendet oder nach einer weiteren Aufreinigung fiir pharmazeutische Zwecke ein-
gesetzt werden.

Um eine moglichst hohe Produktreinheit der einzelnen Fraktionen erzielen zu kdnnen, ist eine
schnelle und genaue Online-Analytik notwendig. Fiir den Zucker Saccharose ist eine sehr gute
spezifische Detektion mit Hilfe der bisher verwendeten physikalischen Parameter moglich. Bei
den anderen Fraktionen lieBe sich durch effizientere Online-MeBsysteme die ProzeBfiihrung
verbessern. Durch die hohere Produktreinheit konnten weniger Ressourcen eingesetzt werden,
wodurch eine Optimierung durch Verbesserung der ProzefBanalytik aus 6konomischer sowie

okologischer Sicht sinnvoll ist.
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2.2 Einfliisse auf die Fluoreszenz

Fluoreszenz wird als spontane, ungerichtete Emission von Licht bezeichnet, die von fluores-
zierenden Molekiilen nach einer elektronischen Anregung ausgestrahlt wird. Fluoreszenz ist
eine Form der Lumineszenz, die allgemein als Abgabe von Energie unter Emission eines
Lichtquants definiert ist [9].

Fluoreszierende Molekiile (Fluorophore) stehen in stindiger Wechselwirkung mit ihrer Um-
gebung und konnen daher durch lokale Verdnderungen beeinfluBit werden. In der folgenden
Tabelle 2.1 sind die wichtigsten physikalischen und chemischen EinfluBgréen dargestellt, die
sowohl zu einer Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt als auch zu einer Verschiebung des

Fluoreszenzmaximums eines Fluorophors fithren konnen.

Tabelle 2.1:  Einfliisse auf die Fluoreszenz

Art der Beeinflussung Einflufigrofie
Chemisch pH-Wert
Losungsmittel
Physikalisch Temperatur
Quenching

,.Inner-filter“-Effekt
Kaskaden-Effekt
Photobleaching

Sowohl der pH-Wert als auch die Wahl des Losungsmittels iiben einen wesentlichen Einfluf3
auf die Fluoreszenzintensitit und die Lage des Fluoreszenzpeaks eines Fluorophors aus. Durch
den pH-Wert oder das Losungsmittel kann das n-Elektronensystem fluoreszierender Molekiile
unterschiedlich stabilisiert werden, woraus eine Verdanderung der elektronischen Anregbarkeit
der Molekiile und damit der Fluoreszeigenschaften resultiert [10-12].

Mit zunehmender Temperatur ist auch eine Zunahme der Molekiilbewegung verbunden.
Dadurch steigt auch die Zahl der deaktivierenden StoBe angeregter Molekiile und die Fluores-
zenzintensitdit nimmt ab, weil die Energieabgabe durch Stofe mit anderen Molekiilen auf
Kosten der Energieabgabe durch Lichtstrahlung zunimmt. Deswegen ist im allgemeinen mit
steigender Temperatur eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit verbunden [13]. Aus diesem

Grund sollte die Temperatur wihrend der Fluoreszenzmessung konstant gehalten werden.
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Befinden sich neben dem Fluorophor noch weitere Substanzen in einer Losung, so kann eine
strahlungslose Energieabgabe durch inaktivierende Stofe auftreten. Dabei kommt es durch
Fremdloschung (Quenching) zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitit [14].

Bei sehr hohen Konzentrationen einer fluoreszierenden Substanz kann das emittierte Fluores-
zenzlicht in der Kiivette durch andere Molekiile der selben Substanz erneut absorbiert werden.
Dieser Vorgang wird als ,,Inner-filter*-Effekt bezeichnet und iibt einen storenden Einflul auf
quantitative Fluoreszenzmessungen aus [14]. Deshalb ist es notwendig, vor einer quantitativen
Bestimmung einer Substanz mittels Fluoreszenz den linearen Konzentrationsbereich zu
ermitteln, bei dem dieser Effekt noch nicht auftritt. Durch Fluoreszenzmessungen im
180°-Winkel ("open-end" Anordnung) kann dieser Effekt minimiert werden.

Liegen mehrere, unterschiedliche Fluorophore nebeneinander vor, kénnen Kaskaden-Effekte
auftreten. Liegt das Anregungsmaximum eines Fluorophors bei einer dhnlichen Wellenldnge
wie das Emissionsmaximum eines weiteren Fluorophors, so kann das Emissionslicht des
letzteren zur Anregung des ersten Fluorophors verwendet werden. Besonders bei hohen
Fluorophorkonzentrationen kann dies zu einer erheblichen Verringerung der mefbaren

Fluoreszenzintensitit fithren.

2.3 Infrarot(IR)-Spektroskopie und nahe Infrarot(NIR)-Spektroskopie

Molekiilschwingungen und -rotationen werden durch Absorption von Strahlung im infraroten
Bereich des elektromagnetischen Spektrums angeregt. Dieser schliefit sich an den sichtbaren
Bereich bei lingeren Wellenlédngen an und wird auch als Warmestrahlung bezeichnet, da sie
von der Haut als Wirme empfunden wird. Eine schematische Ubersicht der Einteilung des

infraroten Lichtes ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Wellenlédnge [nm]

>
780 2500 25000 1 000 000

Nahes Infrarot Mittleres Infrarot Fernes Infrarot

Abbildung 2.2:  Unterteilung des infraroten Spektralbereiches

Um die Entstehung von NIR-Strahlung verdeutlichen zu kénnen, 148t sich ein einfaches Modell
aus der klassischen Mechanik heranziehen. Wenn Atome wie eine Punktmasse betrachtet

werden, kann die Schwingung in einem Molekiil aus zwei Atomen durch eine elastische Feder
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beschrieben werden, durch die beide Atome miteinander verbunden sind. Die Energie dieser
Schwingung wird mit dem Modell des harmonischen Oszillators beschrieben, dessen Energie-
niveaus in Abbildung 2.3 a dargestellt sind.

Bei der Ubertragung dieses mechanischen Modells auf ein zweiatomiges Molekiil sind einige
Phanomene nicht erkldrbar, wie beispielsweise die Dissoziation des Molekiils bei Einstrahlung
geniigend hoher Energie. Eine bessere Beschreibung bietet das Modell des anharmonischen
Oszillators (s. Abbildung 2.3 b). Diese Potentialkurve hat einen asymetrischen Verlauf und die
Energieniveaus haben nicht mehr die gleichen Abstinde. Durch dieses Modell ist eine
Dissoziation des Molekiils erklérbar.

Unter Beriicksichtigung der Quantentheorie gibt es nur diskrete Energie- und Schwingungs-
zustinde. Die Anregung einer Schwingung ld6t sich anschaulich so vorstellen, dafl das
Molekiil unter Absorption eines Lichtquants vom Schwingungszustand mit der Quantenzahl n
in einen hoheren Quantenzustand, z. B n+1, iibergeht. Die Energiedifferenz beider Zustinde
entspricht dabei der Energie des Lichtquants, die durch Absorption im IR-Spektrum detektiert
werden kann. Die Wahrscheinlichkeit einer Anregung des Uberganges von n =0 nach n = 1 ist
am groften und wird als Grundschwingung bezeichnet. Diese Grundschwingungen liegen im
mittleren Infrarotbereich und werden von der klassischen IR-Spektroskopie erfalit. Eine aus-
fiihrliche Ubersicht zu den Grundlagen der IR-Spektroskopie ist den Fach- und Lehrbiichern zu
entnehmen [15-17].

n=4 \ / \ Dissoziationsgrenze
11
{

.2 2
on on
2 g
= n=2 M
n=1
n=0
a r,  Atomabstand Atomabstand i
Abbildung 2.3:  Potentialkurven des a harmonischen Oszillators und des

b anharmonischen Oszillators

Ein NIR-Spektrum wird im Bereich von 780 nm bis 2500 nm aufgenommen. In diesem Be-

reich werden die Oberschwingungen detektiert, bei denen Uberginge aus dem Energieniveau
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n =0 in hohere Energieniveaus mit n > 1 angeregt werden. Die Wahrscheinlichkeit fiir eine
Anregung in diese hohen Energieniveaus ist viel geringer, deshalb betrdgt die gemessene
Absorption im NIR-Spektrum meist nur einen Bruchteil der Absorption im mittleren Infrarot-
bereich. Weiterhin konnen im NIR-Bereich Kombinationen unterschiedlicher Schwingungen
auftreten, die sich durch die Quantenmechanik erklidren lassen. So konnen beispielsweise eine
Streck- und eine Pendelschwingung gemeinsam durch Absorption eines Lichtquants angeregt
werden [18].

In der Praxis sind jedoch nur wenige Teile eines Molekiils NIR aktiv. Nur Schwingungen, an
denen Wasserstoffatome beteiligt sind, weisen eine so hohe Energie und damit geringe Wellen-
langen auf, daB3 die Oberschwingungen im NIR-Bereich auftreten. Damit ist der Wasserstoff
das wichtigste Element in der NIR-Analyse. In organischen Molekiilen werden mit dieser

Methode hauptsdchlich C-H, O-H und N-H Bindungen detektiert.

2.4 Multivariate Datenanalyse

Durch den Einsatz von Computern und durch Kopplungen von MeBmethoden wurde die
Leistungsfahigkeit der Analytik wesentlich erhoht. Durch diesen Fortschritt liefern analytische
Messungen zunehmend groflere Datenmengen. Die Chemometrik befal3t sich mit der Erfassung

und Verarbeitung dieser Daten, um eine sinnvolle Interpretation der Mef3daten zu ermoglichen.

2.4.1 Darstellung von Datenmatrizen

Analytische Daten konnen fiir eine statistische Auswertung in besonderer Weise geordnet,
bzw. in Datenlisten oder Tabellen zusammengefalit werden. Aus mathematischer Sicht handelt
es sich hierbei um einen Vektor oder eine Matrix. Fiir eine MeBreihe x,,x,,...,x,, die zum

Beispiel die Gehalte eines bestimmten Elements von n Proben angibt, 16t sich schreiben:

x= 2.1)

Werden dagegen m verschiedene Elementgehalte x,,x,,...,x, einer Probe beschrieben, dann

werden sie in der Regel durch einen Zeilenvektor charakterisiert.

xz[x1 X, e xm] (2.2)
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Solche Datenvektoren werden fiir Sensorarrays und Analysenmethoden mit einer hohen Anzahl
an MeBdaten erhalten, wie sie z. B. in der Chromatographie und Spektroskopie verwendet
werden.

Werden nun die Daten fiir mehrere Analysen- bzw. MelgroBBen (m Merkmale) und ver-
schiedene Proben (n Objekte) erfaflit, so lassen sich die Daten der Messungen in einer Matrix

der GroB3e n x m darstellen:

X X Xim
x x oo x
21 22 2
X =7 T e 2.3)
xnl an ‘xnm

Die Zeilen der Datenmatrix X entsprechen hierbei den Objekten oder MeBzeitpunkten, die
Spalten den Variablen oder Mefigroen. Die Zeilen bilden die Merkmalsvektoren der

Dimension m, die Spalten MeBreihen eines Merkmals an n Proben.

2.4.2 Faktoren- und Hauptkomponentenanalyse

Ziel der Hauptkomponentenanalyse (PCA, principle component analysis) ist es, die m
Variablen der Datenmatrix durch eine geringere Zahl 7 <m von untereinander unabhingigen
Hauptkomponenten (PC, principle component) so darzustellen, dafl die urspriinglichen Infor-
mationen der Variablen erhalten bleiben. Voraussetzung hierfiir ist, da die Variablen der
Matrix zu einem gewissen Grade redundant (kolinear) sind, also Zusammenhéinge zwischen
den Variablen der Datenmatrix bestehen. Fiir diese Beziehungen konnen zwei Extremfille

auftreten:

1. Einerseits konnen die Variablen untereinander vollig unkorreliert (orthogonal) sein. Die
Korrelationsmatrix der standardisierten Variablen ist in diesem Fall eine Einheitsmatrix,
das heilit alle Elemente bis auf die Diagonalelemente nehmen den Wert Null an. Eine
Dimensionsreduzierung unter Erhalt der urspriinglichen Informationen ist fiir diesen Fall
nicht moglich.

2. Andererseits konnen die m Variablen untereinander vollstandig korrelieren, also als Linear-
kombinationen dargestellt werden. Wird das Rauschen dabei vernachlissigt, so besitzt jede
Variable den gesamten Informationsgehalt der Datenmatrix und der Variablenraum kann

bis auf eine Dimension reduziert werden.
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In der Praxis kann haufig der grofite Teil der Informationen der urspriinglichen Datenmatrix
durch die ersten Hauptkomponenten reproduziert werden. Damit bietet die Hauptkomponenten-
analyse die Mdglichkeit, Strukturen hochdimensionaler Datensétze auf zwei oder drei Dimen-

sionen zu reduzieren und damit graphisch z.B. als Scoreplots darzustellen.

Die Hauptkomponentenanalyse geht davon aus, dall die Variablen als Linearkombinationen der
orthogonalen Hauptkomponenten darstellbar sind. In der Matrixschreibweise ergibt sich durch

lineare Transformation:
X = PAT (2.4)

bei der die zentrierte n x m Datenmatrix X durch das Produkt der n x & Scorematrix P der h
orthogonalen Hauptkomponenten und der m x & Loadingmatrix A4 dargestellt wird. Die
Loadings sind ein MaB fiir die Korrelation zwischen den jeweiligen Hauptkomponenten und
den einzelnen Variablen.

Geometrisch kann die Hauptkomponentenanalyse als Rotation des m-dimensionalen Daten-
raumes der Originalvariablen in das neue Koordinatensystem der Hauptkomponenten inter-
pretiert werden. Damit die Rotation auf einem Kreis oder einer Kugel stattfinden kann, wird
die Rotation im Polarkoordinatensystem durchgefiihrt. Die neuen Achsen werden dabei so
aufgespannt, dall die erste Hauptkomponente p, in Richtung der maximalen Varianz p der
Daten zeigt. Alle weiteren Hauptkomponenten p,,ps... stehen jeweils senkrecht (orthogonal)
dazu und weisen in Richtung der verbleibenden maximalen Varianz. Die Achsen mit einem
geringen Varianzanteil werden normalerweise nicht beriicksichtigt, wodurch ein Subraum der
Originaldaten gebildet wird. Dadurch werden die Daten mit dem hochsten Informationsgehalt
herausgefiltert, was den entscheidenden Teil der Datenreduktion bei der Hauptkomponenten-

analyse darstellt.

2.4.3 Partial Least-Square-Regression (PLS)

Bei der multivariaten Auswertung mittels Hauptkomponentenanalyse wird als Optimierungs-
kriterium eine Varianzmaximierung der Datenmatrix durchgefiihrt. Fiir die Vorhersage einer
gesuchten Substanz ist diese Basis nicht ausreichend, da direkte Zusammenhéinge zwischen
dem Verlauf der Konzentration einer Substanz und dem Verlauf eines Mef3signals mit geringer

Varianz nicht berticksichtigt werden. In diesen Féllen ist die Verwendung von PLS-Modellen
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von Vorteil, da bei dieser Methode Zusammenhinge zwischen Mefldaten und den gesuchten
Vorhersagegroflen berticksichtigt werden.

Zur Entwicklung des Modells werden sowohl die Matrix der MeBdaten X als auch die Matrix
der VorhersagegroBen Y eingesetzt, wie der Ubersicht in Abbildung 2.4 zu entnehmen ist.
Hierfiir werden beide Matrizen wie bei der Hauptkomponentenanalyse in die Anteile der

Scores und Loadings aufgeteilt. Entgegen der normalen Hauptkomponentenanalyse werden

Xal + | Yeu |:> Modelll

Abbildung 2.4:  Entwicklung eines PLS-Modells durch Kombination der Mef3datenmatrix X

und der Matrix der Vorhersagegrof3en ¥

die Scores jedoch nicht nur nach der maximalen Varianz der Me3daten X bestimmt, sondern
zusitzlich nach der maximalen Varianz der Vorhersagegrofen Y. Damit kann die PLS-
Regression als gewichtete Hauptkomponentenanalyse verstanden werden, bei der die Mef3daten

zur Erstellung des Modells beriicksichtigt werden.

X=prA" (2.5)
Y =UQ" (2.6)

Dabei ist X die Matrix der MeBdaten, ¥ die Matrix der Vorhersagegrofen, P und U sind die
Score-Matrizen und A4 und Q die Loading-Matrizen. Durch den Einsatz von PLS-Modellen
kann eine Optimierung der Vorhersage erreicht werden, bei der auch sehr kleine Beitrdge in
den MeBgrdBen fiir die Vorhersage berticksichtigt werden [19].

Zur Bestimmung der Qualitit der Modelle werden iiblicherweise Testdatensitze verwendet, die
nicht fiir die Kalibration eingesetzt wurden. Als Giitemal3 wird hdufig die Summe der Fehler-
quadrate zwischen den vorhergesagten und den beobachteten Werten PRESS (predictive

residual sum of squares) beziehungsweise der RMSEP (root mean square error of prediction)

angegeben.
PRESS = Z(ci,vor - Ci,ref)2 (27)
i=1
RMSEP = | TRESS (2.8)

n
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Hierbei ist ¢, s die Referenzkonzentration und ¢, die vorhergesagte Konzentration. Die Giite

der Vorhersage kann graphisch durch die Auftragung von ¢, gegen c;.r beurteilt werden.

2.5 Beschreibung anaerober Fermentationsprozesse

Die Fermentationen strikt anaerober Bakterien werden unter Ausschluf3 von Sauerstoff durch-
gefiihrt, da diese Mikroorganismen die toxischen Produkte des molekularen Sauerstoffs — wie
Peroxide oder Superoxide — nicht beseitigen kdnnen [20]. Unter Fermentation wird in dieser
Arbeit allgemein die Kultivierung von Mikroorganismen bezeichnet.
Um fiir strikte Anaerobier gute Wachstumsbedingungen zu schaffen, wird ein niedriges Redox-
potential benétigt. Als Redoxpotential wird das elektrische Potential eines Redoxpaares
bezeichnet, wobei das Potential einer Standard-Wasserstoffelektrode als Nullpunkt festgelegt
ist. Das Redoxpotential ist ein MaB fiir die reduzierende bzw. oxidierende Kraft eines Systems,
was seiner Neigung Elektronen aufzunehmen oder abzugeben entspricht. Fiir biologische
Redoxsysteme wird das Potential nicht auf einen pH-Wert von 0 bezogen, sondern das physio-
logische Potiential E; verwendet, das auf einen pH-Wert von 7 bezogen wird. Die Wasser-
stoffelektrode hat bei pH 7 gegeniiber der Wasserstoffelektrode bei pH 0 ein Potiential Ey
von 420 mV.
In einer unbeimpften, komplexen Nahrlosung, die mit Luft unter Atmosphirendruck im
Gleichgewicht steht, wird in der Regel ein Redoxpotential Ey von etwa +400 mV gemessen.
Dieser Wert ist in erster Linie auf das Redoxsystem

30, +2¢ — OF
zuriickzufiihren. Anaerobe Bakterien wie Clostridien beginnen jedoch erst bei einem Redox-
potential Ey' <+150 mV zu wachsen. Viele andere strikt anaerobe Bakterien benétigen fiir ihr
Wachstum ein Redoxpotential Eo‘ <-100 mV, extreme Anaerobier wie methanogene Bakterien
sogar ein Potential von Eo <-300 mV. Um E, auf solche Werte senken zu koénnen und die
Bildung toxischer Sauerstoffprodukte zu verhindern, mufl vor dem Beimpfen zundchst der
gesamte geldste Sauerstoff aus der Néhrlosung ausgetrieben werden. Ein weiteres Absinken
des Potentials Eo im Nihrboden kann durch den Zusatz reduzierender Stoffe erreicht werden.
Durch Verwendung eines grofen Inokulums aus der exponentiellen Wachstumsphase kann bei
mafig anaeroben Bakterien auf den Zusatz reduzierender Substanzen verzichtet werden, da die
Zellen selber innerhalb kurzer Zeit Sauerstoffreste im Medium reduzieren und damit ein

niedriges Redoxpotential erzeugen [21].
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2.5.1 Clostridien und Endosporen

Die unter der Gattung Clostridien zusammengefaliten Arten gehdren zu der Gruppe der an-
aeroben Endosporenbildner. Durch den sehr geringen Wasseranteil in den Endosporen weisen
diese Keime eine grofle Hitzeresistenz auf, wodurch unerwiinschte Sporen nur schwer zu
beseitigen sind. Wihrend alle {ibrigen Bakterien und auch die vegetativen Zellen der Sporen-
bildner durch 10 Minuten langes Erhitzen auf 80° C abgetdtet werden, halten die thermo-
resistenten Endosporen wesentlich héhere Temperaturen aus. Einige Sporen vertragen sogar
stundenlanges Kochen. Die kosten- und arbeitsaufwendige Steriltechnik ist somit auf die
Abtotung oder Entfernung von Endosporen ausgerichtet.

Die Sporenbildung erfolgt im Inneren der Bakterienzelle und beginnt mit einer speziellen
indqualen Zellteilung. Durch Einschniiren der Cytoplasmamembran wird ein Teil des Proto-
plasten der Mutterzelle abgetrennt. Dieser Sporenprotoplast enthidlt einen Teil des Kern-
materials. Zwischen den beiden Protoplasten erfolgt nun nicht wie bei der normalen Zellteilung
eine Zellwandbildung, der Sporenprotoplast wird vielmehr von der Cytoplasmamembran der
Mutterzelle umwachsen und eingehiillt. Dies hat zur Folge, dafl der Sporenprotoplast von zwei
Cytoplasmamembranen umgeben ist, die beide am Aufbau der Sporenwand beteiligt sind. Die
Membran des Sporenprotoplasten synthetisiert nach aulen die Zellwand, wihrend die Mutter-

zelle die duBere Sporenrinde (Cortex) herstellt.

e S

Abbildung 2.5:  Schema der Versporung
a-b  Abschniirung des Sporenprotoplasten
c-e  Bildung der Vorspore

f fertig Spore

Die Sporen werden durch Autolyse aus der Mutterzelle freigesetzt und lassen keine Stoff-
wechselaktivitit erkennen. Sie besitzen einen extrem geringen Wassergehalt (ca. 15 %), wo-
durch die Sporen eine hohe Resistenz gegeniiber Hitze, Strahlung und chemischen Behandlung

aufweisen.
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In Sporenform konnen die Bakterien lange Zeit im Zustand latenten Lebens iiberdauern.
Untersuchungen der Erde aus dem Herbarium des Kew Gardens (England) zeigten, dal3 nach
50 Jahren noch 20 % der Sporen lebensfahig sind.

Die Bildung der Endosporen stellt kein obligat zu durchlaufendes Stadium in dem Lebens-
zyklus des Bakteriums dar. Unter giinstigen Umstidnden vermehren sich die Bakterien iiber
einen sehr langen Zeitraum durch Teilung der vegetativen Zellen. Die Bildung von Sporen
wird erst ausgelost, wenn Néhrstoffe fehlen oder sich Stoffwechselprodukte anhdufen. Die
Induktion der Sporenbildung manifestiert sich im Laufe mehrerer Stunden. Wird beispiels-
weise einer Suspension von vegetativen Zellen nach Ubertragung in Wasser binnen fiinf
Stunden Glucose zugefiihrt, so unterbleibt die Sporenbildung. Erfolgt die Zugabe der Glucose
erst nach sechs Stunden, so bleibt die Induktion der Sporenbildung bestehen und nach der
13. Stunde sporulieren etwa 90 % der Zellen. Die Sporen konnen jedoch nur gebildet werden,
wenn die duBeren Bedingen es zulassen. So bewirkt eine Uberfiihrung anaerober Bakterien in
ein sauerstoffhaltiges Medium ein Absterben der Zellen, ohne dal eine Versporung eingeleitet
werden kann.

In geeigneten Nidhrbdden kommen die meisten Sporen zur Keimung, wobei vor der Keimung
der Sporen eine Wasseraufnahme und Quellung erfolgt. Die Atmung und Enzymaktivitit der
Sporen nehmen hiernach rasch zu und Aminosduren, Peptide und andere Stoffe werden aus-
geschieden. Der Trockenmasseverlust der Sporen wihrend der Keimung betrdgt 25-30 % und
die Sporen verlieren dabei ihre Hitzeresistenz. Die aus der Spore austretende Zelle ist von einer
sehr diinnen, unvollstindigen Zellwand umgeben. Die Sporenhiille kann dabei vom Keim-

schlauch aufgerissen oder langsam durchdrungen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete ProzeBispektralphotometer

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Fluoreszenzuntersuchungen wurden zwei
verschiedene ProzeBspektralphotometer verwendet: Ein Fluoreszenz-Spektralphotometer
F-4500 (Hitachi, Japan) und ein im Rahmen eines EU-BriteEuram-Programms BE-7991 in
interdisziplindrer Zusammenarbeit entwickelter 2D-Fluoreszenzsensor (BioView). Diese
Gerite, die iiber einen Lichtleiter an verschiedenen Reaktoren angekoppelt werden konnen,

werden im folgenden detailliert beschrieben.

Lichtleiter

Fiir die Fluoreszenzmessungen werden das Anregungslicht und das Fluoreszenzlicht beider
verwendeter ProzeBspektralphotometer iiber einen 1 m langen Fliissiglichtleiter (Typ 300,
Lumatec, Denzlingen) zu der auBlerhalb des Spektrometers befindlichen Durchflu3zelle oder
zum MeBreaktor gefiihrt. Die Detektion der Fluoreszenz durch den Lichtleiter erfolgt immer im
180°-Winkel ("open-end" Anordnung). Bei einem Offnungswinkel von 2a =72° kommt es
nach wenigen Millimetern hinter dem Lichtleiterkopf zu einem ausgeprigten Uberlappungs-

bereich, wie der Abbildung 3.1 zu entnehmen ist.

Abbildung 3.1: Strahlengang im Lichtleiter [22]

3.1.1 BioView-Sensor

Der BioView wurde im Rahmen eines EU-BriteEuram-Projektes speziell fiir den Einsatz in der
industriellen Bioprozef3beobachtung entwickelt. Eine wasserdichte Edelstahlbox schiitzt den

BioView vor Temperatureinfliissen, Feuchtigkeit und mechanischer Belastung speziell im
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industriellen Einsatz. Gegeniiber elektromagnetischen Storungen ist er zusétzlich durch eine
optische Dateniibertragung zu dem steuernden PC abgeschirmt. Dadurch ist eine Ubertragung
der Daten iiber einige hundert Meter moglich.

Der BioView verwendet zwei unabhéngig rotierende Filterrdider mit je 16 verschiedenen
Filtern fiir Exzitations- und Emissionslicht. Durch Variation der Exzitations- (270-550 nm) und
der Emissionswellenldnge (310-590 nm) wird ein weiter Spektralbereich detektiert und in
einem 2D-Fluoreszenzspektrum erfafit. Als Filter werden Schmalband-Interferenzfilter
(DELTA Light&Optics, Ddnemark) mit 20 nm Bandbreite verwendet, so daB3 alle 20 nm eine
Messung moglich ist. Zusétzlich ist auf jedem Filterrad ein Neutraldichte-Filter (ND-Filter)
eingebaut, um Streulichtmessungen zu ermdéglichen. Mit dem BioView ist eine Auswahl der
fiir Fluoreszenzmessungen vorgesehenen Ex/Em-Wellenldngenpaare moglich. Damit kann eine
Verkiirzung der MeBdauer erreicht werden. Die Abbildung 3.2 zeigt eine schematische
Darstellung des Aufbaus, wobei zur besseren Ubersicht nur acht Filter je Filterrad abgebildet
sind.

Eine hohe Lichtintensitit bei langer Lebensdauer wird durch Verwendung einer gepulsten
Xenon-Blitzlichtlampe (Hamamatsu, Japan) gewihrleistet. Die Spannung des Photomultipliers

kann fiir jede Filterkombination individuell einstellt werden.

Exzitationsfilterrad

Emissionsfilterrad

Abbildung 3.2:  MeBprinzip des BioView
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3.1.2 Fluoreszenzspektralphotometer F-4500

Das Fluoreszenzspektralphotometer F-4500 ist ein kommerziell erhéltliches Fluoreszenz-
spektrophotometer, das fiir Kiivettenmessungen ausgelegt ist. Durch Umbau der MefSkammer
konnen mittels eines zweiarmigen Lichtleiters Messungen in externen Reaktoren in einer
"open-end" Anordnung durchgefiihrt werden [23].

Als Lichtquelle dient eine 150 Watt Xenonlampe (Hamamatsu, Japan), die in dem verwendeten
Wellenldngenbereich ein kontinuierliches Spektrum liefert. Die Wellenldnge des Exzitations-
und des Emissionslichtes wird mit Hilfe eines Gittermonochromators mit wéhlbarer Spaltbreite
(,,S1it*) eingestellt. Um Schwankungen in der Lampenintensitdt kompensieren zu kénnen, wird
ein Teil des Exzitationslichtes auf einen Referenzphotomultiplier gelenkt. Der andere Teil des
Lichtes gelangt iiber einen Lichtleiter zur Mefizelle. Als Detektionssystem dient ein zweiter
Gittermonochromator mit Photomultiplier.

Die Geritesteuerung und die Datenaufnahme erfolgen tiiber einen Computer. Fiir die
kontinuierliche Datenaufnahme von Fluoreszenzspektren wurde das Quick-Basic-Programm

"BioView" [23] verwendet.

3.1.3 Vergleich der Fluoreszenzspektralphotometer

Der BioView verwendet zur Einstellung der Exzitations- und Emissionswellenldnge unab-
héngige, rotierende Filterrdder. Um den MefBbereich voll auszunutzen, sind die verwendeten
Schmalband-Interferenzfilter mit 20 nm Bandbreite so gewéhlt, da3 alle 20 nm eine Messung
moglich ist. Jede neue Filterkombination fithrt zu neuen MeBbedingungen, die nicht direkt
miteinander vergleichbar sind, da die durchgelassene Lichtintensitit fiir jede Filterkombination
individuell ist.

Da der BioView fiir Online-Fluoreszenzmessungen eingesetzt werden soll, ist ein Vergleich
der Fluoreszenzspektren mit dem F-4500 zur Beurteilung der aufgenommenen Daten
notwendig.

Dazu wurden Fluoreszenzspektren mit dem BioView und dem F-4500 von einem Fluoro-
phorengemisch aus Flavinmononucleotid (FMN), Tryptophan, Pyridoxin und NADH auf-
genommen (Zusammensetzung s. Anhang 10.6). Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur
mit dem gleichen Lichtleiter in einem 10 mL MeBreaktor (Werkstatt TCI, Universitét

Hannover). Fiir den F-4500 wurden folgende MeBeinstellungen verwendet:
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¢ Exzitationswellenldngenbereich: 250-550 nm
¢ Emissionswellenldngenbereich: 260-600 nm
¢ Schrittweite der Exzitationswellenlénge: 10 nm

¢ Schrittweite der Emissionswellenlénge: 20 nm

¢ Photomultiplierspannung: 700 Volt

¢ Scangeschwindigkeit: 12000 nm/sec

In Abbildung 3.3 sind die mit dem F-4500 und dem BioView aufgenommen Fluoreszenz-
spektren des biogenen Fluorophorengemisches abgebildet. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurde der abgebildete Wellenldangenbereich des F-4500 dem des BioView angepal3t.

Wie zu erkennen ist, treten auf Grund des unterschiedlichen Aufbaus deutliche Unterschiede
im MeBbereich beider ProzeBspektralphotometer auf. Der BioView verwendet fiir die
Messungen keine Filterkombinationen, die eine grofere Exzitations- als Emissionswellenlédnge
aufweisen. Dieses ist bei dem BioView automatisch eingestellt, da in diesem Bereich keine
Fluoreszenz auftreten kann. Der F-4500 detektiert in dem gleichen Bereich eine scheinbare

Fluoreszenzintensitit, die durch Spiegelungen am Gitter hervorgerufen wird.

Y relative Intensitét

I 180.7 -- 250.0
N 130.6 - 180.7
94.36 - 130.6
68.19 - 94.36
49.28 - 68.19
35.61 - 49.28
25.74 - 35.61
18.60 — 25.74
13.44 - 18.60
9.714 - 13.44
7.020 - 9.714
5.073 -- 7.020
3.666 -- 5.073
I 2,650 - 3.666
I 1.915 - 2.650
I 1384 - 1.915
I 1.000 - 1.384

relative Intensitat
I 1882 - 2500
B 1417 - 1882
1066 — 1417
802.7 - 1066
604.2 - 802.7
454.8 - 604.2
342.4 - 454.8
257.7 - 342.4
1940 - 257.7
146.0 - 194.0
109.9 - 146.0
82.75 - 109.9
62.29 -- 82.75
[ 46.89 - 62.29
I 35.30 - 46.89
Il 26,57 — 35.30
I 20.00 -- 26.57

Exzitation [nm]
Exzitation [nm]

270I T T T T T T
310 350 390 430 470 510 550 590

a Emission [nm] b Emission [nm]

Abbildung 3.3:  Fluoreszenzspektren eines Fluorophorengemisches aufgenommen mit dem

a F-4500 b BioView

Es sind jedoch auch Unterschiede innerhalb der 2D-Fluoreszenzspektren beider Proze(3-
spektralphotometer zu erkennen.

Wihrend in den Spektren des BioView und des F-4500 die Fluoreszenzmaxima von
Tryptophan (Ex287/Em348 nm [24]) und FMN (Ex450/Em530 nm) gut zu erkennen sind, sind
die Maxima von NADH (Ex340/Em460 nm) und Pyridoxin (Ex324/Em390 nm) nicht aus dem

Fluoreszenzspektrum des BioView ersichtlich. Da jede Filterkombination beim BioView eine
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unterschiedliche Lichtdurchldssigkeit besitzt, treten im Spektrum des BioView neue Bereiche
erhohter Fluoreszenz (Ex290/Em430 nm sowie Ex370/Em470 nm) auf, die keinem Fluorophor
zugeordnet werden kdnnen.

Im 2D-Fluoreszenzspektrum des F-4500 sind alle Fluoreszenzmaxima der einzelnen Fluoro-
phore gut zu erkennen. Auf Grund der Verwendung von Gittern als dispersives Element ist der
F-4500 in der Lage, mehr MeBpunkte im gewdhlten Bereich zu detektieren und somit eine
bessere Auflosung des Fluoreszenzspektrums zu ermdglichen.

Deshalb wird in Kapitel 7 zur Charakterisierung von Resazurin und zur gleichzeitigen
Detektion von Resazurin neben Resorufin der F-4500 genutzt, da dieses Gerét die Lage der
Fluoreszenzmaxima besser darstellt und nahe beeinander liegende Fluoreszenzmaxima gut
unterscheiden kann. Fiir alle anderen Messungen wurde der BioView eingesetzt, da dieser auf

Grund des robusten Aufbaus fiir die spéter geplanten industriellen Einsétze besser geeignet ist.

3.2 Durchfiihrung der Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenzmessungen werden in verschiedenen Mefanordnungen durchgefiihrt:
¢ Kiivette (Quarzglaskiivette)
¢ 10 mL MeBreaktor mit Lichtleiter (Werkstatt TCI, Universitdt Hannover)
¢ Durchflu3zelle mit Lichtleiter (Werkstatt TCI, Universitit Hannover)
¢

Bioreaktor mit Lichtleiter (Werkstatt TCI, Universitidt Hannover)

Die Kiivettenmessungen erfolgen mit dem Fluoreszenzspektrometer F-4500 in einer 1 mL
Quarzglaskiivette mit Schichtdicke 2 mm. Die Messungen im 10 mL MeBreaktor, der Durch-
fluBzelle und dem Bioreaktor werden mit einem Lichtleiter durchgefiihrt. Der Lichtleiter wird
unter Verwendung eines Stutzens an den Reaktor oder an die Durchfluflzelle angeschlossen.
Die Fluoreszenzmessungen erfolgen durch ein Quarzglasfenster an der Reaktorwand.

Mit der Durchflu3zelle sind Online-Fluoreszenzmessungen in einem kontinuierlich strémenden
Medium méoglich. Die Online-Messungen mit der Durchfluf3zelle werden direkt am chromato-
graphischen Trennproze3 durchgefiihrt, wie in Abbildung 3.4 dargestellt ist. Dazu wird die

Zelle an den Ablauf der Trennkolonne angeschlossen.
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Abbildung 3.4: Aufbau der Online-Fluoreszenzmessungen am industriellen Chromatogra-

phieprozef3

3.3 Optimierung der Mefleinstellung

Mit dem BioView bestehen die beiden Mdglichkeiten, sowohl die Spannung am Photomulti-
plier zu variieren (Gain Matrix) als auch bis zu 16 Mehrfachmessungen (Repetition Matrix) bei
jeder Filterradeinstellung durchzufithren. Beide Parameter sollen variiert und untersucht

werden, um die optimalen MeBeinstellungen fiir den BioView zu ermitteln.

3.3.1 Optimierung der Photomultiplierspannung (Gain)

Fiir die Optimierung der Photomultiplierspannung wurden Fluoreszenzmessungen mit dem
BioView bei Raumtemperatur (RT) in einem 10 ml Minireaktor durchgefiihrt, als MeBsubstanz
wurde eine 10° M Losung Tryptophan eingesetzt.

Die Spannung am Photomultiplier wurde durch die Einstellung des Gains zwischen 100 und
1400 Einheiten variiert. Fiir jede Einstellung wurden 10 Messungen durchgefiihrt und der
Mittelwert der Fluoreszenzintensititen sowie die Standardabweichung berechnet. Um eine

optimale Einstellung des Gains ermitteln zu konnen, ist in Abbildung 3.5 die gemessene
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relative Fluoreszenzintensitit (RFI) jeder Messung gegen die zugehorige Standardabweichung

aufgetragen.
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Abbildung 3.5: Standardabweichung und Fluoreszenzintensitidt bei Variation der Photo-

multiplierspannung

Wie in Abbildung 3.5 zu erkennen ist, fiihrt eine Erh6hung der Photomultiplierspannung und
damit der gemessenen Fluoreszenzintensitidt zu einer Abnahme des Fehlers als Reststandard-
abweichung. Ab einer gemessenen Fluoreszenzintensitdt von 300 relativen Einheiten ist jedoch
ein Optimum erreicht. Weitere Erh6hungen des Gains fiihren zwar zu einer weiteren Zunahme
des MeBsignals, der Fehler wird jedoch kaum mehr verringert.

Aus diesem Versuch kann gefolgert werden, daB fiir eine Losung mit gegebener Fluorophor-
konzentration die Photomultiplierspannung durch Einstellung des Gains so gewéhlt werden
sollte, dal im gemessenen Bereich die Fluoreszenzintensitit moglichst {iber 300 RFI liegt.

Damit ist eine Minimierung des Fehler der Messungen zu erreichen.

3.3.2 Optimierung der internen MeBBwiederholungen

Mit dem BioView besteht die Moglichkeit, bis zu 16 Mehrfachmessungen (Repetition Matrix)

bei jeder Filterradeinstellung durchzufiihren. Mit Hilfe der Software des Gerdtes wird dann
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eine interne Bildung des Mittelwertes der Fluoreszenzintensitit durchgefiihrt, wodurch ein
besseres Signal-/Rauschverhéltnis bei einer langeren Mef3dauer erreicht werden kann.

Zur Optimierung dieser Repetition Matrix soll die Streuung bei unterschiedlichen MeBwieder-
holungen untersucht werden. Dazu wurde die Fluoreszenz einer 10°® M Losung Tryptophan bei
verschiedenen Einstellungen der Repetitions-Matrix mit dem BioView jeweils zehnmal
aufgezeichnet und die Standardabweichung bestimmt. Die Messungen wurden bei Raum-
temperatur mit einem Lichtleiter im 10 mL MefBreaktor durchgefiihrt.

In Abbildung 3.6 ist zu erkennen, dafl eine groBere Zahl an internen MeBwiederholungen zu
einer Verringerung der Standardabweichung fiihrt. Hierbei wird die vom Hersteller verwendete
Einheit Repetition angegeben, wobei eine Repetition von eins der einmaligen Aufnahme eines
2D-Fluoreszenzspektrums entspricht. Die Standardabweichung fiir eine Repetition Matrix von

eins betrdgt 0,79 % und bei einer Repetitions-Matrix von sechzehn 0,15 %.
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Abbildung 3.6: Standardabweichungen der Fluoreszenzintensitit bei zehn Messungen mit

verschiedenen internen MefBwiederholungen

Da eine groBere Anzahl an MeBwiederholungen auch zu einer Verldngerung der MeB3dauer
fithrt, muBl zwischen einer kiirzeren MeBdauer oder einer geringeren Streuung der MeBwerte
entschieden werden. Da fiir industrielle Einsédtze meist eine kurze MeBBdauer entscheidend ist
und bei einer einzigen MefBwiederholung der Fehler bereits unter 1 % betrdgt, kann mit einer
internen MeBwiederholung ein geringer Fehler bei kurzer MeBBdauer erreicht werden. In allen

weiteren Versuchen wird deshalb eine Repetitions-Matrix von eins eingesetzt.
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3.4 Das verwendete NIR-Spektrometer

In dieser Arbeit wurde das NIR-Spektrometer NIR 256E, Serie X-Dap, der Firma IKS Opto-
elektronik Messgerdte GmbH, Duisburg eingesetzt. Bei diesem Gerdt handelt es sich um ein
Diodenarray-Spektralphotometer mit einem sequentiell gescannten InGaAs-Diodenarry. Der
gescannte Spektralbereich erfaflit einen Bereich von 1100 nm bis 2300 nm. Die Funktionsweise

des Diodenarray-Photometers ist in Abbildung 3.7 dargestellt.

Lichtquelle l
|:| dispersives

Referenz Element

Ausleseelektronik

Abbildung 3.7:  Funktionsprinzip des Diodenarray-Photometers [25]

Durch die Anordnung (Array) von mehreren nebeneinander angeordneten Detektoren (Dioden)
ist es moglich, verschiedene Spektralelemente gleichzeitig zu registrieren. Dadurch wird die
Messzeit im Vergleich zu Ein- und Zweistrahlphotometern, bei denen durch Drehen des dis-
persiven Elements, zumeist ein Reflexionsgitter, sukzessive alle Spektralelemente durchlaufen
werden, erheblich verkiirzt. Das Vielkanalspektrometer nutzt die Simultanmessung vieler
Spektralelemente zur schnellen Aufnahme von Spektren. Der Aufbau des Diodenarray-
Spektralphotometers entspricht einem Einstrahlphotometer, d. h. die Spektren der Referenz und

der Probe werden nacheinander vermessen [25].
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4 Ubersicht iiber die Experimente

In der vorliegenden Arbeit wird die Anwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie in der
Nahrungsmittelindustrie untersucht. Hierbei wird als Schwerpunkt die Aufarbeitung landwirt-
schaftlicher Rohstoffe gewéhlt, da diese eine Losungsstrategie bei der begrenzten Rohstoff-
versorgung bieten konnten [26]. Die Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie wird anhand
der praktischen Beispiele der chromatographischen Melasseentzuckerung sowie des Spuren-

nachweises von Sauerstoff in anaeroben Prozessen verdeutlicht.

e FEinsatz der 2D-Fluoreszenz bei der chromatographischen Melasseentzuckerung

Das Ziel der Untersuchungen ist es, eine Online-Prozef8kontrolle der chromatographischen
Melasseentzuckerung zu etablieren. Durch eine Optimierung des Prozesses konnten hohere
Produktausbeuten erzielt und damit Energie und Ressourcen eingespart werden. Zu diesem
Zweck wird in Offline-Experimenten zunichst die Moglichkeit der Fluoreszenz zur ProzeB-
beobachtung und Detektion verschiedener Melasseinhaltsstoffe getestet. Fiir die Aminosdure
Serin, die in der bisherigen ProzeBfithrung nicht richtig erfat wird, soll eine Zuordnung
eingehender untersucht werden. Die Erkenntnisse aus den Offline-Untersuchungen werden
dann in der Entwicklung eines Online-Modells genutzt, das iiber einen Zeitraum von 18

Monaten bei verschiedenen ProzeBanderungen validiert werden soll.

e FEinsatz der NIR-Spektroskopie bei der chromatographischen Melasseentzuckerung

In den anschlieBenden Versuchen sollen die Anwendungsmoglichkeiten der in der Zucker-
industrie etablierten Methode der NIR-Spektroskopie fiir den ProzeB der chromatographischen
Melasseauftrennung aufgezeigt werden. Mdoglichkeiten zur Bestimmung von Betain, Serin und
Saccharose werden dabei tiberpriift. Im Fall von Betain soll mit Hilfe der NIR-Spektroskopie
eine einfache Methode zur Detektion dieser Substanz im Chromatographieprozef3 vorgestellt

werden.

e Nachweis von Sauerstoff in Spurenkonzentrationen

Im dritten Teil wird die Anwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie zur Detektion von
Sauerstoffkonzentration bei anaeroben Prozessen vorgestellt. Dazu werden die Fluoreszenz-
eigenschaften des Sauerstoffindikators Resazurin genutzt und die Charakteristiken dieser Sub-
stanz in Hinblick auf eine Anwendung bei anaeroben Fermentationen ermittelt. Die technische
Anwendbarkeit der Methode soll danach bei einer Kultivierung des strikt anaeroben Bakterien-

stammes Clostridium formicoaceticum unter Beweis gestellt werden.
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5 ProzeBlbeobachtung der chromatographischen Melasseent-
zuckerung

Um eine bessere Prozeffithrung der chromatographischen Melasseentzuckerung erreichen zu
konnen, sollen in diesem Kapitel Mdoglichkeiten der ProzeBbeobachtung mittels 2D-Fluores-
zenzspektroskopie vorgestellt werden.

Zunichst werden Untersuchungen an Offline-Proben diskutiert, um Maoglichkeiten zur
Elutionsbestimmung von Melasseinhaltsstoffen aus Fluoreszenzdaten aufzuzeigen. Ein be-
sonderes Augenmerk gilt der Aminosédure Serin, da fiir diesen Inhaltsstoff noch keine Online-
Analytik bekannt ist. Fiir diese Substanz soll eine Auswertung mittels Chemometrie erfolgen.
Die in den ersten Offline-Versuchen gewonnenen Erkenntnisse werden fiir eine Online-
Beobachtung der Elution von Serin genutzt, wobei unterschiedliche chemometrische Modelle
entwickelt und miteinander verglichen werden. Die Auswahl des Modells wird durch weitere
Versuche verifiziert und im Anschluf3 daran das Modell auf die Stabilitdt bei der Vorhersage
von Serin getestet. Dazu wird die Qualitit der Vorhersage bei verschiedenen Anderungen im
Trennprozel tiberpriift. Zum Abschluf3 wird ein Vergleich mit den bisher zur ProzeBfiihrung
verwendeten Parametern durchgefiihrt und Vorteile und Nachteile beider Methoden

herausgestellt.

5.1 Analytik der chromatographischen Melasseentzuckerung — Stand der
Technik

Die ProzeBfithrung der chromatographischen Melasseentzuckerung basiert auf Messungen der
physikalischen Parameter Dichte, Leitfahigkeit, Brechungsindex (Bx) und Drehwinkel. Durch
densitometrische Messungen des Trockensubstanzgehaltes (TS) (1°Bx = 1 % TS) und durch
die Bestimmung des Drehwinkels von linear polarisiertem Licht im Polarimeter (1°S = 1 %
Saccharose) 1d6t sich durch Bildung des Quotienten Q,=°S/°Bx die Reinheit der Saccharose-
16sung bestimmen [27]. Da dieser Quotient Q, aus Online-Daten bestimmt wird und mit dem
Konzentrationsverlauf der Saccharose korreliert, stellt die Methode eine schnelle Analytik fiir
Saccharose dar.

Fiir den Zucker Raffinose wurde ein Nachweis mit einem Biosensor auf Basis des Enzyms
Galactose-Oxidase vorgestellt [28,29]. Die Analysenzeit konnte jedoch nicht unter vier

Minuten gesenkt werden und die Messungen wurden durch stérende Matrixeinfliisse in der
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Melasse behindert [30]. Deshalb konnte der entwickelte Sensor nicht am Chromatographie-
prozel3 eingesetzt werden.

Fiir die Aminosdure Serin wurde ebenfalls ein Biosensor-System beschrieben [31]. Hierbei
konnte die Analysenzeit bis auf 125 Sekunden gesenkt werden, eine Online-Detektion und
Regelung des Prozesses war damit jedoch noch nicht gegeben [32]. Ein Biosensor hat zudem
den Nachteil, eine hohe Storanfilligkeit zu besitzen, weshalb ein Einsatz dieser Methode in

einem Produktionsprozef nicht sinnvoll erscheint.

5.2 Offline-Untersuchungen an Proben aus einem Chromatographiezyklus

Um eine gezielte Online-ProzeBiiberwachung und dadurch eine bessere Anreicherung wert-
voller Melasseinhaltsstoffe zu erreichen, sollen zunidchst in einem Offline-Versuch
Anderungen der Fluoreszenzintensitit im Laufe eines kompletten Chromatographiezyklus
untersucht werden. Die bei den Offline-Untersuchungen gefundenen Ergebnisse sollen im
Anschluf3 auf ihre Moglichkeiten zur Entwicklung einer Online-Vorhersage der Serinelution
untersucht werden.

Dazu wurden wihrend eines vollstdndigen Trennprozesses insgesamt 104 Proben im Abstand
von jeweils einer Minute am Ausgang der Trennkolonne entnommen. Die Fluoreszenz-
messungen erfolgten im Anschlufl offline in einem 10 mL Minireaktor. Fiir die Referenz-
analytik der verschiedenen Zucker, Aminosduren sowie Betain wurde eine HPLC verwendet.
Die Einstellungen des Fluoreszenzsensors BioView wurden fiir alle Offline- sowie folgenden
Online-Messungen am Chromatographieprozel gleich gewidhlt und sind im Anhang
(s. Kapitel 10.7.1) aufgefiihrt. Im folgenden wird die Auswertung der Fluoreszenzdaten fiir die
Offline-Eluatproben des Chromatographiezyklus vorgestellt.

5.2.1 Datenauswertung mittels Hauptkomponentenanalyse

Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse konnen aus 2D-Fluoreszenzspektren wesentliche
charakteristische ProzeBanderungen ermittelt werden [33]. In diesem Kapitel soll zunéchst die
Hauptkomponentenanalyse zur Ermittlung wichtiger Fluoreszenzwellenldngen genutzt werden,
um einen Uberblick iiber die verschiedenen in der Melasse auftretenden Fluorophore und deren
Elutionsverhalten zu gewinnen.

In Abbildung 5.1 ist die beschriebene Gesamtvarianz fiir zehn Hauptkomponenten (PCs)
dargestellt. Durch die Gesamtvarianz wird beschrieben, wieviel der gesamten Anderungen in

der Fluoreszenz bis zur betrachteten Hauptkomponente erfalit werden. Eine hohe



5 ProzeBBbeobachtung der chromatographischen Melasseentzuckerung 28

Gesamtvarianz beriicksichtigt somit einen grofen Teil der wichtigen Informationen in einem
2D-Fluoreszenzspektrum. Die ersten vier Hauptkomponenten beinhalten bereits 99,2 % der
gesamten auftretenden Varianz wihrend des kompletten Chromatographiezyklus. Es werden in
den weiteren Versuchen nur noch diese vier PCs genutzt, da sie bereits alle relevanten
Informationen aus den 2D-Fluoreszenzspektren enthalten. Die ersten beiden Haupt-
komponenten beschreiben jeweils iiber 40 % der Varianz und berticksichtigen somit einen sehr

hohen Anteil der auftretenden Anderungen in den Fluoreszenzspektren.
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Abbildung 5.1:  Summe der erklédrten Varianz fiir die ersten zehn Hauptkomponenten

Die Loadings der ersten vier Hauptkomponenten sind in Abbildung 5.2 dargestellt. Durch die
Loadings wird der Einfluf} der jeweiligen Wellenldngen auf die einzelnen Hauptkomponenten
beschrieben. Weiterhin lassen sich mit den Loadings die Wellenldngen bestimmen, die unter-
schiedliche, charakteristische Fluoreszenzverlaufe aufweisen. Diese sollen spiter genutzt

werden, um auf Basis der Fluoreszenz eine Online-Proze3beobachtung zu ermoglichen.
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Abbildung 5.2:  Darstellung der Loadings fiir die ersten vier Hauptkomponenten

Fiir die erste Hauptkomponente 148t sich in dem Bereich der Fluoreszenz von Tryptophan [34]
ein sehr starker EinfluB der Wellenlingenkombination Ex290/Em370 nm feststellen. Da
Tryptophan in freier Form nicht in Melasse vorkommt, dagegen jedoch groBe Mengen Oligo-
und Polypeptide vorhanden sind [35], handelt es sich bei der Fluoreszenz Ex290/Em370 nm
wahrscheinlich um in Peptiden gebundenes Tryptophan.

Durch die weiteren Hauptkomponenten lassen sich andere, charakteristische Fluoreszenz-

verldufe finden:

e Ex270/Em470 nm siche Loading PC 2
e Ex370/Em470 nm siche Loading PC 2
e Ex430/Em470 nm siehe Loading PC 3
e Ex270/Em310 nm sieche Loading PC 4

Die Fluoreszenzverldufe der Ex/Em-Wellenlédngenpaare, die durch Interpretation der Haupt-
komponentenanalyse gefunden wurden, sind in der Abbildung 5.3 dargestellt. Darin sind
deutlich die unterschiedlichen Elutionsverldufe der verschiedenen in der Melasse vor-
kommenden Fluorophore zu erkennen. Ubereinstimmungen in den Fluoreszenzverldufen treten

dennoch auf, wenn zwei Wellenldngen aus der selben Hauptkomponente stammen
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(Ex270/Em470 nm sowie Ex370/Em470 nm) oder die Bereiche sehr eng zusammen liegen und

sich somit tiberlagern (Ex370/Em470 nm sowie Ex430/Em470 nm).
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Abbildung 5.3: Fluoreszenzverldufe fiir signifikante Ex/Em-Wellenldngenkombinationen
wihrend der chromatographischen Melasseentzuckerung. Die Wellenldngen

wurden durch Hauptkomponentenanalyse ermittelt.

Durch Verwendung der Hauptkomponentenanalyse konnten somit aus den 2D-Fluoreszenz-
spektren von Offline-Eluatproben der chromatographischen Melasseentzuckerung die
wichtigsten, voneinander unabhdngigen Wellenlédngen gefunden werden. Diese sollen in den
folgenden Kapiteln zur Identifikation einzelner Fluorophore sowie der moglichen Festlegung

von Schnittgrenzen einzelner Melasseinhaltsstoffe genutzt werden.

5.2.2 Detektion von Tyrosin im Trennprozef}

Von den drei fluoreszierenden Aminosduren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin ist fiir die
Melasseaufarbeitung lediglich Tyrosin relevant [35]. Beim Proze der AMINO GmbH wird
Tyrosin im Verlauf des Trennprozesses angereichert und kann als Wirkstoff fiir Infusions-
l6sungen oder andere pharmazeutische Anwendungen vermarktet werden. Deshalb ist eine

genaue Detektion der Aminosdure Tyrosin wihrend des Chromatographieprozesses er-
forderlich.
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Das Fluoreszenzmaximum von Tyrosin liegt bei 275 nm fiir die Exzitations- und bei 303 nm
fiir die Emissionswellenlédnge [34]. Tyrosin ist in der Melasse sowohl in Peptiden gebunden
als auch in freier Form vorhanden. Da die meBbare Fluoreszenz von peptidgebundenem
Tyrosin sehr gering ist [34], wird mit der Fluoreszenzspektroskopie vorwiegend freies Tyrosin
detektiert. Aus diesem Grund sollte ein Nachweis des freien Tyrosins in dem Chromato-
graphieprozel3 mit Hilfe der Fluoreszenz moglich sein.

In Abbildung 5.4 ist ein Vergleich zwischen der Tyrosinkonzentration und der Fluoreszenz-
intensitit Ex270/Em310nm von 104 Offline-Elutionsproben der chromatographischen
Melasseentzuckerung dargestellt. Aus den Ergebnissen geht eine sehr gute Ubereinstimmung

von Fluoreszenz- und Referenzdaten der HPLC hervor.
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Abbildung 5.4: Tyrosinkonzentration von Proben aus einem Chromatographiezyklus sowie

detektierte Fluoreszenz Ex270/Em310 nm

Mit den erzielten Ergebnissen wird eine exakte Bestimmung von Tyrosin im Prozef3 der
chromatographischen Melasseentzuckerung erreicht. Eine Uberlagerung der Fluoreszenz von
Tyrosin durch andere in der Melasse vorkommenden Fluorophore, die zum einen fluoreszieren
und zum anderen Fluoreszenz anderer biogener Fluorophore ausléschen [36-39], ist nicht zu
beobachten. Die Messung der Fluoreszenz wiirde somit eine Beriicksichtigung der Aminoséure

Tyrosin bei der Prozeffiihrung ermdglichen.
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5.2.3 Vergleich anderer Melasseinhaltsstoffe mit Fluoreszenzdaten

Im AnschluB soll getestet werden, ob auch fiir andere Substanzen neben dem fluoreszierenden
Tyrosin eine Vorhersage im ChromatographieprozeB3 mdglich ist. Damit wird iiberpriift, ob die
Fluoreszenz auch als Online-MefBmethode fiir weitere nicht fluoreszierende Melasseinhalts-
stoffe einsetzbar ist.

Die Elutionsprofile sdmtlicher Melasseinhaltsstoffe aus den Analysenergebnissen der HPLC
(Aminosduren, Zucker sowie Betain) wurden analysiert und mit den durch die Haupt-
komponentenanalyse gefundenen, charakteristischen Wellenléngen der 104 Eluatproben
verglichen. Diese Wellenldngen weisen ein besonders hohes Signal-/Rauschverhiltnis auf und
sind somit besonders gut fiir stabile Online-Vorhersagen geeignet. Alle gefundenen

Korrelationen sind in diesem Kapitel aufgefiihrt.

5.2.3.1 Korrelation von Asparagin und Threonin mit Fluoreszenzdaten

Fiir die beiden Aminosduren Asparagin und Threonin konnte eine Korrelation mit dem

Fluoreszenzverlauf Ex270/Em470 nm gefunden werden, wie Abbildung 5.5 zu entnehmen ist.
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Abbildung 5.5: Korrelation der Aminosduren Asparagin und Threonin mit dem Fluoreszenz-

verlauf Ex270/Em470 nm
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Der Verlauf der Fluoreszenz und die jeweilige Aminosdurekonzentration stimmen sowohl im
Anstieg, im Maximum als auch der anschlieBenden Abnahme des Peaks sehr gut iiberein.
Dabei werden die Maxima der Elution der jeweiligen Aminosdure auf die Minute genau mit
Hilfe der Fluoreszenz wiedergegeben. In der Melasse ist somit ein Fluorophor vorhanden (die
Identifikation des Fluorophors wird in Kapitel 5.2.3.3 beschrieben), das die gleichen Trenn-
eigenschaften wie die Aminosduren Asparagin und Threonin aufweist und fiir eine Be-
stimmung der Elution dieser beiden Aminosduren genutzt werden kann. Im chromato-
graphischen Trennproze der AMINO GmbH werden die beiden genannten Aminosduren
bisher nicht beriicksichtigt und konnten durch Verwendung der 2D-Fluoreszenz vorhergesagt
und in die ProzeBfiihrung mit einbezogen werden.

Durch die Korrelation der nicht fluoreszierenden Aminosduren Asparagin und Threonin mit
Fluoreszenzdaten konnte somit gezeigt werden, dafl mit der 2D-Fluoreszenz eine gute Methode
zur ProzeBbeobachtung zur Verfligung steht. Die Fluoreszenzspektroskopie kann neben den
bisher verwendeten ProzeBparametern zusétzlich eingesetzt werden, da sie weitere neue Infor-

mationen iiber den ProzeBablauf aufzeigt.

5.2.3.2 Untersuchungen zur Korrelation von Serin mit Fluoreszenzdaten

Da fiir Serin bisher noch keine Online-Analytik bekannt ist, sollen im Anschlufl zunéchst die
Fluoreszenzmessungen an den Eluatproben auf eine mdogliche Bestimmung von Serin im
Prozef3 untersucht werden.

Das Elutionsprofil von Serin weist die gleichen Charakteristika wie die beiden Aminosduren
Threonin und Asparagin auf, Serin eluiert jedoch erst zwei Minuten spéter [40,41]. Deshalb
kann auch wie im vorherigen Kapitel der Fluorophor Ex270/Em470 nm zur Elutionsbe-
stimmung genutzt werden. Ein Vergleich der Fluoreszenzdaten mit der Serinelution ist in
Abbildung 5.6 dargestellt.

Obwohl im Falle des Serins keine direkte Korrelation mit einem Fluoreszenzverlauf moglich
ist, kann ein Fluorophor gefunden werden, das unmittelbar vor Serin eluiert. Dieser Verlauf
kann zur Festlegung der Schnittgrenzen fiir Serin verwendet werden, wenn die Fluoreszenz-
daten mit den zwei Minuten spater gemessenen Serinkonzentrationen korreliert werden.

Dieser Zusammenhang wird im folgenden genauer iiberpriift und validiert, um eine Moglich-

keit zur Online-Prozefsteuerung zu erreichen.
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Abbildung 5.6: Vergleich zwischen der Elution von Serin und der Fluoreszenzwellenlénge

Ex270/Em470 nm

5.2.3.3 Identifikation des Fluorophors (Fluoreszenz Ex270/Em470 nm)

Zur Bestimmung der Elutionsprofile von Serin sowie der beiden Aminosduren Asparagin und
Threonin wurde jeweils das Wellenldngenpaar Ex270/Em470 nm genutzt. Da fiir Serin eine
Online-Analytik entwickelt werden soll und die Fluoreszenzwellenlinge Ex270/Em470 nm
hierbei einen entscheidenden Einflu} hat, soll im weiteren der Fluorophor genauer untersucht
und identifiziert werden.

Dazu wird die Hauptkomponentenanalyse der bisher diskutierten 104 Eluatproben verwendet
(s. Kapitel 5.2.1). In der PCA wurden verschiedene Hauptkomponenten beschrieben und die
Beeinflussung der Hauptkomponenten (PCs) durch die Wellenldngen aus dem 2D-Fluoreszenz-
spektrum vorgestellt. Um den gewiinschten Fluorophor durch eine PC zu charakterisieren,

miussen zwel Kriterien erfullt sein:

e Die PC muB} einen starken Einflu3 auf die Gesamtvarianz besitzen, da es sich um eine
stark fluoreszierende Substanz handelt, die im gesamten 2D-Fluoreszenzspektrum
wiedergefunden wird.

e Die Fluoreszenz bei Ex270/Em470 muf} einen hohen Einfluf} auf die PC ausiiben, was

durch ein hohes Loading fiir diese Wellenldngenkombination zu erkennen wiére.
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Da diese beiden Kriterien nur fiir die zweite Hauptkomponente der PCA erfiillt sind, wird der
untersuchte Fluorophor am besten durch diese Hauptkomponente repréisentiert.

In Abbildung 5.7 ist ein Loadingspektrum fiir die zweite Hauptkomponente dargestellt. Diese
Spektren lassen sich durch Transformation der Loadings fiir die entsprechende Haupt-
komponente aus der PCA erstellen [42]. In dem Loadingspektrum sind drei Bereiche mit einem
hohen Einfluf} auf die zweite Hauptkomponente zu erkennen.

Fiir den Bereich 1 konnte bereits ein hoher Beitrag fiir die erste Hauptkomponente nachge-
wiesen werden (s. Kapitel 5.2.1). Fiir die zweite Hauptkomponente haben die Loadings aus
Bereich 1 nun ein negatives Vorzeichen, wodurch der Bereich 1 subtrahiert wird und einen
Ausgleich fiir den EinfluB der ersten Hauptkomponente darstellt. Damit verbleiben zwei
Bereiche mit einem positiven EinfluB auf die zweite PC bei Ex270/Em470 nm und bei

Ex370/Em470 nm.
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Abbildung 5.7:  Sensitivititsspektrum der zweiten Hauptkomponente, ermittelt durch Trans-

formation des entsprechenden Loadings

Da beide Bereiche die gleiche Emissionswellenlinge (Em470 nm) jedoch unterschiedliche
Anregungswellenldngen (Ex270 nm und Ex370 nm) besitzen, wird es sich wahrscheinlich um
ein Fluorophor mit zwei Anregungswellenldngen handeln. Ein Fluorophor mit exakt denselben
Exzitations- und Emissionseigenschaften wird in Arbeiten von Baunsgaard et al. [43,44] in

Zuckerriibendicksaft nachgewiesen. Es handelt sich dabei um ein Produkt aus einer
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Maillardreaktion, die beim Erhitzen von Aminosduren mit reduzierenden Zuckern eingegangen
wird. Das gebildete Polymer variiert stark in Gréf8e und Gewicht und ist damit schwer nach-
weisbar. Dieses Produkt bleibt wahrscheinlich nach dem Auskristallisieren des Zuckeranteils

aus dem Dicksaft zuriick und geht somit in die Melasse iiber.

5.3 Entwicklung eines Modells zur Online-Vorhersage von Serin

Nachdem in Offline-Untersuchungen an Eluatproben aus der chromatographischen Melasse-
entzuckerung die prinzipiellen Moglichkeiten einer Proze3beobachtung durch die 2D-Fluores-
zenzspektroskopie vorgestellt wurden, sollen die Ergebnisse im folgenden zum Aufbau einer
Online-MeBmethode genutzt werden. Zu diesem Zweck wurde eine Melizelle entwickelt, mit
deren Hilfe der BioView online in einem Bypass am Ausgang der Chromatographiesdulen

angeschlossen werden kann.

5.3.1 Vorstellung der Modelle zur Vorhersage von Serin im Uberblick

Bei der chromatographischen Melasseentzuckerung der AMINO GmbH wurden an allen sechs
Trennkolonnen (TK 1-6) wihrend eines kompletten Trennzyklus jede Minute Online-Fluores-
zenzmessungen durchgefiihrt. Zeitgleich wurden jede Minute Proben entnommen, die im
AnschluB auf ihren Seringehalt untersucht wurden. Eine Ubersicht der zur Kalibrierung ver-

wendeten Online-Messungen und Proben ist in Tabelle 5.1 dargestellt.

Tabelle 5.1:  Ubersicht der zur Kalibrierung verwendeten MeBdaten (je Trennkolonne ein

vollstdndiger Chromatographiezyklus)

Trennkolonne Anzahl Proben
TK 1 135
TK 2 114
TK 3 115
TK 4 105
TK 5 109
TK 6 110
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Auf Basis der Fluoreszenzdaten und der Serinkonzentration wird nun im Anschlufl ein Modell
zur Vorhersage der Serinelution entwickelt. Hierbei wird der Schwerpunkt auf die Verwendung
chemometrischer Modelle wie der Partial-Least-Squares-Regression (PLS) gelegt, da diese
Modelle den Informationsgehalt des gesamten 2D-Fluoreszenzspektrums nutzen. Uberlager-
ungen einzelner Fluoreszenzwellenldngen durch andere Fluorophore besitzen dadurch nur
einen geringen Einfluf auf die Vorhersage. Zusétzlich erweisen sich PLS-Modelle auf Grund
der sehr groflen Datensétze flir die Kalibrierung als wesentlich stabiler als einfache lineare
Modelle [45].

Da bei vorangegangenen Untersuchungen an Eluatproben (s. Kapitel 5.2) aus der chromato-
graphischen Melasseentzuckerung bereits festgestellt werden konnte, dal3 ein Fluorophor zwei
Minuten frither als die Aminosaure Serin eluiert, sollen auch PLS-Modelle mit Korrelationen
zwischen Serindaten und den zeitlich frilher gemessenen Fluoreszenzspektren vorgestellt
werden.

Daraus ergeben sich die folgenden Modelle, die iiberpriift werden sollen:

e PLS-Modell von Serindaten und gleichzeitig gemessenen Fluoreszenzspektren

e PLS-Modell von Serindaten und 1 Minute vorher gemessenen Fluoreszenzspektren
e PLS-Modell von Serindaten und 2 Minuten vorher gemessenen Fluoreszenzspektren
e PLS-Modell von Serindaten und 3 Minuten vorher gemessenen Fluoreszenzspektren

e PLS-Modell von Serindaten und 4 Minuten vorher gemessenen Fluoreszenzspektren

5.3.2 Bestimmung der Modellwahl am Kalibrationsdatensatz

Fiir die Online-Fluoreszenzdaten der insgesamt 688 Messungen an den Trennkolonnen 1-6
wurden die oben genannten PLS-Modelle fiir Seringehalte entwickelt und im AnschluB fiir den
gleichen Datensatz getestet.

Dabei werden fiir jedes Modell die Anzahl der von der Software vorgeschlagenen Haupt-
komponenten sowie der im Test ermittelte mittlere Fehler der Vorhersage (RMSEP)
angegeben. Durch die Angabe der PCs wird die Stabilitdt des Modells beschrieben, wobei eine
kleine Anzahl von Hauptkomponenten auf eine hohe Robustheit des Modells hinweist. Der
Fehler der Vorhersage (RMSEP) gibt die Genauigkeit des Modells bei der anschliefenden
internen Validierung an. In Tabelle 5.2 sind die Ergebnisse fiir die verschiedenen Modelle auf-

gefiihrt.
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Tabelle 5.2:  Anzahl der vorgeschlagenen PCs sowie der Fehler der Vorhersage (RMSEP) fiir
verschiedene PLS-Modelle

(Verschiell)\l/{ g(giesllerin Rrery Anzahl vorgeschlagene PCs RMSEP
Modell ohne Shift 12 0,45 g/L

1 Minute nach vorne 9 0,40 g/L

2 Minuten nach vorne 7 0,28 g/LL

3 Minuten nach vorne 8 0,35 g/LL

4 Minuten nach vorne 12 0,47 g/L

Es ist deutlich zu erkennen, daf eine Korrelation der Serindaten mit den frither gemessenen
Fluoreszenzdaten beim Einsatz von PLS-Modellen erst zu erheblichen Verbesserungen in der
Stabilitdt der Modelle fiihrt, diese jedoch bei weiterer Verschiebung wieder abnimmt. Dieses
ist an der Anzahl der vorgeschlagenen PCs und dem geringen Fehler in der Vorhersage zu
erkennen. Das Minimum an PCs und im Fehler liegt bei einer zeitlichen Verschiebung der
Serindaten um zwei Minuten.

Dieses Ergebnis kann gut mit den Resultaten aus den Offline-Untersuchungen an Eluatproben
(s. Kapitel 5.2) erkldrt werden. Hierbei wurde ein Fluorophor entdeckt, das exakt 2 Minuten
vor Serin eluiert. Durch die Verschiebung der online gemessenen Fluoreszenzdaten um zwei
Minuten nach hinten werden nun Serinelution und Elution dieses Fluorophors im Datensatz zur
Deckung gebracht. Dadurch kann unter Beriicksichtigung der zeitlichen Verschiebung direkt

aus dem Elutionsprofil des Fluorophors der Seringehalt im Eluat berechnet werden.

5.3.3 Experimente zur Unterstiitzung der Modellwahl

In bisherigen Experimenten wurden vollstindige 2D-Fluoreszenzspektren aufgenommen,
wodurch der zeitliche Abstand zwischen dem Beginn einer Messung und dem Beginn der
darauffolgenden Messung mindestens 1 Minute betrdgt. Im folgenden soll nun der zeitliche
Abstand zwischen Serin- und Fluorophorelution mit Hilfe einer schnelleren Datenaufnahme
genauer bestimmt werden. So soll eine weitere Verbesserung des Modells erreicht werden.

Dazu wurde die Software ,,Timescan® fiir den BioView verwendet, mit der 10 Fluoreszenz-

messungen je Sekunde bei einer Wellenldnge moglich sind. Fiir die Fluoreszenzwellenlédnge
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Ex270/Em470 nm wurden zehn Messungen je Sekunde durchgefiihrt, wihrend alle zwanzig
Sekunden zusitzlich eine Probennahme erfolgte.

Durch die Verwendung der schnellen MeBBwiederholung 148t sich in Abbildung 5.8 erkennen,
daf die Serinelution und die Fluoreszenz bei Ex270/Em470 nm den gleichen Verlauf auf-
weisen und der zeitliche Unterschied der beiden Verldufe exakt 120 Sekunden betrdgt. Damit
werden die Ergebnisse der Modellwahl aus dem vorangegangen Kapitel bestitigt, bei denen
eine Optimierung des Modells durch Verschiebung der Serinkonzentrationen um zwei Minuten

erfolgte.
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Abbildung 5.8: Korrelation der Serinkonzentration und der Fluoreszenz Ex270/Em470 nm
bei hoher MeBfrequenz

5.4 Validierung des Modells an weiteren Chromatographiezyklen

Das erstellte Modell zur Vorhersage von Serin soll nun auf seine Stabilitét bei verschiedenen
Prozef3verdnderungen getestet werden. Dazu sollen folgende Punkte untersucht und iiberpriift

werden:

e Langzeitstabilitidt des Modells iiber 18 Monate
¢ Anwendbarkeit der Vorhersage fiir verschiedene Melassechargen

e Test fiir Chromatographiezyklen mit aulergewdhnlich hohen Serinkonzentrationen
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5.4.1 Testiiber 18 Monate bei Verwendung verschiedener Melassechargen

Das Modell wurde nach 6 Monaten an vier weiteren Chromatographiezyklen und nach 18
Monaten fiir zwei Trennzyklen iiberpriift. Die Fluoreszenzmessungen erfolgten wie bei der
Modellerstellung online am Chromatographieproze3 im Abstand von jeweils einer Minute. Zur
Bestimmung der Serinkonzentration wurden im selben Zeitabstand Proben entnommen und im

Anschluf3 mit einer HPLC analysiert.

Tabelle 5.3:  Validierung der Vorhersage von Serin an weiteren Chromatographiezyklen

ZyKlus Nr. RMSEP Ri.chtige Zliordnung
Kompletter Zyklus Seringehalt iiber 4 g/L
1 0,36 g/L 5von 5
2 0,57 g/L 5von 5
3 0,26 g/L 4 von 4
4 0,57 g/L 4 von 5
5 0,42 g/LL 4 von 4
6 0,51 g/LL S5von5
Gesamt 0,46 g/L 27 von 28

Der Fehler der Vorhersagen fiir die kompletten Chromatographiezyklen liegt zwischen
0,26 g/L und 0,57 g/L.. Dabei ist keine signifikante Abweichung zwischen den ersten vier
Zyklen nach sechs Monaten und den nach 18 Monaten gemessenen Zyklen 5 und 6 zu er-
kennen. Damit kann zum einen die Langzeitstabilitdt der Methode im betrachteten Zeitraum
gezeigt werden und zum anderen — da die Melassecharge in der Zwischenzeit gewechselt
wurde — die Ubertragbarkeit des Modells auf verschiedene Melassechargen und somit unter-
schiedliche Melassezusammensetzungen belegt werden.

Der RMSEP liegt im Durchschnitt bei 0,46 g/L, was einem prozentualen Fehler von 5,83 %
bezogen auf eine Hochstkonzentration von 8 g/L. Serin entspricht. Dieser Fehler ist fiir eine
Verwendung als Online-Analytik zur Serinbestimmung ausreichend gering, da fiir die Prozef3-
fiihrung lediglich die hochsten Seringehalte erkannt werden miissen.

Von den 28 Proben mit den hochsten Serinkonzentrationen (Seringehalt > 4 g/L.) wurden von
dem Modell 27 Proben richtig erkannt und ebenfalls den hochsten Seringehalten zugeordnet.

Lediglich bei einem Zyklus wurde eine Abweichung festgestellt. Im Vergleich zur bisherigen
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ProzeBfiihrung, bei der Abweichungen von bis zu 3 Minuten zwischen der optimalen und der
verwendeten Schnittfiihrung auftreten, kann mit Hilfe der 2D-Fluoreszenzspektroskopie eine

deutliche Verbesserung der ProzeBfiihrung und damit der Serinausbeute erreicht werden.

5.4.2 Uberpriifung des Modells fiir auergewohnlich hohe Serinkonzentrationen

Bei der AMINO GmbH werden einmal im Jahr die Trennkolonnen fiir zwei Monate stillgelegt.
Wihrend dieser Zeit erfolgt die Wartung der Chromatographiesdulen und Leitungssysteme.
Drei Tage vor der Stillegung wird das Serin aus dem Produktstrom nicht mehr
weiterverarbeitet, sondern der neuen auf die Chromatographiesdule aufgegebenen Melasse
zugesetzt. So reichert sich immer mehr Serin bis zur Stillegung der Trennsédulen im Eluat an.
Es soll nun anhand der Chromatographiezyklen mit sehr hohen Serinkonzentrationen tiberpriift
werden, ob in diesen Sonderfillen das Modell zur Vorhersage anwendbar bleibt.

Dazu wurden wéhrend der letzten drei Tage vor der Stillegung Online-Fluoreszenzmessungen
durchgefiihrt. Der Zyklus 1 wurde am ersten Tag, der Zyklus 2 am zweiten Tag und der Zyklus
3 am letzten Tag vor der Stillegung der Trennkolonnen aufgenommen. In Abbildung 5.9 ist
eine Ubersicht der vorhergesagten und gemessenen Serinkonzentrationen iiber jeweils 15

Minuten einschlieBlich der Serinfraktion dargestellt.
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Abbildung 5.9: Elutionsprofile der vorhergesagten sowie gemessenen Serinkonzentrationen

fiir drei Chromatographiezyklen mit sehr hohem Seringehalt
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Jeder MeBpunkt entspricht einer 2D-Fluoreszenzmessung bzw. einer Probe, aus der der
Seringehalt ermittelt wurde. Dabei ist gut zu erkennen, wie das Serin {iber die
Chromatographiezyklen im Eluat angereichert wird. Wahrend im ersten Zyklus die maximale
Serinkonzentration nur 5 g/L betrdgt, ist im dritten Zyklus eine Anreicherung bis auf 10 g/L
festzustellen. Neben dem Serinanstieg ist eine deutliche Verbreiterung des Elutionspeaks zu
erkennen. Sowohl der Anstieg der maximal auftretenden Serinkonzentration als auch die
Peakverbreiterung von Zyklus 1 bis Zyklus 3 werden in der Modellvorhersage gut erfafit.

Auch wenn die Abweichungen in der Vorhersage fiir den dritten Zyklus 1,29 g/L betragen, der
Fehler der Vorhersage fiir die 15 Proben ist in Tabelle 5.4 aufgefiihrt, wird die Elution von
Serin gut erfafit. Dies kann mit der richtigen Zuordnung der Eluatproben mit den hdchsten
Serinkonzentrationen (Seringehalt > 4 g/L) nachgewiesen werden, fiir die auch im Modell

anschlieBend die hochsten Serinkonzentrationen vorhergesagt werden.

Tabelle 5.4: Validierung der Vorhersage von Serin fiir Chromatographiezyklen mit sehr

hohen Serinkonzentrationen

Zyklus Nr. . RMSEP. . Ri.chtige thordnung
5 Proben um Serinfraktion Seringehalt iiber 4 g/L
1 0,62 g/L 3von3
2 0,78 g/L 4 von 4
3 1,29 g/L 5von 5

Mit den Versuchen konnte gezeigt werden, daB eine gute Ubereinstimmung zwischen
Vorhersage und tatséchlicher Serinelution auch bei Chromatographiezyklen mit sehr hohen
Serinkonzentrationen gegeben ist. Durch die Riickfiihrung des Serins in die neu auf die
Chromatographiesiule aufgegebene Melasse wird auch der kurze Zeit vorher eluierende
Fluorophor zuriickgefiihrt. So reichern sich beide Substanzen im Eluat an, und eine Vorhersage
des Serins bleibt trotz der dulerst hohen Konzentrationen moglich.

Die 2D-Fluorezenz ist folglich auch bei Anderungen in der ProzeBfiihrung, die zu einer

Anreicherung von Serin im Eluat fiithren, als Online-Analytik und ProzeBkontrolle einsetzbar.
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5.5 Vorteile der Online-Fluoreszenzmessung in der Praxis

Zur Festlegung der Schnittgrenzen fiir Serin werden von der AMINO GmbH bisher die
physikalischen MeBgrof3en Brechungsindex und Leitfahigkeit genutzt.

Die Schnittgrenzen fiir die Serinfraktion werden so festgelegt, dafl die Schnittfiihrung ein paar
Minuten nach einer Anderung der Leitfihigkeit erfolgt. Durch auftretende Verinderungen im
Elutionsverhalten der Trennkolonnen kann es jedoch zu fehlerhaften Korrelationen zwischen
der Leitfahigkeit und der Serinfraktion kommen. Damit ist eine sichere Vorhersage der Serin-
fraktion nicht moglich. Fiir den TrennprozeB der TK3 wurden erhebliche Abweichungen
zwischen der verwendeten Festlegung der Schnittgrenzen [Angaben AMINO, 1999] und dem
tatsdchlichen Verlauf der Serinkonzentration gefunden. Fiir die Trennséule waren seit langerem
die Schnittgrenzen nicht neu bestimmt worden, wodurch eine Verschiebung des Elutionsprofils
von Serin zu dem ProzeBparameter Leitfdhigkeit aufgetreten war. Dadurch kam es zu einer
starken Abweichung zwischen der von der AMINO GmbH verwendeten und der optimalen

Prozeffiihrung, wie in Abbildung 5.10 zu erkennen ist.
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Abbildung 5.10: Festsetzung der Schnittgrenzen fiir Serin und tatséchlicher Verlauf der Serin-
konzentration (TK3, Daten AMINO November 1999)

Fiir die bei der AMINO GmbH untersuchten Chromatographiezyklen ist in Tabelle 5.5 eine
Gegeniiberstellung der moglichen Schnittfiihrung durch Verwendung der 2D-Fluoreszenz-

spektroskopie und der tatséchlich vollzogenen Schnittfiihrung der AMINO GmbH aufgefiihrt.
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Betrachtet wurden alle Chromatographiezyklen, die flir die Kalibrierung und die anschlieBende
Validierung der Vorhersage genutzt wurden. In der Tabelle ist die Ausbeute an Serin der
jeweiligen Schnittfiihrung im Vergleich zur optimalen ProzeBfiihrung angegeben, die aus den
Referenzwerten der HPLC ermittelt wurde. Zur Berechnung der optimalen Produktmenge
wurde von einer Dauer der Produktfraktion von vier Minuten ausgegangen. Diese Methode
gewihrleistet eine optimale Menge an Serin bei gleichzeitig hoher Konzentration im

aufgefangenen Produktstrom.

Tabelle 5.5:  Gegeniiberstellung der mdglichen ProzeBfiihrung durch die 2D-Fluoreszenz-

spektroskopie und der bisher verwendeten Schnittfithrung der AMINO GmbH

Trennkolonne Datum Maximale AMINO Fluoreszenz
Produktmenge | Schnittfiihrung | Schnittfiihrung
1 November 1999 4,7 kg 48,9 % 98,7 %
2 November 1999 5,4kg 77,1 % 100 %
3 November 1999 5,6 kg 11,6 % 100 %
4 November 1999 6,1 kg 84,7 % 96,4 %
5 November 1999 5,1 kg 68,4 % 100 %
6 November 1999 5,3kg 50,1 % 97,3 %
1 April 2000 4,5 kg 84,7 % 99,6 %
3 April 2000 5,6 kg 99,7 % 99,6 %
4 April 2000 5,1 kg 92,2 % 100 %
5 April 2000 4,7 kg 69,1 % 100 %
4 September 2001 3,8 kg 87,5 % 100 %
4 September 2001 5,7kg 92,3 % 98,4 %
Mittelwert 5,1 kg 72,2 % 99,2 %

Die momentan bei der AMINO GmbH verwendete ProzeBfiihrung weist hohe Schwankungen
in der Ausbeute auf. Im November 1999 wurden die Schnittgrenzen fiir die Serinfraktion so
gesetzt, dall eine Ausbeute an Serin von lediglich 11,6 % erzielt wurde. Auch bei der durch-

schnittlichen Ausbeute konnte durch Messungen iiber den Zeitraum von etwa 2 Jahren gezeigt
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werden, dal} lediglich 72 % des Serins direkt durch die ProzeBfiihrung erfaflit werden. Durch
die unsichere Bestimmung der Serinfraktion miissen die Flanken der Fraktion den Trennprozef3
mehrfach durchlaufen. Durch diese erneuten Chromatographierungsschritte kommt es zu einem
zusétzlichen Energie- und Rohstoffbedarf.

Durch die Online-Fluoreszenzmessungen ist eine zuverldssigere Bestimmung und Vorhersage
der Serinfraktion mdglich. Bei dieser Methode konnten im beobachteten Zeitraum nur sehr
geringe Abweichungen von maximal 4 % von der optimalen ProzeBfithrung festgestellt
werden. Somit ist eine genauere und engere Festsetzung der Schnittgrenzen fiir Serin mdglich,
wodurch die Produktionskosten gesenkt werden konnten und eine geringere Umweltbelastung
durch die Re-Chromatographierung erreicht wiirde.

Der Einsatz der 2D-Fluoreszenz als Online-Analytik in Verbindung mit einer chemometrischen
Auswertung bietet weiterhin den Vorteil, bei Verwendung neuer Melassechargen keine erneute
Kalibrierung zu benétigen (s. Kapitel 5.4). Dieses ist bei der bisherigen Prozeffiihrung fiir jede
neue Melasselieferung notwendig, und die Ergebnisse sind zum Teil erst nach einer
erheblichen Zeitverzogerung von einer Woche verfiigbar. Innerhalb dieses Zeitraums ist keine
zufriedenstellende ProzeBfithrung moglich, woraus hohe Kosten fiir erneute Chromato-
graphierungsschritte resultieren. Dieses Problem kann durch den Einsatz der 2D-Fluoreszenz-
spektroskopie vermieden werden.

Mit den Fluoreszenzmessungen am Trennprozel3 konnte gezeigt werden, dall die 2D-Fluores-
zenz eine geeignete Online-Analytik flir die ProzeBiiberwachung der Melasseauftrennung
darstellt. Mit dieser Analytik ist eine bessere Festsetzung der Schnittgrenzen fiir die Serin-

fraktion als mit den bisherigen Methoden mdoglich.

5.6 Zusammenfassung

Mit der 2D-Fluoreszenzspektroskopie wurde eine neue Methode zur Online-Uberwachung der
chromatographischen Melasseentzuckerung vorgestellt.

Zunichst konnten an Eluatproben der Melasseaufreinigung durch Hauptkomponentenanalyse
jeweils unterschiedliche, charakteristische Fluoreszenzverldufe aufgezeigt werden. Fiir
die Aminosdure Tyrosin war eine Bestimmung in den Eluatproben durch die Wellenlidnge
Ex270/Em310 nm moglich. Fiir die Melasseinhaltsstoffe Threonin, Asparagin und Serin war
ebenfalls eine Korrelation mit Fluoreszenzdaten moglich. Der fiir die Korrelation verwendete

Fluorophor konnte als polymeres Maillardprodukt identifiziert werden.
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Die Versuche mit den Offline-Proben wurden dann zum Autbau eines Online-Monitorings fiir
Serin genutzt. Durch Korrelation der Serindaten mit den zwei Minuten frither detektierten
Fluoreszenzdaten und anschlieBender chemometrischer Auswertung konnte eine Optimierung
der Vorhersage erreicht werden. Dieses Modell wurde im AnschluB3 fiir unterschiedliche
Melassechargen und fiir Chromatographiezyklen mit auBBergewohnlich hohen Serinkonzen-
trationen tiiberpriift. Bei allen Versuchen iiber einen Zeitraum von 18 Monaten konnte die
Leistungsfahigkeit und Stabilitit der Analytik unter Beweis gestellt werden.

AbschlieBend wurde ein Vergleich zwischen den momentan verwendeten Memethoden und
der 2D-Fluoreszenzspektroskopie als Online-Analytik zur Serinbestimmung gezeigt. Dabei
erwies sich die 2D-Fluoreszenzspektroskopie den bisher zur ProzeBfiihrung verwendeten

ProzeBparametern als deutlich iiberlegen.



6 Einsatz der NIR-Spektroskopie bei der chromatographischen Melasseauftrennung 47

6 Einsatz der NIR-Spektroskopie bei der chromatographischen
Melasseauftrennung

Die NIR-Spektroskopie ist eine in der Zuckerindustrie hdufig angewandte Online-Methode.
Deshalb soll die NIR-Spektroskopie auf ihre Einsatzmoglichkeiten zur Proze3beobachtung der
chromatographischen Melasseentzuckerung getestet werden.

Zuerst werden die NIR-Spektren von Wasser, Saccharose, Betain und Serin vorgestellt und
diskutiert. Dabei sollen signifikante, charakteristische Banden in den NIR-Spektren der reinen
Substanzen gefunden werden, die zur Kalibration genutzt werden konnen. Im Anschluf} erfolgt
eine Kalibration, die zunédchst an einigen Eluatproben mit komplexer Matrix tiberpriift werden
soll. Die Einsatzmoglichkeiten der NIR-Spektroskopie bei der chromatographischen Melasse-
entzuckerung werden dann exemplarisch an Eluatproben aus einem kompletten Chromato-

graphiezyklus aufgezeigt.

6.1 NIR-Spektroskopie in der Zuckerindustrie — Stand der Technik

Im Bereich der Zuckerindustrie wurde in den letzten Jahren besonders die NIR-Spektroskopie
als Online-MefBmethode untersucht. Die entscheidenden Vorteile dieser Methode liegen in der
schnellen Verfiligbarkeit der Analysenergebnisse sowie der Moglichkeit zur Verwendung von
Lichtleitern, die Online-Messungen ohne Probenentnahme erlauben.

Eine Moglichkeit der Anwendung der NIR-Spektroskopie liegt in der Bestimmung von
Stickstoff. Durch die Bestimmung von Stickstoff in Zuckerriiben konnte ein effizienterer Ein-
satz von Diingemitteln erreicht werden [46-48].

Mit Hilfe der NIR-Spektroskopie werden in Melasse viele unterschiedliche Substanzen be-
stimmt. Zucker wie Saccharose, Fructose und Glucose, aber auch ProzeBparameter wie der
Gehalt an Trockensubstanz in Melasse konnen bestimmt werden [49-52].

Insbesondere bei der chromatographischen Melasseauftrennung bietet sich diese Analytk an, da
bei der Aufreinigung keine suspendierten Feststoffe vorhanden sind und somit eine leichte
Transmissionsmessung moglich ist.

In bisherigen Studien zur chromatographischen Melasseauftrennung wurden immer Haupt-
komponentenanalysen oder Multi-Lineare-Regressionsmodelle verwendet [53-55], die einige
entscheidende Nachteile beinhalten. So sind bei diesen Modellen sehr langwierige

Kalibrationen notwendig, die sich zum Teil liber Jahre erstrecken konnen. Selbst in diesen
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Fillen werden zumeist Anderungen im ProzeB von den erstellten Modellen nicht erfaBt. Eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Prozesse ist selten moglich [56-58].

Diese Schwierigkeiten konnen vermieden werden, wenn eine direkte Auswertung der
NIR-Spektren erfolgt, bei der eine eindeutige Zuordnung von Banden im NIR-Spektrum zu
Substanzen in der Melasse verwendet wird. Diese Analytik bietet den entscheidenden Vorteil,
daB sie auch bei Abweichungen im Prozel3 anwendbar bleibt und somit verdnderte Trenn-
eigenschaften im Chromatographieproze3 oder Unterschiede in der Zusammensetzung von
Melasse automatisch berilicksichtigt. Des weiteren werden Kalibrationen fiir die zu be-
stimmende Substanz wesentlich erleichtert, was mit einem geringeren Zeit- und Arbeits-

aufwand verbunden ist.

6.2 NIR-Spektrum von Wasser und wilirigen Losungen

Wasser besitzt einen grolen Einflul auf die NIR-Spektren wiBriger Losungen [51]. Um die
Einsatzmoglichkeiten der NIR-Spektroskopie bei der chromatographischen Melasseent-
zuckerung in wélrigen Losungen aufzeigen zu konnen, ist es notwendig, zundchst das NIR-
Spektrum von deionisiertem Wasser zu betrachten.

Fiir die Messungen wurde ein Spektrometer der Firma Polytec verwendet, das einen Spektral-
bereich zwischen 1260 nm und 2200 nm bei einer Auflosung von 4 nm Bandbreite erfalit. Es
wurde nur eine MeBwiederholung je MeBpunkt gewidhlt. Diese Geréteeinstellung wurde fiir alle
folgenden NIR-Messungen iibernommen. Die Messungen erfolgten in einer Quarzglaskiivette
mit 2 mm Schichtdicke.

Das NIR-Spektrum von deionisiertem Wasser ist in Abbildung 6.1 dargestellt. In diesem
Spektrum sind deutlich zwei starke Absorptionsbanden von Wasser bei 1450 nm und 1940 nm
zu erkennen. Die Bande bei 1450 nm entsteht durch die Kopplung einer symmetrischen und
einer asymmetrischen Streckschwingung im Wassermolekiil und die Bande bei 1940 nm wird
durch die Kombination von Streck- und Deformationsschwingung verursacht [58]. Durch die
hohe Absorption in diesem Bereich héngt das detektierte Signal nicht mehr linear vom

Absorptionswert ab, was an dem Rauschen in den Banden zu erkennen ist.
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Abbildung 6.1: NIR-Spektrum von Wasser und einer Saccharoselosung 100 g/L

Bei der Darstellung von NIR-Spektren wélriger Losungen treten hdufig Schwierigkeiten auf,
da die Absorption der gewiinschten Substanzen meist deutlich geringer als die des Wassers ist.
Dieses ist fiir eine Saccharoselosung mit einer Konzentration von 100 g/L in Abbildung 6.1 zu
sehen. Der Verlauf der Absorption der Losung wird hauptsidchlich von Wasser bestimmt,
wodurch der Kurvenverlauf nicht von dem des deionisiertem Wassers zu unterscheiden ist. Um
dennoch eine geeignete Darstellung zu ermdglichen, wird bei allen nachfolgenden Versuchen
von den NIR-Spektren der Losungen das Grundspektrum des Wasser abgezogen. In den so
erhaltenen Differenzspektren lassen sich auch geringere Absorptionsbanden der geldsten

Substanzen erkennen.

6.3 NIR-Differenzspektren wichtiger Melasseinhaltsstoffe

Ein wichtiges Kriterium fiir den Aufbau einer Analytik ist die spezifische Detektion der zu be-
stimmenden Komponente. Deshalb werden im folgenden die NIR-Differenzspektren wichtiger
Melasseinhaltsstoffe untersucht, um mdgliche vorhandene charakteristische Banden in den
Spektren aufzeigen zu konnen.

Neben dem Saccharoseanteil sind in der Melasse die Inhaltsstoffe Serin und Betain von
wirtschaftlichem Interesse. Deshalb wurden fiir diese drei Substanzen Ldsungen mit einer

Konzentration von jeweils 20 g/L erstellt und von den aufgenommenen NIR-Spektren das
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Spektrum von Wasser subtrahiert, um so die Differenzspektren zu erhalten. Eine Ubersicht der

NIR-Differenzspektren ist in Abbildung 6.2 dargestellt.
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Abbildung 6.2: NIR-Differenzspektren der wirigen Losungen Saccharose, Serin und Betain
(jeweils 20 g/L)

In den NIR-Differenzspektren aller drei Melasseinhaltsstoffe ist ein starkes Rauschen in den
beiden Bereichen bei 1450 nm und 1900 nm festzustellen. Dieses wird durch die sehr hohe
Absorption des Wassers in diesen Wellenldngenbereichen verursacht, wodurch das detektierte
Signal nicht mehr linear vom Absorptionswert abhingt, wie bereits an Messungen von Wasser
gezeigt werden konnte.

Fiir die beiden Substanzen Serin und Betain kann eine weitere Bande bei 1750 nm festgestellt
werden, wahrscheinlich handelt es sich dabei um Stickstoff-Wasserstoff Interaktionen. Eine
genaue Zuordnung der Banden ist jedoch sehr schwierig und zumeist unméglich [58]. Da diese
Bande bei mehreren Substanzen auftritt, ist sie somit fiir eine spezifische Detektion einzelner
Melasseinhaltsstoffe ungeeignet. Es bestéinde allerdings die Moglichkeit, mit dieser Bande eine
Gesamt-Stickstoffbestimmung in walrigen Losungen durchzufiihren, dieses miiite jedoch in
weiteren Versuchen eingehender untersucht werden.

Eine einzelne charakteristische Bande ist fiir die Substanz Betain bei einer Absorption von
1660 nm zu erkennen. Diese Bande tritt bei vierfach gebundenem Stickstoff wie in Betain oder

Tetramethylammoniumionen auf [59]. Da in Melasse lediglich Betain vierfach gebunden
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Stickstoff enthdlt und in hoéheren Konzentrationen auftritt, kann diese Bande zu einer

spezifischen Detektion von Betain in Melasse und damit dem Aufbau einer Betain-Analytik

genutzt werden.

6.4 Erstellung einer Kalibrationsgeraden fiir Betain

Die fiir Betain gefundene, charakteristische Bande im NIR-Spektrum soll nun zu einer
spezifischen Detektion genutzt werden. Dazu mufl mit Hilfe des gefundenen Peaks eine
Kalibration erstellt werden, mit der anschlieBend eine Bestimmung von Betain in Realproben
erfolgen kann.

Die Kalibration erfolgt durch Peakauswertung mit Basislinienkorrektur. Diese Methode hat
gegeniiber chemometrischen Modellen den Vorteil, dafl eine genaue Zuordnung eines Peaks zu
einer Substanz moglich ist. Dadurch wird eine leichte Kalibration mit wenigen Proben
ermoglicht, die sich im Anschlu8 auch auf unterschiedliche Prozesse einfach tibertragen 1463t.
Durch die Basislinienkorrektur konnen insbesondere bei Messungen an Realproben die zumeist
sehr breiten Banden der Matrix herausgefiltert werden.

Um den EinfluB} der breiten Banden der Matrix bei den Realproben zu minimieren, sollte der
gewihlte Bereich zur Berechnung der Peakhohe moglichst gering sein. In Abbildung 6.3 ist ein

Ausschnitt aus dem Differenzspektrum von Betain dargestellt.
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Abbildung 6.3:  Ausschnitt des NIR-Differenzspektrums einer Betainlosung (20 g/L)
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Zur Berechnung der Peakhohe wird vom Bereich 2 das arithmetische Mittel der Bereiche 1 und
3 subtrahiert. Jeder einzelne Bereich wird als Summe zweier MefSpunkte berechnet, wodurch
MeBungenauigkeiten durch Rauschen minimiert werden. Damit 146t sich die Peakhohe nach

Gleichung 6.1 berechnen.

Signal = [ADS, gs50m ;AbS1662nm] _[(ADS 646 + AbS 650 ) :1' (ADS 790 + ADS 74 )] 6.1)

Die Kalibration wurde mit wiBrigen Betain-Losungen erstellt und erfolgte im Konzentrations-
bereich von 0 g/L bis 100 g/L, was dem zu erwartenden Bereich der Realproben entspricht. Die

Ergebnisse der Kalibration sind in Abbildung 6.4 dargestellt.
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Abbildung 6.4: Kalibration fiir Betain im Konzentrationsbereich zwischen 0 g/L. und 100 g/L

Im gesamten Konzentrationsbereich bis zur maximalen Betainkonzentration von 100 g/L ist ein
linearer Zusammenhang zwischen der Betainkonzentration und der ermittelten Peakhdhe zu
erkennen (R =0,99952). Der durch lineare Regression ermittelte Ordinatenschnittpunkt liegt
bei -0,00122, was wahrscheinlich durch Matrixeinfliisse des Wassers verursacht wird. Im
Anschlufl kann mit der Kalibration die Betainkonzentration in Realproben durch Verwendung

der linearen Regression nach Gleichung 6.2 bestimmt werden.

Betain [g/L]= (Signal + 0,0012) x 2412 (6.2)
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6.5 Uberpriifung der Kalibration nach dem Standardzusatzverfahren

Die Leistungsfahigkeit der entwickelten Methode sollte in einem ersten Test iiberpriift werden.
Da die NIR-Spektroskopie fiir einen technischen Einsatz in der chromatographischen Melasse-
entzuckerung etabliert werden soll, wurden fiir den Test Eluatproben aus der Melasseauf-
reinigung gewdhlt. Dabei soll durch die Verwendung von Realproben zusitzlich iiberpriift
werden, ob die an Standards entwickelte Kalibration vor dem Hintergrund von Matrix-
einfliissen einsetzbar ist.

Dazu wurden zwei Proben aus dem ProzeB der chromatographischen Melasseentzuckerung
bei der AMINO GmbH entnommen und untersucht. Die Bestimmung der Betainkonzentration
in den Proben erfolgte mittels HPLC. Die Probe A stammte aus einer Restfraktion mit hohem
Salz- und geringem Betaingehalt von 0,7 g/L und die Probe B war aus der Betainfraktion mit
hohem Betainanteil von 29,8 g/L.. Beide Proben wurden in jeweils sechs gleiche Teile
aufgeteilt und anschliefend wurde kristallines Betain zugesetzt, so da3 sich Konzentrationen
im Bereich zwischen 0,7 — 80 g/L. ergaben. Die vorhergesagten Betaingehalte wurden nach
Gleichung 6.2 aus den NIR-Daten errechnet.

Somit konnte iiberpriift werden, ob eine Bestimmung der Betainkonzentration in Realproben
moglich ist. Weiterhin wurde getestet, ob der Zusatz von Betain zu den Proben auch zu einem
Anstieg des MeBsignals in erwarteter Hohe fithren wiirde. Die Ergebnisse der Messung sind in

Abbildung 6.5 zu sehen.
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Abbildung 6.5: Zwei Proben aus der Melasseentzuckerung wurde Betain zugesetzt. An-

schlieBend wurde die Betainkonzentration mittels NIR-Daten bestimmt.
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Die Abweichungen der unbehandelten Proben betragen —2,79 g/L fiir Probe A (fiir den Wert
0,7 g/L Betain) sowie +2,46 g/L fiir Probe B (fiir den Wert 29,8 g/ Betain). Werden diese
Abweichungen auf die im Proze maximal auftretende Konzentration von 30 g/L Betain
bezogen, betridgt der prozentuale Fehler in beiden Fillen unter 9 %. Wird weiterhin beriick-
sichtigt, dafl die Kalibration fiir reine Betainstandards erstellt wurde und der Test an
komplexen Melasseproben erfolgte, ergeben sich selbst bei komplexen Medien nur geringe
Matrixeinfliisse.

Weiterhin ist zu erkennen, da3 der Zusatz von Betain zu beiden Proben von der Analytik sehr
gut erfalt wird. Zusétzlich sind in der Abbildung die Geraden mit den tatsdchlich in den
Proben vorhandenen Betaingehalten eingezeichnet. Der Fehler der Vorhersage (RMSEP)
betrdgt fiir alle MeBpunkte 1,43 g/L. Damit kann gezeigt werden, da3 mit der Methode auch
hohere Betainkonzentrationen bis 80 g/L in komplexen Proben sehr gut nachgewiesen werden

konnen.

6.6 Validierung der Methode fiir einen kompletten Trennzyklus

Bei der Betainbestimmung mit den ersten Eluatproben lieferte die entwickelte Methode gute
Ergebnisse. Aus diesem Grund soll anschlieBend die Leistungsfahigkeit des entwickelten
Mefsystems durch die Analyse eines kompletten Zyklus der chromatographischen Melasse-
entzuckerung bestdtigt werden.

Dazu wurden wihrend eines Chromatographiezyklus jede Minute Proben entnommen und mit
dem NIR-Spektrometer untersucht. Die Referenzanalytik wurde mit einer HPLC durchgefiihrt.
Fiir die Ermittlung der Betainkonzentration wurde — wie bei den ersten Eluatproben — die an
Standards erstellte Kalibration verwendet.

In Abbildung 6.6 ist eine gute Ubereinstimmung der berechneten Betainkonzentrationen mit
den Referenzwerten zu erkennen. Eine signifikante Abweichung tritt lediglich zwischen den
Minuten 30 bis 70 auf, wihrend derer der Hauptteil der Zuckerfraktion eluiert. Wahrscheinlich
fiihren hohe Zuckerkonzentrationen bis zu 200 g/L zu einer Verdnderung des NIR-Spektrums,
woraus eine geringfiigige Abweichung in der Bestimmung des Betaingehaltes resultiert.

Von den fiir die weitere Aufarbeitung wichtigen Proben mit Betainkonzentrationen iiber 20 g/L
betrigt der durchschnittliche Fehler der Vorhersage (RMSEP) 2,35 g/L, was bei einer maximal
auftretenden Konzentration von 30 g/L einem relativen Fehler von 7,8 % entspricht. Von den
15 Proben mit Betaingehalten iiber 20 g/ wurde lediglich eine Probe bei der Berechnung

falsch bestimmt und mit einem Seringehalt von unter 20 g/l wiedergegeben. Damit stellt die
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Abbildung 6.6: Betainbestimmung mit NIR-Spektroskopie fiir einen kompletten Zyklus der

chromatographischen Melasseentzuckerung

Bestimmung von Betain aus NIR-Daten eine deutliche Verbesserung gegeniiber der in Ab-
bildung 6.6 eingezeichneten momentanen Prozeffithrung dar. Damit ist die an Standardproben
entwickelte Methode nicht nur auf Industrieprozesse iibertragbar, es konnte sogar eine deut-
liche Verbesserung gegeniiber gegenwirtig verwendeten Verfahren am Beispiel der chromato-

graphischen Melasseentzuckerung gezeigt werden.

6.7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Einsatzmdglichkeiten der NIR-Spektroskopie zur Prozef3-
beobachtung der chromatographischen Melasseentzuckerung untersucht.

Zundchst wurden die NIR-Spektren von Wasser und einer wélrigen Saccharoseldsung vor-
gestellt. Anhand dieser Spektren konnte die Notwendigkeit zur Darstellung von Differenz-
spektren gezeigt werden, um eine sinnvolle Interpretation der Daten zu ermdglichen. In den
Differenzspektren der Losungen von Saccharose, Betain und Serin konnte lediglich im Falle
des Betains eine spezifische, charakteristische Bande im NIR-Spektrum gefunden werden.

Diese Bande wurde im Anschluf3 zur Erstellung einer Kalibration mit Betainstandards genutzt.
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Dabei wurde ein Modell zur Peakauswertung mit Basislinienkorrektur gewihlt, das eine lineare
Korrelation zwischen Betainkonzentration und Peakhohe lieferte.

Die Anwendbarkeit der Methode wurde im AnschluB3 mit Eluatproben aus der industriellen
Melasseaufreinigung getestet. Dabei war in den Eluatproben sowohl eine Bestimmung des
Betains moglich als auch ein Test nach dem Standardzusatzverfahren fiir die Eluatproben
erfolgreich. Die Ergebnisse konnten abschliefend fiir einen kompletten Chromatographie-
zyklus bestitigt werden.

Damit wurde die Leistungsfdhigkeit der an Standards entwickelten Methode zum Nachweis
von Betain unter Beweis gestellt, mit Hilfe derer eine Bestimmung von Betain in Eluatproben
trotz der komplexen Matrix mdglich war. Die gewonnenen Erkenntnisse sind wahrscheinlich
durch ihre Spezifitdit in der Detektion von Betain nicht nur auf den Proze der
chromatographischen Melasseentzuckerung beschriankt, sondern lassen sich auch auf andere

Prozesse in der Zuckerindustrie {ibertragen.
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7 Uberwachung anaerober Prozesse

Anaerobe Prozesse konnen mit Hilfe geeigneter Sauerstoffindikatoren iiberwacht werden. In
der vorliegenden Arbeit sollen die Einsatzmoglichkeiten der Fluoreszenzspektroskopie zur
Uberwachung anaerober Prozesse untersucht werden. Dazu wird der Sauerstoffindikator Resa-
zurin eingesetzt, der bereits 1871 entdeckt und bisher als Farbindikator verwendet wird [60].
Zundchst werden die Fluoreszenzeigenschaften von Resazurin untersucht. Dabei sollen die
2D-Fluoreszenzspektren von Resazurin und dessen Reduktionsprodukten vorgestellt werden.
Mit der Erstellung einer Kalibrationsgeraden wird dann eine geeignete Resazurinkonzentration
ermittelt, die in spiteren Fermentationsprozessen eingesetzt werden kann. Die Reversibilitit
des Vorganges soll durch wiederholte Oxidation und Reduktion gezeigt werden.

Die Anwendung der Fluoreszenz zur ProzeBiiberwachung soll exemplarisch an Hand von
Kultivierungen des strikt anaeroben Bakterienstammes Clostridium formicoaceticum gezeigt
werden. Eine Anwendung in der Nahrungsmittelindustrie wird abschlieend durch den Einsatz

eines Industriemediums auf Lactatbasis aufgezeigt.

7.1 Anwendung von Resazurin — Stand der Technik

Resazurin wird zur Kontrolle des Redoxpotentials und zur Uberpriifung des anaeroben Milieus
in Bioreaktoren eingesetzt. Die Verwendung von Resazurin fiir den Nachweis von Sauerstoff
bietet gegeniiber dem Einsatz von Sauerstoffelektroden den Vorteil, daB3 auf Grund der hohen
Empfindlichkeit von Resazurin insbesondere Sauerstoffkonzentrationen im Spurenbereich
detektierbar sind [20].

Der Sauerstoffindikator wird in zwei Schritten reduziert. Der erste Schritt ist irreversibel vom
blauen Resazurin zum roten Resorufin und der zweite Schritt ist eine reversible Reduktion zum
Dihydroresorufin [61]. Die Umwandlung zwischen oxidierter und reduzierter Form tritt sehr
schnell ein [21], so daB3 die Substanz gut fiir eine Online-Kontrolle des Redoxpotentials ge-
eignet ist. Keine der drei Modifikationen besitzt in dem fiir Fermentationsprozesse geeigneten

Konzentrationsbereich einen toxischen Einflu3 auf Mikroorganismen [21].

HO 0 (e} HO O
Reduktion Reduktlon
— >
N+/ N = Oxidation
OH"

Umwandlung

. -51 mV
Resazurin Resorufin D1hydroresoruﬁn

Abbildung 7.1: Umwandlung von Resazurin in zwei Schritten
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Eine Anwendungsmoglichkeit von Resazurin besteht in der Detektion von Sauerstoff in
Losungen. Dieses konnte bei enzymatisch katalysierten Reaktionen von Zuckern wie Fructose
oder Glucose mit Sauerstoff genutzt werden, wobei Resazurin reduziert wird [62,63]. Mit
diesem System konnte eine Glucosebestimmung in Blut realisiert werden [64].

Resazurin kann ebenfalls durch eine katalytische Reaktion in Zellen reduziert werden [65].
Damit 14Bt sich die Zellzahl photometrisch oder fluorimetrisch durch die Bildung von Reso-
rufin bestimmen. Bereits 80 Zellen liefern ein reproduzierbares Signal, wodurch die Methode
in der Sensitivitit mit radioaktiven Verfahren vergleichbar ist [66].

Resazurin wird seit 50 Jahren zur Hefe- und Bakterienbestimmung in Milch verwendet und
findet bis heute zu diesem Zweck Anwendung [67,68]. Auch auf andere Lebensmittelprodukte
wie Fleisch- oder Getreideprodukte ist die Methode iibertragbar [69].

Weiterhin wurde auf der Basis von Resazurin ein Testkit zur Vitalitdtsbestimmung von Zellen
entwickelt. In dem Testkit wird dem Indikator Eisencyanid zugesetzt. Diese Substanz wirkt
zwar als Inhibitor beim Elektronentransport in der Atmungskette [70], eine Reduktion des
Resazurins durch das Kulturmedium wird jedoch verhindert. Damit findet die Reduktion von
Resazurin ausschlieBlich innerhalb der Zellen statt [71].

Alle bisherigen Tests auf der Basis von Fluoreszenz beruhen auf der Reduktion von Resazurin
zu Resorufin. Da diese Umsetzung irreversibel ist und schon bei hohen Sauerstoffkonzen-
trationen auftritt, ist eine Detektion der Vitalitdt anaerober Bakterien mit dieser Methode nicht
moglich. Deshalb soll in dieser Arbeit die reversible Reduktion von Resorufin zu Dihydro-
resorufin mittels Fluoreszenz verfolgt und zur Vitalititsbestimmung anaerober Bakterien ge-

nutzt werden.

7.2 Fluoreszenzeigenschaften des Sauerstoffindikators Resazurin

Bevor die Anwendung des Sauerstoffindikators Resazurin bei Fermentationsprozessen erfolgen
kann, sollen zunéchst die allgemeinen Fluoreszenzeigenschaften dieses Fluorophors vorgestellt

werden. Darunter sollen die folgenden Arbeitsschritte durchgefiihrt und interpretiert werden:

e Das 2D-Fluoreszenzspektrum von Resazurin

e Einordnung der Fluoreszenz von Resazurin in Kulturmedien
e Erstellung einer Kalibrationsgeraden

e Reduktion von Resazurin mit Natriumthioglycolat

e Test zur Reversibilitit der Reduktion von Resazurin
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7.2.1 Das Fluoreszenzspektrum von Resazurin und seiner Derivate

Resazurin wird durch Reduktion zundchst in Resorufin und dann in Dihydroresorufin
umgewandelt (s. Kapitel 7.1). Die Fluoreszenzspektren dieser drei Substanzen sollen zunéchst
fiir eine Interpretation der Fluoreszenzeigenschaften vorgestellt werden.

Fiir die Messungen wurde der F-4500 verwendet. Dieses Spektrometer wurde eingesetzt, weil
es auf Grund der Verwendung von Gittern fiir eine Charakterisierung biogener Fluorophore gut

geeignet ist [40,72]. Die verwendeten MefBeinstellungen sind in Tabelle 7.1 zusammengefalit.

Tabelle 7.1:  Mefeinstellungen des F-4500 fiir die Fluoreszenzmessungen mit Resazurin

MefBparameter Einstellung
Exzitationswellenldngenbereich 250-650 nm
Emissionswellenldngenbereich 260-700 nm
Schrittweite der Exzitationswellenldnge 10 nm
Schrittweite der Emissionswellenlidnge 10 nm
Spaltbreite (Slit) Exzitation 5 nm
Spaltbreite (Slit) Emission 10 nm
Photomultiplierspannung 700 Volt
Scangeschwindigkeit 12000 nm/sec

Alle Losungen wurden in einem 0,1 M KPP-Puffer bei pH 8,0 angesetzt. Resazurin kann durch
Zugabe des Reduktionsmittels Natriumthioglycolat bis zum Dihydroresorufin reduziert
werden. Anschliefendes Schiitteln der Losung erhoht die Sauerstoffkonzentration wieder, so
daBl eine quantitative Oxidation bis zum Resorufin stattfindet. Erfolgt die Zugabe des
Reduktionsmittels in der MeBkiivette (Schichtdicke 2 mm) und wird diese gegen Luft ab-
gedichtet, so entsteht das reduzierte Dihydroresorufin. Daraus ergeben sich fiir die Herstellung

der Losungen folgende Verfahren:

e Resazurin Losen in Puffer
e Resorufin Losen in Puffer, Zugabe Natriumthioglycolat und Schiitteln
e Dihydroresorufin ~ Losen in Puffer, Zugabe Natriumthioglycolat in die Kiivette,

Abdichten der Kiivette gegen Luft und 1 Tag stehen lassen
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Die eingesetzten Konzentrationen von Resazurin, Resorufin und Dihydroresorufin betrugen bei

jeder Messung 1 mg/L. Die 2D-Fluoreszenzspektren der Losungen sind in Abbildung 7.2
dargestellt.
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Abbildung 7.2: 2D-Fluoreszenzspektren von Resazurin (a), Resorufin (b) und Dihydro-

resorufin (c)

In der Abbildung 7.2 a sind zwei Exzitations/Emissions-Maxima fiir die Substanz Resazurin zu
erkennen. Eines liegt im Bereich 1 bei Ex600/Em620 nm und das zweite in Bereich 2 bei
Ex560/Em580 nm. Bei dem zweiten Fluoreszenzmaximum handelt es sich wahrscheinlich um
Verunreinigungen von Resazurin mit Resorufin. Dieses kann durch das 2D-Fluoreszenz-
spektrum von Resorufin bestitigt werden. Das Fluoreszenzmaximum fiir Resorufin liegt
eindeutig bei Ex560/Em580 nm, was exakt dem Bereich 2 im Spektrum von Resazurin ent-
spricht. Damit handelt es sich bei dem zweiten Peak im Fluoreszenzspektrum von Resazurin
zweifellos um Bestandteile von Resorufin. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Rasmussen et al.
bei Untersuchung von der Firma Sigma gelieferten Resazurin [71]. Auch in dieser Arbeit
konnten mittels HPLC Verunreinigungen von Resorufin in neu hergestelltem Resazurin fest-

gestellt werden.
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In dem Fluoreszenzspektrum von Resorufin ist nur ein einziges Fluoreszenzmaximum bei
Ex560/Em580 nm zu erkennen, was den Angaben in der Literatur entspricht [73,74].

Fiir Dihydroresorufin ist nur eine sehr schwache Fluoreszenz detektierbar. Wahrscheinlich
konnte die Kiivette nicht vollstindig gegen das Eindringen von Sauerstoff abgedichtet werden,
so daB eine vollstindige Reduktion von Resorufin nicht moglich war. Die Reste von Resorufin
verursachen dadurch die auftretende Fluoreszenz.

Zusammenfassend konnten fiir Resazurin und Resorufin verschiedene Fluoreszenzmaxima mit
unterschiedlicher Lage im 2D-Fluoreszenzspektrum aufgezeigt werden. Aulerdem weist Reso-
rufin eine sehr viel stirkere Fluoreszenz als Resazurin auf. Fiir die letzte reduzierte Stufe von

Resazurin, das Dihydroresorufin, wurde keine Fluoreszenz festgestellt.

7.2.2 Fluoreszenz von Resazurin in Kulturmedien

Fiir den praktischen Einsatz von Resazurin bei anaeroben Fermentationsprozessen ist es von
entscheidender Bedeutung, dal die Fluoreszenz des Sauerstoffindikators nicht durch Fluoro-
phore im Medium {iberlagert wird. Um dieses zu iiberpriifen, sollen die 2D-Fluoreszenz-
spektren von Resazurin und eines Komplexmediums miteinander verglichen werden.

Fiir die Messungen wurde wie in dem vorangegangenen Kapitel das ProzeBspektralphotometer
F-4500 verwendet. Die MefBeinstellungen wurden aus dem vorherigen Kapitel {ibernommen.
Alle Messungen erfolgten in einer Quarzglaskiivette mit 2 mm Schichtdicke. Es wurde fiir die
Kultivierungen der Bakterien ein Medium mit 10 g/L Hefeextrakt, Puffer und Spurenelementen
verwendet, die Zusammensetzung ist im Anhang Kapitel 10.5 aufgefiihrt. Die eingesetzte
Resazurinkonzentration betrug 1 mg/L. Zusitzlich wurde ein 2D-Fluoreszenzspektrum von
dem Reduktionsmittel Natriumthioglycolat aufgenommen. Diese Substanz soll in spiteren
Versuchen eingesetzt werden und daher mufl nachgewiesen werden, dafl diese Substanz keine
Eigenfluoreszenz aufweist.

Die Fluoreszenzspektren von Resazurin, dem Komplexmedium und Natriumthioglycolat sind

in Abbildung 7.3 dargestellt.
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Abbildung 7.3: 2D-Fluoreszenzspektren von
a Komplexmedium b Resazurin
¢ Natriumthioglycolat 0,75 g/L d Komplexmedium mit Resazurin

In dem 2D-Fluoreszenzspektrum des Komplexmediums mit Hefeextrakt sind deutlich zwei
unterschiedliche Fluoreszenzmaxima zu erkennen. Ein Maximum liegt bei Ex270/Em370 nm
und ist auf eine von Proteinen hervorgerufene Fluoreszenz zuriickzufiihren. Ein zweiter sehr
grofler Bereich ist um Ex360/Em450 zu erkennen, ein Bereich, in dem Vitamine und Co-
faktoren fluoreszieren [34]. Diese Stoffe kommen ebenfalls im Hefeextrakt vor und erklaren
somit die hohe Fluoreszenz des Mediums im Vitaminbereich. Fiir Resazurin konnen zwei nahe
nebeneinander liegende Fluoreszenzmaxima gefunden werden. Wie im vorherigen Kapitel
verifiziert wurde, handelt es sich beim Bereich 1 um Resazurin und beim Bereich 2 um
Resorufin. Das fiir Kulturmedien empfohlene Reduktionsmittel Natriumthioglycolat zeigt
keinerlei Fluoreszenz.

Wird die Fluoreszenz eines Mediums nach Zugabe von Resazurin gemessen, so konnen alle
Peaks von Resazurin und dem Medium unabhiingig voneinander detektiert werden. Uber-

lagerungen in der Fluoreszenz beider Stoffe treten nicht auf. Resazurin ist somit sehr gut zur
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Fluoreszenziiberwachung in Kulturmedien geeignet und damit zur Online-Beobachtung von

Fermentationsprozessen einsetzbar.

7.2.3 Erstellung einer Kalibrationsgeraden fiir Resazurin

Im folgenden soll die Vorgehensweise zur Erstellung einer Kalibrationsgerade fiir Resazurin
beschrieben werden. Das Ziel dabei ist es, die untere Nachweisgrenze fiir Resazurin und den
linearen Bereich der Kalibration zu ermitteln. Aus dem linearen Bereich konnen im Anschlufl
Riickschliisse iiber eine geeignete Resazurinkonzentration flir Fermentationsprozesse gezogen
werden.

Die Verwendung von Kiivetten bietet den Vorteil, daB3 sie gegeniiber Lichtleitermessungen eine
um den Faktor 100 hohere Sensitivitit aufweist [40]. Die Einstellung der Spaltbreite (Slit) des
F-4500 wurde fiir diese Messungen auf 10 nm fiir die Exzitation und auf 20 nm fiir die
Emission heraufgesetzt, damit auch mdglichst geringe Konzentrationen Resazurin nach-
gewiesen werden konnen. Alle anderen Einstellungen wurden aus Kapitel 7.2.1 {ibernommen.

In Abbildung 7.4 ist die Kalibrationsgerade fiir Resazurin dargestellt.
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Abbildung 7.4: Kalibrationskurve fiir Resazurin

Zur Auswertung wurde die Wellenlinge Ex600/Em630 nm gewahlt, die nah am Fluoreszenz-

maximum von Resazurin liegt und nur eine geringe Beeinflussung durch Streulicht aufweist.
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Als untere Nachweisgrenze fiir Resazurin konnte eine Konzentration von 0,01 mg/L (4-10™® M)
ermittelt werden. Der lineare Bereich der Kalibration liegt zwischen 0,01 mg/L und 5 mg/L.

Aus dieser Kalibration soll nun eine geeignete Resazurinkonzentration ermittelt werden, die bei
spateren Fermentationsprozessen in Bioreaktoren eingesetzt werden kann. Fiir die Online-
Fluoreszenzmessungen in Bioreaktoren ist der Einsatz von Lichtleitern notwendig, die jedoch
eine erheblich geringere Sensitivitit gegeniiber den Messungen in Kiivetten aufweisen.
Deshalb soll eine mdglichst hohe Resazurinkonzentration gewidhlt werden, die gleichzeitig
noch den linearen Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und Konzentration des Fluorophors
gewihrleistet. Dafiir ist die Konzentration von 1 mg/L Resazurin geeignet, die in allen weiteren

Versuchen eingesetzt wird.

7.2.4 Reduktion von Resazurin mit Natriumthioglycolat

Nachdem das Fluoreszenzspektrum von Resazurin gezeigt und identifiziert wurde, soll nun der
Reduktionsprozel verfolgt werden. Das Ziel ist es dabei, in einem Modellversuch die Sauer-
stoffabnahme online durch Fluoreszenzmessungen von Resazurin zu verfolgen.

Die Messungen erfolgten in einem 1,5 L Bioreaktor (Werkstatt TCI, Universitit Hannover).
Mit dem groBBen Reaktorvolumen sollte einem Ausbleichen des Fluorophors durch die haufigen
Messungen vorgebeugt werden. In dem Reaktor wurde 1,2 L in KPP-Puffer gelostes Resazurin
mit einer Konzentration von 1 mg/L vorgelegt. Danach wurde das in 30 mL deionisiertem.
Wasser geloste Reduktionsmittel Natriumthioglycolat zugegeben.

Um eine gute Auflosung des Spektrums und damit die Unterscheidung zwischen den Fluoro-
phoren Resazurin und Resorufin zu erméglichen, wurden die Fluoreszenzmessungen mit dem
F-4500 durchgefiihrt. Dieses Gerdt wurde {iber einen Lichtleiter (Lumatec, Denzlingen) an den
Bioreaktor angeschlossen. Die Einstellungen wurden aus dem Kapitel 7.2.3 iibernommen.

Der Verlauf der Fluoreszenz von Resazurin ist in Abbildung 7.5 durch die Wellenléngen-
kombination Ex600/Em630 nm dargestellt. Aus der raschen Abnahme der Fluoreszenz ist zu
erkennen, daBl Resazurin sehr schnell reduziert wird. Auf Grund der Irreversibilitit des
Vorganges treten danach keine weiteren Verdnderungen bei der Fluoreszenz von Resazurin

auf.
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Abbildung 7.5: Fluoreszenz von Resazurin (—— ) und Resorufin (—— ) nach Zugabe eines

Reduktionsmittels

Fiir die Fluoreszenz von Resorufin ist ein anderer Verlauf zu erkennen. Durch die Zunahme der
Resorufinkonzentration im ersten Schritt der Reduktion wird ein schlagartiger Anstieg der
Fluoreszenz nach Zugabe des Reduktionsmittels detektiert. Danach nimmt die Fluoreszenz
langsam {iber einen Zeitraum von ca. 12 Stunden wieder ab, da im zweiten Reduktionsschritt
das Resorufin weiter reduziert wird. Das Maximum der Fluoreszenz ist fiir Resorufin deutlich
hoher als fiir Resazurin, was mit der hoheren Quantenausbeute von Resorufin begriindet
werden kann [75].

Mit dem Versuch konnte gezeigt werden, da3 eine Online-Detektion der Sauerstoffabnahme
durch den Indikator Resazurin mdglich ist. Dabei ist Resorufin auf Grund der stirkeren

Fluoreszenz besser fiir die Online-Detektion geeignet.

7.2.5 Test zur reversiblen Reduktion von Resazurin

Nach einem Modellversuch zur Online-Detektion von Resazurin soll im folgenden gepriift
werden, ob ein Ausbleichen des Fluorophors durch hédufiges Oxidieren und Reduzieren auftritt.
Da im vorherigen Versuch nachgewiesen werden konnte, dal eine Reduktion von Resazurin

mit Natriumthioglycolat nur sehr langsam abléduft, soll fiir eine wiederholte Oxidation und
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Reduktion eine andere Substanz eingesetzt werden. Fiir diesen Zweck ist das Reduktionsmittel
Sulfid geeignet, da mit diesem Stoff eine sehr schnelle Reduktion von Resazurin mdglich
ist [76]. Die Fluoreszenzmessungen wurden mit dem Fluoreszenzspektrometer BioView durch-
gefiihrt, da dieses Gerét bei Online-Fermentationsprozessen eingesetzt und bei diesem Versuch
getestet werden soll. Die MeBeinstellungen sind dem Anhang zu entnehmen.

Der Versuch wurde in einem 1,5 L Bioreaktor durchgefiihrt. Nach einer Vorlaufzeit von einer
Stunde wurde zu dem in KPP-Puffer geldsten Resazurin eine konzentrierte Natriumsulfid-
16sung zugegeben, so daB sich eine Endkonzentration an Sulfid-lonen von 1 g/L. im Bioreaktor
ergab. Nach jeweils 60 Minuten wurde in den Bioreaktor fiir 10 Sekunden PreBluft ein-
getragen, die durch 60 Sekunden Riihren bei 1200 Upm im Reaktor verteilt wurde. Fiir die an-
schlieende erneute Reduktion des Sauerstoffs in der Losung wurde der Riihrer ausgeschaltet,
um Sauerstoffeintrdge aus Reaktorraum {iiber der Fliissigkeit in das Medium zu minimieren.
Durch erneutes Eintragen von Luft konnte der Vorgang der Oxidation und wiederholt werden.

Der Verlauf der Fluoreszenz bei Ex550/Em590 nm ist der Abbildung 7.6 zu entnehmen.
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Abbildung 7.6: Fluoreszenz von Resorufin bei wiederholter Oxidation und Reduktion

Bei dieser Fluoreszenzwellenldnge wird Resorufin detektiert, wie in Kapitel 7.2.1 gezeigt
werden konnte. Vor der Zugabe des Reduktionsmittels ist bereits eine Fluoreszenz von 250
Einheiten zu erkennen, was durch Verunreinigungen von Resorufin in Resazurin verursacht
wird. Nach der Zugabe des Reduktionsmittels steigt die Fluoreszenz nur kurz an und nimmt

dann wieder schnell ab. Wihrend Resazurin zu Resorufin reduziert wird, findet bereits
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gleichzeitig eine weitere Reduktion des Resorufins zum nicht fluoreszierenden Dihydro-
resorufin statt. So befinden sich nur geringe Mengen Resorufin in der Losung, da ein Teil noch
nicht reduziert und ein anderer Anteil bereits weiter reduziert wurde. Deshalb ist der erste
Fluoreszenzpeak kleiner als die darauf folgenden.

Danach zeigt die Fluoreszenz den erwarteten Verlauf. Durch Einschalten des Riihrers steigt die
Fluoreszenz an — da Resorufin gebildet wird — und in der néchsten Stunde nimmt die
Fluoreszenz wieder ab. Wihrend 20 Stunden ist kein Ausbleichen des Fluorophors durch
wiederholtes Oxidieren und Reduzieren festzustellen. Damit kann nachgewiesen werden, daf3
Resorufin iiber einen langen Zeitraum stabil bleibt und somit auch fiir langere Fermentations-

prozesse einsetzbar ist.

7.3 Anwendung von Resazurin bei Kultivierungen von Clostridium formico-
aceticum

Nachdem Resazurin in dem vorigen Modellversuchen erfolgreich bei der Detektion von
Sauerstoff eingesetzt werden konnte, sollen nun die Anwendungen bei Kultivierungen
anaerober Bakterien tiberpriift werden.

Clostridium formicoaceticum ist ein strikt anaerobes, sporenbildendes Bakterium. Es kann zur
Herstellung von Calcium-Magnesium-Acetat (CMA) aus Molke genutzt werden. Bei der Ab-
schidtzung der Kosten fiir diesen Prozell wurde in einer Arbeit von Yang et al. ein Vorteil der
fermentativen Herstellung gegeniiber herkdmmlichen Methoden festgestellt [77].

Der praktische Einsatz von Resazurin soll exemplarisch an Hand der Vitalititsbestimmung bei
Kultivierungen von C. formicoaceticum demonstriert werden. Um ein gutes und schnelles
Wachstum zu ermdoglichen, wird in den ersten Versuchen ein Standardmedium auf Fructose-
basis verwendet. Die Anwendbarkeit fiir die Nahrungsmittelindustrie wird abschlieend durch

den Einsatz eines Industriemediums aus Molke auf Lactatbasis aufgezeigt.

7.3.1 Kaultivierungsbedingungen

Die Kultivierungen von Clostridium formicoaceticum wurden unter den in Tabelle 7.2 auf-
gefiihrten Bedingungen durchgefiihrt.

Zum Beimpfen des Bioreaktors wurden jeweils 50 mL Vorkultur verwendet, die in einer
500 mL Flasche mit SchraubverschluB3 (Schott, Mainz) bei 37° C angeziichtet wurden. Als

Schutzgas wurde Stickstoff eingesetzt, und der VerschluB wurde mit einem Septum gegen
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Luftsauerstoff abgedichtet. Eine genaue Beschreibung des Umganges mit den Vorkulturen von
C. formicoaceticum sind dem Anhang (Kapitel 10.5) zu entnehmen. Die Bestimmung von
Fructose und Acetat erfolgte mittels Enzymtestkits (Boehringer, Mannheim). Die detaillierten

Geriteeinstellungen des BioViews sind dem Anhang (Kapitel 10.7.2) zu entnehmen.

Tabelle 7.2:  Kultivierungsbedingungen

¢ Betriebsweise Batch
¢ Organismus Clostridium formicoaceticum
¢ Kultivierungsanlage Biostat B (B. Braun Biotech International, Melsungen)

1,5 L Stahlfermenter (Werkstatt TCI, Universitdt Hannover)

¢ MelBidatenerfassung RISP (Real Time Integration Software Platform, TCI)
¢ Arbeitsvolumen 1,5L

¢ Medium DSMZ Fructose-Medium (Kapitel 10.5)

¢ Temperatur 37°C

¢ pH-Wert 8,0

¢ Regelung des pH-Wertes |4 % HClund 10 % NaOH

¢ Begasung Keine Begasung

¢ Atmosphire im Fermenter |Stickstoff

¢ Riihrerdrehzahl 50 Upm

7.3.2 Kaultivierungsverlauf auf einem Fructose-Medium

Durch Zugabe von Resazurin zu dem Medium sollte eine Online-Detektion der Sauerstoff-
konzentration in dem Medium ermdglicht werden. Ziel des Versuches war es herauszufinden,
ob iiber die Sauerstoffkonzentration Riickschliisse auf die Vitalitdt der Zellen moglich sind.

Dem Kulturmedium wurden keine Reduktionsmittel zugesetzt. Die verwendete Menge an
Hefeextrakt von 10 g/l wirkt in der eingesetzten Konzentration bereits reduzierend [78] und
verursacht somit beim Autoklavieren des Mediums bereits eine Reduktion des Resazurins zum
Resorufin. Eine weitere Reduktion zum Dihydroresorufin findet nicht statt, da fiir den zweiten

Reduktionsschritt ein Sterilisieren unter Schutzgas notwendig wére. Die Stickstoffatmosphire
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im Bioreaktor wurde nach dem Autoklavieren durch Einleiten von sterilem Stickstoff in den
Reaktor erzeugt.

Der Verlauf der Fluoreszenz von Resorufin (Ex550/Em590 nm) sowie die optische Dichte
wihrend der ersten 10 Stunden der Kultivierung sind in Abbildung 7.8 dargestellt. Zu Beginn
der Kultivierung ist eine hohe Fluoreszenz von Resorufin zu erkennen. Da an dem Metall des
Bioreaktors auch nach dem Autoklavieren noch Sauerstoff anhaftet [78], liegt auf Grund des
verbliebenen Sauerstoffs das gesamte Resazurin als Resorufin in dem Kulturmedium vor. Des-

halb wird vor dem Animpfen des Bioreaktors eine starke Fluoreszenz von Resorufin detektiert.
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Abbildung 7.7: Verlauf von Fluoreszenz und optischer Dichte bei 600 nm wéhrend der ersten

10 Stunden einer Kultivierung von Clostridium formicoaceticum

Unmittelbar nach Animpfen des Bioreaktors ist eine schnelle Abnahme der Fluoreszenz zu
erkennen. Einige Anaerobier wie Clostridien sind bei Verwendung eines gro3en Inokulums in
der Lage, selber geringe Sauerstoffreste im Medium zu reduzieren und sich damit das zum
Stoffwechsel notwendige, niedrige Redoxpotential zu erzeugen [21]. Dieses kann mit der
Abnahme der Fluoreszenz und damit der Sauerstoffkonzentration belegt werden.

Vor Zugabe des Inokulums ist durch den verbliebenen Sauerstoff das Redoxpotential in dem
Medium zu hoch, um eine Reduktion von Resorufin zu erreichen. Fiir ein Anwachsen der

Clostridien ist jedoch bereits ausreichend Sauerstoff aus dem Medium entfernt worden. Nach
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Zugabe des Inokulums reduzieren die Zellen selber den verbliebenen Sauerstoff, was durch die
Abnahme der Fluoreszenz detektierbar ist. Ein signifikanter Anstieg der optischen Dichte ist
erst ca. 4-5 Stunden nach Anwachsen der Kultur im Bioreaktor zu erkennen. Damit ist die
Fluoreszenz nicht nur sehr gut zur Abschitzung der Zellvitalitit zu Kultivierungsbeginn
geeignet, sie ist sogar der Methode der Bestimmung der optischen Dichte zu Beginn der
Kultivierung weit {liberlegen. Eine Bestimmung der Vitalitdt unter dem Mikroskop ist nicht
moglich, da die Zellen bei der Probenahme durch Luftsauerstoff absterben. Somit ist die
Fluoreszenz als einzige Methode in der Lage, bereits innerhalb der ersten zehn Minuten eine

schnelle Abschétzung der Zellvitalitét liefern zu konnen.

Nachdem der Fluoreszenzverlauf wihrend der ersten 10 Stunden der Kultivierung diskutiert
wurde, wird in Abbildung 7.8 der vollstindige Verlauf der Kultivierung gezeigt. Das
exponentielle Wachstum wéhrend der Kultivierung dauert etwa von Stunde 10 bis Stunde 19.
Nachdem das Substrat Fructose verbraucht ist, gehen die Bakterien sehr schnell in die
stationdre Phase iiber. In dieser Zeit tritt die Sporenbildung ein, die durch einen Mangel an
Néhrstoffen ausgelost wird [60]. Die Zeitspanne von der Induktion bis zum Auftreten der
freien Sporen kann zwischen 6 und 24 Stunden betragen. Ab Stunde 22 beginnt die optische

Dichte wieder abzunehmen, was durch Autolyse der Zellen verursacht werden konnte.
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Abbildung 7.8: Verlauf einer Kultivierung von Clostridium formicoaceticum auf einem

Fructose Medium
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Die Ausbeute fiir die Umsetzung von Fructose zu Acetat je Formelumsatz betrdagt 94 %. Dieses
stimmt mit den in der Literatur angegebenen Werten iiberein, bei denen eine fast quantitative

Ausbeute fiir die Umsetzung erreicht wird [79].

Clostridium f.

Fructose C¢H12056 » 3 Acetat CoH40;

M, 180 M, 60,05

Abbildung 7.9: Umsetzung von Fructose zu Acetat

Um die Reversibilitit der Umwandlung zwischen Resorufin und Dihydroresorufin auch in
Bakterienkultivierungen belegen zu konnen, wurde der Bioreaktor ab Stunde 73 mit Luft
begast und geriihrt. Danach ist ein schneller Anstieg der Fluoreszenz bei Ex550/Em590 nm zu
erkennen. Der urspriingliche Fluoreszenzwert vor Animpfen des Fermenters wird jedoch nicht
mehr erreicht. Da die Zellen zu einer starken Abnahme der optischen Durchléssigkeit gefiihrt
haben — wie an Hand der ODgoonm ersichtlich ist — wird ein Teil des eingestrahlten Lichtes
reflektiert und absorbiert. Deshalb féllt die gemessene Fluoreszenz mit Zellen geringer als vor
Beginn der Kultivierung.

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, daB3 die Fluoreszenz von Resazurin gut zur
Abschitzung der Zellvitalitit bei Kultivierungsbeginn von anaeroben Bakterien genutzt werden
kann. Wéhrend mit Hilfe der ersten Abbildung die Vorteile der Fluoreszenz gegeniiber der
Messung der optischen Dichte vorgestellt werden konnten, wurde im zweiten Teil die
Reversibilitdit der Umwandlung zwischen Resorufin und Dihydroresorufin in Bakterien-

kultivierungen nachgewiesen.

7.3.3 EinfluB der Toxizitit von Sauerstoff auf anaerobe Kultivierungen

Im néchsten Versuchsteil soll tiberpriift werden, welchen Einflul hohe Konzentrationen an
Sauerstoff auf das Anwachsen strikt anaerober Bakterien haben und ob eine Uberwachung
mittels Fluoreszenz mdoglich ist.

Zu Beginn dieser Kultivierung wurde im Gegensatz zu der vorherigen Versuchsdurchfiihrung
der Sauerstoff nicht durch Begasen mit N, aus dem Medium entfernt. Somit blieb bei diesem
Versuch der geloste Sauerstoff in dem Medium. Durch den normalen Sauerstoffpartialdruck in

der Atmosphére wird ein Redoxpotential von etwa +400 mV in dem Medium eingestellt, was
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auf strikte Anaerobier toxisch wirkt [21]. Die weitere Durchfiihrung der Kultivierung erfolgte

wie bei dem vorherigen Versuch in Kapitel 7.3.2.
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Abbildung 7.10: EinfluB toxischer Konzentration von O, auf das Anwachsen von Clostridium

formicoaceticum

Vor Beginn der Kultivierung ist eine hohe Fluoreszenz von Resorufin bei Ex550/Em590 nm zu
erkennen. Das Zufiigen des Inokulums in den Bioreaktor hat nur eine sehr geringe Abnahme
der Fluoreszenz zur Folge. Wihrend der folgenden vier Stunden ist keine weitere Verdnderung
in der Fluoreszenz erkennbar. Wie in der vorangegangenen Kultivierung gezeigt werden
konnte, hitte ein Anwachsen der Bakterien eine Abnahme des Redoxpotentials und damit eine
Reduktion von Resorufin zur Folge. Da dieses nicht geschehen ist, kann daraus geschlossen
werden, dall die Zellen nicht anwuchsen und wahrscheinlich auf Grund der zu hohen Sauer-
stoffkonzentrationen abgestorben sind.

Um den Sauerstoff aus dem Medium zu entfernen, wurde anschlielend der Bioreaktor fiir 90
Minuten mit N, begast. Dann wurde die Begasung abgeschaltet und weitere 90 Minuten ge-
wartet. Die Begasung mit Stickstoff fiihrt zu einer Abnahme der O,-Konzentration im Medium
und damit zu einer Verringerung des Redoxpotentials im Medium. Dieses ist an der Abnahme
der Fluoreszenz von Resorufin zu erkennen. Eine vollstindige Reduktion zum Dihydro-

resorufin findet nicht statt. Daraus kann gefolgert werden, dal3 die bereits angeimpften Zellen

keine Stoffwechselaktivitdt mehr aufweisen und abgestorben sind.



7 Uberwachung anaerober Prozesse 73

Nach der Zugabe eines zweiten Inokulums ist nun eine deutliche Reduktion des Resorufins
festzustellen. Die neuen Bakterien sind in der Lage, durch ihre Stoffwechselaktivitéit die in dem
Medium verbliebenen O,-Konzentrationen zu reduzieren. Das Absinken des Redoxpotentials
fiihrt zur Bildung von Dihydroresorufin und deshalb zu einer Abnahme der Fluoreszenz.

Mit den Ergebnissen konnte eindeutig gezeigt werden, dall hohe Sauerstoffkonzentrationen
toxisch auf den Bakterienstamm Clostridium formicoaceticum wirken. Durch Messungen der
Fluoreszenz konnte dies online beobachtet werden, da die Stoffwechselaktivitit vitaler Zellen
zu einer Verdnderungen des Redoxpotentials fithren wiirde. Dies wire durch eine Abnahme der
Fluoreszenz von Resorufin detektiert worden. Eine Abschétzung der Vitalitit anaerober

Bakterien wie Clostridium formicoaceticum ist somit online im Fermentationsprozefl méglich.

7.4 Uberpriifung der Ergebnisse bei Verwendung eines Industriemediums

Nachdem die Messungen der Fluoreszenz bei Kultivierungen mit Standardmedien gute
Ergebnisse geliefert haben, soll die Praxistauglichkeit der entwickelten Methode bei Ver-
wendung eines Industriemediums unter Beweis gestellt werden.

In einer Arbeit von Yang et al. wird die fermentative Herstellung von Calcium-Magnesium-
Acetat (CMA) aus Molke beschrieben [80]. CMA wird in den USA als alternatives Streumittel
fiir StraBen eingesetzt, da es im Gegensatz zu Natriumchlorid keine korrosiven Eigenschaften
besitzt. Fiir die Herstellung wurde eine Cokultur von Streptococcus Lactis und Clostridium

formicoaceticum eingesetzt.

Lactose Streptococcus Lactzs> Lactat C. formicoaceticum » Acetat

Abbildung 7.11: Fermentative Herstellung von Acetat aus Lactose

Der erste fermentative Schritt, die Herstellung von Lactat aus Lactose, wird in der Molke-
industrie bereits von der BioLac GmbH durchgefiihrt. Das Bakterium Clostridium formico-
aceticum ist in der Lage, dieses Lactat als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Deshalb sollte als
weiterer Praxistest der bisher erhaltenen Ergebnisse eine Kultivierung auf diesem Industrie-
medium erfolgen. Das von der BioLac gelieferte Kulturenpermeat hat eine Lactatkonzentration
von 200 g/L. Die Kultivierungsbedingungen wurden aus Kapitel 7.3.1 iibernommen und dem
Medium wurde statt der Fructose Lactat aus dem Kulturenpermeat so zugesetzt, daf3 sich eine
Endkonzentration von 10 g/L Lactat ergab. Die Ergebnisse der Fermentation sind in Abbildung

7.12 dargestellt.
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Abbildung 7.12: Verlauf einer Kultivierung von Clostridium formicoaceticum mit einem

Industriemedium auf Lactatbasis

Wie bei den vorangegangenen Kultivierungen mit einem Medium auf Fructosebasis festgestellt
werden konnte, ist auch im Fall der Verwendung eines Industriemediums ein Anwachsen der
Bakterien mit einer Verringerung der Fluoreszenz bei Ex550/Em590 nm verbunden. Somit 1403t
sich auch in diesem Fall die Zellaktivitidt mit der Fluoreszenz bestimmen.

Im weiteren Kultivierungsverlauf zwischen Stunde 20 und Stunde 40 der Kultivierung ist eine
deutliche Stagnation der ODgoo nm zu verzeichnen und erst danach ist eine erneute Zunahme der
optischen Dichte zu erkennen. Dieses deutet auf eine Diauxie hin, also eine Umstellung des
Stoffwechsels auf ein neues Substrat. Folglich mufl mehr als ein Substrat zu Beginn der
Fermentation vorgelegen haben. Dieses kann zum einen Fructose aus der Vorkultur als auch
zum anderen ein weiteres Substrat aus dem im Medium vorhandenen Hefeextrakt sein. Das
Auftreten der Diauxie erfolgt zeitgleich mit der Verstoffwechselung der letzten Reste Fructose,
wie der Abbildung 7.12 zu entnehmen ist.

Ein erneutes Ansteigen der ODggp nm it erst nach etwa 25 Stunden zu erkennen, eine normale
Diauxie hingegen dauert nur bis zu 60 Minuten. Dieser lange Zeitraum kann durch eine
Versporung der Zellen erklart werden. Durch die Katabolit-Repression sind die Zellen nicht in
der Lage, Enzyme zum Abbau von Lactat zu bilden, solange ein anderes Substrat als
Néhrstoffquelle verwendet wird. Ist dieses Substrat verbraucht, beginnen die Bakterien auf

Grund der fehlenden Moglichkeit zum Abbau anderer Substrate die Bildung von Sporen. Erst
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nach dem Freisetzen der Sporen und dem anschlieBenden Keimen kann das Substrat Lactat
abgebaut werden. Dieses konnte durch Mikroskopie von Proben aus dem Fermentationsprozef3
bestitigt werden, wobei in dem beobachteten Zeitraum zuerst eine Bildung der Sporen in den
Bakterien sichtbar war, die danach aus der Zelle freigesetzt wurden. Erst kurz vor dem
Ansteigen der ODggo nm War ein Keimen der Sporen zu beobachten.

Der Vorgang der Versporung wurde mit der Fluoreszenzspektroskopie erfafit. Durch die Bil-
dung der Sporen wurde die Stoffwechselaktivitit der Zellen stark verringert. Deshalb konnten
Reste von Sauerstoff im Gasraum des Bioreaktors, die wéhrend der gesamten Kultivierung in
das Medium diffundieren, nicht mehr durch die Zellen reduziert werden. Die verringerte Stoff-
wechselaktivitit der Zellen wird deswegen durch einen geringen Anstieg der Sauerstoft-
konzentration und damit der Resorufin-Fluoreszenz detektiert. Die in das Medium eingetragene
Sauerstoffmenge ist jedoch zu gering, um eine toxische Konzentration an Sauerstoffprodukten
bilden zu kénnen.

Somit konnte gezeigt werden, dall nicht nur die Stoffwechselaktivitit der Bakterien beim
Anwachsen mit der Fluoreszenz meBbar ist, es konnte weiterhin sogar eine Anderung der
Aktivitdt wihrend der Fermentation beobachtet werden. Im beobachteten Fall konnte der

Zeitraum der Sporenbildung bis zur Keimung der Sporen genau verfolgt werden.

7.5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Mdglichkeiten zur Uberwachung anaerober Prozesse mittels
Fluoreszenzspektroskopie untersucht werden.

Dazu wurden zunidchst die 2D-Fluoreszenzspektren von Resazurin und der reduzierten
Derivate vorgestellt und interpretiert. Durch Vergleich der Spektren mit der Fluoreszenz eines
Komplexmediums konnte nachgewiesen werden, daB keine Uberlagerungen der Fluoreszenzen
des Mediums und des gewihlten Sauerstoffindikators auftreten.

Fiir die Fluoreszenz von Resazurin wurde eine Kalibrationsgerade erstellt, aus der eine ge-
eignete Resazurinkonzentration fiir spatere Fermentationsprozesse ermittelt werden konnte.

In einem Modellversuch konnte sowohl die irreversible Reduktion von Resazurin zu Resorufin,
als auch die anschlieBende Reduktion von Resorufin zu Dihydroresorufin online verfolgt
werden. Die Reversibilitit der zweiten Reaktion wurde durch wiederholtes Reduzieren und
Oxidieren demonstriert, wobei nach 20 Reduktions- und Oxidationsschritten kein Ausbleichen

der Fluoreszenz von Resorufin festzustellen war.
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Der Nutzen der entwickelten Methode in der Praxis konnte anhand von Kultivierungen des
strikt anaeroben Bakterienstammes Clostridium formicoaceticum gezeigt werden. Mittels der
Fluoreszenzspektroskopie war es moglich, die Sauerstoffkonzentration im Bioreaktor qualitativ
zu erfassen und ein Anwachsen der strikt anaeroben Bakterien schnell zu erkennen. Bei
Verwendung eines Industriemediums konnte sogar eine Umstellung im Stoffwechsel der
Zellen — eine Diauxie mit anschlieBender Versporung — online mit Hilfe der Fluoreszenz be-

obachtet werden.
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8 SchluBlbetrachtungen

Eine Schwierigkeit bei der effizienten Automatisierung industrieller Produktions- und Auf-
arbeitungsprozesse ist hdufig das Fehlen einer schnellen Online-Analytik. Oft erfordern die
angewandten Methoden eine Entnahme von Proben oder liefern die Ergebnisse erst mit einer
erheblichen Zeitverzogerung, wodurch eine schnelle Prozefkontrolle nicht moglichst ist.

Deshalb wurden in dieser Arbeit unterschiedliche spektroskopische Methoden auf ihre An-
wendbarkeit zur ProzeBbeobachtung untersucht. Diese optischen Messungen bieten den Vor-
teil, dafl keine Eingriffe in den Prozel notwendig sind und die Analysenergebnisse in-time
innerhalb kurzer Zeit zur Verfiigung stehen. Die Einsatzmdglichkeiten von Fluoreszenz- und
naher Infrarot-Spektroskopie wurden an den Beispielen der chromatographischen Melasseent-

zuckerung sowie der Uberwachung anaerober Prozesse aufgezeigt.

Fiir den ProzeB der chromatographischen Melasseentzuckerung wurde auf Basis der Fluores-
zenzspektroskopie eine Methode zur Prozefbeobachtung entwickelt. Mit dem vorgestellten
MeBsystem konnen die Elutionsprofile der Melasseinhaltsstoffe Tyrosin, Serin, Threonin und
Asparagin beobachtet werden. Neben der qualitativen Bestimmung der Elution kénnen auch
quantitative Aussagen tiiber die Inhaltsstoffe gemacht werden.

Fiir die aus wirtschaftlicher Sicht interessante Aminosdure Serin wurde das Melsystem fiir
Online-Messungen am Industrieprozef3 angepal3t und optimiert. Durch die Verwendung chemo-
metrischer Modelle konnte der Fehler der Vorhersagen fiir Serin auf 5,8 % gesenkt werden.
Das entwickelte System wurde iiber einen Zeitraum von 18 Monaten fiir verschieden Melasse-
chargen und fiir Chromatographiezyklen mit aullergewdhnlichen hohen Serinkonzentrationen
validiert. In einem abschlieBenden Vergleich wurde die momentan bei der AMINO GmbH
verwendete ProzefBfithrung und die mdgliche, optimierte Prozefithrung durch Anwendung der
2D-Fluoreszenzspektroskopie gegeniibergestellt.

Bei den beobachteten Chromatographiezyklen wurden von der bisherigen ProzeBfiihrung nur
durchschnittlich 72,2 % der maximal moglichen Serinausbeute erzielt. Durch Anwendung der
Fluoreszenzspektroskopie wire im selben Zeitraum eine Ausbeute von 99,2 % erreicht worden.
Damit konnte gezeigt werden, daB durch den Einsatz der fluoreszenzspektroskopischen
ProzeB3kontrolle eine wesentlich hohere Produktkonzentration realisiert werden kann. Das in
dieser Arbeit entwickelte Meflsystem wurde nach der Validierung dauerhaft am Industrie-
prozeB installiert und wird bei der ProzeBfiihrung zur Bestimmung der Serinkonzentration

genutzt.
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Als weitere Methode zur Prozef8beobachtung der chromatographischen Melasseentzuckerung
wurde die NIR-Spektroskopie getestet. Damit sollte die Moglichkeiten zur Detektion weiterer
fiir den ProzeB3 wichtiger Substanzen gepriift werden.

Bei der Untersuchung verschiedener Melasseinhaltsstoffe konnte lediglich fiir Betain eine
charakteristische Bande im NIR-Spektrum gefunden werden. Anhand dieser Bande war eine
Kalibration fiir Betainstandards mdglich. Die Uberpriifung der erstellten Kalibration erfolgte
nach dem Standardzusatzverfahren an zwei Proben aus der Betainfraktion und der Restfraktion,
wobei nur geringe Abweichungen in der Bestimmung von Betain trotz der starken Matrix-
einfliisse der Eluatproben auftraten.

Die Anwendbarkeit der Methode fiir die Industrie konnte fiir einen kompletten Chromato-
graphiezyklus der Melasseaufarbeitung bestitigt werden. Bei einer Klassifikation der Eluat-
proben mit Betainkonzentrationen iiber 20 g/L wurde lediglich eine Probe falsch bestimmit.
Dies stellt eine deutliche Verbesserung gegeniiber der derzeit angewandten ProzeBfiihrung dar.
Damit konnte die Anwendbarkeit der an Standards entwickelten Methode zur Bestimmung von
Betain fiir die industrielle Melasseauftrennung unter Beweis gestellt werden. Durch die
Spezifitdt der NIR-Spektroskopie bei der Detektion von Betain ist das Verfahren nicht nur auf
den ProzeB3 der chromatographischen Melasseentzuckerung beschriankt, sondern wahrschein-

lich auch auf andere Prozesse in der Zuckerindustrie iibertragbar.

Ziel der Untersuchungen anaerober Prozesse war es, eine Methode zum Nachweis von Sauer-
stoff in Spurenkonzentrationen auf Basis von Fluoreszenzmessungen zu etablieren.

Zunichst wurden die 2D-Fluoreszenzspektren von Resazurin und der beiden reduzierten Folge-
produkte Resorufin und Dihydroresorufin vorgestellt. Anhand der Fluoreszenzspektren ist eine
eindeutige Unterscheidung aller drei Substanzen mdglich, was in einem Modellversuch zur
Detektion der einzelnen Reduktionsschritte genutzt werden konnte.

Der praktische Nutzen des Sauerstoffnachweises sollte durch Fermentationen des strikt
anaeroben Bakterienstammes Clostridium formicoaceticum belegt werden. Durch Messungen
der Fluoreszenz war es mdglich, in einem Bioreaktor die Sauerstoffkonzentration online zu
bestimmen und damit ein Anwachsen der strikt anaeroben Bakterien innerhalb der ersten zehn
Minuten nach dem Animpfen zu erkennen. Bei Verwendung eines Industriemediums als
Kohlenstoffquelle konnte sogar eine Umstellung im Stoffwechsel der Zellen — eine Diauxie mit

anschlieender Versporung — online mit Hilfe der Fluoreszenz erkannt werden.
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9 Ausblick

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit konnte mit der 2D-Fluoreszenzspektroskopie eine
Methode zur Online-Detektion von Serin am Prozef3 der industriellen Melasseentzuckerung
vorgestellt werden.

Da mittels Fluoreszenz neben der Bestimmung von Serin noch einige weitere Aminoséuren
detektiert werden konnen, wire ein Finsatz der Fluoreszenzspektroskopie auch zu einem
spéteren Zeitpunkt der Aufreinigung denkbar, z. B. bei der Abtrennung von Tryptophan oder
Tyrosin. Eine Uberlagerung der Fluoreszenz dieser beiden Melasseinhaltsstoffe durch andere
Fluorophore miifite fiir den jeweiligen Schritt der Aufreinigung noch untersucht werden.

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der Serinbestimmung besteht in der regelmidBigen Uber-
arbeitung des verwendeten PLS-Modells. Durch die Erweiterung des Kalibrationsdatensatzes
mit jahrlich neu analysierten Chromatographiezyklen lieBe sich eine stetige Verbesserung der
Serinbestimmung verwirklichen. Zusidtzlich wiirden auf diese Weise mogliche essentielle
Verianderungen in der Zusammensetzung der Melasse oder der Zuckerriiben beriicksichtigt, die
im Verlaufe mehrerer Jahre auftreten konnen [26].

Durch die Verwendung der 2D-Fluoreszenz zur Serinbestimmung kann eine erheblich bessere
Festlegung der Serinfraktion und damit Steigerung der Effizienz des Trennprozesses erreicht
werden, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. Durch Vermeidung von Fraktionierungsfehlern
kommt es damit nicht nur zu einem geringeren Energieaufwand, sondern auch zu einer Ver-
minderung des Abwasservolumens und der Salzfracht, da erneute aufwendige Chromato-
graphierungsschritte entfallen. So kann der Einsatz der entwickelten Fluoreszenz-Analytik zur
Senkung der Betriebskosten, einer hoherer Wertschopfung und einer besseren Umweltver-

traglichkeit des Produktionsprozesses genutzt werden.

Fiir einen Einsatz der NIR-Spektroskopie zur Betainbestimmung wire eine Validierung der
entwickelten Methode wiinschenswert. Um die Genauigkeit der Analytik besser nachweisen zu
konnen, miifiten die erhaltenen Ergebnisse durch Untersuchungen an weiteren Trennzyklen
unterstiitzt werden. Weiterhin steht ein Online-Einsatz der Methode noch aus, was gerade fiir
eine Anwendung in der Industrie wichtig ist. Eine Uberpriifung der Ergebnisse zur Be-
stimmung von Betain fiir andere Prozesse aus der Zuckeraufarbeitung wére ebenfalls sinnvoll,
um die Ubertragbarkeit der Methode auf andere Prozesse zu belegen und neue Anwendungs-
gebiete zu erdffnen.

Denkbar wire auch eine Methodenkopplung von Fluoreszenz und NIR-Spektroskopie, bei der

sowohl Fluoreszenz- als auch NIR-Daten gleichzeitig in einem chemometrischen Modell erfaf3t
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und ausgewertet werden. Damit wiren robustere PLS-Modelle mdglich, die zu einer genaueren

Bestimmung der Analytkonzentrationen fithren wiirden.

Durch den Sauerstoffindikator Resazurin war ein auf Fluoreszenzmessungen basierender
Nachweis von Sauerstoff in Spurenkonzentration moglich, der bei Kultivierungen des strikt
anaeroben Bakterienstammes Clostridium formicoaceticum genutzt werden konnte.

In weiteren Experimenten sollte {iberpriift werden, inwieweit die gefundenen Ergebnisse auch
auf andere Bakterienstimme iibertragbar sind. Hierbei kommen insbesondere andere strikt an-
aerobe Mikroorganismen in Betracht, deren fiir das Wachstum benétigtes Redoxpotential nahe
am Umschlagpunkt des Indikators liegt. Zu dieser Gruppe gehoren die meisten Clostridien.

Bei der Verwendung eines Industriemediums war auf Basis der Fluoreszenz eine Verdanderung
der Zellaktivitidt zu beobachten, wihrend der die Bakterien anfingen Sporen zu bilden. Hier
wire es sinnvoll eingehender zu untersuchen, welche weiteren Verdnderungen im Zellmeta-
bolismus von Clostridium formicoaceticum detektierbar sind. Diese zusitzlichen Informationen
wiirden zu einer besseren Prozef8beobachtung und damit zu einem besseren Verstindnis iiber

den Kultivierungsverlauf anaerober Mikroorganismen fiihren.
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10.1 Abkiirzungsverzeichnis

2D zweidimensional

Abs Absorption

°C °Celsius

CMA Calcium-Magnesium Acetat

Em Emission

Ex Exzitation

FMN Flavinmononucleotid

g Gramm

h Stunden

HPLC Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie
KPP Kaliumphosphat

L Liter

M molar

mg Milligramm

min Minuten

mL Milliliter

mm Millimeter

\Y/ Molekiilmasse

mV Millivolt

NADH Nicotinamidadenindinucleotid

ND Neutraldichtefilter

NIR nahes Infrarot

nm Nanometer

OD optische Dichte

PC(s) Haupkomponente(n) (principal components)
PCA Hauptkomponentenanalyse

pH potentia hydrogenii (Wasserstoff Exponent)
PLS Partial Least Squares Regression

rel. relativ

RT Raumtemperatur

RFI relative Fluoreszenzintensitéit

RMSEP Root mean square error of prediction

R Korrelationskoeffizient

s Sekunden

S. siche

TCI Institut fiir Technische Chemie, Universitidt Hannover
TK Trennkolonne

Upm Umdrehungen pro Minute

vgl. vergleiche

10.2 Chemikalien

Betain Fluka
Borsaure Merck
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Cobalt(IT)chlorid

EDTA

Eisen(IT)sulfat

Fructose

Hefeextrakt
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfer(IT)chlorid
Mangan(II)chlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriummolybdat
Natriumsulfid
Natriumthioglycolate
NiCl2 - 6H20

Pyridoxin

Resazurin

Saccharose

Serin

Zinksulfat

10.3 Geriate

Bioreaktor
Durchflufimefzelle
Fluoreszenzsensoren

Lichtleiter

MefBreaktor 10 mL
NIR-Spektrometer
pH-Meter
UV/Vis-Spektrometer
Photometer
Quarzglaskiivette
Steuereinheit fiir Bioreaktor
Temperaturfiihler

10.4 Referenzanalytik

Merck
Fluka
Merck
Merck
Difco
Fluka
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Riedel de Haen
Fluka
Fluka
Merck

Werkstatt TCI, Universitdt Hannover
Werkstatt TCI, Universitdt Hannover
DELTA Light & Optics BioView sowie
Hitachi F-4500

Lumatec Typ 300

Werkstatt TCI, Universitdt Hannover
X-Dap Diodenarray,IKS Optoelektronik MeBBgerdte GmbH
Mettler-Toledo

Varian Cary 50

Kontron Instruments, Uvicon 922
Omnilab, QS Quarzglas Suprasil 2-10 mm
B. Braun Biostat Q

B. Braun Pt-100

Fiir die Referenzanalytik der Fluoreszenz- und NIR-Messungen wurden verschiedene HPLC-

Methoden verwendet. Die Bestimmung von Fructose und Essigsdure der Kultivierungen wurde

mit Enzymtestkits der Firma Boehringer Mannheim durchgefiihrt. Im folgenden werden diese

Methoden beschrieben.
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10.4.1 Bestimmung von Aminosiuren in Eluatproben mit der HPLC

Losungen

Eluent A:
Eluent B:

Regeneration:

0,0,5 M Na-Acetat; 0,05 M NaH,POy4; pH 7,0

Methanol 54 % und H,O (bidest.) 46 %

270 mg OPA (Phtaldialdehyd) in 5 mL Ethanol aufldsen

200 pL Mercaptoethanol zufiigen und mit 0,4 M Borat-Puffer
pH 9,5 auf 50 mL auffiillen

HPLC-Apparatur und Parameter

HPLC-Pumpe:
Detektor:
Autosampler:

Degasser:

Sdulenthermostat:

Séulentemperatur:

Auswerteinheit:
Vorsédule:
Trennséule:
Flow:
Detektion:

Probenvolumen:

Probenkonzentration:

ERC Irika 871

Fluoreszenz-Detektor Shimadzu R535
Spark Promise 11

ERC-3322

ERC-125

30°C

HPLC-Manager-APEX

VYDAC 301 SC

Reversed phase Waters, resolve C 18,5 um (3,9-150mm)
1,5 mL/min

Emission 420 nm

10 uL

ca. 0,3-1,0 mg/L

10.4.2 Bestimmung von Betain und Zuckern mit der HPLC

Losungen

Eluent:

Regeneration:

0,016 M NaOH, membranfiltriert (0,2 um)
0,3 M NaOH, membranfiltriert (0,2 pm)

HPLC-Apparatur und Parameter

HPLC-Pumpe:
Detektor:

Injector:

Saulenthermostat:

Saulentemperatur:

Integrator:

Vorséaule:

Knauer HPLC Pumpe

RI Detector ERC-7510 von Erna Optical Works LTD
Knauer Injektions-Ventil Nr. V7213

Knauer modularer HPLC-Ofen

30°C

Shimadzu C-R3A Chromatopac

Dionex CarboPac PA 1 Guard column
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e Trennséule: Dionex CarboPac PA 1 (4 * 250 mm)
e Flow: 1,0 ml/min

e Probenvolumen: 20 pl, membranfiltriert (0,2 um)

e Probenkonzentration: ca. 0,15 g/100 ml

10.4.3 D-Glucose- und D-Fructose-Testkit

Enzymatischer UV-Test von Boehringer Mannheim, Best.-Nr. 139 106.

Prinzip:

D-Glucose und D-Fructose werden bei pH 7,6 durch das Enzym Hexokinase und Adenosin-5°-
triphosphat (ATP) zu D-Glucose-6-phosphat (G-6-P) und D-Fructose-6-phosphat unter
Bildung von Adenosin-5°‘-diphosphat phosphoryliert. In Gegenwart einer Dehydrogenase wird
G-6-P von Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP) zu D-Gluconat-6-phosphat
oxidiert. Es entsteht reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH). Die
wiahrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist der Glucose-Menge &quivalent. Das
entstandene NADH wird auf Grund seines Absorptionsvermdgens bei einer Wellenldnge von
340 nm photometrisch bestimmt. Nach Ablauf der Reaktion wird F-6-P durch Posphorglucose-
isomerase in G-6-P iiberfiihrt. G-6-P reagiert wiederum mit NADP unter Bildung von
D-Gluconat-6-phosphat und NADPH. Auch hier ist NADPH die MeBgrof3e. Die nun gebildete
NADPH-Menge ist der Fuctose-Menge dquivalent.

Durchfiihrung:

In Kiivetten pipettieren Leerwert Probe
Losung 1; Inhalt: NADP", ATP, Puffer pH 7,6 1,000 mL 1,000 mL
Probelosung - 0,100 mL
Bidest. Wasser 2,000 mL 1,900 mL

Mischen und nach 3 Minuten Extinktionen der Losungen messen (E;). Reaktion starten durch
Zugabe von

Suspension 2 (Dehydrogenase) 0,020 mL 0,020 mL

Mischen und 15 Minuten bis zum Stillstand der Reaktion abwarten. Extinktion der Losung
messen (E;). AnschlieBen Zugabe von

Suspension 3 (Isomerase) 0,020 mL 0,020 mL

Mischen und nach 15 Minuten Extinktion der Losung messen (Es).
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Auswertung:
Fir Leerwert und Proben werden die Extinktionsdifferenz (E;- E;) berechnet. Die

Extinktionsdifferenz des Leerwertes wird von der Extinktionsdifferenz der Probe subtrahiert.

Daraus erhilt man AEp_Fuctose.

AED-FI‘UCIOSC = (E3 - EZ)Probe - (E3 - EZ)Leerwert

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der Konzentration gilt:

V-MG-AE
c= D-Fuctose [ /L]
€ -d-v-1000

mit:
¢ = Konzentration Fructose [g/L]
V = 3,4 mL; Testvolumen
v =0,1 mL; Probevolumen
MG = 180,16 g/mol; Molekulargewicht Fructose
d =1 cm; Schichtdicke der Kiivette
£=6,31 [L-mmol"-cm™]; Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm

10.4.4 Essigsaure-Testkit

Enzymatischer UV-Test von Boehringer Mannheim, Best.-Nr. 148 261.

Prinzip:

Essigsdure wird in Gegenwart des Enzyms Acetyl-CoA-Synthetase durch ATP und
Coenzym A (CoA) zu Acetyl-CoA umgesetzt. Das Acetyl-CoA reagiert mit Oxalacetat bei
Anwesenheit von Citrat-Synthase zu Citrat. Das fiir die Reaktion bendtigte Oxalacetat wird in
einer vorgeschalteten Indikatorreaktion aus L-Malat und Nicotinamid-adenin-dinucleotid
(NAD) in Gegenwart einer L-Malat-Dehydrogenase gebildet. Dabei wird NAD zu NADH
reduziert. Der Bestimmung liegt eine NADH-Bildung zugrunde, die durch Messung der
Extinktion bei 340 nm gemessen werden kann. Da bei der vorgeschalteten Indikatorreaktion
ein Gleichgewicht vorliegt, ist die NADH-Menge der Essigsdure-Konzentration nicht direkt

proportional.
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Durchfiihrung:

In Kiivetten pipettieren Leerwert Probe
Losung 1; Inhalt: L-Apfelsdure, Puffer pH 8,4 1,000 mL 1,000 mL
Losung 2; Inhalt: ATP, CoA, NAD 0,200 mL 0,200 mL
Probeldsung ; 0,100 mL
Bidest. Wasser 2,000 mL 1,900 mL

Mischen und nach 3 Minuten Extinktionen der Losungen messen (Ej). Anschlieend Zugabe
von

Suspension 3 (Dehydrogenase) 0,010 mL 0,010 mL

Mischen und nach 3 Minuten Extinktion der Losung messen (E;). Starten der Reaktion durch
Zugabe von

Losung 4 (Synthetase) 0,020 mL 0,020 mL

Mischen und nach 15 Minuten Extinktion der Losung messen (E,).

Auswertung:

Zur Berechnung des AEggigsiure dient folgende Formel:

E 'E : robe E 'E 2 eerwe
w]-[(E2 -EO)Leerwert - ( : 0) - .
(EZ -EO)Probe (EZ -EO)Leerwert

AE Essigsdure = [(EZ - EO )Probe - ]

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der Konzentration gilt:

V-MG-AE

€ -d~V~1(})E(S)Sl(‘)éSaure (/L]
mit:
¢ = Konzentration Essigsdure [g/L]
V = 3,4 mL; Testvolumen
v =0,1 mL; Probevolumen
MG = 60,05 g/mol; Molekulargewicht Essigsdure
d =1 cm; Schichtdicke der Kiivette
e= 6,31 [L-mmol-cm™]; Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm
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10.5 Kulturmedium Clostridium formicoaceticum

Tabelle 10.1: Clostridium formicoaceticum-Medium [81]

Substanz Konzentration [g/L]
Medium Fructose 5,0
Hefeextrakt 5,0
K,HPO, 10,0
NaHCO; 10,0
Natriumthioglycolate 0,75
Pyridoxin-HC 1-10°
Resazurin 1-10°
Mineralsalzlosung SL-4 EDTA 5107
FeSO, - 7H,0 2:107
ZnS0, - 7H,0 1-10*
MnCl, - 4H,O 3107
H;BO; 310
CoCl, - 6H,0 2:10™
CuCl, - 2H,0 1-10”
NiCl, - 6H,0 2:107
Na,MOj, - 6H,0 3107

Die Mineralsalzlosung wurde mit der 1000-fachen Konzentration in destilliertem Wasser
angesetzt und bei 4°C gelagert. Zur Herstellung des C. formicoaceticum Mediums wurden alle
Zusatzstoffe in destilliertem Wasser gelost und danach mit H,SO, auf pH 8,0 eingestellt.
AnschlieBend wurde das Medium autoklaviert.

Die Vorkulturen der Bakterien wurden in 500 mL Flaschen mit Schraubverschluf3 (Schott,
Mainz) kultiviert. Die Flaschen wurden mit Sporen beimpft bei 37°C in den Brutschrank
gestellt. Nach ca. 2 Tagen waren die Sporen in der Vorkultur angewachsen. Danach wurde aus
der ersten Vorkultur eine zweite Vorkultur mit den lebenden Bakterien beimpft. Diese Kultur
konnte nun nach dem Anwachsen als Inokulum fiir den Bioreaktor genutzt werden.

Bei der Kultivierung im Bioreaktor auf Lactatbasis wurde die Fructose im C. formicoaceticum
Medium durch Lactat ersetzt. Bei der Firma Biolac wird durch Fermentation ein Kulturen-
permeat hergestellt, das eine Lacatatkonzentration von 200 g/L aufweist. Dieses von der Firma
Biolac hergestellte Permeat wurde als Ersatz flir Fructose als Kohlenstoffquelle dem Kultur-

medium zugesetzt.
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10.6 Zusammensetzung des Fluorophorengemisches A

Das in der Arbeit verwendete Fluorophorengemisch A besal} folgende Zusammensetzung:

5-10° M NADH

1-10° M (L)-Tryptophan
1-10° M Pyridoxin
3-107 M FMN

gelost in bidest. Wasser

10.7 Geriteeinstellungen

10.7.1 MeBeinstellungen fiir Eluatproben aus der Melasseauftrennung

Alle Offline- sowie Online-Messungen wurden mit den gleichen Geréteeinstellungen durch-
gefiihrt. Fiir diese Untersuchungen wurde der BioView mit der Seriennummer #9 verwendet
und die Repetition Matrix auf eins gesetzt. In Tabelle 10.2 sind die Einstellungen fiir die Gain

Matrix angegeben.

Tabelle 10.2: Einstellungen der Gain Matrix fiir die Messungen an Proben aus der chromato-

graphischen Melasseauftrennung

Em310 Em330 Em350 Em370 Em390 Em410 Em430 Em450 Em470 Em490 Em510 Em530 Em550 Em570 Em590 EmND
Ex270 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900

Ex290 - 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900
Ex310 -  -—— 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 900
EX330 -~  -—  -—— 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900
EX350 -  -—  —— - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
EX370 - - —— - .= 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 800
EX390 - - == e . —— 900 900 900 900 900 900 900 900 900 800
EX410 - - == ee— . . .= 900 900 900 900 900 900 900 900 800
EX430 - - == eem e e e .. 900 900 900 900 900 900 900 800
EX450 - - e eem e e o .. . 900 900 900 900 900 900 800
EX470 - - == eee e e e oo . . 900 900 900 900 900 800
EX490 - - e em e e em e e e . 1000 1000 1000 1000 800
EX510 = - e eem e e e eee e e oo . 1000 1000 1000 800
EX630 - - e eem e e eee e e e e . 1000 1000 800
EXS50 - o e e e e e e e e ee e e oo 1100 800

nd 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 —
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10.7.2 MeBeinstellungen fiir Untersuchungen mit Resazurin

Fiir die Fluoreszenzmessungen mit Resazurin wurde der BioView #4a eingesetzt. Die
Repetition Matrix wurde fiir alle Messungen auf eins gesetzt. Die Einstellungen fiir die Gain

Matrix sind in Tabelle 10.3 aufgefiihrt.

Tabelle 10.3: Einstellungen der Gain Matrix fiir die Messungen mit Resazurin

Em310 Em330 Em350 Em370 Em390 Em410 Em430 Em450 Em470 Em490 Em510 Em530 Em550 Em570 Em590 EmND
Ex270 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 900

Ex290 —— 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900
Ex310 ——  -— 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900
Ex330 e —— - 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900
Ex350 e === == —— 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
Ex370 e == = —— . 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900
Ex390 e == e —— 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900
Ex410 e o= = e o= —— .~ 900 900 900 900 900 900 900 900 900
Ex430 o= e e e e o= . 900 900 900 900 900 900 900 900
Ex450 e eme e ee ee e em e o 900 900 900 900 900 900 900
Ex470 eeee e ee et e em eee o .0 900 900 900 900 900 900
Ex490 e e e ee et e eneee e aem .. 900 900 900 900 900
Ex510 e e e e ee e eeeee e eeee e e 900 900 900 900
Ex530 e e e e ee e eeeee e eeeeeee e .o 800 800 900
Ex550 U 101 B L1

nd 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 -
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