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DEUTSCHE NORM

Prafung von Papier, Karton und Pappe

Bestimmung der Oberfladchenkolonienzahl
(OKZs)

DIN
54 378

Testing of paper and board; Determination of the surface colony count OKZs

Ersatz fir Ausgabe 08.78

Essais des papiers et des cartons; Determination de l'indice de germination

de surface OKZs

Zusammenhang mit dem Zellcheming-Merkblatt VIII/3/68, siche Erlauterungen.

1 Anwendungsbereich

Das Verfahren nach dieser Norm dient zur Bestimmung
der Oberflachenkolonienzahl (OKZs)') von Karton, Voli-
pappe und Welipappenrohpapieren. Eventuell auf der
Oberflache dieser Packstoffe befindliche Schimmelpilze
kontaminieren und verderben Lebensmittel und kénnen
zu einer erheblichen Gebrauchsminderung bzw. Zersté6-
rung des Packgutes flihren.

2 Begriff

Unter Oberflachenkolonienzahl (OKZs) wird nach dieser
Norm die Anzahl der Schimmelpilze verstanden, die nach
einer Bebritungszeit von drei Tagen bei einer Temperatur
von 25°C auf umgerechnet 100 cm? des zu untersuchen-
den Packstoffes gefunden werden.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Die vorbereiteten Proben werden in Petri-Schalen mit
ausgegossenem Néhrboden gegeben und entweder mit
sterilem verflissigten N&hrboden (bergossen (siehe
Abschnitt 7.2) oder mit steriler Nahrlosung befeuchtet
(siehe Abschnitt 7.3) und bebriitet. Nach Ablauf der
Bebritungszeit werden die Schimmelpilzkolonien gezahit
und auf 100 cm? Priifflache umgerechnet.

4 Geréate

Ubliches Laborgerat und zusétzlich:

— Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von
(25 £ 1)°C, die an allen Stellen im Brutraum gleich
sein muB, z.B. nach DIN 58 945 Teil 1.

— Dampfsterilisator (Autoklav) filir einen Betriebs-
Uberdruck bis etwa 3,5 bar und eine Sterilisationstem-
peratur bis 134°C. Er muB so eingerichtet sein, daB
eine Temperatur von (120 + 2)°C eingehalten werden
kann.

— Dampftopf

— Kolonienzéhlgerat, das zur Arbeitserleichterung
mit einer mechanischen oder elektrischen Zahlein-
richtung und einer Lupe von 8 bis 10facher VergréBe-
rung versehen ist.

— Einweg-Petri-Schalen aus Kunststoff mit einem
Durchmesser von 87 bis 97 mm bzw. gebrauchsfer-
tige, sterile, mit Nahrboden ausgegossene Petri-Scha-
len.

— Schere aus nichtrostendem Stahl, bevorzugt mit
Schneidkanten von etwa 10 bis 16 cm Lange.

— Kreisschneider?) fir 50 cm? Probenflache

— Schablone zum Ausschneiden quadratischer Fla-
chen von 60 mm Kantenlédnge, sterilisierbar

— Pinzette, sterilisierbar

— Dosierspritze mit Kanllen. Zur Arbeitserleichte-
rung werden sterile Einweg-Kantlen empfohlen

— Gas- oder Spiritusbrenner

— Messer, bevorzugt mit nichtrostenden, austausch-
baren Klingen

5 Prifmittel

5.1 Frisch destilliertes oder durch lonenaustauscher
gereinigtes Wasser (Deionat), im folgenden Text dieser
Norm kurz als Wasser bezeichnet.

5.2 Pilzndhrboden nach Sabouraud, modifiziert
siehe DIN 10050 Teil 3

Um gleichmaBige Nahrmedien zu erhalten, ist der Pilz-
nahrboden nach Sabouraud, modifiziert') folgender
Zusammensetzung zu verwenden:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut?)
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut?)
10 g D(+)-Glucose CgH 1,04 - H,0O
10 g Maltose C12H22011 . H2O
15 g Agar-Agar
Die angegebenen Nahrstoffmengen werden einem Liter
Wasser zugesetzt, durch Schiitteln gleichméaBig verteilt,

bis zur Lésung gekocht und in vier 300 ml-Nahrbodenfla-
schen gefiillt.

) OKZ bedeutet Oberflachenkeimzahl, der Index s steht
fir Schimmelpilze

3) Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft:
DIN-Bezugsquellen fir normgerechte Erzeugnisse im
DIN, BurggrafenstraBe 6, 1000 Berlin 30.
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AnschlieBend wird im Autokiaven 15 min bei 121°C steri-
lisiert. Der pH-Wert des fertigen Nahrmediums soll
(54 £0,1) pH bezogen auf eine Temperatur von 20°C
betragen.

ANMERKUNG 1: Auf dem vorgeschriebenen Pilz-

nahrboden kdénnen sich auch Bakterienkolonien
entwickeln. Manche Bakterienkolonien k&énnen
makroskopisch mit SproBpilzkolonien verwechselt
werden. Dies macht eine mikroskopische Untersu-
chung erforderlich. Es besteht auch die Méglich-
keit, dem Pilzndhrboden das Antibiotikum Chio-
ramphenicol in einer Konzentration von 30 mg/l
Agar-Agar beizumischen. Dadurch wird die
Anwachsgeschwindigkeit von SproB- und Faden-
pilzen etwas vermindert. Die Zugabe von Chlo-
ramphenicol soll nur dann vorgenommen werden,
wenn keine mikroskopischen Untersuchungen
durchgefuhrt werden kénnen.

ANMERKUNG 2: Im Fachhandel werden
gebrauchsfertige, sterile, mit Nahrboden ausge-
gossene Petri-Schalen, fertige sterile Nahrbéden
und eine sterile Nahrsalziésung angeboten?), die
dieser Norm entsprechen. Als Ausrlstung far
Laboratorien ohne Einrichtung fiir mikrobiologi-
sche Untersuchungen gentligt ein Brutschrank
nach Abschnitt 4.

5.3 Nahrsalzlésung

2 g Ammoniumdihydrogenphosphat, (NH4)H,PO,, krist.
rein

2 g Kaliumnitrat KNO4

0,5 g Magnesiumsulfat MgSO, + 7H,0

0,13 g Calciumchlorid-2-hydrat CaCl, - 2H,0

Die angegebenen Chemikalienmengen werden in 1 Liter
Wasser geldst und in 250-ml-Rollrandflaschen mit Bligel-
verschluB gegeben. Die Nahrsalziésung wird durch Erhit-
zen der gefullten Rollrandflaschen bei offenem Bligelver-
schluB im Autoklaven 15 min bei 121°C sterilisiert. Es ist
auch zulassig, diese Lésung Uber Membranfilter zu sterili-
sieren.

6 Probenahme und Probenvorbereitung

Die Probenahme wird nach DIN ISO 186 durchgefiihrt.
Die entnommenen Probestlicke dirfen nur an den Rén-
dern, moéglichst mit Pinzette, angefaBt werden. Sie sind
sofort aufeinander in ein sterilisiertes ProbenahmegefaB
zu legen. Die Probenzahl solil je Entnahmeeinheit minde-
stens 10 Stlick betragen. Zusétzlich sind ausreichende
Probemengen fiir die Bestimmung des pH-Wertes nach
DIN 53 124 (Kaltextraktion) zu entnehmen.

Aus den Probestucken werden mit einem sterilen Messer
mit Hilfe einer sterilen Schablone quadratische Proben
mit einer Kantenldange von 60 mm oder kreisrunde Pro-
ben von 50 cm? Flache mit einem sterilen Kreisschneider
ausgeschnitten. Die Proben durfen nicht mit den Fingern
berlihrt werden. Je Entnahmeeinheit sind mindestens 10
Proben auszuschneiden. Von je 10 nach Abschnitt 6 aus-
geschnittenen Proben ist jeweils die Seite zu priifen, wel-
che mit dem Packgut in Berlihrung kommen kann, d.h,
die nicht zu untersuchende Seite ist auf den Nahrboden
aufzulegen. Falis die zu prifende Seite nicht angegeben
ist, sind beide Seiten an je 10 Proben zu priifen. Die
zugeschnittenen Proben sind in sterilen Petri-Schalen bis
zur Weiterverarbeitung aufzubewahren.

2) Siehe Seite 1

7 Durchfiihrung
71 Sterilisation

Die zu sterilisierenden Gegenstande sind vor dem Auto-
klavieren in Aluminiumfolie zu verpacken bzw. in Sterili-
sierboxen (Metall) zu legen. Pinzetten, Scheren, Messer,
Kreisschneider, Schabionen und Dosierspritzen sind im
Autoklaven 15 min bei 121°C zu sterilisieren. Bei Serien-
analysen kénnen Pinzetten, Scheren und Messer sowie
Kreisschneider und Schablonen auch durch Abflammen
sterilisiert werden.

7.2 Priifung durch UbergieBen der Proben

In die sterilen Petri-Schalen sind jeweils etwa 10 ml des
im Dampftopf verfiissigten Nahrbodens unter sterilen
Bedingungen einzugieBen. Nach Erstarren wird auf die
noch feuchte Néhrbodenoberflache die Probe aufgelegt
und mit einer sterilen Pinzette angedriickt. AnschlieBend
wird die Probe gleichmaBig 2 mm hoch durch EingieBen
von 7,5 bis 10 ml Nahrboden mit einer Temperatur von
héchstens 45 °C vom Rande her (ibergossen.

Nach dem Erstarren werden die Platten so in den Brut-
schrank gelegt, daB der Deckel der Petri-Schale unten
liegt, um das Auftropfen von Kondenswasser auf die
Probe zu verhindern.

Dieses Verfahren erfaB8t vorwiegend Schimmelpilzsporen,
die auf der Oberflache des zu priifenden Materials zu fin-
den sind. Da das Wachstum der Schimmelpilze vom pH-
Wert abhangig ist und Karton, Vollpappe und Welipappen-
rohpapiere auf Grund ihres Herstellungsverfahrens ver-
schiedene pH-Werte aufweisen kénnen, ist der pH-Wert
der Probe nach DIN 53 124 (Kaltextraktion) anzugeben.

7.3 Prifung durch Befeuchten mit
Nahrsalzlésung

In die Petri-Schalen werden jeweils etwa 10 ml des im
Dampftopf verflissigten Nahrbodens unter sterilen Bedin-
gungen eingegossen. Nach dem Erstarren wird die Probe
auf die noch feuchte Nahrbodenoberflache aufgelegt, mit
einer sterilen Pinzette angedriickt und mit Nahrsalzi6-
sung durch eine rechtwinklig gebogene Einweg-Kanlile
befeuchtet. Es ist soviel Nahrsalzlésung zuzusetzen, wie
die Probe aufnimmt. Die Menge ist durch einen Vorver-
such zu ermitteln. Danach ist die Petri-Schale in den Brut-
schrank zu legen.

Die Menge an Nahrsalzlésung, die zum Befeuchten der
Proben anzuwenden ist, kann wie folgt ermittelt werden:
Funf Proben werden auf eine Glasplatte gelegt und mit
steigenden Mengen Nahrsalzlésung befeuchtet, z.B.
1mi, 1,5ml, 2ml, 25 ml und 3 ml. Die Flussigkeits-
menge, die eben noch vollstandig von der Probe aufge-
saugt wird, ist die zum Befeuchten der Untersuchungs-
proben einzusetzende Menge.

Die Priifung erfaBt Oberflachenkeime und Keime, die sich
unter der Oberfliche befinden. Man findet nach diesem
Verfahren fast immer eine héhere Oberflachenkeimzahl
als nach Prufverfahren nach Abschnitt 7.2. Durch das
Ammoniumdihydrogenphosphat tritt eine Pufferung ein;
dadurch ist der EinfluB unterschiedlicher pH-Werte des
Probenmaterials geringer, wenn auch nicht véllig ausge-
schattet.

7.4 Bebritung

Die nach Abschnitt 7.2 und 7.3 vorbereiteten Petri-Scha-
len werden 5 Tage bei 25°C bebriitet.

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: DIN 54378:1993-04


http://www.avadocuments.com/doc/din-54378-1993-04
http://www.avadocuments.com/doc/din-54378-1993-04

