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1. Zweck und Anwendung

Das vorliegende Merkblatt dient der Bestimmung der Wirksamkeit
fungistatisch wirkender Zusédtze auf Priiioberflachen durch Beob-
achtung der Anwachsrate verschiedener Schimmelpilze bei Ver-
wendung unterschiedlicher Prlifmedien. Die Einstellung der ver-
schiedenen a,-Werte in den Ndhrmedien soll die unterschiedlichen
a,,-Werte der Produkte simulieren.

2. Begriffe

Hoher a,Wert: empfindliche Produkte beziiglich Mikroorganis-
menverderb.

Niedriger a,-Wert: unempfindliche Produkte beziiglich Mikroorg-
anismenverderb.

3. Probenahme, Probenzahl

3.1. Die Probenahme erfolgt nach Vereinbarung. In Zweifelsféllen
empfiehlt es sich, die Probenahme sinngemdB nach DIN 53 101
durchzufiihren. Die Proben sind an Ort und Stelle so zu entneh-
men, daB keine Sekundérinfektion eintreten kann. Die entnom-
menen Proben sind sofort aufeinander und in ein sterilisiertes
ProbenahmegetfaB zu legen.

3.2, Die Probenzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens 10 betra-
gen.

4. Prifgerite

4.1. Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von (25 £ 1) °C
und (35 * 1) °C nach DIN 58 945 Teil 1 und 2.

4.2. Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5 bar und eine Sterili-
sationstemperatur bis 134 °C. Er muB so eingerichtet sein, da8
eine Mindesttemperatur von 120 °C eingestellt werden kann.

4.3. HeiBluftsterilisator fiir
160 °C bis 170 °C.

4.4. Petrischalen aus Glas nach DIN 12 339 bzw. sterile Finweg-
Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87 bis 89 mm.

4.5.  Schere.

4.6. Pinzette.

4.7. Reagenzgldser, randlos fiir Bakteriologie 18 x 150 mm.
4.8. Zellstoffstopfen.

4.9. Polyethylenbeutel zur Aufnahme von Petrischalen.

eine Sterilisationstemperatur von

4.10. FolienschweiBgerét.

4.11. Abzug.
4.12,
4.13.
4.14.
4.15.
4.16.
4.17. ZentimetermaB.
4.18. Wégeglas.

Laborgasbrenner.

pH-MeBgerét mit Glaselektrode.

Né&hrbodenflaschen, 300 ml, z. B. mit Kapsenbergkappen.
Spriihgerét (z. B. ,Shandon Spray Gun" oder ,Air-Less").

Impisse.

5.  Testkeime Katalog-Nr.
der Deutschen
Sammlung von

Mikroorganismen

Abbildung und
Beschreibung
in IVLV-Myko-
thek Tafel Nr.

5.1. fiir hohe Wasseraktivitét

Aspergillus niger DSM 1957 4

Aspergillus versicolor DSM 1943 9

Hormoconis resinae DSM 1835 35
5.2, ftr niedrige Wasseraktivitdt

Penicillium verrucosum DSM 1836 —

Penicillium chrysogenum DSM 895 12

Aspergillus repens DSM 62631 7

{Eurotium repens)

Zur Bereitstellung von Stamm- und Gebrauchskulturen siehe Merkblatt 43, Verpak-
kungs-Rundschau 32 (1981) Nr. 11, Technisch-wissenschaftliche Beilage, Seiten 83—86.

6. Néahrmedien und Ndhrmedienherstellung

Frisch destilliertes oder durch lonenaustausch vollentsalztes und
frisch aufgekochtes Wasser wird im folgenden Text als Wasser
bezeichnet.

Reagenzien fiir Analyse bzw. fiir Bakteriologie.

6.1. Pilzndhrbodennach Sabouraud,
modifiziert

6.1.1. Zusammensetzung:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
40 g D(+ )-Dextrose H,O
10 — 15 g Agar-Agar
60 —65g



6.1.2,

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.3.
6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.4.
6.4.1.

Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden einem Liter
‘Wasser zugesetzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleich-
méBig verteilt. AnschlieBend wird im Dampftopf bis zur voll-
stdndigen Lésung gekocht und in vier 300-ml-N&hrbodenfla-
schen umgefiillt. Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven 15
min bei 120 °C mit aufgesetzten Kapsenbergkappen. Der pH-
Wert des fertigen Néhrmediums soll 5,4 + 0,1, bezogen auf
eine Mefitemperatur von 20 °C, betragen. Falls erforderlich,
wird der pH-Wert des Ndhrmediums mit verdiinnter Natron-
lauge oder verdiinnter Salzsdure eingestellt.

. Vorbereitung der Reagenzglaser (Schrédgréhrchen):

Nach Abkiihlen des Néhrbodens auf ca. 45 °C werden in die
sterilen Reagenzgléser jeweils etwa 10 ml des fliissigen steri-
len Nahrbodens unter sterilen Bedingungen eingegossen und
sofort mit sterilen Zellstoffstopfen verschlossen. Die Reagenz-
gliser werden so gelegt, daB der N&dhrboden mit schréger
Oberfldche erstarrt. Sie sind bei + 4 °C aufzubewahren, eine
Lagerzeit von 14 Tagen darf nicht {iberschritten werden.

. Vorbereitung der Petrischalen:

Nach Abkiihlen des Ndhrbodens auf ca. 45 °C sind jeweils 15
ml des fliissigen sterilen Nahrbodens in sterile Petrischalen
unter sterilen Bedingungen zu gieBen. Nach Erstarren des
Néhrbodens werden die Platten 1 h bei 44 °C getrocknet. Die
getrockneten Platten sind sofort fiir den Versuch einzusetzen.

Pilzndhrboden nach Sabouraud,
modifiziert, a,-Wert 0,95

Zusammensetzung:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
40 g D(+)-Dextrose H,O
169 g Glycerin

10 — 15¢g Agar-Agar
234 — 229 ¢

Bereitung:

wie 6.1.2.

Vorbereitung der Reagenzglédser (Schridgréhrchen):
wie 6.1.3.

Vorbereitung der Petrischalen:
wie 6.1.4.
Schimmel(Mildew)-Test-Agar (MTA)
Zusammensetzung:
3 g Natriumnitrat (NaNO,)
1 g di-Kaliumhydrogenphosphat (K,-HHPO,)
0.5 g Magnesiumsulfat (MgSO, - 7H,0)
0,5 g Natriumchlorid (NaCl)
10 — 15 g Agar-Agar
15—20g
Bereitung:
wie 6.1.2., pH-Wert jedoch 6,8 = 0,1.
Vorbereitung der Petrischalen:
wie 6.1.4.
Ringerlésung
Zusammensetzung:

2,25 g Natriumchlorid
0,105 g Kaliumchlorid
0,12 g Calciumchlorid
0,05 g Natriumbicarbonat

6.4.2.

Bereitung:

Die angegebene Menge Salze wird einem Liter Wasser zuge-
setzt, geldst und 15 min bei 120 °C im Autoklaven sterilisiert.

pH 7,0 + 0,1 bei 20 °C.

Anmerkung:

Die Néhrmedien kénnen auch aus Trockenndhrbdden hergestellt
oder fertig zubereitet (Fertigplatte, Einwegréhrchen) in den Zusam-
mensetzungen, wie beschrieben, bezogen werden. Trockenndhrme-
dien werden nach der Vorschrift des Herstellers aufgeldst, gekocht
und sterilisiert.

Das Ndhrmedium nach Abschnitt 6.1 entspricht in seiner Zusam-
mensetzung den Trockenndhrb&den Merck Nr. 5438, BBL Nr. 11584
oder OXOID CM 41.

Das Ndhrmedium nach Abschnitt 6.3 entspricht in seiner Zusam-
mensetzung dem Trockenndhrmedium Difco B 428.

7.
7.1,

7.2
7.2.1.

7.2.2.

7.3.

7.4.
7.4.1.

7.4.2.

Durchfithrung der Priifung
Sterilisation der Geriéte

Pinzette und Schere (in Aluminiumfolie verpackt), Glaspe-
trischalen, Reagenzgldser mit Zellstoffstopfen und Kulturfla-
schen mit Kapsenbergkappen werden im Heifiluftsterilisator
2 h lang bei 160 ° C sterilisiert.

Herstellung der Impfsuspensionen
Suspensionen fiir hohe Wasseraktivitdt — Suspension I

Von den Stammkulturen 5.1 werden auf Pilzndhrbéden nach
Sabouraud (6.1) Arbeitskulturen auf Schrdgréhrchen (6.1.3)
angelegt und 7 Tage bei 25 °C bebriitet. Zu jedem Schimmel-
Schrégrohrchen werden 5 ml Ringerldsung (6.4) gegeben und
die Oberfliche mit Hilfe einer sterilen Use abgeschwemmt.
Die Suspensionen werden zusammengefiihrt (gepoolt).

Suspensionen fiir niedrige Wasseraktivitit — Suspension 11

Von den Stammkulturen 5.2 werden auf Pilzndhrbéden nach
Sabouraud (6.2) Arbeitskulturen auf Schrdgréhrchen (6.2.3)
angelegt und 7 Tage bei 25 °C bebriitet. Zu jedem Schimmel-
Schréigrohrchen werden 5 ml Ringerldsung (6.4) gegeben und
die Oberfliche mit Hilfe einer sterilen Use abgeschwemmt.
Die Suspensionen werden zusammengefiihrt (gepoolt).

Probenvorbereitung

Aus den zu untersuchenden Proben werden mit einer sterilen
Schere Priifbléttchen von 4 cm? ausgeschnitten und sofort in
ein steriles Wégeglas gegeben. Die Versuchsstiicke diirfen
nur mit steriler Pinzette, nicht aber mit den Fingern bertihrt
werden. Es sind mindestens 60 Versuchsbldttchen auszu-
schneiden.

Herstellung derfertigen Proben
Hohe Wasseraktivitdt

Je 20 Petrischalen mit Ndhragar Sabouraud-Dextrose-Agar
(6.1) bzw. Schimmel-Test-Agar (6.3) werden mit je einem der
zu priifenden Priifbldttchen unter sterilen Bedingungen
belegt. 20 der Priifblattchen werden mit der Oberseite (z. B.
bedruckte Seite) und 20 der Priifbldttchen mit der Unterseite
(z. B. unbedruckte Seite) auf den getrockneten Platten aufge-
bracht.

AbschlieBend werden unter dem Abzug die mit Priifbldttchen
belegten Petrischalen gleichmdBig mit der Impfsuspension I
(7.2.1) bespriiht. Danach schlieBt man die Deckel, packt die
Petrischalen in Polyethylenbeutel und siegelt sie zu. Dabei ist
zu beachten, daB je zwei Stapel getrennt verpackt werden.

Niedrige Wasseraktivitat

Je 20 Petrischalen mit Ndhragar nach Sabouraud modifiziert,
a,-Wert 0,95 (6.2) werden mit je einem der zu priifenden Priif-
bldttchen unter sterilen Bedingungen belegt. 10 der Priifblatt-
chen werden mit der Oberseite (z. B. bedruckte Seite) und 10
der Priifbldttchen mit der Unterseite (z. B. unbedruckte Seite)
auf den getrockneten Platten aufgebracht.



7.5.

AbschlieBend werden unter dem Abzug die mit Prifbléttchen
belegten Petrischalen gleichmé&Big mit der Impfsuspension II
(7.2.2) bespriiht. Danach schlieft man die Deckel, packt die
Petrischalen in Polyethylenbeutel und siegelt sie zu. Dabei ist
zu beachten, daB je zwei Stapel getrennt verpackt werden.

Bebritung

Die eine Halfte der nach Abschnitt 7.4.1 bzw. 7.4.2 hergestell-
ten Proben wird bei 25 °C, die andere Halfte bei 35 °C bebri-
tet.

Die Sabouraud-Dextrose-Agar- und die Mildew-Platten wer-
den 6 Wochen, der Sabouraud-Dextrose-Glycerin-Agar
3 Wochen bebriitet.

Versuchsauswertung

Das Schimmelwachstum jeder Petrischale wird wie folgt
bewertet:

0 Kein Wachstum auf den Proben und Hemmhofbildung um

die Proben,

10 Wachstumshemmung ohne Hemmhofbildung um die Pro-
ben,

20 sichtbares ungleichmé&Biges Wachstum,

30 mé&Biges Wachstum auf der ganzen Probe,

40 starkes Wachstum auf der ganzen Probe,

50 vollkommen tiberwachsen.

10.

Priifbericht

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

— Art des untersuchten Materials,

— Ort, Datum und Zeit der Probenahme,

— Beurteilung der Widerstandsfdhigkeit gegen Schimmel
bei hoher Wasseraktivitit,

— Beurteilung der Widerstandsfdhigkeit gegen Schimmel
bei niedriger Wasseraktivitit,

— gegebenenfalls Abweichungen von dieser Vorschriit,

— Beilagen von Aufnahmen empfehlenswert.

Hinweise

Bei der Durchfiihrung der Priffung nach diesem Merkblatt
sind die Richtlinien der Berufsgenossenschaft fiir Gesund-
heitsdienst und Wohlfahrtspllege zu beachten (Medizinische
Laboratoriumsarbeiten VGB 114, 1956).

Die in Abschnitt 5 erwdhnte Mykothek kann beim Fraunho-
fer-Institut fiir Lebensmitteltechnologie und Verpackung,
Schragenhofstraie 35, D-8000 Miinchen 50, zum Preis von
DM 25,- bezogen werden.





