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II. Bakterien und Schimmelpilze 
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Neben den in einer vorausgegangenen Veröffent
lichung 1) beschriebenen Stoffwechselprodukten von 
Mikroorganismen (vergl. auch 2, 3)) muß auch mit dem 
Vorkommen vermehrungsfähiger Mikroorganismen in 
Enzympräparaten gerechnet werden. Dabei ist es 
gleichgültig, ob das Ausgangsmaterial für die Präpa
rate tierischen oder pflanzlichen Ursprungs ist, oder 
ob es über Fermentationsprozesse von Mikroorganis
men bzw. deren Kulturflüssigkeit gewonnen wurde. 

Klaushofer 4) zeigte 1969 in einer Übersicht generel
le Wege der Enzymgewinnung auf, woraus hervor
geht, daß Mikroorganismen diesen Prozeß mit ihren 
Dauerformen sicher, mit ihren vegetativen Stadien 
teilweise überleben. Es ist daher nicht verwunderlich, 
daß in den Präparaten des Handels meist vermeh
rungsfähige Bakterien und Pilze zu finden sind. Han
delt es sich bei den Organismen um die zur Gewin
nung des Enzymes benützten Stämme, dann kann das 
nicht im Interesse des Herstellers liegen; für den 
Anwender des Präparates und für den Verbraucher 
des damit behandelten Lebensmittels ist es auf jeden 
Fall unerwünscht oder sogar schädlich. 

Sind die Präparate aus tierischen oder pflanzlichen 
Produkten gewonnen worden, dann ist mit dem über
leben eines Teiles der natürlichen Kontaminations
flora der Produkte zu rechnen. Dabei können patho
gene Organismen vorkommen, die unter keinen Um
ständen in das Endprodukt gelangen dürfen. 

Sekundärinfektionen während des Herstellungsvor
ganges können ebenfalls an der Zusammensetzung der 
Flora im Fertigprodukt beteiligt sein und auch hierbei 
kann das Auftreten pathogener Keime nicht ausge
schlossen werden. 

Wir haben daher eine größere Zahl Enzympräparate 
aus dem Handel oder direkt vom Hersteller auf Ver
unreinigungen mit Bakterien und Schimmelpilzen un
tersucht. 

Material und Methode 

Es standen insgesamt 92 Enzympräparate zur Ver
fügung. Davon waren 18 Amylasen, 32 Pektinasen, 5 
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Cellulasen, 3 Invertasen, 2 Lipasen, 1 Urease, 3 Lab
Enzyme und 28 Proteasen. Die Herkunft der Präparate 
ist in der 1. Mitteilung 1) bereits beschrieben. 

Von den meisten Präparaten war nur relativ wenig 
Material vorhanden. Die Stammsuspension für die 
Keimzahlbestimmung (1:10) diente daher gleichzeitig 
als Voranreicherung für den Nachweis von Salmonel
len. 

Zu diesem Zweck wurden 10 g Material in 90 ml eines 
gepufferten Peptonwassers homogenisiert (Zusammenset
zung: Pepton 10 g, NaCI 5 g, Na2HP04 . 12 H20 9 g, 
KH2P04 1,5 g, Aqu. dest. 1000 ml). 

Aus dieser Stammsuspension wurden dekadische Ver
dünnungen in physiologischer NaCl-Lösung mit Zusatz 
von 0,1 °/o Pepton hergestellt. Der verbleibende Rest der 
Stammsuspension wurde als Salmonellen-Voranreicherung 
18 Std. bei 37 °C inkubiert, danach 10 ml in 100 ml Tetra
thionatbouillon als Hauptanreicherung verbracht und 24 
Std. bei 43° C bebrütet und danach auf Brillantgrün
Phenolrot-Agar umgezüchtet. 

Für Gußkulturen wurde jeweils 1 ml gebraucht (untere 
Grenze der ermittelbaren Keime = 10/g), für Oberflächen
kulturen wurde jeweils 0,1 ml ausgespatelt (untere Grenze 
der ermittelbaren Keime = 100/g). Zum Nachweis der 
Pseudomonaden wurde 1 g Material direkt in flüssigem 
GSP-Medium nach Kielwein angereichert und danach auf 
GSP-Agar umgezüchtet. 

In Tabelle 1 sind die untersuchten Keimgruppen, die 
verwendeten Nährböden sowie Art der Kultivierung 
dargestellt. 

Ergebnisse 

57 Präparate wurden auf das Vorkommen von Sal
monellen geprüft und erwiesen sich in allen Fällen als 
negativ in 10 g Probematerial. Auch Pseudomonas (76 
Präparate) und Staphylokokken (74 Präparate) konn
ten nie nachgewiesen werden. 

Bei 18 Amylasen schwankte die aerobe Gesamt
keimzahl zwischen 10 und 2,4 X 101; Enterobaktera
ceen waren 12 mal nicht nachweisbar und erreichten in 
einem Fall einen Maximalwert von 9,5 X 1Q3/g; Clo
stridien fehlten gänzlich; 5 Präparate waren frei von 
Schimmelpilzen, bei den übrigen wurden bis zu 5,6 X 
104 gefunden. 
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Tabelle 1 

Keimgruppe Nährmedium Technik Bebrütungs- Bebrütungs- Literatur 
temperatur dauer 

aerobe Gesamtkeime Trypton-G 1 ukose- Gußkultur 30° c 72 Std. Schweiz. Lebens-
Hefeextrakt-Agar mittelbuch 5) 

Entero bacteriaceen Violet-Red-Bile-Agar Gußkultur 37° c 24 Std. Mossei et al. 6) 
+ 1 °/o Glukose 

Clostridien Sulfit-Polymyxin- Gußkultur in 30° c 24-48 Std. Thatcher und CLark 7) 
Sulfadiazin-Agar Flachröhrchen 

Verschluß mit 
(SPS-Agar) Wasser-Agar 

Staphylokokken Baird-Parker-Agar Oberflächenkultur 37° c 24-48 Std. Baird-Parker B) 

Pseudomonaden 1. Glutamat-Stärke- Anreicherung in 22° c 72 Std. 
Phenolrot-Medium flüssigem Medium 
(GSP-Medium) 

2. GSP-Agar Umzüchtung 22° c 72 Std. Kielwein 9) 

Salmonellen 1. gepuffertes Voranreicherung 37° c 18 Std. 
Peptonwasser Edel und 

2. Tetrathionatbouillon Anreicherung 43° c 24 Std. KampeLmacher 10) 
3. Brillantgrün-Phenol-

rot-Agar Umzüchtung 37° c 24 Std. 

Schimmelpilze Trypton-Glukose- Gußkultur 30° c 48 Std. Frank 11) 

Hefe~xtrakt-Agar 
+ 10 mg Tetracyclin/L 

Von 32 Pektinasen waren 2 keimfrei - ein Flüssig
präparat und eine pulverförmige Zubereitung -. Die 
Zahl der aeroben Bakterien erreichte in 4 Fällen 105 ; 

Enterobakteriaceen fehlten, Clostridien konnten 25 
mal nicht nachgewiesen werden und überschritten bei 
den übrigen 30/g nicht. Schimmelpilze fehlten nur in 
3 Präparaten - außer den beiden keimfreien -, bei 
den restlichen stieg die Zahl bis zu 3 X 104/g. 

Von 27 Proteasen waren 2 keimfrei. 5mal waren 
mehr als 107/g aerobe Bakterien vorhanden und 5 
Präparate hatten bis zu 2,1 X 103/g Enterobakteria
ceen. Clostridien traten in dieser Gruppe gehäuft auf 
und zwar 11 mal mit 2,4 X 103/g als Höchstwert; 
Schimmelpilze fehlten nur.7 mal und wurden in einem 
Falle bis zu 105/g gefunden. 

3 Invertasen, 5 Cellulasen, 2 Lipasen, 3 Lab-Proben 
und eine Urease lagen bezüglich der genannten Keim
gruppen vollkommen im Rahmen der Enzyme, die in 
größerer Zahl geprüft worden waren. 

Über die Häufigkeitsverteilung der aeroben Bakte
rien und der Schimmelpilze bei allen Proben infor
mieren die Abbildungen 1 und 2. 26 pilzfreien Zube
reitungen stehen 27 andere gegenüber, die mehr als 
1Q4/g mitbrachten. 
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Diskussion 

Die Abwesenheit von Salmonellen, Staphylokokken 
und Pseudomonaden bei allen untersuchten Präparaten 
zeigt, daß bei der Herstellung und Konfektionierung 
ein guter Stand der innerbetrieblichen Hygiene ge 
halten wird. Da trotzdem mit dem Vorkommen dies 
Keimgrupppen zu rechnen ist, sollte man sie bei d 
Ausarbeitung von Standard-Empfehlungen weiterhi 
berücksichtigen. Ob für Salmonellen das Fehlen i 
10 g, wie es hier geprüft worden war oder in 25 
gefordert werden sollte, wie es im Rahmen der „Gen 
ral Specifications for Enzyme Preparations for Fo 
Processing" bei der F AO/WHO 12) im Gespräch ist, 
wäre zu diskutieren. 

Die Prüfung auf Enterobakteriaceen ist der Suclie 
nach Coliformen vorzuziehen. Die Aussagekraft übe 
eine „gute Produktionspraxis" ist hierbei größer. 

Auf Clostridien sollte im Hinblick auf die Haltbar 
keit der zu behandelnden Lebensmittel, aber auch mi 
Rücksicht auf echte Fragen der Hygiene untersucli 
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werden. Bei Enzymen für die Hartkäserei wird der 
Anwender z. B. großen Wert auf das Fehlen dieser 
Gruppe legen. 

Aus diesem Beispiel wird schon deutlich, daß die 
Anforderungen an die mikrobiologische „Belastung" 

·eines Enzympräparates - soweit es sich nicht um 
ausgesprochen pathogene Organismen handelt - in 
erheblichem Maße vom Anwendungszweck abhängen 
können. Für die aerobe Gesamtkeimzahl und auch für 
Pilze (einschließlich Hefen) gilt das in besonderem 
Maß. Hier sollte man auch unterscheiden, ob das 
Enzym mit dem Lebensmittel zum Verzehr gelangt 
oder trägergebunden angewendet wird, ob das behan
delte Lebensmittel konserviert oder frisch verbraucht 
wird, oder ob der Enzymzusatz erst nach der Konser
vierung (z. B. manchmal bei Glucoseoxydase) erfolgt. 

Schließlich wäre auch noch die Anwendungskonzen
tration der verschiedenen Enzyme zu berücksichtigen, 
die in manchen Fällen extrem niedrig sein kann. So 
werden z. B. für die Behandlung von Most von einem 
Hersteller 1 g eines Pektinasepräparates für 400 Liter 
empfohlen. Trotzdem sollte man bei der Produktion 
von Enzymen bemüht sein, die Keimzahl: .so· niedrig 
wie möglich zu halten, um bei falscher oder miß
bräuchlicher Anwendung Schadensfälle vorzubeugen. 
Mit der Entwicklung trägergebundener Enzyme für 
„Durchfluß-Reaktoren" etwa zur Oxydation von 
Acetaldehyd zu Essigsäure oder bei der Vitamin-C
Synthese usw. wird man zwangsläufig zu keimfreien 
Präparaten gelangen müssen. 

Zusammenfassung 
92 handelsübliche Enzympräparate für die Behandlung 

von Lebensmitteln wurden auf das Vorhandensein von 
verschiedenen Keimgruppen untersucht. 

Salmonellen (57 untersuchte Proben), Pseudomonaden 
(76 untersuchte Proben) und Staphylokokken (74 unter
suchte Proben) konnten in keinem Falle nachgewiesen 
werden. Enterobacteriaceen (73 untersuchte Proben) fehl
ten in 63 Mustern (= 86,3 °/o) lOmal wurden sie bis zu 
104/g gefunden. 19 von 73 untersuchten Präparaten 
(= 26,0 °/o) enthielten Clostridien bis zu 103/g. 

4 von 92 Zubereitungen waren keimfrei. Die Belastung 
mit aeroben Bakterien ging bis zu 107/g, mit einem Schwer
punkt bei 10s;g. 

26 von 90 untersuchten Enzymen waren frei von Schim
melpilzen (= 28,8 °/o), bei den übrigen wurden bis zu 
105/g gefunden. 

Summary 
92 enzyme preparations presently in use in the food 

industry were examined for microbial content. 

Salmonellae (57 samples), pseudomonads (76 samples) 
and staphylococci (74 samples) were not found. 

63 of 73 samples were free from enterobacteriaceae 
(= 86,3 O/o), whereas 10 samples yielded these germs up to 
104/g. 

19 of 73 investigated samples yielded clostridia 
(=26,0 O/o) up to 103/g. 4 of 92 enzyme samples were sterile. 
The aerobic mesophiles counts ranged up to 107/g with a 
mean average of 103/g. 

26 of 90 investigated enzyme samples were free from 
moulds (= 28,8 O/o), however the other samples yielded 
moulds up to 105/g. 

Resume 

On a recherche la presence de divers groupes de micro
bes dans 92 preparations d'enzymes employees couramment 
pour traiter les denrees alimentaires. Dans le nombre 
d'echantillons indique entre parenthese, on n'a pu deceler 
ni salmonelles (57), ni ps.eudomonas (76) ni staphylocoques 
(74). Sur un total de 73 echantillons, 63 (= 86,3 O/o) furent 
exempts d'enterobacfäries, tandis que dans les 10 restants 
on en trouva jusqu'a 104/g. 19 preparations sur 73 
(= 26,0 O/o) contenaient des clostridium jusqu'a 103/g. Sur 
92 preparations, seulement 4 furent steriles. Le nombre 
des mesophiles aerobies s'est situe en general autor de 
103/g avec des valeurs maximales de 107/g. Sur 90 enzymes 
analyses, 26 (= 28,8 O/o) furent exempts de moisissures, le 
reste des preparations en contenant jusqu'a 105/g. 
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Eine schnelle Bestimmungsmethode für Benz-(a)-pyren in Raucharomen 

M. A. H. Rijk und D. van Battum 

Einleitung 

Das Räuchern von Lebensmitteln ist ursprünglich 
als Konservierungsverfahren zur Verwendung gelangt, 
Wird aber mehr und mehr durch andere ersetzt. 

Das typische Aroma geräucherter Produkte wird 
aber geschätzt. Man geht daher zur Benutzung von 
Raucharoma über für die betreffende Ware 1• 2). 

Grundsätzlich erhält man ein Raucharoma durch 
Kondensation von Rauchbestandteilen. Wie normaler 
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Rauch kann also auch ein Aroma zahlreiche poly
zyklische Kohlenwasserstoffe enthalten. Diese Ver
bindungsklasse enthält Vertreter, die als karzinogen 
zu Buche stehen. Nach Tilgner 3) und Shabad et al. 4) 
ist Benz-(a)-pyren sowohl der Häufigkeit als auch der 
krebserzeugenden Wirkung wegen als einer der wich
tigsten dieser Gruppe zu betrachten. Bailey und Dun
gal 5) fanden bei ihrer Untersuchung isländischer Räu
cherfische auf polyzyklische Kohlenwasserstoffe aus-
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