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Ausgangssituation:

Die in der Lebensmittelindustrie fur die Quali-
tatssicherung erforderliche Identifizierung von
Mikroorganismen ist nach wie vor arbeitsauf-
wandig, teuer und speziell fir Analysen ganzer
Populationen mit erheblichem Aufwand verbun-
den. Die FTIR-Spektroskopie hat sich deshalb in
den letzten Jahren zunehmend als kostenginsti-
ge und flexible Methode zur Identifizierung von
Mikroorganismen etabliert, wobei die Genauig-
keit der ldentifizierung eng mit dem angewand-
ten Klassifizierungssystem verknipft ist. Hier
liegt noch eine Schwache dieser Methode.
Durch eine Optimierung der Algorithmen zur
Spektrenauswertung konnte die Prazision der
Identifizierung entscheidend verbessert und da-
mit die Leistungsféhigkeit und Akzeptanz der
Methode in der Industrie noch signifikant ge-
steigert werden.

Grundlage des Projektes sind die zwei von der
Forschungsstelle 1 genutzten methodischen Va-
rianten der FTIR-Spektroskopie: die konventio-
nelle Spektroskopie identifiziert Mikroorganismen
nach vorheriger Isolation, die FTIR-Mikrospek-
troskopie ermdéglicht die qualitative und quan-
titative Analyse ganzer Populationen ohne vor-
herige Isolation der Organismen.

Ziele des Forschungsvorhabens waren die Ent-
wicklung kunstlicher neuronaler Netze (KNN) zur
vereinfachten und prazisierten Identifizierung
von Mikroorganismen mit konventioneller FTIR-
Spektroskopie in lebensmittelmikrobiologischen
Anwendungen und die Ausweitung der Methode
auf derzeit noch nicht identifizierbare, lebens-
mittelrelevante Mikroorganismen-Spektren sowie
die Populationsanalyse eines ausgewahlten mik-
robiellen Kase-Reifungskonsortiums als Mo-
dellprojekt fir nachfolgende Industrieapplikatio-
nen.
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Forschungsergebnis:

Drei Gruppen von Mikroorganismen wurden im
Zuge der Erstellung von KNN bearbeitet: Hefen,
Enterobakterien und Milchsaurebakterien. Fur
Hefen und Milchsaurebakterien wurden KNN er-
stellt, die in der Validierung mit unabhéngigen
Daten mit 97,5 % bzw. 94 % eine ausgezeich-
nete Genauigkeit erzielten. Ferner konnte er-
reicht werden, Gruppen engverwandter Arten,
die zuvor nicht differenziert werden konnten,
zuverlassig zu trennen. Die so erhohte Akkura-
tesse ermoglichte zudem eine Erweiterung des
Artenspektrums in der Referenzdatenbank. Da
allerdings trotz dieser Erweiterung nicht alle
bekannten und beschriebenen Arten abgedeckt
werden konnten, wurde ein auf statistischen
Methoden basierendes Verfahren zur Erkennung
unbekannter Arten bzw. deren Spektren ent-
wickelt. Durch die Kombination von Haupt-
komponentenregression, Partial Least Squares
Regression, Support Vector Machines und
Fuzzy-Logik konnten durch einen hybriden An-
satz 92 % bis 98 % der unbekannten Spektren
aussortiert werden.

Fir Enterobakterien war es nicht méglich, ein
KNN zu trainieren, da hier die taxonomischen
und biologischen Limitierungen keine klare
Strukturierung zulieen, die jedoch eine Grund-
voraussetzung flir die Konzeption neuronaler
Netze ist. Nichtsdestotrotz wurde im Projektver-
lauf eine Methode zur eindeutigen Identifizierung
von Enterobakterien auf molekularbiologischer
Basis etabliert, mit der alle Referenzstdmme
Uberprift wurden.

Die Anwendung der FTIR-Mikrospektroskopie
erfolgte am Monitoring der Entwicklung einer
Starterkultur fir Emmentaler Kase Uber die Sau-
erung und Reifung. Nach Adaption der Refe-
renzdatenbank an die eingesetzte Starterkultur
ergab die Analyse des Populationsverlaufes auf
Artebene sehr prazise Ergebnisse, die in nur
einem Bruchteil der Zeit erarbeitet werden konn-
ten, der Ublicherweise fir Analysen dieses Um-
fangs bendtigt wird.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die mikrobiologische Qualitatssicherung ist ein
wesentlicher Faktor, der zum Erfolg eines
Lebensmittelherstellers beitragt. Die jahrlichen
Kosten hierflr liegen im finf- bis sechsstelligen
Bereich. Die FTIR-Spektroskopie stellt eine Me-
thode zur physiko-chemischen Identifizierung
von Mikroorganismen dar und hat den grof3en
Vorteil, nur sehr geringe laufende Kosten zu
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verursachen, die nur einen Bruchteil dessen be-
tragen, was flr alternative, im Routinebetrieb
eines kleinen oder mittleren Unternehmens ein-
setzbare Techniken veranschlagt werden muss.
Bei der Vielzahl der notwendigen Identifizie-
rungen in der Lebensmittelindustrie besteht mit
dieser Methode das Potential erheblicher Kosten-
reduktionen.

Die Methode gestattet auch, betriebseigene Iso-
late und Mikroorganismen als Referenzen in die
Datenbanken zu integrieren, um somit ein mal3-
geschneidertes System zur Identifizierung von
Hefen und Bakterien zu generieren. Die genaue
Kenntnis und Dokumentation der Flora eines Be-
triebes kann von sehr groRem Wert sein, wenn
es bei Kontaminationsroutenanalysen gilt, den
Herd einer Kontamination schnellstméglich zu
entdecken.

Die Tatsache, dass die FTIR-Spektroskopie be-
reits in milchwirtschaftlichen Untersuchungs-
laboratorien eingesetzt wird, ermdglicht auch
kleinen Unternehmen, die sich kein eigenes
Spektrometer anschaffen kénnen oder wollen,
die Nutzung der Methode.
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