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Ethanolvorbehandlung zur selektiven Koloniezihlung
von Bacillussporen bei Gewiirzen

Ethanolic Pretreatment for the Selective Colony Counting
of Bacillus Spores in Spices

W. Schmidt-Lorenz und Franziska Hotz

Laboratorium fiir Lebensmittelmikrobiologie im Institut
fiir Lebensmittelwissenschaft, ETH, Ziirich

Einleitung

Bei zahlreichen schwach sauren bis neutralen, durch Hitzepasteurisation
kurz- bis mittelfristig haltbar gemachten Lebensmitteln wird die mikrobiologi-
sche Stabilitdt in erster Linie durch die noch vorhandenen Bakteriensporen be-
stimmt. Die Kenntnis der Hohe der Sporenbelastung ist daher eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Einschitzung der voraussichtlichen Haltbarkeit dieser Le-
bensmittel. Besonders problematisch bei der Herstellung solcher Produkte ist die
Verwendung von Gewiirzen, Trockengemiise- und Krauterpulvern, die oft hoch
mit Bacillussporen kontaminiert sein konnen.

Zur Bestimmung der Sporenbelastung von Rohstoffen, Gewiirzen und Zusatz-
stoffen werden die Produkte oder ihre Homogenisate iiblicherweise vor der Kolo-
niezihlung zur Inaktivierung der vegetativen Mikroorganismen kurzzeitig hitze-
pasteurisiert: zur Ermittlung der Bacillussporenzahl haufig fiir 5 bis 30 Minuten
bei 80 bis 100 °C, zur Bestimmung der Clostridiensporenzahl meist bei 70 bis
80 °C. Die Pasteurisationsbedingungen sind dabei in der Regel nicht standardi-
siert und konnen sehr unterschiedlich sein. Die Ergebnisse sind daher nicht ein-
deutig reproduzierbar und exakt vergleichbar. Ausserdem werden damit nicht al-
le tatsachlich vorhandenen, insbesondere nicht die weniger hitzeresistenten Spo-
ren erfasst.

Wesentlich einfacher durchzufiihren und besser reproduzierbar ist offenbar
die Ethanolvorbehandlung, durch die alle vegetativen Mikroorganismen inakti-
viert, die Bakteriensporen aber nicht geschidigt werden. In der medizinischen
Mikrobiologie wird gelegentlich die Ethanolvorbehandlung zur selektiven Erfas-
sung von Clostridiumsporen in Stuhlproben angewandt (1). Nach Johnston et
al. (2) eignet sich die Ethanolvorbehandlung sehr gut zur selektiven Erfassung der
weniger resistenten Sporen von Clostridium botulinum des Typs E in Fischho-
mogenisat. Koransky et al. (3) haben gezeigt, dass nach einstiindiger Vorbehand-
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lung mit 50%igem Ethanol sowohl bei Reinkulturen als auch in Stuhlproben
selektiv die Sporen zahlreicher Clostridiumarten erfasst und durch Koloniezdh-
lung quantitativ bestimmt werden konnen.

In vorliegenden Untersuchungen wurde die Eignung der Ethanolvorbehand-
lung zur selektiven Koloniezihlung von Bacillussporen im Vergleich zur iibli-
chen Hitzepasteurisation bei Reinkulturen von drei Bacillusarten unterschiedli-
cher Sporenhitzeresistenz und bei 27 verschiedenen Gewiirzen, Trockengemiise-
und Krauterpulvern tberpriift.

Material und Methoden

Mikroorganismen

Es wurden ausschliesslich definierte Stimme aus bekannten Stammsammlun-
gen untersucht. Die gepriiften vegetativen Mikroorganismen sind in Tabelle 1,
die drei Bacillusarten in Tabelle 2 aufgefiihrt. (ATCC = American Type Culture
Collection, DSM = Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen, ZT = Sammlung
Mikrobiologisches Institut der ETH-Ziirich).

Vorkultur der Teststimme

Vegetative Bakterien

Nach zweimaliger Vorkultur 24stiindige Hauptkultur bei 35 °C in Hirn-Herz-
Infusion (Oxoid CM 131).

Hefe

Nach zweimaliger Vorkultur 48stiindige Hauptkultur bei 25 °C in Malzex-
traktlosung (Merck 5391).

Schimmelpilze

Nach Vorkultur Hauptkultur auf Malzextrakt-Agar (3% Malzextrakt und 2%
Agar) in Roux-Flaschen bei 25 °C bis nach 3 bis 7 Tagen weitgehende Konidien-
bildung erreicht war. Abschwemmung und Suspension der Konidien mit Verdiin-
nungslosung (0,1% Pepton und 0,85% NaCl) mit Zusatz von 0,05% Tween 80
und kurze Homogenisation (0,5 min) mit Ultra-Turrax.

Bacillusarten

Nach zweimaliger 24stiindiger Vorkultur in Caseinpepton-Sojamehlpepton-
Bouillon (Merck 5459) bei 35°C Oberflichenausstrich auf FP-Agar (Nutrient
agar — Difco 0069-01 — mit Zusatz von 0,0005% MnSO,) und Bebriitung bei
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Tabelle . Inaktivierung von vegetativen Bakterien- und Hefezellen sowie von Schimmelpilzkonidien durch 37,5
und 50%ige Ethanollésungen bei Expositionszeiten von 5 bis 60 Minuten

Einwirkungszeiten in Minuten von

Gepriifte Mikroorganismen igg":}lllj 37,5 Vol.-% Ethanol 50 Vol.-% Ethanol

5 10 15 30 | 45 60 5 10 15 30 | 45 | 60
Bakterien
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 |3,2x 10 — = = — = = = = — = = i =
Escherichia coli ATCC 25922 [9,0x 107 — — — — — - — — — — — —
Staphylococcus aureus ATCC 6538 |6,4x107| + g (55 0 [ (e =S = — = — J = | =
Streptococcus faecalis ATCC 6057 [6,5x108 ++ | ++ | ++ | ++ | + — - — — - - | -

Schimmelpilze und Hefen

Aspergillus flavus ZT 8373 3,8x10°| + + # + — = | Ea=l = = - —
2,4x 108 + + + + + + | x| - — — - | -
Aspergillus niger ZT 8359 80x10% ++ | ++ | F+ [ ++ | ++ | + | ++ | + + = m i (e =
72x107 ++ | ++ [+ [ ++ | ++ | + | ++ | + + + + [ =
Penicillium expansum ZT 8345 6,2x107 ++ | ++ | + + + + + £ [ — - - | -
Eurotium herbariorum ZT 8381 3,4x10° + + + + | — — + + =+ — — —
Neosartorya fischeri var. spinosa ZT 4590 2;5x10%] + + = - N [ A - - = = - - + | — = [ =
Mucor racemosus ZT 8617 2,0x 108 ++ | ++ | + %= — — — — — - —
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 |1,2x10° + + — - — — — - - — — -
Zeicl;merklﬂ"rung: KBE ml™! Wachstum in Anreicherungskulturen
- = <10 negativ
=+ = <10 positiv
+ = 10 bis 1000 positiv
++ == 1000 positiv
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g Tabelle 2. Vergleich der Wirksamkeit der beiden Vorbehandlungsverfahren: A) Ethanolexposition und B) Erhitzung,
zur selektiven Koloniezdhlung von Bacillussporen
log % (geom. Mittelwert) KBE ml-' A) nach 15, 30 und 60 min Exposition mit 37,5 und 50 Vol.-% Ethanol
und B) nach 10 min Erhitzung bei 60 bis 80 °C, 60 bis 75 oder 60 bis 70 °C sowie prozentualer Sporenge-
halt nach diesen Vorbehandlungen im Vergleich zum KBE-Gehalt der unbehandelten Ausgangssuspensionen

Unbehandelte Ausgangssuspensionen A) Nach Ethanolexpositionen| B) nach 10 min Erhitzung
Erati:lus— Kulturdguer | Suspension VersBomm log (%) log (2g) log (%¢)
b | St | vempomne | o070, | 20O, | wspon | (86D, | ssporen
. bei 60 bis 80°C
) el ) 8 — sehr gering 7,85 4,07 0,02 4,10 0,02
Bacillus subtilis var. niger ;
(DSM 675) 19 1 mittel 7,81 7,30 31 7,13 21
19 6 mittel 7,68 7,57 77 7,51 67
140 — stark 8,25 8,04 62 8,19 87
bei 60 bis 75°C
Bacillus cereus 11 1 mittel 7,53 7,00 30 6,93 25
(DSM 351) 11 6 mittel 7,46 7,25 62 7,11 45
140 — stark 8,11 7,90 62 8,01 79
bei 60 bis 70°C
Bacillus megaterinm 15 1 mittel 7,41 7,17 57 6,95 35
(DSM 90) 15 6 mittel 791 7515 87 7,01 63
140 — stark 8,12 8,02 80 7,68 36
15 1 mittel 7,11 nur Erhitzung 6,62 32
Erhitzung und Ethanol 6,68 36
Ethanol und Erhitzung 6,63 32




35°C. Abschwemmung der Zellen und Sporen mit Verdiinnungslosung, kurze

Homogenisation der Suspension mit Ultra-Turrax und Einstellung auf eine Ge-

samtzellzahl in der Grossenordnung von 107 bis 108 ml-'. Wihrend der Bebriitung

wurde der Versporungsgrad mikroskopisch in der Zihlkammer gepriift und fol-

gende, unterschiedlich versporte Suspensionen gewonnen:

— mit sehr geringer Versporung bei B. subtilis nach 8 Stunden Bebriitung

— mit nahezu vollstindiger Versporung bei allen drei Arten nach 140 Stunden
Bebriitung

— mit annihernd 50%iger Versporung bei B. cerexs nach 11 Stunden, bei B. mega-
terium nach 15 Stunden und bei B. subtilis nach 19 Stunden Bebriitung. Diese
Suspensionen werden zur Hemmung weiterer Versporung bzw. Alterung je-
weils ein und sechs Tage bei 4 °C gelagert.

Hitzepasteurisation

Jeweils 5 ml der Sporensuspensionen bzw. der Gewiirz- und Pulverhomogeni-
sate wurden in diinnwandigen Reagenzglisern (0,7 x 16 x 160 mm) im Ultrather-
mostaten einschliesslich Aufheizzeit exakt 10 Minuten bei Temperaturen von
60 bis 100 °C erhitzt und danach sofort im Eisbad auf Raumtemperatur ge-
kiihlt. Die unter diesen Bedingungen im Zentrum der Suspensionen mit Ther-
moelementen gemessene Aufheizzeit betrug 2,2 bis 2,5 Minuten, die Abkiihlzeit

mit Eisbad annihernd 1,5 bis 2 Minuten.

Ethanolvorbehandlung

Von den ein bzw. zwei Tage alten Hauptkulturen der vegetativen Mikroor-
ganismen sowie den Konidiensuspensionen wurden im Doppel jeweils 1 ml in 9
ml von exakt nach Gewicht und Dichte auf Endkonzentrationen von 2,5; 5; 7,5;
10; 15; 20; 37,5 und 50 Vol.-% Ethanol eingestellten Losungen iiberfiihrt, auf
einem Reagenzglasvibrator eine halbe Minute durchmischt, die Durchmischung
bei Raumtemperatur alle 5 Minuten wiederholt und nach Expositionszeiten von
15, 30, 45 und 60, teilweise auch von 90 Minuten, Proben zur Koloniezihlung
und Anreicherung entnommen.

Bei den Zell- und Sporensuspensionen der drei Bacillusstimme sowie den
Homogenisaten der Gewiirze, Trockengemiise- und Kriuterpulver wurden dage-
gen jeweils 4,0 ml mit 4,0 ml absolutem Ethanol bzw. einer 75%igen Ethanolls-
sung vermischt, auf dem Reagenzglasvibrator genau fiir eine halbe Minute gut
durchmischt, die Durchmischung alle 5 Minuten wiederholt und nach entspre-
chenden Expositionszeiten Proben zur Koloniezihlung entnommen. Diese 1:1
Mischung von Homogenisat und Ethanol entspricht den vereinfachten Laborato-
riumsbedingungen der Praxis. Bei Anwendung von absolutem Ethanol (99,46
Vol.-%) und einer exakt auf 75 Vol.-% eingestellten Ethanollésung betrigt die
tatsichliche Ethanolkonzentration in dem als 50%ig bezeichneten Ansatz in Fol-
ge der Volumenkontraktion exakt 51,56 Vol.-%, in der als 37,5%ig bezeichneten
Mischung exakt 38,13 Vol.-% Ethanol.
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Kombinierte Bebandlungen

Bei einer zu 50% versporten und 1 Tag alten Suspension von B. megaterium
wurden die Ethanolvorbehandlung und Hitzepasteurisation zweifach kombi-
niert. Zur Kontrolle wurde jeweils 10 Minuten bei 60, 65, 70, 75 und 80 °C er-
hitzt. In der ersten Kombination folgte nach der Erhitzung und Abkiihlung eine
jeweils 30 Minuten lange Exposition mit 50%igem Ethanol. Bei der zweiten
Kombination erfolgte zuerst die Ethanolbehandlung und anschliessend die Hit-
zepasteurisation mit entsprechender Volumenkorrektur vor Ansatz der Kolonie-
zahlungen.

Koloniezihlungen

Von allen unbehandelten sowie allen hitzepasteurisierten oder/und ethanol-
vorbehandelten Suspensionen und Homogenisaten wurden nach dezimaler Ver-
diinnung mit Verdiinnungslésung (0,1% Pepton und 0,85% NaCl) Koloniezih-
lungen 1m Oberflichen-Ausstrich-Verfahren (0,1 ml pro Platte) mit jeweils 3 Pa-
rallelplatten pro Verdiinnungsstufe angelegt. Bei sehr niedrigen Koloniezahlen
und den stirker verdiinnten Kriuterhomogenisaten wurden von den ersten Ver-
diinnungsstufen jeweils 1 ml auf stirker gegossene und getrocknete Agarplatten
aufgebracht. Zur sicheren Verhiitung von Lauf- und Schleimkolonien wurden al-
le Platten vor der Bebriitung offen bei 35 °C fiir 3 bis 4 Stunden oberflichlich an-
getrocknet.

Die Bestimmung der Schimmelpilz- und Hefekoloniezahlen bei den Gewiir-
zen und Kriutern erfolgte auf Malzextrakt-Agar mit Zusatz von jeweils 50 ppm
Chloramphenicol und Chlortetracyclin nach 4 und 7 Tage langer Bebriitung bei
25 2C.

Die Bestimmung der Gesamt- und Sporenkoloniezahlen erfolgte auf Casein-
pepton-Sojamehlpepton-Agar nach 48 Stunden Bebriitung bei 35 °C mit zusitzli-
cher Kontrolle nach weiteren ein und drei Tagen.

Die angegebenen Koloniezahlen wurden als gewogene Mittelwerte (%) von
jeweils bis zu 6 Einzelzihlungen berechnet.

Zur Priifung der Ethanolinaktivierung der vegetativen Mikroorganismen wur-
den aus den jeweiligen Ethanol-Mikroorganismen-Ansitzen nach den entspre-
chenden Expositionszeiten im Doppel jeweils 0,1 ml entnommen, auf festen Kul-
turmedien (Bakterien = Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar, Pilze und Hefen =
Malzextraktagar) ausgestrichen und nach 1, 2 und 5 Tagen Bebriitung bei 35 °C
bzw. 25 °C die Koloniezahlen bestimmt. Zusitzlich wurde ebenfalls im Doppel
jeweils 0,1 ml in 10 ml Anreicherungslésung (Bakterien = Hirn-Herz-Infusion,
Pilze und Hefen = Malzextraktlosung) iiberfiihrt, ebenfalls 2 bis 5 Tage bei 35 °C
bzw. 25 °C bebriitet und danach Kontrollausstriche angelegt, bebriitet und ge-
priift.
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Ergebnisse

Ethanolinaktivierung von Bakterien, Hefen und Pilzkonidien

Bei allen 11 gepriiften Mikroorganismen-Arten wurden die vegetativen Zellen
oder Pilzkonidien nach iiber einstiindiger Einwirkung von Ethanol in niedrigen
Konzentrationen (2,5; 5; 7,5; 10 und 15 Vol.-%) nicht inaktiviert. Auch durch 20
Vol.-% Ethanol erfolgte bei den meisten Priifstimmen keine Inaktivierung. Nur
bei Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae war damit
eine relativ geringe Inaktivierung und Reduktion der Zahl vermehrungsfihiger
Zellen in der Grossenordnung von etwa ein bis zwei Zehnerpotenzen nachweisbar.

Eine starke bis vollstindige Inaktivierung erfolgte dagegen nach kurzzeitiger
bis einstiindiger Einwirkung der hoheren Ethanolkonzentrationen von 37,5 und
50 Vol.-% (Tabelle 1). Dabei zeigten sich ausgeprigte Unterschiede in der Etha-
nolresistenz zwischen Bakterien- und Hefezellen einerseits und Schimmelpilzko-
nidien andererseits. Alle gepriiften Bakterien und Hefen wurden nach einstiindi-
ger Einwirkung bereits durch 37,5 Vol.-% Ethanol vollstindig inaktiviert, die
meisten Pilzkonidien dagegen erst durch 50vol.-%iges Ethanol.

Die gramnegativen Bakterien waren am empfindlichsten und wurden durch
37,5% Ethanol bereits innerhalb von 5 Minuten abgetotet. Die grampositiven
Bakterien und auch Saccharomyces cerevisiae waren etwas resistenter und wurden
durch 37,5% Ethanol erst nach 15 bis 60 Minuten inaktiviert. Ein entsprechendes
Verhalten zeigten auch die deutlich empfindlicheren Sporen von Mucor racemo-
sus und Konidien von Ewrotium herbariorum.

Die Konidien der Aspergillus-, Penicillium- und Neosartoria-Arten wurden in
37,5 Vol.-% Ethanol auch nach 90 Minuten langer Einwirkung nur teilweise und
erst in 50%igem Ethanol nach 30 bis 60 Minuten vollstindig inaktiviert. Beson-
ders auffillig war die relativ hohe Ethanolresistenz der Konidien des hier gepriif-
ten Stammes von Aspergillus niger.

Ethanolvorbehandlung und Hitzepasteurisation von Bacillussporen

Bei drei Bacillusarten unterschiedlicher Sporenhitzeresistenz wurde die Wirk-
samkeit der beiden Vorbehandlungsverfahren zur selektiven Sporenkoloniezih-
lung: (A) Ethanolexposition und (B) Hitzepasteurisation verglichen. Dazu wur-
den aliquote Anteile einer Ausgangssuspension jeweils 15, 30, 60 und teilwei-
se auch 45 und 90 Minuten mit 37,5- und 50%igem Ethanol (exakt 38,13 und
51,66 Vol.-%) vorbehandelt, parallel dazu jeweils 10 Minuten bei Temperaturen
von 60, 65, 70, 75, 80 und 100 °C erhitzt und danach Koloniezihlungen durchge-
fithrt. Bei allen drei Arten wurden Suspensionen mit mittlerer (etwa 50%iger)
und starker (etwa 80- bis 100%iger) Versporung gepriift, bei B. subtilis auch noch
mit sehr geringer (< 0,02%iger) Versporung. Zur Priifung eines moglichen Ein-
flusses des Sporenalters wurden die mittel versporten Suspensionen nach jeweils 1
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und 6 Tage langer Lagerung bei + 4 °C untersucht. Die Ergebnisse der verglei-
chenden Koloniezihlungen sind in den Abbildungen 1 bis 3 und der Tabelle 2
zusammengefasst.

Nach den Ethanolvorbehandlungen waren bei allen untersuchten Suspensio-
nen sowohl bei beiden Ethanolkonzentrationen als auch bei allen 4 bis 5 ange-
wandten Expositionszeiten sehr konstante Werte der Koloniezahlen zu verzeich-
nen. Die mittleren Abweichungen lagen innerhalb der methodisch bedingten
Fehlergrenzen des Koloniezahlverfahrens.

Nach der Hitzepasteurisation nahmen dagegen die Koloniezahlen je nach
spezifischer Sporenhitzeresistenz der drei Arten mit zunehmender Pasteurisa-
tionstemperatur mehr oder weniger stark ab.

Bei B. subtilis, der Art mit der grosseren Sporenresistenz, blieben die Werte bis
zur Pasteurisationstemperatur von 80 °C annidhernd konstant, zeigten aber ins-
gesamt grossere Schwankungen als nach Ethanolvorbehandlung. Erst nach 10 Mi-
nuten langer Erhitzung bei 100 °C erfolgte eine Reduktion der Koloniezahlen um
etwa 4 Zehnerpotenzen.

Bei B. cereus, der Art mit mittlerer Sporenresistenz, nahmen die Koloniezah-
len mit zunehmender Pasteurisationstemperatur nur relativ wenig, aber doch
deutlich ab. Dabei war diese Abnahme bei der mittel versporten Suspension we-
sentlich stirker ausgeprigt als bei der stark versporten Suspension.

Bei B. megaterium, der Art mit der geringsten Sporenresistenz, nahmen die Ko-
loniezahlen gleichermassen in den mittel und stark versporten Suspensionen be-
reits nach 10 Minuten langer Erhitzung bei 75°C stark ab.

Sowohl bei B. cereus als auch bei B. megaterium hatte eine 10 Minuten lange Er-
hitzung bei 100 °C eine Koloniezahlreduktion um iiber 6 Zehnerpotenzen zur
Folge.

Besonders auffillig waren bei den beiden Arten mit hoherer Sporenresistenz,
B. subtilis und B. cereus, die deutlich hoheren Koloniezahlen nach beiden Vorbe-
handlungsverfahren in den 6 Tage alten gegeniiber den nur einen Tag alten Sus-
pensionen. Nach den ermittelten Koloniezahlen ergab sich dabei eine Erh6hung
der prozentualen Versporung von etwa 30% in der einen Tag alten Suspension
um das Doppelte auf iiber 60% in derselben, aber 6 Tage gelagerten Suspen-
sion (Tabelle 2). Bei B. megaterium war dies weit weniger deutlich der Fall.

Bei den einen Tag alten Suspensionen von B. megaterium mit mittlerer Verspo-
rung ergaben beide Kombinationen von Ethanolvorbehandlung (50%, 30 min)
mit Hitzepasteurisation (60 bis 80 °C, 10 min) keine signifikanten Unterschiede
in den Koloniezahlen im Vergleich zur Hitzepasteurisation allein, unabhingig
davon, ob zuerst erhitzt oder mit Ethanol vorbehandelt wurde.

Ethanolvorbehandlung und Hitzepasteurisation von Gewiirzen

Bei 27 unterschiedlich stark versporten Gewiirzen, Trockengemiise- und Krau-
terpulvern des Handels wurde die Wirksamkeit der beiden Vorbehandlungsver-
fahren zur selektiven Koloniezahlung der vorhandenen Bacillussporen verglei-
chend bestimmt.
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In einer ersten Serie wurden 8 Gewiirze, hauptsichlich verschiedene Pfeffer-
sorten, mit gleicher Methodik, wie sie bei den Bacillus-Reinkulturen angewandt
worden war, untersucht (Tabelle 3). Alle Produkte waren mit Sporenkoloniezah-
len in der Grossenordnung zwischen 5 x 107 und 10* KBE g™ und einem durch-
schnittlichen prozentualen Versporungsgrad von 83% stark versport. Dabei1 zeig-
ten die Werte der Sporenkoloniezahlen nach Ethanolvorbehandlung und Hitze-
pasteurisation bis einschliesslich bei 80 °C keine signifikanten Unterschiede. Le-
diglich bei der Paprikaprobe (Nr. 7) waren die Koloniezahlen nach 10 min Erhit-
zung bei 80°C um etwa die Hilfte reduziert.

Bei weiteren 19 Gewiirzen sowie Trockengemiise- und Krauterpulvern wurden
bei der Ethanolvorbehandlung nur die beiden Expositionszeiten von 15 und 60
Minuten und bei der Hitzepasteurisation neben 60 und 80 °C auch noch die ho-
heren Erhitzungstemperaturen von 90, 95 und 100 °C gepriift (Tabelle 4). Die Ge-
samtkeim- und auch Sporenbelastung variierte in einem weiten Bereich zwischen
107 bis 10* bzw. 10> KBE g! ebenso wie der prozentuale Sporengehalt zwischen
100 und 0,2%. Von wenigen Ausnahmen abgesehen waren auch hier die Sporen-
koloniezahlen nach Ethanolvorbehandlung und Hitzepasteurisation bei 80 °C
innerhalb der methodischen Fehlergrenzen weitgehend identisch. Erst nach Er-
hitzung bei héheren Temperaturen von 90, 95 und 100 °C nahmen die Sporenko-
loniezahlen zunehmend stirker ab (Abb. 5, 6 und 7). Eine der Ausnahmen war
das Paprikapulver (Nr. 14), bei dem die Sporenzahlen nach Erhitzung auf 80 °C
iiber eine halbe Zehnerpotenz niedriger als nach Ethanolvorbehandlung lagen
(Abb. 4).

In Tabelle 5 sind die Gesamtergebnisse der Koloniezahlungen bei allen 27 ver-
schiedenen Gewiirzen zusammengestellt. Die absoluten Sporenkoloniezahlen la-
gen zwischen 107 und unter 10? KBE g! mit einer deutlichen Dominanz der Spo-
renzahlen von 10° bis 107 g-'. Der auf die Gesamt-KBE bezogene prozentuale
Sporengehalt lag bei iiber der Halfte der Proben zwischen 54 und 100%, bei 7
Proben unter 35% und bei 4 Proben unter 1%. Es wurden keine Hefen, sondern
nur Schimmelpilze iberwiegend in der Grossenordnung von 10° bis 104, bei 4
Proben von 10° und bei einer Probe sogar von 10® KBE g™ nachgewiesen.

Diskussion

Ethanolinaktivierung von Bakterien, Hefen und Pilzkonidien

Die rasche mikrobizide, aber nicht sporizide Wirkung héherer Ethanolkon-
zentrationen zwischen 60 und 80 Vol.-% ist seit langem gut bekannt (4). Uber die
unteren Grenzkonzentrationen der antimikrobiellen Wirksamkeit des Ethanols
gibt es dagegen weit weniger und teilweise kontroverse Befunde.
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Tabelle 3. Vergleich der Wirksamkeit der beiden Vorbehandlungsverfahren zur selektiven Koloniezihlung

von Bacillussporen bei 8 verschiedenen Gewiirzen:
A) Einwirkung von 37,5 und 50%igem Ethanol fiir 15, 30 und 60 Minuten
B) 10 Minuten lange Erhitzung bei 60, 65, 70, 75, 80 und 100 °C

log KBE g! nach Koloniezihlung im Oberflichenverfahren

A) Einwirkungszeiten in Minuten von

Prc&ben- Gewiirze Kon- B) nach 10 Minuten langer Erhitzung bei °C
- ::)él:_ 37,5% Ethanol 50% Ethanol
handelt I ¢ 30 60 15 30 60 60 65 70 75 80 100

4 Pfeffer, schwarz 7,76 | 7,70 | 7,73 | 7,66 | 7,63 | 7,75 | 7,62 | 7,75 | 7,73 | 7,76 | 7,75 | 7,74 | 5,88
(Korner)

3 Pfeffer, schwarz 7,51 | 7,30 | 7,35 | 7,41 | 7,47 | 7,46 | 7,36 | 7,48 | 7,39 | 7,49 | 7,45 | 7,44 | 5,37
(Korner)

7 Paprika 6,58 | 6,45 | 6,53 | 6,38 | 6,61 | 6,51 | 6,61 | 6,56 | 6,54 | 6,47 | 6,31 | 5,97 | 2,60

2 Pfeffer, schwarz 6,36 | 6,37 | 6,26 | 6,20 | 6,38 | 6,44 | 6,28 | 6,31 | 6,45 | 6,49 | 6,32 | 6,39 | 4,35
(Korner)

8 Curry 6,36 | 6,35 | 6,35 | 6,40 | 6,32 | 6,34 | 6,32 | 6,48 | 6,48 | 6,41 | 6,43 | 6,35 | 3,54

1 Pfeffer, schwarz 6,36 | 6,34 | 6,40 | 6,20 | 6,28 | 6,27 | 6,34 | 6,30 | 6,40 | 6,30 | 6,26 | 6,10 | 3,16
(Korner)

6 Pfeffer, weiss 6,01 | 599 | 5,89 | 5,88 | 5,86 | 596 | 5,77 | 6,00 | 5,89 | 5,90 | 5,81 | 5,72 | 2,19
(gemahlen)

5 Pfeffer, weiss 3,98 | 4,02 | 3,99 | 3,91 | 3,90 | 4,00 | 3,96 | 4,06 | 3,97 | 4,00 | 3,91 | 3,88 | n.b.
(Korner)
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Tabelle 4. Vergleich der Wirksamkeit der beiden Vorbehandlungsverfahren zur selektiven Koloniezihlung
von Bacillussporen bei 19 verschiedenen Gewiirzen und Trockengemiise- und Kriuterpulvern:
A) Einwirkung von 37,5 und 50%igem Ethanol fiir 15 und 60 Minuten

B) 10 Minuten lange Erhitzung bei 60, 80, 90, 95 und 100 °C

log KBE g~! nach Koloniezihlung im Oberflichenverfahren

A) Einwirkungszeiten in Minuten von

B) nach 10 Minuten langer Erhitzung bei °C

Kon-
Prcr)\lb:n- Gewiirze, Trockengemiise- und Kriuterpulver L:?gl:_ 37,5% Ethanol 50% Ethanol
handelt [ 60 15 60 60 80 9 95 100

9 Pfeffer weiss 7,89 | 7,81 | 7,68 | 7,60 | 7,65 | 7,75 | 7,79 | 7,56 | 7,18 | 5,87
23 Salatgewiirz 7,39 | 7,00 | 7,04 | 6,36 | 6,93 | 7,14 | 6,82 | 6,72 | 523 | 5,32
18 Petersilie 7,38 | 4,47 | 4,51 | 4,49 | 4,62 | 4,85 | 4,66 | 4,74 | 4,60 | 3,43
14 Paprika 7,00 | 7,02 | 7,03 | 7,13 | 7,07 | 7,00 | 6,50 | 4,88 | 2,97 | <2,0
10 Pfeffer, weiss, gemahlen 6,85 | 6,00 | 5,98 | 6,34 | 6,14 | 6,06 | 6,05 | 538 | 4,62 | 3,60
12 Curry 6,84 | 7,18 | 6,87 | 7,04 | 6,93 | 6,85 | 6,95 | 6,49 | 5,64 | <2,0
11 Curry 6,71 | 6,58 | 6,58 | 6,60 | 6,55 | 6,71 | 6,46 | 5,45 | 4,74 | 2,92
22 Salatgewiirz 6,41 | 530 | 5,30 | 5,34 | 5,43 | 5,51 | 5,33 | 4,72 | 3,95 | 3,07
24 Salbei 5,79 | 3,73 | 3,61 | 3,81 | 3,64 | 4,16 | 3,82 | 2,95 | 2,72 | 2,68
20 Gewiirzmischung 5,76 | 5,68 | 5,69 | 5,70 | 5,77 | 5,76 | 5,58 | 5,26 | 4,83 | 4,23
21 Schnittlauch 5,40 | 2,72 | 2,77 | 2,38 | 2,57 | 3,88 | 2,89 | <2,0 | <2,0 | <2,0
13 Curry, alt 5,38 | 4,95 | 4,94 | 4,76 | 4,77 | 5,34 | 4,81 | <3,0 | <2,0 | <2,0
15 Koriander 491 | 3,81 | 3,84 | 3,58 | 3,71 | 4,43 | 3,57 | 2,88 | 2,82 | 2,96
17 Muskat 4,87 | 2,67 | 3,04 | 2,88 | 2,56 | 3,29 | 3,09 | 2,42 | <2,0 | <2,0
19 Kiimmel 4,81 | 4,09 | 4,16 | 4,06 | 4,25 | 4,74 | 4,29 | 3,16 | 2,85 | <2,0
27 Knoblauch 4,70 | 4,69 | 4,69 | 4,57 | 4,66 | 4,72 | 4,51 | 4,33 | 3,69 | <2,0
25 Estragon 4,66 | 3,90 | 4,08 | 4,08 | 4,07 | 4,46 | 4,11 | 3,75 | 3,63 | 3,55
26 Sellerie 4,58 | 4,21 | 4,27 | 433 | 4,29 | 448 | 432 | 3,94 | 3,93 | 3,56
16 Senfkdrner 3584l i3 6451 3163407350012 3,57 1231761 % 3:55 717 3,19 11 -2.70..|: <20
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= Abb.4bis 7. Vergleich der Wirksamkeit der beiden Vorbehandlungsverfahren:

Ethanolexposition (37,5 und 50 Vol.-%, 15 bis 60 min) und Erhitzung (10 min bei 60 bis 100 °C) zur selektiven Kolo-
niezihlung von Bacillussporen bei 4 unterschiedlich stark verkeimten und versporten Gewiirzen
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Tabelle 5. Gesamtergebnisse der Koloniezdhlungen bei 27 verschiedenen Gewiir-
zen und Gemiisetrockenpulvern
— Gesamt-KBE g!'; — Schimmelpilz-KBE g
— Bacillussporen KBE-g! nach 60 min Einwirkung von 50%igem Ethanol

— prozentualer Bacillussporengehalt (bezogen auf Gesamt-KBE)

KBE g-!
Pf"[\c}:kt Frodukte Gesamt- Schimmelpilz- Dagillussporen
BOE KBE %
. Hober prozentualer
Sporengehalt (= 50%)
9 Pfeffer, weiss 78 000 000 11 000 45 000 000 58
4 | Pfeffer, schwarz 58 000 000 10 000 42 000 000 72
3 Pfeffer, schwarz 32 000 000 13 000 23 000 000 72
14 | Paprika 10 000 000 14 000 12 000 000 | 100
12 | Curry 6 900 000 23 000 8 500 000 | 100
11 Curry 5100 000 17 000 3 600 000 71
7 | Paprika 3 800 000 < 500 4100000 | 100
1 Pfeffer, schwarz 2 300 000 < 500 2 200 000 96
8 | Curry 2 300 000 1100 2100 000 91
2 Pfeffer, schwarz 2 300 000 1200 1 900 000 83
6 Pfeffer, weiss 1 000 000 140 000 590 000 59
20 | Gewiirzmischung 580 000 <500 590 000 | 100
27 | Knoblauch 50 000 <500 46 000 92
26 | Sellerie 38 000 < 500 20 000 53
5 | Pfeffer, weiss 9 600 1 800 9 100 95
16 Senfkorner 6 900 3 000 3700 54
I1. Geringer prozentualer
Sporengehalt (< 35%)
23 Salatgewiirz 25000 000 26 000 8 500 000 34
10 | Pfeffer, weiss 7 100 000 220 000 1400 000 20
22 Salatgewiirz 2 600 000 7 600 270 000 10
13 Curry 240 000 <500 59 000 25
15 | Koriander 81 000 7 100 5100 6
19 | Kiimmel 65 000 14 000 18 000 28
25 | Estragon 46 000 17 000 12 000 26
I11. Sehr geringer Sporen-
gehalt (< 1%)
18 Petersilie 24 000 000 120 000 42 000 0,2
24 | Salbei 620 000 190 000 4 400 0,7
21 Schnittlauch 250 000 1300 000 < 500 | <02
17 | Muskat 74 000 1100 <500 | <0,7
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Die bakteriostatischen Ethanolkonzentrationen konnen je nach Milieubedin-
gungen sehr niedrig sein. Fried und Nowvick (5) konnten zeigen, dass nach Etha-
nolzugabe zu einer Kultur von E.coli K-12 in exponentieller Wachstumsphase
eine mit der Ethanolkonzentration zunehmende Reduktion der Wachstumsrate,
ab 1,1 M Ethanol Hemmung der Zellteilung und ab 1,6 M (= ca. 7,4%) Inaktivie-
rung erfolgt. Nach Dagley et al. (6) wird bereits durch 0,4 M (= ca. 1,2%) Ethanol
die lag-Phase von Aerobacter aerogenes stark verlingert. Heinmets et al. (7) beobach-
teten, dass durch sehr kurze, nur 10 Minuten lange Einwirkung von 20%igem
Ethanol die Vermehrung von E.coli reversibel gehemmt wird. Die Hem-
mung war durch Zugabe von Metaboliten wieder aufhebbar.

In Untersuchungen zur Steigerung der Toleranz von Bakterien gegeniiber bak-
teriziden Stoffen konnten Wigert et al. (8) bei Staphylococcus aureus durch 75 Pas-
sagen bei subletalen Konzentrationen die Toleranz, d. h. Vermehrungsfihigkeit,
von 6% auf 12% Ethanol steigern. Feuerpfeil et al. (9) erreichten bei Pseudomonas
aeruginosa und vier Enterobacteriaceen-Arten nach 50 Passagen Toleranzsteige-
rungsfaktoren von 2 bis 4. Hermann et al. (10) bestimmten in 24stiindigen Schiit-
telkulturen als bakteriostatische Konzentrationen fiir Staphylococcus saprophyticus
10 bis 15% und fir Lactobacillus spec. 14 bis 16% Ethanol.

Die niedrigsten bakteriziden Ethanolkonzentrationen liegen je nach Dauer der
Einwirkungszeiten zwischen etwa 8 bis 25 Vol.-%. Alkoholische Getrinke sind
bei Ethanolgehalten von iiber 17 bis 20 Vol.-% erfahrungsgemiss mikrobiologisch
stabil. In Eierlikor mit einem Gehalt von 17,2 Vol.-% Ethanol wurden nach massi-
ver Beimpfung fiinf Salmonella-Serotypen und drei Phagentypen von Staphylococ-
cus awureus innerhalb von 24 Stunden vollstindig inaktiviert (11). Eierlikor mit
einem Gehalt von 20 Vol.-% Ethanol war nach Beimpfung mit Escherichia coli
und verschiedenen Salmonella-Arten innerhalb von 4 bis 12 Stunden keim-
frei (12, 13, 14). In Whisky eingeimpfte Zellen von 11 Stimmen von Vibrio cholera
wurden ebenfalls innerhalb von 24 Stunden inaktiviert (15).

Zur raschen Inaktivierung von Bakterien innerhalb von 5 bis 60 Minuten sind
hohere Ethanolkonzentrationen von 30 bis 50 Vol.-% notwendig (3, 16). Dabei
sind grampositive Bakterien, insbesondere Streptokokken, meist deutlich resi-
stenter als gramnegative Arten (3, 16, 17), wie dies auch in vorliegenden Untersu-
chungen der Fall war. Koransky et al. (3) konnten nach 60 Minuten langer Einwir-
kung von 25%igem Ethanol nur eine relativ geringe Keimzahlreduktion um ein
bis drei Zehnerpotenzen nachweisen, wihrend 10%ige Ethanollésungen unwirk-
sam waren.

Die fungistatische und fungizide Ethanolwirkung wurde vor allem von Gezges
und Kuchen (18) im Hinblick auf die langfristige Konservierung von Brot mit
Ethanol eingehender untersucht (19). Danach werden Schimmelpilzkonidien be-
reits bei Konzentrationen von iiber 6 bis 7 Vol.-% Ethanol am Auskeimen ge-
hemmt. Die Konidien von Penicillium expansum, P. implicatum und P. lanoso-coeru-
leum, von Aspergillus oryzae und Trichoderma harzianum wurden im Suspensions-
versuch nach tage- und wochenlanger Exposition bei Ethanolkonzentrationen
zwischen 8 und 13 Vol.-% inaktiviert. Nur Neurospora sitophila war sehr empfind-
lich und wurde bereits durch 2 bis 4 Vol.-% Ethanol innerhalb weniger Wo-
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chen abgetotet. Vier gepriifte Hefen: Saccharomyces cerevisiae, Hansenula anomala,
Pichia burtonii und Endomycopsis spec. zeigten eine hohere Ethanoltoleranz. Sie
konnten auf Brot noch mit einem Ethanolgehalt, bezogen auf die wisserige Phase
bis 9 bis 10 Vol.-% wachsen, wurden aber bei Ethanolkonzentrationen von tiiber
13 Vol.-% mehr oder weniger rasch inaktiviert. Ahnlich fanden Hermann et al. (10)
bei Saccharomyces cerevisiae bei 10 Vol.-% Ethanol innerhalb von 4 bis 24 Stunden
eine Koloniezahlreduktion um eine, bei 15 Vol.-% um zwei Zehnerpotenzen und
erst bei 20 Vol.-% rasche Inaktivierung innerhalb von 4 Stunden.

Bei kurzzeitiger Exposition waren umgekehrt Pilzkonidien erheblich resisten-
ter als Hefen (18). Pichia burtonii wurde im Suspensionsversuch innerhalb einer
Stunde bereits durch 26,1 Vol.-%, Hansenula anomala durch 32,7 Vol.-% Ethanol
inaktiviert. Demgegeniiber wurden Konidien der drei Penicilliumarten P. rogue-
fortii, P. expansum und P. verruconi innerhalb einer Stunde erst durch 50 Vol.-%
Ethanol abgetotet. Bei 42 Vol.-% waren nach einstiindiger Einwirkung noch
keim- und wachstumsfihige Konidien nachweisbar. In den vorliegenden Unter-
suchungen zeigte nur der gepriifte Aspergillus niger-Stamm eine dhnlich hohe
Resistenz. Bei allen anderen untersuchten Pilzen wurden die Konidien bzw. Spo-
ren durch 50 Vol.-% Ethanol bereits innerhalb von 15 bis 30 Minuten inaktiviert.
Das gelegentliche Pilzwachstum in den Anreicherungskulturen nach 15 bis 60
Minuten langer Einwirkung von 50 Vol.-%igem Ethanol bei Neosartorya fischeri
diirfte auf die Anwesenheit von Ascosporen zuriickzufiithren sein. Diese ausge-
pragt hitzeresistenten Fruktifikationsorgane sind offenbar gleichzeitig auch star-
ker ethanolresistent. Auch bei Hefen wie Saccharomyces cerevisiae und Schizosac-
charomyces pombe werden die Ascosporen durch 33 bzw. 30 Vol.-% Ethanol nicht
inaktiviert (20, 21). Die Ascosporen von Byssochlamys fulva iiberdauern sogar eine
20 Minuten lange Einwirkung von 85%igem Ethanol (22).

Die Mechanismen der Ethanoltoleranz sowie der mikrobistatischen und mi-
krobiziden Wirkung des Ethanols sind bisher noch nicht ausreichend abgeklirt.
Ein primirer Effekt des Ethanols ist neben der Verminderung der Wasseraktivitit
(a,-Wert) (10) offenbar eine Anderung von Struktur und Funktion der Zellmem-
branen (5, 10, 23, 24, 27). Ingram (23) beobachtete bei E.coli bei Wachstum in Ge-
genwart von 4 Vol.-% Ethanol signifikante Verinderungen in der Lipidzusam-
mensetzung der Zellmembranen. Die ungewohnlich hohe Toleranz von Saccharo-
myces sake bei der Sakeherstellung gegeniiber 20 bis 21% Ethanol ist nach Hayas-
hida et al. (26) auf die Inkorporation von aus den Kojipilzmycelen stammenden
ungesattigten Fettsiurekomplexen in die Hefezellmembranen zuriickzuftihren.
Auch bei Saccharomyces cerevisiae war durch Zugabe von poly-ungesittigten Fett-
siuren oder Steroiden eine deutlich hohere Ethanoltoleranz erreichbar (24, 25).
Wahrscheinlich sind die Zellmembranen der luftexponierten Pilzkonidien aus-
trocknungsresistenter und werden aus diesem Grunde bei kurzzeitiger Exposition
nur durch relativ hohe Ethanolkonzentrationen inaktiviert. Nach Durchtritt des
Ethanols durch die Barriere der Plasmamembranen wird dann die mehr oder we-
niger rasche Inaktivierung hochstwahrscheinlich durch Denaturierung der
membrangebundenen und intrazelluliren Enzyme verursacht (4, 5, 24, 25, 27).
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Zusammenfassend ist also festzustellen, dass vegetative Bakterien und Hefen
durch 35 bis 40 Vol.-% Ethanol innerhalb einer Stunde und durch 50 Vol.-% be-
reits innerhalb von 5 bis 15 Minuten sicher inaktiviert werden. Lingere Einwir-
kungszeiten von 50 Vol.-% Ethanol bis zu einer Stunde sind nur zur Inaktivie-
rung der resistenteren Konidien einiger Schimmelpilzarten notwendig. Uber-
dauern konnen diese Bedingungen lediglich die relativ selten vorkommenden
hitzeresistenten Ascosporen einiger Pilzarten.

Ethanolwirkungen auf Sporen und Sporenbildner

Reife Sporen von Bacillus- und Clostridiumarten sind gegentiber Ethanol resi-
stent und werden auch bei hohen Konzentrationen und langer Exposition nicht
geschadigt (2, 3, 4, 28, 29). Molin (30) konnte zeigen, dass Bacillussporen nach
iber dreijjahriger Lagerung in 95%igem Ethanol noch weitgehend keim- und
vermehrungsfihig waren. Dagegen kann Ethanol bereits in niedrigeren Konzen-
trationen unterschiedliche Wirkungen auf Sporenkeimung und Wachstum der
vegetativen Zellen haben: Aktivierung der Sporen einerseits, Hemmung der Spo-
renkeimung, Reduktion der Wachstumsrate der ausgewachsenen Zellen und
Hemmung der Sporulation andererseits.

Sporenaktivierung durch Ethanol

Bei vielen Sporenbildnern ist vor der Keimung der Sporen zunichst eine Akti-
vierung notwendig, entweder durch kurze Erhitzung der Sporensuspensionen bei
erhohten, aber noch subletalen Temperaturen, wie z. B. 10 Minuten bei 60 °C,
oder durch Einstellung niedrigerer oder hoherer pH-Werte, Zusatz von reduzie-
renden oder anderen Stoffen wie Dimethylformamid- oder Dimethylsulfoxid u.a.
(29). Die Aktivierung ist ebenso auch durch kurze, d. h. 5 Minuten lange Exposi-
tion bei hoheren Ethanolkonzentrationen von iiber 20%, optimal von iiber 50 bis
60% moglich. Mit heissem absolutem Ethanol kénnen die Sporen dagegen deak-
tiviert werden und sind danach sowohl durch Erhitzung als auch durch niedrige-
re Ethanolkonzentrationen wieder reaktivierbar. Als Ursache der Aktivierung
wird insgesamt eine verbesserte und raschere Wasseraufnahme und Hydratation
der Sporen angenommen (31, 32).

In den vorliegenden Untersuchungen lagen die Koloniezahlen nach den Etha-
nolvorbehandlungen und der 10 Minuten langen Hitzeaktivierung bei 60 °C so-
wohl bei den Bacillusreinkulturen (Abb. 1 bis 3) als auch bei den Gewiirzen
(Tabellen 3 und 4) ohne signifikante Abweichungen weitgehend in gleicher Gros-
senordnung. Nur bei einigen weniger mit Sporen belasteten Gewiirzen mit Ge-
samtkoloniezahlen zwischen 10% und 10° KBE g (Tabelle 4) lagen die Kolonie-
zahlen nach Erhitzung bei 60 °C etwas hoher als nach den Ethanolvorbehand-
lungen. Hier waren aber wie z. B. beim Schnittlauch- und Muskatpulver nach der
Erhitzung neben Bacillusarten noch thermoresistentere vegetative Bakterien wie
insbesondere Enterokokken nachweisbar und weitgehend fiir diese Unterschiede
verantwortlich.
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Milde Hitze- und Ethanolvorbehandlungen haben also insgesamt die gleiche
aktivierende Wirkung auf die Sporen. Wie die Ergebnisse der Untersuchungen
mit Kombination beider Vorbehandlungsverfahren gezeigt haben, wurde die Ak-
tivierung dadurch weder synergistisch verstirkt noch abgeschwicht, gleich ob
zuerst erhitzt und dann Ethanol angewandt wurde oder umgekehrt. Auch resul-
tierte aus dieser relativ drastischen, doppelten Vorbehandlung keine Schidigung
der Sporen. Bei B. megaterium waren die Sporenkoloniezahlen nach kombinierter
Ethanolbehandlung und 10 Minuten Erhitzung bei 60 bis 80 °C innerhalb der
Fehlergrenze des Koloniezihlverfahrens weitgehend gleich (Abb. 3 unten).
Dasselbe war bei B. subtilis nach Erhitzung bei 60 und 80 °C der Fall. Insgesamt
bestitigen die Ergebnisse, dass die Ethanolvorbehandlung die Hitzeaktivierung
voll ersetzt und damit eine zusitzliche Hitzebehandlung zur Sporenaktivierung
unnotig macht.

Ethanolbemmung von Sporenkeimung, Vermehrung und Sporulation

Wenn die aktivierten Sporen dann auskeimen, kann die Keimung bereits
durch 0,5 Vol.-% Ethanol verzégert und durch 1,4 Vol.-% und hohere Ethanol-
konzentrationen vollstindig gehemmt werden. Dabei ist die Hemmung reversi-
bel. Die Keimung geht weiter, wenn das Ethanol noch im Keimstadium wieder
entfernt wird (33—35). Es ist also bei Koloniezihlungen wichtig, dass die Spo-
rensuspensionen bzw. Lebensmittelhomogenisate nach der Ethanolexposition so
weit verdiinnt werden, dass der Restethanolgehalt im Kulturmedium weniger als
0,5 Vol.-% betrigt. Dies ist bei tiblichen Koloniezihlungen im Oberflichenver-
fahren mit Ausstrich von 0,1 ml pro Platte in der Regel der Fall. Nur bei sehr ge-
ringer Sporenbelastung von unter 10? bis 10° Sporen-KBE g-! sind dann Mem-
branfiltrationsverfahren, bei denen das Ethanol durch Nachspiilung entfernt wer-
den kann, anzuwenden.

Nach den Befunden von Bobin et al. (36) wird bei B. subtilis die Wachstumsra-
te der vegetativen Zellen ab etwa 1 Vol.-% Ethanol mit steigenden Konzentratio-
nen zunehmend stirker reduziert und gleichzeitig die Sporulation weitgehend
gehemmt. Dabei erfolgt die Sporulationshemmung bereits in einem sehr frithen
Stadium noch vor der Septumbildung offenbar ebenfalls durch Einwirkungen auf
die Zellmembranen. Die Hitzeresistenz der Sporen wird dagegen erst in spiteren
Stadien nach Zunahme des Calcium- und Dipicolinsduregehaltes ausgebildet
(29, 37). Es ist anzunehmen, bisher aber noch nicht genauer untersucht, dass ahn-
lich auch die Resistenz gegeniiber hoheren Ethanolkonzentrationen erst in die-
sen spdteren Sporulationsstadien ausgebildet wird.

Ethanol- und Hitzeresistenz der Sporen

Beim Vergleich von Ethanol- und Hitzeeinwirkungen auf Sporen ist deren
spezifische Hitzeresistenz zu beriicksichtigen. Von Briggs (38) wurden bei Spo-
rensuspensionen in Wasser fur B. subtilis D,yg.c-Werte von 11,3 min, fiir B. cereus
von 5,5 min und fiir B. megaterium von 1,0 min bestimmt. Murrel und Wardt (39)
ermittelten bei in P-Puffer suspendierten Sporen fiir B. subtilis var. niger und

146

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 76 (1985)



B. megaterium ihnliche D,yjoc-Werte von 1,7 bis 6,7 bzw. 2,3 min, wihrend der
Wert fiir B. cereus mit 14,2 min erheblich hoher lag. Die Hitzeresistenz der Sporen
kann bekanntlich von Stamm zu Stamm sehr unterschiedlich und auch von den
Anzuchtbedingungen abhingig sein (29).

Von den hier untersuchten Stimmen waren dhnlich wie bei Briggs (38) die
Sporen von B. subtilis var. niger am hitzeresistentesten, von B. cereus etwas weniger
resistent und von B. megaterium deutlich hitzeempfindlicher. Dementsprechend
lagen bei B. subtilis die Sporenzahlen nach Ethanol- und Hitzebehandlung weit-
gehend in gleicher Gréssenordnung (Abb. 1). Bei B. cereus (Abb. 2) waren die Spo-
renzahlen nach 10 min Erhitzung bei 80 °C um etwa eine Zehnerpotenz, bei
B. megaterium (Abb. 2) dagegen um fast drei Zehnerpotenzen niedriger als nach
der Ethanolexposition. Dies war gleichermassen bei den stark versporten Suspen-
sionen mit dlteren, ausgereiften Sporen wie auch bei den geringer versporten Sus-
pensionen mit jiingeren, teilweise auch etwas weniger hitzeresistenten Sporen
der Fall. Der deutliche Anstieg des prozentualen Sporengehaltes in den mittel
versporten Suspensionen von B. subtilis und B. cereus nach 6 Tagen Lagerung bei
4 °C im Vergleich zur Ausgangssuspension (Tabelle 2) ist wahrscheinlich auf eine
«endotrophe» Sporulation im nihrstoffarmen Medium zuriickzufiihren. Auch
hierbei waren — unter Beriicksichtigung der etwas geringen Hitzeresistenz der
Sporen von B. cereus — insgesamt keine gravierenden Unterschiede zwischen den
Sporenzahlen nach Ethanol- und Hitzebehandlung nachweisbar. Die Befunde
von Koransky et al. (3) von deutlich hoheren Sporenzahlen nach Ethanolvorbe-
handlung (50%, 1 h) im Vergleich zur Hitzebehandlung (80 °C, 15 min) waren
also nicht zu bestitigen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen mit Sporen von Bacillus-
reinkulturen in unterschiedlichen Reife- und Altersstadien zeigen also insgesamt,
dass beide Vorbehandlungsverfahren zur selektiven Sporenkoloniezahlbestim-
mung durchaus als gleichwertig zu bewerten sind, wenn man die spezifische Hit-
zeresistenz der betreffenden Sporen entsprechend beriicksichtigt. Der erhebliche
Vorteil der Ethanolvorbehandlung besteht darin, dass damit unabhingig von der
spezifischen Hitzeresistenz alle vorhandenen keimfihigen Sporen erfasst werden
konnen.

Bei den teilweise.sehr unterschiedlich stark versporten Gewiirzen und Kriu-
terpulvern waren, von wenigen Ausnahmen abgesehen, die Sporenzahlen nach
Ethanolexposition und Hitzepasteurisation bis einschliesslich bei 80 °C weitge-
hend identisch und zeigten nur geringe Abweichungen. Das lasst darauf schlies-
sen, dass in der natiirlichen Flora stirker hitzeresistente Sporen wie bei B. subtilis
dominieren. Nur bei den beiden Paprikaproben (Nr. 7 in Tabelle 3, Nr. 14 in Ta-
belle 4 und Abb. 4) lagen die Sporenzahlen nach 10 min Erhitzung bei 80 °C um
etwa eine halbe Zehnerpotenz niedriger als nach der Ethanolvorbehandlung. Es
war also ein hoherer Anteil weniger hitzeresistenter Sporen vorhanden.

Bei weiterer Erhohung der Pasteurisationstemperatur bis auf 100 °C, wie sie
in der Praxis oft angewandt wird, nahmen die Koloniezahlen im Vergleich zur
Ethanolvorbehandlung ganz erheblich, d. h. um 2 bis iiber 4 Zehnerpotenzen, .ab.
Damit werden also nur noch die wesentlich starker hitzeresistenten Sporen erfasst.
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Schliesslich ist noch darauf hinzuweisen, dass das Ethanolvorbehandlungsver-
fahren auch bei ungewohnlich hoher Belastung der Produkte mit Schimmelpilz-
konidien ohne Schwierigkeit durchfiihrbar war. Bei der Schnittlauchprobe Nr. 21
mit tiber 10¢ Schimmelpilz-KBE ml-! waren die wenigen vorhandenen Bacillus-
sporen (Tabelle 5) nach Ethanolexposition eindeutig ohne jede Pilzkontamina-
tion erfassbar.

Sporenzablbestimmung

Die sogenannte «Sporenzahl» wird bei Lebensmitteln und Gewiirzen bisher
ausschliesslich nach entsprechender Hitzepasteurisation der Produkte oder ihrer
Homogenisate durch Koloniezihlungen bestimmt. Zur Ermittlung der «aeroben
bzw. anaeroben mesophilen Sporenzahl» werden Pasteurisationstemperaturen
zwischen 70 und 80 °C oder von 100 °C angewandt. Zur Erfassung der weniger
hitzeresistenten Clostridiumsporen, wie z. B. des Typs E von Clostridium botuli-
num, wird oft tiberhaupt nicht erhitzt oder nur sehr kurz bei 60 °C aktiviert. In
der Regel werden die Pasteurisationsbedingungen wie Erhitzungsbehilter und
Volumina, Aufheiz- und Abkiihlungsbedingungen nicht genauer vorgeschrieben
oder angegeben. Sie sind weitgehend der Entscheidung des Untersuchers
tiberlassen. Das gilt dhnlich auch fiir die Erhitzungstemperaturen und -zeiten. Al-
lein fiir Gewiirze wurden in der Literatur zur Bestimmung der «aeroben mesophi-
len Sporenzahl» die in Tabelle 6 aufgefiihrten, 10 verschiedenen Pasteurisations-
bedingungen angegeben. Dabei ist insbesondere die Angabe «bei 100 °C» oft
nicht ausreichend eindeutig, wenn es z. B. heisst: «bis zum Kochen bringen»,
«Kochen», «im kochenden Wasser» oder dhnlich. Selten existieren exaktere Vor-
schriften, wie z. B. bei der Methode zur Bestimmung des «rope spore count» bei
Cerealien, in der angegeben wird, dass nach Einbringen des Probegefisses in ko-
chendes Wasser innerhalb von 5 Minuten eine Temperatur des Mediums von
mindestens 94 + 2 °C erreicht werden muss (55).

Bei Gewiirzen, Kriuterpulvern, Trockengemiise und anderen Zusatzstoffen zu
Lebensmitteln kann die Belastung mit hoher hitzeresistenten Sporen einerseits
und hitzeempfindlicheren Sporen andererseits je nach Provenienz, Verarbei-
tungs- und Mischungsbedingungen von Charge zu Charge ausserordentlich va-
riteren.

Beivielen Produkten konnen stirker hitzeresistente Sporen, wie z. B. von Bacil-
lus licheniformis, B. subtilis und anderen Arten, dominieren (41, 42, 51, 56— 59, 61).
In solchen Fillen sind bei Anwendung unterschiedlicher Pasteurisationstempera-
turen und -zeiten im Bereich zwischen 70 und 80 °C keine gravierenden Unter-
schiede in den Sporenzahlen zu erwarten. Im Vergleich dazu werden aber Erhit-
zungen auf 100 °C stets um einige Zehnerpotenzen niedrigere Werte ergeben, wie
auch die Beispiele in Tabelle 3 und 4 zeigen. Fiir alle Gewiirze und anderen Zu-
satzstoffe, die Lebensmitteln und Speisen vor intensivem Durchkochen oder
Hitzesterilisation zugesetzt werden, ist zweifellos nur die Zahl der hitzeresisten-
teren Sporen, die bei 95 bis 100 °C nicht inaktiviert werden, von hygienischem
und technologischem Interesse. Voraussetzung zur Bestimmung gut reproduzier-
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Tabelle 6. In der Literatur angegebene Pasteurisationstemperaturen und -zeiten
zur Bestimmung der «aeroben Sporenzahl» bei Gewiirzen

«aerobe Sporenzahl»
Pasteurisations-
temperatur zeit

b1 min Autoren

70 10 Julseth und Deibel (1974) (40)
70 10 Baxter und Holzapfel (1980) (41)
75 5 Sheneman (1973) (42)
80 5 Ruschke (1976) (43)
80 5 Michels und Visser (1976) (44)
80 10 Schweiz. Lebensmittelbuch (1969) (45)
80 15 Koransky et al. (1978) (3)
80 20 Fanelli et al. (1965) (46)
80 20 Tjaberg et al. (1972) (47)
80 30 Guarino und Peppler (1976) (48)
80 30 Thompsen (1976) (49)
80 30 Weber (1983) (50)
100 3 Coretti (1955) (51)
100 5 Zebnder (1979) (52)
100 5 Yesair und Williams (1942) (53)
100 3 OICC/AIFC (1977) (54)
100 20 AACC (1969) (55)

barer und vergleichbarer Sporenzahlen ist aber die konsequente Anwendung
exakt formulierter und standardisierter Pasteurisationsverfahren.

Andererseits konnen bei Gewiirzen und Gewiirzmischungen aber ebenso hdu-
fig erheblich weniger hitzeresistente Sporen, wie z. B. von Bacillus megaterium und
zahlreichen anderen Bacillus- und auch Clostridiumarten, vorherrschen (41, 56,
57,59—62). Die genaue Kenntnis der gesamten Sporenbelastung, unabhingig
von ihrer spezifischen Hitzeresistenz, also einschliesslich auch der hitzeempfind-
lichen Sporen, ist heute aber fiir alle Gewiirze und Zusatzstofte, die bei der Fer-
tiggerichtherstellung und in der Grossverpflegung angewandt werden, aussseror-
dentlich wichtig. Kiichen- oder tischfertige Speisen werden hiufig, wie z. B. bei
Tiefgefrierprodukten, nur unvollstindig gegart oder erst nach Erwirmung ge-
wiirzt bzw. «nachgewiirzt». Bei pasteurisierten Fertiggerichten wird fiir Pasteuri-
sation und Wiedererwirmung nach Kiihllagerung zwar eine 10 Minuten lange Er-
hitzung auf eine Kerntemperatur von 80 °C gefordert (63), aber in der Praxis
wahrscheinlich nicht immer konsequent durchgefiihrt. Auch bei der Zubereitung
von Instantprodukten werden insgesamt nur sehr kurze Zeit hohere Temperatu-
ren erreicht. Bei jedem lingeren Stehenlassen aller solcher und dhnlicher Speisen
konnen die vorhandenen und hitzeaktivierten Sporen rasch auskeimen, die ge-
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keimten Zellen sich vermehren und dann die mikrobiologische Qualitit und
Haltbarkeit beeintrichtigen (64, 65). Zudem besteht auch die Gefahr der Ver-
mehrung potentiell lebensmitteltoxigener Arten. Frank und Beyer (65) empfehlen
daher, iiberall dort, wo in Grosskiichen, Restaurants und Haushalt Speisen und
Reste fiir den nichsten Tag aufgehoben werden, keine naturbelassenen, sondern
nur noch entkeimte Gewiirze zu verwenden.

Entkeimte Gewiirze werden heute immer hiaufiger auch bei der industriellen
Herstellung von kurz- bis mittelfristig haltbaren Lebensmitteln angewandt. Sie
sind in der Regel nicht vollig frei von Bacillussporen. Der Sporengehalt ist aber
stark reduziert. Dabei sollte die Sporenzahl 10* g-! nicht tiberschreiten. Zur Beur-
teilung der Wirksamkeit der angewandten Entkeimungsverfahren (47, 50, 52, 61,
66) sind ebenfalls standardisierte Pasteurisations- und Kulturverfahren zur Spo-
renzahlbestimmung zu fordern. Wenn z. B. zur Wirksamkeitspriifung der Be-
strahlung mit ionisierenden Strahlen zur Gewiirzentkeimung einerseits 20 oder
30 Minuten bei 80 °C (47, 50), andererseits 5 Minuten bei 100 °C (52) pasteuri-
siert wird, so sind die danach bestimmten Sporenzahlen sicherlich nicht oder nur
sehr bedingt vergleichbar.

Schlussfolgerungen

Der grosse Vorteil der Ethanolvorbehandlung zur selektiven Koloniezihlung
von Sporen im Vergleich zur bisher iiblichen Hitzepasteurisation ist die Erfas-
sung aller vorhandenen Sporen unabhingig von ihrer spezifischen Hitzeresistenz.
Das Verfahren ist sehr einfach durchfiithrbar und stellt keine besonderen Anfor-
derungen an die exakte Einhaltung bestimmter Bedingungen. Es miissen lediglich
aliquote Anteile von Produkthomogenisaten und 95 bis 99 Vol.-% Ethanol im
Verhiltnis 1:1 vermischt werden. Nach einer Stunde Standzeit kann dann nach
dezimaler Verdiinnung die iibliche Koloniezihlung durchgefiihrt werden. Etha-
nolendkonzentrationen zwischen 35 bis iiber 50 Vol.-% und Expositionszeiten
zwischen 30 und 60 Minuten haben die gleiche Wirkung. Es kann vergilltes oder
denaturiertes Ethanol verwendet werden. Die verschiedenen Denaturierungsmit-
tel storen nicht. Das zu verwendende Ethanol kann vorsichtshalber durch Mem-
branfiltration auf Anwesenheit von keim- und vermehrungsfihigen Sporen vor-
gepriift werden. In der Regel ist das aber unnétig. Gershenfeld (67) fand bei iiber 100
Chargen von 95 Vol.-% und absolutem Ethanol keine Sporen. In eigenen Unter-
suchungen waren bei iiber 20 verschiedenen Ethanolproben in jeweils 500 ml
ebenfalls keine Sporen nachweisbar. Nach weiteren eigenen Erfahrungen ist die
Ethanolvorbehandlung ebenso gut auch zur selektiven Erfassung von Clostri-
diumsporen in Lebensmitteln geeignet. Der einzige Nachteil ist, dass bei sehr ge-
ringer Sporenbelastung von unter 10? bis 103 g! wegen der zu hohen Restetha-
nolgehalte im Kulturmedium keine direkten Koloniezihlungen im Gussplatten-
oder Oberflichenverfahren mehr méglich und dann Membranfiltrationsverfah-
ren anzuwenden sind.

150 . .
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 76 (1985)



Zusammenfassung

Bei der Ethanolvorbehandlung fiir die selektive Koloniezihlung von Bacillussporen
werden aliquote Anteile von Produkthomogenisaten und 95 bis 99 Vol.-% Ethanol im Ver-
hiltnis 1:1 vermischt und 30 bis 60 Minuten stehen gelassen. Dadurch werden alle vegeta-
tiven Mikroorganismen einschliesslich Pilzkonidien inaktiviert, die Bakteriensporen dage-
gen aktiviert, aber nicht geschiadigt.

Bei Anwendung steigender Ethanolkonzentrationen wurden Bakterien (4 Arten), He-
fen (1 Art), Pilzsporen und -konidien (6 Arten) durch 20 Vol.-% Ethanol innerhalb einer
Stunde nicht oder nur wenig geschidigt, durch 37,5 und 50 Vol.-% Ethanol jedoch inner-
halb von 5 bis 60 Minuten vollstindig inaktiviert.

Bei Suspensionen von Bacillus subtilis, B. cereus und B. megaterium mit unterschiedli-
chem Versporungsgrad und Alter der Sporen wurden nach 15 bis 60 Minuten Exposition
mit 37,5 und 50 Vol.-% Ethanol sehr konstante Koloniezahlen erhalten. Im Vergleich dazu
nahmen die Koloniezahlen nach jeweils 10 Minuten langer Erhitzung mit zunehmender
Temperatur (60 bis 100 °C) je nach spezifischer Hitzeresistenz der Sporen mehr oder weni-
ger stark ab. Dasselbe war bei 27 unterschiedlich stark versporten Gewiirzen, Krauter- und
Trockengemiisepulvern der Fall.

Die Ethanolvorbehandlung ist sehr einfach und gut reproduzierbar durchzufithren. Sie
hat gegeniiber der bisher iiblichen, nicht standardisierten Hitzepasteurisation zur Sporen-
zahlbestimmung den Vorteil, dass damit alle vorhandenen Sporen unabhingig von ihrer
Hitzeresistenz erfassbar sind. Die bisherigen Befunde iiber die mikrobistatische und
mikrobizide Wirkung von Ethanol werden kritisch besprochen.

Résumé

Dans un prétraitement & Iéthanol en vue du dénombrement selectif des colonies de
spores Bacillus, on mélange en proportion 1:1 des parties aliquotes de produit homogénéi-
sé et d’éthanol a 95—99 Vol.-%, puis laisse reposer le mélange 30 a4 60 minutes. Ainsi, tous
les microorganismes végétatifs y compris les conidies des moisissures sont inactivés, les
spores bactériennes étant par contre activées, mais pas endommagées.

L’emploi d’éthanol 4 des concentrations croissantes a montré qu’a 20.Vol.-% d’éthanol
des bactéries (4 sortes), levures (1 sorte), des spores et conidies de moisissures (6 sortes) ne
sont pas inactivées, ou seulement partiellement, en ’espace d’une heure; par contre, 4 37,5
et 50 Vol.-% d’éthanol elles sont complétement inactivées entre 5 et 60 minutes.

Pour les suspensions de Bacillus subtilis, B. cereus et B. megaterium a des degrés de sporu-
lation et des 4ges différents des spores, le nombre de colonies est trés constant apres 15 4 60
minutes d’exposition a I’éthanol aux concentrations de 37,5 et 50 Vol.-%. En comparaison,
le nombre de colonies, selon la résistance spécifique a la chaleur des spores, décroissait
plus ou moins fortement aprés 10 minutes de pasteurisation a des températures croissant de
60 a 100 °C. Cette constatation fut la méme pour 27 poudres d’épices, d’herbes et de légu-
mes secs, contenant des nombres différents de spores.

Le prétraitement 4 I’éthanol est un procédé trés simple et bien reproductible. Il a le
grand avantage, par rapport a la pasteurisation non standardisée, de permettre de déceler
toutes les spores présentes indépendamment de leur résistance a la chaleur. L es constata-
tions faites jusqu’ici sur 'effet microbiostatique et microbicide de I"éthanol est 'objet d’u-
ne étude critique.
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Summary

The ethanol pretreatment method is used for the selective counting of colonies from
Bacillus spores. Aliquotes of the homogenised product are mixed with 95 to 99% (V/v)
ethanol in equal amounts and allowed to stand fiir 30 to 60 minutes. Hereby all vegetative
forms of microorganisms including fungal conidia are inactivated while bacterial spores are
activated but not damaged.

Ethanol (20% V/v) caused no or only slight damage to 4 species of bacteria, 1 species
of yeasts and 6 species of fungal spores and conidia within one hour. The same species,
however, were completely inactivated within 5 to 60 minutes on treatment with 37.5 and
50% (V/v) ethanol.

Very constant colony counts were obtained from suspensions of Bacillus subtilis, B. ce-
reus and B. megaterium with differing age of spores and degrees of sporulation, after 15 to
60 minutes contact with 37.5 and 50% (V/v) ethanol. In contrast, a varying decrease in the
colony counts occurred after pasteurization for 10 minutes at temperatures between 60 and
100 °C depending on the specific heat-resistance of the spores. The same result was obtai-
ned with 27 spices, herbal and dried vegetable powders with different spore loads.

The ethanol pretreatment is a simple method with a good reproducibility. In compari-
son with the usual unstandardized heat pasteurisation for the determination of spore
counts this method has the advantage that all the presently spores are detected indepen-
dently of their heat resistance. The microstatic and microbicidal effects of ethanol are dis-
cussed critically.
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