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In vorliegender Arbeit wurde die Eignung der ATP-Teststreifen Typ LuciPacPen (Wattestibchen zur Oberflichen-
iiberpriifung; LPP) und Typ LuciPacPen-Aqua (Spezialstibchen zur Wasseruntersuchung; LPPA) fiir die Bestim-
mung der Verkeimung von Betriebswissern getestet. Das Testsystem nutzt eine Methode basierend auf einer Kom-
bination von Luciferase und Pyruvat-Orthophosphatdikinase (PPDK). Um einen Bezug zwischen den Messwerten
(relative light units = RLU-Werte) und dem Keimgehalt zu erhalten, wurden Messungen mit Suspensionen bestimm-
ter Zellzahl von Saccharomyces cerevisiae und Oenococcus oeni durchgefithrt. Die Bestimmung mit den ATP-Stibchen
ist rasch und ergibt gut reproduzierbare Ergebnisse iiber die zellulire Aktivitit des Probemediums. Es wurde aber
testgestellt, dass sich die ATP-Gehalte mit zunehmender Standzeit der Proben erh6hen, sodass es wichtig ist, die
Analysen unmittelbar nach Probenahme durchzufiihren. Die Praxiseignung der ATP-Teststreifen wurde anhand der
Messung von Betriebswissern in fiinf Weinkellereien und bei einem Fruchtsaftabfiiller ermittelt. Neben der Messung
der RLU-Werte der Betriebswisser wurde der Effekt der Reinigung von Abfiillanlagen untersucht. Die RLU-Werte in
den Betriebswissern der meisten Betriebe lagen bei ca. 20. In den Betrieben mit eigener Waschwasserversorgung vom
Hausbrunnen konnten bedenkliche Keime isoliert werden. Einige dieser Keime wurden mit dem VITEK® 2 Compact
System als Bodenkeime der Familie der Pseudomonaceae identifiziert.

Schlagworter: Wein, Abfiillung, Hygiene, Reinigung, Fiillanlage, Spiilwasser, Luciferase

Testing of an ATP measuring system for microbiological monitoring of process water in grapes and fruit proces-
sing companies. In this work the ATP test swabs type LuciPacPen (cotton swabs for surface inspection) and Luci-
PacPen-Aqua (special swabs for water analysis) were tested for their suitability to determine the contamination of pro-
cess waters. The test system uses a method based on a combination of firefly luciferase and pyruvate orthophosphate
dikinase (PPDK). In order to obtain a correlation between the measured values (RLU = relative light units) and the
germ count measurements were carried out with suspensions with definite cell numbers of Saccharomyces cerevisiae
and Oenococcus oeni. Employing the ATP swabs is quick and provides reproducible results on the cellular activity of the
sample medium. However, it was found that the measured values increase with lifetime of sample, so it is important
to carry out the analysis directly after sampling. The practical suitability of the ATP test swabs was determined by
measuring process waters in five wineries and a fruit juice producer plant. In addition to the measurement of the RLU
values of the process water, the effect of cleaning of filling plants was studied. The RLU values of tap water of most of
the producers were about 20. In the companies with their own supply of wash and process water from private wells,
critical germs were isolated. Some of these organisms were identified with the VITEK® 2 Compact system as soil
bacteria of the family Pseudomonaceae.

Keywords: wine, filling station, hygiene, cleaning, rinsing water, luciferase
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Bereits seit vielen Jahren wird Trinkwasser mit Nihrbo-
denplatten auf das Vorhandensein von Keimen (TRINK-
WASSERVERORDNUNG, 2001; SATORY et al., 2004; WHO,
2006) untersucht. In letzter Zeit setzten sich allerdings
immer mehr Schnellmethoden, wie fluoreszenzmikros-
kopische Methoden, Flowcytometer und ATP (Adeno-
sintriphosphat)-Messungen durch (RINTA-KANOT et
al., 2004; HAMMES et al., 2008). ATP ist als Indikator-
substanz zum Nachweis von lebendigen Organismen im
Wasser und auf Oberflichen gut geeignet (SIEBEL et. al.,
2008; VENKATESWARAN et al., 2003). Diese chemische
Substanz kann aus den Organismuszellen austreten und
somit in kontaminierten Wissern nachgewiesen werden.
Der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung des in diesem
Projekt verwendeten ATP-Messgerites (Lumitester PD-
20, Kikkomann, Diisseldorf, Deutschland) war die Hy-
gienekontrolle in Groflkiichen. Inzwischen wurden die
Gerite fur die mikrobiologische Kontrolle von Wasser-
proben weiterentwickelt.

Sauberkeit ist in Lebensmittelbetrieben sehr wichtig,
um Verunreinigungen und Mikroorganismen nicht von
einem Lebensmittel auf ein anderes zu iibertragen. Die
Folgen wiren Verderb, Qualititsverluste und Instabilitat
der Produkte. Auch konnte es zu einem Schweben von
Verunreinigungspartikeln in Fliissigkeiten kommen, die
sich als ungewollte Triibungen oder Biofilme manifestie-
ren kénnten. Insbesondere die Bildung von Biofilmen in
Rohrleitungen stellt ein hiufiges und schwerwiegendes
Hygieneproblem dar (NIQUETTE et al. 2000; HaLLAM
et al.,, 2001; STORGARDS et al., 2005), sodass die Rei-
nigung und anschliefende Reinigungskontrolle von
Rohrleitungen mittels durchgeleiteteter Fliissigkeit sehr
wichtig ist. In diesem Zusammenhang ist zu beachten,
dass auf unterschiedlichen Materialien von Trinkwasser-
leitungen das Wachstum der Bakterien und die Biofilm-
bildung verschieden stark ausgeprigt sind (NIQUETTE et
al.,2000; HALLAM et al., 2001; STORGARDS et al., 2005).
Stehzeiten von Wasser fithren in der Folge zu einer Erho-
hung der Keimzahl und zu einer erhéhten ATP-Freiset-
zung (LAUTENSCHLAGER et al.; 2010; CARRICK et al,,
2001). Auch konnen dadurch Schwermetalle wie Blei,
Nickel, Cadmium und Kupfer aus den Leitungen freige-
setzt werden (ZIETZ et al., 2007; ZIETZ et al., 2003). In
Summe wirken sich daher Stehzeiten von Trinkwasser
in Leitungen negativ auf den Geschmack, den Geruch
und die Farbe des Wassers aus (Servais et al., 1995). Im
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Verteilungsnetz des Leitungswassers versucht man, das
bakterielle Wachstum durch niedrige Nihrstoftkonzen-
trationen, Anwendung von Desinfektionsmitteln, kurze
Stehzeiten und kithle Temperaturen einzuschrinken
(SERvVAIS et al,, 1992; KERNEYS et al., 1995).

Im Wein spielen Bakterien aus dem Wasser und pa-
thogene Keime nur eine untergeordnete Rolle, da bei-
spielsweise pathogene Keime wie Escherichia coli, Sal-
monellen und Staphylococcus aureus bei Kontakt mit
Wein bereits nach 30 Minuten abgetdtet werden (Z1e-
GELWAGNER et al,, 2012). Trotzdem ist bei der Produk-
tion von Wein oder Fruchtsaft zu bedenken, dass viele
Keime mehrere Monate auf trockenen Oberflichen, z.
B. von Geritschaften (KRAMER et al., 2006), iiberleben
kénnen. Diese Tatsache sollte bei der Wartung und Rei-
nigung von Fiillanlagen beriicksichtigt werden (TIMKE
et al.,, 2008; STORGARDS et al, 2006). Fiillanlagen nei-
gen bei schlechter Pflege zu starken Biofilmbildungen,
die sich negativ auf die Produkte Wein und Fruchtsaft
in Form von Qualititsminderung und Triibungen aus-
wirken. Da sich Biofilme bereits innerhalb weniger Stun-
den nach der Reinigung des Stahls wieder bilden, sollte
die Reinigung der Anlage tiglich oder unmittelbar vor
dem Einsatz erfolgen (STORGARDS et al., 2006). Um
den hygienischen Zustand von Fiillanlagen und anderen
Geriten tiberpriifen zu kénnen, benétigt die Praxis aber
einfache und rasche Bestimmungsmethoden.

Eine rasche und praxistaugliche Alternativmaéglichkeit
zur aufwindigen Gesamtkeimzahlbestimmung sollte
die quantitative Bestimmung von Adenosintriphosphat
(ATP) sein. Um dies zu iiberpriifen, wurde fiir vorlie-
gende Arbeit die Eignung von ATP-Messungen fiir die
Uberpriifung verschiedener Wasserqualititen und Rei-
nigungsverfahren von Abfillanlagen untersucht. An-
hand von Betriebs- und Spiilwasserproben wurden die
Ergebnisse von Desinfektions- und Waschmafinahmen
in mehreren Praxisbetrieben analysiert. Es war vor allem
von Interesse, ob die eingesetzte ATP-Schnellmethode
fiir den praktischen Einsatz im Weinbaubetrieb oder in
der Fruchtsaftabfiillung geeignet ist und ob die Ergeb-
nisse mit denen der traditionellen Gesamtkeimzahlbe-
stimmung vergleichbar sind. Als weitere Kontrollproben
wurden Loésungen mit definierten Gehalten weinrele-
vanter Mikroorganismen untersucht.
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MATERIAL UND METHODE
ATP-MESSTECHNIK

Simtliche ATP-Analysen erfolgten mit einem Lumi-
tester (Typ PD-20; Kikkoman, Diisseldorf, Deutsch-
land). Das Gerit arbeitet mit der patentierten ATP/
AMP (Adenosinmonophosphat)-Luciferasetechnik. Als
Messverbindungen werden Luciferase aus Glihwiirm-
chen und Pyruvat-Orthophosphatdikinase (PPDK)
verwendet. Bei dieser Methode wird durch das in den
Proben vorhandene Adenosintriphosphat (ATP) eine
definierte Menge an Lumineszenzstrahlung produ-
ziert, die als relative Lichtmenge (Relative Light Unit;
RLU) gemessen werden kann. Die ATP-Gehalte der
Proben werden in RLU-Einheiten angegeben und sind
direkt proportional zur Menge des in der Probe vorhan-
denen ATP. Vom Hersteller werden zwei verschiedene
ATP-Stabchen fir flissige oder feste Proben angeboten.
(LuciPacPen-Aqua und LuciPacPen).

HERSTELLUNG DER KONTROLL-
SUSPENSIONEN MIT WEINRELEVANTEN
MIKROORGANISMEN

Es wurden jeweils drei Losungen von Saccharomyces
cerevisiae (Stamm ATCC 32701) und Oenococcus
oeni (O.oeni 20047, hauseigene Stammsammlung) als
Ubernachtkulturen mit Standard I-Nahrbouillon (Art.-
Nr 1.07882.0500, Merck, Darmstadt, Deutschland) an-
gelegt. Von jeder Kultur wurde eine Verdiinnungsreihe
in 10er-Schritten hergestellt. Jeweils 100 pl jeder Ver-
diinnungsstufe wurden auf finf verschiedenen Medi-
en (TSA = Trypton Soja Agar, Art.-Nr. CP70.1 (Roth,
Karlsruhe, Deutschland); WL = Wallerstein Nutrient
Agar (Oxoid CM0309; Oxoid Deutschland GmbH, We-
sel, Deutschland); MEA = Malzextrakt Agar, (Art.-Nr.
X923.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland); MRS = MRS
Agar (Art.-Nr. X23.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland);
PC = Plate Count (Art.-Nr. X930.1, Roth, Karlsruhe,
Deutschland)) ausplattiert. Die Platten wurden bei 22
°C fiinf Tage lang bebriitet.

Die Keimzahlen der Ausgangslosungen wurden durch
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visuelle Auszihlung der geeigneten Verdiinnungsstufen
bestimmt. Im Vergleich dazu wurden von jeder Verdiin-
nungsstufe RLU-Messungen mit LuciPacPen und Luci-
PacPen-Aqua, wie vom Hersteller angegeben, durchge-

fiihrt.
LABORWASSERVERSUCH

Nach Abflimmen der metallischen Wasserhiahne im mi-
krobiologischen Labor der HBLA und BA fiir Wein- und
Obstbau Klosterneuburg wurden 2 ml Leitungswasser
entnommen und in sterile Plastikréhrchen gefiillt und 3
min bei 95 °C erhitzt, damit die Membran porés wird
und das intrazelluldre ATP die Zelle austreten kann. Die
RLU-Werte wurden direkt nach der Probenahme und
Erhitzung in der abgekiihlten Probe mit dem Lumites-
ter (Typ PD-20; Kikkoman, Diisseldorf, Deutschland)
viermal gemessen.

UNTERSUCHUNG VON BETRIEBSWASSERN

Es wurden sechs reprisentative Betriebe mit unter-
schiedlichen Reinigungsgewohnheiten im Weinviertel
ausgewihlt. Davon waren fiinf Betriebe Weingiiter und
ein Betrieb (Betrieb C) ein Fruchtsaftabfiiller. In jedem
Betrieb wurden das Betriebswasser und das Spiilwas-
ser der Abfiillanlage analysiert. Die Spiilwasserproben
wurden vor und nach dem Reinigen und anschlieSend
nach der Fillung genommen. Die Entnahme der Proben
erfolgte nach Abflimmen der Ablisse und kurzem Lau-
fenlassen des Spiilwassers. Vor Entnahme der Betriebs-
wasserproben wurden ebenfalls die Hihne abgeflimmt
und das Wasser fiir 5 min laufen gelassen. Die Abfiillung
der Proben erfolgte in sterile Gefif3e. Jede Probe wurde
zweimal gezogen und danach gekihlt ins Labor trans-
portiert.

BESCHREIBUNG DER BETRIEBE
BETRIEB A

Betrieb A bezieht das Wasser aus dem offentlichen Was-
serleitungsnetz. Das Wasser wird im Betrieb enthirtet
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und mit einer UV-Lampe partiell entkeimt. Die Reini-
gung der Anlage erfolgt durch regelmiflige chemische
Reinigung mit chlorfreier Lauge, 2%ig, kalt, und an-
schlieender Dampfsterilisation (20 min bei 120 °C).
Die Flaschen werden vor der Fillung mit ozonisiertem

Wasser und Frischwasser ausgespiilt.
BETRIEB B

Betrieb B bezieht das Betriebswasser aus einem hausei-
genen Brunnen. Das Wasser wird ohne weitere Behand-
lung als Waschwasser verwendet. Die Fiillanlage wird
sporadisch chemisch mit einer 2%igen Hypochloritlau-
ge, 1%iger Wasserstoffperoxidlosung, beides kalt, und/
oder Dampf gereinigt. Die Flaschen werden prinzipiell
mit SO,-Lésung ausgespiilt.

BETRIEB C

Der Fruchtsaftabfiller betreibt eine genau beschriebe-
ne Reinigungspraxis. Zuerst wird mit chlorfreier Lauge,
1%ig, 95 °C im CIP-Verfahren 30 min lang gereinigt, an-
schlieend wird Wasserstoftperoxid, 2%ig, kalt, 20 min
lang eingesetzt und danach mit Betriebswasser 20 min
gespiilt. Dabei werden ca. 500 | Wasser durch die Anlage
gepumpt. Das Betriebswasser stammt aus dem &ffent-
lichen Netz, wird enthirtet und iber eine UV-Lampe
gefiihrt.

BETRIEB D

Grof3e Mengen Betriebswasser werden aus dem 6ffentli-
chen Netz entnommen und tiber eine UV-Lampe parti-
ell entkeimt. Die Abfiillanlage wird sporadisch zwei- bis
dreimal pro Jahr chemisch mit chlorfreier Lauge gerei-
nigt. Dabei wird die Anlage mit 2%iger Lauge befiillt und
30 min eingeweicht, anschliefend wird rundgepumpt
und eine Standdesinfektion iiber Nacht mit 1%iger Was-
serstoffperoxidlésung, kalt, durchgefithrt. Am nichsten
Morgen wird die Anlage mit ca. 1.000 1 Wasser wie oben
beschrieben iiber UV-Lampe entkeimt und gespiilt.
Wenn kein chemischer Reinigungszyklus durchgefiithrt
wird, wird die Anlage nur mit einer groflen Wassermen-
ge von ca. 3.000 1 geschwallt.
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BETRIEB E

Hierbei handelt es sich um einen technisch ilteren
Betrieb, der das Betriebswasser aus einem hauseige-
nen Brunnen bezieht. Die Reinigung der Abfiillanlage
erfolgt teilweise mit Hypochloritlauge in einer 2- bis
3%igen Konzentration fir 30 min, und anschlieSend
wird mit Wasserstoffperoxid, 1%ig, kalt, 30 min desin-
fiziert. Die Flaschen werden in einem Tauchsterilisator
mit 1,5%iger Peressigsdure entkeimt, das Nachspiilwas-
ser nach dem Sterilisator wird tiber einen kleinen Ker-
zenfilter gefiihrt.

BETRIEB F

Das Betriebswasser aus dem eigenen Hausbrunnen wird
unbehandelt verwendet. Die Reinigung der Fiillanla-
ge erfolgt regelmifig mit 2%iger aktivchlorfreier kalter
Lauge und Wasserstoffperoxid in 1%iger Konzentration,
kalt, beides fiir 30 min, danach wird die Fillanlage zu-
satzlich mit Dampf 120 °C und 20 min beaufschlagt und
sterilisiert.

BESTIMMUNG DER KEIME IN DEN PROBEN AUS DEN
TESTBETRIEBEN

Von allen Proben wurden Verdiinnungsreihen in Zeh-
ner- Schritten hergestellt. Die Probenfliissigkeit wurde
auf verschiedene Nihrmedien (WL, PC, TSA) ausplat-
tiert und finf Tage bei 22 °C und auf PC zusitzlich noch
bei 37 °C bebriitet und anschliefend ausgezihlt. Die
Proben wurden nicht entsprechend der 6sterreichischen
Trinkwasserverordnung (TRINKWASSERVERORDNUNG,
2001) bearbeitet, da ein Vergleich mit offiziellen Unter-
suchungswerten nicht beabsichtigt wurde und nicht Ziel
der Arbeit war. Es wurde die Hausmethode mit Ausplat-
tieren von 100 pl Probe der Verdiinnungen vorgezogen.
Die in den Proben vorhandenen Keime wurden in der
Folge weiter untersucht. Dazu wurden diese reinkulti-
viert. Die Analyse erfolgte in einem ersten Schritt durch
Gramfirbung, im Anschluss wurden die Keime mittels
des Systems VITEK® 2 Compact (kompaktes, automati-
siertes ID/AST-System, Firma bioMérieux Deutschland
GmbH, Niirtingen, Deutschland) nach Angaben des
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Herstellers identifiziert. AnschlieBend wurden die Er-
gebnisse des VITEK® 2 Compact auf Ubereinstimmung
mit dem Aussehen der Kolonien nochmals iiberpriift.

DATENAUFARBEITUNG

Die grafischen Darstellungen und Berechnungen erfolg-
ten mit der Software SPSS22 (IBM Osterreich, Wien,
Osterreich) und MS Excel 2010 (Microsoft, Redmond,
USA).

ERGEBNISSE

VERGLEICH DER ERGEBNISSE DER ATP-MES-
SUNG (RLU-WERTE) VON SUSPENSIONEN
WEINRELEVANTER MIKROORGANISMEN MIT
LUCIPACPEN (LPP) UND LUCIPACPEN-AQUA
(LPPA)

In Abbildung 1 ist ein Vergleich der RLU-Werte eines
Gemisches aus Saccharomyces cerevisiae und Oenococcus
oeni, gemessen mit LuciPacPen und LuciPacPen-Aqua,
dargestellt. Der Mittelwert der mit LuciPacPen gemes-
senen Werte lag bei der unverdiinnten Losung bei 1,3 x
10° RLU mit einem Minimumwert von 1,2 x 10° RLU
und einem Maximumwert von 1,4 x 10* RLU. Der Mit-
telwert bei LuciPacPen-Aqua lag bei 1,4 x 10° RLU, der
Minimumwert bei 1,2 x 10° RLU und der Maximumwert
bei 1,6 x 10° RLU. Der Median der RLU-Messungen mit
LuciPacPen und LuciPacPen-Aqua lag bei beiden Me-
thoden bei 1,3 x 103 RLU.

In Abbildung 2 ist ein Vergleich der RLU-Werte einer
Suspension von Saccharomyces cerevisiae, gemessen
mit LuciPacPen und LuciPacPen-Aqua, ab der Verdiin-
nungsstufe 10* dargestellt. Bei einer Keimzahl von 5280
KBE/ml mit LPPA wurden 251 RLU festgestellt, bei ei-
ner Keimzahl von 97 KBE/ml 11 RLU.

Abbildung 3 zeigt die Messergebnisse mit LuciPacPen
und LuciPacPen-Aqua bei der Suspension von Oenococ-
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cus oeni ab der Verdiinnungsstufe 10°. Der Mittelwert
der RLU-Werte von LuciPacPen lag bei der unverdiinn-
ten Losung bei 1,3 x 10° RLU mit einem Minimumwert
von 1,2 x 10° RLU und einem Maximumwert von 1,4 x
10° RLU. Der Mittelwert von LuciPacPen-Aqua lag bei
1,3 x 10 RLU, der Minimumwert bei 1,2 x 10° RLU
und der Maximumwert bei 1,6 x 106 RLU. Der Medi-
an der RLU-Messungen des LuciPacPen und des Luci-
PacPen-Aqua lag bei beiden bei 1,3 x 10 RLU.

LABORWASSERUNTERSUCHUNG

In Abbildung 4 wird anhand einer Laborwasserprobe
der Einfluss eines dreiminiitigen Erhitzens auf 95 °C
auf die Messwerte veranschaulicht. Die Proben wurden
erhitzt, damit die Membran durchlissig wird und intra-
zellulires ATP aus der Zelle austritt. Hiermit sollte die
Alterung der Zelle simuliert werden. Vor dem Erhitzen
lagen der Mittelwert bei 13,75 und der Median bei 11,5
RLU-Werten. Nach dem Erhitzen lagen der Mittelwert
bei 109 und der Median bei 100,5.

BETRIEBSWASSERUNTERSUCHUNGEN

Die in Abbildung 5 dargestellten Messwerte der unter-
suchten Betriebe weisen eine grofle Spannweite von 10
RLU bis 220 RLU auf, die Werte von Betrieb E (>500
RLU) sind nicht dargestellt. Die ATP-Werte des Be-
triebswassers der meisten Betriebe lagen bei ca. 20 RLU,
dies entspricht den durchschnittlichen RLU-Werten
von Leitungswasser. Diese Werte stimmen auch mit den
Wasserwerten des Labors der HBLA und BA fiir Wein-
und Obstbau Klosterneuburg iiberein (rund 15 RLU).

In Abbildung 6 bis 12 sind die Messwerte (ermittelt mit
LuciPacPen (LPP) und LuciPacPen-Aqua (LPPA)) des
Spiilwassers vor und nach der Reinigung bzw. nach er-
folgter Fiillung fiir die Betriebe einzeln dargestellt (in
RLU).
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Abb. 1: Vergleich der RLU-Werte eines Gemischs bestehend aus Saccharomyces cerevisiae und
Oenococcus oeni mit LuciPacPen (LPP) und LuciPacPen-Aqua (LPPA) bei verschiedenen Verdiin-

nungsstufen (10° = log3 bis 10° = log6).
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Abb. 2: Vergleich der RLU-Werte einer Suspension von Saccharomyces cerevisiae mit LuciPacPen
und LuciPacPen-Aqua bei verschiedenen Verdiinnungsstufen (z. B. 10° = log 3 bis 10° =log 5).
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Abb. 3: Vergleich der RLU-Werte einer Suspension von Oenococcus oeni mit LuciPacPen (LPP) und Luci-
PacPen-Aqua (LPPA) bei verschiedenen Verdiinnungsstufen (z. B. 10* =log 4 bis107 =log 7).
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Abb. 4: Messwerte des Laborwassers vor und nach dem Erhitzen.
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Abb. §5: Messwerte (LuciPacPen; in RLU) verschiedener Betriebswisser
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A = Betriebswasser A gemessen am Weingut, B = Betriebswasser Weingut A gemessen im Labor, C = Betriebs-
wasser Fruchtsaftabfiiller C gemessen im Labor, D = Betriebswasser am Weingut D gemessen im Labor, E =
Betriebswasser Weingut D gemessen am Weingut (Werte nicht dargestellt, da >500 RLU), F = Betriebswasser
Weingut D gemessen am Weingut, G = Betriebswasser Weingut F gemessen am Weingut, H = Betriebswasser
Weingut F gemessen im Labor, I = Betriebswasser Weingut B gemessen im Labor
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Abb. 6: Messwerte (LPP; LPPA) des Betriebswassers im Betrieb A (in RLU)

A = Betriebswasser gemessen mit LPPA am Weingut, B = Betriebswasser gemessen mit LPP am Weingut, C
= Betriebswasser gemessen mit LPPA im Labor, D = Betriebswasser gemessen mit LPP im Labor, E = Nach-
spiilwasser gemessen mit LPPA am Weingut, F = Nachspiilwasser gemessen mit LPP am Weingut, G = Nach-
spiilwasser gemessen mit LPPA im Labor, H = Nachspiilwasser gemessen im Labor mit LPP im Labor, I =
Nachspiilwasser nach Fillung gemessen mit LPPA am Weingut, ] = Nachspiilwasser aus Fiiller gemessen mit
LPP am Weingut, K = Nachspiilwasser nach Fiillung gemessen mit LPPA im Labor, L = Nachspiilwasser aus
Filler nach Fillung gemessen mit LPP im Labor
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Abb. 7: Messwerte (LPP; LPPA) des Betriebswassers im Betrieb B (in RLU)

A = Betriebswasser gemessen mit LPP im Labor, B = Betriebswasser gemessen mit LPPA im Labor, C =
Nachspiilwasser vor Reinigung gemessen mit LPPA im Labor, D = Nachspiilwasser vor Reinigung gemes-
sen mit LPP im Labor, E = Nachspiilwasser nach Filllung gemessen mit LPPA im Labor, F = Nachspiil-
wasser nach Fillung gemessen mit LPP im Labor
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Abb. 8: Messwerte (LPP; LPPA) des Betriebswassers im Betrieb C (Fruchtsaftabfiiller; in RLU)

A = Betriebswasser gemessen mit LPPA im Betrieb, B = Betriebswasser gemessen mit LPP im Betrieb,
C = Betriebswasser gemessen mit LPPA im Labor, D = Betriebswasser gemessen mit LPP im Labor, E
= Nachspiilwasser gemessen mit LPPA im Betrieb, F = Nachspiilwasser gemessen mit LPP im Betrieb,
G = Nachspiilwasser gemessen mit LPPA gemessen im Labor, H = Nachspiilwasser gemessen mit
LPP im Labor, I = Nachspiilwasser gemessen mit LPPA nach Fiillung im Betrieb, J = Nachspiilwasser
nach Filllung gemessen mit LPP im Betrieb, K = Nachspiilwasser gemessen mit LPPA nach Fillung im
Labor, L = Nachspiilwasser nach Fiilllung gemessen mit LPP im Labor
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Abb. 9: Messwerte (LPP; LPPA) des Betriebswassers im Betrieb D (in RLU)

A = Betriebswasser gemessen mit LPPA am Weingut, B = Betriebswasser gemessen mit LPP am Weingut, C
= Betriebswasser gemessen mit LPPA im Labor, D = Betriebswasser gemessen mit LPP im Labor, E = Nach-
spiilwasser gemessen mit LPPA am Weingut, F = Nachspiilwasser gemessen mit LPP am Weingut, G = Nach-
spiilwasser gemessen mit LPPA im Labor, H = Nachspiilwasser gemessen mit LPP im Labor, I = Nachspiilwas-
ser nach Fillung gemessen mit LPPA am Weingut, J = Nachspiilwasser nach Fillung gemessen mit LPP am
Weingut, K = Nachspiilwasser nach Fiillung gemessen mit LPPA im Labor, L = Nachspiilwasser nach Fillung
gemessen mit LPP im Labor

10.0007

8.0007

6.0007

RLU - Werte

4.0007

2.0007

Abb. 10: Messwerte (LPP; LPPA) des Betriebswassers im Betrieb E (in RLU)

A = Betriebswasser gemessen mit LPPA im Labor, B = Betriebswasser gemessen mit LPP im Labor, C = Nach-
sptilwasser vor Reinigung gemessen mit LPPA im Labor, D = Nachspiilwasser vor Reinigung gemessen mit
LPP im Labor, E = Nachspiilwasser nach Reinigung gemessen mit LPPA im Labor, F = Nachspilwasser nach
Reinigung gemessen mit LPP im Labor

- 275 -



MITTEILUNGEN KLOSTERNEUBURG 66 (2016): 266-280 MANDL et al.

1.000+
800
600

400+

2001 B

T T T T T T T

A B C D E F G H

RLU - Werte

Abb. 11: Messwerte (LPP; LPPA) des Betriebswassers im Betrieb F (in RLU)

A = Betriebswasser gemessen mit LPPA am Weingut, B = Betriebswasser gemessen mit LPP am Weingut, C
= Betriebswasser gemessen mit LPPA im Labor, D = Betriebswasser gemessen mit LPP im Labor, E = Nach-
spiilwasser vor Reinigung gemessen mit LPPA im Labor, F = Nachspiilwasser vor Reinigung gemessen mit

LPP im Labor, G = Nachspiilwasser nach Reinigung gemessen mit LPPA im Labor, H = Nachspiulwasser nach
Reinigung gemessen mit LPPA im Labor
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Abb. 12: Logarithmische Darstellung von Keimzahlen aus verschiedenen Betriebswissern auf verschiedenen Nihr-
medien (in KBE/ml)

A = Weingut A Betriebswasser, B = Weingut B Betriebswasser, C = Weingut C Betriebswasser, D = Weingut D
Betriebswasser, E = Weingut E Betriebswasser, F = Weingut F Betriebswasser, G = Weingut A Nachspiilwasser aus
Filler, H = Weingut B Nachspiilwasser vor Reinigung, I = Weingut C Nachspiilwasser aus Fillung, ] = Weingut D
Nachspiilwasser nach Dampfsterilisation, K = Weingut E Nachspiilwasser vor Reinigung, L = Weingut F Nachspiil-
wasser vor Reinigung, M = Weingut A Nachspiilwasser nach Fiillung, N = Weingut B Nachspiilwasser nach Fiillung,

O = Weingut C Nachspiilwasser nach Fiillung, P = Weingut D Nachspiilwasser nach Fiillung, R = Weingut E Nach-
spilwasser nach Reinigung, S = Weingut F Nachspiilwasser nach Reinigung
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Abb. 13: RLU-Werte und Keimzahlen des Laborwasser auf Plate Count Agar (LPP und LPPA); die
Darstellung erfolgte auf beiden Achsen logarithmisch.

BESTIMMUNG DER KEIMZAHLEN AUS
BETRIEBSWASSERN AUF VERSCHIEDENEN
NAHRMEDIEN

In Abbildung 12 werden die Keimzahlen der verschie-
denen Betriebswisser der Betriebe auf verschiedenen
Nihrmedien (PC bei 22 °C, PC bei 37 °C, WL bei 22 °C
und TSA bei 22 °C) in KBE/ml (koloniebildenden Ein-
heiten pro ml) dargestellt. Es ldsst sich erkennen, dass
das Keimwachstum sehr stark vom Medium wie auch
von der Temperatur abhingig ist. Die logarithmische
Darstellung wurde gewihlt, um alle Proben in einer Gra-

fik darstellen zu konnen.

RLU-WERTE UND KEIMZAHLEN DES LABORWASSER
AUF PLATE COUNT AGAR

In Abbildung 13 werden die des PC-Mediums gegen-
tibergestellt und logarithmisch dargestellt. Die Werte
der Betriebswisser (LPP und LPPA) werden iiber-
blicksmifig grafisch dargestellt, um miteinander visu-

ell verglichen werden zu kénnen.
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IDENTIFIZIERUNG DER KEIME IN
BETRIEBSWASSERN

In zwei Betrieben mit eigener Waschwasserversorgung
aus Hausbrunnen konnten mit Hilfe des VITEK® 2
Compact bedenkliche Keime isoliert werden. Im Betrieb
B wurden Pseudomonas fluorescens (97 %), Aeromonas
sobria (93 %), Aeromonas salomonicida (98 %) und Pseu-
domonas aeroginosa (96 %) nachgewiesen. Im Weingut
E wurden Aeromonas salomonicida (98 %), Pseudomonas
fluorescens (99 %), Pseudomonas putida (99 %) und Kleb-
siella ornithiolytica (99 %) bestimmt.

Im Weingut A, D, F und im Betrieb C konnten keine po-
tentiell pathogenen Keime nachgewiesen werden.

DISKUSSION

In vorliegender Arbeit wurde die Verkeimung und somit
der Verschmutzungsgrad von Betriebswissern von fiinf
Weinkellereien und einem Fruchtsaftabfiiller mittels
ATP-Stibchen (LuciPacPen-Aqua (LPPA) und Luci-
PacPen (LPP)) untersucht. Die Ergebnisse mit Bakte-
rien- bzw. Hefesuspensionen haben gezeigt, dass die
beiden Testsysteme, LuciPacPen und LuciPacPen-Aqua,
gut vergleichbare Ergebnisse liefern, trotzdem ist es
empfehlenswert, sich wihrend einer Mess-Serie bzw. in
einem Betrieb auf eines der beiden Systeme zu beschrin-
ken.

Die Untersuchungen der verschiedenen Betriebswisser
ergaben, dass die ATP-Stibchen sehr gut fiir die Uber-
prifung des Reinigungserfolges geeignet sind, es kann
mit ihnen der Status vor und nach der Reinigung einfach
uberprift werden. ATP-Stibchen geben in wenigen Mi-
nuten Auskunft iiber die Verkeimung (ATP-Werte) von
Oberflichen und Fliissigkeiten und damit indirekt tiber
die zellulire Aktivitit des Probemediums. Bei Untersu-
chungen von Wasser und Fliissigkeiten sollte bedacht
werden, dass das normale Leitungswasser ATP enthilt
und dieser Wert immer als Referenz herangezogen wer-
den muss. Bezugnehmend auf den Ausgangswert ist
leicht festzustellen, ob das Wasser einen bestimmten
Verschmutzungsgrad iiberschritten hat oder nicht.
Mittels eines Laborversuches konnte gezeigt werden,

MANDL et al.

dass es durch die Denaturierung der Zellmembran in-
folge einer Hitzeeinwirkung zu einem erhéhten Austritt
von ATP aus den Zellen kommt. Auch die Autolyse von
Zellen infolge lingerer Standzeiten fithrt zu hoheren
ATP-Werten. Bei einigen Proben erfolgten die ATP-Mes-
sungen unmittelbar nach der Probenziehung im Betrieb,
bei anderen wurde erst spiter im Laboratorium gemes-
sen. Dies beeintrichtigt aber die Vergleichbarkeit der
Werte, da wihrend der Standzeiten die ATP-Werte stark
ansteigen (LAUTENSCHLAGER et al., 2010; CARRICK et
al,, 2001). Es sollten daher bei kiinftigen Mess-Serien
die Messung direkt im Betrieb erfolgen und Standzeiten
der Proben vermieden werden.

Die ATP-Aktivitit der Wisser aus dem Gemeindewas-
sernetz lag meist um die 20 RLU. Dieser Wert entspricht
fast genau dem des Wassers aus dem Laboratorium der
HBLA und BA fiir Wein- und Obstbau Klosterneuburg
(15 RLU). Die Betriebe, die das Wasser aus dem Ge-
meindewassernetz bezogen, lagen alle um diesen Be-
reich und wie die hier vorliegenden Untersuchungen
gezeigt haben, ist dieses Wasser fiir die Reinigung von
Fillanlagen gut geeignet. Es hat sich gezeigt, dass die
Bestrahlung des Wassers mit UV-Lampen zu einer Ver-
ringerung der Keimzahl fithrt und somit einen positiven
Einfluss auf die Qualitit des Wassers hat. Im Betrieb
D wies das Betriebswasser mit einem RLU-Wert von 6
eine sehr geringe ATP-Aktivitit auf. Die Werte dieses
Betriebs beweisen, dass es moglich ist, mit gutem Rei-
nigungsmanagement die Verunreinigung von Betriebs-
wasser zu minimieren und eine Abfiillung mit sehr nied-
rigen Keimzahlen durchzufiihren.

Die Betriebe, die Brunnenwasser zur Reinigung verwen-
deten, zeigten sehr hohe RLU-Werte und auch visuell er-
kennbare Biofilmbildungen bei den Anlagen. Das Was-
ser entsprach auf keinem Fall den Anforderungen der
Trinkwasserverordnung und beinhaltete sogar Keime
der Sicherheitsstufe zwei, die bei immungeschwichten
Personen zu schweren Krankheiten wie Lungenentziin-
dungen fithren kénnen.

Die verschiedenen Reinigungstechniken haben ei-
nen groflen Einfluss auf die Sauberkeit der Anlage, viel
wichtiger ist jedoch die Qualitit des Wassers. Sauberes
Wasser vermag sehr viele Biofilme zu entfernen, und ein
regelmifliges Reinigen kann prophylaktisch gegen die
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Bildung von Biofilmen wirken. Wasser, das der Trink-
wasserverordnung nicht entspricht und bedenklich
ist, sollte nicht zur Reinigung von Fiillanlagen in der
Lebensmittelproduktion verwendet werden. Es ist be-
kannt, dass manche Bakterien im Wein (ZIEGELWAG-
NER, 2012) iiberleben konnen und ein Risiko fiir den
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