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1. Zweck und Anwendung

Diese Vorschrift beschreibt ein Prifverfahren zur Bestimmung
der Anzahl von Bakteriensporen in Papier, Karton, Vollpappe
und Wellpappe. Die Bestimmung aerober Sporenbildner (Bacil-
lus-Arten) und anaerober Sporenbildner (Clostridium-Arten)
wird getrennt vorgenommen.

2. Begriff

Bakteriensporen sind Dauerformen von Bakterien, die sich
durch grofe Thermoresistenz auszeichnen und somit Erhitzungs-
prozesse, wie sie bei der Papierherstellung vorkommen, weit-
gehend unbeschadet iiberstehen koénnen. Die aerobe Sporen-
keimzahl Skz (O*,) gibt die Anzahl der Bacillus-Sporen, die
anaerobe Sporenkeimzahl Sgz (O7,) gibt die Anzahl der Clo-
stridium-Sporen an, die nach einer Bebritungszeit von drei
Tagen bei einer Temperatur von 30°C in 1 g der zu unter-
suchenden, ofentrockenen Probe gefunden wurden. Die Gesanii-
sporenkeimzahl (Sgkz) ist die Summe der aeroben Sporenkeim-
zahl Skz (O%) und der anaeroben Sporenkeimzahl Sgz (O7).
" Die Bestimmung der aeroben Sporenkeimzahl kann auch ohne
die Bestimmung der anaeroben Sporenkeimzahl durchgefithrt
werden, wenn nur die Anzahl der Bacillus-Sporen interessiert.
Ebenso kann auch die anaerobe Sporenkeimzahl (Bestimmung
der Clostridiensporen) allein durchgefiihrt werden. Es sei darauf
verwiesen, daB zur Bestimmung von Clostridiensporen in Papier,
Karton, Vollpappe und Wellpappe eine Alternativmethode
existiert®.

3. Probenahme, Probenzahl

3.1. Die Probenahme erfolgt nach DIN 53 101. Es dirfen nur die
Rénder der Proben angefaBt werden. Die entnommenen
Proben sind sofort in ein sterilisiertes Probenahmegefal
zu legen.

* Merkblatter fir die Prifung veon Packmitteln, Merkblatt 28. Verpackungs-
Rdsch. 27 {1976) Nr. 10, Techn.-wiss. Beilage, S. 82—384.

3.2. Die Probenanzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens zehn
betragen.

4. Priifgerite

4.1, Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von 30°C £ 1 K
(DIN 58 945 Teil 1 und Teil 2).

4.2, Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5 bar und eine
Sterilisationstemperatur von 134 °C. Er muB} so eingerich-
tet sein, daB eine Mindesttemperatur von 120 °C * 2 K ein-
gehalten werden kann.

4.3. Dampf{topf.

4.4. Hitzeschrank (HeiBluftsterilisator) fiir eine Sterilisations-
temperatur von 160 bis 180 °C,

4.5. Kolonienzdhlgerdt. Zur Arbeitserleichterung ist es zweck-
maBig, ein Kolonienzahlgerat zu verwenden, das mit einer
elektrischen Zdhleinrichtung und einer Lupe von acht- bis
zehnfacher Vergrofierung versehen ist. Die Petrischalen
sollen von unten beleuchtet werden.

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

4.7. Schere. Gipsschere oder &hnlich starke Schere aus nicht-
rostendem Stahl.

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

4.9. Pinzetten.

4.10. Mefipipetten (1 ml), mit weitem Ausflul und 0,1-ml-Gra-

duierung.
4.11.
4172,

Pipettenbiichse.

Aufschlaggerdat Ultra-Turrax TP 18/2N mit auswechselba-
rem Schaft und Schlitzlager aus Polytetrafluordthylen.

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




4.14.

4.15.
4.16.
417,
4.18.
4.19.
4.20.
4.21.
4.22.
4.23.

500-ml-Erlenmeyerkolben (DIN mit passenden

Watte- oder Zellstoffstopfen.

12 385)

Wigeglaschen. Durchmesser 3 cm, Héhe 3 cm, DIN 12 605.
Waage mit einer Genauigkeit von £ 0,0001 g.
Bunsenbrenner oder Spiritusflamme.

‘Wasserbad, auf 80 °C * 2 K genau einstellbar.

Begasbarer Anaerobentopf bzw. Einweg-Anaerobier-System.
Membranfiltrationsgerét fiir Membranfilter ¢ 50 mm.
Membranfilter aus Celluloseacetat, Porengréfe 0,2 pm.,
Glastrichter.

Thermometer mit 0,1°-Graduierung bis 180 °C.

5. Ndhrmedien und Nihrmedienherstellung

5.1.
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

Bakterien-Nahragar
Zusammensetzung:
1 g Fleischextrakt
2 g Hefeextrakt
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
5 g Natriumchlorid
15g Agar-Agar

284g

. Bereitung:

Die auf der Packung angegebenen Mengen der Fertignahr-
bdden bzw. die angegebenen Mengen der aufgefithrten
Nihrstoffe werden einem Liter frisch destilliertem oder
voll entsalztem Wasser zugesetzt, im Dampftopf gekocht
und in vier 500-ml-Erlenmeyerkolben {iber einen Trichter
abgefiillt, wonach die Kolben mit Watte- oder Zellstoff-
stopfen verschlossen werden. Die Sterilisation der Néahr-
béden erfolgt 15 min bei 120 °C im Autoklaven. Der pH-
Wert des Bakterien-Ndhragars (5.1) sollte bei 30°C
7,4 t 0,2 betragen.

Clostridien-Agar (RCM)

Zusammensetzung:
3 g Hefeextrakt
10 g Fleischextrakt
10 g Pepton aus Casein
5 g D(+)-Glucose
1 1 Stdrke, wasserloslich
5 g Natriumchlorid
3 g Natriumacetat
0,5 g L(+)-Cysteiniumchlorid
12,5 g Agar-Agar

50g

Bereitung:

Die auf der Packung angegebenen Mengen der Fertig-
nahrbéden bzw. die angegebenen Mengen der aufgefiihr-
ten Nahrstoffe werden einem Liter frisch destilliertem
oder voll entsalztem Wasser zugesetzt, im Dampftopf ge-
kocht und in vier 500-ml-Erlenmeyerkolben iiber einen
Trichter abgefiillt, wonach die Kolben mit Watte- oder
Zellstoffstopfen verschlossen werden. Die Sterilisation der
Nahrbéden erfolgt 15 min bei 120 °C im Autoklaven. Nach
dem Abkiihlen auf 48 °C wird dem Né&hrboden zur Be-
stimmung der anaeroben Sporenkeimzahl (Clostridien-
Agar-Medien) eine iber Membranfilter sterilisierte Lyso-
zymlésung (Muraminidase, E. C. 3.2.1.17, 20 600 bis 25 000
Einheiten/mg) zugegeben. Die Endkonzentration soll 5 pg
Lysozym/ml Né&hragar betragen. Es sind stets {frische
Lysozymlésungen einzusetzen, da die Enzymaktivitdt mit
zunehmender Lagerzeit abnimmt. Der pH-Wert des Clo-
stridien-Agars (5.2) sollte bei 30 °C 6,8 * 0,2 betragen.

5.3.
5.3.1.

Phosphatpuffer pH 70
Zusammensetzung:

11,9 g di-Natriumhydrogenphosphat
9,0 g Kaliumdihydrogenphosphat

. Bereitung:

Die angegebenen Chemikalienmengen werden in 1000 ml
frisch destilliertem Wasser geldst und zu jeweils 99 ml in
Babyflaschen abgefiillt. Die Babyflaschen werden mit lose
aufgesetzten Silicongummistopfen 15 min bei 120 °C im
Autoklaven sterilisiert. Nach dem Abkiihlen im Autokla-
ven werden die Babyflaschen mit den Stopfen dicht ver-
schlossen.

6. Durchfithrung der Priifung

6.1.

6.2.

6.3.
6.3.1.

6.3.2.

Sterilisation der Gerate

Korkbohrer, Wagegldaschen, Pinzetten, Scheren, Glaspetri-
schalen, Pipetten und Schaft des Aufschlaggerdtes sind im
HeiBluftsterilisator zwei Stunden lang bei 180 °C zu steri-
lisieren. Bei Serienanalysen konnen Pinzetten, Scheren,
Korkbohrer und Schaft des Aufschlaggerdtes auch durch
Abflammen sterilisiert werden.

Probenvorbereitung

Aus den Proben werden mit einer sterilen Schere Ver-
suchsstiicke einer Grofe von etwa 15 x 15 mm ausge-
schnitten oder mit einem Korkbohrer (¢ 15 mm) Ver-
suchsstiicke ausgestanzt. Diese Versuchsstiicke diirfen nur
mit sterilen Pinzetten beriihrt werden. Je Probe sind min-
destens zehn Versuchsstiicke auszuschneiden bzw. auszu-
stanzen. 1 g des zu untersuchenden Materials wird in ein
steriles Wéageglaschen eingewogen. Die Einwaage wird in
eine sterile Babyflasche mit 99 ml sterilem Phosphatpuffer
(siehe 5.3) gegeben. Sodann werden die Probestiicke mit
dem Aufschlaggerédt 1 min zerfasert. Bei der Entnahme der
Faserstoffsuspension mit Pipetten miissen abgesetzte Fa-
sern neu aufgewirbelt werden. Die Fasersuspension stellt
die Basissuspension flir die weitere Priifung dar.

Bestimmung der Sporenkeimzahl

Bestimmung der aeroben Sporenkeimzahl Sgz (O%,) (Bacil-
lus-Sporen):

Die Basissuspension wird in ein Wasserbad von 80°C
gestellt. Sobald die Basissuspension 80 °C erreicht hat
(Uberpriifung mit sterilem Thermometer) wird diese 20 min
bei dieser Temperatur belassen und danach in kaltem Was-
ser abgekiihlt. Bei dem Erhitzungsschritt werden vegetative
Bakterienzellen abgetotet, widhrend Bakteriensporen die-
sen Schritt zum groB8ten Teil iiberleben. Von der erhitzten
Basissuspension wird eine weitere Verdiinnung hergestellt,
indem 1 ml der Basissuspension zu 99 ml sterilem Phosphat-
puffer zugegeben werden. Von der Basissuspension und der
1:100 verdiinnten Basissuspension werden jeweils 0,1 und
1 ml in eine Petrischale gegeben und mit 15 ml Bakterien-
Néahragar (5.1) gleichmaBig durch achterférmige Bewegung
der mit dem Deckel verschlossenen Petrischale vermischt;
fir jede Entnahmeeinheit sollte nur der Néhrboden des-
selben Ansatzes verwendet werden. Fiir jede Priiffung sind
zehn Basissuspensionen herzustellen.

Bestimmung der anaeroben Sporenkeimzahl Sgy
(Clostridium-Sporen):

(O7)

Zur Bestimmung der anaeroben Sporenkeimzahl wird ge-
nauso verfahren, wie unter 6.3.1 beschrieben, mit dem
Unterschied, daB der Ndhrboden 5.2 verwendet wird. Die
Lysozymzugabe (5.2.2) unterdriickt das Wachstum fakul-
tativ anaerober Bacillus-Arten, die auch unter Luftaus-
schluB wachsen kdénnen. Da diese Keime bereits bei der
aeroben Sporenkeimzahlbestimmung erfafit wurden, mis-
sen sie bei der Bestimmung der anaeroben Sporenzahl
unterdriickt werden.




6.4. Bebriitung

6.4.1. Die nach 6.3.1 vorbereiteten Petrischalen zur Bestimmung
der aeroben Sporenkeimzahl werden drei Tage bei 30 °C
bebriitet. Die Platten sind so in den Brutschrank zu legen,
daB der Deckel der Petrischale nach unten zu liegen
kommt, damit ein Auftropfen von Kondenswasser auf
den Agar verhindert wird.

6.4.2, Die nach 6.3.2 vorbereiteten Petrischalen zur Bestimmung
der anaeroben Sporenkeimzahl werden in evakuier- und
begasbare Anaerobiertopfe bzw. Einweg-Anaerobier-
Systeme gegeben und drei Tage unter anaeroben Bedin-
gungen bei 30 °C bebriitet. Es empfiehlt sich, Methylen-
blau-Indikatoren zur Uberpriifung der sauerstofffreien

Verhéltnisse zuzugeben.

65, Trockengehaltsbestimmung
Die Trockengehaltsbestimmung des zu untersuchenden Ma-
terials erfolgt anhand einer Parallelprobe nach DIN 53 103.
Bei der Probenahme ist zu beachten, daBl ausreichendes
Versuchsmaterial fiir die Trockengehaltsbestimmung mit
entnommen wird.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen werden nach dreitdgiger Bebriitung dem Brut-
schrank entnommen. Mit dem Keimzdhlgerdt wird die Anzahl
der Kolonien, getrennt nach den Nahrboden, ausgezahlt. Bei der
Auswertung ist zu beachten, daB nicht versehentlich Fasem mit-
gezdhlt werden. Eine Kontrollbeobachtung unter dem Binokular
(40- bis 70fache VergréfBerung) 1aBt im Zweifelsfalle Fasern leicht
von Bakterienkolonien unterscheiden. Das Ergebnis der Auszih-
lung von zehn Platten gleicher Verdiinnungsstufe, auf denen sich
nach Mdoglichkeit 30 bis 300 Kolonien befinden, wird addiert und
das arithmetische Mittel gebildet. Unter Beriicksichtigung des
Trockengehaltes wird der Mittelwert auf 1 g ofentrockenes Un-
tersuchungsmaterial umgerechnet.

8. Priifbericht

Im Priifbericht sind anzufiihren:

— Art der untersuchten Probe,

— Ort, Datum und Zeit der Probenahme,

— Trockengehalt der Probe nach DIN 53 103,

— Bebriitungszeit und -temperatur,

— aerobe Sporenkeimzahl Sgz (O%;) pro g ofentrockene Probe,
— anaerobe Sporenkeimzahl Sy, (O7;) pro g ofentrockene Probe,

— Gesamtsporenkeimzahl Sggz = Sgz (O%) + Skz (O7,) pro
g ofentrockene Probe,

— gegebenenfalls Abweichungen von dieser Vorschrift,

9. Anmerkungen

9.1. Die aufgefiihrte Methode wurde von der Untergruppe
+Mikrobiologie der Packstoffe’ am Fraunhofer-Institut fiir
Lebensmitteltechnologie und Verpackung, Miinchen, erarbei-
tet und in Ringversuchen auf Zuverlassigkeit iiberpriift.

9.2. Zur Vermeidung von Fremdinfektionen ist in einem vor
Luftzug geschiitzten Raum, nach Madglichkeit in einer steri-
len Werkbank, zu arbeiten, Die Arbeitsflache soll eine halbe
Stunde vor Arbeitsbeginn mit einer Desinfektionslésung
abgewaschen werden.

9.3. Bei dieser Methode werden nicht alle vorhandenen Bak-
teriensporen erfafit, sondern vornehmlich Sporen von Arten,
welche bei der gewdhlten Bebritungstemperatur (30 °C)
gut wachsen. Thermophile Bacillus-Sporen (z. B. B. stearo-
thermopnilus) oder Clostridium-Sporen (z.B. Cl. thermo-
aceticum) werden hierbei nicht erfafit.

9.4. Um zu verldBlichen Ergebnissen zu kommen, sollten Unge-
iibte die aufgefithrten Arbeitsschritte genau durcharbeiten.

9.5. Anaerobier-Systeme konnen von der Fa, Becton u. Dickin-
son (unter der Bezeichnung Gas-Pak) und von der Fa.
OXOID (unter der Bezeichnung Gas-Kit) bezogen werden.

9.6, Die Ndahrmedien kénnen auch aus Trocken-Ndhrbéden her-
gestellt werden. Trocken-Ndhrbéden werden nach der Vor-
schrift des Herstellers aufgel6st, gekocht und sterilisiert.
Die Herstellercodes sind wie folgt:

fiir Bakterien-Ndhragar (dhnliche Formulierung wie 5.1.1):

BBL 11476
OXOID CM 3
Merck 7883
DIFCO B 69

fiir Clostridien-Agar:
BBL 11564
OXOID CM 151
Merck 5410

9.7. Lysozym kann von den Firmen Serva, Boehringer oder
Merck bezogen werden. Angebrochene Packungen sollten
rasch aufgebraucht oder mit Stickstoff begast werden, um
Enzyminaktivierung durch Oxidationsreaktionen zu vermei-
den.
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