
überwachung langfristig zu kontrol-
lieren. Zweifellos wird die CCC die 
Isolierung größerer Mengen sekun-
därer Pflanzeninhaltsstoffe ermögli-
chen, die somit als Referenzsubstan-
zen für die Analytik und für in vitro- 
und in vivo-Studien zur Verfügung 
stehen. Weiterführende Erkenntnisse 
sind durch eine enge Vernetzung von 
Lebensmittelchemie, Lebensmittel-
technologie, Ernährungswissenschaft 
und Toxikologie zu erwarten. Ins-
besondere gilt es, Stabilität und Bio-
verfügbarkeit sekundärer Pflanzen-
stoffe zu steigern und ihren vermute-
ten Zusatznutzen zu belegen. 
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pflanzen-, tier- und humanpathoge-
nen Mikroorganismen. Mikrobielle 
Infektionen, die durch Lebensmittel 
übertragen werden, sind ein welt-
weit ernst zu nehmendes Problem. 
So kann beispielsweise verschmutz-
tes Wasser Obst und Gemüse bakte-
riell kontaminieren. Eine schnelle 
und sichere Identifizierung pathoge-
ner Mikroorganismen in Lebensmit-
teln ist sowohl für Qualität als auch 
für die Sicherheit unumgänglich. 
Damit hygienische Standards bei 
Herstellung, Behandlung und Inver-
kehrbringen von Lebensmitteln ein-
gehalten werden, hat der Gesetz-
geber Vorschriften erlassen, die auch 
den Einsatz molekularbiologischer 
Techniken vorsehen. Die Methoden 
zur DNA-basierten Analytik von Le-
bensmitteln, die bereits in die amtli-
che Sammlung von Untersuchungs-
verfahren nach § 35 Lebensmittel- 
und Bedarfsgegenständegesetz 
(LMBG) aufgenommen sind, stehen 
in der Tabelle (S. 311).  

Für die molekularbiologische 
Identifizierung von gentechnischen 
Veränderungen oder Fremd-DNA im 
Allgemeinen stehen prinzipiell zwei 
Verfahren zur Verfügung: DNA lässt 
sich mit Gen-Sonden durch eine ein-
fache Hybridisierungsreaktion nach-
weisen. Eine weitere Methode ist die 
PCR. Auch bei diesem Verfahren 
werden zunächst Hybridmoleküle 
zwischen jeweils einem Strang der 
Proben-DNA und dem zu diesem 
Strang passenden Oligonukleotid 
ausgebildet. Anders als bei Hybri-
disierungsverfahren wird bei der 
PCR die Proben-DNA vermehrt. Be-
sondere Versuchsanordnungen er-
lauben bei dieser Methode auch eine 
Quantifizierung des Probenmateri-
als. Beide Verfahren lassen sich, je 
nach Fragestellung, miteinander 
und mit anderen molekularbiologi-
schen Techniken kombinieren.  

Der DNA-Nachweis mit  
Gen-Sonden 

� Bei Hybridisierungsverfahren, so-
wohl beim Einzelnachweis als auch 
bei der simultanen Analyse von vie-
len Nukleinsäureproben mit DNA-
Chips, werden Nukleinsäure-Ziel-

Molekularbiologische 
Methoden der Le-
bensmittelanalytik 
 

� Seit den letzten zwei Jahrzehnten 
versucht man, mit Hilfe der Gen-
technik Selektionsvorgänge in der 
Pflanzenzüchtung zu beschleuni-
gen. Die Einführung von Eigen-
schaften und deren Kombination 
mit bereits vorhandenen ist inzwi-
schen in weiten Bereichen der 
menschlichen und tierischen Ernäh-
rung verbreitet. Als erste gentech-
nisch veränderte Pflanze erhielt in 
den USA im Jahr 1994 die FlavrSavr-
Tomate eine Zulassung zum Anbau 
und zur Vermarktung als Lebensmit-
tel.1)

Zwischen 1996 und 2001 stieg 
die Anbaufläche für gentechnisch 
modifizierte Nutzpflanzen um das 
30-fache. Der weltweite Anbau gen-
technisch veränderter Kulturpflan-
zen umfasste im Jahr 1996 1,7 Mio. 
Hektar, im Jahr 2000 45 Mio. Hektar 
und 2002 bereits 58,7 Mio. Hektar. 
Die hauptsächlich verwendeten gen-
technisch veränderten Nutzpflanzen 
sind Soja (63 % der weltweiten Flä-
che), Mais (19 %), Baumwolle 
(13 %) und Raps (5 %).2)

Die Europäische Union hat ge-
zielt Vorschriften zum Schutz von 
Gesundheit und Umwelt erlassen 
mit dem Ziel, den Umgang mit gen-
technisch veränderten Organismen 
(GVO) einheitlich zu regeln. Einen 
guten Überblick zur rechtlichen Si-
tuation sowie nützliche Internet-
Links bietet die Internetseite von 
Transgen.3)

Zur Spezifizierung der Produkte 
und zur Überprüfung der gesetzlich 
vorgeschriebenen Kennzeichnung 
sind entsprechende Nachweisver-
fahren erforderlich. Gentechnische 
Veränderungen von Organismen las-
sen sich – beim Erzeuger aber auch 
bei Überwachungsbehörden – am ef-
fizientesten mit DNA-basierten 
Techniken nachweisen.  

Ein weiteres Einsatzgebiet mole-
kularbiologischer Methoden in der 
Lebensmittelanalytik ist die Identifi-
zierung und Quantifizierung von 



  

Literaturrecherche 

in der Chemical-

Abstracts-Daten-

bank (CAPLUS) zu 

den Schlagwörtern 

„PCR und Food und 

Analysis“. Bis Ende 

2003 wurden  

insgesamt 688  

EInträge zu diesem  

Thema gefunden.

moleküle grundsätzlich über die se-
quenzspezifische Anlagerung von 
komplementären Nukleinsäure-Son-
den (Gen-Sonden) detektiert.  

Der Einzelnachweis von Nuklein-
säure-Abschnitten  

Beim Einzelnachweis werden als 
Gen-Sonden einzelne synthetische 
Oligonukleotide, isolierte DNA-
Fragmente, in vitro-Ribonukleinsäu-
re-(RNA)-Transkripte oder artifiziel-
le, synthetische Peptid-Nukleinsäu-
ren (PNA) eingesetzt. Um Hybri-
disierungen sichtbar zu machen, tra-
gen diese Gen-Sonden Marker-Mole-
küle wie Radioisotope (z. B. 32P),
Farbstoffe (z. B. Fluorescein) oder 
Enzyme, die eine Farbreaktion kata-
lysieren können (z. B. alkalische 
Phosphatase).

Die aus einem Lebensmittel iso-
lierten Nukleinsäure-Zielmoleküle 
werden zunächst auf einem festen 
Trägermaterial (z. B. Oberfläche ei-
ner Mikrotiterplatte) fixiert. An-
schließend wird eine spezifische, 
markierte Gen-Sonde zugegeben. 
Nach Inkubation werden nicht-hy-
bridisierte oder unspezifisch angela-
gerte Sonden durch Waschen ent-
fernt. Die gesuchte Zielsequenz lässt 
sich durch die spezifische Bindung 
der markierten Sonde identifizieren. 
Diese wird entweder durch Auto-

radiographie (z. B. bei 32P-markier-
ten Sonden) oder durch nicht-radio-
aktive Nachweismethoden (z. B. 
photometrisch bei alkalischer Phos-
phatase-Markierung) sichtbar ge-
macht.

Das kommerziell erhältliche Gen-
Sonden-System (Gene-Trak) zum 
Nachweis von Salmonellen in Le-
bensmitteln arbeitet nach dem oben 
beschriebenen Prinzip. Nach selekti-
ver Kultivierung der Bakterien in der 
Lebensmittelprobe wird aus dem zu 
untersuchenden Lebensmittel DNA 
isoliert, diese durch Denaturierung 
in Einzelstränge zerlegt und an-
schließend mit einer enzymmarkier-
ten Sonde hybridisiert. Nach Zugabe 
einer Substratlösung erhält man das 
Ergebnis photometrisch. Den be-
schriebenen Salmonellen-Nachweis 
gibt es wie andere Hybridisierungs-
Verfahren (z. B. Listerien-Nachweis) 
sowohl als Einzelnachweis als auch 
im Mikrotiterplatten-Format. 

Alternativ zu diesem Verfahren 
wurde ein Fluoreszenz-in situ-Hybri-
disierungsverfahren (FISH) für den 
Nachweis von Salmonellen ent-
wickelt. Hierbei werden mit fluores-
zierenden Farbstoffen markierte 
Gen-Sonden, die komplementär zur 
23S rRNA sind, direkt auf permeabi-
lisierte Bakterienzellen gegeben. Die 
markierte Sonde diffundiert in die 
Bakterienzellen, in denen anschlie-

ßend die Hybridisierungsreaktion 
stattfindet. Ausgewertet wird hier 
mit einem Fluoreszenzmikroskop.4)

Ein weiteres FISH-Verfahren ver-
wendet markierte PNA-Sonden, um 
Bakterien und Hefen nachzuwei-
sen.5)

DNA-Mikroarray-Technik 

Bei einem DNA-Mikroarray 
(auch Bio- oder DNA-Chip genannt) 
handelt es sich um eine systemati-
sche Anordnung von DNA-Sonden 
auf planaren Oberflächen (z. B. Glas-
plättchen). Bei Exposition mit Nu-
kleinsäure-Proben hybridisieren die 
komplementären Nukleinsäure-Ab-
schnitte an die Festphasen-gebunde-
nen Sonden. Ein einziger Chip kann 
mit Tausenden verschiedener Gen-
Sonden bedruckt sein, die ebenso 
viele unterschiedliche komplemen-
täre DNA-Sequenzen erkennen. Um 
Hybridisierungen sichtbar zu ma-
chen, muss dabei die Nukleinsäure-
Probe markiert vorliegen. Nuklein-
säure-Proben können beispielsweise 
fluoreszenzmarkierte cDNA-Stränge 
sein, die durch reverse Transkription 
von mRNA aus dem zu unter-
suchenden Lebensmittel gewonnen 
wurden, oder auch PCR-Fragmente, 
die unter Verwendung von fluores-
zenzmarkierten Desoxynucleosid-
Triphosphaten (dNTP) erzeugt wur-
den. Nicht-hybridisierte Nuklein-
säure-Proben werden durch einen 
Waschschritt entfernt. Durch das 
Hybridisieren entsteht auf dem 
DNA-Chip ein charakteristisches 
Hybridisierungsmuster, welches 
fluorimetrisch ausgelesen werden 
kann.

Die DNA-Chiptechnologie er-
möglicht es einerseits, eine sehr gro-
ße Zahl von Hybridisierungen 
gleichzeitig durchzuführen – dies ist 
bedingt durch die Vielzahl verschie-
dener Sonden. Andererseits lässt 
sich durch die systematische Anord-
nung der Sonden die Analyse auch 
simultan auswerten. Dieser hohe Pa-
rallelisierungsgrad ist einer der we-
sentlichen Vorteile dieser Technik 
gegenüber klassischen molekular-
biologischen Methoden, mit denen 
man nur einzelne oder wenige DNA-
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Tabelle. 

DNA-basierte Ver-

fahren in der Le-

bensmittelanalytik 

nach § 35 LMBG.26) 

Abschnitte gleichzeitig nachweisen 
kann. Einen Überblick zu Mikroar-
ray-Methoden gibt Stears et al.6)

Der Nachweis von pathogenen 
Mikroorganismen in Lebensmitteln 
mit DNA-Mikroarrays ist in der Lite-
ratur mehrfach beschrieben.7–10)

Kommerziell erhältlich ist beispiels-
weise das NUTRI-Chip-Testverfahren, 
mit dem parallel Salmonella ssp., Lis-
teria monocytogenes und Campyl-
obacter jejuni bzw. C. coli in einem 
Lebensmittel nachgewiesen werden 
können. Ebenso gibt es seit Kurzem 
eine Arbeit zum quantitativen Mi-
kroarray-basiertem Nachweis von 
transgenen Maislinien in Lebens- 
und Futtermitteln.11)

PCR-Analyse  

� Mittlerweile ist die PCR die gän-
gigste Methode, gentechnisch ver-
änderte Organismen und DNA mi-
krobiellen Ursprungs in Lebensmit-
teln nachzuweisen (Abbildung).12 – 18)  

Für eine PCR-Analyse muss die 
DNA zunächst aus der zu unter-
suchenden Lebensmittelmatrix iso-
liert und gereinigt werden. Ziel ist 
es, Stoffe abzutrennen, die die PCR 
hemmen könnten, z. B. Proteine, 
phenolische Verbindungen oder Sal-
ze. Anschließend wird die isolierte, 
doppelsträngige DNA (Matrize) 

durch Energiezufuhr, d.h. Tempera-
turerhöhung auf ca. 95 oC, in Einzel-
stränge zerlegt. Danach wird die 
Temperatur auf ca. 50 oC gesenkt, so 
dass sich im Überschuss vorhande-
ne, synthetische Oligonukleotide 
(Primer) anlagern können (Anne-
aling). Da diese Primer zu den 3'-En-
den der zu kopierenden Einzelsträn-
ge der Matrizen-DNA komplemen-
tär sind, erfolgt hier eine Hybridisie-
rung. Anschließend werden die 
Stränge durch eine DNA-Polymerase 
in Anwesenheit von freien dNTP 
matrizenabhängig verlängert (Elon-
gation). Durch mehrfache Wieder-
holung von Denaturierung, Anne-
aling und Elongation vermehrt sich 
Matrizen-DNA nahezu exponentiell. 
Mit einer thermostabilen DNA-Poly-
merase (z. B. Taq-DNA-Polymerase) 
lassen sich die PCR-Zyklen in einem 
vollautomatischen PCR-Thermo-
Cycler ohne Unterbrechung, d. h. 
ohne ständige Zugabe von neuem 
Enzym, durchführen.  

Nach der PCR wird das spezifisch 
amplifizierte DNA-Fragment entwe-
der in einer Agarose- oder einer Po-
lyacrylamid-Gelmatrix elektropho-
retisch separiert und durch Interka-
lations-Farbstoffe, z. B. Ethidi-
umbromid sichtbar gemacht. Ampli-
fikate können auch durch Silberfär-
bung oder Kombination mit ELISA-

Verfahren (enzyme linked immuno 
sorbent assay) detektiert werden. 
PCR-ELISA Verfahren wurden in der 
Literatur für den Nachweis von bak-
teriellen Kontaminationen in Le-
bensmitteln und zum Screening von 
gentechnisch veränderten Organis-
men, z. B. Bt176 Mais in Mehl und 
Stärke, beschrieben.19 – 22)

Spezifität und Sensitivität der 
PCR-Methode beruhen auf selektiv 
bindenden Primer-Paaren, die so-
wohl den amplifizierten DNA-Ab-
schnitt als auch die Länge des Am-
plifikats definieren. Das amplifizier-
te DNA-Fragment kann mit Metho-
den wie Verdau mit spezifischen En-
donukleasen,23) DNA-Sequenzie-
rung oder wiederum durch Hybri-
disierung mit spezifisch an das PCR-
Fragment bindenden, markierten 
Sonden24) bestätigt werden. Spezifi-
zierung ist auch durch Reamplifika-
tion mit einem weiteren Primerpaar 
möglich, welches innerhalb der am-
plifizierten DNA-Sequenz bindet, 
mit einer so genannten verschachtel-
ten PCR (Nested-PCR).25)

Die „Real-Time-Quantitative-PCR 
(RT-PCR)“ ist eine Weiterentwick-
lung des qualitativen PCR-Verfah-
rens. Hierbei wird direkt während der 
Reaktion die Menge des gebildeten 
PCR-Produkts fluorimetrisch gemes-
sen und anschließend die ursprüng-
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lich in die Reaktion eingesetzte Ma-
trizen-DNA-Menge berechnet. 

Grenzen 

� Wesentliche Grundlage der quan-
titativen DNA-Analyse bildet die 
Kenntnis der nachzuweisenden 
DNA-Sequenz, anhand derer die 
spezifischen Primer oder Sonden 
konstruiert werden. Ein Nachweis 
nicht-zugelassener GVO ist, da hier 
die Sequenzen nicht bekannt sind, 
folglich nicht ohne erheblichen mo-
lekularbiologischen Entwicklungs-
aufwand möglich. Auch eine genaue 
quantitative Bestimmung geneti-
scher Veränderungen, z. B. an Plas-
tiden, ist aufgrund variabler Kopien-
zahlen schwierig.

Daneben ist bei hochverarbeite-
ten GVO-Produkten wie Öl, Zucker, 
Stärke, Aromen, Zusatzstoffen oder 
fermentierten/stark sauren Produk-
ten ein molekularbiologischer Nach-
weis nur schwer oder auch gar nicht 
mehr durchführbar, da im Laufe des 
Herstellungsprozesses DNA degra-
diert oder abgetrennt wird.  

Wegen der hohen Stabilität von 
DNA kann ein konventioneller 
PCR-gestützter Nachweis von Mi-
kroorganismen nicht zwischen 
DNA aus toten und lebenden Zellen 
unterscheiden. Diese Differenzie-
rung ist aber wichtig, um die Quali-

tät eines Lebensmittels beurteilen 
zu können. In vielen Fällen hilft es 
hier, Mikroorganismen anzurei-
chern, d.h. die Erreger in einem Se-
lektivmedium zu vermehren. Eine 
andere Möglichkeit ist der moleku-
larbiologische Nachweis von RNA, 
da diese in toten Zellen nur noch in 
Spuren nachweisbar ist. 

Ausblick 

� Molekularbiologische Verfahren 
bereichern die Methoden der Le-
bensmittelanalytik außerordentlich. 
Gerade mit Hilfe der PCR lassen sich 
biologische Fremdstoffe in Lebens-
mitteln leicht erkennen und auch 
einzelne Bestandteile eines Produkts 
identifizieren. DNA-Einzelnachwei-
se, wie sie bereits für viele Anwen-
dungen als Kits erhältlich sind, ha-
ben ihre Stärken in der einfachen 
Anwendung ohne komplizierte ap-
parative Ausstattung.

Mikroarray-Verfahren, deren Vor-
teile in der Miniaturisierung und Pa-
rallelisierung liegen, werden an Be-
deutung gewinnen. Der Einsatz von 
Robotern und die Bioinformatik 
werden die Anwendbarkeit dieser 
Technik weiter ausbauen.  

Markus J. Fischer, Garching 
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