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Nationales  Vorwort  

Das Dokument prEN ISO23691:2024 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC34 �Food products� in Zusam-
menarbeit mit  dem Technischen Komitee CEN/TC463 �Mikrobiologie der Lebensmittelkette�  erarbeitet,  des-
sen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird. 

Das zustandige  nationale  Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA057-01-06AA �Mikrobiologie der 

Lebensmittelkette�  im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und  landwirtschaftliche  Produkte (NAL). 

Um Zweifelsfalle  in der Ubersetzung auszuschließen, ist die englische Originalfassung beigefugt.  Die Nutzungs-
bedingungen  fur den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermaßen auch  fur den englischen Text.  

Fur die in diesem Dokument  zitierten Dokumente wird im Folgenden auf  die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen: 

ISO 7218  siehe DINEN ISO7218:2024-XX 

ISO 16140-1:2016 siehe DINEN ISO16140-1:2016-11 

ISO 16140-2:2016 siehe DINEN ISO16140-2:2016-11 

ISO 16140-3:2021 siehe DINEN ISO16140-3:2021-06 

ISO 16140-4:2020 siehe DINEN ISO16140-4:2020-12 

ISO 16140-5:2020 siehe DINEN ISO16140-5:2020-12 

ISO 16140-6:2019 siehe DINEN ISO16140-6:2020-04 

ISO 20976-1:2019 siehe DINEN ISO20976-1:2019-09 

Aktuelle  Informationen zu diesem Dokument  konnen  uber die Internetseiten von DIN (www.din.de)  durch eine 

Suche nach  der Dokumentennummer aufgerufen werden. 
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Europäisches  Vorwort  

Dieses Dokument  (prEN ISO23691:2024) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC34 �Food products� 

in Zusammenarbeit mit  dem Technischen Komitee CEN/TC463 �Mikrobiologie der Lebensmittelkette�  

erarbeitet,  dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird. 

Dieses Dokument  ist derzeit zur parallelen  Umfrage vorgelegt.  

Ruckmeldungen  oder Fragen zu diesem Dokument  sollten an  das jeweilige nationale  Normungsinstitut des 

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Liste dieser Institute  ist auf  den Internetseiten von CEN abruf-
bar. 

Anerkennungsnotiz 

Der Text von ISO/DIS 23691:2024 wurde von CEN als  prEN ISO23691:2024 ohne irgendeine Abanderung  

genehmigt.  
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Vorwort  

ISO  (die Internationale  Organisation  fur Normung) ist eine weltweite  Vereinigung nationaler  Normungs-
organisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung  von Internationalen  Normen wird ublicherweise 

von ISO  Technischen Komitees durchgefuhrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an  einem Thema hat,  

fur welches ein Technisches Komitee gegrundet wurde, hat  das Recht,  in diesem Komitee vertreten zu sein. 

Internationale  staatliche  und  nichtstaatliche  Organisationen,  die in engem Kontakt  mit  ISO  stehen, nehmen 

ebenfalls an  der Arbeit teil. ISO  arbeitet bei  allen  elektrotechnischen Themen eng  mit  der Internationalen  

Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen. 

Die Verfahren, die bei der Entwicklung  dieses Dokuments angewendet wurden und  die fur die weitere Pflege 

vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC  Directives, Teil 1,  beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen Annahmekriterien fur die verschiedenen ISO-Dokumentenarten  beachtet werden. Dieses Doku-
ment  wurde in Ubereinstimmung mit  den Gestaltungsregeln  der ISO/IEC  Directives, Teil 2,  erarbeitet (siehe 

www.iso.org/directives). 

ISO  weist auf  die Moglichkeit hin, dass die Anwendung dieses Dokuments mit  der Verwendung eines oder meh-
rerer Patente  verbunden sein kann.  ISO  bezieht jedoch in  dieser Hinsicht keinerlei Stellung  bezuglich Nach-
weis, Gultigkeit  oder Anwendbarkeit jeglicher beanspruchten Patentrechte. Zum Zeitpunkt  der Veroffentli-
chung  dieses Dokuments lag  ISO  [eine/keine] Mitteilung  uber ein Patent  bzw.  mehrere Patente  vor, welche/s zur 

Umsetzung dieses Dokuments erforderlich sein konnte/n. Anwender werden jedoch darauf hingewiesen, dass 

dies moglicherweise nicht der aktuelle  Informationsstand ist.  Dieser kann  jedoch der Patentdatenbank  unter 

www.iso.org/patents  entnommen  werden. ISO  ist nicht dafur verantwortlich, einige oder alle  diesbezuglichen 

Patentrechte zu identifizieren.

Jeder in diesem Dokument  verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und  bedeutet 

keine Anerkennung.  

Fur eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung  ISO-spezifischer Begriffe und  

Ausdrucke in Bezug  auf  Konformitatsbewertungen  sowie Informationen daruber, wie ISO  die Grundsatze der 

Welthandelsorganisation (WTO,  en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse 

(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berucksichtigt,  siehe www.iso.org/iso/foreword.html. 

Dieses Dokument  wurde vom Technischen Komitee ISO/TC34, Food products,  Unterkomitee SC 9,  Microbiology,  

erarbeitet.  
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Einleitung 

Unter den allgemeinen  Grundsatzen des Codex Alimentarius  zur Lebensmittelhygiene obliegt  es den Lebens-
mittelunternehmern (FBO; en: food business operators), mikrobiologische Gefahren in Lebensmitteln zu 

kontrollieren und  mikrobielle Risiken zu steuern. Daher mussen die Lebensmittelunternehmer innerhalb des 

HACCP-Konzeptes (en: hazard analysis and  critical  control point) validierte Maßnahmen  zur Beherrschung 

einsetzen und  Untersuchungen durchfuhren, um  die Einhaltung  der Kriterien fur Lebensmittelsicherheit in 

der gesamten Lebensmittelkette  zu prufen. 

Im  Rahmen der mikrobiellen Risikobewertung (MRA;  en: microbial risk assessment) wurden mehrere kom-
plementare Ansatze entwickelt,  um  die Risiken durch pathogene  oder Verderb fordernde Mikroorganismen in 

der Lebensmittelkette  abzuschatzen.  Die MRA  wird von den Aufsichtsbehorden unter der Federfuhrung der 

internationalen  Agentur fur die Erstellung  von Lebensmittelstandards angenommen.  Die pradiktive Mikrobio-
logie  ist einer der anerkannten  wissenschaftlichen Ansatze, die zur Validierung von Maßnahmen  zur Beherr-
schung innerhalb des HACCP-Systems sowie zur Bewertung der mikrobiologischen Sicherheit und  Qualitat  von 

Lebensmitteln, von Prozessen der Lebensmittelproduktion, von Bedingungen  der Lagerung von Lebensmitteln 

und  von Empfehlungen  fur die Zubereitung von fur Konsumenten bestimmten Lebensmitteln genutzt  werden. 

Dieses Dokument  enthalt  daher die technischen Regeln,  Verfahren und  Berechnungen fur die Schatzung  der 

Kardinalwerte  eines maßgeblichen  Mikroorganismus und  deren Verwendung in Kombination mit  Challenge-  

Tests zum Simulieren und  Vorhersagen seines Wachstums in den Ausgangsstoffen, Zwischen- oder Endproduk-
ten unter angemessen vorhersehbaren Bedingungen  fur Lebensmittelprozesse, Lagerung und  Verbrauch. 

Hierzu wurden verschiedene Abschnitte  erstellt: 

� zum Identifizieren des Umweltfaktors/der Umweltfaktoren  (z. B.  Temperatur, pH, aw,  organische Sauren), 

�  zum Definieren der entsprechenden Versuchsanordnung, 

�  zum Schatzen  der Kardinalwerte  eines Mikroorganismus in Bouillon-Medium,  

�  zum Durchfuhren eines Challenge-Tests in der interessierenden Matrix  und  Ableiten  des Lebensmittel- 

Korrekturfaktors und  der maximalen  mikrobiellen Populationsdichte, 

�  zum Verwenden der Kardinalwerte  und  des Lebensmittel-Korrekturfaktors zum Vorhersagen des Wachs-
tums  des untersuchten Mikroorganismus in verschiedenen interessierenden Zustanden (z. B.  Anderungen 

der Zeit und  Temperatur wahrend der Kuhlkette,  Anderungen der Formulierung mit  der Zugabe  von orga-
nischen Sauren oder Konservierungsmitteln). 

Regulierungsbehorden konnen  spezifische Empfehlungen  aussprechen und  diese Unterschiede wurden so weit 

wie  moglich in diesem Dokument  berucksichtigt.  Es konnte jedoch erforderlich werden, dass zusatzliche Anfor-
derungen integriert werden mussen, um  eine behordliche Anerkennung der Untersuchung zu erhalten. 

Die Verwendung von ISO 23691 erfordert Fachwissen in maßgeblichen  Bereichen wie  Lebensmittel- 

Mikrobiologie, pradiktiver Mikrobiologie und  Statistik.  Dieses Fachwissen umfasst ein Verstandnis  der 

Theorie der Probenahme, des Versuchsaufbaus, der statistischen Analyse mikrobiologischer Daten sowie 

einen Uberblick uber wissenschaftlich anerkannte  und  verfugbare  mathematische Konzepte, die in der 

pradiktiven Mikrobiologie verwendet werden. 
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1  Anwendungsbereich 

Dieses Dokument legt  Grundsatze, Anforderungen und Verfahren fest,  um  die Kardinalwerte  von Bakterien und  

Hefestammen  zu bestimmen und  diese zum Vorhersagen von mikrobiellem Wachstum zu verwenden. 

Vier Hauptschritte sind erforderlich: (1) Bestimmung  der Kardinalwerte  im Nahrmedium, (2) Bestimmung  des 

Korrekturfaktors im Ziellebensmittel,  (3) Validierung des Modells  und  (4) Simulationen.  

Vier Umweltfaktoren  werden berucksichtigt: Temperatur, pH, aw  

und  Hemmstoffe (z. B.  organische Sauren). 

ANMERKUNG Mikrobielle  Konkurrenz ist nicht als  ein Hemmstoff in dieser Norm berucksichtigt und kann  durch geeig-

nete Modellierungsansatze behandelt  werden. 

Die Bestimmung  von Kardinalwerten  erfordert einen Ansatz mit  zwei Schritten: 

� die Bestimmung  von maximalen  spezifischen Wachstumsraten des untersuchten in Bouillon  kultivierten 

Stamms  in einem definierten Bereich von Werten des/der untersuchten Umweltfaktors/-faktoren  und  

� die Verwendung von anerkannten  Sekundarmodellen  der pradiktiven Mikrobiologie zum Anpassen der 

erhaltenen Versuchsdaten fur das Erhalten der Kardinalwerte.  

Die Verwendung von Kardinalwerten  in der Simulation  von mikrobiellem Wachstum beruht  auf  Primar- und  

Sekundarmodellen  der pradiktiven Mikrobiologie. Die Kardinalwerte  werden mit  Challenge-Test-Daten kom-
biniert,  um  die Matrixauswirkung  zu berucksichtigen. Abhangig  vom Ziel der Wachstumssimulation  ist es ent-
scheidend, die Variation von Kardinalwerten  zwischen Stammen innerhalb einer Bakterien- oder Hefeart ein-
zubeziehen. 

Kardinalwerte  stellen einen guten Indikator  fur die Wachstumsfahigkeit eines Stamms  bei den untersuch-
ten Umweltfaktoren  dar. Sie werden daher als  Kriterien fur die Auswahl  von Stammen  zusatzlich zu ihrem 

Ursprung und  ihrer Virulenz beim  Durchfuhren von Wachstums-Challenge-Tests (Norm ISO 20976-1) oder in 

der Methodenvalidierung (ISO 16140-Normenreihe) verwendet. 

ANMERKUNG Dieses Dokument  konzentriert sich auf  die Bestimmung  von Kardinalwerten  fur einen Stamm.  Die glei-

che Methodik  kann  zum unabhangigen  Charakterisieren von mehreren Stammen  verwendet werden, um  die biologische 

Variabilitat  von Stammen  abzudecken und diese Ergebnisse in den Vorhersagen einzubeziehen. 

WARNUNG�  Zum Schutz  der  Gesundheit  des Laborpersonals  ist  es unerlässlich, dass  Prüfungen mit  

der  Erfassung  des/der  Zielmikroorganismus/-organismen  nur  in Laboratorien  mit  geeigneter Ausstat-
tung und unter der Leitung eines qualifizierten Mikrobiologen erfolgen und dass bei der Entsorgung
allen inkubierten Materials  mit  äußerster  Vorsicht  vorgegangen wird.  Anwender dieses  Dokuments 

sollten mit  der  üblichen Laborpraxis  vertraut  sein. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, auf  

alle  mit  seiner Anwendung verbundenen Sicherheitsaspekte einzugehen. Es obliegt  der  Verantwortung  

des Anwenders, angemessene Sicherheits-  und Gesundheitsschutzmaßnahmen zu  treffen. 

2  Normative  Verweisungen 

Die folgenden Dokumente  werden im Text in solcher Weise in Bezug  genommen, dass einige Teile davon oder 

ihr gesamter Inhalt  Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt  

nur die in Bezug genommene Ausgabe.  Bei undatierten Verweisungen gilt  die letzte Ausgabe  des in Bezug  

genommenen Dokuments (einschließlich aller  Anderungen). 

ISO 7218,  Microbiology of  food and animal feeding  stuffs�  General requirements  and guidance  for  

microbiological examinations 

ISO 11133, Microbiology of  food,  animal feed  and water� Preparation,  production,  storage and performance 

testing  of  culture media 
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ISO 20976-1:2019, Microbiology of  the  food  chain�  Requirements  and guidelines  for  conducting  challenge 

tests of  food and feed  products�  Part 1:  Challenge tests to study growth  potential, lag  time  and maximum 

growth rate 

ISO 18787:2017, Foodstuffs�  Determination  of  water activity  

ISO 16140-2:2016, Microbiology of  the  food  chain�  Method  validation�  Part 2:  Protocol for  the  validation of  

alternative (proprietary)  methods against  a reference  method  

ISO 5127:2017, Information  and documentation�  Foundation and vocabulary  

3  Begriffe  

Fur die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe. 

ISO  und  IEC stellen terminologische Datenbanken  fur die Verwendung in der Normung unter den folgenden 

Adressen bereit: 

�  ISO  Online  Browsing Platform: verfugbar unter https://www.iso.org/obp  

�  IEC Electropedia: verfugbar unter https://www.electropedia.org/  

3.1  

binäre  Verdünnung 

Verfahren, das verwendet wird, um  eine mikrobielle Suspension schrittweise mit  einem konstanten  Verdun-
nungsfaktor von 2 in jedem Schritt zu verdunnen  

3.2  

biologische  unabhängige Wiederholung  

bezieht sich auf  einen Versuch, der unter Verwendung einer neu  zubereiteten Kultur  und  eines neu  zubereite-
ten Mediums durchgefuhrt  wurde 

3.3  

Kardinalfaktor  

extrinsische (Temperatur) und  intrinsische Merkmale (pH, aw, Hemmstoffe), fur die Kardinalwerte  abgeleitet  

werden 

3.4  

Kardinalparameter  

Kardinalwert  

geschatzte minimale,  optimale  oder maximale  Werte von extrinsischen und  intrinsischen Faktoren (z. B.  Tem-
peratur, pH, aw,  Hemmstoffe), die das Wachstum  eines bestimmten Bakterienstamms charakterisieren 

3.5  

Challenge-Test 

Studie  uber das Wachstum  (oder die Inaktivierung)  einer artifiziell in ein Lebensmittel eingebrachten Bakte-
rienpopulation  

3.6  

Variationskoeffizient  

CV,  en: coefficient of variation 

Verhaltnis  der Standardabweichung  zum Mittel  
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3.7  

Korrekturfaktor  

dimensionsloser Wert,  der verwendet wird, um  die optimalen  Wachstumsraten von Bouillon  und  Lebensmittel 

zu verknupfen. Dabei handelt  es sich um  das Verhaltnis  der in der untersuchten Matrix  geschatzten optimalen  

Wachstumsrate ( ������) zum in Bouillon  geschatzten optimalen  Wachstumsraten-Wert ( ��Broth) 

3.8  

Erfassungszeit  (td)  

Zeit,  in der die optische Dichte (OD) das vordefinierte Ziel wahrend des exponentiellen  Wachstums erreicht 

3.9  

exponentielle Wachstumsphase 

Phase, in der die Multiplikation  der mikrobiellen Population  am  schnellsten verlauft.  In  dieser Phase wird die 

maximale  spezifische Wachstumsrate erreicht 

3.10  

extrinsischer  Faktor  

Faktor  in der umgebenden  Umwelt  des Lebensmittels oder der Bouillon,  etwa  Temperatur oder gasformige 

Zusammensetzung der Verpackung, der die Wachstumskinetik  des Mikroorganismus beeinflusst  

3.11  

Gamma-Konzept  

 

legt  fest,  dass intrinsische (z. B.  pH, Wasseraktivitat,  Hemmstoffe) und  extrinsische Faktoren (z. B.  Temperatur, 

gasformige Zusammensetzung der Verpackung) die maximale  spezifische Wachstumsrate unabhangig  unter 

Verwendung von linearen und/oder nicht linearen Funktionen, z. B.  (Temperatur), (pH), (Wasseraktivitat),  

(Hemmstoffe), normalisiert zwischen Null  (kein Wachstum)  und  Eins (optimale  Bedingungen  fur Wachstum),  

beeinflussen; in Kombination  ist der Effekt  der Faktoren multiplikativ  

3.12  

Gamma-Funktion  

(X) 

nicht lineare, dimensionslose Funktion, normalisiert zwischen Null  (kein Wachstum) und  Eins (optimale  

Bedingungen  fur Wachstum)  zum Beschreiben des relativen Effekts eines untersuchten Faktors (X)  auf  die 

maximale  spezifische Wachstumsrate (z. B.  (Temperatur), (pH), (Wasseraktivitat),  (Hemmstoffe)) 

3.13  

Wachstumskurve  

graphische Darstellung der zunehmenden Zahl  von lebenden  Zellen  einer mikrobiellen Population  unter einer 

bestimmten intrinsischen und  extrinsischen Bedingung  uber eine Zeitspanne 

3.14  

Inokulum 

mikrobielle Suspension, die verwendet wird, um  das untersuchte Lebensmittel oder die untersuchte Bouillon  

in einer gewunschten Konzentration  zu verunreinigen 

3.15  

intrinsischer  Faktor  

Faktor, der mit  der Lebensmittelmatrix oder der Bouillon  selbst  verbunden ist,  etwa  Nahrstoffe, Wasseraktivi-
tat,  organische Sauren oder pH, und  der die Wachstumskinetik  des Mikroorganismus beeinflusst  

3.16  

lag-Phase 

Phase unmittelbar  nach der Beimpfung,  wahrend der sich die mikrobielle Population  an  die Umweltbedingun-
gen anpasst, bevor sie in die exponentielle Wachstumsphase (3.9) eintreten
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3.17  

Zeit  der  lag-Phase 

 

kinetischer Parameter in der Zeiteinheit zur Charakterisierung der Dauer der lag-Phase (3.16) 

3.18  

maximale  spezifische Wachstumsrate  

µmax  

kinetischer Parameter (h-1) zur Kennzeichnung der exponentiellen Wachstumsphase (3.9), dargestellt als  Stei-
gung  der Kurve, mit  der die Entwicklung  des naturlichen Logarithmus der Population  als  Funktion der Zeit 

unter konstanten  Wachstumsbedingungen  angezeigt  wird; wenn die maximale  spezifische Wachstumsrate in 

Lebensmittel geschatzt  wird, wird dies als  µmax.food 

bezeichnet 

3.19  

minimale  Hemmkonzentration 

MIC,  en: minimal  inhibitory concentration 

geschatzter Parameter zur Darstellung der niedrigsten Konzentration eines Hemmstoffs, der einen Wert der 

maximalen  spezifischen Wachstumsrate von Null  ergibt 

3.20  

modifizierte  Bouillon  

Nahrmedium mit  einer spezifischen Zusammensetzung (z. B.  erhohter Salzgehalt)  oder Charakteristik (z. B.  

pH) zum Untersuchen von intrinsischen Faktoren 

3.21  

Monte-Carlo-Simulation  

iteratives Zufallsstichproben-Verfahren, das die Variabilitat  uber Modellparameter  propagiert,  um  die Vertei-
lung  von Eingangsvariablen  zu nahern. Monte-Carlo-Simulationen  kommen in der quantitativen  Risikobeur-
teilung  und  Entscheidungsfindung in breitem Umfang zum Einsatz  

3.22  

optimale  Wachstumsrate  �� 

hochster Wert der maximalen  spezifischen Wachstumsraten, geschatzt  bei optimalen  Bedingungen  fur das 

Wachstum des Mikroorganismus in einem untersuchten Lebensmittel oder einer untersuchten Bouillon  

3.23  

optimale  Wachstumsrate  in Bouillon  ��Broth 

hochster Wert der maximalen  spezifischen Wachstumsraten  in Bouillon,  geschatzt  bei optimalen  Bedingungen  

fur das Wachstum  des Mikroorganismus 

3.24  

optimale  Wachstumsrate  im  Lebensmittel ������ 

hochster Wert der maximalen  spezifischen Wachstumsraten  im Lebensmittel, geschatzt  bei optimalen  Bedin-
gungen  fur das Wachstum  des Mikroorganismus 

Anmerkung 1  zum Begriff: ������ 

ist ein statistischer Parameter und wird nicht im Lebensmittel gemessen. 

Anmerkung 2  zum Begriff: ������  

ist ein mathematisches Ergebnis, das erhalten wird, wenn alle  untersuchten Faktoren 

ihre optimalen  Werte aufweisen und die jeweiligen -Terme gleich 1 sind. 
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3.25  

organisierende Laboratorien  

Laboratorien mit  Verantwortung  fur das Bestimmen  der Kardinalwerte (3.4) und  Durchfuhren der Simulatio-
nen; Datensammlung  und  Datenanalyse  (einschließlich Anpassung  und  Simulation)  werden in einem einzelnen 

oder in mehreren Laboratorien durchgefuhrt  

3.26  

pH-Wert  

Messung  der Konzentration der Aziditat  oder Alkalinitat  eines Materials in einer wassrigen Losung  

[QUELLE: ISO 5127:2017, 3.12.2.29, modifiziert� Anmerkungen 1  und  2 zum Begriff wurden geloscht.]  

3.27  

pKa  

quantitatives  Maß  (negativer dekadischer Logarithmus) der Saurelosungskonstante  oder des Ka-Werts,  das 

die Starke einer Saure in Losung  angibt  (je niedriger der pKa-Wert,  desto starker die Saure) 

3.28  

Primärmodell  

mathematisches Modell  zur Beschreibung der Anderungen der mikrobiellen Konzentration in  Abhangigkeit  

von der Zeit unter konstanten  und  bekannten  Bedingungen  eines oder mehrerer intrinsischer und/oder extrin-
sischer Faktoren 

3.29  

relativer  Standardfehler  

r 

Standardfehler  (se) (3.31), geteilt durch die Parameterschatzung  und  angegeben  als  eine Prozentzahl 

3.30  

Sekundärmodell  

mathematisches Modell  zur Beschreibung der Auswirkungen  des intrinsischen und/oder extrinsischen Fak-
tors/der intrinsischen und/oder extrinsischen Faktoren (z. B.  Temperatur, pH, aw) auf  die Parameter des Pri-
märmodells (3.28) (z. B.  maximale  spezifische Wachstumsrate)  

3.31  

Standardfehler  

se, en: standard error 

Maß  der Unsicherheit, das mit  dem geschatzten Parameter oder der Gesamtmodellanpassung  verknupft  ist 

3.32  

stationäre  Phase 

Phase, in der die mikrobielle Population  nicht  mehr zunimmt  (ihre maximale  Konzentration erreicht und  bei  

dieser bleibt)  

3.33  

starke  Säure  

durch ihren negativen pKa-Wert  gekennzeichnet,  sie ionisiert vollstandig  in einer wassrigen Losung  durch Ver-
lust  von einem Proton; Salz- und  Schwefelsaure sind Beispiele fur starke  Sauren 

3.34  

Unsicherheit  

bezieht sich auf  die Variation, die auf  fehlendem oder unvollstandigem  Wissen uber einige Merkmale eines 

Systems beruht; sie beruht  auf  der Parameterunsicherheit und  Modellunsicherheit.  Quellen  fur die Parameter-
unsicherheit sind u. a.  fehlende Daten, Messfehler, Probenahmefehler und  systematische Fehler; Quellen  fur die 

Modellunsicherheit sind u. a.  Modellstruktur,  ausgeschlossene Variablen, Modellauflosung  und  Extrapolation;  

der Standardfehler stellt  die mit  dem Parameter verknupfte Unsicherheit dar 
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3.35  

Variabilität  

bezieht sich auf  die Variation, die einem bestimmten System inharent ist,  typischerweise als  ein Ergebnis der 

wahren Heterogenitat  der untersuchten Population,  und die durch zusatzliche Messung nicht reduzierbar ist; 

drei Quellen  fur Variation werden unterschieden: Variabilitat  zwischen Stammen  (Variabilitat  zwischen Spe-
zies), Variabilitat  innerhalb eines Stamms  und  analytische  Variabilitat;  die Variabilitat  zwischen Stammen  ist 

in dieser Norm nicht enthalten,  da sie nur fur die Untersuchung von jeweils einem Stamm  vorgesehen ist; die 

Standardabweichung  stellt  die biologische Variabilitat  innerhalb des Stamms  dar, die mit  dem Parameter ver-
knupft  ist 

3.36  

Wasseraktivität  

aw  

Verhaltnis  des Wasserdampfdrucks im Medium oder Lebensmittel zum Dampfdruck von reinem Wasser bei  

derselben Temperatur; sie stellt  das fur die Mikroorganismen zur Verwendung verfugbare  Wasser dar 

[QUELLE: ISO 18787:2017, 3.1, modifiziert� Die Definition wurde gekurzt  und  die Gleichung  sowie die 

Anmerkungen 1  und  2 zum Begriff wurden geloscht.  Der Satz  �Sie stellt  das fur die Mikroorganismen zur 

Verwendung verfugbare  Wasser dar� wurde hinzugefugt.]  

3.37  

schwache Säure  

durch ihren hohen pKa-Wert  gekennzeichnet; sie dissoziiert nicht vollstandig  in wassriger Losung;  Essig- und  

Citronensaure sind Beispiele fur schwache Sauren 

4  Kurzbeschreibung 

4.1  Allgemeines 

Die allgemeine  Gleichung,  die zur Beschreibung der Auswirkung  von verschiedenen unabhangigen  intrinsi-
schen und  extrinsischen Faktoren auf  die maximale  spezifische Wachstumsrate eines  Mikroorganismus ver-
wendet wird, beruht  auf  einem modularen Ansatz,  der als  �Gamma-Konzept� [28]  bezeichnet wird und  in Glei-
chung (1) beschrieben ist.  

µmax = ��. (T) .  (pH). (aw) . (Hemmstoffe) (1)

Dabei ist 

µmax  

die maximale  spezifische Wachstumsrate  (h-1) des untersuchten Stamms  in der Matrix;  

�� die optimale  Wachstumsrate  (h-1) des untersuchten Stamms  in der Matrix;  

(T) die dimensionslose Funktion zur Beschreibung der relativen Auswirkung  der Temperatur 

auf  das mikrobielle Wachstum;  

(pH) die dimensionslose Funktion zur Beschreibung der relativen Auswirkung  des pH-Werts 

auf  das mikrobielle Wachstum;  

(aw) die dimensionslose Funktion zur Beschreibung der relativen  Auswirkung  von aw  

auf  das 

mikrobielle Wachstum; 

(Hemmstoffe) dimensionslose Funktionen zur Beschreibung der relativen Auswirkung  von verschie-
denen messbaren Hemmstoffen, etwa  der undissoziierten Form der schwachen (organi-
schen) Sauren (HA) oder CO2. 

Die -Terme variieren alle  zwischen 0 und  1, = 0 bei voller Hemmung des Wachstums  durch den untersuchten 

Faktor und  = 1 bei  nicht vorhandener Hemmung des Wachstums durch den untersuchten Faktor. 
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Die Literatur enthalt  verschiedene Sekundarmodelle  zum Beschreiben des mathematischen Ausdrucks der 

Gamma-Terme. In  dieser Norm werden die Kardinalmodelle  verwendet und  in 4.2 dargestellt.  

Fur die angemessene Verwendung der Modelle  und  Interpretation von Daten ist Wissen uber die Verwendung 

von Modellen  der pradiktiven Mikrobiologie und  Erfahrung mit  dieser wesentlich. 

4.2  Mathematische  Modelle  

Nach dem Gamma-Konzept weisen verschiedene intrinsische und  extrinsische Faktoren (z. B.  Temperatur, pH, 

Wasseraktivitat,  Hemmstoffe) separate  und  unabhangige  Auswirkungen  auf  die maximale  spezifische Wachs-
tumsrate auf,  was bedeutet,  dass die mit  einem Faktor  verknupften Kardinalwerte  ebenfalls separat  und  unab-
hangig  geschatzt  werden. 

In  der Literatur wurden verschiedene mathematische Modelle  entwickelt.  

� Zur Beschreibung der Auswirkungen  der Temperatur muss eines der zwei folgenden Modelle  ver-
wendet werden: das CTMI-(Cardinal-Temperature-Model-with-Inflection-)Modell  [Gleichung (2)] muss 

verwendet werden, wenn optimale  und  superoptimale Temperaturen erforderlich sind [25], wahrend 

das eingeschrankte (lineare) Ratkowsky-Modell  [Gleichung (3)] [21] verwendet werden muss, wenn 

die Eingangstemperatur  von der minimalen  Temperatur zur Forderung des Wachstums  bis zu einer 

Referenztemperatur, die unterhalb  der optimalen  Temperatur liegt,  reicht.  

� �����
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 ����	  


���
 � 
����	�  

�����
����	�������
����	�� 
�����
�����
���
������ ����	
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�� ����	 � ���
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(2)

Dabei ist 

T die Temperatur (°C); 

Tmin
C die geschatzte Mindesttemperatur  fur das Wachstum  fur den Kardinal-Gamma-Term; 

Topt  

die geschatzte optimale  Temperatur fur das Wachstum;  

Tmax  

die geschatzte Hochsttemperatur  fur das Wachstum.  

�  	
�� � ������ 

�
�����  ����
����� �  	
�� � �����  

(3)

Dabei ist 

T die Temperatur (°C); 

Tmin
R  die geschatzte Mindesttemperatur fur das Wachstum  fur den eingeschrankten Ratkowsky-Gamma-  

Term; 

Tref 

die Referenztemperatur. 

Wenn das eingeschrankte Ratkowsky-Modell  fur den Gamma-Term zum Beschreiben der Auswirkungen  der 

Temperatur verwendet wird, ist es wesentlich, das Modell  nicht außerhalb  des Versuchsbereichs zu verwen-
den, fur den es entwickelt  wurde. 
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�  Fur die Beschreibung der Auswirkungen  des pH-Werts muss eines der zwei folgenden Modelle  verwendet 

werden: das Kardinalmodell  [25], wenn die regelmaßige  Deltaform beobachtet wird [Gleichung (4)], oder 

das Aryani-Modell [8],  wenn ein Plateau  rund um  das Optimum  beachtet wird, das ein Schatzen von pHmax  

unmoglich macht  [Gleichung (5)].  
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(4)

Dabei ist 

pH das Wasserstoffpotential; 

pHmin
C der geschatzte minimale  pH-Wert fur das Wachstum  fur den Kardinal-Gamma-Term; 

pHopt 

der geschatzte optimale  pH-Wert fur das Wachstum;  

pHmax  

der geschatzte maximale  pH-Wert fur das Wachstum. 

�
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�� �� ������ (5)

Dabei ist 

pH das Wasserstoffpotential; 

pHmin
A  der geschatzte minimale  pH-Wert fur das Wachstum  fur den Aryani-Gamma-Term; 

pH1/2 

der pH-Wert,  bei dem die maximale  spezifische Wachstumsrate ✁max  

die Halfte von ��; 

pHref 

der Referenz-pH-Wert. 

�  Fur die Beschreibung der Auswirkungen  von aw  mussen Modelle  basierend auf  einer linearen [Glei-
chung (6)] oder nicht  linearen Beziehung, etwa  das Kardinal-aw-Modell  [26], dargestellt in Gleichung (7), 

verwendet werden: 

� �  

 	
�� �	 
 �	���� 

��
������ 
������ 

	
�� �	 �	���� 

(6)

Dabei ist 

aw die Wasseraktivitat;

awmin
L  die geschatzte minimale  Wasseraktivitat  fur das Wachstum fur den linearen Gamma-Term. 

Wenn eine lineare Beziehung zur Beschreibung der Auswirkungen  von aw  

verwendet wird, ist es wesentlich, 

das Modell  nicht außerhalb  des Versuchsbereichs zu verwenden, fur den es entwickelt  wurde; (wenn z. B.  Ver-
suche bis 0,996 durchgefuhrt  wurden, kann  nicht bei 0,998 extrapoliert werden). 
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(7)

Dabei ist 

aw die Wasseraktivitat;  

n  ein Formparameter; 

awmin
C der geschatzte minimale  aw-Wert  fur das Wachstum  fur den Kardinal-Gamma-Term; 

awopt  

der geschatzte optimale  aw-Wert  fur das Wachstum; 

awmax  

der geschatzte maximale  aw-Wert fur das Wachstum.  

ANMERKUNG Meistens gilt  n= 1 und awmax  

wird mit  1,0 angenommen.  

1
6
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�  Fur die Beschreibung der Auswirkungen  von Konzentrationen von Hemmstoffen einschließlich undissozi-
ierter organischer Sauren, CO2 

und  anderen, muss die folgende Gleichung  verwendet werden: 

� Inhibitors � � � Inhibitors  ��	  

��  	
�� Inhibitors  !"
 	
�� Inhibitors �  !" (8)

Dabei ist 

[Inhibitor]  die Konzentration des Hemmstoffs (z. B.  undissoziierte organische Saure (mM),  CO2 

(%)); 

MIC die minimale  Hemmkonzentration; 

✂ =  der Formparameter der Kurve, wobei bei: 

�  = 1 die Form linear  ist; 

�  > 1 die Form nach  unten zeigt; 

�  < 1 die Form nach  oben  zeigt.  

ANMERKUNG Wenn mehrere Hemmstoffe in Kombination einwirken, werden mehrere Gamma-Terme verwendet. 

4.3  Prozess der  Kardinalwert-  und Lebensmittel-Korrekturwert-Bestimmung  

Die Kardinalwerte  sind geschatzte Parameter, die mit  den gewahlten  Gamma-Termen verknupft  sind. Zum Bei-
spiel lauten  die Kardinalwerte  fur die Temperatur Tmin

C,  Topt,  Tmax  

und  ermoglichen die Berechnung der rela-
tiven Auswirkung  der Temperatur durch (T).  

Es wird angenommen,  dass die Kardinalwerte  spezifische Merkmale des untersuchten mikrobiellen Stamms  

darstellen, die unabhangig  von der Umwelt  sind, in denen das Wachstum stattfindet.  Sie werden daher meist in 

Bouillon  untersucht,  um  die Versuche zu vereinfachen und  zu automatisieren, die erforderlich sind, um  diese zu 

bestimmen.  Die Auswirkung  des Mediums wird durch den Parameter ��ersichtlich [siehe Gleichung (1)]. Wenn 

das Medium ein Lebensmittelerzeugnis ist,  wird �� als  ������ 

identifiziert, und  wenn das Medium  Bouillon  ist,  

wird ��  als  ��Broth 

identifiziert. Der Lebensmittel-Korrekturfaktor  verknupft  diese zwei Parameter (siehe 4.6). 

Die Kardinalwerte  und  der Lebensmittel-Korrekturfaktor  werden als  Wachstumsparameter bezeichnet. Deren 

Bestimmung  erfordert drei Schritte. 

Die Bestimmung  der Kardinalwerte  ist ein Verfahren mit  zwei Schritten, das einzeln fur jeden untersuchten 

Faktor angewendet wird. Zunachst werden die maximalen  spezifischen Wachstumsraten des Mikroorganis-
mus in Bouillon  fur verschiedene Niveaus des untersuchten Faktors beurteilt.  Anschließend wird ein Sekun-
darmodell (4.2) verwendet, um  die beobachteten  maximalen  spezifischen Wachstumsraten an  die verschie-
denen Niveaus des untersuchten Faktors fur die Beurteilung der Kardinalwerte  anzupassen. Der dritte Schritt 

besteht in der Bestimmung  des Lebensmittel-Korrekturfaktors. 

Nach Bestimmung  und  Validierung werden die Kardinalwerte  und  der Lebensmittel-Korrekturfaktor  zum Vor-
hersagen des Verhaltens des untersuchten Organismus unter neuen  Bedingungen  verwendet. 

4.4  Bestimmung  der  maximalen  spezifischen Wachstumsrate  

Die zur Beurteilung  von Kardinalwerten  verwendeten maximalen  spezifischen Wachstumsraten werden in 

Bouillon  ermittelt.  Die Wahl der entsprechenden Bouillon  muss auf  der Grundlage  von Literatur oder Vorun-
tersuchungen begrundet sein, da diese eine Auswirkung  auf  die Bestimmung  der Kardinalwerte  haben  kann.  

[16] 
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Die maximale  spezifische Wachstumsrate wird fur verschiedene Niveaus von jedem untersuchten Faktor in 

Bouillon,  angepasst  an  die Prufbedingungen (modifizierte Bouillon),  durch Verwenden von einem der folgen-
den Verfahren bestimmt:  

1. Binares Verdunnungsverfahren auf  OD-Basis, durchgefuhrt  durch Anpassen einer linearen Regression, die 

am  naturlichen Logarithmus des Verdunnungsfaktors als  Funktion von td, der Zeit bis Erreichen einer Ziel- 

OD-Schwelle,  durchgefuhrt  wird. 

2. Direktes Ausstrichverfahren, durchgefuhrt durch Anpassen eines anerkannten  Primarmodells an  die 

Wachstumskinetikdaten  des untersuchten Stamms  unter bestimmten Umweltbedingungen.  

Ublicherweise kommen  bevorzugt automatisierte Messungen  der optischen Dichte (OD) mit  einer Ausrustung  

mit  hohem Durchsatz zum Einsatz,  um  die Datenerfassung zu beschleunigen.  Wenn eine automatisierte Aus-
rustung  nicht zur Verfugung  steht,  muss die maximale  spezifische Wachstumsrate durch das direkte Ausstrich-
verfahren berechnet werden. 

Wenn indirekte Verfahren nicht verwendet werden konnen  (z. B.  zur Bestimmung  von maximalen  spezifischen 

Wachstumsraten unter extremen Bedingungen  an  den Wachstumsgrenzen), muss ein direktes Ausstreichen 

verwendet werden. 

4.4.1  Binäres Verdünnungsverfahren auf  OD-Basis  

Die maximale  spezifische Wachstumsrate µmax  

(h-1) ist wie  folgt  definiert: 

���
 # $ %#  %& 

(9)

Dabei ist N die Anzahl  von Mikroorganismen zu einem bestimmten Zeitpunkt t (h). 

Wahrend der exponentiellenWachstumsphase ist µmax  

konstant  und  die Gleichung (9) kann  wie folgt  integriert 

werden: 

�� � ���
 $ & � ' (10)

Dabei ist N0 

die Anzahl  von Mikroorganismen bei  t =0  und  ' (h) die Zeit der lag-Phase.  

Somit  kann  fur die folgende binare Verdunnungskinetik  mit  der gleichen Kultur,  fur die die lag-Zeit  als  kon-
stant  angenommen  werden konnte, die Gleichung (10) wie  in Gleichung (11) und  Gleichung (12) angegeben  

modifiziert werden. 

( �� � ) = )��
 $  (&� � ') 

ln (��/�  ) = )��
 $  (&� � ')  

(11)

ln (� /�  ) = )��
 $ (&� � &� ) (12)

Dabei ist 

N01/N0k  

das binare Verdunnungsverhaltnis  (1, 2, 4, 8�),  bezeichnet als  D; 

td1 

und  tdk  

die Erfassungszeiten fur die Verdunnungen  1  und  k.  

Wenn das Wachstum  durch Messen der Anderungen in Messungen der optischen Dichte (OD) im Laufe der Zeit 

uberwacht wird, wird eine Schwellenwert-OD  definiert, und  die Erfassungszeit td 

kann  fur mehrere binare 

Verdunnungen  des gleichen Inokulums  beurteilt  werden. Somit  entspricht beim Auftragen  von ln(D) gegen 

die Erfassungszeiten td 

die maximale  spezifische Wachstumsrate µmax  

der Steigung und  wird durch lineare 

Regression unter Verwendung des von Cuppers und  Smelt (1993)  vorgeschlagenen Verfahrens [12], weiter 

dargestellt durch Membre et  al.  (2002) [14], ermittelt.  
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Der mit  der maximalen  spezifischen Wachstumsrate verknupfte relative Standardfehler darf 10% nicht uber-
schreiten. 

Wenn maximale  spezifische Wachstumsraten fur verschiedene Wiederholungen durch das 

binare Verdunnungsverfahren auf  OD-Basis ermittelt werden, muss der Variationskoeffizient CV 

(CV = Standardabweichung/Mittelwert)  kleiner als  15% sein. 

4.4.2  Direktes Ausstrichverfahren  

Die Bouillon  wird an  die Prufbedingungen  angepasst,  mit  dem untersuchten Mikroorganismus beimpft  und  

anschließend werden zu geeigneten Zeiten Proben entnommen,  um  eine vollstandige  Wachstumskurve zu 

erzeugen. Die maximale  spezifische Wachstumsrate wird anhand  der vollstandigen  Menge  von experimentel-
len  Datenpunkten  der Wachstumskurve (Bild 1)  (mindestens acht  experimentelle  Datenpunkte,  verteilt ent-
lang  der drei Phasen der Wachstumskurve mit  mindestens funf Punkten  in der exponentiellen  Phase) fur die 

untersuchte Bedingung  durch Anpassen eines anerkannten  Primarmodells [15] geschatzt.  

Eine experimentelle Wachstumskurve kann  eine lag-Phase  vor der exponentiellen  Wachstumsphase  umfas-
sen oder nicht.  Modelle,  die eine lag-Phase  erzwingen, mussen vermieden werden, wenn die experimentell  

bestimmte Kurve keine lag-Phase  darstellt.  

Legende 

X  Zeit (h) 

Y  ln KBE/ml  

Bild 1�  Mikrobielle  Wachstumskinetik, die  die  Plattenzählungsergebnisse in InKBE/ml zur  Zeit (h)  

darstellt  und drei  Hauptphasen zeigt:  lag-Phase mit  dem  verknüpften Parameter ✁,  exponentielle 

Phase mit  dem  verknüpften Parameter  maximale  spezifische Wachstumsrateµmax  

Es konnen  adaquate Werkzeuge verwendet werden, um  die Plattenzahlungsdaten  anzupassen (siehe 

AnhangA)  und  die maximale  spezifische Wachstumsrate  zu ermitteln. Der relative Standardfehler r darf 

10% nicht uberschreiten. Wenn der berechnete Standardfehler nicht zufriedenstellend ist,  muss eine 

Ursachenanalyse durchgefuhrt  werden und  bei Bedarf muss ein neuer Challenge-Test durchgefuhrt werden. 

Wenn maximale  spezifische Wachstumsraten fur verschiedene Wiederholungen durch das direkte Ausstrich-
verfahren ermittelt werden, muss der Variationskoeffizient CV (CV= Standardabweichung/Mittelwert) bei  
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Temperaturversuchen kleiner als  15% sein. Andere Faktoren sind schwerer experimentell  zu steuern und  

daher ist ein CV von 25% annehmbar. 

4.5  Kardinalparameterbestimmung  

Die Kardinalparameter werden durch Anpassen von einem der Sekundarmodelle  (4.2) an  die Versuchsda-
ten (fur verschiedene Niveaus des untersuchten Faktors ermittelte maximale  spezifische Wachstumsraten) 

bestimmt.  

Diese Bestimmung  wird fur jeden Faktor  unabhangig  durchgefuhrt. 

Die Verknupfungsfunktion  Quadratwurzel  wird zum Stabilisieren der Varianz wie  folgt  verwendet: 

*���
 = + ��Broth $ ,! (13)

Dabei ist/sind 

)��
 

(h-1) die maximale  spezifische Wachstumsrate, die unter den gepruften Bedingungen  fur den 

untersuchten Faktor  ermittelt wird; 

��Broth 

(h-1) die optimale  Wachstumsrate des mikrobiellen Stamms,  die in Bouillon  ermittelt wird; 

��Broth 

(h-1) die optimale  Wachstumsrate des mikrobiellen Stamms,  die in Bouillon  ermittelt wird; 

X 

die relativen Auswirkungen  von Temperatur, pH, aw  X: Die Parameter und  die relativen Stan-
dardfehler r (r = Standardfehler / Schatzung)  mussen berechnet werden. Der relative Stan-
dardfehler r darf 10% nicht uberschreiten; andernfalls darf die Schatzung  in weiteren Vor-
hersagen nicht verwendet werden und  die Versuchsanordnung muss verbessert werden, um  

die Qualitatskriterien von 10% zu erfullen.  

Fur diesen Zweck  konnen  geeignete Merkblatter  und  freie Software verwendet werden (siehe AnhangA).  

4.6  Korrekturfaktorbestimmung  

Der Korrekturfaktor dient zur Berucksichtigung  der Matrixauswirkung  in der Vorhersage, zusatzlich zu den 

Auswirkungen  der extrinsischen und  intrinsischen Faktoren, die durch die Gamma-Terme und  die damit  ver-
knupften Kardinalwerte evaluiert  werden. 

Der Korrekturwert wird aus  zwei Parametern ermittelt,  namlich  ��Broth 

und  ������,  entsprechend den jeweils 

in der Bouillon  und  im Lebensmittel ermittelten optimalen  Wachstumsraten. 

������ 

ist von einer Wachstumskinetik-Challenge-Test-Untersuchung  abgeleitet,  in der das direkte Ausstrich-
verfahren zum Schatzen der maximalen  spezifischen Wachstumsrate in der Ziel-Lebensmittelmatrix unter 

bestimmten statischen Bedingungen  verwendet wird (siehe ISO 20976-1, 4.3 Schatzung  der Parameter zur 

Wachstumskinetik).[1].  Der berechnete relative Standardfehler der maximalen  spezifischen Wachstumsrate 

darf 10% nicht uberschreiten. Andernfalls muss eine Ursachenanalyse durchgefuhrt  werden und  es muss bei 

Bedarf ein neuer Challenge-Test durchgefuhrt  werden. 

Der Korrekturfaktor"
 

wird zum Beschreiben der Auswirkungen  des Lebensmittels, das nicht in den dimen-
sionslosen -Termen enthalten  ist,  und  der optimalen  Wachstumsrate der Bouillon ��Broth 

durch die folgende 

Gleichung  verwendet: 

" =
������ ��Broth (14)

Dabei ist 
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"
 

ein dimensionsloser Korrekturfaktor, der die Lebensmittelmatrix-Auswirkung  berucksich-
tigt;  

��Broth  

(h-1) die optimale  Wachstumsrate des mikrobiellen Stamms,  geschatzt  in Bouillon;  

������ 

(h-1) die optimale  Wachstumsrate des mikrobiellen Stamms,  geschatzt  im Lebensmittel unter kon-
stanten  Bedingungen.  

Nach der Bestimmung  muss der Korrekturfaktor Cf 

mit  mindestens einem zusatzlichen Challenge-Test validiert 

werden. Bei heterogenen Lebensmitteln konnen  zusatzliche Validierungen erforderlich sein. 

Wenn ein neuer Faktor berucksichtigt wird (z. B.  bei Berucksichtigung  eines neuen  Hemmstoffs), muss der 

Korrekturfaktor erneut evaluiert werden. 

Die Verknupfungsfunktion  Quadratwurzel  wird zum Stabilisieren der Varianz verwendet, d. h.  die Glei-
chung (1) wird wie folgt  ausgedruckt:  

+���
 ���� = - ��Broth $ C $ ,� $ ,�� $ ,�� $ ,Inhibitors (15)

Dabei ist 

)��
 ����  

(h-1) die simulierte maximale  spezifische Wachstumsrate, die im Lebensmittelerzeugnis unter 

den neuen  Zielbedingungen ermittelt wird; 

��Broth  

(h-1) die optimale  Wachstumsrate  des mikrobiellen Stamms,  ermittelt in Bouillon;  

"
 

ein dimensionsloser Korrekturfaktor, der die Lebensmittelmatrix-Auswirkung  beruck-
sichtigt; 

 die relativen  Auswirkungen  von Temperatur, pH, aw  

und  Hemmstoffen. 

4.7  Validierung  

Vor der dem Verwenden der Modellparameter  in Vorhersagen ist es wesentlich, Validierungsversuche durch-
zufuhren, um  neue Daten zu erhalten, die sich vom zum Schatzen  der Modellparameter  verwendeten Datensatz 

unterscheiden. 

Wenn die Validierung unter statischen Bedingungen  durchgefuhrt  wird, werden systematische Abweichungs- 

und  Genauigkeitsfaktoren  [11] fur die maximalen  spezifischen Wachstumsraten berechnet wie in Glei-
chung (16) und  Gleichung (17) dargestellt.  

.� = 
�  

�  "  � ���
,observed
 ���
,predicted
(16)

/� = 
# 

1�  

�  "  � � ���
,observed
 ���
,predicted�
(17)

Dabei ist 

.�  

der systematische Abweichungsfaktor; 

/�  

der Genauigkeitsfaktor; 

���
.  observed 

das Ergebnis des Validierungsversuchs; 

���
.  predicted 

das Ergebnis der Modellvorhersage unter Verwendung der geschatzten Parameter; 
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n  die Anzahl  von fur die Validierung verwendeten Chargen. 

Mindestens eine Charge muss untersucht werden; zusatzliche Chargen sind empfohlen, aber  nicht verbindlich 

vorgeschrieben. 

Der berechnete relative Standardfehler von µmax-observed 

muss kleiner sein als  10%. Andernfalls muss eine 

Ursachenanalyse durchgefuhrt werden und  bei Bedarf muss ein neuer Challenge-Test durchgefuhrt  werden. 

Wenn die Validierung unter dynamischen Bedingungen  durchgefuhrt  wird, durfen Af 

und  Bf 

nicht verwen-
det werden. Stattdessen mussen der mittlere Fehler (ME, en: mean  error) und  der mittlere quadratische Feh-
ler (RMSE,  en: root mean  squared error) statt  eines Maßes  fur jeweils die systematische Abweichung und  die 

Genauigkeit verwendet werden wie  in Gleichung (18) und  Gleichung  (19) definiert. 

 0 = � 

�  1� #�$% � � #predicted � (18)

2 30 4 

1� 

�  1� 5 #�$% � � #predicted �6 (19)

Dabei ist 

#�$% � 

jeweils eine der beobachteten  mikrobiellen log10-Konzentrationen; 

#predicted � 

jeweils eine der vom Modell  vorhergesagten/angepassten mikrobiellen log10- 

Konzentrationen; 

n  die Gesamtanzahl  der gepruften mikrobiellen Konzentrationen.  

Die Auszahlungsergebnisse werden zum Vergleichen der Modellvorhersagen mit  den beobachteten  

log-Zahlungen  im Laufe der Zeit verwendet. 

4.8  Verwenden von Kardinalwerten und Lebensmittel-Korrekturfaktor  in Vorhersagen 

Die Kardinalwerte  und Cf 

sind erforderlich zum Durchfuhren von Vorhersagen in Lebensmittel-Matrices. 

� Wenn der Korrekturfaktor Cf bestimmt  ist,  kann  die maximale  spezifische Wachstumsrate des unter-
suchten Mechanismus in der interessierenden Matrix  fur verschiedene Bedingungen  simuliert werden. 

Dies kann  zum Unterstutzen  von Qualitats-  und  Sicherheitsbewertungen an  Lebensmitteln (z. B.  

Haltbarkeitsdauer-Validierung, Rechtfertigung von Maßnahmen  zur Beherrschung in HACCP-Studien) 

verwendet werden. 

� Wenn Challenge-Test-Daten zum Bestimmen von Cf in Lebensmitteln fehlen, konnen  die Vorhersagen in 

Bouillon  durchgefuhrt  werden. In  diesem Fall  gilt  Cf = 1. 

Die beim Durchfuhren der Vorhersagen verwendeten Modelle  mussen die gleichen sein, die fur die Anpassun-
gen verwendet werden entsprechend den in 4.2 dargestellten  Gleichungen.  Hierzu konnen  Statistiksoftware  

oder benutzerfreundliche Werkzeuge fur die pradiktive Mikrobiologie verwendet werden, die Anpassungs-  

und  Vorhersagefunktionen bieten konnen.  Eine nicht vollstandige Richtliste enthalt  AnhangA.  Die Auswahl  

und  richtige Verwendung dieser Werkzeuge sollten dem Zweck  angemessen sein und  obliegen  der Entschei-
dung  der Benutzer, vorausgesetzt diese verfugen  uber die maßgebliche Sachkenntnis  auf  dem Gebiet der 

Lebensmittel-Mikrobiologie, der pradiktiven Mikrobiologie und  der Statistik.  Diese Kenntnisse umfassen ein 

Verstandnis  der Theorie der Probenahme, des Versuchsaufbaus, der statistischen Analyse mikrobiologischer 

Daten sowie einen Uberblick uber wissenschaftlich anerkannte  und  verfugbare  mathematische Konzepte, die 

in der pradiktiven Mikrobiologie verwendet werden. 
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Beim Verwenden von Werkzeugen der pradiktiven Mikrobiologie zum Vorhersagen des Wachstums  ist es von 

entscheidender Bedeutung,  die spezifischen Module,  die Modellierungsansatze und  die zum Erzeugen der 

Ergebnisse verwendeten Parameterwerte zu dokumentieren. 

5  Verdünnungsmittel,  Nährmedien  und Reagenzien 

Es werden aktuelle  Laborpraktiken  nach ISO 7218  befolgt.  

Zur Vorbereitung und  Durchfuhrung  der Tests an  Nahrmedien und  Reagenzien werden die Verfahren nach  

ISO 11133 sowie nach  den Angaben  in der jeweiligen Internationalen  Norm beachtet,  die sich mit  dem Zielmi-
kroorganismus befasst.  Außerdem sind international  anerkannte  und  gemeinhin akzeptierte Routineverfahren 

oder nach  international  anerkannten  Verfahrensanweisungen validierte Alternativverfahren fur die Auszah-
lung  der Zielmikroorganismen zu verwenden (z. B.  ISO 16140-2) [3]. 

Die Bouillon  muss nicht selektiv  nahrstoffreich und  fur den untersuchten mikrobiellen Stamm  geeignet sein. 

Bei pH-Einstellungen  der Bouillon  mussen starke  Sauren, etwa  Salzsaure (HCl), oder starke  Basen,  etwa  Natri-
umhydroxid (NaOH) verwendet werden und  es mussen die Lieferantenherkunft, die Reinheit,  die Stoffmen-
genkonzentration oder die Konzentration  der Losung  dokumentiert werden. Die Menge  von zugefugtem HCl 

oder NaOH (Gewicht in Gramm, Volumen) muss aufgezeichnet werden. Der endgultige  pH-Wert muss anhand  

des Ziels verifiziert, aufgezeichnet und  vor der Verwendung gepruft  werden. 

Bei Wasseraktivitatseinstellungen  der Bouillon  werden Salz  (z. B.  Natriumchlorid) oder Zucker (z. B.  Saccha-
rose) oder andere Feuchthaltemittel  verwendet. Die Lieferantenherkunft, die Reinheit,  die Stoffmengenkon-
zentration oder die Konzentration der Losung  sollte dokumentiert werden. Die Menge  von zugefugtem Salz  

oder Zucker (Gewicht in Gramm, Volumen) muss aufgezeichnet werden. Der endgultige  aw-Wert  muss anhand  

des Ziels verifiziert, aufgezeichnet und  vor der Verwendung gepruft  werden. 

Bei Einstellungen  der Bouillon  mit  schwachen Sauren mussen organische Sauren (z. B.  Milchsaure, Essigsaure) 

verwendet werden und  es mussen die Lieferantenherkunft, die Reinheit,  die Stoffmengenkonzentration und  

die Konzentration  der Losung  dokumentiert werden. Der endgultige  pH-Wert der Losung  muss anhand  des 

Ziels verifiziert, aufgezeichnet und  vor der Verwendung gepruft werden. 

Die Lagerung der Bouillon  nach der Herstellung muss die Zielmerkmale erfullen  und  darf zwei Monate nicht  

uberschreiten. 

6  Laborausrüstung und  Geräte  

Es ist eine Standard-Mikrobiologieausrustung  wie in ISO 7218  festgelegt erforderlich. Spezifische Gerate kon-
nen  ebenfalls  erforderlich sein, um  mikrobielles Wachstum in Bouillon  zu uberwachen. Diese beinhalten  unter 

anderem folgende Gerate: 

�  Kuhlinkubator,  geeignet,  um  Solltemperaturen  von ±1 °C  zu erreichen und  zu halten. 

�  pH-Messgerat  und  pH-Elektrode, geeignet,  um  Messungen mit  einer Toleranz von ±0,1 pH-Einheiten durch-
zufuhren. pH-Messgerate mussen Messungen mit  einer Auflosung  von 0,01 pH-Einheiten ausfuhren kon-
nen.

�  aw-Messgerat,  das die Anforderungen nach ISO 18787 erfullt.  

�  Ausrustung  zum Bestimmen der Konzentration  der Hemmstoffe. 

�  Headspace-Gasanalysegerat  zur Messung  der Gaszusammensetzung (z. B.  O2,  CO2). 

�  Logger zur Messung  der untersuchten Temperaturbedingungen. 
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� Gerat  zur automatisierten Messung  der optischen Dichte (OD), geeignet zum Halten von Solltemperaturen  

auf  ±1 °C,  Messen und  Auftragen  von Anderungen in der OD im Laufe der Zeit zum Erzeugen von Wachs-
tumskurven. Das  Gerat  muss ein Breitbandfilter (580�630 nm) enthalten,  das wenig empfindlich auf  Far-
banderung  des Wachstumsmediums anspricht,  und  muss mit  einem Schuttelsystem zum Homogenisieren 

der Proben vor der Trubungsmessung  ausgestattet  sein. Wenn machbar, werden eine Kondensations- und  

Verdampfungskontrolle implementiert,  um  die Umweltbedingungen  wahrend der Versuche stabil  zu hal-
ten. 

ANMERKUNG Bei Messungen der optischen Dichte wird der Strahl  in der Mitte  der Wells  fokussiert. Daher ist ein Schut-

teln besonders fur bewegliche Stamme  zweckmaßig.  Die Homogenisierung vor der Messung  wird an  die Stammbeweglich-

keit angepasst,  da ein Schutteln  die Zellen  zu den Seiten des Wells  drucken kann.  

7  Versuchsanordnung und Datenerhebung 

7.1  Allgemeines 

Die Versuchsanordnung muss Versuche in Bouillon  zum Bestimmen der Kardinalwerte  unter Berucksichtigung 

aller  maßgeblichen  Faktoren beinhalten und  Challenge-Test-Versuche in der Ziel-Lebensmittelmatrix zur Cha-
rakterisierung des Lebensmittel-Korrekturfaktors und  zu Validierungszwecken enthalten.  

7.2  Herstellung von Kultur  und Medium  

7.2.1  Wahl und Lagerung des untersuchten Stamms  

Jeder Prufstamm muss biochemisch und/oder serologisch und/oder genetisch ausreichend detailliert  charak-
terisiert werden, um  dessen Identitat  zu bestatigen.  

Stamme konnen  stammen  aus: 

� der Lebensmittelmatrix  (isoliert aus  Ausgangsstoffen, Inhaltsstoffen  und  Endprodukten) oder der Herstel-
lungsumgebung  oder klinischen Fallen  nach Ausbruchen  unter Bezug  auf  Lebensmittel; 

� einer anerkannten  Kulturtypsammlung.  

Die Prufung  der Reinheit des Stamms  muss auf  nicht selektivem Medium (z. B.  TSYEA,  Tryptone Soya  Yeast 

Extract  Agar) oder einem aquivalenten  Nahrmedium unter Verwendung einer empfohlenen Inkubationszeit  

und  Temperatur durchgefuhrt  werden. Die Prufung  der Spezifitat  wird auf  selektivem Medium der untersuch-
ten Arten unter Verwendung einer empfohlenen Inkubationszeit  und  Temperatur durchgefuhrt. 

Stamme werden gefroren gelagert.  Leitfaden zur Lagerung von mikrobiellen Stammen enthalt  ISO 11133. Alle  

Kulturen  (siehe 7.2.2) mussen aus  dem gleichen Gebrauchsrohrchen hergestellt werden. Im  Falle  einer Konta-
mination  werden Reserverohrchen verwendet. 

Zur Ruckverfolgbarkeit  muss das Datum  des Einfrierens des Stamms  aufgezeichnet werden. 

Zum Beurteilen von Kardinalwerten  mussen Stamme  einzeln untersucht werden; Cocktails  von Stammen  dur-
fen nicht auf  ihre Kardinalwerte  in gemischten Kulturen  untersucht werden. Stattdessen muss jeder Stamm  

unabhangig  untersucht werden; anschließend kann  beim  Durchfuhren der Vorhersagen der Stamm  im unguns-
tigsten Fall  (z. B.  niedrigster Wert fur Tmin

C) ein durchschnittliches Verhalten der gepruften Stamme  (z. B.  unter 

Verwendung des Durchschnitts der ermittelten Tmin
C-Werte in den Vorhersagen) berucksichtigt  werden oder 

es konnen  alle  einzelnen Stamme  in einem stochastischen Modell  unter Berucksichtigung  der Verteilungen der 

Kardinalwerte  eingeschlossen werden. 

7.2.2  Herstellung und Beimpfung  der  mikrobiellen  Kultur 

Zwei aufeinander folgende Subkulturen  des ausgewahlten  Stamms  mussen in einem Nahrmedium unter Bedin-
gungen  hergestellt werden, die ein optimales  Wachstum  des ausgewahlten  Stamms  ermoglichen. Die zweite 
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Subkultur  muss unter optimalen  Bedingungen  das Ende der exponentiellen  Phase oder den Beginn  der statio-
naren Phase erreicht haben,  sodass der physiologische Zustand der mikrobiellen Population  standardisiert ist.  

Die Verifizierung der Reinheit muss durch Ausstreichen der Kultur  auf  einer nicht selektiven Platte  erfolgen. 

Eine Prufung  der Kulturdichte muss anhand  der optischen Dichte erfolgen und  dies muss durch Ausstreichen 

zum Bestimmen der mikrobiellen Konzentration  in der zweiten Subkultur  verifiziert werden. Leitfaden zur 

Herstellung des Inokulums  enthalt  ISO 20976-1 [1].  

Die Stammanpassung  wahrend der Herstellung des Inokulums  wirkt sich ausschließlich auf  die Zeit der lag-  

Phase aus,  was in dieser Norm nicht behandelt  ist.  Daher sind beim Bestimmen der Kardinalwerte  oder der 

optimalen  Wachstumsrate Stammanpassungen  nicht erforderlich. 

Beim Beimpfen der Lebensmittelmatrix ist es von entscheidender Bedeutung,  dass der Beimpfungsprozess den 

naturlichen Kontaminationsweg  widerspiegelt: innerhalb und/oder auf  der Oberflache des Produkts. 

7.2.3  Herstellung der  modifizierten  Nährbouillon  

Die ausgewahlte  Nahrbouillon  muss ein optimales  Wachstum des ausgewahlten  Stamms  ermoglichen, wenn 

jeder der Faktoren unverandert  bleibt.  Wenn ein Faktor zur Kardinalparameterbestimmung  untersucht wird, 

mussen die anderen Faktoren konstant  bleiben  und  mussen gemessen werden. 

Faktor  Temperatur:  Die Temperatur der Bouillon  wird nach  Sterilisation durch Filtration  oder Warmesterili-
sation  auf  die Solltemperatur  voreingestellt  und  vor Beginn  des Versuchs aufgezeichnet.  Die pH- und  aw-Werte 

des Mediums werden bei  Raumtemperatur  vor Beginn des Versuchs gemessen und  mussen fur alle  untersuch-
ten Temperaturniveaus optimal  sein. 

Faktor  aw: Zum Einstellen  des aw-Werts des Mediums kann  Natriumchlorid, Zucker (z. B.  Glucose, Fructose) 

oder Glycerin verwendet werden. AnhangB  enthalt  aw-Messungen,  die fur verschiedene Natriumchlorid-
niveaus ermittelt wurden. Bouillon-Chargen werden mit  einem Konzentrationsbereich des hinzugefugten 

Feuchthaltemittels  hergestellt.  aw-Sollniveaus werden vor der Warmesterilisation oder Filtration  eingestellt  

und  nach  der Sterilisation gemessen und  die Menge  des hinzugefugten Feuchthaltemittels  und  das aw-Niveau 

werden aufgezeichnet. Der pH-Wert der Medien und  die Temperatur mussen fur alle  untersuchten aw-Niveaus 

gleich sein. Vor dem Beginn  wird der pH-Wert bei  Raumtemperatur  gemessen und  bei  Bedarf eingestellt.  Die 

pH-Werte des Mediums und  die Inkubationstemperatur  mussen fur alle  aw-Niveaus fur den untersuchten 

Stamm  optimal  oder nahezu optimal  sein. 

Faktor  pH: Salzsaure oder Schwefelsaure und  Natriumhydroxid mussen als  starke  Sauren und  Base  zum Ein-
stellen  des pH-Werts des Mediums verwendet werden. Schwefelsaure wird bevorzugt,  wenn hohe Konzentra-
tionen von Chlorid (Cl-) das mikrobielle Wachstum  beeinflussen konnen.  Das hinzugefugte Volumen der Saure 

darf 5%  des Ausgangsvolumens  nicht  uberschreiten, um  die Nahrstoffzusammensetzung des Nahrmediums 

zu erhalten. Bouillon-Chargen werden mit  einem Konzentrationsbereich der hinzugefugten Saure hergestellt.  

pH-Sollniveaus werden vor der Sterilisation durch Filtration  eingestellt  und  nach  der Sterilisation gemessen 

und  die Menge  der hinzugefugten Saure und  das pH-Niveau werden aufgezeichnet.  Der pH-Wert wird gege-
benenfalls  erneut auf  den pH-Sollwert  nach der Sterilisation durch Autoklavieren  eingestellt,  da Cl--Ionen den 

pH-Wert des Mediums verandern konnen.  Der aw-Wert der angesauerten Bouillon  darf nicht modifiziert wer-
den und  wird bei  Raumtemperatur  gemessen und  aufgezeichnet. Zum Einstellen  des pH-Werts konnen  5-M-,  

3-M-  und  1-M-Losungen  von Salzsaure verwendet werden. Die pH-Sonde fur pH-Messungen muss entspre-
chend dem Versuchsbereich kalibriert  werden. Ublicherweise werden Kalibrierpuffer von pH4,0 und  pH7,0 

bei  20 °C bis 22 °C  verwendet, um  einen Versuchsbereich von 4,0 bis 7,0 abzudecken.  Die aw-Werte des Medi-
ums und  die Inkubationstemperatur  mussen fur alle  pH-Niveaus fur den untersuchten Stamm  optimal  oder 

nahezu optimal  sein. 

Faktor  schwache organische Säure:  Die Konzentration  der undissoziierten Form der schwachen Saure hangt  

vom pH-Wert ab.  Das Verhaltnis  zwischen den dissoziierten und  undissoziierten Formen kann  unter Verwen-
dung  der Henderson-Hasselbalch-Gleichung [Gleichung (20)] [37] berechnet werden. 

�� = �7� + � [/
]

[�/]� (20) 
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Dabei ist 

[/
]  die dissoziierte Form der organischen Saure; 

[�/]  die undissoziierte Form der organischen Saure. 

Die Auswirkung  einer schwachen organischen Saure auf  das mikrobielle Wachstum muss bei einem pH- 

Sollwert  fur alle  gepruften Konzentrationen der undissoziierten schwachen Saure untersucht werden. Der 

gewahlte  pH-Sollwert  muss innerhalb des Wachstumsbereichs der untersuchten Arten liegen  und  muss 

nahe genug  beim pKa-Wert  der schwachen Saure liegen,  um  die elektrisch neutrale  undissoziierte Form zu 

beobachten.  Starke  Sauren werden zum Einstellen  des pH-Werts der Bouillon  verwendet und  der gewahlte  

pH-Sollwert  muss fur alle  untersuchten Niveaus der schwachen Saure gleich sein. Stammlosungen  der 

schwachen organischen Saure werden in destilliertem Wasser hergestellt und  der Bouillon  hinzugefugt,  um  

die erwartete Konzentration der undissoziierten Form der schwachen Saure zu erhalten. Sollniveaus  der 

schwachen organischen Saure werden vor der Warmesterilisation oder Filtration  eingestellt und  die Menge  

von hinzugefugter schwacher Saure und  das pH-Niveau werden aufgezeichnet.  Die aw-Werte des Mediums 

und  die Inkubationstemperatur  mussen fur alle  Niveaus der schwachen Saure unter Berucksichtigung  des 

untersuchten Stamms  optimal  oder nahezu optimal  sein. 

ANMERKUNG Es wird erwartet,  dass die Wahl des Feuchthaltemittels  das Wachstum  und �����  

beeinflusst.  Ebenso 

konnte die Wahl der Saure zum Senken  des pH-Werts den pHmin-Wert von einigen Mikroorganismen (z. B.  Alicyclobacil-

lus)  beeinflussen. Die Auswahl  des Feuchthaltemittels  und der schwachen organischen Saure hangt  von der untersuchten 

Art und vom Ziellebensmittel fur die Vorhersage des mikrobiellen Wachstums ab.  

7.3  Niveaus nach Faktor  zum  Schätzen von Kardinalparametern  

7.3.1  Allgemeines 

Das binare Verdunnungsverfahren auf  Basis der optischen Dichte (indirektes Verfahren) ist das Verfahren der 

Wahl  zum Bestimmen von maximalen  spezifischen Wachstumsraten  in Nahrbouillon  mit  einem hohen Durch-
satz zum Bestimmen  der Kardinalparameter.  Wenn indirekte Verfahren in der Bouillon  nicht verwendet wer-
den konnen  (z. B.  zum Messen von maximalen  spezifischen Wachstumsraten unter extremen Bedingungen  an  

den Wachstumsgrenzen), wird ein direktes Ausstreichen empfohlen. Wenn maximale  spezifische Wachstums-
raten durch beide Verfahren zum Schatzen  der Kardinalparameter ermittelt werden, konnen  Ergebnisse kom-
biniert werden. 

Literaturquellen oder andere Datenquellen  mussen untersucht werden, um  den Wachstumsbereich des Pruf-
stamms  zu recherchieren. Diese Information liefert einen groben Anhaltspunkt  fur das Wachstumsminimum  

und  das Wachstumsmaximum  fur einen Faktor und  ermoglicht das Verfolgen eines strategischen Probenah-
meansatzes zum erwarteten Wachstumsminimum,  Wachstumsmaximum  und  Wachstumsoptimum.  

ANMERKUNG Im  Umfang der Untersuchung konnen  ein oder mehrere Faktoren eingeschlossen sein (z. B.  nur die Tem-

peratur oder die Temperatur und der pH-Wert). 

7.3.2  Temperatur  

Fur den Faktor  Temperatur werden zehn Niveaus gewahlt  (siehe Bild 2),  namlich  vier Niveaus (L1, L2, L3, L4) 

um  das erwartete Wachstumsminimum, drei Niveaus (L8, L9, L10) um  das erwartete Wachstumsmaximum,  

zwei Niveaus (L6, L7) um  das erwartete Wachstumsoptimum  und ein Niveau (L5) zwischen Niveau L4 und  L6 

(siehe Bild 2,  Unterschied zwischen Temperaturwerten an  den Wachstumsgrenzen großer gleich 4 °C  fur die 

erste Wiederholung). 

Mindestens zwei unabhangige  biologische Wiederholungen mussen durchgefuhrt  werden; vorzugsweise wer-
den drei Wiederholungen durchgefuhrt. 

Wenn die erste Wiederholung von jedem Temperaturniveau in einer gemessenen maximalen  spezifischen 

Wachstumsrate resultiert (gemessener Wert ungleich Null),  mussen die gleichen in Bild 2  vorgeschlagenen 
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Niveaus fur die zweite und  dritte Wiederholung verwendet werden. Biologische Wiederholungen sind 

technischen Wiederholungen vorzuziehen. 

Legende 

X  Temperatur 

Y  µmax  

Bild 2�  Versuchsanordnung für  die  Bestimmung  von Kardinalwerten für  Temperatur  in der  ersten 

Wiederholung,  wenn maximale  spezifische Wachstumsraten für  die  zehn Niveaus (L1  bis  L10)  

ermittelt  werden (2-A)  oder  wenn die  maximale  spezifische Wachstumsrate  von Null  bei  L1  und/oder  

L10  in der  ersten Wiederholung  ermittelt  wird  (2-B)  

Wenn das Ergebnis der ersten Wiederholung um  das Wachstumsminimum (L1, Bild 2-B)  oder das Wachs-
tumsmaximum  (L10, Bild 2-B)  eine gemessene maximale  spezifische Wachstumsrate  von Null  ist,  muss ein 

neues Temperaturniveau (L1.bis und/oder L9.bis, Bild 2-B)  gewahlt  werden, um  sicherzustellen, dass die zehn 

Niveaus alle  gemessenen maximalen  spezifischen Wachstumsraten aufweisen, bevor mit  der zweiten und  drit-
ten Wiederholung fortgesetzt wird, wobei die zweite Versuchsanordnung (Bild 2-B)  verwendet werden muss. 

Wenn sich ein Niveau nahe dem Wachstumsminimum  oder Wachstumsmaximum  befindet,  ist die maximale  

spezifische Wachstumsrate nahe Null  und die zweite oder dritte Wiederholung kann  eine gemessene maxi-
male  spezifische Wachstumsrate von Null  liefern. Diese Nullwertmessungen mussen in der weiteren Analyse 

der Kardinalparameterschatzung  (Abschnitt 8)  enthalten  sein, da dieser Unterschied zwischen gemessenen 

Werten die mit  den maximalen  spezifischen Wachstumsraten verknupfte Variabilitat  darstellt.  

Da die pH- und aw-Werte der Medien optimal  fur alle  untersuchten Temperaturniveaus sind, kann  µopt  

in Bouil-
lon  ebenfalls unter Verwendung dieser Versuchsanordnung geschatzt  werden. 

Wenn die Eingangstemperatur  von dem das Wachstum  unterstutzenden Minimum  bis zu einer Referenztem-
peratur, die unterhalb  der optimalen Temperatur liegt,  reicht, muss Gleichung (3) verwendet werden und  die 

Niveaus L6 bis L10 sind nicht erforderlich. 

7.3.3  pH 

Fur den Faktor pH werden acht  Niveaus gewahlt,  wenn die Kardinalparameter pHmin,  pHmax  

und  pHopt  

unter 

Verwendung von Gleichung (3) bestimmt  werden, namlich  drei Niveaus (L1, L2, L3) um  das erwartete Wachs-
tumsminimum,  zwei Niveaus (L7, L8) um  das erwartete Wachstumsmaximum,  zwei Niveaus (L5, L6) um  das 

erwartete Wachstumsoptimum  und  ein Niveau (L4) zwischen L3 und  L5 (siehe Bild 3).  
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Legende 

X  pH 

Y  µmax  

Bild 3�  Versuchsanordnung für  die  Bestimmung  von Kardinalwerten für  pH in der  ersten 

Wiederholung,  wenn maximale  spezifische Wachstumsraten  für die  acht Niveaus (L1  bis  L8)  ermittelt  

werden (3-A) oder  wenn die  maximale  spezifische Wachstumsrate  von Null  bei  L1  und/oder  L8  in der  

ersten Wiederholung  ermittelt  wird  (3-B)  

Drei unabhangige  biologische Wiederholungen mussen durchgefuhrt  werden. 

Wenn die erste Wiederholung von jedem pH-Niveau in einer gemessenen maximalen  spezifischen Wachstums-
rate resultiert (gemessener Wert ungleich Null),  mussen die gleichen Niveaus fur die zweite und  dritte Wieder-
holung  entsprechend der in Bild 3-A dargestellten  Versuchsanordnung verwendet werden. Biologische Wie-
derholungen sind technischen Wiederholungen vorzuziehen.

Wenn das Ergebnis der ersten Wiederholung um  das Wachstumsminimum (L1, Bild 3-B)  oder das Wachstums-
maximum (L8,  Bild 3-B)  eine gemessene maximale  spezifische Wachstumsrate von Null  ist,  muss ein neues 

pH-Niveau (L3.bis und/oder L6.bis, Bild 3-B)  gewahlt  werden, um  sicherzustellen, dass die acht  Niveaus alle  

gemessenen Wachstumsraten aufweisen, bevor mit  der zweiten und  dritten Wiederholung fortgesetzt wird, 

wobei die zweite Versuchsanordnung (Bild 3-B) verwendet werden muss. 

Aufgrund der Genauigkeit von pH-Messungen wird kein  zusatzliches Niveau zwischen L1 und  L2 oder zwischen 

L7 und L8 gewahlt.  

Wenn der Kardinalparameter pHmax  

nicht erforderlich ist,  wird Gleichung (4) verwendet und  anschließend 

sind die Niveaus L7 und  L8 nicht  in der Versuchsanordnung enthalten.  

Wenn die in der ersten Wiederholung ermittelten maximalen  spezifischen Wachstumsraten ein Plateau  bei 

einem hoheren pH-Wert aufweisen (drei aufeinander folgende Werte), wird Gleichung (4) verwendet und  die 

Niveaus L7 und  L8 sind nicht  erforderlich. 

7.3.4  Wasseraktivität  

Fur den Faktor  aw  

werden funf Niveaus gewahlt,  namlich  zwei Niveaus (L1, L2) um  das erwartete Wachs-
tumsminimum,  ein Niveau (L5) beim  aw-Wert  der nicht modifizierten Bouillon  und  zwei Niveaus (L3, L4) zwi-
schen L2 und  L5 (siehe Bild 4).  
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Legende 

X  aw  

Y  µmax  

Bild 4�  Versuchsanordnung für  die  Bestimmung  von Kardinalwerten für  die  Wasseraktivität  in der  

ersten Wiederholung,  wenn maximale  spezifische Wachstumsraten  für  die  fünf Niveaus (L1  bis  L5)  

ermittelt  werden (4-A)  oder  wenn die  maximale  spezifische Wachstumsrate  von Null  bei  L1  in der  

ersten Wiederholung  ermittelt  wird  (4-B)  

Wenn der Kardinalparameter awmax  

unter Verwendung von Gleichung (6) bestimmt  wird, ist ein zusatzliches 

Niveau (L6) erforderlich. 

Drei unabhangige  biologische Wiederholungen mussen durchgefuhrt werden. 

Wenn die erste Wiederholung von jedem aw-Niveau in einer gemessenen maximalen  spezifischen Wachstums-
rate resultiert (gemessener Wert ungleich Null),  mussen die gleichen Niveaus fur die zweite und  dritte Wie-
derholung verwendet werden (Bild 4-A). Biologische Wiederholungen sind technischen Wiederholungen vor-
zuziehen. 

Wenn das Ergebnis der ersten Wiederholung um  das Wachstumsminimum (L1,  Bild 4-B)  eine gemessene maxi-
male  spezifische Wachstumsrate  von Null  ist,  muss ein neues aw-Niveau (L2.bis, Bild 4-B)  gewahlt  werden, 

um  sicherzustellen, dass die funf Niveaus alle  gemessenen Wachstumsraten aufweisen, bevor mit  der zweiten 

und  dritten Wiederholung fortgesetzt wird, wobei die zweite Versuchsanordnung (Bild 4-B)  verwendet werden 

muss. 

Kein zusatzliches Niveau wird zwischen L1 und  L2 aufgrund der Genauigkeit von aw-Messungen  gewahlt.  

Wenn der Kardinalparameter����
 

unter Verwendung von Gleichung (5) bestimmt  wird, muss das Niveau L6 

enthalten  sein und  L5 darf auf  einen niedrigeren Wert festgelegt werden. 

7.3.5  Hemmverbindungen 

Bei Hemmverbindungen darf ausschließlich die antimikrobielle  aktive  Form berucksichtigt  werden, falls 

bekannt.  Zum Beispiel darf bei organischen Sauren ausschließlich die Konzentration der undissoziierten Form 

berucksichtigt werden (siehe 7.2.3). Eine direkte oder eine indirekte Messung  der aktiven  muss verfugbar 

sein, um  die minimale  Hemmkonzentration zu beurteilen. 

Sechs Konzentrationsniveaus werden gewahlt,  namlich  ein Niveau (L1) in der Bouillon  ohne Zugabe 

der Hemmverbindung, zwei Niveaus (L5, L6) um  die erwartete minimale  Hemmkonzentration und  drei 

Niveaus (L2, L3, L4) zwischen L1 und L5 (siehe Bild 5).  
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Legende 

X  HLa 

Y  µmax  

Bild 5�  Versuchsanordnung für  die  Bestimmung  der  minimalen  Hemmkonzentration (MIC)  in der  

ersten Wiederholung,  wenn maximale  spezifische Wachstumsraten  für  die  sechs Niveaus (L1  bis  L6)  

ermittelt  werden (5-A)  oder  wenn die  maximale  spezifische Wachstumsrate  von Null  bei  L6  in der  

ersten Wiederholung  ermittelt  wird  (5-B)  

Drei unabhangige  biologische Wiederholungen mussen durchgefuhrt  werden. 

Wenn die erste Wiederholung von jedem Hemmverbindungsniveau in einer gemessenen maximalen  spezifi-
schen Wachstumsrate resultiert (gemessener Wert ungleich Null),  mussen die gleichen Niveaus fur die zweite 

und  dritte Wiederholung verwendet werden, wobei die zweite Versuchsanordnung (Bild 5-A) verwendet wer-
den muss. 

Biologische Wiederholungen sind technischen Wiederholungen vorzuziehen. 

Wenn das Ergebnis der ersten Wiederholung um  das Wachstumsminimum  (L6, Bild 5-B)  eine gemessene maxi-
male  spezifische Wachstumsrate von Null  ist,  muss ein niedrigeres Niveau (L4.bis, Bild 5-B)  gewahlt  werden, 

um  sicherzustellen, dass die sechs Niveaus alle  gemessenen Wachstumsraten aufweisen, bevor mit  der zwei-
ten und  dritten Wiederholung fortgesetzt werden. Ein  zusatzliches neues Niveau muss auf  der Grundlage  der 

Genauigkeit der aktiven  Form der Hemmverbindungsmessung gewahlt  werden und  fur einige Verbindungen 

ist das Niveau L5.bis geeignet.  

7.4  Versuchsanordnung zum  Schätzen der  maximalen  spezifischen Wachstumsrate  mit  

dem  binären Verdünnungsverfahren auf  OD-Basis  

Die in 7.2.2 erhaltene Kultur  wird verdunnt,  um  eine Ausgangskonzentration zum Anstreben von 

5 log10 KBE/ml  (SuspensionD1) zu erhalten. Reihen von zweifachen Verdunnungen  werden anschlie-
ßend aus  der SuspensionD1 hergestellt.  Das Verdunnungsmedium  muss identisch mit  dem Prufmedium sein 

(d. h.  mit  dem angestrebten pH- oder aw-Wert). Nicht beimpfte Wells  dienen zur Kontrolle  (wenigstens eins je 

Niveau des Faktors). 

Eine Voruntersuchung muss durchgefuhrt werden, um  den geeigneten Schwellenwert (Nd) zur Verwendung 

fur die Berechnung der Erfassungszeiten (td) zu bestimmen.  Der Schwellenwert  muss Niveaus im linearen Teil 

der OD-Kurve oder einen OD-Wert von 0,05 bis 0,1 oberhalb  des Hintergrund-OD-Werts des Mediums anstre-
ben. [8] Fur alle  Verdunnungen  je Niveau muss der gleiche OD-Schwellenwert  verwendet werden. 
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