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Priifung von Wellpappe — Bestimmung der Anzahl von Schimmelpilzen auf der Oberfliche von Wellpappe und auf

Wellenpapieren aus fertiger Wellpappe

Herausgegeben von der Untergruppe ,Oberflichenkeimzahibestimmung® der Arbeitsgruppe ,Lebensmittelerhaltung und
Mikrobiologie® - Juni 1971*

1. Zweck und Anwendung

Dieses Merkblatt beschreibt ein Priifverfahren zur Bestim-
mung der Anzahl von Schimmelpilzen auf der Oberfliche
von Wellpappe und auf Wellenpapieren aus fertiger Well-
pappe.

2. Begriff

Die Oberflichenkeimzahl (OKZs) gibt die Anzahl der Schim-
melpilze an, die nach einer Bebriitungszeit von drei Tagen
bei einer Temperatur von 25 °C auf 100 cm? der zu unter-
suchenden Wellpappe oder des zu untersuchenden Wellen-
papiers gefunden werden.

3. Probenahme, Probenanzahl

3.1 Die Probenahme erfolgt nach DIN 53 101. Die Proben
sind so zu entnehmen, dall nur die Rénder der Proben
angefalt werden. Die entnommenen Proben sind sofort
aufeinander und in ein sterilisiertes Probenahmegefdf3
zu legen.

3.2 Die Probenanzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens
10 Stiick betragen.

Priifgeriite
4.1 Drutschrank, regelbar aul eine Temperatur von 25 °C
+1 grd. (diese Temperatur muB an allen Stellen im
Brutraum gleichmébig eingehalten werden).
Autoklav fiir einen Betriebsdrudck bis 3,5 bar und eine
Sterilisationstemperatur bis 134 °C. Er mufl so eingc-
richtet sein, dal eine Mindesttemperatur von 120 °C
+ 2 grd. eingehalten werden kann.
4.3 Dampftopf
4.4 HeibBluftsterilisator fiir cine Sterilisationstemperatur
von 160 bis 170 °C.
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* Die Untergruppe ,Oberflichenkeimzahlbestimmung® hat bisher in Zu-
sammienarbeit mit dem Verein der Zellstoff- und Papier-Chemiker und
Ingenieure [Zellcheming), Fachausschul Iiir Pappenerzengung folgende
beiden Merkblétter erarbeitet:

Zellcheming-Merkblatt VIII/3/68: Priiffung von Papier, Karton und Pappe
— Bestimmung der Anzahl von Schimmelpilzen auf der Oberfliche von
Karton, Vollpappe und Wellpappenrohpapieren (Oberflichenkeimzall,
OKZ);

Zellcheming-Merkblatt  VIII/4/68: Priiffung voa Papier, Kartan und
Pappe — Bestimmung der Gesamtkeimzahl (GKZ) in Papier, Karton und
Vollpappe.

Das vorliegende Merkblatt 9 schlieBbt sich diesen beiden Merkblittern
an.

4.5 Kolonienzdhlgerdt; es ist zur Arbeilserleichterung

zwedkméDBig, nach Mdglichkeit ein Kolonienzihlgerit

zu verwenden, das mit einer elektrischen Zihleinrich-

tung und mit einer Lupe von 8-10facher VergrofBerung

versehen ist,

Petrischalen aus Glas nach DIN 12339 bzw. sterile

Finweg-Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser von

90-—984 mm,

4.7 Messer, Papiermesser, sterilisierbar

4.8 Pinzetten oder Kornklammern

4.9 Bunsenbrenner oder Spirituslampe

4.10 Sterilisierbare Metallschablone, 6 x 6 cm

4.11 Sterilisierbarer Kreisschneider, 50 cm?

412 Gipsschere oder eine #hnlich starke Schere aus nicht-
rostendem Stahl

413 Becherglas, DIN 23 312, 2 1

414 Glasstab, Linge 30 cm, ¢ 0,5 cm

415 Nihrbodenflaschen, 300 ml mit Kapsenbergkappen oder
passenden Zellstoffstopfen

416 Rollrandflaschen mit Bligelverschluf}, 250 ml

4,17 ZentimetermaB
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5. Nihrmedium und Hilfslésung
51 Schimmelpilzndhrboden
5.1.1 Zusammensetzung

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut,

5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut,

10 g D (+)-Glucose, CH;,0; - HLO,

10 g Maltose, Cp,H,,04; - T,0,

10 g — 156 g Agar-Agar pulv.

(Festlegung der Menge je nach den Eigenschaften des

Agar-Agar),

1000 ml Wasser.
5.1.2 Bereifung
Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden einem Liter
frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser — das sich
in einem 2-1-Becherglas befindet — zugesetzt, unter ausgie-
bigem Umrithren gleichméBig verteilt, bis zur L&sung ge-
kocht und in vier 300-ml-Nihrbodenflaschen umgefiillt. Die
Sterilisation erfolgt im Autoklaven 15 Minuten bei 120 °C.
Der pH-Wert des fertigen Ndhrbodens soll bei 20 °C 5,6 %0,1
betragen. Der Nihrboden muB bei 48 °C %2 grd. gieBbar
sein.



" rienanalysen

pH-Wert-Einstellung:
Wird der angegebene pl{-Wert von 5,6 * 0,1 nicht erreicht,
mull der Nihrboden auf diesen Wert eingestellt werden.
Dies geschieht am besten mit steriler 0,1 n Salzsiure oder
Natronlauge. Die pH-Wert-Kontrolle erfolgt elektrometrisch,
2 Hilfsldsung
2.1 Zusammensetzung

2,250 g Natriumchlorid,

0,105 g Kaliumchlorid,

0,120 g Calciumchlorid,

0,050 g Natriumhydrogencarbonat,

0,010 ¢ Tween 80,

1 B |

5.2.2 Bereitung

Die angegebenen Chemikalienmengen werden in 100 ml
frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser gel@st und
in 250-ml-Rollrandflaschen mit BiigelverschluB gegeben. Die
Sterilisation erfolgt mit offenem Biigelverschlufl im Autokla-
ven 15 Minuten bei 120 °C (es kann auch nach der Mem-
bran-Filter-Methode sterilisiert werden).

6. Durdhfiilbrung der Priifung

6.1 Sterilisation

Pinzetten, Messer, Schere, Kreisschneider, Schablone und
Glaspetrischalen nach DIN 12339 sind im HeiBluftsterilisa-
tor 2 h lang bei mindestens 160 °C zu sterilisieren. Bei Se-
kénnen Pinzetten, Messer, Schere, Kreis-
schneider und Schablone auch durch Abflammen sterilisiert
werden.

62 Versuchsstickvorbereitung

Aus den Proben werden mit einem sterilen Messer oder
einer sterilen Schere mit Hilfe der sterilen Schablone Ver-
suchsstiidce der GréBe 6 x 6 cm oder mit dem sterilen Kreis-
schneider Versuchsstiicke der GréBe 50 cm?® herausgeschnit-
ten.

Die Versuchsstiicke diirfen nur mit sterilen Pinzetten oder
Kornklammern, nicht aber mit den Fingern beriihrt werden.

6.3 Versuchsstiickanzahl

6.3.1 Oberflichenkeimzahl der Wellpappe

Je Entnahmeeinheit sind mindestens 10 Versuchsstiicke aus-
zuschneiden, wenn nur eine Seite der Wellpappe zu priifen
ist; sind beide Seiten zu priifen, sind 20 Versuchssilicke zu
entnehmen. Die zugeschnittenen Versuchsstiicke sind vor
Fremdinfektion bis zur Weiterverarbeitung zu schiitzen.

6.3.2 Oberflichenkeimzahl der Welle

Je Entnahmeeinheit sind mindestens 10 Versuchsstiicke aus-
zuschneiden, wenn nur eine Seite der Welle zu priifen ist;
sind beide Seiten der Welle zu priifen, sind bei 3facher
Wellpappe 20 Versuchsstiicke zu eninehmen und bei 5facher
Wellpappe 40 Versuchsstiicke.

6.4 Herstellung der fertigen Proben mit
Ndhrbodenplatte
6.4.1 Priifverfahren: Oberflichenkeimzahl der Wellpappe

In die sterilen Petrischalen sind jeweils etwa 10 ml des im
Dampftopf verfliissigten Nidhrbodens unter sterilen Bedin-
gungen einzugiefen. Nach Erstarren wird auf die noch
feuchte Nihrbodenoberfliche das Versuchsstiick so aufgelegt
und mit einer sterilen Pinzette angedriickt, daB die zu priifen-
de Seite nach oben zeigt. AnschlieBend wird das Versuchs-
stiick gleichméBig 2 mm hoch durch Aufgielen von etwa 7,5
bis 10 ml Ndhrboden (GieBtemperatur 48 °C % 2 grd.) vom
Rand her iibergossen. Nach dem Erstarren werden die Platten
so in den Brutschrank gelegt, daB der Deckel der Petrischale
unten liegt, um das Auftropfen von Kondenswasser auf die
Probe zu verhindern.

6.4.2 Priifverfahren: Oberflichenkeimzahl der Welle

6.4.2.1 Trennmethode 1

Von den Versuchsstiicken wird mit Hilfe einer sterilen Pin-
zette die Dedkschicht abgezogen, so daB die zu priifende
Welle freiliegt. Bei 5facher Wellpappe miissen gegebenenfalls
Welle und Innenbahn abgetrennt werden. Beim Abziehen ist
darauf zu achten, daB mdglichst wenig Dedkenpapier (In-

nenpapier) auf den Wellenkimmen zuriickbleibt. Reste von
Deckenpapier lassen sich auch mit einer sterilen Pinzette
entfernen.

6.4.2.2 Trennmethode 2

Die Versuchsstiicke werden mittels 2 ml Hilfslésung (5.2.1)
so befeuchtet, daB die Hilfslésung mdglichst nicht an den
Schnittstellen herunterlduft.

Je nach Leimungsgrad, Stoffzusammensetzung und Dicke der
Decke 14Bt sich diese mit einer sterilen Pinzette nach einer
Einwirkzeit von hodchstens 5 Minuten leicht abziehen. Bei
5fachen Wellpappen ist es angebracht, zur Arbeitserleichte-
rung Dedkschicht und Welle bis zur Innenbahn nach Trenn-
methode 1 zu entfernen und dann, wie oben angegeben,
weiter zu verfahren.

6.4.2.3 Die nach Trennmethode 2 vorbereiteten Versuchs-
stliicke werden wie unter 6.4.1 weiter verarbeitet.

6.5 Bebritung
Die nach 6.4.1 (6.4.2.3) vorbereiteten Petrischalen werden
3 Tage bei 25 °C bebriitet.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen mit den Versuchsstiicken werden nach Ab-
lauf der Bebriitungszeit dem Brutschrank entnommen. Mit
dem Keimzihlgerdt wird die Anzahl der Schimmelpilzkolo-
nien, die auf dem Versuchsstiick vorhanden sind, gezdhlt.
Das Ergebnis der Auszéhlung von 10 Platten wird addiert,
das arithmetische Miitel (KZ) gebildet und wie folgt die
Oberflachenkeimzahl berechnet.

7.1 Oberflichenkeimzahl der Wellpappe
7.1.1 Versuchsstiicke 6 x 6 cm
KZ - 2,78 = OKZ¢/100 cm?
7.1.2 Versuchsstiicke 50 cm?
KZ - 2,00 = OKZ,/100 cm?
7.2 Oberflachenkeimzahl der Welle
7.2.1 Versuchsstiicke 6 x 6 cm
278 K2 K7y (W)A100 cm?
100+ E s(W)/100 cm
7.2.2 Versuchsstiicke 50 cm?
200 KZ Kz (W)/100 cm?
100+ E s(W)/100 cm

E = Einzug der Welle in %o.

8. Bestimmung des Wellenpapiereinzuges

Ein Streifen Wellpappe der Breite ca. 1,5 cm und der Linge

10 cm 0,1 cm (ly) wird mit Hilfe des Messers herausge-

schnitten. AnschlieBend wird die Welle herausgeldst, ge-

glittet und die Linge (l;) gemessen. Der Einzug wird wie
folgt berechnet:

1, - L

0 = r—

E % = ]

0

-+ 100.

9. Priifbericht

Im Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt an-
zufithren:

Art des untersuchten Materials,
Ort, Datum und Zeit der Probenahme,
pH-Wert der Probe nach DIN 53 124, Kaltextraktion,

Oberfldchenkeimzahl (OKZs) mit Angabe der angewandten
Methode, des arithmetischen Mittelwertes und der Einzel-
werte,

Randbewuchs,

gegebenenfalls Abweichungen von der Vorschrift nach vor-
liegendem Merkblatt.

10. Anmerkungen

Das in diesem Merkblatt beschriebene Verfahren wurde in
verschiedenen Laboratorien in mehreren Ringversuchen ge-



priift. Es soll der Offentlichkeit zur Stellungnahme vorge-
legt werden und als Diskussionsgrundlage dienen. Im ein-
zelnen ist noch zu sagen:

10.1

10.2

Dieses Merkblatt entspricht weitgehend dem Merk-
blatt Zellcheming IV/3/68. Infolge des Aufbaues der
Wellpappe mubBten verschiedene Besonderheiten die-
ses Verpackungsmalerials beriicksichtigt werden. Eine
Anderung wurde bei der Rezeptur des Nahrbodens vor-
genommen. Dieser wurde DIN 10 050, Blatt 3 (im Ent-
wurf) angeglichen.

Es sind zwei Trennverfahren zur Bestimmung der
Oberfldchenkeimzahl an Wellenpapieren angegeben.
Trennmethode 1: Dieser Trennmethode soll der Vor-
zug gegeben werden, da sich herausgestellt hat, dal
sich bei den meisten Wellpappen die Deckschicht mit
der Pinzette abziehen 1dBt. Sollten noch von den Dek-
kenpapieren Reste auf den Wellenkdmmen zuriick-
bleiben, kénnen diese mit der Pinzette entfernt wer-
den.

Trennmethode 2: Da in immer gréBerem Umfang neue
Klebstoffe fiir die Herstellung von Wellpappen ver-
wendet werden, kann es beim Trennen nach Trenn-
methode 1 zu Schwierigkeiten kommen. Fiir diesen
Fall wurde die Trennmethode 2 in dieses Merkblatt
aufgenommen. Ein Nachteil dieser Priifmethode kann

10.3

sein, daB bei zu langer Einwirkzeit von den Decken-
papieren Keime auf die Wellenpapiere verschleppt
werden koénnen. Aus diesem Grund ist es angebracht,
in einem Vorversuch zu ermitteln, welches die giin-
stigste Einwirkungszeit der Hilfslosung 5.2.1 ist, da-
mit diese nicht bis auf die Wellenpapiere durch-
schligt.

Das Ausschneiden der Proben bereitet bei Wellpappen
in gewissem Umfang Schwierigkeiten. Um ein immer
gleich groBes Probestiick zu erhalten, wurde die Ver-
wendung einer Schablone als Hilfsmittel beim Schnei-
den vorgeschlagen. Giinstiger erscheint der Einsatz
eines Kreisschneiders, da dieser immer gleich grobe
Probestiicke liefert. Der Nachteil der bisher angebote-
nen Kreisschneider ist jedoch, daB diese schlecht
sterilisierbar sind, die Klingen umstidndlich ausge-
wechselt werden miissen und sich schlecht abflambie-
ren lassen. Das Modell 936a der Firma Frank hat sich
fiir diesen Zweck ganz gut bewihrt; es hat jedoch den
Nachteil, daB es nicht unfallsicher ist. Trotzdem wurde
das Kreisschneideverfahren in das Merkblatt aufge-
nommen, und es wéire zu begriien, wenn die zustén-
dige Industrie ein geeignetes sterilisierbares Kreis-
schneidegerédt entwickeln kdnnte.

Wachsimprignierte Wellpappen konnen nach dem vor-
geschriebenen Verfahren nicht gepriift werden.
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