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4.1. TOC-Bestimmung in Algenbiomasse —
Suspensionsmethode

4.2. TOC-Bestimmung in Giille und Fermenterfliissigkeiten —
Suspensionsmethode

4.3. Kohlensaurebestimmung in Bier

4.4. TOC-Bestimmung in Wassern zur Herstellung von
Getranken

45, TOC-Bestimmung zur Uberwachung von Algenwachstum

4.6. TOC-Bestimmung zur Charakterisierung von Algen

4.7. Reinigungsvalidierung in der Lebensmittel-, und
Gebrauchsgegenstandeindustrie

4.8. TN, Bestimmung zur Risikoabschdtzung von
Allergenverschleppung bei der Herstellung von
Lebensmitteln

Der Summenparameter TOC ist durch seine Aussagekraft
vielseitig einsetzbar. Er spiegelt die gesamte Konzentration
an organischen Kohlenstoff beziehungsweise organischen
Verbindungen wider.

Neben Umwelt, Pharmazie oder chemischer Industrie kommt
der TOC in zahlreichen weiteren Applikationen zum Einsatz.
Oftmals liegt es an Forscherdrang und Einfallsreichtum der
Anwender, die eine analytische Fragestellung aufdecken oder
umstandliche Analytik vereinfachen wollen, und dann im TOC
den Schliissel zur Antwort finden.

Der Parameter TOC ist leicht und sicher zu bestimmen. Stérun-
gen, die durch die Matrix entstehen konnen, sind durch viel
Erfahrung beherrschbar und berechenbar. Verschiedene Opti-
onen, Kits und Module erméglichen stérungsfreie Analytik in
den unterschiedlichsten Bereichen.

Shimadzu bietet mit seinen TOC-Analysatoren flexible Systeme

an, die durch verschiedene Kits, Module und Optionen modular
aufgeriistet werden. So kann der TOC-Analysator auf die jewei-
lige Messaufgabe maBgeschneidert werden.

Die Méglichkeit in einem einfachen Analysengang alle organi-
schen Verbindungen zu erfassen und zu quantifizieren, bringt
immer neue, oft ungewdhnliche Applikationen hervor. Manche
scheinen fiir den einmaligen Einsatz zu nutzen, andere wieder-
um scheinen ganze analytische Bereiche zu revolutionieren.

Nahere Informationen finden Sie in den einzelnen Applikations-
noten (zum Beispiel TOC-Bestimmung Algen, Giille oder Koh-
lensdurebestimmung in Bier). Neben den Spezialanwendungen
gibt es auch Schriften und Informationen zu , Pharmazeutische
Industrie”, ,Chemische Industrie”, ,Umweltanalytik”, ,Rund
um den TOC" und ,TOC-Prozessanalytik.”
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Der UbermaRige weltweite Ausstol® von CO,
aus der Verbrennung fossiler Brennstoffe
(z.B. in Kraftwerken) gibt Anlass zur Suche

nach klimafreundlichen Verwendungs-
moglichkeiten des Kohlendioxids.

Ein Ansatz des umweltvertraglichen
Recycling ist es das entstandene CO, in
Biomasse umzuwandeln.

Fir diese Umwandlung von CO, in Biomasse
werden Photobioreaktoren eingesetzt in
denen das CO,-Gas eingeleitet wird um es
fir das Wachstum der Algen zu nutzen. Die
Biomasse bzw. die Algen konnen in den
verschiedensten Bereichen verwendet
werden: In der Kosmetikindustrie, der
Baustoffindustrie, im Lebensmittelsegment, in
der Landwirtschaft als Dunger oder zur
energetischen Verwertung.

m Priifverfahren fiir die Umsetzung

Die Effizienz der Photobioreaktoren und die
die Ausbeute des Wachstums werden standig
Uberwacht. Dazu stehen unterschiedliche
Methoden zur Verfigung, wie z.B. die
Bestimmung der Trockenmasse
(Gravimetrisch) oder die photometrische Be-
stimmung von Chlorophyll (durch Absortion).
Es handelt sich dabei um Verfahren, die

Summenparameter — Total Organic Carbon

TOC-Bestimmung in Algenbiomasse
- Suspensionsmethode

entweder  einen hohen Zeit- und
Personalaufwand bendtigen oder die
unspezifisch und ungenau sind.

m Innovatives Verfahren
Um die Biomasse im Photobioreaktor zu
bestimmen wurde ein TOC-Analysator
eingesetzt. Der Kohlenstoffgehalt der
»2Algensuppe® steht in unmittelbarer
Korrelation zur Biosmasse.

m TOC Messmethode
Je nach eingesetzter Algen-Art eignet sich
eher das Differenzverfahren oder die
Direktmethode (NPOC). Man sollte in jedem
Fall prifen mit welcher Methode die jeweilige
Algen-Art am genausten erfasst wird. Dies
kann mit den Ergebnissen der
Referenzmethoden verglichen werden.
Angaben zur Analytik:
= Kalibration des TC/NPOC und des IC
durch automatische Verdliinnungsfunktion
= Die Probe wird in der Regel unverdinnt
gemessen
= Injektionsvolumen: 90 pl
= Mindestens 3-5fache
statistischen Sicherheit
= Je nach Probe mehrfach waschen

Injektion  zur
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m Probenvorbereitung

Die 4 - 10 pm groRen Mikro-Algen des
Stammes Chlorella vulgaris kénnen ohne
weitere Probenvorbereitung direkt aus dem
Reaktor vermessen werden. Zur Bestimmung
der Biomasse wird das Differenzverfahren
angewendet. Es eignet sich fir alle anderen
einzelligen  Algen, die auch unter
unterschiedlichen Anzuchtbedingungen einen
stabilen Kohlenstoffanteil aufweisen.

Mit dem Differenzverfahren werden TC und
TIC bestimmt und daraus der TOC errechnet.
Durch eine Kalibration mit der erhaltenen
Trockenmasse der Algen kann man dann
vom TOC auf den Biotrockenmassenanteil in
der Probe zurtickschliel3en.

m Korrrelation

Die TOC Korrelation (Algen-Biomasse / TOC)
muss fir jede Algen-Art eigens bestimmt
werden. Sie kann auch gegen die ermittelte
Trockenmasse kalibriert werden.

Trockenmasse - TOC Kalibration
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Zuerst wird die Algenprobe gemessen und
der TOC bestimmt. Im Anschluss wird die
Probe durch einen 0,2 pm grofen
SpritzenvorsatZfilter filtriert und nochmals im
TOC vermessen. Dies geschieht, um
unterscheiden zu kénnen, welcher Anteil des
TOC von den Algen stammt und welcher
Anteil moglicherweise von extrazellularen

Substanzen herrihren, die die Algen
produzieren oder beim Absterben in die
Nahrldésung freigesetzt haben. Der auf diese
Weise bestimmte TOC =zeigt nun den
Kohlenstoffanteil der untersuchten Algen. Um
Rickschlisse auf die zu gewinnende
Trockenmasse zu ziehen, muss der
prozentuale Kohlenstoffanteil in den Algen
bestimmt werden.

Dazu gibt es verschiedene direkte und
indirekte Verfahren. Die einfachste und eine
sehr zuverldssige Methode ist es, die
gewaschenen und getrockneten Algen in
einem Feststoff-TOC zu verbrennen. Als
zweite Methode werden die Algen filtriert,
getrocknet und dann deren Masse bestimmt.
In Kombination mit den Messungen am TOC
und im Photometer kann hieraus ein
Zusammenhang zwischen TOC-Wert und
Algentrockenmasse bestimmt werden, der
Auskunft Uber den C-Gehalt der Algen gibt.
Aus dem Kohlenstoff-Massenanteil und dem
TOC-Wert lasst sich auf diese Weise sehr
genau die Trockenmasse der untersuchten
Algenlésung errechnen.

m Empfohlene Gerat / Ausstattung

TOC-L cpn

ASI-L (40 ml) incl. Ruhroption und Externes
Sparge-Kit

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

The content of this publication shall not be reproduced, altered or sold for any commercial purpose without the written

approval of Shimadzu. The information contained herein is provided to you “as is” without warranty of any kind including

without limitation warranties as to its accuracy or completeness. Shimadzu does not assume any responsibility or liability

www.shimadzu.de

for any damage, whether direct or indirect, relating to be the use of this publication. This publication is based upon the
information available to Shimadzu on or before the date of publication, and subject to change without notice.
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Biogas ist eine Energiequelle der Zukunft und
kann zur Stromerzeugung und Bereitstellung
von Warme eingesetzt oder als Biomethan in
die Erdgasnetze eingespeist werden.
Energiegewinnung aus erneuerbaren bzw.
regenerativen Energien, zu denen auch
Wasser, Wind, Sonne und andere Biomassen
gezahlt werden, substituiert den Einsatz von
fossilen Brennstoffen.

Fir die Herstellung von Biogas aus
beispielsweise verschiedenen Gillen oder
Maissilagen, werden  beispielsweise

Méoglichkeiten zur Gullevorbehandlung und
die Optimierung des Fermentationsprozesses
und der Biogasausbeuten

untersucht.

Dazu werden Reaktoren mit
unterschiedlichen Volumina zZu
Produktionsversuchen eingesetzt. Die

vorbereitete Giille oder Gemische mit
anderen Substraten werden zur Fermentation
eingesetzt. Das entstehende Biogas wird
durch Rohrleitungen abgeleitet, das
entstandene Volumen pneumatisch bestimmt
und die Gaszusammensetzung analysiert.

Summenparameter — Total Organic Carbon

TOC-Bestimmung in Gulle und
Fermenterflussigkeiten -
Suspensionsmethode

Abb. Versuchsaufbau zur Biogasherstellung im Labor
m Wirkungsgrad

Um den Wirkungsgrad des Reaktors und des
Verfahrens zu bewerten, wird das Biogas
verschiedenen Analysen zugeflhrt. Ein
wichtiger Parameter ist die
gaschromatographische Bestimmung des
Methangehaltes. Um die Biogasausbeute
verschiedener Substrate vergleichen zu
kénnen, wird das Biogasvolumen bzw.
Methanvolumen auf die im  Substrat
enthaltene organische Trockenmasse (NI/kg
oTM) bezogen. Dazu ist die genaue
Bestimmung der Ausgangskonzentration der
organischen  Substanz in der Gille
notwendig.
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Fur diese Bestimmung gibt es bewahrte
Methoden. Zunachst wird die Trockenmasse
(TM) der Gille bei 105 °C ermittelt. Die
getrocknete Giille wird anschlieend in einem
Muffelofen bei 550 °C bis zur Massekonstanz
gegliiht. Der Masseverlust beim Glihen
entspricht der Annahme nach dem
organischen Anteil der Gille. Der Quotienten
von Methangaskonzentration und
organischem Anteil entspricht der Ausbeute
der Biogasproduktion (Garung) und ist ein

Schlusselkriterium  fur  die  Vergarung
verschiedener Biomasse und zur
Einschatzung der Effektivitat von

Fermentationsprozessen.

m Innovatives Verfahren

Um lange Glihzeiten zur Bestimmung der
oTM zu vermeiden wurde eine alternative
Methode zur Bestimmung der organischen
Substanz gesucht. Hier bot sich die
Bestimmung  mittels = TOC-Suspensions-
methode an. Die getrocknete Probe wird in
einen Erlenmeyerkolben eingewogen und mit
Salzsaure versetzt. Dabei werden die
anorganischen Kohlenstoffverbindungen wie
Carbonate und Hydrogencarbonate zu
Kohlendioxid umgesetzt. Im nachsten Schritt
wird die Suspension mit einem Disper-
giergerat zerkleinert und homogenisiert

Abb. Die Giille-Suspension wird dispergiert

Bei diesem Vorgang wird zudem der grofdte
Teil entstandenen Kohlendioxid entfernt.

Die fertige Suspension wird nun in die
Autosamplervials des Analysators Uberfiihrt
und automatisch analysiert. Dazu wird eine
kleine Teilmenge auf den 720 °C heilen
Platinkatalysator injiziert. Dabei werden die
organischen Substanzen in Kohlendioxid
umgesetzt und am NDIR-Detektor gemessen.

Der Vorteil der alternativen Methode liegt in
seiner Automatisierbarkeit. Auf diese Weise
kénnen viele Proben automatisch
nacheinander abgearbeitet werden. Durch die
Moglichkeit von Mehrfachinjektionen bietet
die Methode zudem eine statistische
Sicherheit. Im  Muffelofen ergibt eine
verbrannte Einwaage einen oTM-Wert. Die
Suspensionen werden in der Regel
mindestens vierfach Analysiert um einen
Mittelwert zu bilden.

m NPOC-Bestimmung

Die Bestimmung des organischen Anteils in
Gulle (Doppelbestimmung aus zwei unter-
schiedlichen Ansatzen mit jeweils 5 Einzel-
injektionen) brachte folgende Ergebnisse:

Giille NPOC RSD
(getrocknet | [Gew.-%] [%]
und gemahlen)
Ansatz 1 441 0,8
Ansatz 1 44,2 1,9
Ansatz 2 44,2 1,6
Ansatz 2 42,5 1,4
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Abb. NPOC-Peaks der Giillesuspensionen
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m TN,-Bestimmung

Zudem bietet die TOC-Bestimmung nach
katalytischer ~ Verbrennungsoxidation die
Méglichkeit den gesamten gebundenen
Stickstoff (TN,) simultan mit zu erfassen.
Denn neben dem Kohlendioxid aus
organischen Substanzen entsteht NO aus
stickstoffhaltigen Inhaltsstoffen. An dem in
Reihe  geschalteten = Chemilumineszens-
detektor wird dem Messgas Ozon zugeflhrt,
um das NO zu NO, umzusetzen. Die bei
dieser Reaktion entstehenden Lichtquanten
werden erfasst und dienen der Berechnung
des TN,. Stickstoffverbindungen spielen bei
der Betrachtung von Gllle ebenso eine
bedeutende Rolle.
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Abb. 4: Peaks der TN-Messung

Simultan zum organischen Anteil wurde er
TN, erfasst (Doppelbestimmung aus zwei
unterschiedlichen Ansatzen mit jeweils 5
Einzelinjektionen) mit folgenden Ergebnis:

D
D

Shimadzu Deutschland GmbH

info@shimadzu.de

Giille TNy RSD
(getrocknet und | [Gew.-%] [%]
gemahlen)
Ansatz 1 1,84 1,5
Ansatz 1 1,80 0,9
Ansatz 2 1,76 2,2
Ansatz 2 1,68 1,4
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www.shimadzu.de

approval of Shimadzu.
without limitation warranties as to its accuracy or completenc

m Fazit

Die TOC-Suspensionsmethode bietet eine
gute Alternative den organischen Anteil in
Glulleproben schnell, einfach und prazise zu
analysieren. Durch die Maglichkeit den
Stickstoffanteil mit zu erfassen bekommt der
Anwender zusatzliche natzliche
Informationen zur Beurteilung der
Gllleproben.

|
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m Empfohlene Gerat / Ausstattung

TOC-L cpy mit normal sensitiven Katalysator
zur TNp-Bestimmung: TNM-L Modul

ASI-L (40 ml) incl. Rihroption und Externes
Sparge-Kit.

ded to you “as
Shimadzu does not a

for any damage, whether direct or indirect, relating to be the use of this publication. This publication is bas HJ upon ﬂle
information available to Shimadzu on or before the date of publication, and subject to change without notice.
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Die Kohlensaure ist ein wichtiger Bestandteil
in vielen Erfrischungsgetranken. So auch in
Bier. Es erzeugt einen prickelnden und
erfrischenden Geschmack (Rezens) und ist
wichtig fur die Schaumbildung. Der CO, -
Gehalt eines Bieres beeinflusst die
Schwellenwerte fir verschiedene Geruchs-
und Aromakomponenten, zudem erhdht das
Abfillen unter CO, die Haltbarkeit des Bieres.

In dem Handbuch der Mitteleuropaischen
Brautechnischen Analysenkommission
(MEBAK) sind verschiedene Verfahren zur
Bestimmung von CO, aufgefihrt. Sie
beruhen im Allgemeinen auf manometrischen
Verfahren, titrimetrischen Methoden oder
beschreiben  Verfahren mit speziellen
Detektoren.

Nachteile dieser Verfahren sind oft die
fehlende Selektivitdt gegentber CO, (andere
Gase oder Stoffe werden ebenso erfasst),
hoher Personal- und Zeitaufwand, hoher
Kalibrieraufwand und die fehlende
Méglichkeit zur Automatisierung.

Summenparameter — Total Organic Carbon

Kohlensaurebestimmung in Bier

Um eine Methode zu entwickeln, die diese
fehelenden Merkmale mit sich bringt wurde
ein TOC-Analysator eingesetzt.

m Innovatives Verfahren

Bei dem Verfahren wird die Probe (Bier)
direkt in einem 40 ml Autosamplerglaschen
genommen. In dem Autosamplerglas werden
5 ml einer 32%ige NaOH — L&sung vorgelegt.
In diesem Schritt wird das CO, konserviert.
AnschlieBend wird die Probe direkt in den
Autosampler gestellt und als IC
(anorganischer Kohlenstoff) gemessen.

Konservierungsschritt:

CO2 +0H — HCO3

2

CO +20H —-CO +HO
2 3 2

Im TOC Analysator wird die Probe in eine
konzentrierte Phosphorsaurevorlage (25%ig)
injiziert. Dabei wird das CO, wieder
freigesetzt und mittels Tragergasstrom zu
einem CO,-Selektiven NDIR-Detektor geleitet
und dort detektiert.
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Verdrangungsreaktion: (Die starke Saure
verdrangt die Schwache aus ihrem Salz)

+

HCO +H — HO+CO
3 2 2

2- +

CO +2H —> HO+CO
3 2 2

Zur Berechnung des Ergebnisses wird der IC
des TOC-System mit einem Natrium-
hydrogencarbonat-Standard im Bereich von
100 — 1.000 mg/l kalibriert. Die Verdinnung
der einzelnen  Kalibrierpunkte  erfolgt
automatisch durch die Verdinnungsfunktion
des Gerates.

m Vorteile dieser Methode

= Methode hochgradig Automatisierbar

= Schnelle Methode

= Gute Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit (Prazision)

= Mehrfach Bestimmungen aus einer Probe
moglich

= Geringer Kalibrieraufwand

= Einfache Handhabung

= Methode sehr spezifisch

hohe

Durch die moderne TOC-L Software erfolgt
die Auswertung automatisch oder kann
manuell nachberechnet werden. Eine weitere
Funktion ermdglicht die Weiterverarbeitung
der Messergebnisse. So kann man direkt den

Kohlensauregehalt in gewdinschter
Dimension ausgeben lassen. Durch die
mogliche  Mehrfachinjektion enthalt die
Auswertung alle wichtigen statistischen
Grolen.

Eine weitere Probenvorbereitungsvariante ist
bei der Bestimmung der Kohlensaure in

Flaschen- oder Dosenbier vorzunehmen. Hier
werden zur Konservierung 5ml NaOH
(32%ig) direkt in die frischgedffnete Flasche
oder Dose gegeben

m Vergleich der Methoden

Die folgende Graphik =zeigt die gute
Ubereinstimmung der TOC-Methode (blaue
Balken) mit der Corning Methode (grine
Balken)
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m Empfohlene Gerat / Ausstattung
TOC-L cpy
ASI-L (40 ml)

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

The content of this publication shall not be reproduced, altered or sold for any commercial purpose without the written
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information available to Shimadzu on or before the date of publication, and subject to change without notice.
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Wasser ist das beliebteste alkoholfreie Getrank der
Welt. Es gibt jedoch groRRe Unterschiede bei den
Wasserarten, bei ihrer Herkunft und vor allem bei
ihrer Qualitat.

In Flaschen abgefiilltes Wasser darf in der EU als
natirliches Mineralwasser bezeichnet werden,
wenn es seinen Ursprung in unterirdischen, vor
Verunreinigungen geschitzten Vorkommen hat
und direkt an der Quelle abgefullt wird. Mdgliche
Wasseraufbereitungsschritte sind nach den jeweils
gultigen Verordnungen stark eingeschrankt, wobei
die Reinheit des Wassers, sein Gehalt an
Mineralstoffen und Spurenelementen und seine
sonstigen Bestandteile kennzeichnungspflichtig
sind. Natlrliches Mineralwasser darf nur in den
Handel gebracht werden, wenn es amtlich
anerkannt ist.

Als Tafelwasser bezeichnet man Wasser, das nicht
den Anforderungen von natlrlichem Mineral-
wasser entspricht. Es darf unter der Verwendung
von Lebensmittelzusatzstoffen mit Mineralien und
Spurenstoffen angereichert werden. Zur Her-
stellung von Tafelwasser durfen naturliches
Mineralwasser und Trinkwasser aus dem
offentlichen Versorgungsnetz verwendet werden,
wobei letzteres je nach Produktionsstandort die
gebrauchlichere Methode ist.

von Getranken

Summenparameter — Total Organic Carbon

TOC-Bestimmung in Wassern zur Herstellung

Erfrischungsgetranke wie Fruchtsafte, Limonaden
und andere Mischgetranke auf Wasserbasis sind
ebenfalls beliebte Durstldscher, die strengen
Qualitatsansprichen unterliegen. Auch  hier
werden zur Herstellung natlrliches Wasser oder
Trinkwasser als Ausgangsstoff verwendet. Die
Qualitat dieser Wasser kann sich dabei erheblich
auf die Endqualitat des Produktes auswirken.

Der Parameter TOC kann als Indikator fur den
Gehalt organischer Stoffe in Wassern aus
natirlichen  Quellen, wie Brunnen- oder
Mineralwasser dienen. Im folgenden Beispiel
wurden daher 4 verschiedene Arten von Wassern
die zur Herstellung von Getranken verwendet
werden, mittels eines Shimadzu TOC-Analysators
vom Typ TOC-L CPH untersucht.

= Messmethode

Die Proben wurden mittels der NPOC-Methode
analysiert, somit wurde der anorganische
Kohlenstoffanteil TIC (Carbonate, Hydrogen-
carbonate und geldstes CO,) vor der eigentlichen
Analyse entfernt. Das Ansauern und Ausgasen der
Probe wird vollautomatisch mittels 1SP-Modul
(Integrated Sample Preparation) vom TOC-L
Ubernommen. Neben der automatisierten
Probenvorbereitung erméglicht dieses System
auch eine automatische Verdunnung von Proben
und Kalibrierldésungen. Dies verringert den
Zeitaufwand fur den Anwender.
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= Kalibrierung

Der Analysator wurde mittels einer
Kaliumhydrogenphthalat-Stammlésung Uber die
automatische Verdunnungsfunktion mit
Kohlenstoffkonzentrationen von 0, 0,3, 1,0, 2,0
und 3,0 mg/L kalibriert (Abb1.). Um den Einfluss
des Kohlenstoffgehalts in dem zur Herstellung der
Standardldsungen verwendeten Reinstwasser zu
eliminieren, wurde die Kalibrierungskurve parallel
durch den Koordinatennullpunkt verschoben.

Csl. Curve

270.783

240

Condmg/L]

Abb.1: 5-Punkt-Kalibrierung im Bereich 0 bis 3mg/L

= Methodenparameter:

Methode: NPOC
Saurezugabe: 1,5%
Injektions-Vol.: 1000ul
Ausblaszeit: 1,5min (in der Spritze)
Anzahl Injektionen: 3 /Max. 5
) : : -
Al
3 i
: RN
- i} 3 a ] 9 — 12 18
- Time[min] [+

Abb.2: 3 NPOC-Injektionen Quellwasser

= Ergebnisse

Die Analyse der verschiedenen Wasser mittels der
NPOC-Methode erbrachte innerhalb weniger
Minuten aussagekraftige Ergebnisse. Die TOC
Konzentrationen lagen allesamt im niedrigen
Bereich zwischen 0,04 und 0,3 mg/L, konnten
jedoch mit sehr niedrigen Standardabweichungen
ermittelt werden (Abb.3).

Probe NPOC SD
[mg/l] | [mg/l]
Tafelwasser 0,108 0,003
Tiefbrunnenwasser 0,042 0,006
Quellwasser 0,063 0,002
Natlrliches Mineralwasser | 0,281 0,001

Abb.3: NPOC-Konzentrationen der verschiedenen Wésser

Die TOC-Analytik erlaubt Getrankeherstellern eine
einfache und schnelle Beurteilung tiber den Gehalt
von organischen Verunreinigungen in ihrem
Ausgangsstoff und hilft somit bei der Sicherung
der Produktqualitat.

= Empfohlenes Gerat/ Ausstattung
ASI-L

Dieses Applikationsdokument beruht in Teilen auf der Shimadzu ,Application News LAAN-A-TC-E022 — Measurement of TOC in Mineral Water*
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Der durch die UbermaRige Nutzung fossiler
Brennstoffe hervorgerufene anthropogene Klima-
wandel wird zu einem Problem, das die Suche
nach alternativen Energiequellen forciert und
beschleunigt hat. Als eine attraktive Alternative
gelten sogenannte biogene Brennstoffe, d.h. Stoffe
biologisch-organischer  Herkunft. Mikroalgen
ziehen dabei besonders grofRe Aufmerksamkeit auf
sich, da sie fur die Produktion von Treibstoff
verwendet werden konnen, ohne mit der
Nahrungsmittelproduktion konkurrieren zu mussen.
Ihre Produktivitdt bezogen auf Zeit und Flache ist
hoch und die Mdglichkeiten bei der Auswahl der
Anbauflache vielfaltig. Hinsichtlich der praktischen
Verwendung wurden Studien in jeder Phase ihrer
Produktion  durchgeflhrt, einschlieBlich  der
Selektion, ZUlchtung, Kultivierung, Ernte,
Olgewinnung und Raffination.

Der Shimadzu Total Organic Carbon Analysator
der Serie TOC-L nutzt die bewéahrte katalytische
Verbrennung. Sie ermoglicht mit ihrem hohen
Oxidationspotential die vollstindige Umsetzung
und Erfassung von Proben, wie etwa
Suspensionen aus Mikroalgen-Zellkulturen

Im Folgenden stellen wir ein Beispiel vor, in dem
ein TOC-L verwendet wurde um das Wachstum
von Mikroalgen zu Uberwachen, indem der TOC-
Gehalt in einer suspendierten Algenkultur ohne
Vorbehandlung direkt analysiert wurde. Die hier
vorgestellten Daten wurden vom ,Laboratory of
Plant Physiology & Metabolism“ der Tsukuba
Universitat unter Prof Dr. Shiraiwa zur Verfugung
gestellt.

Summenparameter — Total Organic Carbon

von Algenwachstum

TOC-Bestimmung zur Uberwachung
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Abb.1 Mikroalgenzellen

= Analytische Methode

Eine Mikroalgenart wurde fuir 8 Tage kultiviert,
wobei taglich eine TOC-Bestimmung aus jeweils
zwei Proben durchgefiihrt wurde. Probe 1 bestand
aus Nahrmedium mit suspendierten Algenzellen.
Die Mikroalgenzellen wurden mittels Zentrifugal-
suspension aus Probe 2 entfernt, so dass nur das
Nahrmedium zurickblieb. Aus der Differenz der
TOC-Werte von Probe 1 und 2 wurden die TOC-
Gehalte im organischen Material der Mikro-
algenzellen bestimmt. Der Parameter optische
Dichte (OD) wurde mittels Tribungsmessung in
Probe 1 zusatzlich als Index fur die Zelldichte
bestimmt.

Eine Mikroskopaufnahme der Mikroalgenzellen
von Probe 1 ist in Abbildung 1 ersichtlich.

< Messbedingungen >

: 1-Punkt Kalibrierung mittels 1.000mgC/L Kaliumhydrogenphthalat Standardlésung

: Nahrmedium (Mikroalgen mittels Zentrifugalsedimentation entfernt)

Analysator : Shimadzu TOC-L¢py TOC Analysator

Katalysator : Standard Katalysator (Pt/Al,O5-Kugeln)
Messparameter : TOC (TC-IC)

Kalibrierung

Probe 1 : Nahrmedium mit suspendierten Mikroalgenzellen
Probe 2

Probenahme : Probe 1 unter Rihren (Magnetriihrer) entnommen
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= Messergebnisse

Abbildung 2 =zeigt die Messergebnisse fur
Gesamtkohlenstoff (TC), unterteilt in den
gesamten organischen Kohlenstoff (TOC) und den
anorganischen Kohlenstoff (IC) in Relation zur
Zelldichte wahrend der Kultivierungsperiode. Das
Verhaltnis zwischen TOC- und IC-Gehalt in den
Mikroalgenzellen wird in Abbildung 3 aufgezeigt.
Mit den Messergebnissen war es mdglich,
Informationen Uber die Zu- und Abnahme der TC,
IC und TOC-Gehalte der Algensuspension
wahrend des Kultivierungsprozesses abzuleiten.
Ein wesentliches Element bei der praktischen
Umsetzung z.B. in Algenbioreaktoren, ist die
Etablierung der Kultivierungsbedingungen.
Anhand der Ergebnisse wird klar, dass
Informationen Uber die Kohlenstoffbilanz mit Hilfe
eines TOC-Analysators erhalten werden kénnen.

= TOC-L Serie

Mit dem Shimadzu Total Organic Carbon Analyzer
der TOC-L-Serie kdnnen die folgenden Arten von
Messungen durchgeflihrt werden.

» Messung des gesamten Kohlenstoff- und
Stickstoffgehalts in Wasser, geléste Menge,
suspendierte Menge *

» Messung von Gesamtkohlenstoff, organischem
Kohlenstoff, anorganischem Kohlenstoff in
Wasser

» Messung von geléstem CO, in Wasser

Somit kann die TOC-L-Serie fir folgende
Aufgaben in der Mikroalgenforschung verwendet
werden:

» Erforschung von Veranderungen im Zellmaterial
wahrend des Kultivierungszeitraums und in
Abhangigkeit von Hell- und Dunkelperioden

* Um Informationen (ber den physioloschen
Zustand und die Eigenschaften von Mikroalgen
zu erhalten

* Quantitative Erfassung der Kohlenstoff- und
Stickstoffbilanz im Kultursystem
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Abb.3 Anderungen in TOC/IC und IC/TC in der Zellkultur

Die Gerate der TOC-L-Serie eignen sich bestens
um Messungen im Labormafstab mit sehr kleinen
Probenvolumina im Bereich von 10 bis 20 ml
durchzufihren.

* Das optionale TNM-L Modul
Bestimmung des  Gesamtstickstoffs  (TNb)
erforderlich. Zusatzlich sind Equipment zur
Filtration und Zentrifugaltrennung fir die getrennte
Bestimmung von Proben im geldsten Zustand und
im suspendierten Zustand erforderlich.
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Der durch die UbermaRige Nutzung fossiler
Brennstoffe hervorgerufene anthropogene Klima-
wandel wird zu einem Problem, das die Suche
nach alternativen Energiequellen forciert und
beschleunigt hat. Als eine attraktive Alternative
gelten sogenannte biogene Brennstoffe, d.h. Stoffe
biologisch-organischer Herkunft.

Mikroalgen ziehen dabei besonders grol3e
Aufmerksamkeit auf sich, da sie fur die Produktion
von Treibstoff verwendet werden kdnnen, ohne mit
der Nahrungsmittelproduktion konkurrieren zu
mussen. lhre Produktivitat bezogen auf Zeit und
Flache ist hoch und die Mobglichkeiten bei der
Auswahl der Anbauflache vielfaltig. Hinsichtlich der
praktischen Verwendung wurden Studien in jeder
Phase ihrer Produktion durchgefiihrt, einschliel3-
lich der Selektion, Zichtung, Kultivierung, Ernte,
Olgewinnung und Raffination.

Der Shimadzu Total Organic Carbon Analysator
der Serie TOC-L nutzt die bewahrte katalytische
Verbrennung. Sie ermdglicht mit ihrem hohen
Oxidationspotential die vollstindige Umsetzung
und Erfassung von Proben, wie etwa
Suspensionen aus Mikroalgen-Zellkulturen

Im Folgenden stellen wir ein Beispiel vor, in dem
ein TOC-L verwendet wurde um Mikroalgen zu
charakterisieren indem der TOC-Gehalt in einer
suspendierten Algenkultur ohne Vorbehandlung
direkt analysiert wurde. Die hier vorgestellten
Daten wurden vom ,Laboratory of Plant Physiology
& Metabolism®“ der Tsukuba Universitat unter Prof
Dr. Shiraiwa zur Verfugung gestellt.

Summenparameter — Total Organic Carbon

TOC-Bestimmung zur Charakterisierung von Algen

= Analytische Methode

Finf Arten von Mikroalgen A -E wurden fir 3 bis
14 Tage kultiviert. Jeweils zu Beginn, nach einigen
Tagen und zum Ende der Kultivierung wurde eine
TOC-Bestimmung fiir jeweils zwei Proben durch-
gefuhrt. Probe 1 bestand aus den verschiedenen
Arten von Mikroalgenzellen suspendiert in Nahr-
medium. Die Mikroalgen wurden mittels Filtration
aus Probe 2 entfernt, so dass nur das Nahr-
medium zurtckblieb. Aus der Differenz der TOC-
Werte von Probe 1 und 2 wurden die TOC-Gehalte
im organischen Material der verschiedenen
Mikroalgenarten bestimmt. Der Parameter optische
Dichte (OD) wurde mittels Tribungsmessung bei
Probe 1 zusatzlich als Index fur die Zelldichte
bestimmt.

< Messbedingungen >

Analysator : Shimadzu TOC-Lgpy TOC Analysator

Katalysator : Standard Katalysator (Pt/Al,03-Kugeln)
Messparameter : TOC (TC-IC)

Kalibrierung : 1-Punkt Kalibrierung mittels 1.000mgC/L Lésung
Probe 1 : Nahrmedium mit suspendierten Mikroalgenzellen
Probe 2 : Nahrmedium (Mikroalgen mittels Filtration entfernt)

Probenahme : Probe 1 unter Rihren (Magnetriihrer) entnommen

» Messergebnisse

Die Zunahme des Gesamtkohlenstoffs (TC),
unterteilt in den gesamten organischen Kohlenstoff
(TOC) und den anorganischen Kohlenstoff (IC) in
funf Arten von Mikroalgenkulturen und -zellen ist in
Abbildung 1 und 2 dargestellt. Aus den Er-
gebnissen wurde deutlich, dass das von den
Zellen aufgenommene und freigesetzte organische
Material in Abhangigkeit von der Art der Algen und
der Dauer des Kultivierungszeitraums variierte. Die
Resultate fur Kalkschalen-bildende Spezies legten
nahe, dass Informationen Uber ihr Schalen-
bildungsverhalten unter Verwendung der IC-
Bestimmung erhalten werden kénnen. Um Eigen-
schaften wie Art, Natur und Wachstumszustand
der Mikroalgen zu untersuchen, kann ein TOC-
Analysator somit zum Screening von Kulturen und
Nahrmedien verwendet werden.
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Mikroalge A

Mikroalge B

Mikroalge C

Mikroalge D (3 Tage kultiviert)
Mikroalge D (8 Tage kultiviert)
Mikroalge E (4 Tage kultiviert)
Mikroalge E (10 Tage kultiviert)
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Abb.1 TOC/OD in Nahrlésung (Umrechnungswert per Triibungseinheit)

Mikroalge A

Mikroalge B

Mikroalge C

Mikroalge D (3 Tage kultiviert)
Mikroalge D (8 Tage kultiviert)
Mikroalge E (4 Tage kultiviert)
Mikroalge E (10 Tage kultiviert)
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Abb.2 TOC und IC/OD in Mikroalgenzellen (Umrechnungswert per Trilbungseinheit)

= TOC-L Serie

Mit dem Shimadzu Total Organic Carbon Analyzer
der TOC-L-Serie konnen die folgenden Arten von
Messungen durchgefuhrt werden.

» Messung des gesamten Kohlenstoff- und
Stickstoffgehalts in Wasser, geléste Menge,
suspendierte Menge *

* Messung von Gesamtkohlenstoff, organischem
Kohlenstoff, anorganischem Kohlenstoff in
Wasser

» Messung von geléstem CO, in Wasser

* Das optionale TNM-L Modul ist fur die Bestimmung
des Gesamtstickstoffs (TNb) erforderlich. Zusatzlich
sind Equipment zur Filtration und Zentrifugaltrennung
fur die getrennte Bestimmung von Proben im geldsten
Zustand und im suspendierten Zustand erforderlich.

Somit kann die TOC-L-Serie flir folgende
Aufgaben in der Mikroalgenforschung verwendet
werden:

» Erforschung von Veranderungen im Zellmaterial
wahrend des Kultivierungszeitraums und in
Abhangigkeit von Hell- und Dunkelperioden

* Um Informationen Uber den physioloschen
Zustand und die Eigenschaften von Mikroalgen
zu erhalten

* Quantitative Erfassung der Kohlenstoff- und
Stickstoffbilanz im Kultursystem

Die Gerate der TOC-L-Serie eignen sich bestens
um Messungen im Labormalistab mit sehr kleinen
Probenvolumina im Bereich von 10 bis 20 ml
durchzufihren.
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Viele Dinge des taglichen Bedarfs, etwa
unterschiedliche Lebensmittel, Koérperpflege-
mittel oder Kosmetikartikel werden in einem
diskontinuierlichen Prozess hergestellt.

Nachdem eine Charge fertig gestellt ist und in
die Weiterverarbeitung oder Abfullung geht,
werden die Anlagen und Geratschaften
gereinigt. Erst nach erfolgreicher Reinigung
kénnen die Apparaturen fir den néachsten
Batch verwendet werden.

Zahlreiche Handelsketten bieten sogenannte
Eigenmarken an, die sie im Auftrag bei
anderen Firmen produzieren lassen. Mitunter
ist es moglich, dass ein Eigenmarkenhersteller
fur mehrere Handelsketten arbeitet und mit
gleichen Anlageteilen verschiedene Produkte
herstellt bzw. mit gleichen Anlagenteilen
unterschiedliche Mischungen und Rezepte
handhabt. Auch in diesem Fall muss
sichergestellt sein, das nach der Produktion
der einzelnen Eigenmarken die Anlagen
gereinigt sind, bevor das nachste Produkt
hergestellt wird.

Die International Featured Standards setzen
Qualitats-Standards um sicherzustellen, dass
die vom Auftraggeber gewilinschten Produkte
allen  geforderten  Spezifikationen  ent-
sprechen. In mehreren Schriften werden die
Mafstabe an die jeweilige Qualitatssicherung

Summenparameter — Total Organic Carbon

Reinigungsvalidierung in der Lebensmittel-,
und Gebrauchsgegenstandeindustrie

gesetzt, so etwa in der IFS Food“ (fur die
Herstellung von Lebensmitteln) oder der ,IFS
Household and Personal Care Standard (fir
die Herstellung von Haushalts- und
Korperpflegeprodukten).

m IFS Food

Die Reinigung von Herstellungsanlagen ist
auch Teil der IFS Food. In Kapitel 4.10
,Reinigung und Desinfektion“ fordert die IFS
Food die Wirksamkeit der Reinigungs-
malnahmen nach einem festgelegten Stich-
probenplan durch geeignete Verfahren zu
Uberprifen.

m geeignete Verfahren

Die Reinigungsvalidierung ist ein solches
Verfahren. Es wird in der pharmazeutischen
Industrie seit Jahrzehnten angewendet. Denn
Medikamente werden oftmals auch im
Batchverfahren hergestellt. Nachdem eine
Charge des Wirkstoffes in die
Weiterverarbeitung geht, werden die zur
Herstellung  verwendeten  Geratschaften
gereinigt, so dass die nachste Charge
hergestellt werden kann. Der eigentliche
Reinigungsvorgang ist hier in der Regel streng
festgelegt und wird anschlieRend analytisch
uberpruft. So wird eine Probe aus der Anlage
auf bestimmte Parameter untersucht. Wird ein
festgelegter Grenzwert unterschritten gilt die
Anlage als gereinigt und kann wieder
eingesetzt werden. Dieser Vorgang nennt sich
Reinigungsvalidierung.

m Parameter

Fir die Reinigungsvalidierung hat sich u.a. der
TOC etabliert. Er hat gegenuber der
Einzelstoffanalytik viele Vorteile:

So ist die Bestimmung des TOC schnell und
einfach, sie dauert nur wenige Minuten.
AulBerdem gibt es keine langwierige
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Probenvorbereitung. Ferner erfasst die TOC-
Analyse nicht nur eine einzelne Verbindung
sondern eine Vielzahl an Komponenten und ist
damit Produktunabhangig und im héchstem
Male flexibel, sofern das Produkt organische
Verbindungen enthalt. Lebensmittel sind in der
Regel keine Reinstoffe sondern enthalten
verschiedenste organische Komponenten, wie
Kohlenhydrate, Fette oder Proteine. Zudem
werden bei der TOC-Analyse neben dem
eigentlichen Produkt auch die zur Reinigung
eingesetzten Tenside erfasst.

m Probenahme

Swab-Methode: Die direkte Beprobung der
Anlage geschieht per Wischtest. Hier wird eine
definierte, exakt ausgemessene Flache der
Anlage mit einem Tupfer (Swab) sorgfaltig
abgewischt. Der Swab wird anschlieend in
einem Vial mit Reinstwasser eluiert. Das Eluat
wird auf den TOC Gehalt analysiert. Die
Angabe des Ergebnisses erfolgt bei der Swab-
Analyse zumeist in mg/cm?2.

Der Vorteil der Swab-Methode liegt darin dass
kleine und vor allem kritische Stellen sehr
exakt untersucht werden konnen.

SHIMADZU

Shimadzu Deutschland GmbH
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Dafir ist die Bestimmung durch das Swab-
Verfahren zeitaufwendiger und es werden nur
kleine Teile der gesamten Anlage geprift.

Final Rinse: Bei der indirekten Beprobung
wird nach der Reinigung ein letztes Mal mit
Wasser gespllt. Dieses letzte Spilwasser
(final Rinse) wird anschlieRend analysiert. Der
Vorteil der Final Rinse Methode liegt eindeutig
in der Geschwindigkeit. Das Wasser wird
lediglich umgefillt und analysiert.

In der Praxis der Reinigungsvalidierung wird
zumeist eine Mischung aus Swab-Methode
und Final Rinse-Verfahren angewendet. So
kann die gesamte Anlage, sowie zusatzlich
spezielle kritische Stellen untersucht werden.

m Messparameter

Messtyp: NPOC
Saurezugabe: 1,5%
Aussagszeit: 5 Minuten
Injektionsvol.: 50 pyL
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Abb.: 3 Injektionen des Final Rinse

Der NPOC Gehalt des ,final Rinse“ ist 3,0
mg/l. Der TOC-Grenzwert zur Reinigungs-
validierung der Anlage liegt bei einem TOC-
Gehalt von 10mg/l. Die Wirksamkeit der
Reinigung wurde somit belegt.

m Empfohlenes Gerat / Ausstattung
TOC-LCXH oder TOC-VWP
ASI-L / ASI-V
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Auf etwa sechs Millionen schatzt der Deutsche
Allergie- und Asthmabund (DAAB) die Zahl der
behandlungsbedurftigen Nahrungsmittel-Allergiker
in Deutschland. Wahrend bei Kindern und
Sauglingen Kuhmilch, Soja, Hihnerei, Weizen,
ErdnUsse und Haselnusse die Hauptausloser sind,
reagieren Jugendliche und Erwachsene in der
Regel haufiger auf rohe Gemuse- und Obstsorten,
NUsse, Fisch, Krebs- und Weichtiere.
Nahrungsmittel-Allergiker reagieren empfindlich
auf bestimmte Inhaltsstoffe in Lebensmitteln,
sogenannte Allergene.

Um die betroffenen Menschen vor dem Verzehr
auf die allergenhaltigen Lebensmittel hinzuweisen,
sind in Deutschland die 14 haufigsten Ausléser
von Lebensmittelallergien kennzeichnungspflichtig
(z.B. Senf, Eier, Sellerie, Erdnlisse usw.). Enthalt
ein Lebensmittel eine dieser Zutaten muss auf der
Verpackung deutlich darauf hingewiesen werden.
Bei der Herstellung oder Verarbeitung von
Lebensmitteln kdénnen aber auch Spuren von
Allergenen Uber Vorprodukte unbeabsichtigt in die
Lebensmittel gelangen, ohne selbst als Zutat auf
dem Rezept zu stehen.

Um solche Kreuzkontaminationen zu vermeiden,
setzen viele Hersteller von Lebensmitteln auf die
Reinigungsvalidierung.

TN, Bestimmung

Summenparameter — Total Organic Carbon

zur Risikoabschatzung von Allergenverschleppung bei der
Herstellung von Lebensmitteln

* TN,/ TOC - Bestimmung

Die Ergebnisse aus der Reinigungsvalidierung
lassen sich zusatzlich verwenden, um eine
moégliche Verunreinigung durch Allergene ab-
zuschatzen. Dies erfolgt hierbei Uber eine ,Worst-
Case" Betrachtung, die annimmt, dass alle
organischen Substanzen Allergene sind.

TOC-L Verbrennungssystem mit Autosampler fiir die
TOC und TN, Bestimmung

Da es sich bei den in Lebensmitteln enthaltenen
Allergenen fast ausschliellich um Proteine mit
Stickstoffatomen handelt, ist der Parameter TN,, fur
die Worst-Case-Betrachtung zur Abschatzung von
Allergenverschleppungen wesentlich aussage-
kraftiger als die alleinige Bewertung durch den
TOC.

» Versuchsreihe mit allergenhaltigen Lebens-
mitteln

Versuchsweise wurden verunreinigte Spllwasser-
proben ,nachgestellt’, d.h. es wurden definierte
Konzentrationen eines allergenhaltigen Rohstoffs
oder eines Produkts in Leitungswasser hergestellt.
AnschlieRend wurden die Proben hinsichtlich ihres
TOC- und TN,-Gehaltes untersucht. Dabei wurde
erwartungsgemal festgestellt, dass sowohl die
TOC- als auch die TNg-Konzentration mit
zunehmender Produktkonzentration linear ansteigt.
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Wahrend ein TOC-Wert aus einer unbekannten
Spulprobe aus unzahligen Verbindungen, wie
Kohlenhydrate, Fette, Tenside usw., stammen
konnte, ist die Aussagekraft des TN, hinsichtlich
der Anwesenheit von Proteinen wesentlich
selektiver. Dies erlaubt eine ,Worst-Case*
Abschatzung hinsichtlich enthaltener Allergene im
Spulwasser. Die Ergebnisse werden als
allergenes Protein bewertet und auf die
medizinischen Referenzdosen interpretiert. Durch
diese Berechnung ist sichergestellt, dass keine
relevanten Allergenmengen in die Folgeproduktion
verschleppt werden kénnen. Die hiermit
gewonnene Abschatzung soll  Allergenver-
schleppungen innerhalb eines Werkes eines
Lebensmittelherstellers ausschlieBen und die
valide Reinigung bestatigen. Zudem reduziert das
Verfahren Kosten, da aufwandigere Allergentests
eingespart werden kdénnen.
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= Fazit

Eine Worst-Case-Betrachtung hilft mdgliche
Verunreinigungen durch Allergene zu beurteilen,
dient der Lebensmittelsicherheit und somit dem
Schutz betroffener Verbraucher. Zudem ist diese
Art der Messung ein objektives, ana-lytisch valides
Messergebnis, das sich als Grundlage der
Bewertung einer Verbraucher-gefahrdung eignet,
um sicherzustellen, dass die Reinigung den
Verbraucherschutz gewahrleistet. Damit wird eine
Angabe auf den Produkten ,Kann Spuren von
Allergen XY enthalten® zu einer quantifizierten
Bewertung des Allergikerrisikos und nicht nur zu
einer vorsorglichen Angabe aus Haftungsgriinden.
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Abb.: ,TOC und TN,-Kalibrierungen* verschiedener Lebensmittel in unterschiedlichen Konzentration
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