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Chance and advantage of spectrometric methods in quality breeding of fruit and vegetables
Abstract: If breeders in the selection of plants will focus on quality parameters they need
support by a fast analytical or measuring technique. Near infrared (NIR) spectrometry in
combination with multivariate regression, e.g. partial least squares (PLS), provides a fast
and non-destructive method to predict chemical and physical properties in complex
compositions like agricultural and food products. Today the mid infrared (MIR) spectrometry
in combination with multivariate statistics also has the potential, to predict chemical
properties of plant material faster than time consuming chromatographical analyses. This is
made possible by the application of FT-IR spectrometer in combination with a diamond-ATR
equipment. A report is given on numerous NIR-spectrometric measurements on carrots,
tomatoes, apples and strawberries as well as MIR-spectrometric measurements on carrots
and various cabbage species. Reference values of HPLC analyses and materials testing were
used to generate individual chemometric models. These models are used to predict quality
parameters of vegetables and fruit on the basis of the NIR and MIR spectra.

Einleitung

Zichtung auf Qualitit ist immer nur ein Teilaspekt der Selektion von Kulturpflanzen mit dem
Ziel der allgemeinen Gebrauchswertsteigerung. Dabei konzentriert sich der Ziichter auf
wenige oder meist nur einen Qualitdtsparameter, bei dem eine genetisch vorhandene und
zlichterisch zugéngliche Variation vorliegt. Der Ziichter mufl dabei Auswahlentscheidungen
nach Parametern und Inhaltsstoffen treffen. Fiir objektive Entscheidungen ist die Unter-
stiitzung durch chemische Analysen oder physikalische Methoden unbedingt erfordertich.
Dabei ist die Mess- und Analysentechnik fiir ziichterische Zwecke nur akzeptabel, wenn ein
hoher Probendurchsatz gewihrleistet ist, die Anwendung moglichst ohne Probenvorbereitung
sehr einfach ist und die Genauigkeit soweit ausreicht, dass Pflanzenkollektive beziiglich des
Qualitdtsparameters unterscheidbar sind. Hier haben spektrometrische Methoden einen
Vorteil gegeniiber den zeitaufwendigen chromatographischen Trennverfahren . Sie kommen
mit minimaler Probenvorbereitung aus und konnen zum groBten Teil auch zerstorungsfrei
angewendet werden. Reflexionsmessungen an pflanzlichem Material sind heute im gesamten
Spektralbereich von 0,4 pm (25000 cm) bis 15,0 gm (666 cm™) gut zu handhaben, wobei
dieser Bereich sich in VIS (sichtbare Strahlung von 0,4 bis 0,8 pm), NIR (Strahlung im nahen
Infrarot von 0,8 bis 2,5 gm) und MIR (Strahlung im mittleren Infrarot von 2,5 bis 25,0 pm
entsprechend 4000 bis 400 cm™ ) gliedert. Die Bereichsangabe erfolgt im MIR ausschlieBlich
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in Wellenzahlen. Die Abbildung 1 zeigt als Beispiel Messungen an einer frischen Mohre. Die
Anwendung von Messungen im VIS-Bereich zielen sehr hiufig auf eine farbmetrische
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Abbildung 1: Reflexionsspektren von frischem Mohrengewebe in drei Wellenlingenbereichen

Beurteilung von Friichten oder Pflanzenteilen (Quilitzsch 1998, Shaw 1991). Eine besonders
starke Zunahme verzeichneten in den vergangenen 10 Jahren die Anwendungen im NIR-
Bereich. Dies hat seine Ursachen in der Entwicklung leistungsfahiger NIR-Spektrometer und
chemometrischer Auswerteverfahren. Wihrend in der Futtermittel- und Lebensmittel-
industrie etablierte MeBverfahren exsistieren, liegen Beispiele flir zlichtungsrelevante NIR-
spektrometrische Inhaltsstoffbestimmungen nur vereinzelt bei Getreide (Carver 1994),
Stirkepflanzen (Berardo u.a. 2000) und Medizinalpflanzen (Schulz u.a. 2001, Schulz 2002,
Pank u.a. 2001) vor. Weiterhin findet man Anwendungen der quantitativen NIR-
Spektrometrie viel haufiger bei Obst (z.B. Moons u.a. 2000, Peiris u.a. 1998) als bei Gemtise
(Tongming u.a. 2000 ), wobei keine Anwendung ziichtungsorientiert ist.

Schnelle Probenpraparation und Messung im mittleren Infrarot (MIR) waren mittels ATR-
Vorrichtungen (ATR: abgeschwichte Totalreflexion) lange Zeit nur mit fliissigen Proben
mdglich (Bocker 1997, Schulz u.a. 2001). Weil die Spektren im MIR bedeutend mehr
Informationsgehalt als NIR-Spektren haben und fiir chemometrische Auswertungen ein
hoheres BestimmtheitsmaB erwarten lassen, war es erstrebenswert, den MIR-Bereich auch fiir
pflanzliche Proben (frisch, getrocknet und pulverisiert) zu erschlieBen. Dieses wurde durch
Kombination von Diamant-ATR-Technik mit FT-IR-Spektrometern mdglich. Mit einer
Diamant-ATR-Vorrichtung konnen feste Proben mit hohem Druck auf den Diamantkristall
gepresst werden, so dass die IR-Strahlung in der Grenzschicht des Kristalls mit der Probe
wechselwirken kann.

Im folgenden wird iiber zahlreiche spektrometrische Messungen und deren chemometrischen
Auswertungen an Erntegut von Obst und Gemiisekulturen im NIR- und MIR-Bereich
berichtet. Dabei werden in der angegebenen Reihenfolge jeweils methodische Einzelheiten
und Resultate fiir einen Spektralbereich besprochen. Betrachtet werden  reflexions-
spektrometrische Methoden bei den Kulturen Mohre, Tomate, Kohl, Apfel und Erdbeere. Es
wird versucht, jede kulturartspezifische Anwendung beziiglich der Aussagekraft fiir
Ziichtungsarbeiten zu diskutieren. Die Moglichkeiten der Spektrometrie im VIS-Bereich zur
farbmetrischen Charakterisierung des Erntegutes von Pflanzenpopulationen war schon an
anderer Stelle diskutiert worden (Quilitzsch 1999).

Methodenentwicklung in der NIR-Spektrometrie von Obst und Gemiise
Es ist fiir das Verstdndnis der Methode hilfreich, ihre Charakteristika unabh#ngig von

speziellen Anwendungsfillen an den Anfang zu stellen.
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Die NIR-Spektrometrie
- stellt eine schnelle, indirekte (chemometrische) Methode dar, mit der Inhaltsstoff-

konzentrationen bzw. duflere Parameter von Proben unbekannter Zusammensetzung und
Eigenschaften iiber deren spektrale Daten bestimmt (vorhergesagt) werden konnen.

- realisiert die Vorhersagen mit vorher entwickelten Kalibrationen, die zu chemometrischen
Modellen fithren, mit denen die Korrelation zwischen den spektralen Daten und den
Konzentrationen bzw. Parametern beschrieben wird.

- charakterisiert die jeweilige Vorheréage mit entsprechenden Leistungsparametern, d.h.
durch Angabe von BestimmheitsmaBen und Vorhersagefehlern.

- wird als Messverfahren jeweils an bestimmte Proben angepasst und eine
Ubertragung auf anders geartete Proben bleibt in der Regel ausgeschlossen.

Einem guten chemometrischen Kalibriermodell geht immer eine doch recht aufwendige
Methodenentwicklung voraus. Voraussetzungen fiir eine Methodenentwicklung sind:
1. ein geeignetes Spektrometer, 2. ein geeigneter Probensatz, 3. eine Referenzanalytik bzw.
ein Referenzmessverfahren und 4. ein geeigneter Auswertealgorithmus.

Fiir die Registrierung von Nah-Infrarotspektren stehen heute, den jeweiligen Anforderungen
entsprechend, zahlreiche Spektrometersysteme zur Verfiigung, die teilweise auf unterschied-
lichen Prinzipien aufbauen. Bei der hier beschriebenen Methodenentwicklung im NIR wurde
ein Fourier-Transform-Spektrometer vom Typ EQUINOX 55 (Fa. Bruker, Karlsruhe,
Deutschland) verwendet. Das universelle Spektrometer wurde fiir diesen Zweck mit seinen
optischen Komponenten auf den NIR-Bereich eingestellt und benutzt dabei zur Proben-
beleuchtung und Messung eine Lichtleitersonde, was fiir Messungen an Friichten die einzig
mdégliche Technik ist. Als Probensatz werden viele gleichartige Objekte (Kulturart) mit
méglichst groBer Variation des zu kalibrierenden Parameters bzw. Inhaltsstoffes bendtigt. Um
dies zu realisieren, muB8 man moglichst viele verschiedene Sorten einer Kulturart verwenden
und durch Einbeziehung unterschiedlicher Reifestadien oder Lagerzeiten die Variation des
interessierenden Inhaltsstoffes (Parameters) noch vergréflern. Die Referenzanalytik fiir die in
Betracht genommenen Pflanzeninhaltsstoffe ist vorwiegend eine chromatographische
Methode, in unserem Fall HPLC und HPTLC. Fiir einen duBeren Pflanzenparameter wie die
Festigkeit wird das Referenzverfahren mit einer Materialpriifmaschine realisiert. Bevor das
Auswerteverfahren zum Einsatz kommt, ist der Ablauf z.B. fiir Apfel folgender. An jeder
einzelnen Frucht wird an mehreren Stellen (meist 3 bis 5) ein NIR-Reflexionspektrum
gemessen. Fir die Auswertung wird davon das Mittelwertspektrum verwendet. Die Frucht
wird danach an einer Materialpriiffmaschine mittels Druckprobe und Penetrometerprobe
gemessen. Diese Werte, im Prinzip auch Mittelwerte von 2-3 Messpunkten an der Frucht,
werden als Referenzwerte spiter dem Mittelwertspektrum der Frucht zugeordnet. Danach
wird die Frucht zerkleinert und einer Probenvorbereitung fiir die Zuckeranalyse mittels HPLC
zugefiihrt. Die hierbei gewonnenen Analysenwerte (Einzelzuckerkonzentrationen und deren
Summe) werden spiter ebenfalls dem Mittelwertspektrum der Frucht zugeordnet. Erst ab etwa
60 Mittelwertspektren und dazugehorigen Referenzwerten ist die Durchfithrung einer
chemometrischen Kalibrierung sinnvoll. NIR-Spektrometer sind heute schon vom Hersteller
her mit einer bedienerfreundlichen Quantifizierungssoftware ausgestattet, z.B. ist
OPUS/Quant 2 in der Spektrometersoftware des EQUINOXS55 enthalten. Diese arbeitet mit
einem Partial Least Squares Algorithmus (PLS), einer Methode der multivariaten linearen
Regression (Henrion 1995). Bei multivariaten Kalibrationen fillt eine groBe Menge von
Daten (zahlreiche Spektren mit hunderten von Datenpunkten) an. Um diese Daten zu
verarbeiten, werden sie in Form von Matrizen abgelegt, wobei jede Reihe der Matrix einem
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Spektrum entspricht. Die Konzentrations-/Parametermatrix beinhaltet die entsprechenden
Konzentrations-/Parameterwerte. Die in den Spektren enthaltene Information wird mit Hilfe
der PLS-Regression mit der Information der Konzentrations-/Parameterwerte verglichen.
Dabei wird vorausgesetzt, daB die systematischen Verdnderungen im Spektrum eine Folge
von Konzentrations-/Parameterverdnderungen der Komponenten sind. Die Matrizen werden
nach Informationsgehalt (Varianz) in Eigenvektoren zerlegt, die dann als Faktoren bezeichnet
werden. Es miissen nicht alle der Faktoren verwendet werden, um die relevanten spekiralen
Informationen zu beschreiben. Einige dieser Faktoren beschreiben einfach das spektrale
Rauschen der Messung. Nur die relevanten Faktoren werden dann anstelle der originalen
spektralen Daten verwendet, was zu einer betrichtlichen Reduzierung der Datenmenge fiihzt.
Mit Hilfe des PLS-Algorithmus wird die beste Korrelation zwischen der Spektraldatenmatrix
und der Konzentrations-/Parametermatrix gesucht. Diese ist dann das chemometrische Modell
fur die Vorhersage von Konzentrationen bzw. Parametern aus spektralen Daten. Das Modell
mufl aber noch getestet werden, um die Verltsslichkeit der Vorhersage zu bestimmen
(Validierung). Es gibt zwei verschiedene Arten der Validierung: interne Validierung
(Kreuzvalidierung) und externe Validierung (Test-Set-Validierung). Aus praktischen Griinden
wird die Kreuzvalidierung hiufiger angewandt. Bei der Kreuzvalidierung wird lediglich ein
Probensatz fiir Kalibration und Validierung verwendet. Von der Gesamtheit der Proben wird
eine Probe vor Beginn der Kalibration aus dem Satz entfernt. Diese Probe wird fir die
Validierung verwendet. Mit den restlichen Proben, dem Kalibrationsdatensatz, wird ein
chemometrisches Modell erstellt. AnschlieBend wird die vorher entfernte Probe gegen dieses
Modell getestet. Dieser Vorgang wird jedesmal mit einer anderen Probe wiederholt, bis alle
Proben einmal zur Validierung verwendet worden sind. Die Software OPUS/Quant2 generiert
diesen iterativen Vorgang automatisch, angefangen mit der ersten Probe, bis alle Proben
einmal zur Validierung herangezogen worden sind. Mit jeder Validierung ist eine Ausreisser-
ermitilung verbunden. Durch diese konnen filr das Modell ungeeignete Proben erkannt und
danach entfernt werden. Nach der Aussreisserentfernung wird die Modellrechnung mit dem
kleineren Datensatz wiederholt. Die Gute der Vorhersage von Konzentrationen bzw.
Parametern aus spektralen Daten mit dem entwickelten Modell wird durch folgende GréBen
charakterisiert: BestimmtheitsmaB R2, mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung
RMSECYV ( root mean square error of cross validation). Das Minimum des RMSECYV gibt die
optimale Zahl von Faktoren (Rang) des entwickelten Modells an.

In den folgenden Abschnitten werden die Anwendungsméglichkeiten von Vorhersage-
modellen filr Zucker, S#ure, Festigkeit und Carotinoide disskutiert

NIR-spektrometrische Vorhersage von Zucker und Siure in Erdbeeren und Apfeln

Bei der Ziichtung an Obstkulturen spielt der Zuckergehalt sowie sein Verhiltnis zum S#ure-
gehalt fir die Geschmacksausbildung eine tibergeordnete Rolle. Die Selektion beziiglich
dieser Kenngroe wurde bisher groBtenteils durch sensorische Pritfungen unterstiitzt. HPLC-
Analysen kdnnen wegen des erheblichen Zeit- und Arbeitsaufwandes nicht durchgingig
ziichtungsbegleitend eingesetzt werden. Die schnelle und zerstdrungsfreie NIR-spektro-
metrische Vorhersage von Zucker und S#ure hat das Potential, auch stindig ztichtungs-
begleitend eingesetzt werden zu konnen. Im folgenden soll dies mit Validierungsergebnissen
an Erdbeeren und Apfeln unterlegt werden. Der Probensatz bestand bei Erdbeeren aus
Friichten von 12 Sorten mit verschiedenen Reifegraden. Der Reifegrad wurde nach der
Fruchtausfirbung beurteilt. Eine Probe bestand aus 5 Beeren einer Sorte mit annéhernd
gleichem Reifegrad. Alle an den 5 Beeren gemessenen NIR-Spektren wurden zu einem
Mittelwertspektrum zusammengefa83t. Die Mischprobe aus den Beeren wurde mittels HPLC
mit RI-Detektion beziiglich Zucker analysiert. Die freie Gesamtsiure der Probe wurde
titrimetrisch bestimmt. Die Validierungsrechnungen zeigten fiir die Emte 1999 unzureichende
Ergebnisse wegen Inhomogenititen des Probensatzes beziiglich der Zuckergehalte. Deshalb
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Tabelle 1: Kreuzvalidierungsergebnisse der NIR-spektrometrischen Bestimmung vonr Zucker

und Siure bei Obstkulturen.
Erdbeere(1999/2000) Apfel(2000)
157/110 Spektren 122/100 Spektren
Bereich R? |RMSECV Bereich Rz | RMSECV
Saccharose 0,2-1,0% | 0,73 | 0,09% 0,6-2,6% 0,84 0,14%
Glucose 0,8-1,6% | 0,63 | 0,10% 0,4-1,6% 0,80 0,09%
Fructose 0,8-1,8% | 0,79 | 0,09% 2,1-49% 0,81 0,24%
Ges.-Zucker 2,2-3,6% | 0,77 | 0,12% 4,2-7,1% 0,82 0,23%
Ges.-Siure 1,0-2,1% | 0,66 { 0,11% 0,2-1,4% 0,93 0,07%
Zucker/S#iure 0,9-3,5 0,85 0,19 4,5-25,8 0,84 1,02

wurde ein Probensatz aus zwei Erntejahren gebildet, mit dem befriedigende Validierungs-
ergebnisse erzielt wurden, wie in Tabelle 1 zu sehen ist. Dabei muBite aber die Ausreisserent-
fernung so intensiv durchgefiibrt werden, dass der endgiiltige Kalibrationsdatensatz nur noch
aus 110 Proben bestand. Wenn man den Konzentrationsbereich von Zucker und Séure
betrachtet, so ist klar, dass es sich um Minorkomponenten handelt. So ist es doch erstaunlich,
dass einige BestimmtheitsmaBe fiir die NIR-spektrometrische Bestimmung fast den Wert 0,8
erreichen. Die Versuchsdurchfithrung bei Apfeln war analog der bei Erdbeeren, nur dass hier
die Variationsbreite der Konzentrationen durch unterschiedliche Lagerzeiten vergrofSert
wurde. Der Probensatz enthielt 8 Sorten. Eine Probe bestand aus 4 Apfeln einer Sorte mit
gleicher Lagerzeit. Die Validierungsergebnisse fiir Apfel sind merklich besser als bei
Erdbeeren und konnen fiir praktische Anwendungen als brauchbar eingestuft werden.

NIR-spektrometrische Vorhersage der Fruchtfestigkeit von Tomaten und Apfeln

Beim Experimentieren mit den NIR-spektrometrischen Methoden stellte sich heraus, dass
nicht nur Inhaltsstoffe sondern auch #uflere Parameter von Friichten mit der Variation von
NIR-Spektren korrelieren. Das bietet zum Beispiel die Moglichkeit, die Druck- und Schalen-
festigkeit von Friichten zerstorungsfrei {lber spektrale Reflexionsmessungen vorherzusagen.
Fur die Erstellung von Kalibrierbeziehungen fiir Tomaten und Apfel wurden pro Frucht 5
Reflexionsmessungen mit der Fasersonde durchgefiihrt. Das Mittelwertspektram wurde den
entsprechenden Referenzwerten zugeordnet. Die Referenzwerte wurden mit einer Material-
priifmaschine TIRAtest 27025 mit entsprechend empfindlichem Kraftsensor gemessen. An
jeder Frucht wurden drei Druckproben und drei Penetrometerproben durchgefiihrt. Die
jeweiligen Mittelwerte stellen die Referenzwerte fiir die Druckfestigkeit und die Schalen-
festigkeit der Frucht dar. Nach den Festigkeitsmessungen erfolgte abschlieBend noch eine
gravimetrische Trockenmassebestimmung fiir jede Frucht. Der Probensatz fiir Tomaten
bestand aus 6 Sorten mit unterschiedlichen Reifegraden und mehreren Emteterminen. Der
Probensatz fiir Apfel bestand aus 8 Sorten (siche Zuckerbestimmung) mit verschiedenen
Lagerzeiten. Die Berechnung einer Kalibration mit anschlieSender Kreuzvalidierung wird
immer fir jede Kenngrofe separat durchgefiihrt und liefert einen Validierungsplot
(Referenzwerte versus spektrometrisch vorhergesagte Werte). Abbildung 2 zeigt als Beispiel
eines der Resultate bei Apfeln (N-Anzahl der Proben). Die Zusammenfassung aller
Ergebnisse aus zwei Versuchsjahren ist in Tabelle 2 dargestellt. Nach den erreichten
BestimmtheitsmaBen sind fiir alle 4uBeren Fruchtparameter gute Vorhersagen méglich mit
Ausnahme des Trockenmassegehaltes von Tomaten.
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Abbildung 2: Kreuzvalidierungsplot fiir die Druckfestigkeit von Apfeln (Emte 2000)

Tabelle 2: Kreuzvalidierungsergebnisse der NIR-spektrometrischen Bestimmung von
Festigkeiten und Trockenmassegehalt

Versuch

Tomate
1999
2000

Apfel
1999
2000

N

177
150

220
367

Druckfestigkeit: F/dI(D) | Schalenfestigkeit: F/dI(P) Trockemnassegghalt
Bereich | R? [RMSECV| Bereich | R? [IRMSECV| Bereich | R? |[RMSECV
N/mm N/mm | N/mm N/mm % %
2,2-16,3 10,84 1,18 04-6,0 (0,81 0,46 4,4-7,0 |0,60] 0,36
2,5-23,510,85| 2,00 | 1,0-10,0]0,80] 1,05 3,7-6,8 |0,57] 0,45
5,2-53,710,87} 3,85 |3,2-19,0]092] 1,10 {11,9-22,1}0,94] 0,45
6,8-52,5 10,89 3,7 5,0-24,710,86] 1,67 |10,8-23,3|0,95| 0,51

Die Tabelle 2 demonstriert zusammen mit der Tabellel einen bedeutenden Vorteil der NIR-
Spektrometrie, namlich die Mdglichkeit der simultanen Bestimmung mehrerer Parameter oder
auch Inhaltsstoffkonzentrationen mit einem Mittelwertspektrum pro Frucht. Im Beispiel der
Apfel hat man den giinstigen Fall, daB mit einem Mittelwertspektrum pro Frucht insgesamt 9

Kenngrs

en

(Inhaltsstoffe

und Festigkeiten) vorhergesagt werden koénnen.

Die

Voraussetzungen sind natiirlich die schon erarbeiteten Kalibriermodelle fiir alle KenngrBen.
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Dieser bedeutende Vorteil der quantitativen NIR-Spektrometrie sollte bei Ziichtungsarbeiten
von Nutzen sein, auch wenn der Anfangsaufwand relativ groB erscheint.

NIR-spektrometrische Vorhersage von Carotinoiden in Méhren

Da die gleichmiBige Ausfirbung des Wurzelkérpers von Mohren eindeutig auf eine
homogene Verteilung wenigsten der Hauptcarotinoide o- und B-Carotin hinweist, sollten
diese sich auch in der chemometrisch nachweisbaren Variation von NIR-Reflexionsspektren
niederschlagen. Das konnte innerhalb von dreijihrigen Versuchen durch stabile Validierungs-
ergebnisse bestiitigt werden (Tabelle 3). Es wurden generell Mittelwerspektren jeder

Tabelle 3: Kreuzvalidierungsergebnisse der NIR-spektrometrischen Bestimmung von
o-, B- und Gesamtcarotin in MShren

Versuch] N o-Carotin B-Carotin Gesamt-Carotin
Bereich | R? [RMSECV| Bereich | R? |RMSECV| Bereich | R* [RMSECV
mg/100ml| mg/100ml|mg/100mi mg/100mi| mg/100ml mg/100ml

1997 | 288 ( 1,2-22,8 10,76| 1,88 |4,4-29,20,86] 1,61 5,9-52.0 10,83 3,08

1998 | 627 2,5-25,3|10,80] 1,69 |23-45410,72| 3,48 |93-72,7|0,76] 5.46

1999 | 304 | 1,1-12,3]0,78) 0,95 |3,8-24,7]0,73] 2,11 | 59-36,9 {0,78] 2,71

einzelnen Mohre (3 MeBpunkte lings verteilt) den HPLC-Analysenwerten an der gleichen
Mohre zugeordnet. Am Versuch 1998 waren Exemplare von 28 Sorten beteiligt. Wenn man
beriicksichtigt, dass es sich bei den Carotinoiden um Minorkomponenten handelt, so kénnen
die erreichten BestimmtheitsmaBe als befriedigend bezeichnet werden. Bei der Ziichtung von
Industriemhren auf hohen Carotinoidgehalt kann die NIR-spektrometrische Bestimmung als
eine begleitende Kontrollmethode von Bedeutung sein.

Methodische Ansiitze der MIR-spektrometrischen Bestimmung von Pflanzeninhalts-
stoffen von Gemiise

Seit etwa einem Jahr kann im IPA der BAZ gering aufgearbeitetes Pflanzenmaterial im
mittleren Infrarot (MIR) gemessen werden. Die Messungen wurden an einem Gerét des Typs
»Iravel-IR* der Resultec Analytic Equipment (Garbsen, Deutschland) durchgefiihrt. Es
handelt sich dabei um ein Fourier-Transform-IR-Spektrometer mit fest montierter Diamant-
ATR-Vorrichtung und einem Mikro-Video-System zur Probenbeobachtung (Coates u.a. 2000,
Feustel 2001). Bei der Diamant-ATR-Vorrichtung sind ein Diamant- und Zinkselenidkristall
so zusammengefiigt, dass an der freien Oberfliche des Diamantkristalls die Totalreflexions-
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bedingung fiir Infrarotstrahlung erfiillt ist. Dort werden die Proben (fliissig oder fest)
aufgebracht. Im Fall von festen oder pulverférmigen Proben werden diese zur Verbesserung
des Kontaktes mit dem Kristall durch eine Anpressvorrichtung mit definiertem Druck
angepresst. Der Anpressdruck kann in acht Stufen eingestellt werden, was durch eine
Leuchtdiodenzeile angezeigt wird. Die Fliche des Diamantkristalls betriigt ca. 1,8 mm?, so
dass Probenmengen von 2 bis 5 ul fiir die Registrierung eines Spektrums ausreichen. Die
ATR-Spektren wurden im Wellenzahlenbereich 650 — 4000 cm™ mit einer spektralen
Auflosung von 2 cm™ registriert. Die Auswertung der Spektren erfolgte ebenfalls mit dem
Programm Opus/Quant 2.0, wie es schon weiter oben fiir die Arbeiten im NIR-Bereich
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Abbildung 3: ATR-Spektrum von Kohlpulver (a) und Kreuzvalidierungsplot fiir den Inhalts-
stoff Iberin (b)

beschrieben worden ist. Die an gefriergetrocknetem, pulverisiertem Material von Kopfkohl
gemessenen Spektren wurden gemeinsam mit den Glucosinolatgehalten (HPLC-Bestimmung)
der gleichen Proben fiir eine chemometrische Modellbildung verwendet. Die Abbildung 3
zeigt ein Beispielspektrum (a) und den Validierungsplot fiir die Vorhersage von Iberin (b).

Tabelle 4: Kreuzvalidierungsergebnisse der ATR-IR-spektrometrischen Bestimmung von
Glucosinolatgehalten in Kohlpulver

Inhaltsstoff Bereich R2 RMSECV
Glucobrassicin 0,8-5,3 pmol/g TS 0,69 0,5 pmol/g TS
Iberin 0,6-5,8 pmol/g TS 0,88 0,4 pmol/g TS
4-Methoxyglucobrassicin | 0,4-1,2 pmol/g TS 0,73 0,1 pmol/g TS
Sinigrin 1,5-7,3 pmoVg TS 0,80 0,6 pmol/g TS

Der Probensatz bestand aus 107 Proben, wobei 18 Kohlsorten mit Wiederholungen vertreten
waren. Es konnten mit den MIR-Spektren und den vorliegenden HPLC-Analysenwerten fiir 4
Glucosinolate Kalibriermodelle berechnet werden. Die Ergebnisse der Kreuzvalidierungen
sind in Tabelle 4 zusammengefaBt. Die erreichten Werte konnen als befriedigend bezeichnet
werden und lassen weitere erfolgreiche Anwendungen an pulverformigem Pflanzenmaterial
erwarten. Des weiteren wurden mit dem ,,Travel-IR“ Messungen an frischem Mohrengewebe
und Mohrensaft durchgefiihrt. Der Probensatz bestand aus 240 frischen Mohren (4 Sorten, 2
Ernten im Abstand von 4 Wochen). Von jeder Mohre wurde ein 2 mm starker Streifen
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abgeschnitten und sofort auf den Diamant-ATR-Kristall gelegt, angepresst und spektro-
metrisch vermessen. Jede gemessene Mohre wurde sofort za Saft verarbeitet, danach wurde
der Saft mit der Diamant-ATR und parallel dazu mit einer konventionellen horizontalen ATR
(HATR) am EQUINOX 55 gemessen. Der Saft wurde danach zunichst tiefgefroren und zn
einem spiteren Zeitpunkt mittels HPTLC analysiert. Mit den analysierten Zuckerwerten und
den drei verschiedenen Spektrensitzen konnten drei verschiedene Vorhersagemodelle
berechnet werden. Die Tabelle 5 zeigt die drei MIR-spektrometrischen Methoden im
Vergleich mit der NIR-spektrometrischen Methode (an der ganzen Mothre).

Tabelle 5: Vergleich der Kreuzvalidierungsergebnisse fiir verschiedene spektrometrische
Vorhersagemethoden fiir Gesamtzucker und Fructose bei Mthren

Gesamtzucker Fructose
Bereich R2 | RMSECV | Bereich Rz | RMSECV
HATR (Saft) 0,7-16,2% | 0,92 0,92% 0,0-7,7% | 0,94 0,41%

Diamant-ATR (Saft) 0,7-16,2% | 0,91 0,95% 0,0-7,7% | 094 0,40%
Diamant-ATR (Méhre) | 0,7-15,3% | 0,61 2,00% 0,0-7,0% | 0,65 1,00%
NIR (Mohre) 1,5-11,8% | 0,83 1,00% 0,0-4,6% | 0,81 0,54%

Wegen der Ubersichtlichkeit sind nur fitr den Gesamtzuckergehalt und einen Einzelzucker-
gehalt die Validierungsergebnisse gegentibergestellt. Die beiden Methoden mit Saft haben
gleichermaBien die besten Ergebnisse. Die Diamant-ATR-Methode hat dabei noch den Vorteil
der sehr geringen bendtigten Probenmenge. Es zeigt sich ganz deutlich, dass die Zucker-
bestimmung an Mohrensaft mittels ATR-IR-Spektrometrie eine brauchbare Schnellmethode
werden kann. :

Zusammenfassung

Die Niitzlichkeit und Handhabung spektrometrischer Methoden mit ihren chemometrischen
Auswertealgorithmen zur schnellen Bestimmung von Inhaltsstoffen und Parametern konnte
fiir zwei Spektralbereiche an verschiedenen Friichten von Obst- und Gemiisekulturen gezeigt
werden. Die vorliegenden Erfahrungen bei der Erarbeitung von Kalibrierungen beziiglich der
bearbeiteten Kulturarten sind von Nutzen bei einer Anwendung auf weitere Kulturarten oder
konnen Ausgangspunkt von praxisnahen Anwendungen bei Ziichtungsarbeiten sein. Auch
sind die Moglichkeiten einer Kombination von Methoden mit unterschiedlichen Spektral-
bereichen an einer Kulturart sehr vielversprechend. So kann aus den bisherigen Ergebnissen
bei Mohre die Kombination von Farbmetrik (Homogenititsbestimmung), NIR-Spektrometrie
(Carotinoidbestimmung) und MIR-Spektrometrie (Zuckerbestimmung) als Schnellmethoden-
satz empfohlen werden. Die Moglichkeiten fiir eine praxisnahe Nutzung sind auch dadurch
gegeben, dass es fiir die besprochenen Spektralbereiche mobile Gerite auf dem Markt gibt.
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