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Testing of paper and board; determination of spores of clostridium
Essais des papiers et cartons; détermination des spores de clostridium

Zusammenhang mit Arbeiten am Institut fiir Lebensmitteltechnologie und Verpackung an der Technischen Universitét

Miinchen, Institut der Fraunhofer Gesellschaft, siehe Erlduterungen.

1 Zweck und Anwendungsbereich

Das Verfahren nach dieser Norm dient zur Bestimmung
von Clostridien in Papier, Karton, Volipappe und Wellpappe.
Der Anwendungsbereich erstreckt sich auf die Verwendung
dieser Materialien als Packstoffe, die unbeschichtet und
zur Verpackung von nicht vorverpackten, direkt zum Ver-
zehr oder Verbrauch bestimmten Lebensmitteln vorge-
sehen sind.

2 Mitgeltende Normen
DIN 53101 Priifung von Papier und Pappe; Probenahme

DIN 53103 Priifung von Papier und Pappe; Bestimmung
des Feuchtigkeitsgehalts

3 Begriff

Clostridien sind weit verbreitete, anaerob lebende Mikro-
organismen. Sie bilden Sporen, die durch 30 Minuten langes
Erhitzen bei 75°C nicht abgetdtet werden.

4 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Die zu untersuchende Probe wird in Peptonldsung auf-
geschlagen. Von der so erhaltenen Basissuspension wer-
den definierte Mengen zu Clostridien-Differential-Bouillon
gegeben. Diese Ansitze werden im Wasserbad auf 75°C
erwirmt und danach 3 bzw. 7 Tage lang bei 30 °C bebriitet.
Die niedrigste Verdiinnungsstufe, bei der eine Verfiarbung
des Nahrmediums aufgetreten ist, wird angegeben und
daraus die entsprechende Packstoffmenge in g errechnet.

5 Bezeichnung des Verfahrens
Priifung DIN 54 383 — 79
|

Benennung

DIN-Hauptnummer

zwei letzte Ziffern des Ausgabejahres der Norm
-

6 Gerate
Ubliches Laborgerit und zusétzlich:

— Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von (30+1)°C
(diese Temperatur muB an allen Stellen im Brutraum
gleichméBig sein).

— Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5bar und eine
Sterilisationstemperatur bis 134°C. Er muB so einge-
richtet sein, daB eine Mindesttemperatur von (120+2)°C
eingehalten werden kann.

— Dampftopf.

— HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperatur von
160 bis 170°C.

— Schere: Gipsschere oder &dhnlich starke Schere aus
nichtrostendem Stahl.

— Aufschlaggerét 1)

— 200-ml-Babyflaschen aus Glas mit 100-ml-Markierun-
gen.

— Wigegldser, Durchmesser 36 mm, Hohe 30mm, z. B.
nach DIN 12605. Es ist empfehlenswert, diese Gldser
mit laufender Nummer versehen zu beziehen.

— Membranfiltrationsgerat.
— G@Gasbrenner oder Spirituslampe.
— Pipettenbiichse.

— Reagenzgldser (etwa 18 mm x150mm) mit Schraub-
verschluB, sterilisierbar.

— Wasserbad, regelbar auf (75 £ 2) °C.

— Pinzetten oder Kornklammern.

— Nahrbodenflaschen, 300ml,
kappen.

— Reagenzglasschiittler.

— Anaerobier-Topf.

— 250-ml-Becher, z. B. Becher DIN 12 331 — HF 250.

— 1000-ml-Becher, z. B. Becher DIN 12331 — HF 1000.

— 10-ml-Vollpipette, z. B. Pipette DIN 12690 — VPB10.

— MeBpipetten mit weitem AusfluB, die es gestatten, Flis-
sigkeitsvolumina von 0,1 bis 2,0 ml zu messen.

z.B. mit Kapsenberg-

7 Reagenzien und Nahrmedien

Frisch destilliertes oder durch lonenaustauscher vollent-
salztes und frisch aufgekochtes Wasser, im folgenden
Text dieser Norm kurz als Wasser bezeichnet.

1) Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft: DIN Bezugs-
quellen fiir normgerechte Erzeugnisse im DIN, Burg-
grafenstrage 4-10, 1000 Berlin 30.

Fortsetzung Seite 2und 3
Erlduterungen Seite 3

NormenausschuB Materialpriifung (NMP) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e. V.
NormenausschuB Papier und Pappe (FNPa) im DIN
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Natriumsulfit-Losung: 4 g Natriumsulfit wasserfrei Na;SO4
werden in 100 mlL Wasser gelést und durch Membranfiltra-
tion sterilisiert. Die Losung ist bei +4°C gelagert minde-
stens 2 Wochen lang haltbar.
Eisen(1l])-citrat-Losung: 7 g Eisen(11])-citrat CgHsFeO7 - 5H20
werden in 100 ml Wasser geldst und durch Membranfiltra-
tion sterilisiert. Die Ldsung ist bei +4°C gelagert minde-
stens 2 Wochen lang haltbar.
Paraffin dickfliissig DAB7
Das Paraffin wird 15 min lang bei 150°C sterilisiert.
Clostridien-Differential-Bouillon (DRCM)2) mit folgender
Zusammensetzung:

5,0g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut

5,09 Pepton aus Casein, tryptisch verdaut

8,0g Fleischextrakt

50g Natriumacetat CH;COONa - 3H,0,
kristallisiert zur Analyse

1,09 Hefeextrakt

1,0g Stéarke, wasserldslich

1,09 D(+)-Glucose (Monohydrat) zur Analyse

0,5g L(+)-Cysteiniumchlorid (Monohydrat)
27,59
Zu seiner Herstellung werden Pepton, Fleischextrakt,
Natriumacetat und Hefeextrakt zu 800 ml Wasser gegeben
und unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmaBig verteilt.
Zu dieser wiBrigen Suspension gibt man eine durch Kochen
hergestelite Lésung von 1g Starke in 200 ml Wasser. An-
schlieBend wird bis zur vollstindigen Losung im Dampf-
topf behandelt. Danach werden Glucose und Cysteinium-
chlorid zugesetzt. Das Medium wird mit verdiinnter Natron-
lauge auf einen pH-Wert von 7,1 0,1, bezogen auf eine
MeBtemperatur von 20°C, eingestellt.
Jeweils 10ml des Nahrmediums werden in Reagenzglaser
gefiillt und mit aufgesetztem SchraubverschiuB im Auto-
klaven 15min lang bei 120°C sterilisiert. Die Schraubver-
schliisse sind unmittelbar nach dem Sterilisieren, d. h. bei
noch heiBen Ndhrmedien, fest anzuziehen. Das Medium ist
bei +4°C aufzubewahren. Eine Lagerungsdauer von
14 Tagen sollte nicht Gberschritten werden.

Anmerkung: Eine Zugabe von 0,005g Resazurin als
Redoxindikator je Liter DRCM erméglicht eine Kontrolle
der anaeroben Bedingungen. Die Zugabe von Resazurin
wurde in den Ringversuchen nicht iiberpriift, wird aber in
der Literatur vorgeschlagen.

Pepton-Lésung:

1,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut, wird in 1000 mL
Wasser gegeben und gelost. Die frisch angesetzte Losung
wird auf Ndhrbodenflaschen verteilt und 15min lang bei
120°C sterilisiert. Die Losung muB — bei Zimmertempe-
ratur gelagert — innerhalb von 8 Tagen verbraucht werden.
Wird die Losung bei + 4 °C gelagert, darf eine Lagerungs-
dauer von 14 Tagen nicht (berschritten werden. Es ist
auch moglich, die Losung iiber Membranfilter zu sterilisieren.
An dem Tag, an dem das Medium gebraucht wird, werden
gleiche Teile Natriumsulfit-Losung und Eisen(lll)-citrat-
Lésung gemischt und 0,2 mt dieser Mischung dem Nahr-
medium unter sterilen Bedingungen zugefiigt und vorsich-
tig verteilt.

8 Probenahme, Probenanzahl

Die Probenahme wird nach DIN 53101 durchgefiihrt. Es
dirfen nur die Rander der Proben angefaBt werden. Die
entnommenen Proben sind sofort aufeinander in ein sterili-
siertes ProbenahmegefiB zu legen. Falls ein solches GefiB
nicht vorhanden ist, werden die Proben in Echtpergament
eingeschlagen.

Die Probenanzahl soll je Entnahmeeinheit mindestens
10 betragen.

Bei der Probenahme ist zu beachten, daB ausreichendes
Versuchsmaterial fiir die Trockengehaltsbestimmung mit
entnommen wird.

9 Probenvorbereitung

9.1 Sterilisation der Gerate

Wigegldser, Babyflaschen, Pinzetten, Scheren, Pipetten
und der Schaft des Aufschlaggerdtes sind im HeiBluft-
sterilisator 2 Stunden lang bei mindestens 160 °C zu sterili-
sieren. Bei Serienanalysen kénnen Pinzetten bzw. Korn-
klammern, Scheren und der Schaft des Aufschlaggerates
auch durch Abflammen sterilisiert werden.

9.2 Trockengehaltsbestimmung

Von einer Parallelprobe des zu untersuchenden Materials
wird der Trockengehalt nach DIN 53103 bestimmt.

9.3 Herstellen der Basissuspension

Aus den Proben werden mit einer sterilen Schere Versuchs-
stiicke in der GroBe von etwa 15mm x 15 mm ausgeschnit-
ten. Die Versuchsstiicke dirfen nur mit sterilen Pinzetten
oder Kornklammern, nicht aber mit den Fingern beriihrt
werden. Je Probe sind mindestens 10 Versuchsstiicke von
je etwa 1,5g auszuschneiden.

Anhand des ermittelten Trockengehaltes der Probe wird
die lufttrockene Einwaage berechnet, die genau 1g ofen-
trockenes Untersuchungsmaterial betragen soll. Die be-
rechnete Menge ist unter sterilen Bedingungen in ein
steriles Wageglas einzuwigen. Die Einwaage wird in eine
sterile Babyflasche gegeben, die mit 99 ml Peptonlésung
gefiillt ist. Mit einem sterilen Aufschlaggerat werden die
Versuchsstiicke zerfasert. Nach einer Aufschlagdauer von
1 min wird meist eine ausreichende, sehr feine Verteilung
erhalten, die sich verhiltnisméBig langsam absetzt. Bei der
Entnahme ist dafiir zu sorgen, daB eventuell abgesetzte
Fasern neu aufgewirbelt werden. Dies erfolgt am besten
mit der zur Entnahme bestimmten sterilen Pipette. Die er-
haltene Faserstoffsuspension stellt die Basissuspension
fiir die weitere Priifung dar.

9.4 Herstellen der fertigen Proben

Jeweils 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 und 2,0 ml der Basis-
suspension werden den Reagenzglasern mit den Nahr-
medien zugesetzt und mit Hilfe des Reagenzglasschittlers
gleichmiBig verteilt. Nach dem Verteilen wird sicherheits-
halber mit 1 ml Paraffin iiberschichtet, das vorher 15min
lang bei 150°C sterilisiert worden ist. Die Schraubver-
schiiisse der Reagenzglaser dirfen nicht mehr fest ange-
zogen werden, damit sich bildende Gase entweichen kén-

nen. Die Verdiinnungen werden 30min lang bei 75°C im

Wasserbad erhitzt und danach zur sofortigen Abkiihlung
in kaltes Wasser getaucht.

Es sind jeweils 3 Proben je Verdiinnungsstufe anzusetzen.

Anmerkung: Sollen mehr als 2ml Basissuspension unter-
sucht werden, kann durch Membranfiltration ein gréBeres
Probevolumen gepriift werden. Hierzu wird die Basissus-
pension 30 min lang auf 75 °C erhitzt und anschlieBend die
zu untersuchende Menge iiber Membranfilter (PorengréBe
0,45um) filtriert und das Filter mit Hilfe von sterilen Pin-
zetten aufgerolit. Die Filter werden in das Nédhrmedium
eingebracht und anschlieBend mit 1ml sterilisiertem
Paraffin {iberschichtet.

Die Membranfilter kdnnen steril bezogen oder miissen nach
Vorschrift des Lieferanten sterilisiert werden. Hinweise fiir
das Arbeiten nach der Membranfiltrationsmethode sind im

2) DRCM = Differential Reinforced Clostridi edium
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