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1. Zweck und Anwendung

Packstoffe fiir die Verpackung von Lebensmitteln miissen
geniigend frei von Mikroorganismen sein. Deshalb miissen
zur Kontrolle geeignete Priifverfahren vorliegen. Dieses
Merkblatt beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl, der Anzahl von Schimmelpilzen und Hefen
und der Anzahl coliformer Bakterien auf nicht saugfahigen
Packstoffen. Es erfaft beschichtete, lackierte, imprégnierte
und kaschierte Packstoffe aus Papier, Karton, Vollpappe und
Wellpappe. Auch Kunststoff- und Aluminiumfolien, unka-
schiert, kaschiert oder beschichtet, kénnen nach diesem Ver-
fahren untersucht werden. Fiir Buttereinwickler gemaf
DIN 10082, Blatt 1, gilt fiir die Prifung der Keimzahl
DIN 10050, Blatt 3, ,Priiffung von Buttereinwicklern: Keim-
zahlbestimmung”, Ausgabe April 1972.

2, Begriffe

Die Oberflachenkeimzahl ist ein MaB fiir den mikrobiolo-
gischen Zustand eines Packstoffes und wird nach den Fest-
legungen dieses Merkblattes bestimmt. Bei Packstoffen wird
die Gesamtkeimzahl OKZp, die Anzahl an Schimmelpilzen
und Hefen OKZgy und die Anzahl an coliformen Keimen
OKZ¢ auf 100 cm? Packstoff bezogen. Die Gesamtkeimzahl
OKZy gibt die Anzahl aller Keimkolonien an, die nach einer
Inkubationszeit von 3 Tagen bei 25°C auf Néahragar be-
stimmt wird. Auf Né&hragar sind Bakterienkolonien vorherr-
schend. Die Keimzahl an Schimmelpilzen und Hefen OKZgy
gibt die Anzahl der Schimmelpilze und Hefen an, die nach
einer Inkubationszeit von 3 Tagen bei 25 °C auf Sabouraud-
agar (modifiziert) bestimmt wird, Die Anzahl an Hefen und
Schimmelpilzen ist getrennt anzugeben. Die Zahl coliformer
Bakterien OKZ¢ gibt die Anzahl coliformer Bakterien an,
die nach einer Inkubationszeit von 20 * 2 Stunden bei
37 °C auf Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar bestimmt wird.

3. Probenahme, Probenzahl

3.1, Die Probenahme erfolgt nach Vereinbarung. In Zwei-
felsfdllen empfiehlt es sich, die. Probenahme sinnge-
mafB nach DIN 53101 durchzufiihren, Die Proben sind
an Ort und Stelle so zu entnehmen, daB keine Se-
kundarinfektion eintreten kann, Die entnommenen
Proben sind sofort aufeinander und in ein sterilisier-

tes ProbenahmegefdB zu legen.

3.2. Die Probenzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens

10 betragen.

4. Priifgerite

4.1. Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von 25°C

+ 1 grd und 37°C + 1 grd.

Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5 bar und eine
Sterilisationstemperatur bis 134 °C. Er muB so ein-
gerichtet sein, daB eine Mindesttemperatur zwischen
110 und 120°C auf * 2 grd genau eingehalten wer-
den kann.

4.2.

4.3. Dampftopf.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12,

4.13.
4.14,
4.15.

4.16.
4.17.
4.18.

HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperatur
von 160 bis 170 °C.
Kolonienzéhlgerdt, Zur Arbeitserleichterung ist es

zweckmdéBig, nach Mdglichkeit ein Kolonienzdhlgerdt
zu verwenden, das mit einer elektrischen Zahlein-
richtung versehen ist, mit Lupe von 8—10facher Ver-
groferung.

Petrischalen aus Glas nach DIN 12339 bzw. Einweg-
Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87—89 mm.

Messer, Papiermesser, sterilisierbar.

Pinzetten, Kornklammern und Drigalski-Spatel.
Bunsenbrenner oder Spirituslampe.
Sterilisierbare Metallschablone, 6 x 6 cm.
Sterilisierbarer Kreisschneider, 50 cm?.

Gipsschere oder &hnlich starke Schere aus nichtrosten-
dem Stahl.

Becherglas, DIN 23312, 2 1,
Glasstab, Lange 30 cm, ¢ 0,5 cm.

Néahrbodenflaschen, 300 ml mit Kapsenbergkappen
oder passenden Zellstoffstopfen.

Rollrandflaschen mit BiigelverschluBl, 250 ml.
ZentimetermaD.
Elektronisches pH-MeBgerdt mit Glaselektrode.

5. Ndhrmedien und Nihrmedienherstellung

5.1.
5.1.1.

5.2,

5.2.1.

Nédahragar
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 Nihrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder vollentsalztem Wasser
zugesetzt, unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmaBig
verteilt und 15 min geweicht, Die Lésung wird in vier
300 ml-Ndhrbodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisation
erfolgt im Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aufge-
setzten Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des ge-
brauchsfertigen N&hrbodens soll bei 20°C 74 * 0.2
betragen.

Pilzndhrboden nach Sabouraud, modi-
fiziert i
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
10—15 g Agar-Agar
40—45 g



5.2.2, Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder vollentsalztem Wasser
zugesetzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleich-
méBig verteilt. AnschlieBend wird im Dampftopf bis
zur vollstdndigen Lésung gekocht und in vier 300 ml-
Néhrbodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisation erfolgt
im Autoklaven 15 min bei 120°C mit aufgesetzten
Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des fertigen Néhr-
mediums soll 54 * 0,1, bezogen auf eine MeBtenpe-
ratur von 20 °C, betragen. Falls erforderlich, wird der
pH-Wert des N&hrmediums mit verdinnter Natron-
lauge oder verdinnter Salzsdure eingestellt.

53. Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar

5.3.1. Zusammensetzung:

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

10,0 g D(+)-Lactose

5,0 g Natriumchlorid, reinst

1,5 g Gallesalzmischung

0,03 g Neutralrot

0,002 g Kristallviolett

12,0—13,0 g Agar-Agar
38,532 bis 39,532 g
5.3.2. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem
Liter frisch destilliertem oder vollentsalztem Wasser
zugesetzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleich-
mdBig verteilt. Nach 15 min Stehen wird die Suspen-
sion in vier 300 m!-Né&hrbodenflaschen verteilt und
bis zur vollstdndigen Losung im Dampftopf gekocht.

6. Durchfithrung der Priifung

6.1. Sterilisation

Pinzetten, Messer, Schere, Kreisschneider, Schablone
und Glaspetrischalen nach DIN 12 339 sind im HeiBluft-
sterilisator 2 Stunden lang bei mindestens 160 °C zu
sterilisieren. Bei Serienanalysen kénnen Pinzetten, Mes-
ser, Schere, Kreisschneider und Schablone auch durch
Abflammen sterilisiert werden.

62, Vorbereitung der Versuchssticke

Aus den Proben werden mit einem sterilen Messer
oder einer sterilen Schere mit Hilfe der sterilen
Schablone Versuchsstiicke der Gréfe 6 x 6 cm oder mit
einem sterilen Kreisschneider Versuchsstiicke der
GréBe 50 cm® herausgeschnitten, Die Versuchsstiicke
diirfen nur mit sterilen Pinzetten, Kornklammern oder
Drigalski-Spatel, nicht aber mit den Fingern beriihrt
werden,

63. Zahl der

Ist nur eine Seite des Packstoffes zu prifen, so sind
je Entnahmeeinheit mindestens 10 Versuchsstiicke pro
zu priiffender Mikroorganismenart auszuscheiden; sind
beide Seiten des Packstoffes zu priifen, so erhoht sich
die Zahl der Versuchsstiicke auf mindestens 20 pro zu
prifender Mikroorganismenart. Die zugeschnittenen
Versuchsstiicke sind bis zur weiteren Verwendung
vor Fremdinfektion zu schitzen.

64, Herstellung der
Ndhrbodenplatte

In die sterilen Petrischalen sind jeweils etwa 10 ml
des im Dampftopf verflissigten N&hrbodens unter
sterilen Bedingungen einzugiefen. Nach Erstarren wird
auf die noch feuchte Né&hrbodenoberfliche das Ver-
suchsstiick aufgelegt und mit einer sterilen Pinzette
oder einem sterilen Drigalski-Spatel angedriickt, so
daB keine Luftpolster unter ihm vorhanden sind. An-
schlieBend wird das Versuchsstiick vom Rande her
durch EingieBen von etwa 7,5 bis 10 ml Né&hrboden
mit einer Temperatur von héchstens 48°C + 2 grd

Versuchsstiicke

fertigen Proben mit

gleichmdBig 2 mm hoch ibergossen. Nach dem Erstar-
ren werden die Platten so in den Brutschrank gelegt,
daB der Deckel der Petrischale unten liegt, um das
Auftropfen von Kondenswasser auf das Versuchsstiick
zu verhindern. Die Versuchsstiicke miissen nach dem
Uberschichten glatt liegen bleiben. Versuchsstiicke, die
sich zusammenrollen, werden verworfen und sind zu
ersetzen. Je nach Vereinbarung sind fir die Priifung
folgende Ndhrbéden zu verwenden:

Keimzahl: Ndhragar nach Abschnitt 5.1,

Schimmelpilze und Hefen: Sabouraud, modifiziert, nach
Abschnitt 5.2,

Coliforme Keime: Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar
nach Abschnitt 5.3.

6.4.1.
6.4.2.

6.4.3.

6.5, Bebritung
Die nach Abschnitt 6.4 vorbereiteten Versuchsstiicke
mit den Ndhrmedien nach den Abschnitten 5.1 und 5.2
werden 3 Tage bei 25°C, die Versuchsstiicke mit dem
Nédhrmedium nach Abschnitt 5.3 werden 20 * 2 Stun-
den bei 37 °C inkubiert.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen mit den Versuchsstiicken werden nach Ab-
lauf der Inkubationszeit dem Brutschrank entnommen. Mit
dem Keimzdhlgerdt wird die Anzahl der Kolonien, die auf
dem Versuchsstiick vorhanden sind, gezdhlt, Nach Méglich-
keit sollte angegeben werden, welche Kolonien (Keimgrup-
pen) dominieren (gegebenenfalls unter Zuhilfenahme eines
Mikroskops). Das Ergebnis der Auszdhlung von 10 Platten
wird addiert, das arithmetische Mittel gebildet und wie folgt
die Oberflachenkeimzahl berechnet:

7.1, Oberflachenkeimzahl

7.1.1. Versuchsstiicke 6 x 6 cm

KZ + 2,78 = OKZx/100 cm?

Versuchsstiicke 50 cm?

KZ - 2,00 = OKZx/100 cm?

Die Auszahlung erfolgt getrennt nach den verwendeten
Nédhrmedien,

X =B, SH oder C.

7.1.2.

8. Priifbericht

Im Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt an:

zugeben:

- Art des zu untersuchenden Packstoffes,

- Ort, Datum und Zeit der Probenahme,

- Gesamtkeimzahl OKZjg, bezogen auf 100 cm? Packstoff-
oberfldache,

- Anzahl der Schimmelpilze und Hefen OKZgy, bezogen auf
100 cm? Packstoffoberfldche,

- Anzahl der coliformen Keime OKZ¢, bezogen auf 100 cm?
Packstoffoberflache,

- Keimbefall auf der Drudkfarbe als qualitativer Vermerk,

- gegebenenfalls Keimbefall an der Schnittkante,

- gegebenenfalls Abweichungen von den Vorschriften des
Merkblattes.

9. Anmerkungen

Dieses Merkblatt wurde von der Untergruppe ,Oberfldchen-
keimzahlbestimmung” ausgearbeitet und die Prifverfahren
durch mehrere Ringversuche in verschiedenen Laboratorien
gepriift. Es soll der Offentlichkeit zur Stellungnahme vor-
gelegt werden und als vorldufige Arbeits- und Diskussions-
grundlage dienen. Wegen der grundsdtzlichen Bedeutung
dieses Merkblattes werden noch folgende Hinweise gegeben:

9.1. Das Wachstum von Mikroorganismen und der dadurch
hervorgerufene Abbau ist ein komplizierter biologi-
scher Vorgang, der durch viele Faktoren beeinfluBbar
ist. Aus diesem Grund lassen sich biologische Ver-
suche nur bis zu einem gewissen Grad standardisie-
ren. Diese immer wieder zu machende Erfahrung muB



9.2.

9.3,

9.4.

bei allen biologischen Priifverfahren beachtet werden.
Ringversuche zeigten, daB das beschriebene Priifver-
fahren reproduzierbare Werte liefert.

Das Ausschneiden der Versuchsstiicke bereitet in gewis-
sem Umfang Schwierigkeiten. Um ein immer gleich gro-
Bes Versuchsstiick zu erhalten, wurde die Verwendung
einer Schablone als Hilfsmittel beim Schneiden vorge-
schlagen. Giinstiger erscheint der Einsatz eines Kreis-
schneiders, da dieser immer gleich groBe Versuchsstiik-
ke liefert. Der Nachteil der bisher angebotenen Kreis-
schneider ist jedoch, daB diese schlecht sterilisierbar
sind, die Klingen umstdndlich ausgewechselt werden
miissen und sich schlecht abflambieren lassen. Das
Modell 936a der Karl! Frank GmbH, Mannheim-
Rheinau, hat sich fiir diesen Zweck ganz gut bewdhrt;
es hat jedoch den Nachteil, daB es nicht unfallsicher
ist. Trotzdem wurde das Kreisschneideverfahren in
das Merkblatt aufgenommen, und es wéire zu be-
griflen, wenn die zustdndige Industrie ein geeignetes
sterilisierbares Kreisschneidegerat entwickeln konnte.

Falls eine Untersuchung der Packstoffe an ihren Origi-
nalschnittkanten gewtilinscht wird, wird diese Unter-
suchung getrennt an weiteren 10 Versuchsstiicken
durchgefiihrt. Diese Versuchsstliicke werden in Form
von Dreiecken ausgeschnitten, die Originalschnittkante
soll dabei mit 60 mm Ldnge die ldngste Seite des
Dreiecks sein. Im Priifbericht ist zu vermerken, ob
diese Kante ein deutlich héheres Keimwachstum gegen-
iber der eigentlichen Probe aufweist.

AuBerhalb der Versuchsstiicke befindliche Kolonien
deuten auf Sekundéarinfektionem wéhrend des Ver-
suchsansatzes hin, Versuche, bei denen mehr als zwei
Kolonien solcher Sekunddarinfektionen auftreten, sind
zu verwerfen.

9.5.

Die Ndhrmedien kénnen auch aus Trocken-Nahrboden
hergestellt oder fertig zubereitet in den Zusammen-
setzungen, wie beschrieben, bezogen werden. Trocken-
ndhrmedien werden nach der Vorschrift des Herstel-
lers aufgeldst, gekocht und sterilisiert. Das Nahr-
medium nach Abschnitt 5.2 entspricht DIN 10050,
Blatt 3. Die Herstellercodes sind wie folgt:

Trockenndhrbéden

Oxoid CM 3
Merck 7883 (dhnliche Formulierung)

fiir Pilzndhrboden nach Sabouraud, modifiziert:
Merck 7662
DIFCO 0747 | 4&hnliche Formulierung
BBL 11589 | wie unter Punkt 5.2

fiir Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar:
BBL 11807
DIFCO B 12
Oxoid CM 107
Merck 1406

Fertignahrbéden
Merck 10416 (ahnliche Formulierung)

fiir Pilzndhrboden nach Sabouraud, modifiziert:
Sartorius-Membranfiltergesellschaft
mbH
SM 141 14 Fertigplatte
SM 141 34 Einwegréhrchen
Biotest-Serum-Institut GmbH
(&hnliche Formulierung)
862.400.6 Dextrose | Fertigplatten und
862.500.5 Maltose ] Einwegréhrchen

fiir Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar:
Biotest-Serum-Institut
9000 73 Einwegrohrchen
9000 70 Fertigplatten

flir Nahragar:

fiir Ndahragar:
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