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69 Verfahren und Vorrichtung zum Nachweis von Kontaminanten.

@ Zum Nachweis von Kontaminanten in der Lebensmit-

telindustrie werden keimhaltige Fliissigkeiten mittels
eines sterilen Gerites der Lebensmittelprobe entnommen,
in einen Behilter mit geeigneten festen und/oder fliissigen
Nihrmedien eingebracht und die entsprechenden Bakte-
rienkulturen untersucht. In einem kombinierten Probe-
nahme-Kultivierungsgerdt erfolgt nach dem Mischen der
keimhaltigen Fliissigkeit mit einer ausgewihlten Menge an
Nihrmedium die Kultivierung der Ndhrmedium-Keimsu-
spension iiber einen nach unten offenen Auslaufstutzen
des Probenahme-Kultivierungsgerdtes. Wahrend der Kul-
tivierung fliessen bei Gasbildung durch die Untersu-

. chungsorganismen &#quivalente messbare Mengen an

Nihrmedium-Keimsuspension aus. In Verbindung mit
Triibungs- und Farbéinderungen des indikatorhaltigen
Nihrmediums kénnen gleichzeitig in Analogwerten quan-
titative Aussagen zum Keimgehalt, zur Gasbildung, zur
Giraktivitit und zur Saurebildung der Kontaminationsor-
ganismen getroffen werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Nachweis von Kontaminanten in der
Lebensmittelindustrie, bei dem keimhaltige Fliissigkeiten mit-
tels eines sterilen Geriites der Lebensmittelprobe entnommen
und in einen Behilter mit geeigneten festen und/oder fliissi-
gen Niahrmedien eingebracht und die entsprechenden Bakte-
rienkulturen untersucht werden, dadurch gekennzeichnet,
dass in einem kombinierten Probenahme-Kultivierungsgerit
nach dem Mischen der keimhaltigen Fliissigkeit mit einer
ausgewéhlten Menge an Nihrmedium die Kultivierung der
Nihrmedium-Keimsuspension {iber einen nach unten offenen
Auslaufstutzen des Probenahme-Kultivierungsgerites erfolgt,
wihrend der Kultivierung bei Gasbildung durch die Untersu-
chungsorganismen #quivalente messbare Mengen an Nihr-
medium-Keimsuspension ausfliessen und dabei in Verbin-
dung mit Triibungs- und Farbinderungen des indikatorhalti-
gen Nahrmediums gleichzeitig in Analogwerten quantitative
Aussagen zum Keimgehalt, zur Gasbildung, zur Géraktivitit
und zur Saurebildung der Kontaminationsorganismen getrof-
fen werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
.dass in einem gesonderten Teil des Kultivierungsgefisses ein
oder mehrere feste Nihrmedien zusitzlich eingebracht sind,
nach Einfithrung der zu untersuchenden Fliissigkeit ein kolo-
nie-/rasenférmiges Wachstum der Untersuchungskeime auf
diesen festen Nihrboden erfolgt und nach der Kultivierung
Proben zur mikroskopischen Kontrolle und/oder weiteren
Untersuchung sowie zur Fortziichtung von Organismen ent-
nommen werden.

3. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach
Anspruch 1, bestehend aus einem kombinierten Probenahme-
und Kultivierungsgerit mit Kultivierungsgefiss, abbrechbarer
Glasspitze, Kaniile und Abbrechring sowie fliissigem und
festem Niahrmedium, dadurch gekennzeichnet, dass die
Kaniile (3) gleichzeitig als Ansaugstutzen fiir die bei der zu
untersuchenden Fliissigkeit und als Auslaufstutzen fiir die bei
der Gasbildung verdriangte Ndhrmedium-Keimsuspension
ausgebildet ist und iiber einen sterilen Stopfen (13) in einem
graduierten Messgefiss (4) stehend gehaltert ist.

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass ausserhalb des Kultivierungsgefésses (1) fiir das fliissige
Néhrmedium (5) ein Glasgefiss (10) fiir ein oder mehrere
feste Nahrmedien (6), vorzugsweise als abgeteiltes Gefiss
neben dem vakuum- oder gasgefiillten Raum (9) angeordnet
und mit einer Halterung (11) fiir das feste Nihrmittel (6) ver-
sehen ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum
Nachweis von Kontaminanten in der Lebensmittelindustrie,
bei dem keimhaltige Fliissigkeiten mittels eines sterilen Ger-
tes der Lebensmittelprobe entnommen und in einen Behilter
mit geeigneten festen und/oder flilssigen Nihrmedien einge-
bracht und die entsprechenden Bakterienkulturen untersucht
werden, sowie eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des Ver-
fahrens, bestehend aus einem kombinierten Probenahme- und
Kultivierungsgerét mit Kultivierungsgefiss, abbrechbarer
Glasspitze, Kaniile und Abbrechring sowie fliissigem und
festem Nihrmedium.

Das erfindungsgemasse Verfahren und die Vorrichtung
zum Nachweis von Kontaminanten dienen sowohl der Pro-
benahme aus der Fliissigkeit als auch der Kultivierung der in
den Proben enthaltenen Mikroorganismen zur mikrobiolo-
gisch-hygienischen Kontrolle in Betrieben der Lebensmittel-
industrie und dhnlicher Industriezweige.

Zum Nachweis von Kontaminanten sind verschiedene
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Methoden bekannt, die zur Charakteristik der Keimbelastung
eines Produktes oder eines Geriite- bzw. Anlagenteiles eine
Aussage erlauben. Grundsitzlich erfolgt jedoch der Nachweis
in mehreren Arbeitsschritten.

5 Die Entnahme eines bestimmten Probevolumens einer
Fliissigkeit oder Suspension im Laboratorium erfolgt aus -
einem Behilter mittels eines sterilen Geriites (z.B. Pipette),
um mit entsprechenden Anteilen der Probe Kulturen auf
geeigneten festen und/oder fliissigen Nahrmedien anzulegen.

10 Dieser Behilter kann z.B. eine Getrinkeflasche oder ein

Transportgefiss sein, in welches unter sterilen Bedingungen
eine Probe ausserhalb des Laboratoriums gefiillt wird. Eine
Beurteilung der Probe mittels des mikroskopischen Bildes ist
nur bei einer hoheren Kontamination méglich. Durch die
Anzahl der benotigten Gerite und den Kontakt mit der
Umgebungsluft besteht das Risiko einer Sekundirkontamina-
tion.

Zur Haltbarkeitskontrolle z.B. von Getriinken ist der
Nachweis der Kontaminanten auch in sehr geringer Zahl
wichtig. Zu diesem Zweck wird ein grosseres Probevolumen
iiber eine Membran filtriert und diese auf einen festen Nihr-
boden gebracht.

Bei kulturellen Methoden kann jedoch ein befriedigendes
Ergebnis frithestens nach drei- bis viertigiger Bebriitung fest-
gestellt werden, da empfindliche Keime auf festem Nihrbo-
den langsamer wachsen als in Fliissigkeitskulturen. Letzteres
gilt auch fiir das bekannte Kochsche Plattenverfahren.

Eine Anfirbung der von Membranfiltern zuriickgehalte-
nen Mikroorganismen und ihre anschliessende Auszihlung
und Charakterisierung mittels des Mikroskopes ist nur an gut
ausgeriisteten Arbeitsplitzen'moglich und erfordert eine ent-
sprechende Qualifikation. Ausserdem kann in direkter Aus-
zdhlung nur bedingt zwischen vitalen und toten Keimen
unterschieden werden.

Ein wesentlicher Nachteil herkémmlicher Methoden
besteht weiterhin darin, dass ausser dem Kontaminationsgrad
nicht gleichzeitig auch charakteristische Eigenschaften der
Kontaminationsorganismen (Gasbildung, Garaktivitit, Siure-
bildung, Wachstum unter anaeroben Bedingungen) bestimmt
werden konnen. )

Fiir Keime, die in der Lebensmittelindustrie und in hnli-
chen Industriezweigen Bedeutung besitzen, ist der gleichzei-
tige Nachweis einer Fahigkeit, unter aeroben Bedingungen
Gas und Siure zu bilden sowie unter anaeroben Bedingungn
wachsen zu konnen, besonders wichtig. Nach herkommlicher
Verfahrensweise wird die Gasbildung entweder qualitativ
nachgewiesen oder es wird eine gesonderte Kultivierungsap-
paratur (z.B. Garrohrchen) benétigt. Die herkdmmlichen Ver-
fahren belasten die im Laboratorium Beschéftigten mit der
Bereitstellung sterilisierter Gerite und der Nahrmedienbereit-
stellung. Dadurch werden kleinere Arbeitsstitten hoher bela-
stet.

Des weiteren sind aus der Medizin zur Blutentnahme und
weiteren Bearbeitung der Blutproben bestimmte Verfahren
und Systeme bekannt. Nach den Patentschriften OS 35 36061
und DE-OS 2 835 101 besteht die Moglichkeit, an Kaniilensy-
steme, die in die Vene der Patienten gestochen wurden, vor-
evakuierte Proberdhrchen anzuschliessen, die entweder als
Behilter zum Probetransport dienen oder die als Gefisse fiir
biochemische Reaktionen bzw. Kultivierungsgefisse genutzt
werden kénnen. Nach DE-OS 2 411 651 wird innerhalb des
Blutentnahmesystems eine Gasbildung durch eine druckemp-
findliche, gasundurchlissige Sperre angezeigt, eine Moglich-
keit des Anschlusses zur Gasanalyse besteht.

65 Ein kombiniertes Blutentnahme- und Kultursystem zur
Untersuchung von Bakteriimien nach DE-OS 3 012 056
erlaubt die gleichzeitige Kultivierung auf festen und fliissigen
Néhrmedien, wobei das Blut iiber ein Entnahmesystem men-
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gendosiert in ein mit Vakuum oder eine Gasfiillung versehe-
nes Gefiss eines Blutkultursystems eingesaugt wird, dabei
sowohl das fliissige Nahrmedium als auch den festen Nahr-
boden inokuliert. Ein pH-abhéngiger Indikator macht die mit
dem Wachstum verbundene Séurebildung sichtbar.

Die Bebriitung erfolgt in Schriiglage des Systems, wobei
die Entnahmekaniile mit einem sterilen Plastomerstopfen ver-
schlossen bleibt. Diese Systeme sind jedoch nicht fiir den
Bereich der Lebensmittelindustrie anwendbar.

Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren und eine Vorrich-
tung zur mikrobiologischen Untersuchung von Produkten
und Geritschaften der Lebensmittelindustrie und verwandter
Zweige zu erarbeiten, denen die Nachteile der bisherigen
Lésungen nicht anhaften und mit deren Hilfe quantitativ ein
schneller, kombinierter Nachweis des Kontaminationsgrades
und wesentlicher Eigenschaften der Kontaminanten auch bei
Einsatz als Einweggefisse moglich ist.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
2um Nachweis von Kontaminanten in der Lebensmittelindu-
strie zu entwickeln, bei dem keimhaltige Fliissigkeiten mittels
eines sterilen Gerites der Lebensmittelprobe entnommen und
in einem Behilter mit geeigneten festen und/oder fliissigen
Nihrmedien eingebracht und die entsprechenden Bakterien-
kulturen untersucht werden, sowie eine Vorrichtung zu schaf-
fen, die alle notwendigen Funktionen der Probenahme und
Kultivierung vereinigt, so dass bei Verwendung entsprechen-
der fliissiger und/oder fester Nahrmedien ein Nachweis von
Kontaminanten in Fliissigkeiten bzw. von in Fliissigkeiten
mittels bekannter Methoden suspendierter Mikroorganismen
moglich ist.

Das erfindungsgemisse Verfahren ist vorzugsweise zum
Nachweis von Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen geeig-
net, bei dem die fliissige Probe mengendosiert in ein mit
Unterdruck und/oder einer speziellen Gasfiillung (z.B. COz,
N2) versehenes kombiniertes Probenahmekuitivierungsgefiss
eingesaugt wird und dabei mit dem fliissigen Nidhrmedium
vermischt wird.

In einem gesonderten Abschnitt der Vorrichtung kdnnen
ein oder mehrere feste Ndhrmedien eingebracht sein,
wodurch es moglich ist, dass die mit dem fliissigen Nahrme-
dium vermischte Probe gleichzeitig das fliissige und das feste
bzw. die festen Nidhrmedien inokuliert.

Bei einer bestimmten Temperatur und vertikaler Stellung
des Gefisses erfolgt die Kultivierung der Mikroorganismen,
deren Wachstum durch Triibung des flussigen Nédhrmediums
bzw. durch kolonie- oder rasenformiges Wachstum auf festen
Nihrmedien erkennbar ist.

Das Saurebildungsvermdgen der kontaminierten Mikroor-
ganismen wird sichtbar durch Farbidnderung eines pH-abhén-
gigen Indikatorsystemes, vorzugsweise Bromkresolgriin
(3',5',3",5"-tetrabrom-m-kresolsulfonphthalein) oder Brom-
phenolblau (Tetrabromphenolsulfonphthalein).

Erfindungsgemiss ist das Verfahren dadurch gekenn-
zeichnet, dass in einem kombinierten Probenahme-Kultivie-
rungsgerit nach dem Mischen der keimhaltigen Flissigkeit
mit einer ausgewihlten Menge an Nahrmedium die Kultivie-
rung der Ndhrmedium-Keimsuspension iiber einen nach
unten offenen Auslaufstutzen des Probenahme-Kultivierungs-
gerites erfolgt, wihrend der Kultivierung bei Gasbildung
durch die Untersuchungsorganismen dquivalente messbare
Mengen an Nihrmedium-Keimsuspension ausfliessen und
dabei in Verbindung mit Triibungs- und Farbidnderungen des
indikatorhaltigen Ndhrmediums gleichzeitig in Analogwerten
quantitative Aussagen zum Keimgehalt, zur Gasbildung, zur
Giraktivitat und zur Sdurebildung der Kontaminationsorga-
nismen getroffen werden.

Damit ist auch eine Priifung der Géraktivitit der einge-
setzten Produktionshefe mittels des Verfahrens moglich.
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Fiir gesonderte Untersuchungen wird sowohl aus dem
Auffangrohrchen als auch nach der Kultivierung entweder
vom fliissigen und/oder festen Ndhrmedium eine Probe ent-
nommen.

Die erfindungsgemaisse Vorrichtung ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Kaniile gleichzeitig als Ansaugstutzen fiir
die bei der zu untersuchenden Fliissigkeit und als Auslauf-
stutzen fiir die bei der Gasbildung verdrangte Nahrmedium-
Keimsuspension ausgebildet ist und iiber einen sterilen Stop-
fen in einem graduierten Messgeféss stehend gehaltert ist.

Das Gefiss fiir ein oder mehrere feste Ndhrmedien ist
ausserhalb des Kultivierungsgefisses fiir das fliissige Néhr-
medium ein Glasgefiss fiir ein oder mehrere feste Ndhrme-
dien, vorzugsweise als abgeteiltes Geféss neben dem vakuum-
oder gasgefiillten Raum angeordnet und mit einer Halterung
fiir das feste Ndhrmedium versehen.

Die Vorteile des erfindungsgemissen Verfahrens und der
Vorrichtung bestehen darin, dass es die Erfindung ermdglicht,
einen gleichzeitigen Nachweis von gasbildenden und séure-
bildenden Mikroorganismen darzustellen. Gegeniiber dem
bekannten vorgeschlagenen Verfahren wird sie dadurch mit
Vorteil in der Girungs- und Getrinkeindustrie sowie dhnli-
chen Industriezweigen angewendet.

Entgegen bekannter Vorrichtungen ist das Anbringen
einer gesonderten Gasentnahmevorrichtung nicht notwendig,
da die Gasbildung infolge des Austretens des Nahrmediums
durch den Probenahmestutzen angezeigt wird.

Gegenitber bekannter Verfahren konnen im Falle des Vor-
liegens garaktiver Hefen bereits wéhrend des Bebriitens Pro-
ben zur weiteren Untersuchung entnommen werden.

Das Sys%em ist nicht nur zum Nachweis von Kontamina-
tionskeimen, sondern auch zur Feststellung der Géraktivitat
von Produktionshefen geeignet.

Der Kaérper fiir das feste Ndhrmedium ist ausserhalb des
Gerites angebracht. Nach entsprechender Inokulation des
festen Niahrmediums wird der Néhrboden stehend bebriitet.
Eine Koloniebildung ist somit sofort erkennbar. Ein weiterer
Vorteil dieses Gerites ist, dass gegeniiber herkémmlichen
Verfahren und Methoden kaum eine Kontamination des Pro-
bematerials auftreten kann, da die zu untersuchenden Medien
durch direkte Entnahme z.B. durch Durchstechen von Mem-
branen zwecks Probenahme erfolgt.

Ausfithrungsbeispiel

Das erfindungsgemisse Verfahren und die Vorrichtung
sollen nachfolgend an Anwendungsbeispielen dargestellt und
erldutert werden. Es zeigen:

Fig. 1 ein Schaubild iiber die Gasbildung der Keime nach
Tagen in einem Erfrischungsgetrink, wobei keine Triibung
und keine Saurebildung auftreten,

Fig. 2 ein Schaubild iiber die Gasbildung der Keime nach
Tagen in einem Limonadengrundstoff und eine andere Keim-
art, wobei keine Triibung und keine Siurebildung auftreten,

Fig. 3 die erfindungsgemdsse Vorrichtung fiir verschie-
dene Anwendungsmoglichkeiten: a) offenes Gefésssystem mit
Kolben fiir fliissiges Ndhrmedium, b) offenes Gefésssystem
mit Kolben fiir fliissiges und festes Ndhrmedium,

F.g. 4 a) geschlossenes Gefasssystem fur fliissiges Néhr-
medium, b) geschlossenes Gefasssystem fiir flissiges und
festes Ndhrmedium.

Bei gleichzeitigem Nachweis von gérenden und séurebil-
denden Organismen in einem Erfrischungsgetrank muss vor
der Untersuchung auf Kontaminanten das Getrank, wie es
allgemein bei mikrobiologischen Untersuchungen iiblich ist,
entkohlensduert werden.

Die Untersuchungsprobe wird mit steriler Indikatorld-
sung versetzt, dabei findet der auch im Néhrmedium des Ent-
nahme- und Kultivierungssystems eingesetzte Indikator
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Anwendung. Der Probe wird soviel sterile n-Natronlauge
zugefiigt, bis die Farbe des Indikators umgeschlagen ist, da
die vorhandene Sdure weitgehend neutralisiert worden ist.

Der Ansaugstutzen des Entnahme- und Kultivierungsge-
rdtes wird in die zu untersuchende Probe getaucht und die
Verbindung zum Nihrmediumbehilter hergestellt, der in ihm
befindliche Unterdruck bewirkt ein Einstrémen der Untersu-
chungsfliissigkeit in das Ndhrmedium.

Das beimpfte Gerit wird vorsichtig geschwenkt, um eine
innige Vermischung von Probe und Nihrmedium zu sichern.
Anschliessend wird das beimpfte Gerit in vertikale Stellung
gebracht und nach Abtropfenlassen von eventuellen Resttrop-
fen it dem offenen Ansaugstutzen nach unten auf ein leeres
steri.zs, mit einem sterilen Wattestopfen verschlossenes kali-
brieites Messgefiss gesetzt, wobei der Stutzen durch den
Wattestopfen hindurchgeht.

Die komplette Vorrichtung wird in einem Sténder stehend
bei 30 °C bebriitet.

Als Probe- und Entnahmesystem dient die in Fig. 3 darge-
stellte Form der erfindungsgemissen Vorrichtung, wobei der
Auslaufstutzen modifiziert ist und die Moglichkeit des Ansat-
zes eines kalibrierten graduierten Messgefisses fiir auslau-
fende Nahrmedium-Keimsuspension besteht. Tiglich werden
die Triibung des fliissigen Ndhrmediums, das Volumen der
aus dem Probenahme-Kultivierungsgerit verdringten Néhr-
medium-Keimsuspension sowie die Anderung der Farbtones
des Indikators kontrolliert. Ein Untersuchungsergebnis zeigt
Fig. L.

Bei gleichzeitigem Nachweis von girenden und siurebil-
denden Organismen in einem Limonadengrundstoff wird vor
der Untersuchung der Grundstoff mit sterilem Wasser ver-
diinnt, analog oben genannter Verfahrensweise mit steriler
Indikatorlosung versetzt und der pH-Wert mittels steriler
n-Natronlauge eingestellt. Die sich anschliessenden Verfah-
rensschritte erfolgen wie oben genannt. Bei der Bestimmung
der Keimbelastung ist der Verdiinnungsfaktor zu beriicksich-
tigen.

Die unterschiedlichen Keimarten nach Fig. 1 und Fig. 2
entwickeln unterschiedliche Gasmengen und besitzen unter-
schiedliche Triibung und Siurebildung.
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Fig. 1 stellt eine Keimart mit wenig Gasbildung (nach 4
Tagen 5 ml) und einer spéteinsetzenden Triibung dar. Fig. 2
stellt eine Keimart mit wenig Triibung, aber starker Gasbil-
dung (nach 2 Tagen 15 ml) und Séurebildung, dar. Die gasbil-
dende Keimmenge im System ist ein Massstab fiir die aus
dem System ausgelaufene bzw. ausgetriebene Menge der zu
untersuchenden Fliissigkeit.

Ein Untersuchungsergebnis zeigt Fig. 2.

Beim Nachweis coliformer Keime ist das Entnahme-Kul-
tivierungssystem mit einem speziellen Ndhrmedium gefiilit,
z.B. Gentiana-Galle-Laktose-Losung. Die Vorbereitung der
Proben sowie das Einfiillen der zu untersuchenden Fliissig-
keit und das anschliesse ide Bebriiten der Keime erfolgen
ebenfalls wie beschrieben.

Durch einen Kolben oder durch den Unterdruck im
System wird eine genau fixierte Probemenge in das Probe-
nahme-Kultivierungsgerit gesaugt, z.B. 1 ml oder 5 ml. Nach
der Bebriitung und Auswertung der Probe zeigt das Ergebnis
bei ausbleibender Gasbildung einen Coliformentiter negativ
in 1 ml oder 5 ml Probevolumen.

Die Vorrichtung zum Nachweis von Kontaminanten
besteht bekannterweise aus dem Kultivierungsgefiiss 1 mit
einer iiber einen Abbrechring 7 abbrechbaren Glaspitze 2 und
Kaniile 3. Diese Kaniile 3 ist gleichzeitig als Ansaugstutzen
fiir die zu untersuchende Fliissigkeitsprobe und als Auslauf-
stutzen fiir die bei der Gasbildung verdriingte Nahrmedium-
Keimsuspension ausgebildet. Sie besitzt vorzugsweise einen
Durchmesser < 3 mm und wird nach der Kultivierung iiber
einen sterilen Stopfen 13 in einem graduierten Messgerit 4
stehend gehaltert.

Im Kultivierungsgefiss 1 befindet sich flissiges Nihrme-
dium 5, wihrend ausserhalb dieses Gefésses 1 ein Glasgefiss
10 fiir ein oder mehrere feste Ndhrmedien 6 angeordnet ist.
Dieses Gefiss 10 befindet sich vorzugsweise als abgeteiltes
Gefiss neben dem vakuum- oder gasgefiillten Raum 9 und ist
mit einer Halterung 11 fiir das feste Ndhrmedium 6 versehen.
Zur Keimuntersuchung des bebriiteten festen Nihrmediums 6
erfolgt die Probenahme aus dem Glasgefiss 10, indem dieses
am Abbrechring 8 gedffnet wird.
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