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1. Zweck und Anwendung

Die erhdhte mikrobiologische Empfindlichkeit von Lebens-
mitteln verlangt mikrobiologisch einwandfreie Verpackungen.
Da in immer groBerem Umfang vorgefertigte Verpackungen
zum Verpacken von Lebensmitteln eingesetzt werden, miis-
sen diese vor dem Einfillen der Lebensmittel in mikrobio-
logischer und hygienischer Hinsicht einwandfrei sein. Dies
bedeutet, daBl der Hersteller vorgefertigter Verpackungen
— auch von Tuben und Dosen — mikrobiologische Kontroll-
untersuchungen durchfithren muB, um Verpackungen zu lie-
fern, die den Anforderungen des Verwenders entsprechen.
Gleichzeitig dienen diese Kontrolluntersuchungen zur Prii-
fung der verwendeten Herstellungsmaschinen (Stufenkon-
trolle) und der Lagerungshedingungen. Auch der Verwender
der Verpackungen mull diese kontrollieren, um gegebenen-
falls feststellen zu konnen, ob die vorgefertigten Verpackun-
gen wihrend des Transportes durch unzureichende oder un-
geeignete Umverpackung Sekundérinfektionen ausgesetzt
waren. Die in diesem Merkblatt beschriebenen mikrobiolo-
gischen Priifverfahren dienen zur Ermittlung der Gesamtzahl
an Bakterien (= Keimzahl), der Anzah! der coliformen Bak-
terien sowie der Ermittlung der Anzahl von Schimmelpilzen
und Hefen.

Unter den Priifmethoden werden zwei Verfahren vorgeschla-
gen, die je nach Art der vorgefertigten Verpackung oder de-
ren Form angewandt werden miissen. Die Priifmethoden sind
nicht auf enghalsige Verpackungen anwendbar.

2. Begriffe

Bei vorgefertigten Verpackungen wird die Keimzahl (KZp),
die Anzahl an coliformen Keimen (KZ¢) und die Anzahl an
Schimmelpilzen und Hefen (KZgr) auf 100 g bzw. 100 ml
Verpackungsinhalt bezogen, wobei die festgestellte Anzahl
an bestimmten Keimen auf 100 g bzw. 100 ml Inhalt umzu-
rechnen ist.

Bei Deckeln wird die Anzahl der gleichen, oben erwihnten
Keimgruppen auf 100 cm? Fldche bezogen, wobei jedesmal
die Anzahl der Keime der gesamten Deckelfliche auf 100
c¢m? umzurechnen ist.

Die Keimzahl KZp gibt die Anzahl aller Keimkolonien an,
die nach einer Bebriitungszeit von 3 Tagen bei 25°C auf
Néhragar bestimmt wird. Auf Nidhragar sind Bakterien-
kolonien vorherrschend.

Die Keimzahl an Schimmelpilzen und Hefen KZgp gibt die
Anzahl der Schimmelpilze und Hefen an, die nach einer
Bebriitungszeit von 3 Tagen bei 25 °C auf Sabouraudagar



(modifiziert) bestimmt wird. Die Anzahl Hefen und Schim-
melpilze ist getrennt anzugeben (vgl. die Abschnitte 6.3.1
und 6.3.2).

Die Zahl coliformer Bakterien KZ¢ gibt die Anzahl coli-
former Bakterien an, die nach einer Bebriilungszeit von
20 % 2 Stunden bei 37 °C auf Kristallviolett-Neutralrot-Galle-

Agar

bestimmt wird (vgl. Abschnitt 6.3.1).

Der Titer an coliformen Keimen wird bis zu 3 Tagen bei

37 °C

in Brillantgriin-Galle-Lactose-Bouillon iiber deren Gas-

bildung bestimmt [vgl. Abschnitt 6.3.2).

3. Probenahme, Probenzahl

3.1.

Die Probenahme erfolgt nach Vereinbarung. In Zwei-

felstdllen empfiehlt es sich, die Probenahme sinngem&B
nach DIN 53 101 durchzufithren. Die Proben sind an Ort
und Stelle so zu entnehmen, daB keine Sekundirinfek-
tion eintreten kann. Das fiir den Transporl der Proben
verwendete Packmitte]l mull keimfrei sein (vgl. Zell-
cheming-Merkblatt Nr. VIII/3/68).

3.2. Die Probenzahl muf pro Entnahmeeinheit mindestens
30 betragen.

4. Priifgerite

4.1. Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von 25 °C
+1°und 37°C £ 1°.

4.2. Autoklav fir einen Betriebsdruck bis 3,5 at und eine
Sterilisationstemperatur bis 134 °C. Er mull so ein-
gerichtet sein, dal eine Mindesttemperatur zwischen
110 und 120 °C auf *2° genau eingehalten werden
kann.

4.3,  Dampftopf.

4.4, HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperaltur
von 160 bis 170 °C.

4.5. Kolonienzdhlgerdt. Zur Arbeitserleichterung ist es
zwedkmidBig, nach Mdoglichkeit ein Kolonienzdhlgerit
zu verwenden, das mit einer elektrischen Zihleinrich-
tung versehen ist mit Lupe von 8—10facher Vergro-
Berung.

4.6. Petrischalen aus Glas nach DIN 12 339 bzw. Einweg-
Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87—89 mm.

4.7. Abdeckschalen (Petrischalen mit einem Durchmesser
bis zu 140 mm).

4.8. MeBpipetten.

4.9. Pipettenbiichsen.
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Bild 1: Durham-Réhrchen.

Bild 2: Wischer.
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5.

Nédhrbodenflaschen, 300 ml mit Kapsenbergkappen.
Durham-Réhrchen entsprechend Bild 1.

Wischer entsprechend Bild 2
tschuk, Stab: rostfreier Stahl).

Bakteriologisches Wasserbad.

(Stopfen: Siliconkau-

Bunsenbrenner oder Spirituslampe.
Lange Pinzetten.
Elektronisches pH-MeBgerdt mit Glaselektrode.

Nihrmedien und Ndhrmedienherstellung

51. Ndhragar

5.1.1.

Zusammensetzung:

1 g Fleischextrakt

g Hefeextrakt :

g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
g Natriumchlorid, reinst

15 g Agar-Agar

28 g

ne

[, 3N, ]

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser
zugesetzt, unter ausgiebigem Umschiitteln gleich-
méaBig verteilt und 15 min geweicht. Die Lésung wird
in vier 300 ml-Nédhrbodenflaschen umgefiillt. Die
Sterilisation erfolgt im Autoklaven 15 min bei 120°C
mit aufgesetzten Kapsenbergkappen. Der pH-Wert
des gebrauchsfertigen N&hrbodens soll bei 20°C 7,4
+ 0,2 betragen.

52. Pilzndhrboden nach Sabouraud,

5,2.1.

5.2.2.

modifiziert

Zusammenselzung:

5 ¢ Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
10 g D (+)-Dextrose - H,0
10 g Maltose * H,0

10-15 g Agar-Agar

40-45 g

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser
zugesetzt und unter ausgiebigem Umsdhiitteln gleich-
miBig verteilt. Anschliefend wird im Dampftopf bis
zur vollstdindigen Losung gekocht und in vier 300-
ml-Nihrbodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisation er-
folgt im Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aulgesetz-
ten Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des fertigen
Nédhrmediums soll 5,4 +0,1, bezogen auf eine MeB-
temperatur von 20 “C, betragen. Falls erforderlich,
wird der pH-Wert des Nihrmediums mit verdiinnter
Natronlauge oder verdinnter Salzsdure eingestellt.

53. Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar

5.3.1.

5.3.2.

Zusammensetzung:

7,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
3,0 ¢ Hefeextrakt

10,0 g I}{+)-Lactose

5,0 g Natriumchlorid, reinst

1,5 g Gallesalzmischung

0,03 g Neutralrot

0,002 ¢ Kristallviolett

[og

o
12-13,0 g Agar-Agar
38,532 bis 39,532 g

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser
zugesetzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleich-
méfig verteilt, Nach 15 min Stehen wird die Suspen-
sion in vier 300 ml-Ndhrbodenflaschen verteilt und bis
zur vollstindigen Losung im Dampftopf gekocht.



5.4,
5.4.1

5.4.2,

5.5.

5.5.2.

Der Beginn des Kochprozesses wird durch leichtes
Aufwallen angezeigt. Der pH-Wert soll bei 37°C
7.4 * 0,1 betragen.

Brillantgriin-Galle-Lactose-Bouillon

. Zusammensetzung:

10,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut

10,0 g D(+)-Lactose

20,0 g Ochsen- bzw. Rindergalle, getrocknet und
gereinigt

0,0133 g Brillantgriin

40,0133 g

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden einem

Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser

zugesetzt und unter ausgiebigem Schiitteln gleich-

mibig verteilt. Hierauf kocht man die Lésung 30 min

lang. Sollte die Losung nicht klar sein, mul} sie ab-

filtriert werden. Der pH-Wert des Nédhrmediums

muf} elektrometrisch mit 0,1 n Natronlauge bzw. 0,1 n

HCI so eingestellt werden, dal nach dem Sterilisieren

und Abkiihlen der pH-Wert zwischen 7,1 und 7.4 liegt.

Von der so hergestellten Néhrfliissigkeit werden

7 ml in Reagenzgldser abgefiillt. In diese versenkt

man zum spéteren Gasnachweis etwa 2 ml fassende

Durham-Réhrchen mit der Uffnung nach unten und

verschlieBt das so vorbereitete Reagenzglas mit Kap-

senbergkappen oder Zellstoffstopfen. Die so vorbe-

reiteten Reagenzgldser werden 15 min bei 120°C

sterilisiert. Beim Sterilisieren verschwindet die im
Durham-Réhrchen eingeschlossene Luft. Die Néhr-
l6sung darf nicht zweimal sterilisiert werden, da

sich bei erneuter Wirmeeinwirkung der zugesetzte
Farbstoff zersetzt. Dies geschieht auch bereits dann,
wenn bei normaler Erhitzung der pH-Wert zu hoch
eingestellt war.

Verdinnungsflissigkeit:
Kochsalz-Pepton-Lésung

Die Verdiinnungsfliissigkeit dient zum vollstdndigen
Tridnken des verwendeten Wischers und anschlieBend
fiir den Probenansatz.

Zusammensetzung:

1,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut

8,5 g Natriumchlorid, reinst

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden in 1000
ml frisch destilliertes oder voll entsalztes Wasser
gegeben und unter ausgiebigem Schiitteln gleichmifBig
verteilt. Die frisch angesetzte Verdinnungsfliissigkeit
wird zu je genau 10 ml in starkwandige, randlose
Reagenzglidser gegeben und mit Kapsenbergkappen
oder Zellstoffstopfen verschlossen. Die so vorberei-
teten Roéhrchen werden 15 min bei 120 °C sterilisiert.
Die Verdiinnungsréhrchen miissen innerhalb von 8 Ta-
gen bei einer Lagerung bei Zimmertemperatur ver-
braucht werden. Werden sie bei + 4 °C gelagert, darf
eine Lagerzeit von 14 Tagen nicht {iberschritten
werden.

Anmerkung: Die Ndhrmedien kénnen selbst bereitet wer-

den

oder in Form eines fertigen Ndhrmediums in den Zu-

sammensetzungen, wie beschrieben, bezogen werden.
Trockenndhrmedien werden nach der Vorschrift des Her-

stell
Das

ers aufgeldst, gekocht und sterilisiert.
Nihrmedium nach Abschnitt 5.2 entspricht DIN 10 050,

Blatt 3, das Néhrmedium nach Abschnitt 5.3 dem Internatio-

nale

n Standard FIL/DF 39. Die Herstellercodes sind wie

folgt:

fiir Brillantgriin-Galle-Lactose-Bouillon

BBL 11080
DIFCO B 7
Oxoid CM 31
Merck 5454

fiir Ndhragar

Oxoid CM 3
Merck 7883 (dhnliche Formulierung)

fitir Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar

6.2.

6.3.
6.3.1

6.3.2.

BBL 11807
DIFCO B 12
Oxoid CM 107
Merck 1407

Durchfithrung der Priifung

. Sterilisation

Glaspetrischalen fiir die Aufnahme von Nédhragar sowie
Glaspetrischalen zum Abdedcen vorgefertigter Verpak-
kungen bzw. zur Aufnahme von Dedkeln sowie Pipetten
(in Pipettenbiichsen) sind im HeiBluftsterilisator zwei
Stunden lang bei mindestens 160 “C zu sterilisieren.
Die Wischerrdhrchen werden eine halbe Stunde bei
120 °C im Autoklaven sterilisiert. Vor Einbringen der
Wischerrshrchen in den Autoklaven sind die Silicon-
Kautschuk-Stopfen lose auf das Reagenzglas aufzu-
setzen. Unmittelbar nach dem OUffnen des Autoklaven
sind die Stopfen fest in die Réhrchen zu stecken.

Zur Aufrechterhaltung der Sterilitdt miissen die Gerite
nach 14 Tagen Aufbewahrungszeit wieder in der ange-
gebenen Weise sterilisiert werden.

Probenvorbereitung

Das Entfernen der Umverpackung der Proben (siehe
Abschnitt 3.1) ist in einem vor Luftzug geschiitzten Raum
vorzunehmen. Es emptfiehlt sich, den Arbeitstisch vor
Arbeitsbeginn mit einer desinfizierenden Losung abzu-
waschen, z. B. mit 70%sigem Alkohol.

Herstellung der fertigen Proben

. Erstes Priifverfahren: Beschichtungsmethode
Die aus der Umverpackung entnommenen Proben
werden mit dem entsprechenden N&hrmedium be-
schichtet. Es ist darauf zu achten, daB bei HohlgefdBen
Wandung und Boden vollstindig beschichtet sind. Am
giinstigsten ist es, wenn der Ndhrboden im Wasser-
bad auf 45 bis 47 °C gebracht wird, so dab der Nédhr-
boden kurz nach dem Autbringen auf Wandung und
Boden erstarrt. Sofort nach dem Beschichten ist die
vorgefertigte Verpackung mit einem passenden steri-
len Petrischalendeckel abzudecken. Es empfiehlt sich,
den Petrischalendeckel auf der zu priifenden Ver-
packung mit einer geeigneten Banderole zu befestigen.
Werden Dedkel gepriift, so sind diese aus der Umver-
padkung zu entunehmen, in eine passende Petrischale
zu legen und mit dem betreffenden Nidhrmedium zu
beschichten. Nach dem Beschichten wird die Petri-
schale sofort mit dem Petrischalenoberteil abgedeckt.
Es sind je 10 Proben (Deckel und zu priifendes GefiB)
niit den Ndhrmedien nach den Abschnitten 5.1, 5.2 und
5.3 zu beschichten. Die so vorbereiteten Proben kom-
men in den Brutschrank.

Zweites Priifverfahren: Wischermethode

Die aus der Umverpackung entnommenen Proben wer-
den mit dem Wischer vollstindig abgestrichen. Bei
HohlgefdBen ist darauf zu achten, dal Boden und
Innenwand, bei Dedkeln die Deckelunterseite sorg-
filtig abgestrichen werden. Nach dem Abstreichen
kommt der Wischer in das zugehorige Reagenzglas
zuriick, und es werden 10 ml! L&sung nach Abschnitt
5.5 zugegeben.

Zur gleichmédBigen Keimverteilung werden die Rohr-
chen 30 s von Hand hin und her gerollt. Von den 10
ml Verdiinnungsfliissigkeit jedes Wischerrghrchens
wird zum Beschicken der bereitgestellten Petrischa-
len je 1 ml mit einer sterilen Pipette entnommen und
in die Petrischalen gegeben. Sofort nach Eingabe der
Losung werden je 10 ml abgekithlter Ndhragar (45 bis
47 °C) in die Petrischale gegeben und die Petrischale



verschlossen. Die 1 ml Verdiinnungsiliissigkeil werden
mit dem Nihragar sorgliltig vermischt, wobei darauf
zu achten ist, dall der Petrischalendeckel nicht benetat
wird, Naedh dem Erstarren des Nihrmedinms werden
die Petrischalen umgedreht und in den Brutschrank
gegeben, Weiterhin wicd 1 ml der Verdiinnungsflissig-
keit in die in Abschnitt 5.4 beschriebenen, vorberei-
teten Prifréhrchen gegeben. Die so  vorbereiteten
Proben sind anschliefend zu bebritten. Es wird mit
den Néhrmedien nach den Abschnitien 5.1, 5.2 und
5.4 gepriift. Je Probe sind 10 Einheiten zu priifen, so
dab je Probe insgesamt 20 Nidhrbéden und 10 Durham-
Roéhrchen gepriift werden miissen.

6.4. Bebrtitnng

Die nach den Abschnitten 6.3.1 bzw. 6.3.2 vorbereiteten
Proben mit den Nihrmedien nach den Abschnitten 5.1
und 5.2 werden 3 Tage bei 25 “C, die Proben mit dem
Néahrmedium nach Abschnitt 5.3 werden 20 £ 2 Stunden
hei 37 “C bebriitet, Die Reagenzgldser mit Durham-Roht-
chen mit dem Nihrmedium nach Abschnitt 5.4 werden
3 Tage bei 37 “C inkubiert. Diese Rolirchen sind tdglich
auf Gasbildung zu kontrollieren.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen werden nach Ablauf der Brutzeit dem Brut-
schrank entmommen. Alle gebildeten Kolonien auf dem
Nihrmedium nach Abschnitt 5.1 werden gezihlt. Nach Mdég-
lichikeit sollte angegeben werden, welche Kolonien (Keim-
gruppen) dominieren,

Die auf dem Nahrmedium nach Abschnitt 5.2 gewachsenen
Hefen und Schimmelpilz-Kolonien werden getrenut gezdhlt,
gegebenenfalls nnter Zuhilfenahme eines Mikroskopes.

Die aul dem Nédhrmedium nach Abschnitt 5.3 rot geférbten
Kolonien werden als coliforme Bakterien gezihit.

Das Ergebuis der Auszdhlung von je 10 Einheiten pro Probe
wird addiert und das arithietische Mittel gebildet. Die An-
zahl der gefundenen Keime wird durch den Verpadkungsin-
halt in g bzw. ml dividiert und das Ergebnis mit 100 multi-
pliziert.

Bei Dedkeln wird die Anzahl der Keime auf 100
Dedkelobertliche bezogen.

Beim Nihrmedium nach Abschnitt 5.4 ist anzugeben, ob Gas-
hildung und gleichzeitig Triibung aufgetreten ist oder nicht.

cm?

Berichtigung:

Der vierte Absatz des Abschnitts 7. Versuchsauswertung ist folgendermalien zu ergdnzen:

§. Priitbericht

T Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt an-
zugeben:

Art der zu untersuchenden Verpackung,

Ort, Datum und Zeit der Probenahme,

Gesamtkeimzahl KZg, bezogen auf 100 ml bzw. 100 g Ver-
packungsinhalt oder hei Deckeln aul 100 c¢m? Dedkelober-
fliche mit Angabe der angewandten Methode,

Anzahl der Schimmelpilze und Hefen KZsi, bezogen aufl
100 ml bzw. 100 g Verpackungsinhalt oder bei Dedkeln auf
100 ¢m? Deckeloberfliche mit Angabe der angewandten
Methode,

Anzahl der coliformen Keime KZ¢ bezogen auf 100 ml bzw.
100 ¢ Verpackungsinhalt oder bei Deckeln auf 100 cm?
Deckeloberfliche mit Angabe der angewandten Methode,
Angabe, ob Gasbildung aufgetreten ist oder nicht, bei der
Pritffung mit Durham-Réhrchen,

gegebenenfalls Abweichungen von den Vorschriften dieses
Merkblatts.

9. Anmerkungen

Dieses Merkblatt wurde von der Untergruppe .Oberfldchen-
keimzahlbestimmung” am Institut fiir Lebensmitteltechnolo-
gie und Verpackung, Miinchen, ausgearbeitet. Es soll der
Offentlichkeit zur Stellungnahme vorgelegt werden und als
vorldufige Arbeits- und Diskussionsgrundlage dienen. We-
gen der grundsdtzlichen Bedeutung des Merkblattes soll
noch folgender Hinweis gegeben werden:

In dem Merkblatt werden zwei Priifverfahren vorgeschlagen,
die zwischen Auftraggeber und Avuftragnehmer vereinbart
werden kénnen. Es hat sich jedoch gezeigt, dall das Ver-
fahren nach Abschnitt 6.3.1, Beschichtungsmethode, ins-
besondere dort angewandt werden soll, wo die Nihrb6den
eut an den Wandungen der zu priiffenden Verpackung haften.
Das Verfahren nach Abschnitt 6.3.2, Wischer-Methode, kann
fiir alle vorgefertigten Verpackungen angewendet werden,;
es ist vor allem dann zu ewmpfehlen, wenn sich die Ver-
packungen nicht beschichten lassen.

Bei der Angabe der Keime wurde bewuBt anf 100 g bzw.
100 ml Bezug genommen, da bei einer Vielzahl von Ver-
packungsgefdBen die Berechnung der Gesamtoberfliche nur
schwer moglich ist und die Bestimmung des Gesamtin-
haltes vorgefertiglter Verpackungen sich durch Ausmessen
mit Wasser leicht durchfiihren l4B1.

...und das Ergebnis mit 100

multipliziert. Dieses Auswerteverfahren gilt fiir die Beschichtungsmethode 6.3.1. Bei der Wischermethode 6.3.2 wird genauso
vorgegangen, nur mub das Ergebnis (arithmetisches Mittel) mit 10 multipliziert werden,
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