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Anwendungsbereiche molekularbiologischer Analytik — Summary

SUMMARY

The analysis of biological parameters plays an important role in different areas.
Apart from classic analyses for pathogenic germs aspects of food safety are focusing
on the monitoring and control of the production processes (e.g. fermentation). In-
creasing economic pressure due to the globalisation of markets requires strict qual-
ity assurance and control — the early detection of a quality problem will minimizes
the costs through production failure.

The selected examples presented in this study gives an overview of analytical me-
thods for biological parameters already in use in different industrial sectors, and of
the potentials for molecular biological and biochemical analysis in future. The cited
examples are intended to give an idea of the wide range of possible applications
for these analyses.

Test methods such as polymerase chain reaction (PCR) or fluorescent in situ hy-
bridisation (FISH) are already used to identify pathogens in the beverage industry or
in some areas of sewage treatment plant technology. Questions of product authen-
ticity are becoming increasingly important with regard to traceability and the indica-
tion of origin for foodstuffs. Similar to the testing for genetically modified organisms,
molecular biological analyses (PCR) are becoming increasingly relevant for this
applications.

One of the potential applications for molecular biological analyses is the control of
the production process in industrial plants, such as biogas production or wastewater
treatment plants where materials are converted through the action of microorgan-
isms. Currently process control in these plants is mainly performed on the basis of
physical-chemical parameters or process-related experience. Microbiological ana-
lyses are used only to deal with specific aspects till now. Therefore experts see a
large potential for process optimization for this application. By giving a better un-
derstanding of the relationship between the conversion of materials and the micro-
organisms involved, molecular biological analysis provides an opportunity to pro-
duce a relevant description of the microbiological status of the production process.
These findings should be included to allow a better process control in future. Further
scientific research will, however, be necessary in order to better understand the
microbiological principles of such production processes.

Despite the application potentials and the analytical methods already in existence,
molecular biological test methods are still not widely used for aspects of quality as-
surance and control. This is partly due to the higher costs for these methods com-
pared to conventional analytical techniques, and partly due to a certain level of un-
certainty regarding the acceptance of such measuring techniques in the interna-
tional or legal context.

From a technical viewpoint, there are problems with sample preparation (quantita-
tive detection of pathogenic germs with DNA-based methods) which — to a certain
extent — lessen the advantages of the methods of molecular biological analysis. It
can be expected, however, that technical developments will bring considerable im-
provements in this sector in future. One can thus assume that although molecular
biological methods will become increasingly important in the next few years, they
will not fully replace the current classic cultivation techniques.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Analyse biologischer Parameter spielt in den verschiedensten Sachgebieten
eine wichtige Rolle. Im Bereich der Produktsicherheit sind es bei Nahrungsmitteln
neben den klassischen Analysen auf pathogene Keime auch Fragestellungen im
Zusammenhang mit der Kontrolle und der Steuerung des Produktionsprozesses
(z. B. Fermentation). Der zunehmende wirtschaftliche Druck durch die Internationa-
lisierung der Markte erfordert eine strikte Qualitatskontrolle — je friiher ein Qualitéts-
problem erkannt werden kann, desto geringer sind fur gewdéhnlich die Kosten durch
Produktionsausfalle.

Die vorliegende Studie gibt anhand ausgewanhiter Beispiele einen Uberblick, welche
Analysemethoden fiir biologische Parameter in industriellen Bereichen bereits an-
gewendet werden und welche Potenziale fiir molekularbiologische bzw. biochemi-
sche Analysen in Zukunft bestehen. Die angefuhrten Beispiele sollen auch einen
Eindruck Uber die breiten Einsatzmdglichkeiten derartiger Analysen geben.

So werden Testverfahren wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder die Fluo-
reszenz in Situ-Hybridisierung (FISH) in der Getrankeindustrie oder in einigen Be-
reichen der Klaranlagentechnik bereits zur ldentifizierung von Schadorganismen
eingesetzt. Zunehmend an Bedeutung gewinnen Fragen der Produktechtheit im
Zusammenhang mit der Ruckverfolgbarkeit und mit Ursprungsbezeichnungen von
Lebensmitteln. Auch hier spielen — wie bei der Uberpriifung der Kennzeichnung von
gentechnisch verédnderten Lebensmitteln — molekularbiologische Analysen (PCR)
verstarkt eine Rolle.

Ein potenzieller Anwendungsbereich fir molekularbiologische Analysen liegt in der
Prozesssteuerung von Industrieanlagen wie z. B. der Biogaserzeugung oder der
Abwasserreinigung, in denen die stoffliche Umsetzung durch Mikroorganismen er-
folgt. Zurzeit werden derartige Anlagen vorwiegend mittels physikalisch-chemischer
Parameter oder verfahrenstechnischer Erfahrungswerte gesteuert. Mikrobiologische
Analysen werden nur bei spezifischen Fragestellungen angewendet. Hier sehen
Fachleute noch grof3e Potenziale zur Prozessoptimierung. Aufbauend auf einem
besseren Verstandnis tber die Zusammenhéange zwischen stofflichen Umsetzungen
und den daran beteiligten Mikroorganismen bieten molekularbiologische Analysen
die Moglichkeit, eine entsprechende mikrobiologische Zustandsbeschreibung des
Produktionsprozesses zu erstellen und in die Prozessteuerung einflie3en zu lassen.
Hier sind aber noch weiterfiihrende wissenschatftliche Untersuchungen nétig, um die
mikrobiologischen Grundlagen dieser Produktionsprozesse besser zu verstehen.

Trotz der Anwendungspotenziale und der zum Teil bereits existierenden Analyse-
methoden werden molekularbiologische Testverfahren bei Aspekten der Qualitats-
sicherung noch wenig eingesetzt. Der Grund dafir liegt einerseits in den immer
noch hoéheren Kosten dieser Verfahren im Vergleich zu konventionellen Analyse-
techniken, andererseits an einer gewissen Unsicherheit beziiglich der Akzeptanz
dieser Messverfahren im internationalen oder rechtlichen Kontext.

Von technischer Seite gibt es Schwierigkeiten bei der Probenaufbereitung (quanti-
tativer Nachweis von pathogenen Keimen mittels DNA-basierter Methoden), die die
Vorteile molekularbiologischer Analysemethoden zum Teil relativieren. Es ist aber
zu erwarten, dass durch die technische Entwicklung in den néchsten Jahren eine
deutliche Verbesserung auf diesem Gebiet mdglich ist. Man kann zwar davon aus-
gehen, dass molekularbiologische Methoden in Zukunft zunehmend an Bedeutung
gewinnen, die bestehenden klassischen Kultivierungsverfahren aber nicht ganzlich
verdrangen werden.
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1 EINLEITUNG

1.1 Problemstellung

Bei der Entwicklung und Produktion moderner Lebensmittel werden hohe Anforde-
rungen an die Qualitdt und die Produktsicherheit gestellt. Der zunehmende Kon-
kurrenzdruck zwingt die Produzentinnen dazu, konstant zufriedenstellende Qualitat
zu liefern. Wurde es z. B. friiher von den Kundlnnen noch toleriert, dass Bier durch
das Vorhandensein milchséurebildender Bakterien manchmal einen s&uerlichen
Beigeschmack hatte, so wechseln sie heute bei einer derartigen Qualitdétsminderung
rasch auf ein anderes Produkt. Die Qualitatskontrollen der laufenden Produktions-
prozesse missen daher zuverlassig und rasch verfligbar sein um solche Qualitats-
einbufRen zu verhindern.

Neben der Lebensmittelproduktion spielen biologische Prozesse aber auch in an-
deren industriellen Bereichen (z. B. Klaranlagen, Biogasanlagen, Materialbestan-
digkeit) eine wichtige Rolle. Historisch bedingt werden bei derartigen Industriepro-
zessen vor allem physikalische-chemische Parameter zur Prozesskontrolle heran-
gezogen. Dort wo mikrobiologische Befunde nétig sind, werden auch heute noch
vielfach klassische, zeitaufwendige Analysemethoden eingesetzt. Da diese Pro-
duktions- bzw. Prozessverfahren oft auf biologischen Grundstoffen oder biologi-
schen Vorgangen (z. B. Fermentation) beruhen, kann die direkte Analyse der ent-
sprechenden biologischen Parameter nicht nur eine schnelle Verfiigbarkeit der
Messergebnisse gewahrleisten, sondern auch fur eine unmittelbare Beschreibung
der biologischen Prozesse der Anlage herangezogen werden. Damit kdnnten neue
Wege der Prozesssteuerung solcher Industrieanlagen entwickelt werden.

Biochemische und molekularbiologische Methoden haben in den letzten Jahren
immer mehr Anwendung bei analytischen Fragestellungen wie z. B. GVO-Analytik
oder Mikrobiologie gefunden (HOLST-JENSEN et al. 2003, MozoLA 2006). Diese Me-
thoden sind in vielen Fallen sensitiver und spezifischer als klassische chemische
oder mikrobiologische Verfahren. Ein weiterer entscheidender Vorteil ist auch eine
deutliche Verklirzung der Analysedauer. Wahrend klassische Verfahren oft Tage
dauern, kann mit Hilfe molekularbiologischen Techniken ein Ergebnis schon nach
wenigen Stunden erhalten werden. Das wiederum erlaubt ein schnelles Reagieren
wahrend des laufenden Produktionsprozesses und verhindert Produktionsausfalle und
Stillstdnde im Produktionsprozess. Die Erkenntnisse der modernen Biowissenschaf-
ten sowie die Entwicklungen auf dem Biotechnologie-Sektor bieten hier vollkommen
neue Mdoglichkeiten, diese Anforderungen an die Analysemethodik umzusetzen.

Ziel dieser Vorstudie ist es, die Anwendbarkeit solcher innovativer molekularbiolo-
gischer Methoden im Bereich Produktsicherheit sowie fir umweltrelevante Industrie-
sektoren zu untersuchen und die Relevanz fir eine entsprechende wirtschaftliche
Anwendung abzuschatzen. Eine Erfassung aller mdglichen Anwendungsbereiche
wirde den Rahmen dieser Vorstudie sprengen, die Auswahl der naher bearbeite-
ten Anwendungsbereiche erfolgte daher nach Einschatzung der wirtschaftlichen
Bedeutung und der Relevanz fiir eine breitere Anwendung. Unberticksichtigt blieben
klinische Anwendungen sowie Methoden zur Qualitatssicherung bei medizinischen
Materialien oder im pharmazeutischen Sektor, da in diesem Bereich molekularbio-
logische Nachweisverfahren bereits Standard sind oder einschlagige gesetzliche
Bestimmungen existieren.
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... und Vorteile
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Studie
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1.2 Methode

Die vorliegende Studie basiert im Wesentlichen auf einer umfangreichen Literatur-
recherche sowie der Auswertung wissenschaftlicher Publikationen. Parallel erfolgte
eine Befragung (Interviews) von Fachleuten aus verschiedenen Industriebereichen.
Dies diente v. a. dazu, die branchenspezifischen Anforderungen an die Analytik bio-
gener Parameter zu erfassen und mdgliche Innovationspotenziale zu identifizieren.
Fur spezifische wissenschaftliche Fragestellungen bzw. konkrete Anwendungen
bereits existierender Analyseverfahren wurden wissenschaftliche Fachleute bzw.
Unternehmen kontaktiert.

In den nachstehenden Kapiteln wird zu den jeweiligen Themen eine kurze Darstel-
lung der Problematik gegeben und die zurzeit gangigen Analyseverfahren werden
kurz umrissen. AnschlieBend wird versucht das Potenzial und die Relevanz neuer
Methoden zu skizzieren und — wo mdglich — eine Einschétzung der Umsetzbarkeit
Zu geben.

Im Zuge der Recherchen zu dieser Studie wurden folgende Expertinnen und Ex-
perten interviewt:

® Ing. Christian Matzke  Ensorgungsbetriebe Simmering GmbH — Hauptklaranlage Wien
® DI Annemarie Novak  MA 48 (Biogas Wien)

Veterinarmedizinische Universitat Wien, Christin-Doppler Labor
fur molekularbiologische Lebensmittelanalytik

Dr. Martin Wagner

DI Roland Kirchmayr  Institut fir Umweltbiotechnologie/Universitéat fur Bodenkultur

DI Melanie Auer

AGRANA Bioethanol GmbH

Markus Jankowich

Biodiesel Vienna GmbH

DI Andreas Rosa

Ottakringer Brauerei AG

Dr. Richard Sold

Vermicon AG

Dr. Clemens Forster

Brau Union Linz

Dr. Norbert Leclere

Becton& Dickinson Inc.

DI Linda Toccafondi

Mautner Markhof Feinkost GmbH

Dr. Josef Strauss

ARC Seibersdorf

DI Georg Kammerer

NOM AG

DI Michael Wirth

Eurofin-ofi Lebensmittelanalytik GmbH

Dr. Mathias Kuhn

Congen GmbH

Expertinnen® der

oMV

Dr. Holger Daims

Department fiir Mikrobielle Okologie, Universitat Wien

' Entsprechend dem Wunsch der Fa. OMV werden die Expertinnen nicht namentlich genannt
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1.3 Grundlagen molekularbiologischer Analyseverfahren

Analysemethoden wie sie in der modernen Biotechnologie entwickelt und ange-
wendet werden, haben in den letzten Jahren zunehmend den Weg aus den For-
schungslabors in die Routineanalytik gefunden. Die Erkenntnisse der Molekularbio-
logie und die Potenziale der daraus entwickelten Analysetechniken erlauben Ana-
lysen, die bis vor einigen Jahren noch unmdéglich waren (z. B. DNA Fingerprint-
Technik in der Forensik, Genanalysen in der medizinischen Diagnostik). Diese
Analysetechniken kénnen aber auch auf die meisten anderen Materialien biologi-
schen Ursprungs angewendet werden und finden daher zunehmend Verbreitung in
einer Vielzahl von Anwendungsbereichen.

Speziell bei der Analytik von Mikroorganismen bieten molekularbiologische Techni-
ken entscheidende Vorteile. Traditionell erfolgt der Nachweis von Mikroorganismen
mittels Kultivierung. Da viele Mikroorganismen nicht kultivierbar oder sehr empfind-
lich sind (z. B. die Bakterien Campylobacter, Mycobacterium), werden sie durch die
Ubliche mikrobielle Analytik nicht oder nur sehr liickenhaft erfasst (MORGAN et al.
1987). Insbesondere bei Analyse von komplexeren, mikrobiologischen Gemein-
schaften (Biozdnosen) liefern kultivierungsabhéngige Verfahren nur einen sehr ver-
féalschten Einblick in die Zusammensetzung und Dynamik der mikrobiellen Biozo-
nosen (WAGNER et al. 1993).

Molekularbiologische Techniken sind nicht auf die Vermehrungsfahigkeit der Mikro-
organismen im Labor angewiesen und kénnen daher diese Organismengruppen
unmittelbar nachweisen.

Zum besseren Verstandnis der in den folgenden Kapiteln behandelten Anwen-
dungsbereiche sollen nachstehend die grundlegenden Prinzipien der verschiedenen
Analysemethoden dargestellt werden.

1.3.1 Polymerase Ketten Reaktion — PCR

Die Polymerase Ketten Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) stellt eine der
wichtigsten auf DNA basierenden Verfahren in der Molekularbiologie dar (MuLLIS
1997, SalkI et al. 1988). Bei der PCR wird mit Hilfe von spezifischen Gensonden
(Primer) ein genau definierter Bereich der DNA vermehrt und so nachgewiesen.
Diese Gensonden sind so konstruiert, dass sie sich nur an einen ganz bestimmten
Bereich der Ziel-DNA (z. B. Salmonellen-spezifisches Gen) anlagern kénnen, wo-
durch diese Methode eine sehr hohe Spezifitat besitzt. Wenn diese Anlagerung der
Gensonden erfolgt ist, kann mit Hilfe eines speziellen Enzyms eine Kopie der be-
treffenden Zielsequenz hergestellt werden — es kommt zu einer Verdoppelung des
gesuchten DNA-Abschnitts. Dieser ,Kopiervorgang“ wird dann 30- bis 40-mal wie-
derholt, wobei es zu einer milliardenfachen Vermehrung der gesuchten Ziel-DNA
kommt, so dass selbst geringste Ausgangsmengen (z. B. 2-3 DNA-Molekile)
nachgewiesen werden koénnen (siehe Abbildung 1). Die PCR stellt somit eine der
sensitivsten Nachweisverfahren tberhaupt dar.

Das Endresultat einer PCR-Reaktion ist nach ca. zwei Stunden verfiigbar (ohne
Probenvorbereitung). Die Anwendung von so genannter ,Real Time PCR* bei der
die Vermehrung der Ziel-DNA an ein Fluoreszenzsignal gekoppelt ist, er6ffnet auch
die Mdoglichkeit zur quantitativen Bestimmung. Bei entsprechender Optimierung
des Reaktionsgemisches ist auch der Nachweis mehrerer Zielsequenzen in einer
Nachweisreaktion méglich (Multiplex-Reaktion).

Analytik von
Mikroorganismen

Funktionsweise
der PCR

Anwendungs-
bereiche von PCR
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Abbildung 1: Funktionsweise der PCR:
1. In einem ersten Schritt werden die beiden Strange der DNA-Helix getrennt.
2. Danach kénnen sich die spezifischen DNA Sonden (rot) anlagern.
3. Das Enzym Tag-Polymerase ergénzt das fehlende Stiick DNA. Die erste
Kopie der Ziel-DNA ist fertig.
4. Der Vorgang beginnt von neuem. (Quelle: Umweltbundesamt)

Der apparative Aufwand ist verhaltnismaRig hoch. Moderne Real Time PCR-
Maschinen (siehe Abbildung 2) kosten zwischen 25.000 und 30.000 €.

Abbildung 2: Real Time PCR-Gerét (© mit freundlicher Erlaubnis der Fa. Applied Biosystems
Inc.).

Neben der Sensitivitat und der raschen Verfligbarkeit der Resultate bietet die PCR
aber noch weitere Vorteile. Einer davon ist die Flexibilitdét der Nachweisverfahren.
Die Umstellung auf einen neuen oder zusatzlichen Nachweis kann fiir gewdhnlich
vom Laborpersonal selbst durchgefiihrt werden. Weiters kénnen alle Arbeitsschritte
von der Probenaufbereitung bis zum Ansetzen der Reaktionsgemische automati-
siert werden. Dies erlaubt die gleichzeitige Analyse vieler Proben und somit die
Reduktion der Analysekosten. Eine weitere Kosteneinsparung kann durch die Ver-
wendung von Multiplex-Reaktionen erzielt werden. Voraussetzung fur eine derarti-
ge Automatisierung ist aber ein hoher Probendurchsatz, wie er entweder in grof3en
Betrieben oder im Labor eines Analysedienstleisters gegeben ist.
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1.3.2 DNA-Chip

Der DNA-Chip wurde urspriinglich entwickelt, um genetische Analysen der gesamten
Erbinformation eines Organismus zu erhalten (SCHENA et al. 1995, LASHKARI et al.
1997). Mit Hilfe eines DNA-Chips (oft auch als DNA Array bezeichnet) lassen sich
viele verschiedene Gene (zurzeit bis zu 80.000) gleichzeitig detektieren. Die Gen-
abschnitte, die untersucht werden sollen, werden zuerst synthetisch hergestellt und
dann in Form winziger Punkte auf einem Tragermaterial gebunden (gespottet). Auf
einer Flache von 1 cm? kénnen so mehrere Tausend Punkte platziert werden, wobei
jeder Punkt einen spezifischen Genabschnitt darstellt, dessen Position auf dem
Trager genau bestimmt ist. Fur die Analyse wird die DNA aus der zu untersuchen-
den Probe isoliert, mit einer Markierung (z. B. Fluoreszenzfarbstoff) versehen und
auf den DNA-Chip aufgetragen. Sind entsprechende DNA-Stiicke in der Probe vor-
handen, lagern sich diese an die komplementéaren Vorlagen auf dem DNA-Chip an
(siehe Abbildung 3). Durch die angehéngte Markierung kdnnen jene Genabschnitte
identifiziert werden, bei denen es zu einer solchen Anlagerung gekommen ist.

Ue

@ DNA Isolierung

- |11l =

@ DNA Markierung
1111 + OO0O0O

T _—=

| | | gesuchte Genabschnitte

Abbildung 3: Analyseprinzip eines DNA-Chips: Auf dem DNA-Chip befinden sich die
gesuchten DNA-Abschnitte an bestimmten Positionen.
1. In einem ersten Schritt wird die DNA aus der Probe extrahiert.
2. Anschlieend wird die DNA mit dem Detektionssystem markiert.
3. Die Proben-DNA wird auf den DNA-Chip aufgetragen, wobei sich idente

DNA-Stiucke aneinander anlagern.

4. Durch die Position auf dem Chip kann der in der Probe vorhandene DNA-
Abschnitt identifiziert werden (Quelle: Umweltbundesamt).

Welche Art von Ziel-DNA auf das Tragermaterial gespottet wird, hangt von der Art
der Anwendung ab. So wurden z. B. bei den im Kapitel 3.2.2 erwéhnten ,Milch-Chip*
Gensequenzen der wichtigsten pathogenen Bakterien, der ublicherweise verwen-
deten Fermentationsbakterien und von relevanten Viren verwendet, um mit einer
einzigen Analyse alle erforderlichen Informationen Uber das Produkt bzw. den
Fermentationsprozess zu erhalten.

Funktionsweise des
DNA-Chips

Anwendungs-
bereiche des DNA-
Chips
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Diese Technik kann Uberall dort zum Einsatz kommen, wo viele verschiedene Pa-
rameter in einer Probe bestimmt werden missen. Die Analyse ist aber aufwendig
und erfordert eine sehr hohe Qualifizierung des Laborpersonals, so dass DNA-
Chips bis jetzt nur fur die Anwendung in Speziallabors geeignet sind. Die Kosten fiir
eine Analyse sind entsprechend hoch. Die Anschaffungskosten fiir das Auswerte-
gerat liegen bei ca. 15.000-30.000 €.

1.3.3 Fluoreszenz in Situ Hybridisierung — FISH

Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH) bezeichnet ein Verfahren, bei dem
nukleinsaurehaltige Strukturen in Inneren von Zellen mit Hilfe von spezifischen
Gensonden unter dem Mikroskop sichtbar gemacht werden kdnnen (AMANN et al.
1998, WAGNER et al. 1993, 2003). In Gegensatz zu klassischen Farbemethoden
kann aber die Spezifitdt der Gensonden an die jeweilige Fragestellung angepasst
werden (siehe Abbildung 4). Damit ist es mdglich z. B. entweder eine grobe Klassi-
fizierung der vorhandenen Mikroorganismen durchzufihren oder aber quantitative
Aussagen Uber das Vorhandensein spezieller Bakterienarten zu erhalten. Mit die-
ser Methode kénnen auch Mikroorganismen sichtbar gemacht werden, die nicht
kultivierbar sind und daher mit klassischen mikrobiologischen Verfahren nicht erfasst
werden kdnnen.

Bei der FISH-Analyse wird das Zellmaterial auf einem Objekttrager fixiert und an-
schlieend wird die Zellwand chemisch fur die Gensonden durchléssig gemacht.
Die Gensonden sind wie bei der PCR spezifisch fiir die gesuchte Zielsequenz. Die
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Gensonden lagern sich in den Zellen an
die Zielstruktur an und kénnen nun in einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar ge-
macht werden (siehe Abbildung 4).

2 3

Abbildung 4: Funktionsweise von FISH: Bild 1: Phasenkontrastaufnahme einer Bierprobe. Bild 2: Alle rot leuchtenden
Bakterien sind bierschadliche Milchsaurebakterien. Bild 3: Alle griin leuchtenden Bakterien gehéren zur Art
Lactobacillus brevis (© mit freundlicher Genehmigung der Fa. Vermicon GmbH).
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Vorteile von FISH

Der apparative Aufwand ist verhaltnismaRig gering. Fur die Analyse wird im We-
sentlichen ein Fluoreszenzmikroskop bendétigt, das je nach technischer Anforde-
rung (Detektion eines oder mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe) 5.000-8.000 € kostet.

Der Vorteil dieser Methode liegt in der sehr einfachen Durchfihrung der Analyse
und bendétigt daher keine spezielle Qualifikation des Personals. Die Ergebnisse sind
in wenigen Stunden (2-3 Stunden) verfligbar und eine quantitative Abschatzung
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der nachgewiesenen Organismen ist durch Auszéhlen der Fluoreszenzsignale
moglich. Dieses Verfahren ist aber nur bei lebenden Zellen anwendbar. Sind die
nachzuweisenden Mikroorganismen nur in geringer Zahl in der Probe vorhanden
muss eine Anreicherungskultur durchgefiihrt werden.

FISH eignet sich vor allem fiur jene Applikationen, bei denen ein begrenztes Spek-
trum an bekannten Mikroorganismen nachgewiesen werden soll und bei denen
keine grof3en Probenzahlen bearbeitet werden mussen.

1.3.4  Durchflusszytrometrie

Die Durchflusszytometrie stammt urspriinglich aus der medizinischen Diagnostik
und hat in den letzten Jahren auch bei industriellen Anwendungen an Bedeutung
gewonnen (ORMEROD 2000). Dieses Verfahren ermdglicht das Zéhlen und die Ana-
lyse von physikalischen und zum Teil molekularen Eigenschaften von Partikeln
(wie z. B. Zellen) in einem Flussigkeitsstrom. Die Partikel werden in einem diinnen
Flissigkeitsstrom an einem optischen System, das aus einer Lichtquelle und meh-
reren optischen Sensoren besteht, vorbeigefiihrt. Durch die Messung des abge-
lenkten Streulichts kénnen Rickschlisse auf die Gro3e und Granularitéat der Zelle
gezogen werden. Eine differenzierte Analyse, um welche Organismen es sich han-
delt, ist aber nur sehr eingeschrankt moglich. Das Verfahren eignet sich eher zur
Feststellung einer Gesamtkeimzahl und den daraus abzuleitenden Parametern. Ei-
ne interessante Weiterentwicklung dieses Systems stellt die Koppelung dieses Ver-
fahrens mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Nachweissystemen (Gensonden
oder Antikérper) dar. Ahnlich wie bei der FISH-Analyse kann dadurch eine Identifi-
zierung spezifischer Organismengruppen erfolgen. In einem Durchflusszytometer
lassen sich bis zu 1.000 Zellen pro Sekunde sicher bestimmen — in Verbindung mit
einem spezifischen Fluoreszenzsignal ist daher auch die Quantifizierung bestimm-
ter Keime mdglich.

Jedoch ist die Probenmenge die untersucht werden kann beschrankt, da selbst
leistungsstarke Zytometer nur eine Durchflussrate von 120 pl/min haben und die
Messung von z. B. 1 ml Probe bis zu 10 Minuten dauern kann. Bei noch gréReren
Volumina ist eine Messung in einem akzeptablen Zeitraum eigentlich nicht mehr
mdglich.

Die Vorteile der Durchflusszytometrie liegen in der einfachen Handhabung und der
raschen Verfiigbarkeit der Ergebnisse (sofern kleine Volumina zur Analyse ausrei-
chen), vor allem wenn nur die Gesamtkeimzahl bestimmt werden soll. Eine Messung
dauert dann nur wenige Minuten. Fir eine differenzierte Analyse mittels fluoreszenz-
markierter Sonden ist aber wiederum eine Probenvorbereitung von ca. 3 Stunden
und mehreren Arbeitsschritten notig.

Die Anschaffungskosten fir ein Durchflusszytometer liegen je nach technischer
Ausstattung (nur Partikelmessung oder Kombination mit Fluoreszenzdetektion) bei
40.000-70.000 €. Das Problem der langen Messdauer bei einigen Anwendungen
kann zum Teil durch Automatisierung kompensiert werden.

Funktionsweise
und Anwendungs-
bereiche

Nachteil der
Durchfluss-
zytometrie

Vorteile der
Durchfluss-
zytometrie
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1.3.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Das Verfahren des Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) stellt zwar kein
molekularbiologisches Nachweisverfahren in eigentlichen Sinn dar, hat aber im Be-
reich der modernen Schnellanalytik eine wichtige Bedeutung und sollte daher hier
nicht unbertcksichtigt bleiben.

Funktionsweise Mit Hilfe des ELISA-Verfahrens kdnnen Proteine, Bakterien und Viren, aber auch
und Anwendungs- niedermolekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe
bereiche nachgewiesen werden (ENGVALL & PERLMAN 1971, DEVERGNE et al. 1981): Hierbei
macht man sich die Eigenschaft von Antikérpern zu Nutze, spezifisch an den nach-
zuweisenden Stoff (Antigen) zu binden. Diese Antikdrper werden zuvor mit einem
Enzym markiert. Die durch das Enzym katalysierte Reaktion dient als Nachweis fir
das Vorhandensein des Antigens. Das durch das Enzym gebildete Reaktionspro-
dukt kann Ublicherweise durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemolumines-
zenz nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5). Die Signalstérke ist abhangig von
der Antigenkonzentration, so dass ELISA-Tests auch fur (semi)quantitative Nach-
weise verwendet werden kénnen. Die Ergebnisse des Tests sind nach ca. 1-3
Stunden verfugbar. Neben der klinischen Diagnostik kommen ELISA-Tests im Le-
bensmittelbereich vor allem in der Allergen-Analytik zum Einsatz.
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Abbildung 5: Schema eines so genannten ,Sandwich“ELISA. Schritt 1: Das zu detektierende Antigen bindet an den
Antikdrper. Schritt 2: Zur Erhéhung der Spezifitét wird ein 2. Antikdrper verwendet. Schritt 3: Ein mit dem
Detektionssystem verbundener Antikdrper bindet an den bestehenden Antigen-Antikdrper-Komplex und
vermittelt die Nachweisreaktion (Quelle: Umweltbundesamt).

Vorteile und ELISA-Tests sind sehr leicht zu handhaben und kénnen ohne besondere Qualifika-
Nachteile von ELISA  tion des Personals durchgefiihrt werden. Die Anschaffungskosten fir ein Auslese-
gerat (Microplate-Reader) zur (semi)quantitativen Bestimmung liegen bei ca.
2.000-4.000 €. Wie bei der PCR kann auch das ELISA-Verfahren automatisiert
und dadurch die Kosten gesenkt werden. Zu bertcksichtigen ist aber, dass ELISA-
Tests keine Flexibilitat bei den Parametern zulassen und fur jeden Analyten ein ei-

gener Test durchgefuihrt werden muss.
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Eine andere Form des immunologischen Tests sind so genannte ,Lateral Flow
Assays* oder ,Dip Sticks®, bei denen die Antikdrperreaktion auf einem streifenférmi-
gen Tragermaterial ablauft (z. B. Schwangerschaftstest). Das Ergebnis liegt fir
gewohnlich innerhalb von wenigen Minuten vor, jedoch haben diese Tests eine
deutlich niedrigere Sensitivitdt als z.B. das klassische ELISA-Verfahren
(BOHAYCHUK et al. 2005).

1.3.6  Problem Probenaufbereitung

Bei DNA-basierten Methoden wird von allen Fachleuten einhellig die Probenvorbe-
reitung bzw. -aufbereitung als eine der kritischsten Schritte gesehen. Hier besteht
noch deutlicher Innovationsbedarf. Viele Fragestellungen hinsichtlich der mikrobiellen
Analytik sind zurzeit durch das Fehlen quantitativer Aufschlussverfahren limitiert.
Beispielweise muss fir den PCR-Nachweis bei einer geringen Anzahl von patho-
genen Keimen eine Anreicherungskultur (Dauer 1-2 Tage) durchgefiihrt werden,
wodurch sich die Zeitersparnis bei der PCR-Analyse relativiert. Weiters ist bei einer
Anreicherungskultur kein unmittelbarer Zusammenhang zur urspringlichen
Keimzahl gegeben und damit eine quantitative Bestimmung schwierig.

Zurzeit wird der PCR-Technik das grof3te Potenzial fur den Einsatz in der modernen
Analytik von biologischen Materialien zugeordnet. Durch zu erwartende technische
Fortschritte durfte diese Technik im Bereich der molekularbiologischen Analysen in
den néchsten 10-15 Jahren dominieren.

Neben der Entwicklung neuer DNA Isolationsmethoden, bei denen das grof3te Inno-
vationspotential gesehen wird, ist auch der kontinuierliche Fortschritt in der Automa-
tisierung und Miniaturisierung des Analysenablaufs und der Geratetechnik ein Um-
stand, der DNA-basierte Analysenmethoden zunehmend fur die Routineanalytik in-
teressant macht. Durch die Verringerung des Reaktionsvolumens und neuartiger
Thermoelement in den PCR-Maschinen kann die Analysendauer bereits jetzt von
ca. 2 Stunden auf 35 min reduziert werden (Fast-PCR). Die technische Entwicklung
bei der Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe 1&sst weiters eine verbesserte Sensiti-
vitdt der Nachweissysteme und damit effizientere Analysen erwarten.
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2 EINSATZ VOM MOLEKULARBIOLOGISCHEN
METHODEN IN DER PROZESSKONTROLLE VON
INDUSTRIEANLAGEN

2.1 Problemstellung Industrieprozesse

Im Bereich der Prozesskontrolle konzentrieren sich die Fragestellungen im Zu-
sammenhang mit molekularbiologischen Analysetechniken hauptsachlich auf den
Bereich der Mikrobiologie. Mikroorganismen spielen hier entweder als problemver-
ursachende Faktoren eine Rolle oder aber der industrielle Prozess an sich ist wie
z. B. bei der Biogaserzeugung durch die Wirkung von Mikroorganismen bedingt. Im
Bereich der mikrobiell verursachten Probleme steht zumeist die Identifizierung des
Schadorganismus zum Zweck einer gezielten und effizienten Bekdmpfung im Vor-
dergrund. Neben der Absicht, durch eine derart gezielte Beseitigung des Problems
die Kosten fur einen Produktionsstillstand zu minimieren, spielen aber auch zu-
nehmend gesetzliche Rahmenbedingungen, die z. B. den Einsatz von Bioziden re-
geln eine Rolle bei der Auswahl der ergriffenen MalRnahmen (z. B. VO (EG) Nr.
1451/2007). Moderne Analysemethoden bieten hier die Moglichkeit, den betreffen-
den Schadorganismus rasch zu identifizieren und entsprechende Malinahmen zu
ergreifen (z. B. mikrobiell induzierte Korrosion) oder aber eine Evaluierung durch-
gefiihrter MalRnahmen durch die Verdnderungen im Organismenspektrum (z. B.
Verdrangung Sulfat-reduzierender Bakterien durch Nitrat-reduzierende Bakterien
mittels gezielter Nitrat-Applikation) durchzufihren.

Bei jenen Industrieprozessen, in denen Mikroorganismen gezielt zur Produktion
eingesetzt werden, besteht die Mdglichkeit, durch differenzierte mikrobielle Analy-
sen die Steuerung der Prozesskontrolle zu verbessern. Das Ziel einer solchen
Analytik ist einerseits die Produktivitat zu erhdhen (z. B. bei der Produktion von Bi-
ogas) oder andererseits eine Stabilisierung des Prozesses (z. B. in Klaranlagen) zu
gewabhrleisten. Fur eine derartige Prozesskontrolle auf Basis mikrobieller Analysen
ist eine genaue Kenntnis der Zusammenhéange zwischen Rohstoffen, Stoffumset-
zung und der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft erforderlich. Diese
Zusammenhénge sind bis dato erst in geringem Ausmafd bekannt. Zurzeit werden
derartige Industrieanlagen vor allem durch verfahrenstechnische Erfahrungen auf
Basis physikalisch-chemischer Parameter betrieben. Aktuelle Forschungsanséatze
konzentrieren sich aber zunehmend auf neue Anséatze in der Prozesskontrolle, bei
denen eine differenzierte mikrobielle Zustandsbeschreibung der Anlage als einer
der Steuerparameter dienen kann.

2.2 Spezifische Bedarfserhebung — Industrieprozesse

2.2.1 Kléaranlagen

Grundlagen

Der Hauptteil der Abbauprozesse einer Klaranlage wird von Mikroorganismen voll-
zogen. In den so genannten Belebtschlammbecken werden die geldsten und dis-
pergierten organischen Schmutzstoffe des Abwassers durch eine komplexe Ge-
meinschaft von Mikroorganismen (Biozdnose) abgebaut und so aus dem Wasser
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entfernt. Diese mikrobielle Gemeinschaft stellt ein dynamisches System dar, das
auf jede Veranderung der Zusammensetzung der Abwéasser reagiert und sich
rasch in ihrer Zusammensetzung andern kann. Eine solche Veranderung kann
auch zum Wachstum unerwiinschter Mikroorganismen fiihren. In der Fachliteratur
wird vor allem die Bildung von so genanntem Bléh- bzw. Schwimmschlamm durch
filamentdse Bakterien als eines der haufigsten Probleme in derartigen Anlagen ge-
nannt (KUNST et al. 2000).

Wissenschaftliche Untersuchungen haben in den letzten Jahren gezeigt, dass der
Grol3teil des Stoffumsatzes durch Mikroorganismen erfolgt, die bisher noch unbe-
kannt waren (WAGNER et al. 1993, KAMPFER et al 1996, AMANN et al. 1998). Es
muss daher davon ausgegangen werden, dass die bisher als charakteristisch an-
gesehenen Leitorganismen (z. B. Nitrobacter) nur eine untergeordnete Rolle beim
gesamten Stoffumsatz einer solchen Anlage einnehmen. Diese Erkenntnisse bieten
ein neues Verstandnis fur Vorgénge und erdffnen neue Moglichkeiten zur besseren
Steuerung solcher Anlagen.

Fachexpertise

In der Praxis erfolgt die Prozessteuerung in modernen Klaranlagen tber das konti-
nuierliche Monitoring der physikalisch-chemischen Parameter BSB5 (Biologischer
Sauerstoffbedarf) und TOC (Gesamter organischer Kohlenstoff, total organic carbon)
sowie den NHs-, NOs-, PO, und NO,-Gehalt des Wassers. Eine permanente
Uberwachung der eingehenden Abwésser und des Klarvorgangs mittels Messsonden
erlaubt nach Meinung der Fachleute eine ausreichende Beschreibung des Prozess-
zustands der Anlage. Da die gesetzlichen Grenzwerte (gemafR3 91/271/EWG bzw.
98/15/EG) fur das Klarwasser primar durch die erwahnten physikalisch-chemi-
schen Parameter definiert sind, liegt auch der Fokus auf der entsprechenden Ana-
Iytik. Zusatzlich wird ein erganzendes Monitoring des mikrobiellen Zustands der
einzelnen Klarstufen durchgefihrt. Eine mikrobielle Zustandsbeschreibung des
Klarguts mittels mikroskopischer Untersuchen und allfalliger Unterscheidung von
Gram+/Gram— Bakterien erfolgt taglich, dient aber vor allem der Zusatzinformation
und der Absicherung der Zustandsbeschreibung aufgrund der physikalisch-che-
mischen Parameter. So ist z. B. erfahrungsgemafl bei hohem Schwefel-Eintrag
oder dem Absinken des Sauerstoffgehalts mit verstérkter Bildung von Blah-
schlamm durch filamentdse Bakterien zu rechnen. Bei Zufuhr kritischer Abwasser
wird zwar auch auf die Entwicklung derartiger Bakterien geachtet, Gegenmaf3nah-
men werden aber erst bei Uberschreiten eines kritischen Wertes — des so genannten
Schlammindex (Schlammvolumen/Trockensubstanz) — eingeleitet. Als Gegenmal3-
nahmen kommt vor allem das mechanische Entfernen des Blahschlamms zur An-
wendung.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Neben diesen etablierten Parametern werden aber zunehmend auch spezifische
mikrobiologische Parameter fir die Prozesskontrolle beriicksichtigt. Speziell Pro-
bleme mit filamentdsen Bakterien werden vermehrt mittels FISH-Analyse naher
charakterisiert, um eine spezifischere Bekampfung des Problems zu erzielen.

chemisch-
physikalische
Prozesssteuerung

FISH-Analyse fiir
filamentose
Bakterien
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Entsprechende Systeme sind auf dem Markt und werden kommerziell angewendet
(z. B. Vermicon GmbHZ). Der apparative Aufwand ist, wie bereits in Kapitel 1.3.3
erlautert, verhaltnismafig gering. Beschranken sich die MalBhahmen, die bei auf-
tretenden Problemen ergriffen werden auf konventionelle Methoden (z. B. mecha-
nische Beseitigung des Blahschlamms), kann die bestehende Analytik als ausrei-
chend angesehen werden.

Wahrend aber die in Frage kommenden Schadorganismen z. B. bei der Bierpro-
duktion begrenzt und sehr genau bekannt sind, stellt die Biozdnose einer Klaranlage
ein sehr komplexes biologisches System dar. Sollte die Analyse Uber die Erfassung
allgemein bekannter Mikroorganismen hinausgehen und Informationen zur gezielten
Prozesssteuerung mittels biologischer Parameter liefern, stellt dies entsprechend
hohe Anforderungen an die Analytik.

Voraussetzung fir den Einsatz einer derartigen Prozesssteuerung ist aber ein bes-
seres Verstandnis der stofflichen Umsetzungen und der komplexen biologischen
Zusammenhange und Biozénosen in einer solchen Anlage. Grundlegende Arbeiten
zu dieser Fragestellung wurden unter anderem von Prof. Michael Wagner von der
Universitdt Wien durchgefuhrt (WAGNER et al. 1993, 2003, AMANN et al. 1998).
Nach Einschatzung von Experten sollte es in Zukunft méglich sein, durch die Ver-
fugbarkeit von biologischen Daten, wie sie die nachstehend beschriebenen Metho-
den liefern, eine gezieltere Zustandsbeschreibung der Anlage zu erhalten.

PCR stellt in diesem Zusammenhang eine sehr gute Mdglichkeit dar, verschie-
denste Parameter (in diesem Fall verschiedenste Mikroorganismen) parallel zu
identifizieren und deren Anteil zu bestimmen. Durch die hohe Dichte an Mikroorga-
nismen in einem Belebtschlammbecken bzw. Tropfkdrper sind keinerlei zeitauf-
wendige Anreicherungskulturen wie bei diversen Anwendungen in der Getrankein-
dustrie (z. B. Bierherstellung) notwendig. Analyseergebnisse kdnnten in wenigen
Stunden verfligbar sein. Bei Verwendung eines multiplex Real Time PCR-Ansatzes
kann die gesamte Analyse innerhalb von ca. 3 Stunden abgeschlossen sein.

Aufgrund der Komplexizitat der Biozénosen, wie sie in Klaranlagen vorhanden sind,
stellt die Chip-Technologie, mit der eine Vielzahl von Parametern parallel analysiert
werden kann, einen geeigneten Ansatz fur eine mikrobiell basierte Prozesskontrolle
dar. Hier ist aber noch weiterer Forschungsaufwand notwendig, um die Zusammen-
hénge zwischen Stoffumsétzen und Organismengruppen besser zu definieren.

2.2.2  Mikrobiell induzierte Korrosion (MIC)

Grundlagen

Mikrobiell induzierte Korrosion (microbial induced/influenced corrosion — MIC) ist
ein weit verbreitetes Phdnomen (LUDENSKY 2003 JAVAHERDASHTI 2008). Unter MIC
versteht man die Korrosion von Metallteilen, die mit wassrigen Lésungen in Kontakt
stehen und die durch die metabolischen Prozesse von Mikroorganismen verur-
sacht wird (VIDELA & HERRERA 2005). MIC tritt bei einer Vielzahl von Anwendungen
auf, da Mikroorganismen auch unter extremen Umweltbedingungen existieren und
wachsen kénnen. So verursacht MIC z. B. Schaden in Anlagen zur Erd6l-/Erdgas-
foérderung (siehe Abbildung 6) (ZHu et al 2003), in Rohrsystemen mit industriellem
Nutzwasser (COETSER & CLOETE 2005) oder bei Aluminiumlegierungen von Flug-
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zeugtanks (JAVAHERDASHTI 2008). Die Schaden die MIC an amerikanischen Pipe-
lines verursacht, werden von der National Association of Corrosion Engineers
(NACE 2006) auf bis zu 13 Milliarden US$ geschatzt.

Abbildung 6: Mikrobiell induzierte Korrosion an einem Pipeline-Rohr (© mit freundlicher
Erlaubnis des Petroleum Recovery Research Cente, New Mexico).

Wesentlich fur die Wirkung von MIC ist die Bildung so genannter Biofilme, die eine
dinne Schicht aus schleimigen Exopolysacchariden (EPS) darstellen und in die die
Mikroorganismen eingebettet sind (WINGENDER et al. 1999). Diese EPS-Schicht
schiitzt die Mikroorganismen einerseits gegen die Wirkung von Bioziden (GROPE et
al. 1995) andererseits kénnen sich korrosive Stoffwechselprodukte lokal konzent-
rieren und so substanzielle Schaden verursachen. Ein Phdnomen das die Feststel-
lung von MIC erschwert, ist die oft lokale Bildung von Biofilmen. Dadurch kénnen
sich Korrosions-,Hot Spots* bilden, die sich der routinemafigen Kontrolle entzie-
hen. Ein weiteres Problem, das sehr oft zusammen mit MIC auftritt, ist das so ge-
nannte ,Biofouling®, worunter das Wachstum von Bakterien und Pilzen zu verste-
hen ist, die zu Verstopfungen von Anlagenteilen (Warmetauscher, Ventile, Filter)
fihren kénnen (COETSER & CLOETE 2005, GILBRIDEA et al. 2006). Als Gegenmal3-
nahmen kommen vor allem mechanische Reinigungsverfahren oder die Behand-
lung mit Bioziden zum Einsatz.

Bei MIC kdnnen unterschiedliche Arten der Materialkorrosion unterschieden wer-
den, die jeweils spezifische Organismengruppen zugeordnet werden. Als haufigste
Verursacher von MIC treten folgende Organismengruppen auf:

® Saure-bildende Bakterien und Pilze,

e Sulfat-reduzierende Bakterien (H,S-Bildner),
@ Metall-reduzierende Bakterien,

® Metall-abbauende Bakterien.

Verursacher von
MIC
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Da die Art der Korrosion entsprechend der verschiedenen Organismengruppen un-
terschiedlich ist, stellt eine differenzierte, mikrobielle Analyse einen wesentlichen
Schritt in der Problembehebung dar. Sollen Uiber die blof3e mechanische Reinigung
des Systems auch gezieltere MafRRhahmen zum Einsatz kommen (z.B.
Biozidbehandlung) so kann die Identifizierung der betreffenden Mikroorganismen
die Auswabhl einer geeigneten Gegenmafinahme (z. B. Wahl eines geeigneten Bio-
zids) erleichtern und anschlieRend die rasche Uberprifung der Wirksamkeit der
Gegenmalinahme evaluiert werden.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Eine haufig eingesetzte Technik zur Feststellung vom MIC sind Sensoren, die
durch die Tribung eines optischen Fensters die Bildung von Biofilmen messen und
so indirekt Rickschlusse fir das Auftreten von MIC zulassen (z. B. Onvida
GmbH3). Derartige Sensoren geben aber keinen Aufschluss dariiber, welche Mik-
roorganismen fiir die Bildung des Biofilms verantwortlich sind.

Geeignete Analyseverfahren wéren in diesem Zusammenhang PCR und FISH-
Analyse. Beide Technologien sind bei einem klar umgrenzten Organismenspek-
trum einfach und mit hoher Spezifitdt einsetzbar. PCR-Verfahren werden bereits
vereinzelt durch spezialisierte Analytikdienstleister angeboten (Gas Technology In-
stitute, USA).

Der Einsatz von DNA-Chips ist denkbar und eroffnet ein breites Analysespektrum,
dirfte aber fur die im Zusammenhang mit MIC auftretenden Fragestellungen einen
zu grof3en Entwicklungs- sowie Durchfiihrungsaufwand darstellen.

Immunologisch-biochemische Analysemethoden wie ELISA oder Dip-Sticks sind
wegen der Notwendigkeit zur Differenzierung mehrerer Organismengruppen fir
diese Anwendung nur begrenzt geeignet.

Da die Problematik von MIC vor allem bei groRen industriellen Anlagen von Rele-
vanz ist, gehen die Anstrengungen bei der Analytik von MIC-bedingter Problemen
eher in die Richtung einer prozessorientierten Kontrolle dieses Ph&dnomens. In den
vergangenen Jahren wurden verstarkt Anstrengungen unternommen, entspre-
chende Messsonden zu entwickeln, die eine kontinuierliche Uberwachung der An-
lage erlauben (BRITE/EURAM Projekt ,Microbiologically influenced corrosion of in-
dustrial materials®). Die Messverfahren dieser Sonden basieren zumeist auf physi-
kalisch-chemischen Parametern. Molekularbiologische Analysen werden in Zukunft
zwar verstarkt eingesetzt werden, jedoch vor allem dort, wo eine weiterfihrende
differenziertere Analyse zur Bekdmpfung der auftretenden Probleme notwendig er-
scheint.
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2.2.3 Erdoélindustrie

Grundlagen

Mikrobiell verursachte Probleme sind in der Erdolférderung und -verarbeitung seit
langem bekannt. Das Wachstum von schleimbildenden Bakterien, Mikrobiell-indu-
zierte Korrosion (MIC) oder die Versauerung durch Schwefel-reduzierende Bakterien
verursachen immer wieder Schwierigkeiten im Forderprozess oder bei Transport
und Lagerung bestimmter Erd6lprodukte.

Vor allem bei so genannten Mitteldestillaten (Diesel, Heizdl) kann es zu Problemen
beim Transport (z. B. Schiff) oder bei langerer Lagerung kommen. Durch Konden-
sation wird ein Wasserfilm an den Tankwanden gebildet, der durch seine hdhere
Dichte am Tankboden eine Schicht unter dem Kraftstoff bildet. An der Grenzflache
von Wasser und Kraftstoff und den inneren Oberflachen von Tanks (Biofilm) leben
und vermehren sich die Mikroorganismen. Kommt es zu einer signifikanten Ver-
mehrung (Biofouling) kann es zur Verstopfung von Leitungen und Filtern kommen
oder die Kontamination wird auf nachgeschaltete Bereiche der Anlage lbertragen
(COETSER & CLOETE 2005).

Gegenmalinahmen sind mit erheblichem Aufwand verbunden. Zumeist muss der
Tank auf einen Minimalstand abgelassen und danach Tank und Fullung mit Bioziden
behandelt werden. Da die Mikroorganismen durch das Biozid zwar abgetodtet aber
nicht aufgelost werden, stellt die betreffende Charge immer noch ein Problem dar.
In der Praxis wird versucht, durch eine strenge Qualitatssicherung mit regelméaRigen
Kontrollen derartige Kontaminationen auf ein Minimum zu reduzieren.

Ein weiteres Problem, das vor allem bei der Erdélférderung auftritt, stellt die Aktivitat
von anaeroben Sulfat-reduzierenden Bakterien dar. Das gebildete H,S stellt nicht
nur eine Geruchsbelastigung dar, sondern ist auch hoch toxisch. Es verursacht
Korrosionsschaden an Metallteilen und kann Schwefel-abhéngige Qualitatspara-
meter des geforderten Erdols bzw. Erdgases beeinflussen.

Fachexpertise

Nach Meinung von Expertinnen der OMV stellen mikrobielle Kontaminationen bei
der Erdolférderung in Osterreich kein Problem dar. Mit einem speziellen Flutwasser-
aufbereitungskonzept, das zusammen mit der Universitat fir Bodenkultur entwickelt
wurde, kdnnen die mikrobiologischen Probleme in diesem Bereich weitgehend kon-
trolliert werden.

In Gegensatz zu friheren Verfahren, bei denen Biozide zur Vermeidung von Kon-
taminationen zum Einsatz gekommen sind, wird das Flutwasser, das in die Lager-
statte zurtickgepumpt wird, jetzt einer physikalisch-mechanischen Aufbereitung mit
angeschlossener mikrobieller Reinigung unterzogen. Eine differenzierte mikrobielle
Analyse des Flutwassers bzw. die Uberprifung der Biozidwirksamkeit wird nicht
mehr durchgefihrt.

Bei anderen Forderbedingungen, bei denen z. B. Meerwasser in die Lagerstatten
gepumpt werden muss, haben die oben genannten Probleme eine gréfl3ere Bedeu-
tung. Hier ist fur die Auswahl eines geeigneten Biozids eine differenzierte Analyse
der Organismengruppen notwendig.
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Als drittes Hauptproblem in Zusammenhang mit Erdélprodukten wird die bereits in
Kapitel 2.2.2 behandelte mikrobiell induzierte Korrosion von Rohrleitungen und
Tanks genannt.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Die bisherige Analytik bei mikrobiellen Kontaminationen von Mitteldestillaten wird
vor allem mit klassischen mikrobiologischen Techniken durchgefiihrt. Der fur die
Petrochemie relevante IP 385-Test ist eine Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels
Plattentest und macht je nach Kontaminationsgrad eine Inkubation von bis zu sieben
Tagen notwendig. Dieses Verfahren lasst keine Differenzierung der Mikroorganis-
men zu und erfasst auch nur aerobe Keime, erlaubt also keine Erfassung von z. B.
Sulfat-reduzierenden Bakterien. Daneben gibt es eine Vielzahl spezifischer Kulti-
vierungsverfahren, mit denen auch Organismenklassen wie Sulfat-reduzierende
Bakterien nachgewiesen werden kdnnen. Wie bei allen Verfahren, die auf Kultivie-
rung basieren, benétigen diese Nachweise eine langere Zeit und erfassen nicht alle
relevanten Mikroorganismen.

International tétige Dienstleistungslabors bieten speziell fur die Erdélindustrie ab-
gestimmte Analysepakete bei mikrobiellen Problemen an (z. B. Danish Technologi-
cal Institute“). Hier kommen bereits vielfach moderne molekularbiologische Analysen
(PCR, 16S rDNA Sequenzierung etc.) zur Anwendung. Diese Verfahren werden
aber nach Auskunft von Expertinnen eher in Fallen eingesetzt, bei denen es zu
spezifischen Problemen bei einer Anlage kommt, um die Ursachen zu identifizieren
und Gegenmafinahmen zu evaluieren. (z. B. Verdrangen von Sulfat-reduzierenden
Bakterien durch Nitrat-reduzierende Bakterien mittels Nitrat-Injektionen in die Bohr-
I6cher bei Off-Shore-Férderung; DUNSMORE et al. 2006).

Da man im Zusammenhang mit mikrobiellen Problemen bei der Olférderung mit
einem breiten Organismenspektrum zu tun hat, die zum Teil aufwendige Kulti-
vierungsverfahren (anaerobe Kulturen) bendtigen, kann der Einsatz eines DNA-
Chips hier eine wesentliche Vereinfachung der Differenzierung bringen. Derartige
Analysen lassen sich auch in kleinen Labors mit entsprechender Infrastruktur durch-
fuhren. Die Anforderungen an das Laborpersonal sind allerdings bei dieser Tech-
nologie, wie in Kapitel 1.3.2 dargelegt, hoch. Aufgrund dieses Umstands kann man
davon ausgehen, dass derartige Analysen extern in spezialisierten Laboratorien
durchgefiihrt werden wirden.
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2.2.4 Biotreibstoffe

2241 Biogasproduktion
Grundlagen

Biogasanlagen gehdren neben Kléaranlagen zu jenen Industrieanlagen, in denen
die Wirkung von Mikroorganismen den eigentlichen prozessbestimmenden Faktor
darstellt. In Zuge der Diskussion Uber erneuerbare Energiequellen wird der Bio-
gasproduktion eine zentrale Rolle zugeschrieben (INDINGER et al. 2006). Vor allem
bei Produktion von Biogas aus pflanzlicher Biomasse wird noch ein groRes unge-
nutztes Potenzial zur Verfahrensverbesserung gesehen, besonders wenn aus-
schliel3lich nachwachsende Rohstoffe wie Gras- oder Maissilage eingesetzt werden
(mUndl. Mitt. DI Roland Kirchmayr).

Zurzeit erfolgt die Prozesskontrolle in vielen Biogasanlagen durch den sehr allge-
meinen Parameter der volumsbezogenen Garraumauslastung und die entspre-
chende Zufuhr von Rohstoffen oder durch Input-Output-Analyse (BRAUN 1982, RECK-
NAGEL et al. 2003). Beide Verfahren basieren sehr stark auf Erfahrungswerten und
lassen eine nur unspezifische Prozesssteuerung zu. Verschiedene Forschungspro-
jekte zur Untersuchung von Prozessoptimierungen uber ein besseres Verstandnis
der mikrobiellen Stoffwechselvorgange sind im Laufen. So wird zurzeit in einem
konkreten Projekt am Institut fur Umweltbiotechnologie der Universitat fir Boden-
kultur der Einfluss der mikrobiologischen Aktivitéat auf die Biogasproduktion in Rela-
tion zu verschiedenen Prozessparametern untersucht.

Fachexpertise

Nach Meinung der Fachleute sollte es in Zukunft méglich sein, durch gezielte Be-
einflussung der mikrobiellen Zusammensetzung eine spezifische Prozesskontrolle
zu unterstutzen. Fur eine derartige Kontrolle der mikrobiellen Zusammensetzung
missen aber geeignete Analysemethoden entwickelt werden, die eine einfache und
aussagekréftige Charakterisierung des mikrobiellen Status der Anlage erlauben.
Dies kénnen sowohl physikalisch-chemische Parameter sein, die die Entwicklung
einer fir die Methanbildung gunstigen Biozénose bedingen, oder aber mikrobielle
Parameter selbst, die charakteristisch fur einen Prozesszustand sind. Aufgrund
solcher Analysen ist es denkbar, die Biogasproduktion durch gezielte MalRnhahmen
in die jeweils gewiinschte Richtung zu steuern.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Aus heutiger Sicht sind es vor allem Methoden mit hoher paralleler Analyseleistung,
die sich fur eine derartige Zustandsbeschreibung eignen.

Wie bereits im Kapitel 2.2.1 bei der moéglichen Anwendung in Kléaranlagen be-
schrieben, bietet die PCR-Technik die Méglichkeit, verschiedenste Parameter (in
diesem Fall verschiedenste Mikroorganismen) parallel zu identifizieren und deren
Anteil zu bestimmen. Die hohe Dichte an Mikroorganismen in einem Biogasreaktor
lasst die direkte Isolierung der DNA aus der Probe zu, wodurch sich die Analyse-
dauer deutlich verkirzt und Analyseergebnisse in wenigen Stunden verfligbar wéaren.
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Ein weiterer Ansatz fir eine Analysemethode mit hohem Durchsatz wére in diesem
Fall die DNA-Chip-Technologie. Durch die bereits erwdhnte hohe Dichte an Mikro-
organismen im Biogasreaktor wére sogar ein direkter Nachweis der artspezifischen
DNA denkbar.

Zu bericksichtigen ist, dass zurzeit Biogasanlagen mit einen Minimum an Zustands-
parametern betrieben werden. Die Implementierung einer solchen analyse-
basierten Prozesssteuerung wiirde den Aufbau eines speziellen Labors bendtigen.
Als Alternative dazu sind externe Labors, die die entsprechende Analyseleistung
anbieten kénnen, denkbar. Derartige Mechanismen zur Prozesssteuerung kdnnten
vor allem in gré3eren Anlagen zur Anwendung kommen. Wieweit sich die Kontrolle
dieser Prozessparameter fir kleine Anlagen — wie sie in dieser Sparte sehr zahl-
reich existieren — rentiert, bleibt abzuwarten.

2.2.4.2 Bioethanolproduktion
Grundlagen

Bei der Bioethanolproduktion wird durch alkoholische Gérung mit Hilfe von Hefe
(Saccharomyces cerevisiae) aus zucker- bzw. starkehaltigen Rohstoffen (Mais,
Getreide, Zuckerriben) Ethanol hergestellt. Im Gegensatz zur Herstellung alkoholi-
scher Getranke muss aber bei der Herstellung von Ethanol fur industrielle Zwecke
nicht so viel Augenmerk auf Hygiene gelegt werden. Mikrobielle Kontaminationen
spielen aber auch hier eine Rolle, da es durch das iberméRige Wachstum von un-
erwlnschten Mikroorganismen zu Fehlgarungen kommen kann (als hauptsachliche
Verursacher solcher Fehlgarungen treten hier Milchsaure- (Lactobacillus spp.) und
Essigsaurebakterien (Acetobacter spp.) sowie Wildhefen auf). Die Bildung von
Milch- und Essigsaure beeinflusst die Vitalitat der Garhefe negativ, wahrend Wild-
hefen um die verfigbaren Néhrstoffe konkurrieren, was in beiden Fallen eine Ver-
ringerung der Ethanolausbeute zur Folge hat.

Fachexpertise

Mikrobiologische Analysen sind bei der Bioethanolproduktion von geringerer Relevanz.
Das Auftreten von Fehlgarungen durch Lactobacillus spp. oder Acetobacter spp.
wird im Bedarfsfall durch die Bestimmung von Milch- und Essigsaure mittels physi-
kalisch-chemischer Verfahren (HPLC) nachgewiesen. Die mikrobiologischen Ana-
lysen beschranken sich auf die Bestimmung der Hefezellzahl und mikroskopischer
Vitalfarbung, um einen generellen Uberblick tber den mikrobiellen Zustand des
Fermentationsprozesses zu erhalten.

In den USA, wo die Bioethanolproduktion eine bedeutende Rolle spielt, wird jedoch
zunehmend auf eine mikrobielle Kontrolle der Fermentation geachtet, um die Kosten
fiir die Stehzeiten eines Fermenters zum Zweck der Dekontamination so gering wie
moglich zu halten (SKINNER & LEATHERS 2004).

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Fur die Friherkennung einer sich etablierenden Fehlgéarung wirden sich vor allem
PCR- oder FISH-Analyse am besten eignen, da mit beiden Techniken nicht nur ei-
ne Identifikation des Schadorganismus mdglich ist, sondern durch eine quantitative
Abschatzung auch das Ausmald einer Kontamination und damit eines mdoglichen
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Produktionsverlustes abgeschéatzt werden kann. Die Identifikation ist in diesem Zu-
sammenhang besonders wichtig, da der Einsatz von Antibiotika z. B. bei einer He-
fekontamination wirkungslos ist.

2.243 Biodieselproduktion
Grundlagen

Bei Biodiesel treten ahnliche Probleme auf wie sie zuvor schon bei Dieseldl (siehe
Kapitel 2.2.3) erwahnt wurden. Eine Studie der Universitat Oldenburg (Arbeits-
gruppe Allgemeine Mikrobiologie) beschaftigt sich mit der Lagerféhigkeit von reinem
Rapsoélmethylester und von unterschiedlichen Mischungen aus herkdmmlichem
Diesel und Biodiesel im Hinblick auf mikrobielles Wachstum. Dabei wurde in Einzel-
fallen eine Verzehnfachung der bakteriellen Keimzahl gegeniber herkdmmlichem
Diesel gemessen. Bei hoheren Anteilen von Rapsolimethylester im Diesel und im
reinen Biodiesel wird insbesondere das Wachstum von Pilzen gefordert. In Einzel-
fallen bilden diese Pilze in reinem Biodiesel bis zu zehnmal mehr Biomasse als in
herkdmmlichem Diesel. Neben dem Biodiesel selbst bildet dessen Rohstoff — das
Rapsol — ebenfalls ein Substrat fir mikrobielles Wachstum.

Fachexpertise

Laut Biodiesel Vienna GmbH spielen, ahnlich wie bei Bioethanol, mikrobielle Kon-
taminationen in der Praxis kaum eine Rolle.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Fur die Anwendbarkeit moderner Analysemethoden gilt gleiches wie bereits bei
Mitteldestillaten (Diesel, Heiz6l) aus Mineraldlproduktion ausgefiihrt wurde (siehe
Kapitel 2.2.3).
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3 EINSATZ VOM MOLEKULARBIOLOGISCHEN
METHODEN IN DER LEBENSMITTELANALYTIK

3.1 Problemstellung Lebensmittelanalytik

In vielen Branchen, insbesondere in der Bier-, Getranke-, Trinkwasser- und Lebens-
mittelindustrie, ist die hygienische und mikrobiologische Sicherheit eine stetige
Herausforderung. Die hygienischen Anforderungen sind vom Gesetzgeber klar
vorgegeben, die Kundinnen erwarten dariiber hinaus aber zunehmend eine gleich
bleibende Qualitat des Produkts im Hinblick auf Aussehen, Geruch oder Ge-
schmack. Eine strenge Anlagenhygiene und eine laufende mikrobiologische Kon-
trolle sind somit wichtige Voraussetzungen fir die Sicherung des Produktionsbe-
triebes.

In diesem Zusammenhang spielt der Zeitfaktor eine wichtige Rolle. Herkdmmliche
mikrobiologische Testverfahren benétigen mehrere Tage (GRACIAS & MCKILLIP
2004). Bis zum Vorliegen der Testergebnisse kann die Qualitat unbemerkt Uber
Tage hinweg negativ beeinflusst worden sein. Die Ware bis zum Vorliegen der
Analyseergebnisse auf Sperrlager zu legen verursacht hohe Kosten und verlangt
grofRe Lagerkapazitéten. Die Minimierung des Risikos einer Kontamination im lau-
fenden Produktionsprozess, eine etwaige Produktriickholung und die damit ver-
bundenen Kosten machen eine méglichst schnelle Uberpriifung der einzuhalten-
den Qualitdtsparameter notwendig. Durch den Nachweis der Ursache (zumeist
Mikroorganismen) in einer frihen Phase der Produktion kdnnen solche Probleme
leichter kontrolliert werden. Die Anforderungen an die Analyselabors bezuglich der
raschen Verfugbarkeit der Messergebnisse sind daher in den genannten Branchen
am dringendsten.

Unterscheiden lassen sich hier drei grol3e Bereiche:

@ Klassische Lebensmittelhygiene (HACCP-Systeme, einschlagige amtliche Richt-
linien zur Lebensmittelhygiene).

® Fragestellungen zu Produktionsprozessen, die sich auf spezifische Qualitats-
merkmale (Beeintréchtigung z. B. von Aussehen, Geruch oder Geschmack) des
Produkts beziehen.

® Frage nach der Authentizitat von Lebensmitteln.

Fur den ersten Bereich, der in der Qualitatssicherung eine zentrale Rolle einnimmt,
gibt es bereits moderne Analysemethoden, die den Anforderungen nach schnellen
Prifergebnissen nachkommen. So kann der Nachweis typischer humanpathogener
Keime wie Escherichia coli, Salmonella oder Listeria mittels PCR-Verfahren deut-
lich verkirzt werden (2 Tage vs. 3—7 Tage; ELLIS & GOODACRE 2001).

Im Bereich der Uberpriifung und Kontrolle von produktspezifischen Qualitatskriteri-
en (z. B. Geschmacks- oder Geruchsbeeintrachtigungen durch unerwiinschte Fer-
mentationsprozesse) gibt es in einigen Branchen (z. B. Brauereien) bereits Bei-
spiele fur neuartige biologische Analyseverfahren wie z. B. PCR und FISH. In den
meisten Fallen werden derartige Fragestellungen aber noch mittels physikalisch-
chemischer oder klassischer mikrobieller Analytik bearbeitet, die aber im Regelfall
erst ansprechen, wenn das Problem bereits aufgetreten ist.
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Daneben spielt die Herkunftskontrolle von Rohstoffen fir die Lebensmittelindustrie
eine immer grolRere Rolle (siehe auch Kapitel 3.2.3). Durch die dynamische Ent-
wicklung im internationalen Handel und der zunehmenden Verbreitung geschitzter
Bezeichnungen fir regionale Produkte (PDO — Protected Denomination of Origin
bzw. g.g.A. — geschiitzte geografische Angabe) gewinnen Fragen der Rickverfolg-
barkeit (Produktechtheit bzw. Ursprungszertifikate) immer mehr an Bedeutung. Aber
auch der Schutz hochwertiger Produkte vor Verfalschung ist gefordert. Bekannte
Beispiele sind die Vermischung von hochwertigem Basmati-Reis mit billigeren
Langkorn-Reissorten (siehe Kapitel 3.2.3.2) oder von Arabica-Kaffeesorten mit
Coffea robusta-Bohnen (siehe Kapitel 3.2.3.1). Neben klassischen Verfahren wie
Isotopenanalyse und verschiedenen Arten der Spektroskopie werden zunehmend
molekularbiologische Verfahren entwickelt und angewendet. (REID et al. 2006).

Durch die Zunahme an allergischen Erkrankungen gewinnt der Bereich der Aller-
genanalytik in letzter Zeit immer mehr an Bedeutung. Da Allergene auch in ge-
ringsten Mengen wirksam sind, missen die analytischen Verfahren eine besonders
hohe Sensitivitat aufweisen. Durch den verbreiteten Einsatz von PCR- und ELISA-
Tests sind hier bereits moderne Analysemethoden, die diesen Anforderungen ge-
recht werden, im Einsatz.

Im Bereich des Nachweises von gentechnisch veranderten Bestandteilen in Lebens-
und Futtermitteln spielen molekularbiologische Analysemethoden eine zentrale Rolle
und sind auch in der entsprechenden EU-Verordnung (VO (EG) Nr. 1829/2003)
verankert. Mit zunehmender Zahl der in der EU zugelassenen genetisch veréanderten
Organismen (GVO) steigen die Anforderungen an eine schnelle und kostenglinstige
Analytik in diesem Bereich (HOLST-JENSEN et al. 2003).

3.2 Spezifische Bedarfserhebung Lebensmittelanalytik

3.2.1 Getrankeerzeugung

3.21.1 Bierproduktion
Grundlagen und Fachexpertise

In der Brauindustrie sind verschiedene Probleme bzw. Qualitatskriterien im Zu-
sammenhang mit Mikroorganismen bekannt. Im Bereich der mikrobiellen Kontami-
nationen sind es vor allem milchséaurebildende Bakterien wie Lactobacillus brevis,
Pediococcus sp. oder Pectinatus sp. die zur geschmacklichen Beeintrachtigung
des fertigen Produkts filhren (PRIEST & STEWART 2006). Mit der Entwicklung mo-
derner Produktionsanlagen und einer zunehmenden Automatisierung der Produkti-
onsablaufe konnten deutliche Verbesserungen in der Hygiene erzielt und Probleme
mit bierschadlichen Mikroorganismen reduziert werden. Kontaminationen mit den
genannten Bakterien stellen aber immer noch ein grof3es Problem bei der Bierer-
zeugung dar. Kritische Bereiche hinsichtlich mdglicher Kontaminationen mit quali-
tatsmindernden Mikroorganismen sind vor allem der Beginn des Garvorgangs und
die Weiterfilhrung des Produkts in die jeweils nachsten Produktionsschritte tiber
Rohre und Ventile.
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Besonders kritisch sind hier laut Aussagen von Fachleuten die Abflllanlagen. Diese
mussen regelmafig gereinigt und desinfiziert werden. Gleichzeitig erfolgen konti-
nuierliche Kontrollen der Rohstoffe (Malz, Hefe), des Garguts wahrend jedes Pro-
duktionsschrittes sowie des Abwassers der Reinigungsschritte. Die Analysen dienen
einerseits der direkten Qualitatskontrolle und andererseits dazu, um bei auftreten-
den Problemen die Kontaminationsquelle identifizieren und beseitigen zu kénnen.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Mit Ausnahme von Kleinbrauereien (microbreweries) besitzt jede mittlere bis grof3e
Brauerei ein entsprechendes Analyselabor, in dem neben verschiedenen physika-
lisch-chemischen Analysen auch grundlegende mikrobiologische Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Zu den Hauptaufgaben dieser Betriebslabors zéhlen neben
der Kultivierung der zur Géarung verwendeten Hefestdmme eine kontinuierliche
Uberpriifung des Garguts auf die bereits genannten Bierschadlinge. Die Analyse
erfolgt meist mittels Kultivierung der gezogenen Proben auf speziellen Agar-Néhr-
bdden im Plattentestverfahren. Die Auswertung dieser Platten erfolgt nach drei
bzw. finf Tagen.

Diese lange Analysedauer ist nach Meinung von Fachleuten ein grof3er Nachtell
der bisherigen Analysemethoden, da bis zum Vorliegen der Testergebnisse die
Qualitat des Produktes Uber Tage hinweg beeintrachtigt werden kann. In grof3eren
Brauereien kommen neuerdings vermehrt so genannte Bio-Monitoring-Systeme
zum Einsatz. Bei diesen Systemen wird mit Hilfe von optischen Messsonden die
Bildung von Biofilmen erfasst und aufgezeichnet (TAMACHKIAROW 2005). Wird ein
vorgegebener Schwellenwert Uberschritten, schlagt das System Alarm. Entspre-
chende Systeme sind am Markt und werden bereits angewandt (z. B. Onvida
GmbH®). Die Bio-Monitoring-Systeme geben allerdings keine differenzierten Infor-
mationen Uber die Art der vorhandenen Mikroorganismen, sondern lassen nur indi-
rekte Rlckschliisse auf ein mdgliches Kontaminationsrisiko zu. Als Konsequenz
auf das Anschlagen des Monitoring-Systems kann entweder eine zuséatzliche Ana-
lyse erfolgen oder es werden — wie im Regelfall Ublich — vorgegebene Mal3nahmen
(z. B. Reinigung und Desinfektion der Abflllanlage) ergriffen.

Ahnliches gilt auch fir ein weiteres Testsystem, das auf dem Nachweis von Ade-
nosintriphosphat mittels Biolumineszenz basiert. Der Nachweis von ATP ist ein
deutlicher Hinweis auf das Vorhandensein von Mikroorganismen, gibt aber keine
Informationen Uber die Art der Kontamination. Dieses Verfahren ist eher dazu ge-
eignet z. B. die Effizienz eines Reinigungsschritts durch die Abwesenheit von mikro-
biellem ATP zu kontrollieren.

Ein entsprechend leistungsfahiges Analyseverfahren liegt in Form der so genann-
ten FISH-Analyse (siehe Kapitel 1.3.3) fur bierschadigende Bakterien vor. Dieses
Verfahren erlaubt in wenigen Stunden (~ 3 Std.) eine differenzierte Analyse der
vorhandenen Kontamination. Ist die Keimzahl aber gering, muss auch bei diesem
Verfahren eine Anreicherungskultur vorangestellt werden, die 2—3 Tage Zeit bean-
sprucht. Entsprechende Systeme sind auf dem Markt und werden kommerziell an-
gewendet (Vermicon GmbH®, easyProof GmbH"). Der apparative Aufwand ist ver-
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haltnisméaRig gering (Fluoreszenzmikroskop) und kann in die vorhandene Laborinf-
rastruktur integriert werden. Die methodischen Anforderungen dieser Technik sind
ebenfalls gering, so dass die Analyse durch geschultes Laborpersonal durchge-
fuhrt werden kann.

Ein weiteres leistungsstarkes Analyseverfahren stellt die PCR dar. In den letzten
Jahren wurden spezifische Nachweissysteme fiir relevante Bakteriengruppen ent-
wickelt (PRIEST & STEWART 2006). Im Zuge des 5. Forschungs-Rahmenprogramms
der Europaischen Union wurde ein Forschungsprojekt durchgefihrt, das die Ent-
wicklung entsprechender PCR-Verfahren fur die praktische Anwendung im Routi-
nebetrieb zu Thema hatte. Die Ergebnisse dieses Projekts werden kommerziell in
Form von PCR-Kits und Analysedienstleistungen verwertet (PIKA Weihenstephan
Gmng). Vorteil der PCR-Methode ist die Mdglichkeit, in einem einzelnen Analyse-
durchlauf verschiedene Organismengruppen parallel zu testen.

Der apparative Aufwand fir PCR-Verfahren ist hoher einzustufen als fur fluores-
zenzmikroskopische Verfahren. Weiters stellen PCR-Verfahren hohere Anforde-
rungen an die Kompetenz des analytischen Personals.

Die angefiihrten Methoden werden in gréf3eren Brauereien in der Praxis angewen-
det. Die Routineanalysen erfolgen aber weiterhin mittels klassischer Verfahren, da
in dieser Branche vor allem eine prozessorientierte Qualitatssicherung (Einhaltung
der Hygienevorschriften, entsprechende Reinigungsablaufe etc.) zur Vermeidung
von Garproblemen angewendet wird. Nur im Fall von speziellen Fragestellungen
oder dem konkreten Verdacht auf das Vorhandensein eines Bierschadlings werden
diese modernen Verfahren zur Identifizierung herangezogen.

3.2.1.2 Fruchtsaftproduktion
Grundlagen und Fachexpertise

Bei Fruchtsaften und fruchthaltigen Getranken stellen hauptsachlich Mikroorga-
nismen, die zu geschmacklichen Beeintréachtigungen (Milch-Essigséaure-Bildner, Ali-
cyclobacillus spp.) fuhren, ein Problem dar. Humanpathogene Keime spielen in
diesen Zusammenhang keine Rolle, da diese nur in nicht pasteurisierten Produkten
auftreten. Die Durchlaufzeiten bei Fruchtsaft-produzierenden Betrieben sind im
Schnitt sehr kurz (einige Tage), daher kommt der Eingangskontrolle der Rohstoffe
eine entscheidende Bedeutung zu. Als mikrobiologische Qualitatskriterien werden
fur gewodhnlich die Gesamtkeimzahl, das Auftreten von milchséure- und essigsau-
rebildenden Bakterien, Schimmelpilzen sowie garfahigen Hefen bestimmt.

Ein weiterer Aspekt, der von Expertinnen verschiedenster Branchen genannt wurde,
ist die Vermeidung von allergenen Substanzen in den Produkten. Durch das ver-
mehrte Auftreten allergener Erkrankungen gewinnt die Allergenanalytik zunehmend
an Bedeutung. Hier kommen bereits vorwiegend moderne Analysemethoden (PCR,
ELISA) zum Einsatz. Da die Frage des Allergengehalts oft bereits fir die Anliefe-
rung/Annahme der Rohstoffe entscheidend ist, wird hier von Expertinnen die Not-
wendigkeit fiir noch schnellere und noch einfachere Nachweisverfahren, die vor Ort
durchgefuhrt werden kénnen, unterstrichen.

Einsatz des PCR-
Verfahrens

Eingangskontrolle
der Rohstoffe

PCR- und ELISA-
Allergentests
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Einsatz molekularbiologischer Analytik

Der Nachweis der relevanten Organismengruppen erfolgt in den meisten Fallen mit
klassischen mikrobiellen Kultivierungsverfahren. Hier besteht eine Diskrepanz zwi-
schen den kurzen Durchlaufzeiten des Produkts und der Dauer dieser Analysever-
fahren. In den meisten Bereichen stellen mikrobiologische Analysen zwar kein Kri-
terium fir die Freigabe der Produktionscharge dar, der Druck des Handels und der
Konsumentinnen machen aber eine Minimierung der Produktausfalle notwendig.
Ahnlich wie bereits in vorangegangen Kapitel ausgefiihrt, wiirde auch hier eine
schnelle Verfugbarkeit der Analysedaten die Mdglichkeit schaffen, friihzeitig Gegen-
mafnahmen (Pasteurisierung) bei auftretenden Kontaminationen einzuleiten und
dadurch den eventuellen Verlust einer Produktionscharge zu verhindern.

Da es sich — ahnlich wie bei der Biererzeugung — zumeist um klar definierte
Schadorganismen(gruppen) handelt, wirden sich vor allem die PCR- und die FISH-
Analyse am besten eignen. Kommerzielle Kits zum Nachweis der genannten Schad-
organismen mittels FISH-Analyse sind bereits am Markt (z. B. Vermicon GmbH?®).
Ein weiteres Verfahren, das in diesem Zusammenhang zum Einsatz kommen kann,
ist die Durchflusszytometrie. Dieses Verfahren kann zur Bestimmung der Gesamt-
keimzahl eingesetzt werden oder aber durch die Koppelung mit einem fluores-
zenzmarkierten System in Analogie zur FISH-Analyse auch zur spezifischen ldenti-
fizierung von Keimen herangezogen werden.

Nach Auskunft eines Experten eines grof3en 6sterreichischen Fruchtsaftherstellers
liegen aber die Kosten fir neue Analyseverfahren (z. B. Durchflusszytometrie) ca.
2- bis 3-mal hoéher als bei herkémmlichen Kultivierungsverfahren. Der Aufbau einer
PCR-Analyse-Einheit wurde in diesem Betrieb in Betracht gezogen, jedoch wegen
der hoheren Anschaffungskosten und der Notwendigkeit von hochqualifiziertem
Personal nicht umgesetzt.

Fur den Bereich Fruchtsafte gilt — wie generell fir die Getrankeindustrie — dass vor
allem eine prozessorientierte Qualitatssicherung (Einhaltung der Hygienevorschrif-
ten, entsprechende Reinigungsablaufe etc.) zur Vermeidung von mikrobiellen Kon-
taminationen angewendet wird. Die durchgefiihrten Analysen werden vor allem zur
Uberpriifung der Wirksamkeit dieses Qualitatssicherungssystems herangezogen
und zumeist nicht zur aktiven Freigabe der Produktionschargen.

3.2.2 Molkereiprodukte

Grundlagen und Fachexpertise

Mikrobiologische Untersuchungen spielen in der Milchwirtschaft eine groRe Rolle.
RoutinemaRig wird vor allem die Gesamtkeimzahl bestimmt, da sich daraus eine
generelle Aussage Uber die Hygiene der Rohmilch, aber auch der entsprechenden
Milchprodukte ableiten lasst. Pathogene Keime spielen aul3er bei der Késeerzeu-
gung aus Rohmilch nur eine untergeordnete Rolle, da in so gut wie allen Fallen nur
pasteurisierte Milch zur Weiterverarbeitung herangezogen wird. Regelmafige Kon-
trollen séamtlicher Produktionsanlagen auf betriebsinterne Kontaminationsquellen
(z. B. Missachtung der Hygienevorschriften durch die Mitarbeiterinnen) sind bli-
cherweise integraler Bestandteil jedes Qualitatssicherungskonzeptes entsprechen-
der Betriebe. Durch die Pasteurisierung und eine strenge Prozesskontrolle kbnnen
mikrobielle Probleme bei Frischmilch auf ein geringes Mal3 reduziert werden.
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Kontaminationen mit Hefen oder Schimmelpilzen stellen aber bei fermentierten
Produkten (Joghurt, Buttermilch, Sauermilch) ein wichtiges Thema dar. Garfahige
Hefen verderben nicht nur das Produkt, sondern flhren durch die Gasbildung zum
Platzen der Verpackung.

Bei der Verarbeitung von Rohmilch (z. B. Késeerzeugung) spielt die Keimbelastung
eine wesentlich wichtigere Rolle. Hier ist auch die Thematik pathogener Keime von
Relevanz. Vor allem Listerien (Listeria monocytogenes) stellen ein Problem dar, da
diese ubiquitar vorkommen und daher jederzeit im Produktionsprozess auftreten
kénnen. Aus diesem Grund muissen regelmafiig Analysen auf das Vorhandensein
von Listerien durchgefiihrt werden.

Neben den unerwiinschten Mikroorganismen spielen aber jene Bakterien, die zur
Herstellung fermentierter Milchprodukte (Joghurt, Sauermilch, K&se usw.) bendtigt
werden eine grof3e Rolle. Da die Reinhaltung solcher Bakterienkulturen aufwendig
ist und besondere HygienemalRhahmen erfordert, werden derartige Starterkulturen
zumeist nicht im eigenen Betrieb kultiviert, sondern von spezialisierten Herstellern
bezogen.

Einsatz molekularbiologischer Analytik

Mikrobielle Analysen werden zumeist in den Betriebslabors der Unternehmen durch-
gefihrt. Zum Einsatz kommen nach wie vor grof3teils klassische Kultivierungsver-
fahren. Die Analysedauer betragt ca. 4-5 Tage, wobei eine aktive Freigabe nur bei
einigen kritischen Produkten (Schlagobers, Produkte mit Getreideanteil, Kaffee-
obers) erfolgt (mundl. Mitt. DI Kammerer, NOM AG).

Wie bereits in den beiden vorangegangenen Kapiteln stellen auch hier PCR- und
FISH-Analyse alternative Testverfahren dar. Vor allen bei der Detektion von Hefen
und Schimmelpilzen, die in diesem Zusammenhang von besonderer Bedeutung
sind, kdnnte durch den Einsatz dieser Methoden die Analysedauer auf ca. zwei
Tage reduziert werden (das Anlegen einer 24-Stunden-Anreicherungskultur ist
auch in diesem Fall notwendig).

Problematisch sind bei einem solchen Ansatz aber die praktische Handhabung der
Probenaufbereitung (DNA-Extraktion) und die Analysekosten, da in gro3en Molke-
reibetrieben im Gegensatz zur Bier- oder Fruchtsaftproduktion oft mehrere hundert
Proben taglich untersucht werden.

Ahnliche Probleme limitieren auch den potenziellen Einsatz der FISH-Technologie.
In diesem Fall ist vor allem der verhaltnismafig geringe Probendurchsatz bei mik-
roskopischen Verfahren der limitierende Faktor. Weiters liegen die Kosten mit ca.
10-15 € pro Analyse weit Uber denen eines Kultivierungsverfahrens.

Ein Verfahren, das die notwendige hohe Durchsatzrate fiur diese Anwendung be-
waltigen kann, stellt die Durchflusszytometrie dar. Die Kosten sind aber auch fur
dieses Verfahren wie bereits in Kapitel 3.2.1.2 erwéhnt, deutlich héher als bei klas-
sischen Analyseverfahren.

Fiur die Evaluierung der Reinigung von Anlagenteilen wird die bereits in Kapitel
3.2.1.1 erwahnte ATP-Bioluminiszenz-Messung herangezogen.

Hefe- und

Pilzkontaminationen

pathogene Keime —

Listerien

PCR- und FISH-
Analyse fir Hefen
und Pilze

Nachteile dieser

Methoden

Durchfluss-
zytometrie
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Fur Fragestellungen, bei denen eine umfassende Analyse verschiedener
Organismenklassen von Interesse ist (Erfassung von Schadbakterien, Hefen,
Schimmelpilzen, Probiotischen Bakterien), kann der Einsatz eines spezifischen
DNA-Chips zielfihrend sein. Ein derartiger ,Milch-Chip“ wurde im Zuge eines Pro-
jektes vom Zentrum fur Angewandte Gensensorik der Universitdt Bremen entwi-
ckelt und getestet. Das nachstehend zitierte Fazit dieses Projektes zeigt aber deut-
lich, dass die Anwendung der Chip-Technologie den Anforderungen im Routinebe-
trieb bis jetzt nicht gerecht werden kann:

“.. trotz erfolgreicher Ausarbeitung eines Verfahrens, das erstmals die Simultan-
Analyse diverser Mikroorganismen und deren genetischer Eigenschaften in Star-
terkulturen und Milchprodukten mit Hilfe der DNA-Mikroarray-Technologie erlaubt,
wird die Milchindustrie dieses Verfahren angesichts des enormen Kostendrucks und
des derzeitigen Preisverfalls bei den bisherigen Analyseverfahren innerhalb der
nachsten 5 Jahre vermutlich noch nicht einsetzen ...“ (Auszug aus dem Fazit des
Projektberichtes AZ 13053/26, DEUTSCHE BUNDESSTIFTUNG UMWELT 2006).

Eine ahnliche Einschéatzung der Anwendungsrelevanz wie fir den ,Milch-Chip®
kann auch fir die PCR-Analyse angenommen werden, wobei bericksichtigt werden
muss, dass die PCR die Mdglichkeit der Automatisierung und damit hoher
Durchsatzraten bietet. Ein praktischer Einsatz im Routinebetrieb dirfte aber am
ehesten fir die Durchflusszytometrie realistisch sein.

3.2.3 Authentizitat von Rohstoffen

Grundlagen und Analytik

Mit der Zunahme des globalen Handels gewinnt die Herkunftskontrolle von Roh-
stoffen fur die Lebensmittelindustrie vor allem unter dem Aspekt der Ruckverfolg-
barkeit zunehmend an Bedeutung (VO (EG) Nr. 178/2002). Aber auch der Schutz
hochwertiger Produkte vor Verfalschung oder Produktpiraterie ist zunehmend ein
Thema. Vorzugsweise betrifft diese Thematik hoherpreisige Produkte, bei denen
eine Verfalschung lukrativ erscheint. Neben Bereichen mit bedeutenden Handels-
volumina wie Reis oder Kaffee betrifft dies aber auch Luxusartikel wie exotische
Fischspezialitaten oder Nischenprodukte wie Kirbiskerndl. Bei der Thematik der
Herkunftszertifikate sind es primar physikalisch-chemische Verfahren wie Isotopen-
analyse und spektroskopische Verfahren, die angewendet werden. Wahrend aber
eine Isotopenanalyse 2—3 Wochen dauert, liegt mit Hilfe von DNA- oder Protein-
basierten Methoden ein Ergebnis schon nach wenigen Tagen vor. Molekularbiolo-
gische Verfahren eignen sich vor allem fir die Identifizierung von Nahrungsmittel-
bestandteilen.

Echtheitszertifikate von Nahrungsmitteln werden in den letzten Jahren von der Le-
bensmittelindustrie immer ofters nachgefragt — im Vergleich zu den klassischen
Fragestellungen beziiglich Produktqualitat nimmt aber dieser Bereich noch einen
geringen Teil ein und beschrankt sich derzeit priméar auf den privaten Bereich. Amt-
liche Kontrollen zur Authentizitéat von Lebensmitteln sind zwar gesetzlich nicht vor-
geschrieben, werden aber bei Verdachtsfallen und Schwerpunktaktionen der Le-
bensmittelbehdrde immer wieder durchgefihrt. Ein aktuelles Forschungsprojekt mit
den Titel ,Tracing the origin of food“ (TRACE), das im Zuge des 6. Forschungs-
rahmenprogramms der EU durchgefuhrt wird, beschaftigt sich mit der Entwicklung
neuer Technologien im Zusammenhang mit der Auslobung von PGI (Protected
Geographical Indication bzw. geschitzte geografische Angabe — g.g.A.) und PDO
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(Protected Denomination of Origin bzw. geschiitzte Ursprungsbezeichnung — g. U.).
Dabei sollen unter anderem standardisierte DNA- und Protein-basierte Methoden
fur die Anwendung in Routinelabors entwickelt werden.

Nachstehend sollen an einigen Beispielen die Méglichkeiten einer Authentizitats-
prufung mittels molekularbiologischer Methoden dargestellt werden.

3.2.3.1 Kaffee

Kaffee zahlt zu jenen Produkten, bei denen Echtheitszertifikate bereits seit langerem
eine Rolle spielen. Um die Verfalschung von hochwertigen Arabica-Kaffeesorten
mit minderwertigen Coffea robusta-Bohnen zu erkennen, werden unterschiedliche
Methoden (z. B. HPLC, GC-MS) angewendet. Seit einigen Jahren wird bei Kaffee
auch ein PCR-gestitztes Verfahren zur Erstellung eines genetischen Fingerab-
drucks (ISSR-PCR) verwendet, mit der die beiden Kaffeesorten nicht nur unter-
schieden werden kdnnen, sondern auch deren Verhéltnis zueinander abgeschétzt
werden kann (ZELTz et al. 2005).

3.2.3.2 Reis

Die Vermischung (beabsichtigt oder unbeabsichtigt) von hochwertigem Basmati-Reis
mit billigerem Langkornreis ist ein haufig beobachteter Umstand. Da Basmati-Reis
einen doppelt so hohen Preis erzielt als normaler Langkornreis und geringere Ein-
fuhrgebuhren in der EU hat, ist fir Importeure und Konsumentinnen die Frage nach
der Reinheit dieses Produkts von Wichtigkeit. Auch bei dieser Fragestellung haben
sich PCR-basierte Methoden als Standard etabliert und werden von Analysedienst-
leistern fur die Routineanalytik angeboten (z. B. Eurofins Medigenomix GmbH).

3.2.33 Tierartendifferenzierung

Die breiteste Anwendung im Bereich der Authentizitatspriifung finden molekularbio-
logische Methoden bei der Tierartendifferenzierung. Bei Fleisch- und Wurstwaren
ist es fur die Verbraucherlnnen nicht mdglich, die auf dem Etikett angegebenen
Tierarten zu verifizieren oder pflanzliche Eiweil3zuséatze (z. B. Soja) zu erkennen
(MEYER et al. 1996, CALvO et al. 2002). Besondere Relevanz hat diese Thematik
im Zuge der BSE-Krise bei der Identifizierung von Risikomaterial in Lebensmitteln
erlangt.

Bei dieser Art der Analytik kommen vor allem ELISA-Tests und PCR-Verfahren zur
Anwendung, mit denen eine eindeutige Differenzierung z. B. von Rind, Schaf,
Schwein, Huhn, Pferd oder Fisch mdglich ist. Verfeinerte PCR-Methoden wie DNA-
Fingerprinting kénnen auch zur Identifizierung spezifischer Tierrassen und damit
auch zur Herkunftskontrolle (z. B. Identifizierung Aberdeen Angus Rindfleisch) her-
angezogen werden (z. B. Eurofins Medigenomix GmbH).

3.2.34 Kurbiskernol

Auch fur spezielle Produkte mit einer geringeren Verbreitung am Markt sind
Analysemethoden, die die Echtheit des Produkts beweisen, von Bedeutung — wie
das Beispiel des steirischen Kirbiskernéls zeigt. Gertichte um die Verwendung von
chinesischen Kirbiskernen fir die Produktion kénnen mihsam aufgebaute
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Vermarktungsschienen leicht zunichte machen. So wurde von der Montanuni-
versitat Leoben ein Verfahren entwickelt, das aufgrund der Spurenelemente im Ol
die Bestimmung der Herkunftsregion zulésst. Obwohl bis jetzt noch nicht vorhanden,
ist auch der Einsatz von speziellen PCR-Techniken, wie sie bereits zuvor bei
Kaffee genannt wurden, fur die Identifizierung der typischen steirischen Kirbis-
sorten denkbar.

3.2.35 Fischprodukte

Einer der Faktoren, die die Qualitat und den Preis eines Fischprodukts bestimmen,
ist die Art des verwendeten Fisches. Hier konzentriert sich die Fragestellung einer-
seits auf die Herkunft (Wildfang vs. Zucht) und andererseits auf verarbeitete Pro-
dukte, bei denen eine morphologische Differenzierung der verwendeten Fischsor-
te(n) nicht mehr moglich ist. Bei der Frage nach der Herkunft werden zurzeit vor al-
lem Isotopenmethoden angewendet (EU-Forschungsprojekt ,Confirmation of the
origin of farmed and wild salmon and other fish“* GBRD-CT-2001-00512 COFAWS).
Bei der Identifizierung von Fischarten stellen PCR-basierte Methoden die zuverlas-
sigsten Analysen dar (KLossA-KILIA et al. 2002, COMESANA et al. 2003, TRAUTNER
2006). Mit entsprechenden PCR-Verfahren kdnnen selbst Beluga-, Osiestra- und
Sevruga-Kaviar eindeutig identifiziert werden (REHBEIN et al. 1997).

3.2.4 Nachweis gentechnisch veranderter Bestandteile

Grundlagen und Analytik

Weltweit nimmt der Anbau gentechnisch veranderter Pflanzen zu. In vielen Lan-
dern existieren bereits einschldgige Richtlinien zur Zulassung und zum
Inverkehrbringen solcher Produkte. Zur Information der Konsumentinnen missen
in Europa Produkte, die gentechnisch veranderte Organismen (GVOs) enthalten
oder aus ihnen hergestellt sind, gekennzeichnet werden (VO (EG) Nr. 1829/2003).
Da ein Schwellenwert von 0,9 % existiert, besteht die Notwendigkeit, sowohl die
Art des GVO als auch dessen Menge in einem Produkt feststellen zu kénnen. Der
Nachweis von GVOs stellt einen besonderen Fall dar, da hier molekularbiologische
Techniken bereits die wichtigsten und zum Teil einzigen Nachweisverfahren dar-
stellen. Zurzeit basieren die meisten dieser Verfahren auf Real Time PCR-
Technologie (siehe Kapitel 1.3.1). Wenn durch die genetische Veranderung neue
Proteine in der Pflanze gebildet werden, kénnen auch immunologische Tests
(ELISA, Lateral Flow Assay) eingesetzt werden. Eine verlassliche Quantifizierung
ist aber zurzeit nur mit PCR-Techniken madglich.

Durch die stetig steigende Anzahl an zugelassenen GVOs werden die Herausfor-
derungen fur die Umsetzung der einschlagigen Bestimmungen (amtliche Kontrolle,
Uberpriifung spezifischer Produktionsschienen) standig groRer. Um diese Kontrollen
im Rahmen der vertretbaren Kosten durchfiihren zu kénnen, missen neue Tech-
nologien fur kostengiinstige Analysen fur diese Anwendung entwickelt werden. Zur-
zeit liegen die durchschnittlichen Kosten fir den Nachweis gentechnisch verander-
ter Bestandteile in einen Produkt bei 120-220 €. Ein Nachweis aller zurzeit in der
EU zugelassenen GVOs wirde im Bereich von 500 € liegen. Hier wird von allen
Beteiligten die Notwendigkeit fur gunstigere Testverfahren hervorgehoben.
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Erste Schritte in diese Richtung wurden mit der Entwicklung eines GMO-Chip™
gesetzt. Der von der Fa. Eppendorf Deutschland™ entwickelte DNA-Chip erlaubt
den parallelen Nachweis mehrerer genetischer Elemente, die haufig in GVOs ein-
gesetzt werden. Da GVOs aber auch in geringeren Mengen als dem gultigen
Grenzwert von 0,9 % nachgewiesen werden mussen, ist bei dieser Technik eine
vorherige Signalverstarkung mittels PCR notwendig. Dieses Verfahren erleichtert
die Identifizierung von GVOs erheblich, liegt aber mit Kosten von 150 € pro Analyse
noch im Bereich der bisherigen Analysen.

Ein Ansatz, der vom Institut fir Gesundheit und Konsumentenschutz der Gemein-
samen Forschungsstelle der Europaischen Kommission entwickelt wurde, basiert
auf dem Einsatz einer vorgefertigten PCR-Plattform (96-well Platten). Der Grof3teil
der Nachweisreagenzien liegt in kleinen Reaktionsgefaf3en vor, die mit der Proben-
DNA gefillt werden kdnnen und in denen anschlieend eine Real Time PCR durch-
gefuhrt wird. Neben dem Nachweis Uber das Vorhandensein eines GVOs lassen
sich bei der Real Time PCR auch quantitative Aussagen treffen.

Vollkommen neue Ansétze erhofft man sich durch Fortschritte in der Nanotechno-
logie, wie sie bei der modernen Genomforschung bereits zum Einsatz kommt. Auf
dem Gebiet der Sequenzierung von ganzen Genomen wurden in den letzten Jahren
einige bemerkenswerte technische Fortschritte gemacht, die in Zukunft auch in der
GVO-Analytik Anwendung finden kénnten.

3.2.5 Nachweis von Allergenen

Grundlagen und Analytik

Mit der Zunahme allergischer Reaktionen spielt der Nachweis von Allergenen fir
die Nahrungsmittelsicherheit eine immer gro3ere Rolle. Bezuglich der Analytik tref-
fen die zuvor schon bei der GVO-Analytik genannten Aspekte auch weitgehend auf
diesen Bereich zu. Allergene werden zurzeit mittels PCR oder ELISA/Lateral flow
assay nachgewiesen. ELISA-Tests sind im Bereich der Allergenanalytik starker
verbreitet als in der GVO-Analytik, da sie einfach durchzufiihren sind und auch mit
begrenzter Laborinfrastruktur durchgefuihrt werden kénnen. Die Kosten fur die ge-
nannten Analysemethoden bewegen sich in vergleichbaren GréRenordnungen, dem-
entsprechend gehen auch hier die Forderungen der Anwenderinnen in Richtung
kostenglnstigere Analysen.

DNA-Chip-Verfahren

Einsatzvon
Nanotechnologie

Einsatz von ELISA-

Tests
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4 OKONOMISCHE EINSCHATZUNG
MOLEKULARBIOLOGISCHER
ANALYSEMETHODEN

Im Folgenden sollen einige 6konomische Aspekte im Zusammenhang mit der An-
wendung molekularbiologischer Analysen erlautert werden. Die Kosten bzw. die
Kosteneinsparung durch derartige Verfahren héangen sehr von den spezifischen
Anforderungen der jeweiligen Branche ab. In manchen Bereichen werden sehr viele
Proben auf eine begrenzte Anzahl von Parametern untersucht — hier wird durch die
Mdglichkeit einer Automatisierung eine wesentliche Kostenreduktion mdglich sein.
In anderen Bereichen miissen mehrere biogene Parameter bestimmt werden, dies
aber in moglichst kurzer Zeit, um eine aktive Freigabe der Produktionscharge zu
ermdglichen. Hier missen eventuelle Mehrkosten bei der Analyse einer Kostenre-
duktion im Lagerbereich gegeniibergestellt werden. Ein weiterer Aspekt ist die
Vermeidung von Produktverfalschungen oder die Falschdeklaration bei Produkten
mit geschiitztem Ursprung und Ahnlichem. Hier stehen zwar nicht unmittelbare
Einsparungen der Produktionskosten im Vordergrund, der Verlust des Kundenver-
trauens hat aber direkten Einfluss auf den Absatz eines solchen Produkts.

Welche Analysemethode bei den verschiedenen Anwendungen am zielfihrendsten
ist, wurde bei der Behandlung der einzelnen Anwendungen bereits im Speziellen
erdrtert. Um aber tber die technische Eignung einer Analysemethode hinaus auch
eine Einschatzung fir die Anwendbarkeit in der Praxis bzw. einen Vergleich zu
herkémmlichen Analyseverfahren zu erhalten, sollen im Folgenden grobe Anhalts-
punkte fiir die Kosten der einzelnen Verfahren gegeben werden. Zu bertcksichtigen
ist, dass es sich hierbei nur um die unmittelbaren Materialkosten handelt und weiter
reichende betriebswirtschaftliche Aspekte wie z. B. Abschreibungskosten wegen der
individuellen Gegebenheiten im Einzelfall nicht berticksichtigt werden konnten. Zum
Bereich der Personalkosten wurden von den interviewten Betrieben zumeist keine
Angaben gemacht da auch dieser Bereich einer groRen betrieblichen Variabilitat
unterliegt und in der nachstehenden Kosteneinschatzung nur eingeschrénkt be-
handelt werden konnte.

PCR-Verfahren

Bezlglich der Entwicklungskosten eines PCR-Verfahrens miissen verschiedene
Szenarien unterschieden werden.

Wird bei der PCR ein Real Time-Verfahren gewahlt (ist momentan als Stand der
Technik anzusehen), ist mit Anschaffungskosten von 25.000-30.000 € zu rechnen.
Hinzu kommen noch einige Laborkleingerate zur Probenaufbereitung, bei denen
man mit zusatzlichen Kosten von 6.000—8.000 € rechnen muss.

Sollte ein bereits anerkanntes PCR-Nachweisverfahren in einem bestehenden Labor
mit entsprechender Infrastruktur (PCR) etabliert werden, so sind die Kosten gering.
In einem solchen Fall kann mit einer Entwicklungszeit von ca. einem Monat und
Materialkosten von ca. 500—800 € gerechnet werden.
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Fur die Entwicklung eines neuen Nachweises bzw. einer neuen Anwendung muss
ein gewisser Forschungsanteil berticksichtigt werden. Dieser kann je nach bereits
vorhandenem Wissensstand zeitlich zwischen wenigen Monaten bis zu einem Jahr
betragen, die eigentliche Entwicklung und Optimierung des Nachweisverfahrens
kann mit weiteren 4-5 Monaten veranschlagt werden. Daraus ergeben sich ge-
schatzte Gesamtkosten von 60.000—-200.000 €.

Sollte dieses Nachweisverfahren bis zu einem vermarktungsféhigen Produkt (z. B. in
Form eines Test-Kit) gebracht werden, ist mit einer weiteren Entwicklungszeit von
5-8 Monaten zu rechnen. In diesem Zusammenhang ist auch zu bericksichtigen,
dass fir kommerzielle Produkte meist ein aufwendiger Validierungsprozess not-
wendig ist, um zu garantieren, dass das betreffende Testsystem robust genug ist,
um in jedem anderen Labor verlassliche Ergebnisse zu liefern. Eine entsprechende
Kostenabschéatzung ist in diesem Fall sehr schwierig.

Die laufenden Kosten bei einem etablierten PCR-Analyseverfahren kénnen mit ca.
2,70-4,20 € je PCR-Reaktion inklusive Probenaufbereitung (DNA-Extraktion) ver-
anschlagt werden. Kommerzielle DNA-Extraktionskits bilden fir eine Anwendung in
der Produktpriifung die beste Wabhl, da sie neben einem standardisierten Verfahren
in den meisten Fallen auch die schnellste Variante darstellen. Im Vergleich dazu
muss bei klassischen Kultivierungen im Plattenverfahren mit Kosten von 0,50—
0,90 € pro Platte kalkuliert werden. Weiters ist zu beriicksichtigen, dass fiir PCR-
Verfahren zumeist hoher qualifiziertes Personal notig ist.

Die laufenden Kosten sind bei PCR-Verfahren aber sehr stark von der Probenzahl
abhéngig. Bei entsprechendem Probendurchsatz kdnnen arbeitsintensive Bereiche
wie Probenaufbereitung und Ansatz der Reaktionsgemische automatisiert und so
deutlich Personalkosten gespart werden.

ELISA- und Lateral Flow Assay-Verfahren

ELISA und Lateral Flow Assays bieten breite Anwendungsmoglichkeiten und sind
wegen der einfachen Handhabung ideal fir den Einsatz in Betriebslaboratorien
geeignet. Wegen der tendenziell hohen Entwicklungskosten werden diese Testver-
fahren zumeist von Analysefirmen entwickelt und als Test-Kits kommerziell vertrie-
ben. Die Kosten fiir einen ELISA-Test liegen je nach Anwendung zwischen 2,00 €
und 5,00 € pro Analyse. Die Probenaufbereitung ist zumeist sehr einfach, in vielen
Fallen konnen flissige Proben direkt in das Testverfahren eingesetzt werden.
Dementsprechend gering sind die Kosten fur diesen Arbeitsschritt. Eine Kostenre-
duktion durch Automatisierung ist moglich, macht aber nur bei sehr grof3en Pro-
benzahlen (>200/Tag) Sinn, da das Ubliche Analyseformat von
96 Proben/Testdurchlauf auch bei manueller Bearbeitung in angemessener Zeit
abgearbeitet werden kann. Wenn eine quantitative Analyse durchgefuhrt werden
soll, wird ein Auslesegerat (Microplate Reader) benétigt. Die Kosten fur ein derarti-
ges Gerét belaufen sich auf 2.000—-4.000 €.

FISH-Verfahren

Fluoreszenz in Situ Hybridisierung-Analysen dienen zumeist der spezifischen Identi-
fizierung von Mikroorganismen innerhalb einer etablierten mikrobiellen Analytik, die
oft auf klassischen Kultivierungsmethoden basiert. Dementsprechend wird sich die An-
zahl der Analysen in einem betreffenden Labor in Grenzen halten. Der apparative

laufende Kosten
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Aufwand fur ein geeignetes Fluoreszenzmikroskop ist verhaltnismaRig gering — die
Kosten liegen bei 5.000-8.000 €. Die Kosten fur eine Analyse sind bei Verwen-
dung eines kommerziellen Kits aber mit 10-15 € verglichen mit anderen Verfahren
sehr hoch. Steht im Labor entsprechendes personelles Knowhow zu Verfugung,
kann man davon ausgehen das die Materialkosten um 40-60 % gesenkt werden
koénnen. Eine Automatisierung ist bei dieser Anwendung nicht maglich.

Chip-Technologie

Obwohl von den analytischen Méglichkeiten her als eine Methode mit hohem Po-
tenzial einzustufen, konnte sich diese Technologie in der Routineanalytik noch
nicht durchsetzten. Die Grinde hierfur liegen vor allem in den sehr hohen Entwick-
lungskosten (der in Kapitel 3.2.2 erwahnte ,Milch-Chip“ wurde neben der Beteili-
gung privater Firmen mit 400.000 € durch die Deutsche Stiftung Umwelt geférdert),
die sich in den hohen Kosten fiir den Analyse-Chip widerspiegeln. Die Kosten fir
ein kommerzielles System, das bereits in der GVO-Analytik (GMO-Chip™, Eppen-
dorf GmbH) zum Einsatz kommt, belaufen sich auf ca. 160 € pro Probe. Dazu
kommen Anschaffungskosten fiir das Auslesegerat von 15.000-30.000 €. Eine Au-
tomatisierung der Analyse ist zwar moglich, wiirde aber nur bei hohen Probenzahlen
sinnvoll sein.

Durchflusszytometrie

Dieses Verfahren kann fir eine Vielzahl von Anwendungen bentzt werden, weist
aber die in Kapitel 1.3.4 erwéahnten technischen Einschréankungen bezuglich des
Probenvolumens auf. Die Handhabung benétigt keine spezielle Qualifikation des
Personals und dauert nur wenige Minuten flr die Messung, sofern geringe Proben-
volumina ausreichend sind. Die Kosten fir eine Analyse ohne fluoreszenz-basierter
Identifizierung sind vernachlassigbar, da keine Materialkosten anfallen. Bei An-
wendung einer fluoreszenz-basierten Differenzierung von Keimen ist mit Kosten
von 5-10€ pro Analyse zu rechnen. Die Anschaffungskosten fiir ein
Durchflusszytometer liegen bei 40.000-70.000 €.

Zusammenfassung

Der Vergleich der Analysekosten zwischen klassischen Kultivierungsverfahren und
molekularbiologischen Analysen zeigt, dass moderne Methoden immer noch héhe-
re Kosten verursachen. Diese Differenz in den Analysekosten ist im Wesentlichen
der Grund, warum bei den meisten in dieser Studie befragten Unternehmen mole-
kularbiologische Analyseverfahren noch eine geringe Rolle spielen. Zumeist wird
die einfache Routineanalytik in den Betriebslabors durchgefihrt — fur spezielle Fra-
gestellungen, die den Einsatz moderner Analysemethoden erfordern, werden die
Proben an spezialisierte Labors geschickt.

Okonomisch interessant sind molekularbiologische Analysen vor allem dort, wo
das Potenzial zur Automatisierung genitzt werden kann. Dadurch kénnen im Be-
reich der Personalkosten Einsparungen erzielt werden. Klassische Verfahren sind
zwar oft mit weniger qualifiziertem Personal durchfuihrbar, die Arbeitsschritte sind
aber schwer automatisierbar und mussen daher vom Laborpersonal handisch
durchgefiihrt werden.
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Eine Automatisierung der Analyse ist aber nur bei hohem Probendurchsatz rentabel.
Daher sind moderne Methoden in der Routineanalytik vor allem fur gro3e Produ-
zenten von Interesse oder in Sparten, bei denen ein Grof3teil der Produktion in den
Export geht und/oder das Produkt in einem hochpreisigen Segment angesiedelt ist.
Entsprechend werden in Osterreich noch kaum moderne Analyseverfahren einge-
setzt, wahrend z. B. in Danemark in grof3en fleischverarbeitenden Betrieben ent-
sprechende Methoden bereits routinemaRig zur Anwendung kommen. Ahnliche Ein-
sparungseffekte kénnen aber auch von kleineren Unternehmen durch Auslagerung
derartiger Analysen an externe Dienstleistungslaboratorien erzielt werden.

Neben den Kostengriinden spielen aber auch noch andere Faktoren bei der An-
wendungsakzeptanz molekularbiologischer Testmethoden eine Rolle. In einigen Be-
reichen sind derartige Verfahren den klassischen Kultivierungsverfahren rechtlich
noch nicht gleichgestellt. Beispielsweise werden in Europa beim Nachweis von pa-
thogenen Keimen mittels PCR die Ergebnisse nur im Zusammenhang mit einer kul-
turmorphologischen Bestatigung der Testresultate vor Gericht anerkannt (mindl.
Mitt. von Prof. Martin Wagner, Veterinarmedizinische Universitat Wien).

Ein weiterer Aspekt der die Akzeptanz moderner Methoden beeinflusst ist der Um-
stand, das nicht nur mikrobielle Parameter in Zuge der Qualitatssicherung erhoben
werden, sondern oft noch eine Reihe physikalisch-chemischer Messgréf3en bestimmt
werden missen. Diese Analysen kénnen ebenfalls mehrere Tage dauern, wodurch
eine verkurzte Analysedauer in mikrobiologischen Bereich kaum Vorteile bringt.

Eine Einschatzung des 6konomischen Vorteils einer besseren Prozesssteuerung
von Industrieanlagen (z. B. Klaranlagen oder Biogasanlagen) mittels molekularbio-
logischen Analysen ist zum jetzigen Zeitpunkt noch schwer abschatzbar. Unter dem
Gesichtspunkt der Diskussion um erneuerbare Energieformen stellen aber Aspekte
der Prozessoptimierung in Bereichen wie Biogasproduktion oder Biotreibstoffe einen
wichtigen Ansatzpunkt dar. Hier ist aber durch weiterfihrende wissenschaftliche
Untersuchungen ein besseres Verstandnis fur die Zusammenhange bei der stoffli-
chen Umsetzung in derartigen Anlagen zu schaffen.

Einige grundsatzliche Uberlegungen beziiglich der méglichen Auswirkungen solcher
Analysen auf die betrieblichen Kosten von Industrieanlagen sollen noch angefuihrt
werden:

In einer Klaranlage fuhrt jede Abweichung vom Optimalbetrieb zu erhdhten Ener-
giekosten, da die Abwasser langer in den Klarbecken verbleiben miissen oder mehr
Luft in die Becken gepresst werden muss. Kommt es zu Problemen wie z. B. Blah-
schlammbildung, muss dieser entweder aufwendig umgewalzt oder in andere Klar-
becken umgepumpt werden. Kann das Problem mit betriebsinternen MaRhahmen
nicht beseitigt werden, muss der Bldhschlamm sogar enthommen, getrocknet und in
Verbrennungsanlagen entsorgt werden, was erhebliche Kosten verursacht. Beson-
ders fir kleinere Klaranlagen spielt eine optimale Prozesskontrolle eine wesentliche
Rolle, da es hier bei Problemen auch zum Kippen der gesamten Anlage kommen
kann. In diesem Fall sind die verursachten Kosten betrachtlich, da man je nach
GrolRRe der Anlage mit ca. einer Woche Stillstand rechnen muss.

Bei der Biogasproduktion ist es vor allem die Erhdhung der Gasausbeute, die als
O0konomischer Faktor bei einer verbesserten Prozesssteuerung im Vordergrund
steht. Hier wird von Fachleuten noch ein signifikantes Potenzial zur Prozessopti-
mierung gesehen.

keine rechtliche
Gleichstellung

optimierte
Prozesssteuerung

von Industrieanlagen

Klaranlagen

Biogasproduktion
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5 RESUMEE

Im Zuge der Recherchen und der durchgeflhrten Interviews zeigte sich, dass in
den letzten Jahren fur viele Bereiche entsprechende Analysemethoden entwickelt
wurden. Einige dieser Methoden existieren nur in Form wissenschaftlicher Projekte,
in anderen Féllen miindeten die Ergebnisse aus Forschungsprojekten — zum Bei-
spiel des europaischen Forschungsrahmenprogrammes — in die Entwicklung kom-
merziell anwendbarer Analyseverfahren.

Die am haufigsten eingesetzten Verfahren sind — bedingt durch ihre einfache
Handhabung — ELISA-Tests und Durchflusszytometrie. Die PCR bietet zwar eine
hervorragende Sensitivitdt sowie grofl3e Flexibilitat im Analysespektrum, ist aber
wegen der aufwendigen Analyseprozedur in Betriebslaboratorien noch wenig ver-
breitet. PCR-Verfahren werden zurzeit vor allem von Analysedienstleistern zum
spezifischen Nachweis von Allergenen, GVOs und pathogenen Keimen eingesetzt.
Die Chip-Technologie hat sich wegen des Knowhows, das fur die Durchfuhrung
notwendig ist, sowie wegen der hohen Entwicklungskosten bis jetzt in der Routine-
analytik nicht etabliert. Neben der technischen Eignung eines Verfahrens fir eine
spezifische Anwendung spielen die Kosten derartiger Analysen eine wichtige Rolle.

Moderne Methoden bieten zwar viele Vorteile, sind aber unter den Bedingungen
eines standig steigenden Preisdrucks im Verhaltnis zu klassischen Methoden noch
immer zu teuer. Verstarkt wird dieser Umstand dadurch, dass derartige Analysen
zumeist von hoher qualifiziertem Personal durchgefiihrt werden miissen. Eine Ein-
satzmdglichkeit wird vor allem dort gesehen, wo durch einen hohen Probendurch-
satz eine Automatisierung des Analysevorgangs und damit eine Reduktion der
Personalkosten moglich ist. Dies trifft vorzugsweise auf grofl3e Betriebslaboratorien
oder externe Analysedienstleister zu. Einige Bereiche wie z. B. die GVO-Analytik
sind jedoch auf molekularbiologische Verfahren angewiesen.

Die verklrzte Analysedauer wird zwar durchwegs als positiv gesehen, da aber in
den wenigsten Fallen eine aktive Freigabe der Produktionschargen erfolgt, werden
Analysen meist zum Monitoring der qualitatssichernden MalRnahmen im Produkti-
onsprozess eingesetzt. Welchen Mehrwert die rasche Verfugbarkeit der Messergeb-
nisse hat, muss im Einzelfall fir den jeweiligen Produktionsprozess beurteilt werden.

Im Bereich der Prozesskontrolle kénnen molekularbiologische Messverfahren einen
wichtigen Beitrag zur Prozessoptimierung liefern. Dazu ist aber noch wissenschaft-
licher Forschungsaufwand nétig, um ein besseres Verstandnis der Zusammenhénge
zwischen komplexen mikrobiellen Gemeinschaften und den stofflichen Umséatzen zu
gewinnen.

Hinderlich fur den verbreiteten Einsatz molekularbiologischer Analysen wirkt sich
auch aus, dass in manchen Bereichen moderne Analysen den traditionellen Ver-
fahren gesetzlich nicht gleichgestellt sind. So werden in der EU Ergebnisse von
Pathogenkeim-Bestimmungen, die mittels PCR erhalten wurden, nur im Zusam-
menhang mit einer kulturell-morphologischen Bestéatigung des Testergebnisses vor
Gericht anerkannt.

Die Einschatzung der Anwendbarkeit hangt stark von den spezifischen Fragestel-
lungen des jeweiligen Produktionsprozesses ab. Derzeit werden von Fachleuten
vor allem der PCR-Technologie die gré3ten Potenziale fiir die Routineanalytik zu-
geschrieben. Durch technische Entwicklungen sollte diese Methodik in den néchs-
ten 10-15 Jahren, ahnlich wie schon bei der Qualitatssicherung im medizinischen
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Bereich, fixer Bestandteil bei Analysen im industriellen Bereich sein. Traditionelle
Kultivierungsverfahren werden aber vor allem fur mittlere Betriebe weiterhin eine
Option zur Kontrolle der mikrobiellen Parameter darstellen.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht der molekularbiologischen Analyseverfahren fir ver-
schiedene Anwendungsbereiche sowie die relevanten Aspekte fiir eine praktische

Umsetzung.

Tabelle 1:
mogliche Anwendungsgebiete.

Vor- und Nachteile molekularbiologischer Analysemethoden und deren

Analyse-  Vorteile Nachteile Anwendung bei
verfahren
PCR hohe Sensitivitat Probenaufbereitung auf-  Authentizitat von
hohe Selektivitat wendig Rohstoff
Ergebnis in 3-4 Std. gg:/l\;gf]lgiges Personal Nachwe!s Allergene
Automatisierung moglich Nachweis GVO
Klaranlagen
Mikrobiell induzierte
Korrosion (MIC)
Erdodlindustrie
Biotreibstoffe (-gas)
Getrankeerzeugung
Molkereiprodukte
FISH hohe Selektivitat geringere Sensitivitat Getrankeerzeugung
einfache Durchfiihrung geringer Probendurchsatz Klaranlagen
Ergebnis in 2—-3 Std. Biogas
CHIP Analyse vieler Parameter Probenaufbereitung auf-  Klaranlagen
gleichzeitig wendig Biogas
e g coaaneres PSOnal (it
lich hohe Kosten
geringer Probendurchsatz
ELISA hohe Sensitivitat geringe Flexibilitat (fir je- Nachweis Allergene
hohe Selektivitat ﬁgéﬁvcgg_tﬁﬂ :ir?c?rr:jzrrlich) Nachweis GVO
Ergebnis in 1-2 Std. Authentizitat von
einfache Durchfiihrung Rohstoff
Automatisierung moglich
Durchfluss- einfache Durchfiihrung nur Analyse von kleinen Getrankeerzeugung
zytometrie Volumina sinnvoll

Ergebnis in 10 min bis
3 Std. (je nach Anwendung)

geringe Selektivitat

Molkereiprodukte
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