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1. Zweck und Anwendung

Zur Beurteilung von Verpackungen im Rahmen des Lebensmit-
telgesetzes liegen Empfehlungen vor. Die XXXVI. Empfehlung
behandelt Papiere, Kartons und Pappen fir die Lebensmittel-
verpackung!. Unter B, Absatz V1II: Konservierungsstoffe steht:
.Das Verpackungsmaterial darf durch den Zusatz dieser Stoffe
(Sorbinsdure, p-Hydroxybenzoesduredthyl- und/oder -propyl-
ester, Ameisensdure, Benzoesdure, Addukt aus 70% Benzyl-
alkohol und 30%, Formaldehyd) keinesfalls eine konservie-
rende Wirkung auf die verpackten Lebensmittel ausiiben.”
Prifmethoden liegen fiir diese Beurteilungen nicht vor. Daher
beschreibt dieses Merkblatt ein Priifverfahren, nach dem der
Ubergang von Konservierungsstoffen gepriift werden kann.
Fir viele Packstoffe, die nicht fiir die Lebensmittelverpackung
gedacht sind, ist es jedoch oft angebracht, sie antimikrobiell
auszuriisten. Antimikrobielle Ausriistungen von Verpackungen
konnen nach diesem Merkblatt iiberpriift werden.

2. Begriff

Die Widerstandsfahigkeit von Packstoffen gegen Mikroorganis-
men wird danach beurteilt, ob der Packstoff unter bestimmten
Bedingungen von Mikroorganismen bewachsen wird. Die Bil-
dung einer Hemmzone beim Auflegen des Packstoffs auf Ndhr-
agar zeigt an, ob der Packstoff wasserlosliche antimikrobielle
Bestandteile abgeben kann. Die Intensitdt des Bewuchses ist
ein Maf fiir die Widerstandsfdhigkeit des Packstoffs gegen
Mikroorganismen, der Durchmesser der Hemmzone ist ein Kri-
terium fiir das Ausmab der Abgabe von Hemmstoffen.

t Diese Empfehlung wird laufend ergdnzt. Giiltig ist der jeweils neueste
Stand laut Bundesgesundheitsblatt bzw. Frandk, R.: Kunststoffe im Le-
bensmittelverkehr. — Carl Heymanns Verlag KG, Koln-Berlin-Bonn-
Miinchen 1971.
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Probenahme, Probenzahl

Die Probenahme erfolgt nach Vereinbarung oder in
Zweifelsfdllen sinngemdB nach DIN 53 101. Es diirfen
nur die Rédnder der Proben angefafit werden. Die ent-
nommenen Proben sind sofort aufeinander in ein
sterilisiertes ProbenahmegefdB zu legen. Falls ein
solches nicht vorhanden ist, werden die Proben in Echt-
pergament eingeschlagen.

Die Probenzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens
10 betragen.

Priifgeriite

Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von 25°C
*1 grd und 30 °C £ 1 grd. ‘
Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5 at und eine
Sterilisationstemperatur bis 134 °C. Er muf} so einge-
richtet sein, daBl eine Mindesttemperatur zwischen 110
und 120 °C auf *+ 2 grd eingehalten werden kann.
Dampftopf.

HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperatur von
160 bis 170 °C.

Petrischalen aus Glas nach DIN 12 339 bzw. Einweg-
Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87 bis 89 mm.
Korkbohrer und Korkbohrerschéarfer. Der Korkbohrer soll
einen Durchmesser von 10 mm haben.

Pinzetten.

Vollpipetten nach DIN 12690, Klasse B 2ml}, 3m}, 10ml,
30 ml.

Pipettenbiichse.

Zentrifuge.

Zentrifugengldser 40 ml.
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Elektrophotometer mit 10 mm-Kiivette und Filter
Hg 546.

Kulturkolben nach Roux, 600 ml.

Néhrbodenflaschen, 300 ml, z. B. mit Kapsenbergkappen.
Rollrandflaschen, 250 ml.

Reagenzgldser, randlos fiir Bakteriologie, 18 x 150 mm.
Zellstolfstopfen.

Glasperlen.

Wasserbad, regelbar fiir den Temperaturbereich 65 °C
* 2 grd.

Bunsenbrenner oder Spirituslampe.

Elektrisches pH-MeBgerdt mit Glaselektrode.
Zonenablesegerdt zum Ausmessen der Hemmzonen-
durchmesser.

Wigegldser.

Impfosen.

Néihrmedien und Ndhrmedienherstellung
Nahragar
Zusammensetzung:
1 g Fleischextrakt
2 g Hefeextrakt
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
5 g Natriumchlorid, reinst
15 g Agar-Agar
28 g

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Ndhrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser
zugesetzt, unter ausgiebigem Umschiitteln gleicbhmaBig
verteilt und 15 min geweicht. Die Lésung wird in vier
300 ml-Nahrbodenflaschen umgefillt. Die Sterilisation
erfolgt im Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aufge-

setzten Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des ge-
brauchsfertigen Ndhrbodens soll bei 20°C 74102
betragen.

Vorbereitung der Reagenzgldser:

Nach Abkiihlen des Nahrbodens auf ca. 45 “Cwerden in
die sterilen Reagenzglédser jeweils etwa 10 ml des flis-
sigen sterilen Ndhrbodens unter sterilen Bedingungen
cingegossen und sofort mit sterilen Zellstoffstopfen ver-
schlossen. Die Reagenzgldser werden so gelegt, daB der
Nédhrboden mit schrdger Oberflache erstarrt. Sie sind bei
r 4°C aufzubewahren, eine Lagerzeit von 14 Tagen
darf nicht dberschritten werden.

Pilzndhrboden nach Sabouraud,
modifiziert

Zusammensetzung:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut

5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut

10 g D(+)-Dextrose - H,O

10 g Maltose * H,O
1015 g Agar-Agar
40—45 g
Bereitung:
Die angegebenen Mengen Nahrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser zu-
gesetzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmaBig
verteilt. AnschlieBend wird im Dampftopf bis zur voll-
stindigen Losung gekocht nnd in vier 300 ml-Né&hrbo-
denflaschen umgefiillt. Die Sterilisation erfolgt im Auto-
klaven 15 min bei 120 °C mit aufgesetzten Kapsenberg-
kappen. Der pH-Wert des fertigen Nahrmediums soll
54 10,1, bezogen auf eine Mefitemperatur von 20 °C,
betragen. Falls erforderlich, wird der pH-Wert des Nahr-
mediums mit verdiinnter Natronlauge oder verdlinnter
Salzséure eingestellt.
Vorbereitung der Reagenzgldser:
Nach Abkiithlen des Ndhrbodens auf ca. 45 °C werden in
die sterilen Reagenzgldser jeweils etwa 10 ml des fliis-
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sigen sterilen Nédhrbodens unter sterilen Bedingungen
eingegossen und sofort mit sterilen Zellstoffstopfen ver-
schlossen. Die Reagenzgldaser werden so gelegt, daB
der Nahrboden mit schridger Oberflache erstarrt. Sie sind
bei + 4 °C aufzubewahren, eine Lagerzeit von 14 Tagen
darf nicht iberschritten werden.

Testagar fiit den Allgemeinen
Hemmstofftest

Zusammensetzung:

6,9 g Spezialpepton

5,1 g Natriumchlorid

13,0 Agar-Agar
2504g
Bereitung:
Die angegebenen Mengen Ndhrstoffe werden einem Liter
frisch destilliertemn oder vollentsalztem Wasser zugesetzt
und 15 min geweicht. AnschlieBend wird im Dampftopf
bis zur vollstandigen Losung gekocht und in vier 300
ml-Nahrbodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisation er-
folgt im Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aufgesetzten
Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des gebrauchsfertigen
Néahrbodens soll bei 37 °C 7,0 bis 7,6 betragen. Ist dies
nicht der Fall, mufl mit verdiinnter Natronlauge oder
verdiinnter Salzsdure eingestellt werden.

Kochsalz-Pepton-Loésung

Zusammensetzung:

1,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut

8,5 g Natriumchlorid, reinst

95g

Bereitung:

Die angegebene Menge Nahrstoffe wird in 1000 ml
frisch destilliertes oder voll entsalztes Wasser, das
einen pH-Wert nicht unter 6 haben soll, gegeben und
gelost, Die frisch angesetzte Losung wird auf drei Nahr-
bodenflaschen verteilt und 15 min bei 120 °C sterilisiert.
Die Losung mull bei Lagerung bei Zimmertemperatur
innerhalb von acht Tagen verbraucht werden. Wird sie
bei +4 °C gelagert, darf eine Lagerzeit von 14 Tagen
nicht tberschritten werden. Es ist auch mdglich, diese
Lésung Gber Membranfilter zu sterilisieren.

Durchiiihrung der Priifung
Sterilisation

Pinzetten (in Aluminiumfolie verpackt), Glaspetri-
schalen, Korkbohrer, Zentrifugengldser (in Aluminium-
folie verpackt), Rollrandflaschen mit Alwniniumfolien-
verschlufl, Kulturkolben nach Roux, Reagenzgldser mit
Zellstoffstopfen, Glasperlen, Wdgegldser und Pipetten
in Pipettenbilichsen werden im HeiBluftsterilisator 2 h
lang bei 160 “C sterilisiert. Die Luftlocher der Pipetten-
biichsen werden wéahrend der Sterilisation offen ge-
halten und danach verschlossen.

Herstellung der Impfsuspensionen

Testorganismen:

Als Testorganismen werden fiir die Widerstands-
priifung gegen Bakterien Bac. sublilis ATCC 6633 und
gegen Schimmelpilze Asp. niger BL 89 verwendet.
Die Testkeime werden auf Stammkulturen vorrdtig
gehalten.

Herstellung der Impfsuspension von Bac. subtilis:

Von der Bac. subtilis-Stammkultur werden Nahragar-
Schragréhrchen als Arbeitskulturen angelegt, sieben
Tage bei 30 °C bebritet und dann im Kiihischrank auf-
hewahrt.

Pro Rohrchen werden die Keime mit 3 ml steriler phy-
siologischer Kochsalzlésung abgeschwemmt und auf der
Oberfldche eines Rouxkolbens, der vorher mit 300 mt
sterilem Ndhragar (Abschnitt 5.1) gleichmaBig heschickt
wurde, mit Hilfe steriler Glasperlen gut verteilt. Nach
siebentdgiger Bebriitung bei 30 °C werden die Keime
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mit 30 ml steriler physiologischer Kochsalzlésung abge-
schwemmt, in eine sterile Rollrandflasche gefiillt und
mit steriler Aluminiumfolie verschlossen. AnschlieBend
wird zur Abtétung der vegetativen Formen 30 min im
Wasserbad auf 65°C erhitzt. Die Sporensuspension
wird danach in ein steriles Zentrifugenglas gefillt und
zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung wird vorsichtig
abgegossen und verworfen. Der Bodensatz wird mit
30 ml steriler physiologischer Kochsalzlésung auf-
genommen und der Vorgang wiederholt. Nach drei-
maligem Waschen werden die Sporen in 20 ml steriler
physiologischer Kochsalzlosung suspendiert und mit
dem Elektrophotometer (Filter Hg 546) auf etwa
80%o Lichtdurchldssigkeit durch Verdiinnen mit physio-
logischer Kochsalzldsung eingestellt.

Die Impfsuspension ist, im Kiihlschrank aufbewahrt,
14 Tage verwertbar. Diese Suspension kann auch fertig
von der Firma Merck bezogen werden (Art. 10 649).

Herstellung der Impfsuspension von Asp. niger:

Von einer Asp. niger-Stammkultur, die auf Sabouraud-
Schrdagréhrchen (Abschnitt 5.2.3) vorratig gehalten wird,
wird mit einer abgeflammten Impfose auf eine Sabou-
raud-Petrischale umgeimpft. Nach drei Wochen Inkuba-
tionszeit bei 25 °C werden mit einer abgeflammten und
mit steriler physiologischer Kochsalzlésung angefeuch-
teten Impfdse durch vorsichtiges Abstreichen Konidien
entnommen, in ein steriles Reagenzglas mit 10 ml
steriler physiologischer Kochsalzlésung gegeben und
mit Zellstoffstopfen verschlossen. Die physiclogische
Kochsalzlosung sollte mdéglichst mit 0,001 ml Tween
80 oder elnem dhnlichen Netzmittel versetzt werden.
Vor Gebrauch mufl die Suspension gut durchgeschiittelt
werden. Die Impfsuspension ist, im Kiithlschrank aufbe-
wahrt, 14 Tage verwertbar.

Probenvorbereitung

Aus den zu untersuchenden Proben werden mit einem
sterilen Korkbohrer Priifbldttchen mit einem Durchmes-
ser von 10 mm ausgestanzt und sofort in ein steriles
‘Wigeglas gegeben. Die Versuchsstiicke diirfen nur mit
steriler Pinzette, nicht aber mit den Fingern beriihrt
werden, Es sind fiir jeden Testkeim mindestens 20 Ver-
suchsbldttchen auszustanzen.

Herstellung der fertigen Proben

Bakterien: Bac. subtilis:

Verfliissigter steriler Testagar (nach Abschnitt 5.3) wird
auf ca. 60 °C ahgekiihlt, mit 2 ml eingestellter Impf-
suspension nach Abschnitt 6.2.2 pro 300 ml Ndhrboden
versetzt und die Suspension unter vorsichtigem Umschiit-
teln gleichméafig verteilt. Der geimpfte Néhrboden wird
sofort in Petrischalen ausgegossen, wobei man 10 bis
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15 ml Ndhrboden pro Petrischale rechnet. Auf den noch
leicht verflissigten Boden werden drei Prifbldttchen
(Beispiel siehe Abschnitt 7.1, Bild 1) mit einer sterilen
Pinzette aufgelegt und etwas angedrickt. Es ist darauf
zu achten, daB sich beim Auflegen der Prifhldttchen
keine Luftpolster bilden, da sonst das Ergebnis ver-
falscht werden koénnte. Die Widerstandsfahigkeit wird
von beiden Seiten, d.h. von Oberseite und Unterseite
der Probe, bestimmt. Pro Probe und Seite sind min-
destens drei Petrischalen anzusetzen. Bei jeder Bestimn-
mung muf eine Kontrollpetrischale ohne Versuchsbldtt-
chen angesetzt werden. Nach dem Erstarren werden die
Platten so in den Brutschrank gelegt, daB der Deckel
der Petrischale unten liegt, um das Auftropfen von Kon-
denswasser auf die Probe zu verhindern.
Schimmelpilze: Aspergillus niger:

Die Bestimmung erfolgt nach Abschnitt 6.4.1, aber statt
Testagar wird Sabouraud-Agar (Abschnitt 5.2) und 0,5 mt
der Impfsuspension nach Abschnitt 6.2.3 pro 300 mt Ndhr-
boden genommen.

Bebrituug

Die nach Abschnitt 6.4.1 vorbereiteten Petrischalen
werden bei 30 “C und die nach Abschnitt 6.42 vorbe-
reiteten Petrischalen bei 25 °C bebriitet, nachdem sie
2 h im Kiihlschrank bei +5°C * 1 grd gelagert haben.

Versuchsauswertung

Beurteilung fir das
Lebensmittelgesetz

Die Petrischalen nach 6.4,1 werden nach drei Tagen,
die nach 6.4.2 nach sieben Tagen Inkubationszeit dem
Brutschrank entnommen und ausgewertet, Zeigen die
Kontrollpetrischalen mit den Testkeimen (Bac. subtilis
und Asp. niger) keinen Bewuchs, so ist der Versuch mit
einer neuen Impfsuspension zu wiederholen.

Die Proben, die keine Hemmzonen aufweisen (Bild 1)
entsprechen der XXXVI. Empfehlung B, VIIL. Proben
mit Hemmzonen (Bild 2) entsprechen nicht.

Proben, die nach dieser Priifzeit Uberwachsen sind, ent-
sprechen der Empfehlung, sind jedoch mit grofier Wahr-
scheinlichkeit nicht mit Konservierungsstoffen be-
handelt.

Beurteilung von Packstoffen auf
antimikrobielle Ausristung

Die Petrischalen nach 6.4.1 werden nach drei Tagen, die
nach 6.4.2 nach sieben Tagen Inkubationszeit dem Brut-
schrank entnommen und ausgewertet. Zeigen die Kon-
trollpetrischalen mit den Testkeimen (Bac. subtilis und
Asp. niger) keinen Bewuchs, so ist der Versuch mit
einer neuen Impfsuspension zu wiederholen.

Bifd 1: Probe ohne [Hemmzonen.

Bild 2

: Probe mit Hemmzonen.



Zeigen die Prifblattchen nach drei (Bakterien) oder
sieben (Schimmelpilze) Tagen Bebriitungszeit Bewuds,
gilt der Packstoff als nicht widerstandsfdahig
gegen die angewandten Testkeime, und der Versuch
kann abgebrochen werden. Ist nach drei bzw. sieben
Tagen kein Wachstum auf den Priifpldttchen festzu-
stellen, so gilt der Packstoff als bedingt wider-
standsfdhig. Weist die Probe nach sechs (Bak-
terien) bzw. 14 (Schimmelpilze) Tagen keinen Bewuchs
auf, so gilt der Packstoff als widerstandsfdhig
gegen die Testkeime.

Bei Bildung von Hemmzonen wird der Durchmesser der
Hemmzonen in mm angegeben.

8. Priifbericht

Im Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt anzu-
fdhren:

Art des untersuchten Materials,

Ort, Datum und Zeit der Probenahme,

Beurteilung der Widerstandsfdahigkeit gegen Bac. subtilis,
Beurteilung der Widerstandsfdhigkeit gegen Asp. niger,
Beurteilung nach dem Lebensmittelgesetz,

gegebenenfalls Abweichungen von dieser Vorschrift.
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Erlduterungen

In einem weiteren Merkblatt soll die Priifung von in
Wasser unléslichen antimikrobiellen Bestandteilen be-
schrieben werden. In diesem Merkblatt werden auch
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weitere Testorganismen vorgeschlagen werden, die
weniger widerstandsfdhig sind als die z. Z. verwende-
ten.
Die Ndhrmedien koénnen auch aus Trockenndhrboden
hergestellt oder fertig zubereitet (Fertigplatte, Einweg-
réhrchenj in den Zusammensetzungen, wie beschrieben,
bezogen werden. Trockenndhrmedien werden nach der
Vorschrift des Herstellers aufgeldst, gekocht und steri-
lisiert.
Das Né&hrmedium
DIN 10 050, Blatt 3.
Die Herstellercodes sind wie folgt:
Trockenndhrboden
fiir Ndhragar:
Oxoid CM 3
Merck 7883 (dhnliche Formulierung),
fir Testagar fiir den Allgemeinen Hemmstofftest:
Merck 10 663,
fiir Pilzndhrboden nach Sabouraud, modifiziert:
Merck 7662;
Fertigndhrboden
fiir Ndhragar:
Sartorius Membranfilter
SM 14 117 (Fertigplatte)
SM 14 137 (Einwegréhrchen)
fiir Pilznahrboden nach Sabouraud, modifiziert:
Sartorius Membranfilter
SM 14 114 (Fertigplatte)
SM 14 134 (Einwegréhrchen).

nach Abschnitt 5.2 entspricht
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