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Die bakteriologische Untersuchung und Beurteilung
von Vorzugsbutter

Gemeinschaftsarbeit
Referent: F. Adam, Luzern

[m Entwurf vom 10. 2. 56 des Eidgenossischen Gesundheitsamtes zum neuen
Art. 91 der Lebensmittelverordnung ist vorgesehen, dass Vorzugsbutter nicht
mehr nur in «Originalpackung» in Verkehr gelangen darf, worunter natur-
gemass nur die erste Verpackung des Herstellers verstanden werden kann, son-
dern auch in Packungen des vom Herstellerbetrieb getrennten Ausformbetriebes,
ohne dass damit das Recht zur Bezeichnung als Vorzugsbutter verloren geht.
Nach den bisherigen Bestimmungen durfte Vorzugsbutter ,die ausserhalb des
Herstellerbetriebes verformt wurde, nur noch unter der Bezeichnung «Tafel-
butter» an Konsumenten abgegeben werden.

An dieses Recht der Ausformbetriebe wird allerdings die Bedingung ge-
kntipft, dass sich diese Betriebe einer besondern periodischen Kontrolle ihrer
Vorzugsbutterqualitat durch die amtlichen Laboratorien zu unterstellen haben,
auf Grund welcher ihnen das Recht zur Ausformung von Vorzugsbutter grst er-
telit wird. Sie mussen als Ausformbetriebe fiir Vorzugsbutter also anerkannt sein.

Nach Art. 92 Abs. 2 der eidg. Lebensmittelverordnung ist Vorzugsbutter aus
pasteurisiertem Rahm durch besonders sorgfiltige Fabrikation hergestellte
Butter, die sich durch lange Haltbarkeit auszeichnet. Art. 92 Abs. 1 verlangt
einen Minimalfettgehalt von 83 . In Interpretation von Abs. 2 verlangt das
Schweizerische Lebensmittelbuch daher fiir Vorzugsbutter in der Reduktaseprobe
eine Entfarbungszeit von mindestens 24 Stunden. Bei Aussaat von 1 mg Butter
auf Molkenpetongelatine diirfen ausser Milchsaurebakterien keine Fremdorga-
nismen, wie z.B. fluoreszierende oder peptonisierende, und auf Bierwiirzegelatine
bzw. Agar keine Oidien und Schimmelpilze wachsen. Ferner sollen sich bei
Aussaat von 10 mg Butter auf den angegebenen Colinahrboden keine Organis-
men aus der Coligruppe entwickeln. Zur Aussaat werden Aufschwemmungen
von 1 g Butter in 100 ml warmer physiologischer Kochsalzlosung verwendet.

Diese Untersuchungs- und Beurteilungsweise wurde den Verhaltnissen in
der Praxis nicht gerecht. Es zeigte sich einmal, dass die Ergebnisse der Reduk-
taseprobe in keiner Weise in Beziehung stehen zur wirklichen Butterqualitat.
Fehlerhafte Proben konnten liangere, einwandfreie Proben kiirzere Reduktase-
zeiten ergeben, weil die Entfdarbungszeit mehr durch die Keimzahl, die Qualitat
aber auch durch die Art der Keime bestimmt wird. Anderseits sind die gesetz-
lichen Anspriiche hinsichtlich des Keimgehaltes z.T. anscheinend zu scharf, z.T.
zu wenig scharf.

Waihrend ziemlich hohe Zahlen an Fremdkeimen sowie Milchschimmel und
Hefen noch keine Einbusse an geschmacklicher Qualitat zu bedeuten brauchen,
sind konidientragende Schimmelpilze schon in sehr geringer Zahl gefahrlich.
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Wird nur 1 mg Butter zu Platten verarbeitet, so wird man Schimmelpilze erst
bei Zahlen tber 1000/g finden, wihrend nach den Erfahrungen der Anstalt
Liebefeld (Q. Ritter) und anderer schon bis 100 Schimmelkeime gentigen,
um die Butter geschmacklich nachteilig zu beeinflussen. Anderseits hat sich
ergeben, dass einwandfreie Ware in der Regel nicht iiber 25 000 Fremdkeime
(ausser Milchsdaurebildnern) und nicht tber 50 000 Oidien und Hefezellen
enthalt, wobei erstere auf gewohnlichem Nidhragar bei 30°, letztere auf an-
gesauertem Bierwiirzeagar (pH 3,5) ebenfalls bei 30° erbriitet werden.

Eine Arbeitsgruppe, bestehend aus der bakteriologisch-hygienischen Kom-
mission des Verbandes der Kantons- und Stadtchemiker (Mitglieder: D. Adam,
Dr. Staub, Dr. Wieser) unter Zuzug der Herren Dr. Stiissi und Dr. T0. Ritter hat
diese Grundlagen diskutiert und durch eine grossere Zahl Butteruntersuchungen
in den verschiedenen Laboratorien tiberprift. Die Proben wurden hierbei nicht
etwa nur den Lagern der Erzeugerbetriebe, sondern dem Detailhandel ent-
nommen. Die Ware dirfte damit,also schon eine lingere Lagerungszeit unter
wahrscheinlich nicht immer idealen Bedingungen hinter sich gehabt haben. Im
Mittel wurde hierbei folgendes gefunden:

80 %o der Proben gentigten der Anforderung an maximal 10, in einigen Fallen
100 Schimmelkeimen pro 1 g Butter.

90 °o der Proben gentgten der Anforderung von maximal 10 000 Oidien und
Hefen pro 1 g.

80 %0 der Proben gentigten der Forderung von maximal 25 000 Fremdkeimen
(Nichtmilchsaurebakterien) pro 1 g.

82 9/ der Proben gentigten der Forderung nach Abwesenheit von Colibakterien
pro 0,1 g Butter.

In der Grosszahl der Falle lagen die Zahlen wesentlich unter den obigen Maxi-
malwerten.

Die Abweichungen zwischen den einzelnen Laboratorien sind dabei keines-
wegs auffallend. Man wird daher nicht sagen konnen, die Anforderungen seien
zu streng, wenn ihnen von %/5 aller Proben selbst aus dem Detailhandel noch
geniigt wird. Die erwihnte Kommission ist daher zum Schluss gekommen, die
obigen Anforderungen seien in der Praxis sehr wohl anwendbar.

Zur Untersuchungsmethodik und zur Interpretation der Ergebnisse ist fol-
gendes auszufiihren:

1. Bei der Bestimmung der Fremdkeime oder «Nichtmilchsdurebakterien»
ist man seit Jahren von der Verwendung von Molkenndhrboden abgekommen.
In Uebereinstimmung mit der Anstalt Liebefeld haben auch wir festgestellt,
dass auf gewohnlichem Nihragar (vide Lebensmittelbuch) ebensoviel Keime
gefunden werden, wenn man nur zuerst 48 Stunden bei 30° und dann 48 Stun-
denbei ca. 20° bebriitet. Allerdings wachsen auf Agar viele Kolonien weniger
typisch, doch sind sie, weil keine Verflissigung eintritt, viel zuverlassiger zu
zahlen. Die eigentlichen Milchsdurebildner wachsen hierbei in Form sehr kleiner
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durchscheinender Kolonien, so dass die Platte bei Abwesenheit anderer Keime
praktisch leer erscheint. Die Gefahr des Mitzihlens der normalen Milchsdure-
flora besteht daher nicht.

2. Bei der Bestimmung der Schimmelpilze, Oidien und Hefen diirfte mit
Vorteil, um das Wachstum anderer Keime noch besser zu hindern, mit einem
auf pH 3,5 ca. angesduerten Bierwlirzeagar gearbeitet werden. Es geniigt, wenn
zu jedem Rohrchen mit 10 ml Néahrboden nach dem Verflissigen 0,1 ml einer
10%vigen sterilen Weinsaurelosung getropft wird. Die Siaure darf nicht mit dem
Nahrboden sterilisiert werden, weil dieser hierbei das Erstarrungsvermogen
verliert. Auf Grund vergleichender Bestimmungen hat der Verfasser allerdings
den Eindruck erhalten, dass auf nicht extra angesduertem Bierwiirzeagar unter
Beriicksichtigung der normalen Streuung nicht eindeutig abweichende Zahlen
erhalten werden.

Von den Schimmelpilzen kommen als Butterschiadiger im wesentlichen die
konidientragenden Mucor-, Penicillium- und Asperigillusarten in Frage. Man
wird daher die Auszahlung der Schimmelkolonien auf diese beschrinken. Man
zahlt somit nur diejenigen Kolonien als «Schimmel», die in einem bestimmten
Entwicklungsstadium zur Bildung von Fruchtkoérpern schreiten und im Er-
scheinungsbild also mit griiner, schwarzer oder brauner und &dhnlicher Farbe
mehr oder weniger rasenbildend auftreten. Mycelbildende Organismen anderer
Art sind im gewohnlichen Keimzahlungsverfahren ohne mikroskopische Prii-
fung von den Milchschimmeln (Oidien) nicht zu unterscheiden und werden
daher aus rein praktischen Griinden, weil als Butterschidiger von weniger
grosser Bedeutung, den letztern zugezdhlt. Unter dem Sammelbegriff «Hefen
und Oidien» sind daher nicht botanisch definierte reine Gattungen zu ver-
stehen, sondern, abgesehen von den oben umschriebenen charakteristischen
Schimmelformen, alles, was auf dem angesauerten Bierwlrzeagar wachst.

3. Fiir die Bestimmung der Escherichia Coli, die naturgemdss auch im Rahm
als hygienischer Reinheitsindikator eine entscheidende Rolle spielt, sind die zur
Zeit im milchhygienischen Bereich allgemein angewendeten Methoden nach
Endo sowie nach Stark und England vorgesehen. Wird in Formiat-Rizinoleat-
Laktosebouillon nach Stark und England kultiviert, so muss nach der Bebrutung
bei positiver Reaktion ein Ausstrich oder eine Gusskultur gemacht werden, da
die Bouillon auch auf Aerobacter aerogenes mit Gasbildung anspricht. Erst
wenn auf dieser Kultur die typischen dunkelroten fuchsinglanzenden Kolonien
mit Saurehof entstehen, so kann auf Escherichia Coli geschlossen werden. Der
Fuchsinglanz ist naturgemass nur bei aufliegenden Kolonien sichtbar. Der rote
Hof und die dunkelrote Farbe der Kolonien sind jedoch auch auf der Unterseite
der Platte zu erkennen. Hellrote Kolonien ohne Hof gehoren zur Coligruppe
im weitern Sinn. In der Regel wird es sich um Aerobacter aerogenes handeln.

Grundsatzlich ist fiir die Beurteilung vorauszuschicken, dass von den be-
sprochenen Bakteriengruppen hauptsiachlich die Schimmelpilze und die Coli
massgebend sind, erstere weil sie schon in geringer Zahl den Geschmack un-
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gunstig beeinflussen, letztere als Anzeiger unhygienischer Reinfektionen. Nach
bisherigen Erfahrungen bleiben die geschmacksverderbenden Schimmel in ein-
wandfreier Vorzugsbutter unter 10 je Gramm. Colikeime sollten, in Parallele
zu den Anforderungen an die tibrigen Milchprodukte, auf jeden Fall in 0,1 g
Butter nicht nachweisbar sein. Mit Bezug auf die Oidien und Hefen sowie die
ibrigen «Fremdkeime» ist die Butter weniger empfindlich. Obwohl nun Oidien
und Hefen sowie Schimmel alle auf angesduertem Bierwiirzeagar wachsen, so
sind daher hier doch mehrere Platten mit verschiedenen Mengen Butter anzu-
setzen, indem bei Aussaat grosserer Mengen, die die wenigen Schimmelkolonien
noch zum Ausziahlen gelangen lassen, die Zahl der iibrigen Keime meist schon
viel zu gross ist.

Fir die bakteriologische Beurteilung der Buttersorten aus pasteurisiertem
Rahm ist die Prifung auf Phosphatase unerlasslich. Nur. sie gestattet einen
Schluss dartiber, ob eine hohe Keimzahl auf Reinfektion oder ungeniigende
Pasteurisation zurtickzufiihren ist. Es gentigt diesfalls die vereinfachte Methode
mittels Dinatrium-p-Nitrophenolphosphat nach Aschaffenburg und Mullen '),
wobei die 0,15 g des Reagenzes direkt in 100 ml des Puffers nach Andersen und
Uertesen 2) gelost werden konnen. Die Prifung ist in diesem Fall dusserst ein-
fach (vide Arbeitsvorschrift).

Auf Grund dieser Erlduterungen schlagen wir folgenden Arbeitsgang zur
bakteriologischen Priifung von Uorzugsbutter vor:

1. Phosphataseprobe

(modifiziert nach Aschaffenburg und Mullen)
Reagens:

a) 2,2 g Natriumkarbonat (sicc.) und 8,7 g Natriumbikarbonat werden zu
einem Liter Wasser gelost (= Losung A).
b) 0,15 g Dinatrium-p-Nitrophenylphosphat werden in 100 ml der Losung A

gelost (= Reagens) ).

Ausfiithrung: In einem Reagensglas werden 1 g verflissigte Butter und 10 ml
Reagens durch Schiitteln gemischt und bei 37° bebriitet. Es wird zeitweilig
nachgesehen, ob eine deutliche Gelbfarbung eingetreten ist. Zweckmassig
lauft parallel dazu eine Kontrolle mit auf 80° erhitzter und wieder abgekiihl-
ter Milch. Tritt keine Gelbfarbung ein, so ist die Pasteurisation ausreichend
gewesen. Es kann bis zu 3 Stunden bebriitet werden.

p s o 2. Bakteriologische Untersuchung
a) Nahrboden

Bierwiirzeagar: 1 Teil ungehopfte Bierwiirze wird mit 2 Teilen Leitungs-
wasser vermischt und pro Liter 15 g Agar zugegeben. Erhitzen bis zur Losung

*) Bezugsquellen fir Dinatrium-p-Nitrophenylphosphat: Bender & Hobein, Ziirich;
Fluka, St.Gallen; Maestrolit, Basel.
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des Agars, einstellen des pH auf 6 mit 10°viger Sodalosung, filtrieren und je
10 ml abfillen in Reagenzgliser. Sterilisieren.

Vor dem Giessen des verfliissigten Nahrbodens werden 0,5 ml 5% ige sterile
Milchsaurelosung oder 0,1 ml 10%ige sterile Weinsdurelosung pro Rohrchen
zugegeben. (Wenn die Sdure mitsterilisiert wird, verliert der Agar sein Er-
starrungsvermogen!) Der pH-Wert des fertigen Rohrchens betragt ca. 3,5.

Niéhragar: sieche Schweizerisches Lebensmittelbuch 4. Auflage, deutsche Aus-
gabe S. 41 (gewo6hnlicher Aagar).

Rizinoleat-Formiat-Laktosebouillon nach Stark und England. Diese Kultur-
flassigkeit enthilt folgende Substanzen:

Destilliertles Wasser 1000 g
Pepton (beliebiges gutes Priparat) b
Laktose 5g
Natriumformiat (-Monohydrat) 5 g
Natriumrizinoleat (Ph.H.) 1l g

Die Chemikalien werden in einem Teil des Wassers gelost (das Rizinoleat am
besten fir sich allein) und die fertige Mischung wahrend 30 Minuten im stro-
menden Dampf erhitzt, abgekihlt, filtriert (Einstellung des pH-Wertes auf 7,3
bis 7,5) und je 10 ml in Rohrchen abgefiillt. Es empfiehlt sich der Einsatz von
Durhamroéhrchen zum Auffangen des Gases. Sterilisation am 1., 3. und 5. Tag.

Fuchsin-Sulfitagar nach Endo. Es wird mit Vorteil eine Stammbouillon von
folgender Zusammensetzung verwendet, die auch fiir andere Nahrbéden bentitzt
werden kann: 10 g Liebigs Fleischextrakt, 10 g Pepton Witte oder Peptonum
siccum mite und 5 g Kochsalz werden in 1000 ml destilliertem Wasser durch
Erwarmen gelost und im Autoklaven wahrend 30 Minuten bei /2 ati sterilisiert.
Zu einem Liter dieser Bouillon gibt man zunachst 20 g Agar, 16st im Dampftopf
oder Autoklaven, dann 10 g Laktose, 0,15 g Fuchsin (geldst in 10 ml 96°/oigem
Alkohol) und 2,5 g kristallisiertes Natriumsulfit (zuvor gelost in 25 ml dest.
Wasser), mischt gut, fiillt in Reagenzgldser und sterilisiert fraktioniert. Es kann
auch der fertige Trockenndahrboden Difco Verwendung finden.

b) Uorbereitung des Materials

Die Butter wird im Kihlschrank verfestigt und dann gebrochen; aus der
aseptischen Bruchflache werden mit sterilem Spatel 2.5 g Butter entnommen,
welche man in einem Reagenzglas in 5 ml physiologischer Kochsalzlosung von
45 eintragt. Die Mengen konnen auch verdoppelt werden. Beim folgenden
Schiitteln gehen die Organismen in die wisserige Phase. Nach kurzem Auf-
rahmen wird mit steriler Pipette das noch flissige Fett durchstossen und eine
gegebene Menge der wisserigen Suspension moglichst ohne Fett entnommen und
verarbeitet. Mit Vorteil wird die Butter in Form von ein fiir allemal abgemesse-
nen Bohrlingen entnommen. 2 ml entsprechen 1 g Butter, 2 Burriosen 1 mg
Butter.
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¢) Ansatz der Kulturen

1. Schimmelpilze, Oidien, Hefen und Essigbakterien (angesiduerter Bier-
wirzeagar). Es werden abgestufte Mengen der Suspension in sterile Petri-
schalen gegeben und mit dem verfliissigten angesauerten Bierwtlirzeagar ver-
mischt. Es sind mindestens Mengen von 2 ml (zur Auszihlung der Schimmel)
und von 0,1 ml, eventuell auch noch stirkere Verdiinnungen anzulegen.

Bebritung: 2>X24 Stunden bei 30°

2X24 Stunden bei 20°

2. Nichtmilchsiurebakterien (Fremdkeime) (gewohnlicher Agar). Hier
wachsen auch die eigentlichen Milchsaurebildner, die aber nur sehr kleine
durchscheinende punktformige Kolonien bilden. Sie sind daher bei der gewohn-
lichen Zihlungsweise (ohne Mikroskop) kaum sichtbar. Wenn andere fehlen,
scheint die Platte praktisch leer. Zur Identifizierung der Fremdkeime konnen
0,1 ml Suspension (= 50 mg Butter) mit Nahragar zu Platten gegossen oder
2 Burriosen (= 1 mg Butter) auf schriag erstarrtem Nahragar ausgestrichen
werden.

Bebriitung: 2X24 Stunden bei 30°

2X24 Stunden bei 20°

3. Bakterien der Coligruppe. Es bestehen 2 Moglichkeiten nach freier Wahl:

a) 0,2 ml wisserige Suspension (0,1 g Butter) werden im Réhrchen mit Bouillon
nach Stark und England vermischt. Bebriitung: 2><24 Stunden bei 37°. Die
Verwendung von Durhamréhrchen wird empfohlen.

Nur das Auftreten von Gas ist als positiver Befund zu werten. In diesem
Fall ist noch ein Ausstrich auf Endoagar vorzunehmen, damit auf Bact. Coli
im engern Sinn (Escherichia Coli) geprift werden kann.

b) 0,2 ml Suspension werden mit verflissigtem Endoagar zur Gusskultur ver-
arbeitet. Bebriitung: 2>{24 Stunden bei 37°.
Dunkelrote Kolonien mit Metallglanz und Saurehof weisen auf Bact.Coli hin.

Anforderungen an Uorzugsbutter in bakteriologischer Hinsicht. Die bereits
genannte bakteriologisch-hygienische Kommission des Verbandes der Kantons-
und Stadtchemiker der Schweiz schlagt, im Einvernehmen mit der Butter-
abteilung des Zentralverbandes schweizerischer Milchproduzenten, folgende
Normen fiir Vorzugsbutter vor:

Phosphataseprobe negativ

Bakterien der Coligruppe in 0,1 g Butter negativ
Schimmelpilze *) max. 100 pro 1 g Butter
Oidien + Hefen max. 50 000 pro 1 g Butter
Nichtmilchsaurebakterien max. 25 000 pro 1 g Butter

*) Es sind nur konidientragende Mucor-, Aspergillus- und Penicilliumarten zu
zahlen, welche die typischen farbigen Rasen bilden.
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Zusammenfassung

Es wurden bakteriologische Untersuchungsmethoden und Beurteilungsnormen nach
Vorschlagen der milchwirtschaftlichen Versuchsanstalt Liebefeld (Dr. Q. Ritter) auf
ihre Eignung fir die Zwecke der amtlichen Butterkontrolle und fiir die Aufnahme
ins Lebensmittelbuch gepruft.

Verschiedene amtliche Laboratorien haben mit diesen Methoden gearbeitet und
anhand grosserer Probenserien aus dem Detailhandel Zahlenmaterial gesammelt.

Als besonders wichtig fiir die Beurteilung der Vorzugsbutter erweist sich der Gehalt
an konidientragenden Schimmelpilzen und der Gehalt an Colibakterien. Diese Orga-
nismen sollten fast ganzlich fehlen. Der Geschmack wird besonders durch die
Schimmelpilze ungiinstig beeinflusst. Aber auch Oidien und Hefen sowie andere
«Fremdkeime» (Nichtmilchsaurebakterien) diirfen nicht zu stark {iberhand nehmen.
Auf Grund der Resultate aus dem Detailhandel entsprachen 80 bis 90 °/o der Proben
diesen Anforderungen an Vorzugsbutter. Wir kommen daher zum Schluss, dass
sowohl die besprochene Methodik wie auch die Beurteilungsnormen fiir die amtliche
Lebensmittelkontrolle anwendbar seien.

Résumé

On a contr6lé des méthodes d’examen bactériologique et des normes d’appréciation,
proposées par I'Etablissement de recherches laitiéres du Liebefeld-Berne (Dr. T.
Ritter), pour se rendre compte si elles conviennent pour le contréle officiel du beurre
et si elle peuvent étre incorporées au Manuel.

Divers laboratoires officiels ont employé ces méthodes sur de grandes séries d’échan-
tillons provenant du commerce de détail et ont rassemblé un grand nombre de
résultats.

Les teneurs en moisissures a conidies et en colibacilles se sont montrées particuliere-
ment importantes pour 'appréciation du beurre de choix. On ne devrait pour ainsi
dire pas rencontrer ces organismes. Le golit est particulierement influencé de maniére
défavorable par les moisissures. Mais également les oidies et les levures ainsi que
d’autres germes ¢étrangers (bactéries non-lactiques) ne doivent pas prédominer trop
fortement.

Sur la base des résultats obtenus avec les beurres du commerce de détail 80 a 90 %o
des échantillons satisfaisaient aux exigences posées pour le beurre de choix. On en
tire la conclusion que les méthodes examinées ainsi que les normes d’appréciation
proposées peuvent étre utilisées par le controle officiel des denrées alimentaires.

Summar'y

Examination of bacteriological methods and norms for the quality of butter suggested
the Milk Research Institute, Liebefeld-Bern (Dr. Q. Ritter). It has been found that

these methods and norms can be used by the official control laboratories. It also has
been found that choice butter should contain practically neither conidies-bearing moulds
nor Coli bacteria, since these organisms influence defavorably its taste. Also there should
not be too many oidies, yeasts and non-lactic bacteria present in the butter.
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