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Ausgangssituation:

Der Verarbeitungsschritt der Pasteurisation bei
der Fruchtsaftherstellung dient der Abtotung
mikrobieller Kontaminanten. Zudem erschwe-
ren hohe Zuckerkonzentrationen, niedrige pH-
Werte, die Anwesenheit organischer Sauren
und eine niedrige Wasseraktivitat das mikro-
bielle Wachstum in Fruchtsaftkonzentraten.
Verderbniserreger, die in Form ihrer Sporen
den Herstellungsprozess lberleben und im fer-
tigen Produkt zum Verderb flihren kénnen, sind
die thermoacidophilen, sporenbildenden Alicyc-
lobazillen (z. B. A. acidoterrestris). Dieses Bakte-
rium ist nicht pathogen, flihrt aufgrund seines
Stoffwechsels jedoch zu einem off-Flavour
(rauchig oder nach Desinfektionsmittel rie-
chend) im Fruchtsaftprodukt. Da Alicycloba-
zillen ubiquitdar vorkommen, kann meist eine
Einbringung des Mikroorganismus in den Her-
stellungsprozess nicht vermieden werden.
Grindliches Waschen der Friichte vor und eine
Kontrolle der Keim-/Sporenzahl wéahrend der
Produktion und im fertigen Produkt sind daher
bislang die Methoden der Wahl.

Derzeit steht der Fruchtsaftindustrie keine ana-
lytische Methode zur Verfligung, die einen zeit-
nahen Nachweis von Alicyclobacillus-Sporen
schon wahrend der Verarbeitung bzw. in der
Produktion ermdglicht.

Ziel des Forschungsvorhabens war daher die
Entwicklung einer Anreicherungsmethode von
Sporen von A. acidoterrestris, A. acidiphilus
und A. herbarius aus Orangensaft mit Hilfe von
Aptamer- und Antikérper-basierten Methoden.
Die entwickelte Methode soll in Kombination
mit einer anschlieBenden spezifischen PCR eine
Bestimmung der o.g. Alicyclobacillus-Arten in
kurzer Zeit ermoglichen und die zeitintensive
Kultivierung in der Analytik ersetzen.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden
sowohl Antikorper als auch Aptamere (einzel-
strdngige Oligonukleotide) mit einer hohen Af-
finitat gegenuber Alicyclobacillus-Sporen gene-
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riert und umfassend charakterisiert. Dabei wur-
den die Bindungsparameter sowie die Selektivi-
tdit der generierten Biomolekile mit ver-
schiedensten Methoden analysiert. Es zeigte
sich, dass die generierten Biomolekiile eine
sehr hohe Affinitat (Dissoziationskonstanten im
nanomolaren Bereich), jedoch keine absolute
Selektivitdt aufweisen. Die Interaktionen wur-
den zudem teilweise durch den Einsatz der Flu-
oreszenzmikroskopie visualisiert.

Dartber hinaus wurde erfolgreich eine Genus-
spezifische Real-Time-PCR entwickelt und nach
ENGL-Kriterien umfassend validiert. Der Nach-
weis beruht dabei auf der 16S rDNA der
Sporen. AbschlieBend wurde eine Bioaffinitats-
anreicherung in Orangensaft unter Verwendung
von Antikorpern erfolgreich implementiert und
mittels der entwickelten Real-Time-PCR lber-
pruft. Dabei konnte eine ca. vierfache Anreiche-
rung erzielt werden. Durch die Kombination der
Affinitatsanreicherung mit  dem Genus-
spezifischen Nachweis mittels Real-Time-PCR
wird zudem ein hohes Mal3 an Selektivitat ge-
wahrleistet.

Darliber hinaus wurden unter Verwendung der
generierten poly- und monoklonalen Antikorper
verschiedene Sandwich-Enzyme-linked-Immu-
nosorbent-Assays (EIA) etabliert, die sich durch
ihre niedrige Nachweisgrenze sowie ihre hohe
Inklusivitat sowie Exklusivitdt gegentber ande-
ren Mikroorganismen auszeichnen. Diese EIA
wurden auch erfolgreich fiir den sensitiven
Nachweis von Alicyclobazillen in verschiedenen
Fruchtsaften eingesetzt.

Unabhédngig davon ist es zudem gelungen, ei-
nen Aptamer-basierten Schnelltest fir Alicyc-
lobacillus-Sporen in Form eines Lateral-Flow-
Devices (LFD) zu entwickeln und dessen Nach-
weisgrenze zu determinieren.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Durch das affinitdtsbasierte Anreicherungsver-
fahren fir Alicyclobazillen in Fruchtsaften und
Fruchtsaftkonzentraten wird es den Unterneh-
men der deutschen Fruchtsaftindustrie ermog-
licht, ihre Qualitatskontrolle zu optimieren. Da-
bei kann der zeitaufwendige Schritt der
mikrobiologischen Kultivierung zum Nachweis
durch die entwickelte Antikdrper-basierte An-
reicherung vermieden werden. Die Anreiche-
rung samt folgendem real-time-spezifischen
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Nachweis nehmen dabei ca. einen halben Ar-
beitstag in Anspruch, wodurch eine zeitnahe
Analytik in Orangensaft ermadglicht wird.

Daruber hinaus bieten die entwickelten Schnell-
tests (LFD) vor allem fir kleinere und mittel-
stdndische Unternehmen ein grolRes Anwen-
dungspotential. Diese Tests sind mit geringem
apparativen und personellen Aufwand durchzu-
filhren und innerhalb von wenigen Minuten
auswertbar. Sie bieten ein hohes Potential fir
den Einsatz in der Wareneingangs- und Roh-
stoffkontrolle. Im Falle eines negativen Schnell-
testergebnisses kann zudem sehr wahrschein-
lich auf eine weiterfihrende Analyse bezlglich
einer Alicyclobacillus-Kontamination verzichtet
werden. Im Falle eines positiven Nachweises
kénnen weiterfihrende Untersuchungen unter
Zuhilfenahme der entwickelten Affinitdtsanrei-
cherung und der nachfolgenden Real-Time-PCR
bzw. eines Enzyme-linked-Immunosorbent-
Assays (ELISA) durchgefiihrt werden.

Aus den erzielten Ergebnissen lassen sich wei-
tere Nutzanwendungen ableiten, die uber den
Einsatz in Orangensaft hinausgehen. Vorstell-
bar ist dabei die Adaption der entwickelten Me-
thoden auf weitere relevante Lebensmittel-
matrices.
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