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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 1104:2017) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 172 , Faserstoff, Papier und
Pappe“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustandige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 074-02-01 AA ,Chemisch-
technische Priifverfahren flir Papier, Pappe, Faserstoff und Chemiezellstoff* im DIN-Normenausschuss
Papier, Pappe und Faserstoff (NPa).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die

Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den
englischen Text.

Anderungen
Gegentiber DIN EN 1104:2005-11 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) die Hemmzone wurde klarer definiert;

b) der modifizierte Sabouraud-Nahrboden zur Herstellung von Aspergillus niger-Sporen wurde durch 4 %
Sabouraud ersetzt;

c) Richtlinien fiir die Interpretation der Ergebnisse in Anhang A wurden hinzugefiigt, einschliefilich
Bildern: Diese Richtlinien sind dazu vorgesehen, die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse im
Rahmen der Anwendung nach EN 1104 fiir verschiedene Kontrollen und die gepriiften Durchschnitts-
proben zu unterstiitzen;

d) redaktionelle Uberarbeitung.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 1104:2017) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 172 , Faserstoff, Papier und
Pappe“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN 1104:2005 ersetzen.

Im Hinblick auf EN 1104:2005 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) die Hemmzone wurde klarer definiert;

b) der modifizierte Sabouraud-Nahrboden zur Herstellung von Aspergillus niger-Sporen wurde durch 4 %
Sabouraud ersetzt;

c) Richtlinien fiir die Interpretation der Ergebnisse in Anhang A wurden hinzugefiigt, einschliefilich
Bildern: Diese Richtlinien sind dazu vorgesehen, die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse im
Rahmen der Anwendung nach EN 1104 fiir verschiedene Kontrollen und die gepriiften Durchschnitts-
proben zu unterstiitzen;

d) redaktionelle Uberarbeitung.
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1 Anwendungsbereich
Diese Europiische Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der Ubertragung antimikrobieller Bestandteile
von Materialien und Artikeln, bestehend aus Papier, Karton und Pappe fest, die fiir den Kontakt mit

Lebensmitteln vorgesehen sind.

ANMERKUNG  Die Notwendigkeit der Verwendung dieser Norm kann durch die Vorschrift fiir Papier und Pappe, die
fiir den Kontakt mit Lebensmitteln vorgesehen sind, festgelegt sein.

2 Normative Verweisungen

Auf die folgenden Dokumente wird in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes normativ verwiesen, so
dass sie fiir die Anwendung dieses Dokuments erforderlich sind. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in
Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

EN ISO 186, Papier und Pappe —Probenahme zur Bestimmung der Durchschnittsqualitdt

EN ISO 7218, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Allgemeine Anforderungen und Leitlinien
fiir mikrobiologische Untersuchungen

EN ISO 11133, Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser — Vorbereitung, Herstellung,
Lagerung und Leistungspriifung von Ndhrmedien

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

3.1

Hemmzone

offensichtlicher Bereich, in dem kein Wachstum vorhanden ist und der um Probestiicke herum auf einem

Nahrboden gebildet wird, der aufgrund der Abgabe wasserldslicher antimikrobieller Bestandteile mit einem
vorausgewahlten Priifmikroorganismus geimpft wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Existenz einer Hemmzone wird durch das Fehlen von Wachstum des
Priifmikroorganismus (durchsichtiger Bereich) in einem Bereich von mindestens 2 mm Breite an den Rdndern der
Probestiicke nachgewiesen.

4 Kurzbeschreibung

Ein vorbereiteter Nahrboden wird mit der entsprechenden Impfsuspension gemischt und in Petrischalen
gegossen. Die Probestiicke werden auf den noch halbfesten Ndhrboden gegeben und nach Erstarren
bebriitet. Nach Beendigung der Bebriitung werden die Proben auf Bildung von Hemmzonen gepriift, wobei
die Existenz einer Hemmzone ein Kriterium fiir die Angabe von antimikrobiellen Bestandteilen ist.

Die Priifung wird mit einem Bakterium, Bacillus subtilis, und einem Pilz, Aspergillus niger, durchgefiihrt.
ANMERKUNG  Das Ergebnis basiert auf einer visuellen Uberpriifung.

5 Priifeinrichtung

Samtliche Laborausriistung und Teile der Ausriistung miissen wie in EN ISO 7218 beschrieben sein.

5.1 Stanzeisen.

Durchmesser = 10 mm bis 15 mm, sterilisierbar.
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5.2 Anpress-Vorrichtung. Geeignet zum Anpressen der Probenstiicke auf die Nahrbodenflache (z.B.
Drigalskispatel).

5.3 Zonenablesegerit (fakultativ). Erlaubt die Messung des Durchmessers der Hemmzone.

ANMERKUNG  Die Messung des Durchmessers der Hemmzone ist nicht zwingend vorgeschrieben.

6 Reagenzien und Medien
6.1 Allgemeines

Wenn in einer Formel Wasser erwdhnt wird, ist destilliertes oder gereinigtes Wasser zu verwenden, wie in
EN ISO 11133 beschrieben.

Allgemeine Anforderungen fiir die Herstellung von Kulturen sind in ENISO 11133 beschrieben. Kulturen
miissen wie folgt oder aus im Handel erhéltlichen Trockenmedien nach den Angaben des Herstellers
hergestellt werden. Gebrauchsfertige Medien diirfen verwendet werden, wenn ihre Zusammensetzung
und/oder ihr Wachstumsvermogen mit denen der hiernach folgenden Formel vergleichbar ist. (nach
ENISO 11133).

6.2 Nichtionisiertes Netzmittel

Zum Beispiel Polyoxyethylensorbitanmonooleat.

6.3 Nihrboden zur Herstellung von Bacillus-subtilis-Sporen

6.3.1 Zusammensetzung

— Rindfleischextrakt 30g

— Pepton aus Casein, Trypton 50g

— Natriumchlorid, rein 50¢g

— Agar-agar 12,0g

— Wasser 1000,0 ml

ANMERKUNG  Durch Zufiigen von 10 mg/l MnSO, zum Néhrboden fiir Bacillus subtilis wird die Sporenbildung
unterstiitzt.

6.3.2 Herstellung
Die Bestandteile oder das vollstandige Trockenmedium werden unter leichtem Aufkochen im Wasser gelost.
Der Ndhrboden wird in zwei Teile geteilt:

— Es wird ein Teil in Mengen von 300,0 ml in einen sterilen Kolben mit 600,0 ml Fassungsvermégen, wie
zum Beispiel Kulturkolben nach Roux, eingefiillt und mit Filter-Schraubkappen verschlossen.

— Der andere Teil des Nahrbodens wird zur Herstellung von Kulturen in Reagenzglasern verwendet: Es

werden Mengen von 10,0 ml in 15 bis 20 Reagenzglaser gefiillt, die mit Kappen verschlossen werden,
zum Beispiel Zellstoffstopfen.
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Die Kolben und Reagenzgldser werden in Autoklaven 15 min bei 121 °C sterilisiert. Nach der Sterilisation
muss der pH-Wert 7,2 + 0,2 bei 45 °C entsprechen. Vor dem Erstarren sind die Reagenzgldser so zu
positionieren, dass der Nahrboden mit schrager Oberfliache erstarrt.

Das Medium darf nach EN ISO 11133 aufbewahrt werden.

6.4 Sabouraud-Ndhrboden zur Herstellung von Aspergillus-niger-Sporen

6.4.1 Zusammensetzung

— Pepton aus Casein, Trypton 50¢g

— Fleischpepton 50g

— D(+)-Glukose CgH;,04 - H,0 (Dextrose) 40,0¢g

— Agar-agar 10,0 gbis 15,0 g

— Wasser 1000,0 ml

6.4.2 Herstellung

Die Bestandteile oder das vollstandige Trockenmedium werden unter leichtem Aufkochen im Wasser geldst.

Wie in 6.3 beschrieben vorgehen und das Medium in sterile Kolben oder Roux-Kolben und Reagenzglaser
einfillen.

In einer Autoklave fiir 15 min bei 121 °C sterilisieren. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert 5,6 + 0,2 bei
25 °C entsprechen.

6.5 Nihrboden fiir den Hemmbhoftest mit Bacillus subtilis

6.5.1 Zusammensetzung

— Pepton aus Casein, Trypton 345¢g

— Fleischpepton 345¢g

— Natriumchlorid, rein 51g

— Agar-agar 13,0g

— Wasser 1000,0 ml

6.5.2 Herstellung
Die Bestandteile oder das vollstandige Trockenmedium werden unter leichtem Aufkochen im Wasser gelost.
Das Medium wird in sterile Kolben eingefiillt und diese mit Filter-Schraubkappen verschlossen.

In einer Autoklave fiir 15 min bei 121 °C sterilisieren. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert 6 + 0,2 bei
45 °C entsprechen.
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Zur Vorbereitung der einzustellenden Beimpfung des Nahrmediums (8.2.2) sind die Kolben auf unter 60 °C
bis zum Verdichten abzukiihlen.

Das Medium darf nach EN ISO 11133 aufbewahrt werden.

6.6 Nihrboden aus modifiziertem Sabouraud fiir den Hemmhoftest mit Aspergillus niger
6.6.1 Zusammensetzung

— Pepton aus Casein, Trypton 50g

— Fleischpepton 50g

— D(+)-Glukose C¢gH,,0¢ - H,0 (Dextrose) 100g

— Maltose C12H22011 . H20 10,0 g
— Agar-agar 10,0 gbis 15,0 g
— Wasser 1000,0 ml

6.6.2 Herstellung
Die Bestandteile oder das vollstdndige Trockenmedium werden unter leichtem Aufkochen im Wasser geldst.
Das Medium wird in sterile Kolben eingefiillt und diese mit Filter-Schraubkappen verschlossen.

In einer Autoklave fiir 15 min bei 121 °C sterilisieren. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert 5,4 + 0,2 bei
45 °C entsprechen.

6.7 Kochsalz-Trypton-Lésung

6.7.1 Zusammensetzung

— Pepton aus Casein, Trypton 10g
— Natriumchlorid, rein 85¢g
— Wasser 1000,0 ml

6.7.2 Herstellung
Die Bestandteile werden unter leichtem Aufkochen im Wasser gelost.

In Kolben oder Reagenzglaser fiillen. In einer Autoklave fiir 15 min bei 121 °C sterilisieren. Nach der
Sterilisation muss der pH-Wert 7,0 + 0,2 bei Raumtemperatur entsprechen.

6.8 Testkeime
6.8.1 Allgemeines
Es werden folgende Testkeime angewendet:

Bacillus subtilis DSM 347 (ATCC 6633) und Aspergillus niger DSM 1957 (ATCC 6275) oder andere
entsprechende Testkeime.
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6.8.2 Herstellung von Kulturen

Stammkulturen von Bacillus subtilis werden durch Beimpfung der Reagenzgliaser (6.3.2) und 7-tagiger
Bebriitung bei 30°C + 2°C erhalten. Nach der Bebriitung sind die Reagenzglaser bei 2°C bis 8°C
aufzubewahren.

Stammkulturen von Aspergillus niger erhdlt man durch Beimpfung der Reagenzgliser (6.4.2) und 5-tagiger
Bebriitung bei 25 °C + 2 °C. Nach der Bebriitung sind die Reagenzglaser bei 2 °C bis 8 °C aufzubewahren.

6.8.3 Herstellung einer Impfsuspension von Bacillus subtilis

15 ml des fliissigen Nahrmediums (6.3) werden in zehn sterile Petrischalen (d = 90 mm) iibergefiihrt und
bei etwa 45 °C bis zum Verdichten abgekiihlt.

Die Kolonien des Bacillus subtilis (6.8.2) sind mit 2,0 ml bis 3,0 ml steriler Kochsalz-Pepton-Lésung (6.7)
auszuschwemmen. Diese wird liber die Oberfldche von zehn Petrischalen (jede Petrischale wird auf einem
anderen Reagenzglas beimpft) oder der Kulturkolben nach Roux verteilt.

Nach 7-tagiger Bebriitung bei 30 °C werden die Kolonien mit 3,0 ml steriler Kochsalz-Pepton-Lésung (6.7)
aus den Petrischalen oder mit 30,0 ml steriler Kochsalz-Pepton-Losung (6.7) aus den Kulturkolben
ausgeschwemmt. Die Losung wird in einen sterilen Kolben tibergefiihrt.

Zur Abtétung vegetativer Formen wird die Losung 30 min im Wasserbad bei 85 °C unter gelegentlichem
Schiitteln erhitzt. Nach der Erhitzung wird die Sporensuspension in ein steriles 40,0-ml-Zentrifugenglas

tibergefiihrt und 10 min bei 10 000 g zentrifugiert. Riickstinde werden mit 30,0 ml steriler Kochsalz-Pepton-
Losung (6.7) ausgewaschen und erneut zentrifugiert.

Das Auswaschen ist 3-mal zu wiederholen. Nach dreimaligem Waschen werden die Sporen in 20,0 ml der
Kochsalz-Pepton-Losung(6.7) suspensiert.

Die Sporensuspension darf bei 2 °C bis 8 °C nicht langer als vier Wochen aufbewahrt werden.
ANMERKUNG  Die Sporensuspension ist im Handel erhéltlich.
6.8.4 Herstellung der beimpften Sporensuspension von Aspergillus niger

15 ml des fliissigen modifizierten Sabouraud-Mediums (6.4) werden in fiinf sterile Petrischalen (d = 90 mm)
tibergefiihrt und bei etwa 45 °C bis zum Verdichten abgekiihlt.

Mittels einer Impfspirale wird der Aspergillus-niger-Stamm aus den Stammkulturen (6.8.2) auf die
Petrischale geimpft. Jede Petrischale wird aus einem anderen Reagenzglas geimpft. Der Kulturkolben nach
Roux wird aus mindestens fiinf Reagenzglasern bebriitet.

Nach 8- bis 10-tdgiger Bebriitung bei 25 °C + 2 °C werden die Kolonien mittels einer mit Kochsalz-Pepton-
Losung (6.7) befeuchteten Impfose in ein Reagenzglas mit 10,0 ml Kochsalz-Pepton-Lésung (6.7)
tibergefiihrt, mit 0,01 ml eines nicht ionisierten Netzmittels (6.2) gemischt und mit einem sterilen Stopfen
verschlossen.

Vor Gebrauch muss die Suspension gut durchgeschiittelt werden. Die Impfsuspension darf bei 2 °C bis 8 °C
nicht langer als vier Wochen aufbewahrt werden.

ANMERKUNG  Die Sporensuspension ist im Handel erhaltlich.
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6.8.5 Sporendichte fiir den Hemmhoftest

Die Sporensuspension ist so zu verdiinnen, dass sie folgender Sporendichte des Testagars entspricht:

— Bacillus subtilis: 104 Sporen je ml Testagar;

— Aspergillus niger: 10° Konidien je ml Testagar.

Die Sporendichte der Impfsuspensionen des Bacillus subtilis (6.8.3) und des Aspergillus niger (6.8.4) sind
nach dem Verfahren fiir die Zahlung auf festem Medium (EN ISO 7218) und mittels des in 6.5 und 6.6
beschriebenen Nahrbodens zu bemessen.

6.9 Positivkontrolle

6.9.1 Antibiotika

Penicillin G 0,03 Einheiten (im Handel erhéltlich).

6.9.2 Antimyotika

Nutzung:

— Mixtur aus 5-Chlor-2-Methyl-4-Isothiazolin-3-on und 2-Methyl-4-Isothiazolin-3-on mit einer
Konzentration von 2,5 % aktiver Substanzen (verdiinnt 1 : 100).

oder
— Eine Losung aus 20 pg Amphotericin B.

ANMERKUNG  Diese Losung ist im Handel erhaltlich.

7 Probenahme und Probenvorbereitung

Die Durchschnittsprobenahme wird nach EN ISO 186 durchgefiihrt. Es diirfen nur die Kanten der
Durchschnittsproben beriihrt werden. Die Durchschnittsproben miissen unmittelbar in einem sterilen
Probenbehéltnis ilibereinander gelegt oder in Aluminiumfolie eingewickelt werden (keine lackierte
Oberflache in Kontakt mit der Durchschnittsprobe).

Es sind mindestens zehn Durchschnittsproben je Einheit zu entnehmen. Aus den Durchschnittsproben sind
20 runde Plattchen fiir jeden Mikroorganismus mit einem sterilen Stanzeisen (5.1) anzufertigen. Ist die

Durchschnittsprobe nicht homogen, ist ein Hemmhoftest zu planen, der fiir jeden Bereich reprasentativ ist.

Die Probestiicke sind unmittelbar in einen sterilen Behalter zu libertragen. Die Probestiicke diirfen nur mit
sterilen Pinzetten oder Zangen bertihrt werden.

ANMERKUNG  Fir teilweise gedruckte Durchschnittsproben ist zum Beispiel eine reprasentative Anzahl gedruckter
Probenstiicke anzufertigen.

8 Durchfiihrung
8.1 Allgemeines

Die Durchfiihrung muss unter aseptischen Bedingungen mit steriler Priifeinrichtung und Ausriistung
erfolgen.
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8.2 Herstellung der Nahragarplatten
8.2.1 Allgemeines
Es sind mindestens drei Petrischalen fiir jede Bestimmung vorzubereiten.

Die Probenseite, die mit dem Lebensmittel in Berithrung kommen soll, sollte nach unten liegen. Im
Zweifelsfall miissen beide Seiten gepriift werden.

8.2.2 Priifung mit Bacillus subtilis

Verfliissigter steriler Testagar (6.5). Auf unter 60 °C abkiihlen. Eine berechnete Menge der Impfsuspension
(6.8.3) wird zugegeben, um eine Einsaatdichte von 104 Sporen je ml Testagar zu erhalten.

Die Suspension wird durch sorgfaltiges Schiitteln gleichmafiig verteilt. Ungefdhr 15 ml des Aliquots werden
ohne Verzogerung in jede Petrischale (d = 90 mm) gefiillt. Drei Probestiicke werden mit sterilen Pinzetten
oder Zangen auf das noch halbfeste Nahrmedium gelegt. Die Probestiicke sind mit einem geeigneten sterilen
Gerat (5.2) leicht anzupressen, dabei ist sicherzustellen, dass sich beim Auflegen der Probestiicke keine
Lufteinschliisse bilden. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt, um drei Petrischalen mit je drei
Probestiicken zu erhalten (insgesamt neun Probestiicke).

Fiir jede Analyse ist eine Negativ-Kontroll-Nadhrmediumagarplatte (leer) ohne Proben anzufertigen.

Es ist eine Platte mit drei Scheiben sterilem Papier anzufertigen, das mit der antibiotischen L&sung
impragniert wurde (Penicillin G 0,03 Einheiten) (6.8.1).

8.2.3 Priifung mit Aspergillus niger

Die Platten werden entsprechend 8.2.2 nur unter Verwendung von modifiziertem Sabouraud-Agar (6.6)
hergestellt. Die Losung sollte als Testagar und als Impfsuspension des Aspergillus niger (6.8.4) verwendet
werden. Eine Einsaatdichte von 105 Kolonien je ml Testagar sollte erreicht werden. Es sind drei Petrischalen
mit je drei Probestlicken anzufertigen (insgesamt neun Probestiicke).

Flir jede Analyse ist eine Negativ-Kontroll-Ndhrmediumagarplatte (leer) ohne Proben anzufertigen.

Es ist eine Platte mit drei Scheiben sterilem Papier anzufertigen, das mit Antimyotika impréagniert wurde
(Amphotericin B oder Isothiazolinon-Lésung) (6.8.2).

8.3 Bebriitung

Die nach 8.2.2 und 8.2.3 vorbereiteten Petrischalen werden 2 h im Kiihlschrank bei 5 °C + 3 °C fiir eine
Vordiffusion aufbewahrt.

Die nach 8.2.2 und 8.2.3 vorbereiteten Petrischalen werden anschlief3end drei Tage bei 30 °C 4+ 2 °C und fiinf
Tage bei 25°C + 2 °C bebriitet. Die Schalen werden in den Brutschrank gestellt, sodass der Deckel der
Petrischalen nach unten zu liegen kommt, um das Abtropfen von Kondenswasser auf die
Durchschnittsproben zu verhindern.

Nach der Bebriitung sollten die Platten umgehend untersucht werden, wenn méglich. Anderenfalls kdnnen
sie in einem Kiihlschrank bei 5 °C + 3 °C fiir hochstens 2 Tage aufbewahrt werden.

9 Auswertung

Die endgiiltige Auswertung der Bestimmung der Bakterien und Schimmelpilze erfolgt nach drei Tagen bzw.
fiinf Tagen. Auferdem sind die Positiv- und Negativkontrollen auszuwerten. Zu diesem Zweck sind die
Richtlinien fiir die Interpretation der Ergebnisse in Anhang A zu verwenden.
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