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APPLICATION NOTE

Protokoll Gber die Verwendung von Nalgene Analytischen

Filtertrichtern und Zellulosenitratmembranen zur
Erfassung von Mikroorganismen bei Umwelt- und/oder

Qualitatsprifungen
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Oxoid™ Kulturmedien, Remel™ Kulturmedien,
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Kurzfassung

Analytische Filter und Filtertrichter werden routinemaBig zur
Bestimmung der Keimzahl bei der Prifung der Wasserqualitat
sowie zur Prifung von flussigen Produkten in der Lebensmittel-
und Getrankeindustrie verwendet.

Thermo Scientific™ Nalgene™ Analytische Filtertrichter und
Nalgene Zellulosenitrat-Membranfilter bieten hier in Verbindung
mit Thermo Fisher™ Oxoid™ und Remel™ Kulturmedien eine
vollstandige und effiziente Losung. Die sterilen, vormontierten
analytischen Filtertrichter eliminieren zeitaufwandige Schritte
der Sterilisation von wiederverwendbaren Trichtern und der
Montage von Filtermembranen.

Die Funktionalitat der Thermo Scientific Nalgene Analytischen
Filter und Filtertrichter wurde anhand der mikrobiologischen
Wiederfindung, wie in ISO 7704-1985 beschrieben, bewertet.
Zusatzlich umfasst diese Studie die Prifung der Flussraten der
am haufigsten verwendeten Flussigkeiten. Ein Protokoll, das
den Richtlinien der ISO 7704-1985 fur Membrantests folgt, wird
zur Verwendung im Labor zur Verflgung gestellt.

Einfihrung

Filtration ist eine gangige Praxis bei der Prifung der
Wasserqualitat und/oder der von Lebensmitteln und
Getranken. Die kritischen Uberlegungen bei der Erstellung
eines Filtrationsprotokolls sind die Flussraten der getesteten
FlUssigkeit und die mikrobielle Wiedergewinnungsrate.

Thermo Scientific™ Nalgene™ Analytischer Filtertrichter

PorengroBe und Viskositat bestimmen die Durchflussrate
einer Flussigkeit durch eine Membran. Zur Bestimmung der
Durchflussraten wird ein bekanntes Flussigkeitsvolumen in
eine Membranfiltereinheit gegeben und die Filtereinheit unter
Vakuum gesetzt. Wenn das Vakuum angelegt wird, flie3t die
FlUssigkeit durch die Membran. Die Zeit, die das Volumen der
Fllssigkeit bendtigt, um durch die Membraneinheit zu flieBen,
wird als Durchflussrate bezeichnet.

Analytische Filter kdnnen in Verbindung mit agarhaltigen
Wachstumsmedien zur Erfassung und Zahlung von Mikroor-
ganismen in Flussigkeiten verwendet werden - auch bekannt
als mikrobielle Wiederfindungsrate. Bei dieser Methode wird
die interessierende FlUssigkeit durch eine Membran geleitet.
Die Mikroben werden auf der Membran aufgefangen und auf
eine Agarplatte mit Wachstumsmedium gegeben.
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Im Allgemeinen wéchst ein Bakterium zu einer koloniebilden-
den Einheit (KBE - engl. CFU) heran, die nach der Inkubation
mit dem bloBen Auge gezahlt werden kann. Wenn man

das Volumen der gefilterten Flussigkeit und die Anzahl der
gezahlten KBE kennt, kann eine Gesamtkonzentration der
Mikroorganismen in der interessierenden FlUssigkeit geschéatzt
werden.

Vor dem Testen von FlUssigkeitsproben missen analytische
Filter auf inre Leistungsfahigkeit gepruft werden. Die Norm
ISO 7704-1985 fUr die Prifung der Wasserqualitat kann als
Leitfaden bei der Bestimmung der mikrobiellen RUckhalteleis-
tung von analytischen Filtern verwendet werden. Die Richtlinie
wurde befolgt und es wurde ein Protokoll unter Verwendung
der Nalgene Filtertrichter sowie Oxoid und Remel-Kulturmedien
entwickelt. Die Anforderungen der ISO 7704 besagen insbe-
sondere:

— 5 (oder mehr) Wiederholungsproben sind fUr jede getestete
Membranfilter-Charge erforderlich

— FUr den statistischen Vergleich werden mindestens 200
Kolonien bendtigt - idealerweise 25 bis 100 pro Platte

— Membranen, die eine Wiederauffindung mit >80% der
Kontrollplattenzahlungen ergeben, gelten als akzeptabel

Methoden und Ergebnisse

Um die Durchflussrate zu bestimmen, wurden verschiedene

in Laboren und/oder der Lebensmittel- und Getrankeindustrie
Ubliche Flissigkeiten fur die Messungen ausgewahlt: Maisol,
Bier, Traubensaft, tryptische Sojabrihe, phosphatgepufferte
Losung mit Tween, phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS)
und entionisiertes Wasser. FUnf Exemplare von jedem Nalgene
Analytischen Filtertrichter wurden mit jeweils 250 ml Flissigkeit
getestet. Die FlUssigkeit wurde abgemessen und in 250 ml-
Filtertrichter mit Zellulosenitratmembranen mit PorengréBen
von 0,45 pm und 0,2 um geflit. Ein Vakuum von >27” Hg
wurde angelegt und die Zeit gemessen, die die gesamte
FlUssigkeit bendtigt hat, um durch die Membran zu flieBen. Die
Durchflussrate wurde durch Teilen des FlUssigkeitsvolumens
durch die benétigte Zeit in Sekunden berechnet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Eigenschaften der Filtermembran und mittlere Durchflussraten (ml/s) (n=5 pro Einheit)

Eigenschaften der Filtermembran

147-2045

Nalgene Analytische Filtertrichter

Membrandurchmesser (mm) 47
0,45

PorengréBe (um)

145-2045 145-2020
47 a7
0,45 0,2

Gefilterte Fliissigkeiten Mittlere Durchflussrate = s (ml/sec)

Maisdl 0,23 + 0,003 0,23 + 0,004 0,08 + 0,001
Bier 2,3+0,8 3,2 +0,1 0,5+0,4
Traubensaft 3,7 0,6 4,3+0,9 1,4+04
Tryptische Sojabrihe 6,1 +1,1 6,38'=1,5 5310, 7
Phosphatpuffer mit Tween® 8,2+0,2 8,7 +0,2 3,1+0,1
Phosphat-gepufferte Salzlésung 8,8 +0,5 9,6+0,3 3,6 £ 0,1
Deionisiertes Wasser 10,3 £ 0,7 8,4 +£0,2 3,6 £0,2

Um festzustellen, ob die Nalgene analytischen Filtertrichter
und Membranen den Normen ISO 7704-1985 entsprechen,
wurde die prozentuale mikrobielle Wiederfindung mit der
Membranfiltermethode bestimmt. Escherichia coli (ATCC

# 11775), Enterococcus faecalis (ATCC # 19433) und

Saccharomyces cerevisiae (ATCC # 7754) wurden aufgrund
ihrer Relevanz bei der Prifung der Wasserqualitat und in
der Lebensmittel- und Getrankeindustrie als reprasentative
Mikroorganismen fUr die Analyse ausgewanhlt.



Im Allgemeinen wird eine Probe in die Thermo Scientific
Nalgene Analytischen Filtertrichter (n=10) gegeben, Vakuum
angelegt und die Probe durch die Filtermembran gezogen.
Alle in der Probe enthaltenen Mikroben werden auf der Filter-
membran zurlckgehalten. Die Membran wird aus dem Trichter
entnommen und mit dem entsprechenden Kulturmedium be-
britet. FUr diesen Test wurde Escherichia coli (ATCC # 11775)
auf einer Oxoid Platte mit Count-Agar angezlichtet, Enterococ-
cus faecalis (ATCC # 19433) auf einer Oxoid Platte mit Trytone
Soja-Agar und Saccharomyces cerevisiae (ATCC # 7754) auf
einer Remel Platte mit Sabouraud’s Dextrose-Agar (Tab. 2).
Nach der Inkubationszeit wurden alle gewachsenen KBE
gezahlt und die prozentuale Wiederauffindungsrate berechnet.

Tabelle 2: In dieser Studie verwendete SchlUssel-
materialien und Mikroorganismen
Hauptmaterialien

Beschreibung

Mikroorganismen
Escherichia coli (ATCC 11775) R19201

Enterococcus faecalis

(ATCC 19433) R19077
Saccharomyces cerevisiae Interne
(ATCC 7754) Bestandskultur

Oxoid Platte mit Count Agar CM0325B
Oxoid Platte mit Trytone Soja-Agar CM0131B
Remel Platte Sabouraud’s Dextrose Agar R454462

Nunc Petrischalen 263991
. T e
Fisherbrand™ L-férmiger 14665231
Zellschaber
Fisherbrand Einweg-Impfésen 22363600

Nalgene Vakuum-Verteilstation DS0345-0001

Nalgene wiederverwendbarer

Filterhalter 300-4000
Nalgeng Analytischer Fl!tertrlchter, 147-2045
grau, mit schwarzem Gitter -
Na!geng Analytischer FI!’[GI’TI’IChteI’, 145-2045
weif3, mit schwarzem Gitter -
Nalgene Analytischer Filtertrichter, 145-2020

weil3
Nalgene Membrane zu Messung
der Wasserqualitat, grau

Nalgene Membrane zu Messung
der Wasserqualitat, weil

DS0205-6045

DS0205-4045

Protokoll fir die prozentuale mikrobielle Riickgewinnung unter
Verwendung der Membranfiltermethode:

1. Bereiten Sie die dehydrierten Oxoid- und Remel-Nahrboden
nach den Anweisungen des Herstellers vor. Dispensieren
Sie den geschmolzenen Agar nach der Dampfsterilisation
in sterile Thermo Scientific™ Nunc™ Petrischalen mit einer
Mindesttiefe von 3 mm. Sobald der Agar verfestigt ist, lagern
Sie die Petrischalen bei 4 °C bis zum Versuchsbeginn.

2. Bereiten Sie eine Ubernachtkultur des Organismus in den
geeigneten Medien vor. Am n&chsten Tag bestimmen sie die
Konzentration der Ubernachtkultur und verdiinnen sie auf
25-100 KBE pro Filterprobe in 50 ml sterilem entionisiertem
Wasser. Bereiten Sie eine Probe flur die Filtration und eine fir
die Standard-GieBplatte vor.

3.Zur Vorbereitung der AusgieBplatte die in Schritt vorbereitete
50 ml Probe in eine sterile Petrischale geben und mit dem
fur diese Probe geeigneten Medium abdecken. Lassen Sie
die Platte erstarren und inkubieren Sie sie dann umgekehrt
mit dem Agar auf der Oberseite bei der entsprechenden
Temperatur.

4. Befestigen Sie die analytischen Nalgene Filtertrichter an der
Vakuum-Verteilerleiste und schalten Sie das Vakuum ein. Die
vorbereitete(n) 50 ml Probe(n) aus Schritt 2 in die einzelnen
Filtertrichter geben.

5.Spulen Sie die Trichter mit 20-30 ml sterilem deionisiertem
Wasser nach, um alle Proben abzuwaschen, die
moglicherweise an den Seiten der Filtereinheit
zurtckgehalten werden.

6.Nachdem die Probe filtriert wurde, wird die Filtermembran
mit einer sterilen Pinzette von der Filtereinheit auf die
Oberflache des vorbereiteten Agars Ubertragen. Seien Sie
vorsichtig, um ein Einfangen von Luftblasen zwischen der
Membran und der Agaroberflache zu vermeiden.

7. Nach entsprechender Inkubation zahlen Sie die Kolonien auf
der Membran und auf der AusgieBplatte. Berechnen Sie die
prozentuale Wiederfindungsrate R, anhand der folgenden
Gleichung:

R= mm/mC x 100

Dabei ist

m_ die Anzahl an Kolonien auf dem Membranfilter
m, der Mittelwert der Anzahl der Kolonien der
AusgieBplatten
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Die Ergebnisse zeigen, dass die prozentuale Wiederauffindung
bei Verwendung der Thermo Scientific Nalgene Analytischen
Filtertrichter und Zellulosenitrat-Membranfilter zwischen 81

und 100% liegt (Abb. 1). Saccharomyces cerevisiae hatte

eine 100%-ige Wiederfindungsrate, wahrend Escherichia coli
zwischen 89 und 100% und Enterococcus faecalis je nach
verwendetem Filter zwischen 81 und 100% Wiederfindung lag.
GemanR der ISO 7704-1985 Normen flir die Prifung der
Wasserqualitéat validiert eine Wiederfindungsrate =80% die
getestete Filtermembran. Somit belegen die oben genannten
Ergebnisse, dass die Thermo Scientific Nalgene Analytischen
Filtertrichter und Membranen zur Prifung der Wasserqualitat
nach den Normen ISO 7704-1985 geeignet sind.

Schlussfolgerung

Die oben berechneten Durchflussraten der Nalgene
Analytischen Filtertrichter und Membranen kénnen als
Richtlinie verwendet werden, um zu bestimmen, wie sich
eine FlUssigkeit wahrend der Filtration verhalt. Das Protokoll,
das unter Verwendung von Nalgene Analytischen Filtertrichtern

und Membranen sowie Oxoid oder Remel Kulturmedien
bereitgestellt wird, kann zur Bestimmung der prozentualen
mikrobiellen Ruckgewinnung einer Membran verwendet
werden. Die Normen der ISO 7704-1985 fUr die Prifung der
Wasserqualitat wurden als Richtlinie bei der Bestimmung

der mikrobiellen Rentionsleistung der Nalgene Analytischen
Filtertrichter und Oxoid und Remelin Kulturmedien verwendet.
Da mehr als 80% der koloniebildenden Einheiten vom Filter
zurtickgehalten wurden, entsprechen die verwendeten
Materialien und das bereitgestellte Protokoll der Norm und
kédnnen verwendet werden, wenn die ISO 7704-1985-Normen
fur die Prifung der Wasserqualitat zugrunde gelegt werden.

Die vorgelegten Daten sind eine zuverlassige Schatzung der
Produktleistung zum Zeitpunkt der Durchfihrung des Tests.
Diese Daten stellen keine Garantie oder Beflirwortung der Eig-
nung fur einen bestimmten Zweck dar. Thermo Fisher empfiehlt
Ihnen dringend, das Produkt in Ihrer eigenen Anwendung zu
validieren.

Leistungsvergleich Nalgene Analytische Filterprodukte -
Mikrobielle Ruickgewinnungsrate

Prozentuale Riickgewinnung R
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Abb. 1: Die prozentuale Rickgewinnung R fiir die getesteten Nalgene analytischen Filterprodukte

Weitere Informationen: thermofisher.com/analyticalfiltration

145-2020 DS0205-6045 DS0205-4045
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100% 100% 100%
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