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1. Einleitung

Zuckerruben, die im Herbst gerodet wurden, werden bis zu ihrer Verarbeitung, die sich bis zum Ende
eines Jahres erstrecken kann, unter Freiluftbedingungen gelagert. Wahrend der Lagerungsperiode kommt
es zu einem anaeroben Abbau von Saccharose in der Zuckerribe zu Glucose und Fructose, wodurch die
Ausbeute an Weillzucker sinkt. Zur Optimierung des Rodungs- und Lagerungszeitregimes sind die
Zuckerproduzenten an einer kontinuierlichen Bestimmung von Glucose im Rohsaft interessiert.
Darliberhinaus ermdglicht die kontinuierliche Erfassung der Lactatkonzentration im Rohsaft, die Aufschluf
Uber den mikrobiellen Zustand der verarbeiteten Riben gibt, den Zuckerproduzenten ein rechtzeitiges

Eingreifen in den Produktionsprozel im Sinne einer Desinfektion.

Mit Hilfe enzymatisch-amperometrischer Biosensoren kann man sowohl Glucose als auch Lactat im
Zuckerribenrohsaft on line bestimmen, wenn die Sensorpraparation an die besonderen Bedingungen

dieses Mediums angepal3t wird.

2. Material und Methoden

Elektroden vom Clark-Typ in zylindersymmetrischer (SME/S3/01, ELBAU GmbH, Berlin) und Chip-
Bauform (CPSG-02, BCS Bio- und ChemoSensoren GmbH) wurden verwendet. Glucoseoxidase (GOD)
wurde entweder durch kovalente Bindung an mit Bromcyan aktivierte Sepharosekugeln oder durch
Einbettung in eine Polyvinylacetatmembran immobilisiert. Der Mediator Ferrocen wurde im Gemisch mit

dem Enzym immobilisiert. Zur Einstellung des Mel3bereiches wurde zum einen ein Membransystem aus
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perforiertem Polyethylen und regenierter Cellulose und zum anderen eine Polyacrylatmembran

aufgebracht.

Als Referenzverfahren zur Bestimmung der Glucosekonzentration im Rohsaft wurde der Boehringer Test-
Kit (E0139106) eingesetzt.

3. Beeinflussung von Biosensoren durch Zuckerriibenrohsaft

Der Zuckerriibenrohsaft wird durch HeiBwasserextraktion der Ribenschnitzel im Gegenstromprinzip
gewonnen. Neben der Saccharose als Hauptbestandteil sind darin u. a. auch andere Kohlenhyrate, lonen,
Proteine und mitgerissene feste Bestandteile enthalten. Komponenten dieses komplexen
Untersuchungsmediums sind - wie das bei der enzymatischen Glucose- oder Lactatumsetzung der
Analytkonzentration proportional gebildete Wasserstoffperoxid - elektroaktiv und erzeugen einen
analytunspezifischen Strom. Der Sauerstoffpartialdruck des strémenden Rohsaftes liegt unter 1 kPa. Die
Anwesenheit elektrochemisch interferierender Substanzen und der geringe und vor allem instabile
Sauerstoffpartialdruck im Zuckerriibenrohsaft erfordern den Einsatz eines Mediators, der bei einer
Polarisationsspannung < 700 mV wirksam ist. Da der Rohsaft am MeRort in Abhangigkeit von der
Eingangstemperatur der Zuckerriben eine Temperatur zwischen 20 und 35 °C aufweist, ist fir eine
Langzeitanwendung von Biosensoren zum on line - Montoring eine Kompensation temperaturbedingter

Signalbeeinflussung notwendig.

4. Ergebnisse

Um die grundsatzliche Eignung eines Glucose-Biosensors fir eine Messung in sauerstoffarmen Medien
zu prifen, wurden die Sensoren bei 300 mV ohne und mit Stickstoffbegasung in Standardiésungen
kalibriert. Geeignete Sensoren wurden anschlieRend in frischem Zuckerriibenrohsaft kalibriert. Durch
Optimierung wurde sowohl fiir die zylindersymmetrische als auch fiir die planare Elektrodenform eine
Sensorpraparation gefunden, bei dem die Kalibrierung im Rohsaft hinsichtlich der Sensitivitdt der in
stickstoffbegaster Standardlésung entspricht (Abb. 1 und 2). Der lineare MeRbereich ist bei Messung im
Rohsaft im Vergleich zur Standardldésung jedoch verrringert, und die Antwortzeit des Sensors im Rohsaft
ist deutlich verlangert, was auf Verdnderungen der Membranpermeabilitdt durch Rohsaftbestandteile
hinweist. Nach wiederholtem Einsatz im Rohsaft ist die Abnahme von Sensitivitdt und Linearitat der
Sensoren zu beobachten. Da diese Effekte allerdings auch in stickstoffbegasten Standardidsungen
auftreten, ist zunachst von einem Funktionsverlust des Mediators auszugehen. Sensoren, die bei
Erhéhung der Glucosekonzentration um 2,5 mM entsprechend der Kalibriergeraden linear antworteten,
wurden firr eine kontinuierliche Messung im Rohsaftflul eingesetzt. Uber den MeRzeitraum von einer
Stunde wird auf diese Weise der tatsachliche Glucosewert im Rohsaft ermittelt (Abb. 3). Bei l&angeren
MefRzeiten kommt es vermutlich wegen ungleichmaRiger Anstromung des Rohsaftes am Sensor zu
Stérungen des Diffusionsgleichgewichtes und Veranderungen der MeRtemperatur (hier nicht

kompensiert), was zu teilweise erheblichen Schwankungen des Sensorsignals fihrt. Im Mittel wird der



tatsachliche Wert innerhalb von 8 bis 10 Stunden aber reproduzierbar wiedergegeben. Uber einen weiter
verlangerten Zeitraum

Veranderungen der Membranpermeabilitat zuriickzufiihren ist (Abb. 4).
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Abb.1: Kalibriercharakteristik eines Glucose-  Abb.2: Kalibriercharakteristik eines zylinder

Chip-Sensors. symmetrischen Glucosesensors.
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Abb.3: On line Glucosemessung im Rohsaft-
fluR Gber 1 Stunde.

Abb.4: On line Glucosemessung im Rohsaft-
flul Gber 18 Stunden.

5. Zusammenfassung

Die Ergebnisse belegen die grundsatzliche Eignung von Biosensoren fiir die Bestimmung von Glucose im
stromenden Zuckerribenrohsaft zur Prozel®- und Qualitatskontrolle. Voraussetzungen fir den Einsatz
sind jedoch eine Anpassung der Sensorpraparation an die besonderen Bedingungen im Rohsaft und die
stromungstechnische Optimierung der MeRanordnung in der Produktionsanlage. Wahrend fir die
Enzymimmobilisierung bekannte Ldsungen als geeignete Verfahren Ubernommen und weiterentwickelt
wurden, sind die Fixierung des Mediators und die Gestaltung der diffusionslimitierenden Membran weiter
anwendungsspezifisch zu optimieren. Analoge Schwerpunkte bestehen bei der Entwicklung von
Lactatsensoren flir diesen Anwendungsfall.






