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1. Zweck und Anwendung

Das vorliegende Merkblatt beschreibt ein Priifverfahren zur Bestim-
mung von Schleimbildnern in Papier, Karton und Pappe. Schleimbil-
dende Bakterien kénnen bei der Papierfertigung auftreten.

2, Begriff

Die Priifvorschrift ermoglicht die Bestimmung der Anzahl kolonie-
bildender Einheiten von Schleimbildnern, die nach einer Bebri-
tungszeit von 3 Tagen bei einer Temperatur von 30 °C in 1 g der zu
untersuchenden, ofentrockenen Probe gefunden werden. Unter
Schleimbildnern versteht man Mikroorganismen, die aus niedermo-
lekularen Zuckern hochmolekulare Polymere (Dextrane u. dgl.) bil-
den konnen. Eine wichtige Gattung schleimbildender Bakterien ist
Leuconostoc, doch kénnen auch andere Bakteriengattungen (z. B.
Bacillus-Arten) Schleime produzieren. Das eingesetzte Néhrme-
dium ist nicht selektiv fiir Leuconostoc-Arten.

Probenahme, Probenzahl

3.1.  Die Probenahme erfolgt nach Vereinbarung bzw. nach DIN
53 101.

Es diirfen nur die Rédnder der Proben angefafit werden. Die
entnommenen Proben sind sofort aufeinander in ein sterili-
siertes ProbenahmegefdB zu legen. Falls ein solches Gefd8
nicht vorhanden ist, werden die Proben in Echt Pergament
eingeschlagen.

3.2. Die Probenzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens 10
betragen.

Priifgerite

4.1.  Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von (30 £ 1)°C.
(Diese Temperatur muf} an allen Stellen im Brutraum vorlie-
gen.)

4.2.  Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5 bar und eine Sterili-
sationstemperatur bis 134 °C. Er mull so eingerichtet sein,
daBl eine Mindesttemperatur von (120 + 2) °C eingehalten
werden kann.

4.3. Dampftopf.

4.4. HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperatur von 160
bis 170 °C.

4.5. Kolonienzdhlgerét. Es ist zur Arbeitserleichterung zweckmaé-
Big, nach Moglichkeit ein Kolonienzdhlgerdt zu verwenden,
das mit einer elektrischen Z&hleinrichtung und einer Lupe
von 10- bis 12facher VergréBerung versehen ist.

¢ Rohzucker ist u. a. in Reformh4usern erhélllich.

4.6.  Petrischalen aus Glas nach DIN 12339 bzw. sterile Einweg-
Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87 bis 97 mm.

4.7. Schere: Gipsschere oder dhnlich starke Schere aus nicht-
rostendem Stahl. Die Schere darf beim Sterilisieren ihre
Schneidkraft nicht verlieren.

4.8. Korkbohrer und Korkbohrerscharfer. Der Korkbohrer soll
einen Durchmesser von 15 mm haben.

4.9. Pinzetten.

4.10. MeDBpipetten mit weitem Ausflul, die es gestatten, 1,0 ml
genau zu messen.

4.11. Pipettenbiichse.

4.12. Aufschlaggerit. (Empfohlen wird Ultra-Turrax TP 18 2 N nach
Professor Willems mit auswechselbarem Schaft und Schlitzla-
ger aus Polytetrafluorethylen.)

4.13. 200-ml-Babyflaschen aus Glas mit 100-ml-Markierungen.

4.14. Nahrbodenflaschen, 500 ml, mit Kapsenbergkappen.

4.15. Waigeglaschen, Durchmesser 30 mm, Hoéhe 30 mm, DIN
12 605. Es ist empfehlenswert, diese Glaschen mit laufender
Nummer versehen zu beziehen.

4.16. Waage mit einer Genauigkeit von * 0,001 g.

4.17. Bunsenbrenner.

4.18. pH-MeBgerat mit Glaselektrode.

4.19. Impfnadel.

5. Nihrmedium, Hilfslosung und Filter

Frisch destilliertes oder durch Ionenaustausch vollentsalztes und
frisch aufgekochtes Wasser wird im folgenden Test kurz als Wasser
bezeichnet.

Reagenzien fiir Analyse bzw. fiir Bakteriologie.

5.1, Ndhrboden nach Weman, modifiziert

5.1.1. Zusammensetzung:

40,0 g Rohzucker*

2,0 g di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat
0.5 g Natriumchlorid

0,1 g Magnesiumsulfat

0,01 g Eisen-1I-sulfat

10,0 g Calciumcarbonat, gefdllt

15 g Agar Agar

67,61¢g
. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nahrstoffe werden einem Liter
Wasser zugesetzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleich-
méBig verteilt, im Dampftopf gekocht und in vier Ndhrboden-
flaschen (500 ml) umgeftillt. Die Sterilisation erfolgt in Auto-



klaven 15 min bei 110 °C. Da der Weman-Agar wihrend des
Autoklavierens den pH-Wert in unkontrollierharer Weise
verdndert, muB der noch flissige Agar nach dem Autokla-
vieren unter aseptischen Bedingungen auf den gewiinschten
Wert mit Hilfe konzentrierter Salzsdure oder konzentrierter
steriler Citronensdure eingestellt werden. Zum Nachweis von
Leuconostoc ist der pH-Bereich 5,0 — 55 empfehlenswert,
schleimbildende Bacillus-Arten lassen sich hingegen besser
bei pH 6,5 nachweisen. Es erscheint sinnvoll, den pH-Wert
des Weman-Agars dem jeweiligen pH-Wert des Betriebswas-
sers anzugleichen.

3. Vorbereitung der Petrischalen:

Nach Abkiihlen des Ndhrbodens auf ca. 45 °C werden in die
sterilen Petrischalen jeweils 15 ml des fliissigen sterilen
Néhrbodens unter sterilen Bedingungen eingegossen und der
Néhrboden erstarren lassen. Es empfiehlt sich ein Vortrock-
nen der mit Weman-Agar ausgegossenen offenen Petrischa-
len in einer sterilen Werkbank fiir die Dauer von 30 Minuten
bei Raumtemperatur.

Die Petrischalen mit Ndhrboden sind bei + 4 °C aufzubewah-
ren, eine Lagerzeit von 14 Tagen darf nicht iiberschritten wer-
den.

52. Peptonlésung

5.2.1. Zusammensetzung:
0,1 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut

8,5 g Natriumchlorid, reinst

5.2.2. Bereitung:

Die angegebenen Mengen werden in 1000 ml Wasser gege-
ben, unter ausgiebigem Schiitteln gleichm&Big verteilt und in
vier 500-ml-N&hrbodenflaschen umgefiillt. Die so vorbereite-
ten Flaschen werden 15 min bei 120 °C sterilisiert. Die Pep-
tonldsung muB innerhalb von 8 Tagen bei einer Lagerung bei
Zimmertemperatur verbraucht werden. Wird sie bei + 4°C
gelagert, darf eine Lagerzeit von 14 Tagen nicht {iberschritten
werden.

6. Durchfithrung der Priifung

6.1. Sterilisation der Geréte

Korkbohrer, Wégegldser, Babyflaschen, Pinzetten, Scheren, Glas-
petrischalen, Pipetten und der Schaft des Aufschlaggerates sind im
HeiBluftsterilisator 2 Stunden lang bei mindestens 160 °C zu sterili-
sieren. Bei Serienanalysen konnen Pinzetten, Scheren und Kork-
bohrer und der Schaft des Aufschlaggerdtes auch durch Abflammen
sterilisiert werden.

6.2. Probenvorbereitung

Aus den Proben werden mit einer sterilen Schere Versuchsstiicke in
der GréBe von etwa 15 x 15 mm ausgeschnitten oder zweckmaBi-
gerweise mit einem sterilen Korkbohrer ausgestanzt. Die Versuchs-
stiicke diirfen nur mit sterilen Pinzetten, nicht aber mit den Fingern
beriihrt werden. Je Probe sind mindestens 10 Versuchsstiicke von je
etwa 1,5 g auszuschneiden oder auszustanzen. 1 g des zu untersu-
chenden Materials ist unter sterilen Bedingungen in ein steriles
Wégeglas einzuwégen. Die Einwaage wird in eine sterile Babyfla-
sche gegeben, die mit 99 ml Peptonlésung (5.2) gefiillt ist. Mit einem
sterilen Aufschlaggerdt werden die Versuchsstiicke zerfasert. Nach
einer Aufschlagzeit von 1 min wird meist eine ausreichende, sehr
feine Verteilung erhalten, die sich verhéltnisméBig langsam absetzt.
Bei der Entnahme ist dafiir zu sorgen, daBl evtl. abgesetzte Fasern
neu aufgewirbelt werden. Dies erfolgt am besten mit der zur Ent-
nahme bestimmten sterilen Pipette. Die erhaltene Faserstoffsuspen-
sion stellt die Basissuspension fiir die weitere Priifung dar.
In vielen Fillen ist es erforderlich, die Basissuspension stufenweise
weiter zu verdiinnen, bevor die mikrobiologischen Untersuchungen
angesetzt werden.

6.3. Oberflachenausstrich

Je 0,1 ml der Basissuspension bzw. der davon abgeleiteten Reihen-
verdiinnungen werden auf Petrischalen mit bereits verfestigtem
Weman-Agar (5.1.1) mit Hilfe eines Drigalski-Spatels verteilt. Es
empfiehlt sich ein Vortrocknen der offenen Petrischalen in einer
sterilen Werkbank fiir etwa 60 Minuten bei Raumtemperatur, um
das Schwirmen einiger Bakterienarten zu erschweren bzw. zu
unterdriicken. AnschlieBend werden die Petrischalen so in den
Brutschrank gelegt, dafi der Deckel der Petrischalen unten liegt.

6.4. Bebriitung

Die vorbereiteten Petrischalen mit N&dhragar werden 3 Tage bei
30 °C bebriitet.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen werden nach Ablauf der Brutzeit dem Brutschrank
entnommen, wonach die Anzahl der Kolonien gezdhlt wird. Bei der
Auszdhlung ist zu beachten, daBl Fasern nicht mitgezdhlt werden;
dazu ist ggf. eine mikroskopische Kontrolle bei 80facher VergroBe-
rung durchzufiihren, wobei Fasern leicht zu erkennen sind. Das
Ergebnis der Auszéhlung von zehn Platten wird addiert und das
arithmetische Mittel gebildet. Unter Beriicksichtigung des Trocken-
gehaltes und der Verdiinnungsfaktoren wird der Mittelwert auf 1 g
ofentrockenes Untersuchungsmaterial umgerechnet. Bei der Aus-
wertung ist zu beachten, daB auf den Weman-Né&hragarplatten
0,1 ml der jeweiligen Verdiinnungen (Basissuspension 2 102-Ver-
diinnung) ausplattiert wurde.

Rechenbeispiel:

Es werden aus der Basissuspension (2 10%-Verdiinnung) 0,1 ml mit
dem Drigalski-Spatel auf Weman-Agar ausplattiert. Man erhalt
nach dem Inkubieren z. B. 12 Schleimbildner/Petrischale. Daraus
berechnet sich die Anzahl der Schleimbildner pro g Probenmaterial
Zw

12 x 10? x 10 = 12:10° = 1,2-10%
A A
]' L Umrechnung von 0,1 auf 1 ml
Verdiinnungsfaktor

Die Anzahl von 12000 Schleimbildnern/g Karton miifite noch auf
die Trockenmasse umgerechnet werden.

Da auch andere Keime auf dem Weman-Agar wachsen kénnen,
werden nur die Schleimbildner ausgewertet. Sie bilden
stecknadelkopf- bis perlgroBe, halbkuglige, glasartige, durchsich-
tige, farblose, hellgldnzende Kolonien, die sich beim Einstechen mit
der Impfnadel als geleeweich erweisen. Die Kolonien sehen aus wie
Wassertropfen.

8. Priifbericht

Im Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt anzugeben:

— Art des untersuchten Packstoffes,

— Ort, Datum und Zeit der Probenahme,

— Anzahl der Schleimbildner auf Weman-Agar,

— pH-Wert des Weman-Agars,

~ ggf. Abweichungen von der Vorschrift dieses Merkblatts.

9. Anmerkung

Anstelle des modifizierten Weman-Agars kénnen auch Weman-
Néhrkartonscheiben (z. B. Sartorius SM 14 065) eingesetzt werden.
In diesem Fall mufl die Basissuspension — ggf. nach weiterer Ver-
diinnung — durch Membranfilter der Porengréf8e 0,45 um gesaugt
werden, wonach die Filter auf die zuvor genannten, mit 3,5 ml Was-
ser befeuchteten Néhrkartonscheiben aufgelegt und 3 Tage bei
30 °C bebrlitet werden.
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