DK 676.2 : 620.193.81/.82 DEUTSCHE NORM April 1992

Priifung von Papier, Karton und Pappe D I N

Bestimmung der Gesamtkolonienzahl (GKZ) 54 379

Testing of paper and board; determination of the total colony count Ersatz flir Ausgabe 08.78
Essais des papiers et des cartons; détermination de l'indice de germination total

Zusammenhang mit dem Zellcheming-Merkblatt VIII/4/68, siehe Erlauterungen.

1 Zweck und Anwendungsbereich — Schere aus nichtrostendem Stahl, bevorzugt mit
Das Verfahren nach dieser Norm dient zur Bestimmung Schneidkanten von 10 bis 16 cm Lange
der Gesamtkolonienzahi (GKZ) in Papier, Karton und Voll- — Stanzeisen mit einem Durchmesser von 10 bis 15 mm
pappe und ist auch zur Kontrolle der Wirksamkeit vor — Pinzetten
bakteriziden und fungiziden Zusatzstoffen in der Papier- — MeBpipetten mit weitem AusfluB, die gestatten, 1,0 mi
fabrikation geeignet. zu messen
— Pipettenbiichsen
. — Aufschlaggerét’)
2 Begriff — 200-ml-Verdiinnungsflaschen aus Glas mit 100-ml-
Unter Gesamtkolonienzahl (GKZ) wird nach dieser Norm Markierungen
- die Anzahl der Kolonien verstanden, die nach einer _ 250-mi-Rolirandflaschen mit BiigelverschiuB

Bebriitungszeit von drei Tagen bei einer Temperatur von
25 bis 30°C in umgerechnet 1 g der ofentrockenen Probe
gefunden werden.

— 300-ml-Nahrbodenflaschen mit Kapsenbergkappen

— Waégeglaser, z.B. Wageglas nach DIN 12605 mit ein-
geschliffenem Deckel

— Analysenwaage
3 Kurzbeschreibung des Verfahrens — Membranfiltergerat
Die Proben werden mit einem sterilen Aufschlaggerét in pI-.l-MeBgera'f i .
mit Ringerlosung nach Abschnitt 6 gefiillten Verdiin- — Mikroskop mit mindestens 80facher VergroBerung

nungsflaschen zerfasert. Die erhaltenen Faserstoffsus-
pensionen werden in Petri-Schalen ibergefihrt, mit Nahr-
agar versetzt und bebriitet. Nach Ablauf der Bebrutungs- 5 Prufmittel
zeit im Brutschrank wird die Anzahl der Keimkolonien . -
5.1 Frisch destilliertes oder durch lonenaustauscher

gezihlt. Der arithmetische Mittelwert aus je 10 Bestim- . ; . .
mungen je Probe wird auf 1 g ofentrockene Probe umge- gereinigtes Wasser (Deionat), im folgenden dieser Norm
kurz als Wasser bezeichnet.

rechnet und als Gesamtkolonienzahl angegeben.

5.2 N&hragar
4 Gerate Um gleichmaBige Nahrbéden zu erhalten, soll ein Nahr-
Ubliches Laboratoriumsgerat und zusétzlich boden mit folgender Zusammensetzung in Anlehnung an

— Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von ISO 8784-1: 1987 verwendet werden:
(25 £ 1)°C bzw. (30 £ 1)°C die in allen Stellen im Brut- Pepton-Glucose-Agar (Plate Count-Agar)

raum gleich sein muB. Caseinpepton 5049
— Dampfsterilisator (Autoklav) flir einen Betriebsdruck Hefeextrakt 25¢
bis = 3,5 bar und eine Sterilisationstemperatur bis D-Glucose 10g
134°C. Er muB so eingerichtet sein, daB eine Tempe- Agar 1509
ratur von (120 £ 2)°C eingehalten werden kann. !
Wasser 1000 mt
— Dampftopf H 20402
— Kolonienzéhlgerat, das zur Arbeitserleichterung nach P (7.0£0.2)
Méglichkeit mit einer mechanischen, gegebenenfalls
elektrischen Zahleinrichtung und einer Lupe von 8 bis
10facher VergréBerung versehen ist. Die Platten sol-
len von unten beleuchtet werden kénnen 1y Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft:
— Einweg-Petri-Schalen aus Kunststoff mit einem DIN-Bezugsquellen fiir normgerechte Erzeugnisse im
Durchmesser von 87 bis 97 mm DIN, BurggrafenstraBe 6, 1000 Berlin 30
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oder
Tryptone-Glucose-Extrakt-Agar
Fleischextrakt 309
Tryptone Pepton 509
D(+)-Glucose 1,09
Agar 15049
Wasser 1000 ml
pH (70 £ 0,2)

Diese beiden Nahrbdden sind als Fertigndhrbéden in

dehydratisierter Form im Handel erhéltlich.")

. Den angegebenen Mengen Néhrstoffe werden 1 | Wasser

zugesetzt und durch Schitteln gleichmaBig verteilt, bis

- zur LOsung im Dampftopf gekocht und in vier 300-ml-

Nahrbodenflaschen gefiilit. Die Sterilisation erfolgt im

Autoklaven 15 min bei 121°C mit aufgesetzten Kapsen-

bergkappen, damit die Lésung nicht durch auftropfendes

Kondenswasser verdlinnt wird. Der pH-Wert des

gebrauchsfertigen Néhrbodens soll (70 £0,2) bei 20°C

betragen.

Anmerkung: Es werden auch gebrauchsfertige sterile
Nahrboden') angeboten, die dieser Norm ent-
sprechen. Als Ausrlstung flir Laboratorien, die
keine Einrichtung fir mikrobiologische Unter-
suchungen besitzen, geniigt ein Brutschrank nach
Abschnitt 4.

5.3 Ringerldosung?

Zur Herstellung sind folgende Chemikalien des Reinheits-
grades ,zur Analyse” zu verwenden:

2,250 g Natriumchiorid NaCl

0,105 g Kaliumchlorid KCl

0,120 g Calciumchlorid-2-hydrat CaCl, - 2H,0

0,050 g Natriumhydrogencarbonat NaHCO4

Die angegebenen Chemikalienmengen werden in 11
Wasser geldst und in 250-ml-Rollrandflaschen mit Blgel-
verschiuB gegeben. Die Sterilisation wird bei offenem
BigelverschiuB im Autoklaven 15 min bei 121°C durch-
gefuhrt. Es ist auch zulassig, diese Losung uber Mem-
branfilter zu sterilisieren.

6 Probenahme und Probenvorbereitung

Die Probenahme wird nach DIN ISO 186 durchgefiihrt.
Die entnommenen Probestlicke durfen nur an den Réan-
dern angefaBt werden. Sie sind sofort aufeinander in ein
sterilisiertes ProbenahmegefaB zu legen oder in Echt-
pergament einzuschlagen.

Die Probenanzahl soll je Entnahmeeinheit mindestens
10 Stlck betragen.

Zusétzlich sind ausreichende Probemengen fir die
Bestimmung des Feuchtegehaltes nach DIN ISO 287 und
die Bestimmung des pH-Wertes nach DIN 53124 zu ent-
nehmen.

Aus den Probestiicken sind mit einer sterilen Schere
quadratische Proben mit einer Kantenldange von etwa
15 mm auszuschneiden oder Kreisproben mit einem
sterilen Stanzeisen auszustanzen. Die Proben durfen
nicht mit den Fingern berlhrt werden.

) Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft:
DIN-Bezugsquellen fiir normgerechte Erzeugnisse im
DIN, BurggrafenstraBe 6, 1000 Berlin 30

) Ringerlésung wird in Tablettenform im Laborhandel
angeboten.
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Je Prifung sind mindestens 10 Proben auszuschneiden
oder auszustanzen. 1,00g des zu untersuchenden
Materials wird unter sterilen Bedingungen in ein steriles
Waégeglas eingewogen. Die Einwaage wird in eine sterile
Verdiinnungsflasche gegeben, die mit 99 ml Ringer-
I6sung gefiillt ist, und die Probe in der Verdinnungs-
flasche 2 min aufgeschlagen. Hierdurch wird meist eine
ausreichend feine Verteilung der Fasermasse erhalten,
die sich verhéltnismaBig langsam absetzt. Bei naBfesten
Packstoffen reicht unter Umstanden die Aufschlagzeit von
2 min nicht aus. Bei ldngerer Aufschlagzeit sollte das Auf-
schlaggefaB gekihit werden, damit die Temperatur im
GefaB 45°C nicht ubersteigt.

Bei der Entnahme der Suspension ist dafiir zu sorgen,
daB mdglicherweise abgesetzte Fasern vollstandig mit
der zur Entnahme bestimmten sterilen Pipette aufgewir-
belt werden. Die erhaltene gleichméaBige Faserstoffsus-
pension stellt die Basissuspension fir die weitere Prufung
dar.

Da nur 30 bis 300 Keime auf einer Platte mit Sicherheit
ausgezahit werden kdnnen, sind bei héheren Keimzahlen
die Basissuspensionen zu verdunnen bzw. ist bei niedri-
geren Keimzahlen die Einwaage zu erhéhen.

7 Durchfithrung

Vor der Durchfihrung der Bestimmung sind der Feuchte-
gehalt der Probe nach DIN ISO 287 und der pH-Wert der
Probe bei Kaltextraktionen nach DIN 53124 an Parallel-
proben zu bestimmen.

Stanzeisen, Wageglaser, Verdiinnungsflaschen, Pinzetten,
Scheren, Pipetten und der Dispergierschaft des Auf-
schlaggerates sind im Autoklaven 15 min bei 121°C zu
sterilisieren. Bei Serienanalysen kénnen Pinzetten, Sche-
ren, Stanzeisen und der Schaft des Aufschiaggerates
auch durch Abflammen sterilisiert werden.

Jeweils 1,0 ml der Basissuspension wird in eine Petri-
Schale gegeben und mit 15 ml Nahragar von einer Tem-
peratur von (48 * 2)°C versetzt. Damit sich der Nahragar
gleichméBig mit der Basissuspension vermischt, wird die
Petri-Schale mit geschlossenem Deckel vorsichtig in Ach-
terschleifen, also nicht kreisférmig, bewegt. Die Schalen
werden waagerecht abgestellt, bis das Gemisch erstarrt
ist.

Zum Vermeiden von Fremdinfektionen ist in einem vor
Luftzug geschutzten Raum zu arbeiten und der Arbeits-
tisch etwa 30 min vor Arbeitsbeginn mit einer desinfi-
zierenden L&sung abzuwaschen (z.B. mit Ethanol = 75%
(V/V). Besser ist das Arbeiten auf einer sterilen Arbeits-
bank mit geregelter Luftfilterung.

Es ist fur jede Entnahmeeinheit nur Nahrboden des glei-
chen Ansatzes einzusetzen. Fur jede Prifung sind 10
Basissuspensionen herzustellen. Bei sorgfaltigem Arbei-
ten genugt es, Dispergierschafte fur die 10 Proben einer
Entnahmeeinheit nur einmal im Autoklaven zu sterilisie-
ren.

Die vorbereiteten Petri-Schalen werden 3 Tage bei 30°C
bebriitet. Die Platten sind so in den Brutschrank zu legen,
daB der Deckel der Petri-Schale unten liegt, um das Auf-
tropfen von Kondenswasser auf die Probe zu verhindern.

8 Auswertung

Die Petri-Schalen werden nach Ablauf der Bebriitungszeit
dem Brutschrank entnommen. Mit dem Kolonienzahlgerat
wird die Anzahl der Kolonien gezahit. Bei der Auszéhlung
ist zu beachten, daB Fasern nicht mitgezéahlt werden. Eine
mikroskopische Kontrolle bei 80facher VergréBerung ist
durchzufiihren, um die Fasern leichter zu erk
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