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1 Auftrag

Das Institut fir Holztechnologie Dresden gemeinnitzige GmbH (IHD) wurde beauftragt, eine Stu-
die zum Thema der hygienischen Eigenschaften von Europaletten (Ladungstragern) aus Holz im
Vergleich zu Kunststoff durchzufihren.

Dazu wurden der Stand des Wissens und der Technik zum Thema zusammengestellt und ausge-
wertet sowie die hygienischen Eigenschaften an relevanten Materialien fiir Europaletten (Nadel-
holz und Kunststoff) untersucht und vergleichend bewertet. Im Ergebnis liegt eine Dokumenta-
tion vor, die sowohl allgemeine Aussagen zu hygienischen Eigenschaften von Materialien als auch
konkrete Angaben zu experimentell ermittelten Werten der unterschiedlichen Palettenmateria-
lien enthalt.

2 Arbeitspakete

Die Studie beinhaltet einen theoretischen sowie einen versuchstechnischen Teil und gliedert sich
in folgende 4 Arbeitspakete:

= Arbeitspaket 1: Literaturstudie

= Arbeitspaket 2: Bestimmung der mikrobiellen Beladung von Paletten aus
der Praxis

= Arbeitspaket 3: Laboruntersuchungen zum Nachweis der antibakteriellen Eigenschaften
von Palettenmaterial
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3 AP 1: Literaturstudie

3.1 Zielstellung

Ziel ist die Darstellung des aktuellen Erkenntnisstandes zu hygienischen Eigenschaften von Holz
und Kunststoff in Bezug auf die mikrobielle Besiedelbarkeit, die Uberlebensfihigkeit von Mikro-
organismen und angewendete Prifverfahren zur objektiven Beurteilung.

3.1.1 Hygienische Eigenschaften von Holz und Kunststoff

Anforderungen an Paletten im Lebensmittelbereich

Hygieneanforderungen an Transport und Lagerung von Lebensmitteln sind in der Lebensmittel-
hygieneverordnung (LMHV) sowie der Lebensmitteltransportbehélterverordnung (LMTV) gere-
gelt.

Von der Organisation GS 1 Germany wurden die Qualitatsklassen A, B und C fir gebrauchte EPAL-
Paletten definiert. Neben den mechanischen Eigenschaften sind hier auch hygienerelevante
Merkmale definiert. Wahrend Paletten der Klasse A keine Verfarbungen aufweisen dirfen, sind
in Klasse B dunkle Verfarbungen zugelassen. In Klasse C darf das Holz oberflachlich feucht sein
und Verunreinigungen aufweisen, die nicht an das Ladegut abgegeben werden. Nicht gebrauchs-
fahig sind dagegen Paletten mit Schimmelbewuchs oder Stockflecken. Die Unterscheidung zwi-
schen einer natirlichen Holzverfarbung durch Licht und Sauerstoff, durch Verschmutzung sowie
einem mikrobiellen Bewuchs ist durch den Nichtfachmann nicht immer einfach.

Im internationalen Handel sind die Anforderungen an Pack- und Transportmittel aus Holz u. a. im
ISPM 15 geregelt - mit dem Ziel, die Verbreitung von Schadorganismen zu verhindern. Es handelt
sich hier um phytosanitdre und nicht um hygienische Manahmen im eigentlichen Sinne, da es
nicht um die Kontrolle von human- oder tierpathogenen Keimen geht.

Voraussetzungen fiir die mikrobielle Besiedlung von Materialien

Zunachst spielen die klimatischen Bedingungen eine wesentliche Rolle und dabei insbesondere
die verflighare Feuchte, die als wichtigster limitierender Faktor angesehen werden kann (Han-
kammer und Lorenz 2003). Die meisten Bakterien benétigen fiir einen Bewuchs an der Oberfla-
che eine relative Luftfeuchte von 98-100 %, was einem aw-Wert von 0,98-1,00 entspricht. Als aw-
Wert wird die Wasseraktivitdt bezeichnet, die ein MaR fiir das verfligbare Wasser im Substrat ist.
Insbesondere halophile oder halotolerante® Arten kdnnen jedoch auch bei Feuchten ab ca. 60 %
wachsen. Eine Pilzbesiedlung kann artenabhangig ab ca. 70 % relativer Luftfeuchte erfolgen, wo-
bei die meisten Arten erst bei Luftfeuchten oberhalb von 85 % wachsen (Mack 2000). Ein weite-
rer begrenzender Faktor ist die Temperatur. Bakterien und Pilze wachsen in einem sehr weiten
Bereich von wenigen Grad Uber Null bis ca. 40 °C; manche Arten kdnnen auch Temperaturen
aullerhalb dieser Spanne tolerieren. In der natiirlichen Umgebung ist stets eine groRe Vielfalt von
Mikroorganismen vorhanden, die unter geeigneten klimatischen Bedingungen Materialien besie-
deln kénnen. Die Besiedlung kann jedoch durch die Materialeigenschaften begrenzt werden, zum
Beispiel durch natirlich vorkommende biozide Inhaltsstoffe, durch Schutzimpragnierung bzw. -

! bevorzugen oder tolerieren hohe Salzgehalte
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behandlung mit bioziden Wirkstoffen oder einen unglinstigen pH-Wert, der auRRerhalb von 2 bis
11 liegt.

Bei dem Bewuchs von Materialien werden in der Regel sogenannte Biofilme aus einer oder meh-
reren, unterschiedlichen Arten von Mikroorganismen gebildet, in denen die Spezies innerhalb
einer Polymermatrix vor negativen Einflissen, wie Austrocknung, UV-Licht, pH-Wert oder toxi-
schen Substanzen, geschitzt sind (Hall-Stoodley et al. 2004).

Unabhangig von der Art des Materials stellt Schmutz auf der Oberflache oder in der Luft, wie z. B.
Staub, Fett und Schweil3, eine Nahrungsquelle dar, so dass auch inerte Materialien wie Glas oder
Metall bewachsen werden kénnen. In Bezug auf Paletten kénnen in allen Bereichen Verschmut-
zungen auftreten, und insbesondere in der Lebensmittelindustrie ist mit organischen Ablagerun-
gen zu rechnen, wenn die Paletten mit unverpackten Glitern in Kontakt kommen.

Mikrobielle Besiedlung von Kunststoffen

Fir die mikrobielle Besiedlung von Kunststoff gelten die oben beschriebenen Umgebungsvoraus-
setzungen. Fir Hygienepaletten werden meist Polyethylen (PE) oder Polypropylen (PP) verwen-
det. Dabei handelt es sich um organische Polymere, die kiinstlich aus Ethen bzw. Propen synthe-
tisiert werden und als nicht oder begrenzt biologisch abbaubare Kunststoffe gelten. Niedermole-
kulares Polyethylen kann von Bakterien besiedelt (Jen-Hou und Schwartz 1961) und nur durch
Pilze mit speziellen Enzymen (Peroxidasen) teilweise abgebaut werden (liyoshi et al. 1998). Ein
Abbau der Kunststoffe in der Natur ist nicht zu erwarten, wie neueste Studien mit Mikroplastik-
mill der Meere zeigen (Overbeckmann und Labrenz 2019).

Kunststoffe werden unter anderem auch in solchen Bereichen eingesetzt, bei denen eine Besied-
lung mit Mikroorganismen weitreichende negative Folgen fiir die Gesundheit hatte, wie bei Trink-
wasserleitungen oder der Medizin. Flr Trinkwasserleitungen muss in Deutschland die Eignung
der Kunststoffe gemald dem Arbeitsblatt W270 des Deutschen Vereins des Gas- und Wasserfa-
ches (DVGW) nachgewiesen werden, d. h., im Durchfluss mit Trinkwasser darf sich in einem de-
finierten Zeitraum kein Biofilm bilden (K6tzsch et al. 2016). Das bedeutet jedoch nicht, dass das
Material unter anderen Bedingungen nicht besiedelt wird (Kétzsch et al. 2017). Diese scharfe
Anforderung erfiillen viele Kunststoffe durchaus, und so wird auch Polyethylen haufig flr Trink-
wasserleitungen verwendet (https://www.baunetzwissen.de).

In dem besonders sensiblen medizinischen Bereich gehdren Kunststoffe zu den am meisten ver-
wendeten und in Bezug auf die Patientensicherheit besten Materialien fiir Gerate, Verbrauchs-
material und Implantate, wobei Eigenschaften wie Biokompatibilitat (Vertraglichkeit mit dem
Korper) und leichte Reinigung besonders wichtig sind. Die sogenannten medizinischen Kunst-
stoffe kdnnen zusatzlich antimikrobiell ausgestattet sein, beispielsweise mit Metallsalzen oder
Silberionen (https://medlexi.de).

Mikrobielle Besiedlung von Holz

Holz ist ein organisches, natirliches Material und kann von Mikroorganismen (Pilzen und Bakte-
rien) besiedelt und abgebaut werden. Ob eine Besiedlung bzw. ein Abbau erfolgt, hdngt von den
0.g. Faktoren und insbesondere von der Feuchte ab. Flir den Abbau des Holzes durch holzzersto-
rende Pilze (Braun- und Weil¥faulepilze sowie Moderfaulepilze) ist nicht die Oberflachen- oder
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Umgebungsfeuchte, sondern die Materialfeuchte entscheidend — ein Abbau findet erst ab Holz-
feuchten von ca. 30 % statt (Huckfeldt und Schmidt 2006).

In der Praxis ist der Befall von Holz mit Schimmelpilzen unter Bedingungen mit erhéhter Feuchte
haufig ein Problem. Dieser bedeutet im AuRBenbereich vor allem eine optische Beeintrachtigung
und stellt im Innenraum zusatzlich ein hygienisches Problem dar, da Schimmelpilze zu gesund-
heitlichen Problemen —insbesondere zu allergischen Reaktionen — fiihren kénnen. Das konkrete
gesundheitliche Risiko hangt dabei immer von der Art der Pilze, der Art und Haufigkeit des Kon-
taktes und nicht zuletzt von der Pradisposition (Anfélligkeit) der Personen ab.

Unter optimalen Bedingungen werden nahezu alle Vollhdlzer und Holzwerkstoffe von Schimmel-
pilzen bewachsen; Ausnahmen bilden Materialien mit sehr hohen ph-Werten > 11, wie z. B. ze-
mentgebundene Spanplatten. Auch die fiir Paletten Ublicherweise verwendeten Holzer Fichte
und Kiefer stellen ein geeignetes Substrat dar, wobei Kiefernkernholz weniger anfallig gegeniiber
Schimmelpilzen ist (Scheiding et al. 2003).

Eine besondere Form des Pilzbefalls stellt bei Holz die Verblauung dar. Diese wird von den soge-
nannten Blauepilzen, die wie auch Schimmelpilze zur Abteilung der Ascomycota gehoéren, her-
vorgerufen. Die dunkelbraunen Pilzhyphen (Pilzfaden) wachsen tief ins Holz ein und erscheinen
durch die Lichtbrechung blau. Es werden vorwiegend Nadelhélzer, selten auch Laubholzer wie
Ahorn oder Buche, befallen. Die Blauepilze erndhren sich von den Inhaltsstoffen der Parenchym-
zellen des Splintholzes und greifen die Struktursubstanzen Lignin und Cellulose nicht an, so dass
die Festigkeit nicht beeintrachtigt wird. Von verblautem Holz geht keine gesundheitliche Gefahr
aus (UBA 2019). So ist auch die Verwendung von Paletten aus verblautem Holz unproblematisch.

Im Baubereich ist die Besiedlung von Holz mit Pilzen eine wichtige Fragestellung, wahrend der
Bakterienbefall eine untergeordnete Rolle spielt. Bakterien sind zwar auch am Holzabbau betei-
ligt, bendtigen jedoch stets hohere Materialfeuchten als Pilze. Auch im Innenraum treten in der
Regel unter feuchten Bedingungen tUberwiegend bzw. zuerst Schimmelpilze auf.

In Bereichen, in denen die Ubertragung von Krankheitserregern bzw. Lebensmittelverderbern
verhindert werden muss, kommt der Frage nach der Besiedlung mit Bakterien dagegen eine
grofRe Bedeutung zu. Daher beschaftigen sich zahlreiche Arbeiten mit den antibakteriellen Eigen-
schaften von Holz im Lebensmittelbereich und in Krankenh&dusern. Die Auswertung dazu findet
sich im folgenden Abschnitt, in dem die hygienischen Eigenschaften von Holz und Kunststoff ver-
glichen werden.

Vergleich der hygienischen Eigenschaften von Holz und Kunststoff

Der Fragestellung, ob Holz hygienischer ist als Kunststoff, widmeten sich in der Vergangenheit
eine Reihe von Arbeiten. Dabei geht es in den meisten Fallen um die Verwendung im direkten
Kontakt (z. B. Schneidunterlagen) oder indirekten Kontakt mit Lebensmitteln (Ak et al. 1994, Wel-
ker et al. 1997, Gehrig et al. 2002, Prechter et al. 2002, Schénwalder et al. 2002, Miihlbauer und
Milenovic 2012, Kleiner und Lampe 2014, Licke und Skowyrska 2015). Dariber hinaus wird die
Eignung von Holz als Innenausbaumaterial in Bereichen mit hohen Hygieneanforderungen, wie
in Krankenhdusern, beurteilt (Strehlein et al. 2004, Schuster et al. 2006). Auch gibt es Studien
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Uber die hygienischen Eigenschaften von Packmitteln (Steinkamp und Wilms 2000, HPE 2014,
Milling 2005-1).

In fast allen Arbeiten wurden durch unterschiedliche Verfahren antibakterielle Effekte von Holz
nachgewiesen, die einerseits auf die Materialbeschaffenheit und andererseits auf die chemische
Zusammensetzung zuriickzufihren sind. So besitzt Holz eine pordse Struktur mit einer sehr gro-
Ren inneren Oberflache sowie hygroskopische Eigenschaften, wodurch die Wasserverfligbarkeit
fiir Bakterien herabgesetzt ist. Dazu kommen je nach Holzart noch antimikrobielle Inhaltsstoffe
(Stingl und Hansmann 2006).

Einen umfassenden Uberblick tiber die hygienischen Eigenschaften von Holz geben Aviat et al.
(2016) nach Auswertung von 86 Literaturquellen unter Beriicksichtigung der Fragestellung, ob
Holz fir den Direktkontakt mit Lebensmitteln geeignet ist. Dabei werden antimikrobielle Eigen-
schaften von Holz sowie Prifverfahren zum Nachweis diskutiert. Die Autoren kommen zu dem
Schluss, dass Holz flir den direkten Kontakt mit Lebensmitteln geeignet ist, weil das raue oder
porose Material oft ungtinstige Bedingungen fiir die Mikroorganismen bietet und/oder diese bin-
det oder im Material einschlief3t. Diese Eigenschaft ist eher fir das antibakterielle Verhalten ver-
antwortlich als moégliche antimikrobielle Inhaltsstoffe (Lukowsky 1994), die in Holzern enthalten
sind. Dabei handelt es sich um Substanzen aus den Stoffgruppen Phenole, Lignane, Tannine, Stil-
bene, Flavonoide und Terpenoide, die gegen pathogene Mikroorganismen wirken kénnen
(Pearce 1996, Mourey und Canillac 2002).

Eine besondere Rolle kommt den sogenannten Holz-Hygienepaletten zu, die aus Kiefernkernholz
gefertigt sind. Steinkamp (2004) zeigt im Labor- und Praxistest mit relevanten Keimen aus der
Fleisch- und Tierproduktion sowie aus dem Krankenhausbereich eindeutig antibakterielle Eigen-
schaften und damit Vorteile gegeniiber Kunststoffpaletten. Belege fiir die antibakterielle Wir-
kung von Kiefernkernholz finden sich auRerdem zum Beispiel bei Milling et al. (2005-2) und Ri-
polles-Avila et al. (2019) fir den Transport von Frischfisch.

Nachweismethoden

Fir den Nachweis des Uberlebens von Bakterien gibt es derzeit noch kein einheitliches Priifver-
fahren. Ein Agardiffusionstest gemaR DIN EN I1SO 8462 oder DIN EN 11043 ist wenig praxisrelevant
und nur daflir geeignet, zu zeigen, dass aus dem Holz antimikrobielle Substanzen austreten kon-
nen. Dieser Ubergang von Stoffen kann jedoch problematisch sein, denn Artikel 3 der EU-Verord-
nung VO 1935/2004 regelt, dass ein Stofflibergang von antimikrobiellen Subtanzen auf Lebens-
mittel unzulassig sind, da sie diese unter Umstanden verandern kénnen.

Deutlich praxisnaher sind Methoden, bei denen die Bakterien auf das Material geimpft werden
und nach einer Inkubationszeit auf Nahrboden Ubertragen werden, um die Lebensfahigkeit zu
beurteilen. Dazu konnen die Proben mit Druck auf festen Ndahrboden gestempelt werden (Gehrig
et al. 2002, First 2007, Kavian-Jahromi 2015), was allerdings den Nachteil hat, dass die sich im

2 DIN EN ISO 846:2019: Kunststoffe - Bestimmung der Einwirkung von Mikroorganismen auf Kunststoffe

3 DIN EN 1104:2019: Papier und Pappe vorgesehen fiir den Kontakt mit Lebensmitteln - Bestimmung des Ubergangs
antimikrobieller Bestandteile
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Materialinneren befindenden Bakterien nicht erfasst werden. Vorteilhafter sind sogenannte Ab-
schwemmverfahren, bei denen die Uberlebensrate durch Abspiilen der Bakterien und anschlie-
Rendes Ubertragen auf Nahrmedium bestimmt wird. Bei dieser Methode besteht jedoch eine
Unsicherheit beziiglich der vollstandigen Ablosung der Bakterien vom Material. Wahrend bei
glatten Kunststoffoberflachen eine vollstandige Ablésung durch einfaches Absplilen erreicht wer-
den kann, ist die Wiederfindungsrate bei porésen bzw. rauen Holzoberflachen relativ gering (Car-
pentier 1997) und eine Behandlung durch Ultraschall, Stomacher (Le Bayon et al. 2010) oder
Blrsten (Mariani et al. 2007) vorteilhaft. Die hochste Freisetzung kann durch Abschleifen erreicht
werden, was zeigt, dass die Bakterien in das Holz eindringen und relativ fest anhaften (Ismail et
al. 2014).

Die Methode zum Nachweis antibakterieller Aktivitat auf Kunststoffen und anderen porenfreien
Oberflichen (ISO CD 22196) kann fiir Kunststoffpaletten ohne Anderungen angewendet werden.
Fiir unbehandeltes Holz als pordses Material ist sie jedoch ungeeignet bzw. wird das Ergebnis
immer eine Reduktion der Bakterienzahl sein, da diese nicht vollstandig abgespult werden kén-
nen.

Eine speziell fir Holzprodukte entwickelte Methode zum Nachweis antibakterieller Eigenschaf-
ten gibt es derzeit nicht. Die folgenden Prifverfahren konnten als Basis genutzt und fiir die Matrix
Holz entsprechend angepasst werden:

= DIN EN ISO 846: Bestimmung der Einwirkung von Mikroorganismen auf Kunststoffe.

=  ASTM G-22-76: Standard practice for determining resistance of plastics to bacteria.

= DIN EN ISO 20645: Textile Flachengebilde — Priifung der antibakteriellen Wirkung —Agarplat-
tendiffusionstest.

= EN 1104: Papier und Pappe vorgesehen fir den Kontakt mit Lebensmitteln — Bestimmung des
Ubergangs antimikrobieller Bestandteile.

= |SO 22196: Messung von antibakterieller Aktivitat auf Kunststoff- und anderen porenfreien
Oberflachen.

= DINENISO 20743: Textilien — Bestimmung der antibakteriellen Wirkung antibakteriell behan-
delter Erzeugnisse.

= DIN 54379: Prifung von Papier, Karton und Pappe: Bestimmung der Gesamtkoloniezahl.

Bei der Methodenentwicklung sollten Einflussfaktoren wie das Alter bzw. die Vorgeschichte des
Holzes (Neuzustand vs. gebrauchter Zustand), die Umgebungsbedingungen (Temperatur, Luft-
und Materialfeuchte) sowie der mogliche Eintrag von Nahrstoffen berticksichtigt werden.
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4 AP 2: Bestimmung der mikrobiellen Beladung von Paletten aus der Praxis

4.1 Zielstellung

Durch die Untersuchung der mikrobiellen Beladung von Paletten soll die Bedeutung dieses Prob-
lems im Zuge der Verwendung bewertet werden.

4.2 Untersuchungsmaterial Holzpaletten

PlanmaRig sollten Palettenmaterialien von Herstellern und Anwendern/Verarbeitern aus unter-
schiedlichen Branchen (z. B. Lebensmittelverarbeitung, Futtermittelindustrie, Agrarwirtschaft)
mikrobiologisch untersucht werden. Auswahl, Beschaffung und Bereitstellung der Materialien
oblagen dem AG.

Am 29.11.2018 erfolgte die Lieferung folgender Holzpaletten durch die Firma Collico Verpa-
ckungslogistik und Service GmbH:

= 3 Pakete Nr. 1.1 bis 1.3 mit je 10 Europaletten Nr. E1 bis E30

Dabei handelte es sich um benutzte Holzpaletten. Die Stempel, falls vorhanden, geben Auskunft
Uber die Herkunft; weitere Angaben liegen dem Auftragnehmer nicht vor. Die Angaben der Kenn-
zeichnung sind in Tab. 1 aufgelistet.

Alle Paletten bestehen EPA-konform aus 13 Brettern und 9 Klétzen. Eine Bestimmung der Holz-
arten war nicht Bestandteil des Auftrags. Stichprobenartige Untersuchungen zeigten, dass es sich
um vorwiegend um Nadelhdélzer und teilweise um Laubhdlzer handelte. Bei den Kl6tzen wurde
entweder Massivholz oder formgepresste Holzspanklotze (Pressspan) verwendet; einige Paletten
wiesen beide Klotzarten auf. Einzelheiten dazu finden sich in Abschnitt 4.4 in Tab. 2.

Tabelle 1: Paletten und Auflistung der Stempelangaben

Nr. IPPC- Landerkennung Registriernummer der Lizenz-Nr./Mo- Siegel
Stempel PS-Behdrde nat/Jahr

Paket 1.1

E 1 X DE-SN1 497027 | 021-3-03 EPAL
E 2 - nicht lesbar EPAL
E 3 X nicht lesbar nicht lesbar ...-6-03 uIC
E 4 X nicht lesbar nicht lesbar EPAL
E S X DK 8015 GC-148-5-0 EPAL
E 6 X nicht lesbar nicht lesbar 024-4-07 EPAL
E 7 X DE-RP nicht lesbar nicht lesbar EPAL
E 8 - nicht lesbar EPAL
E 9 X BY 009 010-2-02 EPAL
E 10 X H nicht lesbar 604-2-05 MAV
Paket 1.2

E 11 X SK 2291 2156 A27-7-11 uIC
E 12 X SK 2291 2156 A27-7-08 uIC
E 13 X PI 18153 152-7-01 EPAL
E 14 X LV 012 008-4-03 EPAL
E 15 X SK-3231 2291 2156 A27-8-01 uIC
E 16 X DE-HE nicht lesbar nicht lesbar EPAL
E 17 X RO-CV nicht lesbar nicht lesbar EPAL
E 18 X BE 99012 012-3-09 EPAL
E 19 X GB FC-035 05-3 EPAL
E 20 X BA nicht lesbar 003-6-05 EPAL
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Nr. IPPC- Landerkennung Registriernummer der Lizenz-Nr./Mo- Siegel
Stempel PS-Behdorde nat/Jahr

Paket 1.3

E 21 X DE-HE 493027 003-0-12 EPAL
E 22 X DE-SN1 497027 021-3-07 EPAL
E 23 X SK 2291 2156 A27-5-09 uIC
E 24 X nicht lesbar nicht lesbar 004-5-11 EPAL
E 25 X SK 2291 2156 A27-7-08 uIC
E 26 X SK 2291 2156 A27-7-95 uIC
E 27 X PL 02-387 181-8-01 EPAL
E 28 X DE-SN1 497027 021-5-05 EPAL
E 29 X RO CV nicht lesbar 004-7-07 EPAL
E 30 X DE-SN1 497027 021-6-12 EPAL

4.3 Untersuchungsmaterial Kunststoffpaletten

Am 28.11.2019 wurden fiinf Kunststoffpaletten geliefert, welche nach Angaben des AG in fleisch-
verarbeitenden Betrieben benutzt worden waren. Darliber hinaus liegen dem AN keine Informa-
tionen zur Historie der Paletten vor. Die Paletten wiesen keine Kennzeichnungen auf und wurden
vom AN durchgehend von Nr. K1 bis K5 nummeriert.

4.4 Untersuchungsmethoden

Quantitative und qualitative Bestimmung der mikrobiellen Kontamination an der Oberfléiche
durch Abklatschverfahren

Die Holzpaletten wurden stichprobenartig an drei unterschiedlichen Stellen in den folgenden Be-
reichen beprobt:

= juf der Oberseite eines Deckbrettes,

= auf der Unterseite eines Deckbrettes,

= an einem Palettenklotz.

Dabei wurden spezielle Kontakt-Petrischalen mit festem Nahrmedien auf das Material aufge-
driickt und so die oberflachlich vorhandenen Mikroorganismen direkt tGbertragen. Als Nahrme-
dium wurden DG18-Agar fiir xerophile Pilze und Malzextrakt-Agar (MEA) als Universalmedium
fiir Pilze und Bakterien verwendet. Die beprobten Schalen wurden liber einen Zeitraum von einer
Woche im Brutschrank bei 25 °C bebritet. Zur Auswertung wurden die ausgekeimten Mikroor-
ganismen-Kolonien ausgezahlt und die auftretenden Arten anhand der mikro- und makromor-
phologischen Merkmale ndaher bestimmt.

Die Kunststoffpaletten wurde an jeweils fiinf Stellen mit Abstrichtupfern auf einer Flache von
jeweils 20 cm? beprobt. Dabei wurden offensichtlich kontaminierte sowie unauffillige Bereiche
berucksichtigt. Die Tupferproben wurden in 0,9 %iger Kochsalzlésung mit Zusatz von Tween 80
eluiert und mittels Spiralplater auf unterschiedliche Nahrmedien zur Bebriitung tGbertragen. Ver-
wendet wurden MEA, DG18-Agar sowie Plate-Count-Agar (PCA). Die ausgekeimten Kolonien wur-
den gezahlt und anhand morphologischer und biochemischer Merkmale naher bestimmt.
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Quantitative und qualitative Bestimmung der mikrobiellen Kontamination der Holzpaletten
iiber den Materialquerschnitt durch Suspensionsverfahren

Hier wurden stichprobenartig von jeder Palette zwei Bohrkerne mit einem Durchmesser von
10 mm aus solchen Bereichen von horizontalen Deckbrettern entnommen, die keinen offensicht-
lichen Pilzbefall und keine Verschmutzung aufwiesen. Die Aufarbeitung erfolgte gemafll DIN ISO
16000-21:21014-05% Die Bohrkerne wurden sofort in jeweils 10 ml Phosphatpuffer tiberfiihrt.
Die Ansatze wurden zum Abspiilen der anhaftenden Keime fir 15 min auf einem Kreisschittler
geschiittelt. Verdinnungsstufen des Eluates wurden dann mittels Spiralplater auf Nahrboden
Ubertragen, um nach einer Bebriitung die Keimzahl zu bestimmen.

4.5 Ergebnisse

4.5.1 Holzpaletten
Die Paletten wiesen unterschiedliche Erscheinungsformen auf, welche in den Tabellen 2 bis 4
dargestellt sind.

Die Mehrzahl zeigte Vergrauungen und teilweise auch pilzliche Verblauungen des Holzes, was
jedoch keine Qualitatsminderung bedeutet. 18 Paletten waren in gewisser Weise verschmutzt,
wobei es sich oft um FuRBspuren und schwarze Staplerspuren handelte. Die starksten Verschmut-
zungen hatten die Paletten des Paketes 1.1. Diese zeigten auch in fast allen Fallen einen mit blo-
Rem Auge deutlich erkennbaren Pilzbefall in Form farbiger Beldge an verschiedenen Stellen der
Paletten. Insgesamt war auf 14 Paletten ein Pilzbefall zu erkennen, wodurch diese nach den EPAL-
Qualitatskriterien nicht mehr gebrauchsfahig waren.

Bei den Abdruckproben auf Nahrmedien wurde eine Vielzahl von Pilzen nachgewiesen. Am hau-
figsten wurden Schimmelpilze der Gattungen Penicillium, Cladosporium, Aspergillus und Tricho-
derma sowie der Blauepilz Aureobasidium pullulans nachgewiesen. Alle Pilzarten treten typi-
scherweise auch auf Holz in anderen Bereichen, insbesondere im Baubereich, auf. Daneben wur-
den teilweise auch Bakterien und Hefen gefunden.

Die mikrobiologische Untersuchung der stichprobenartig enthommenen Bohrkerne zeigte deut-
liche Unterschiede in der Beladung (Tab. 5). Bei der Mehrzahl der Proben (20 Paletten) lag die
volumenbezogene Mikroorganismen-Konzentration unter der Nachweisgrenze und war somit
mikrobiologisch unauffallig. Das Paket 1.1. zeigte, wie auch die Abdruckproben, deutlich hohere
Werte als die anderen. Fiinf Paletten wurden mit > 100.000 KbE/cm? der hdchsten Kategorie zu-
geordnet.

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu berlicksichtigen, dass jeweils mehrere Paletten in en-
gem Kontakt zueinander verpackt waren und es somit zu einer Ubertragung der Pilzsporen kom-
men konnte. Die bei den Abdruckproben ausgekeimten Pilze sind nicht in jedem Fall die Arten,
die auch auf dem Material am starksten gewachsen waren. Das zeigt jedoch, das auf allen Mate-
rialien keimfahige Pilzstrukturen vorhanden sind, die unter ungiinstigen Bedingungen rasch aus-
keimen und zu einem Befall flihren kénnen.

4 DIN 1SO 16000-21:2014-05: Innenraumluftverunreinigungen — Teil 21: Nachweis und Z3hlung von Schimmelpilzen
— Probenahme von Materialien
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Tabelle 2: Beschreibung der Paletten E1 bis E10 (Paket 1.1)

Bretter Oberseite | Bretter Unterseite Klotze
El
= wenig vergraut = stark vergraut = Pressspan
= stark verschmutzt = griine und weille Belidge = teilweise beschadigt
= griine Beldge = graue Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus glaucus-Gruppe, A. niger-Komplex, A. wester-

dijkiae, Alternaria sp., Zygomycet

E2
= teilweise stark vergraut/ verblaut = stark vergraut = Massivholz und Pressspan
= stark verschmutzt = grau-griine Beldge = graue und weiRe Beldge

= teilweise beschadigt
= griine Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus glaucus-Gruppe, Trichoderma sp., Bakterien

E3
= teilweise verblaut = unauffallig = Massivholz
= gering verschmutzt = unauffillig

= Pilzbefall makroskopisch nicht erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Bakterien (Bacillus sp.)

E4
= gering verblaut = griine Belage = Pressspan
= gering verschmutzt = unauffillig

= fleckige, schwarze Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus flavus, Aureobasidium pullulans, Trichoderma

sp., Hefe (Rhodotorula mucilaginosa)
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Bretter Oberseite | Bretter Unterseite Klotze
E5
= teilweise vergraut = stark vergraut/verblaut = Pressspan
= dunkle Beldge = graue Beldge

= maRig verschmutzt
= schwarze Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus ochraceus, Trichoderma sp., Alternaria sp.

E6

= teilweise vergraut = grol¥flachige dunkle Verfar- = Pressspan

= maRig verschmutzt bungen = graue Beldge
= dunkle, fleckige Verfarbungen = weille und dunkle Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aureobasidium pullulans, Aspergillus-niger-Komplex, Asper-

gillus-glaucus-Gruppe, Trichoderma sp., Hefe (Rhodotorula mucilaginosa), Bakterien

E7
= gering verschmutzt * teilweise vergraut/teilweise = Pressspan
= graue Beldge verblaut = malig verschmutzt

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aureobasidium pullulans, Aspergillus-niger-Komplex, Asper-

gillus-glaucus-Gruppe, Trichoderma sp., Alternaria sp.

E8

= grof¥flachig vergraut

= gering verschmutzt

= wenige schwarze Beldge

= gering verblaut = Massivholz + 1x Pressspan
= dunkel

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-niger-Komplex, Aspergillus-glaucus-Gruppe,

Trichoderma sp., Alternaria sp., Mucor sp., Fusarium sp., Bakterien
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Bretter Oberseite | Bretter Unterseite Klotze
E9
= teilweise vergraut = grol¥flachige dunkle Verfar- = Massivholz + Pressspan
= maRig verschmutzt bungen = unauffillig

= stark verschmutzt

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aureobasidium pullulans, Aspergillus-glaucus-Gruppe,
Trichoderma sp., zahlreiche Bakterien

E10
= gering vergraut = teilweise flachig verblaut = Massivholz
= maRig verschmutzt = schwarze Belage = grau-griine Beldge

= grau-schwarze Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Zygomycet, Trichoderma sp.,
Alternaria sp.

Tabelle 3: Beschreibung der Paletten E11 bis E20 (Paket 1.2)

Bretter Oberseite | Bretter Unterseite | Klotze
E11
= maRig verschmutzt = wenige grau-griine Beldge = Massivholz
= graue Beldge = Splintholz verblaut

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aureobasidium pullulans,
Trichoderma sp., Zygomycet, Bakterien

E12
= teilweise verblaut = teilweise verblaut = Massivholz
= sauber = schwarze Belage = Splintholz verblaut

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex, Al-
ternaria sp., Zygomycet
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Bretter Oberseite | Bretter Unterseite Klotze
E13
= wenig vergraut = wenig vergraut = Massivholz
= sauber = unauffillig

= grau-schwarze Beldge

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-niger-komplex, Bakterien

E14
= gering vergraut, teilweise verb- | = sauber = Pressspan
laut = unauffillig

= maRig verschmutzt
= graue Beldge

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Mucor sp., Bakterien (Bacillus

sp.)

E15
= gering verschmutzt = teilweise vergraut/verblaut = Massivholz
= partiell graue Belage = Splintholz verblaut

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex, Zy-

gomycet
E16
= groRflachig vergraut/verb- = sauber = Pressspan
laut = grau-griiner Belag

=  maRig verschmutzt
= grau-griine Beldge

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aureobasidium pullulans, Zy-

gomycet, Bakterien (Bacillus sp.)
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Bretter Oberseite | Bretter Unterseite | Klotze

E17
= nicht vergraut/verblaut = sauber (wenige Staplerspuren) | = Pressspan

= gering verschmutzt = unauffillig

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex,

Aspergillus flavus, Rhizopus stolonifer

E18

= durchgehend vergraut/verblaut | = partiell graue Belage = Pressspan
= gering verschmutzt (Stapler- = unauffallig
spuren)

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex,

Aspergillus flavus, Zygomycet, Trichoderma sp., Bakterien (Bacillus sp.)

E19

= gering vergraut/verblaut =  sauber (wenige Staplerspu- = Massivholz

= gering verschmutzt ren) = punktuell grauer Belag
= Holz rétlich (Larche/Dougla-

sie)

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aureobasidium pullulans, Rhi-

zopus stolonifer

E20

= gering verschmutzt (FuBspu- = sauber (wenige Staplerspuren) | = Massivholz
ren) = punktuell graue Beldge = pilzliche Beldge

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar (Kl6tze)
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex,

Aspergillus ochraceus, Rhizopus stolonifer, Hefe
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Tabelle 4: Beschreibung der Paletten E21 bis E30 (Paket 1.3)

Bretter Oberseite |

Bretter Unterseite

Klotze

E21

= gering verschmutzt (wenige
FuBspuren)

= weille Flecken im Randbereich

= wenige Staplerspuren

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex,
Aureobasidium pullulans, Rhizopus sp., Achaetomium sp., Hefen, Bakterien (Bacillus sp.)

= Pressspan
= unauffallig

E22

= gering vergraut/verblaut

= gering verschmutzt (wenige
Staplerspuren)

Trichoderma sp., Hefe

= teilweise vergraut/verblaut

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Rhizopus stolonifer,

= Massivholz
= teilweise verblaut
= Farbkern

= E23
= sehr gering vergraut/verblaut
= gering verschmutzt

= teilweise vergraut/verblaut
= sauber

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Aspergillus-glaucus-Gruppe, Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-niger-Komplex,

Rhizopus sp., Bakterien (Bacillus sp.)

= Massivholz
= unauffallig

E24
= gering verschmutzt (wenige
FuBspuren)

= punktuell schwarzer und gri-
ner Belag

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar (Unterseite)
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus-niger-Komplex,
Aureobasidium pullulans, Rhizopus sp., Trichoderma sp., Bakterien (Bacillus sp.)

= Massivholz
= unauffallig
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Bretter Oberseite

Bretter Unterseite

Klotze

E25

= gering vergraut/teilweise
verblaut

= gering verschmutzt (FuBspu-
ren)

= teilweise vergraut/verblaut

= gering verschmutzt (Stapler-
spuren)

= punktuell grauer Belag

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aureobasidium pullulans, Rhi-

zopus stolonifer, Bakterien (Bacillus)

= Massivholz
= wenig grauer Belag

E26

= teilweise verblaut

= gering verschmutzt (FuBspu-
ren)

= teilweise verblaut
= sauber
= punktuell grauer Belag

= Pilzbefall makroskopisch nicht eindeutig erkennbar
= Auskeimung: Aspergillus-glaucus-Gruppe, Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-niger-Komplex,
Rhizopus sp., Hefe (Rhodotorula sp.), Bakterien (Bacillus)

= Massivholz
= unauffallig

E27

= teilweise verblaut

= gering verschmutzt (FuBspu-
ren)

= teilweise verblaut

= Pilzbefall makroskopisch erkennbar (Unterseite)
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Rhizopus sp.

= Massivholz und Pressspan
= unauffallig

E28
=  sauber

= sauber

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus versicolor, Aspergillus ochraceus, Aureobasidium

pullulans, Rhizopus stolonifer, Bakterien (Bacillus)

® Pressspan
= unauffallig
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Bretter Oberseite | Bretter Unterseite Klotze

E29

= sauber = sauber = Massivholz

= Hirnholz mit dunkler Verfarbung

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus-glaucus-Gruppe, Aspergillus versicolor, Aspergil-

lus-niger-Komplex, Rhizopus sp.

E30
= gering verblaut
= sauber

= nicht verblaut = Pressspan
= graue Beladge

= kein Pilzbefall makroskopisch erkennbar
= Auskeimung: Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor, Aspergillus

ochraceus, Aureobasidium pullulans, Rhizopus stolonifer, Bakterien (Bacillus)
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Tabelle 5: Vergleich der durch Kontaktproben und im Suspensionsverfahren ermittelten mikrobiellen
Beladung der Holzpaletten (Reprasentative Fotos dazu befinden sich in der Anlage)

Lebendkeimzahl auf der Oberflache, ermittelt mit Lebendkeimzahl im Querschnitt, ermittelt an
Palet- Kontaktproben [KbE/cm?] Bohrkernen mit Suspensionsverfahren
teNr. [KbE/cm?3]
Oberseite Unterseite Klotz (untere Nachweisgrenze = 400)

Paket 1.1

1 >20 > 20 > 20 1x10*
E 2 >20 >20 >20 9 x 103
E 3 >10 <10 <10 2 x 102
E 4 >20 >20 <10 1x10°
E 5 >20 >20 > 30 4 x 10
E 6 >30 >30 > 30 4 x10°
E 7 >30 <10 <10 2x10*
E 8 >30 >30 >30 1x10°
E 9 >30 >30 > 30 4 x10°
E 10 >30 >30 >30 5x10°
Paket 1.2

11 >30 <10 <10 6 x 10°
E 12 >30 <10 <10 2 x10?
E 13 >30 <10 <10 2 x10?
E 14 <10 <10 <10 4 x 10?
E 15 >10 <10 <10 2 x10?
E 16 >10 <10 <10 2 x10?
E 17 >10 >10 >10 2x10?
E 18 >30 <10 <10 2 x10?
E 19 >30 <10 <10 2x10?
E 20 > 10 > 10 > 10 2 x 107
Paket 1.3
E 21 >30 <10 <10 2x10°
E 22 > 30 <10 > 10 2x10°
E 23 >10 <10 <10 2 x10?
E 24 2 <10 <10 2 x 102
E 25 > 10 <10 <10 2 x10?
E 26 >30 <10 <10 2 x10?
E 27 > 10 <10 <10 2 x 102
E 28 >10 <10 <10 2x10°
E 29 >30 >10 > 10 2x10?
E 30 > 10 <10 <10 2 x10?
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4.5.2 Kunststoffpaletten

Alle Kunststoffpaletten wiesen deutliche Gebrauchsspuren in Form von zerkratzten Oberflachen
auf. Daruber hinaus waren teilweise deutliche Verschmutzungen vorhanden, wie dunkle Beldge,
aber auch Blut- und Fleischreste. Die durch Abstrichproben ermittelten Keimzahlen der Kunst-
stoffoberflachen finden sich in Tab. 6. Im Anschluss daran werden die jeweils fiinf beprobten
Bereiche sowie die Auskeimungen auf den Nahrboden dargestellt.

Tabelle 6: Mikrobielle Beladung der Kunststoffoberflachen

Palette Nr. | Beprobter Bereich Nr. Lebendkeimzahl [KbE/cm?]

PCA MEA DG 18
K1 1.1 2x10% 1 x 10* 2 x 103

1.2 4 x 10* 2x103 n.a.’
1.3 4 x 10° 3x103 2 x 102
1.4 3x103 2x103 3x 103
1.5 5x 101 2 x 10? 4 x 10!
K2 2.1 2 x 10t 2 x 10! 3 x 10!
2.2 8 x 103 8 x 103 1x 10!
2.3 6 x10* 7 x 102 1x 10?

2.4 <10 <10 <10

2.5 <10 <10 <10
K3 3.1 1x10° 2x10* 2x103
3.2 2x10% 4 x 103 2x103
3.3 1x103 3 x 10? 2x103
3.4 4 x 102 3x103 2x103
3.5 <10 1 x 10? 3 x 10!
K4 4.1 5x 10* n.a. 1x10*
4.2 2 x 10% n.a. 1x10*
4.3 8 x10* 2x10* 2x10%
4.4 8 x 10! 3 x 102 2 x 10?
4.5 5x 101 1x10° 1x 10
K5 5.1 4 x10* n.a. 2 x10*
5.2 <10 2 x 10! 2 x 10!
5.3 2 x 10! 2 x 10? 2 x 10!
5.4 <10 2 x 10! 2 x 10!

5.5 4 x 101 1x 10! <10

Palette K1

Die Palette war relativ stark verschmutzt mit angetrockneten Fleischresten und Blutspuren. Ein
mikrobieller Befall war mit bloRem Auge nicht erkennbar. Bei den Auskeimungen zeigten sich
jedoch deutliche mikrobielle Kontaminationen. Es traten vor allem Hefepilze (u. a. Rhodotorula
mucilaginosa) und Bakterien auf. Bei den Bakterien wurden in Zusammenhang mit eingetrockne-
ten Fleischresten vor allem coliforme Bakterien und andere Enterobakterien, einschlieBlich E-
scherichia coli, aber auch grampositive Kokken, nachgewiesen. Bei den unauffilligen Bereichen
war die Keimzahl entsprechend gering (K1.5).

5n.a.: nicht auswertbar
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Bereich K1.1: angetrockneter Fleischrest

/

MEA DG18 PCA

Bereich K1.2: braunliche Verschmutzung auf der Oberseite (mit Schablone von 20 cm?)

/

MEA DG18 PCA
Bereich K1.3: angetrockneter Fleischrest
MEA DG18 PCA
Bereich K1.4: angetrockneter Fleischrest
MEA DG18 PCA

Bereich K1.5: unauffalliger Bereich, gering verschmutzt

/

MEA DG18 PCA
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Palette K2

Die Palette bot ein dhnliches Erscheinungsbild wie die Palette K1 mit relativ starker Verschmut-
zung in Form von eingetrockneten Fleischresten und Blutspuren. Die mikrobiellen Kontaminatio-
nen waren jedoch deutlich geringer als bei der Palette K1. Es traten Es traten ebenfalls tiberwie-
gend Hefen und gramnegative Bakterien, einschlielllich Enterobakterien, und nur vereinzelt
Schimmelpilze auf. In der folgenden Ubersicht sind die beprobten fiinf Bereiche sowie die Aus-
keimungen auf den Nahrbdden dargestellt.

Bereich K2.1: angetrockneter Fleischsaft auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K2.2: unauffélliger Bereich auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K2.3: angetrockneter Fleischsaft auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K2.4: angetrockneter Fleischsaft im Zwischenraum

/

MEA DG18
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Bereich K2.5: angetrockneter Fleischsaft im unteren Bereich

/

MEA DG18

Palette K3

Diese Palette zeigte normale Gebrauchsspuren sowie durchgehend geringe Verschmutzungen
und einige nasse, farblose Flecken. Trotz dieser unauffalligen bzw. geringen Verschmutzungen
wurden deutliche mikrobielle Kontaminationen nachgewiesen, wobei auch hier (iberwiegend He-
fen sowie gramnegative und grampositive Bakterien vorhanden waren. Besonders hoch war die
Hefe-/Bakterienkonzentration in dem beprobten nassen Bereich (K3.1). In den unauffalligen Be-
reichen fanden sich auch Schimmelpilze (Aureobasidium pullulans, Cladosporium sp., Alternaria
sp.).

Bereich K3.1: nasser Bereich auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K3.2: dunkle Verschmutzung auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K3.3: unauffalliger Bereich im Zwischenraum

/

MEA DG18 PCA



Seite 27 von 38 zum Bericht: 9218001-A1

Bereich K3.4: gering verschmutzter Bereich auf der Unterseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K3.5: gering verschmutzter Bereich im Zwischenraum

/

MEA DG18 PCA

Palette K4

Diese Palette zeigte normale Gebrauchsspuren, war durchgehend deutlich verschmutzt und teil-
weise nass. Auch hier wurden deutliche mikrobielle Kontaminationen mit Hefen, Bakterien und
vereinzelten Schimmelpilzen (Paecilomyces variotii) nachgewiesen und dabei besonders hohe
Hefe-/Bakterienkonzentration in den beprobten nassen Bereichen (K4.1 und K4.3) gefunden.

Bereich K4.1: nasser, schmutziger Bereich auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA

Bereich K 4.2: dunkle Verschmutzung auf der Oberseite

/

MEA DG18 PCA
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Bereich K 4.3: nasser, schmutziger Bereich auf der Oberseite

/

MEA DG18
Bereich K 4.4: verschmutzter Bereich im Zwischenraum

/

MEA DG18

Bereich K 4.5: verschmutzter Bereich im Zwischenraum

/

MEA DG18

Palette K5

PCA

PCA

Diese Palette war besonders stark verschmutzt — jedoch ohne Fleisch- oder Blutspuren. Auf der
Unterlage waren grofflachige schwarze Belage vorhanden. Es fand sich jedoch ausschlieBlich auf
der Oberseite deutliche Kontaminationen mit Bakterien, Hefen und vereinzelten Schimmelpilzen.

Bereich K 5.1: grau-verschmutzter Bereich auf der Oberseite

/

MEA DG18

PCA
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Bereich K 5.2: grau-verschmutzter Bereich auf der Oberseite

/

MEA DG18

Bereich K 5.3: grau-verschmutzter Bereich im Zwischenraum

/

MEA DG18 PCA

Bereich K 5.4: schwarze Beldage auf der Unterseite

/

MEA DG18

Bereich K 5.5: schwarze Beldage auf der Unterseite

/

MEA DG18
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5 AP 3: Laboruntersuchungen zum Nachweis der antibakteriellen Eigenschaften
von Palettenmaterial

5.1 Zielstellung

Ziel war der Vergleich von Palettenmaterial aus Holz und Kunststoff hinsichtlich der mikrobiellen
Besiedelbarkeit und Uberlebensfihigkeit von Bakterien.

5.2 Untersuchungsmaterial

Durch den Auftraggeber wurden verschiedene Materialien bereitgestellt.
Am 29.11.2018 wurden folgende Paletten geliefert:

= Hygienepaletten H1 aus HDPE,

= Europaletten aus Fichtenholz: Da sich bei stichprobenartigen Untersuchungen herausstellte,
dass es sich nicht ausschlieBlich um Fichtenholz, sondern auch um Kiefernholz handelte,
wurde dieses Material verworfen und nicht in die Untersuchungen einbezogen.

Dafir lieferte der Auftraggeber am 31.05.2019 Bretter aus Fichten- und Kiefernholz liber die
Firma Treyer aus Peterstal. Das Kiefernholz wurde durch den AN in Splint- und Kernbereiche ge-
trennt.

Vom AG wurde das Vergleichsmaterial Polyethylenfolie zur Verfligung gestellt. Alle untersuchten
Materialvarianten sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Untersuchte Materialien (Abb. 1)
Nr. Material

1 H1 Kunststoffhygienepalette
1.1 glatte Originaloberflache

1.2 aufgeraute Oberflache (mit Schleifpapier behandelt zur Simulation von Gebrauchsspuren)

Fichtenholz

Kiefernsplintholz

Kiefernkernholz

| | W N

Vergleichsmaterial Polyethylenfolie

Abb. 1: Untersuchte Materialien (v.l.n.r. Nr. 1.1 bis 5)
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5.3 Untersuchungsmethode

Da es kein Normverfahren fiir die Bestimmung der antibakteriellen Eigenschaften von Holz gibt,
wurden zwei Verfahren herangezogen und modifiziert:

» |SO 22196°: Die Priiforganismen aus dieser Norm wurden verwendet, und die Herstellung der
Bakteriensuspension erfolgte normgemaRi.

= DIN EN ISO 20743”: Die Bestimmung der Lebensfihigkeit erfolgte nach dem in dieser Norm
beschriebenen Lumineszenzverfahren.

Priifprinzip

Die Materialien wurden mit einer definierten Bakteriensuspension beimpft, die Ansatze lber ei-
nen Zeitraum von 18 bis 24 Stunden bei 36 °C in einer feuchten Kammer bebriitet und anschlie-
Rend die Uberlebensrate mit Hilfe des Lumineszenzverfahrens bestimmt. Um den Einfluss einer
Reinigung zu ermitteln, wurden ausgewahlte Ansatze nach der Bebriitung vor der Bestimmung
der Uberlebensrate durch unterschiedliche Verfahren gereinigt.

Priifvarianten

Prifvariante 1: Bestimmung der Besiedelbarkeit mit Bakterien unter optimalen Bedin-
gungen flir Bakterien: Beimpfung von feuchten Materialproben

Prifvariante 2: Bestimmung der Besiedelbarkeit mit Bakterien unter suboptimalen Bedin-
gungen fiir Bakterien: Beimpfung von trockenen Materialproben

Prifvariante 3: Bestimmung der Besiedelbarkeit mit Bakterien unter verscharften Bedin-
gungen: Beimpfung von feuchten Materialproben unter Zugabe einer
Nahrlosung

Prifvariante 4: Bestimmung des Einflusses einer Reinigung auf die Uberlebensfihigkeit
von Bakterien

Priifbakterien

= Escherichia coli DSM 1576
= Staphylococcus aureus DSM 799

Priifkérper
Es wurden quaderformige Prufkorper (Volumen 0,5 cm3] mit einer Priffliche von 10 mm x
10 mm und einer Dicke von 5 mm verwendet (s. Abb. 1).

Vorbehandlung der Priifkérper

Die Holzprifkorper wurden im heiBen Dampf, die Kunststoff-Priifkorper durch Gammastrahlung
sterilisiert.

AnschlieBend erfolgte die unterschiedliche Vorbehandlung der Priifvarianten:

Prifvariante 1: Auffeuchtung durch Auftragen von 1 ml deionisiertem Wasser, Einwir-
kung Gber mehrere Stunden, bis das Wasser komplett aufgenommen war

6150 22196:2011: Messung der antibakteriellen Aktivitat auf Kunststoff- und anderen porenfreien Oberflichen
7DIN EN ISO 20743:2013: Textilien — Bestimmung der antibakteriellen Wirkung antibakteriell behandelter Erzeug-
nisse.
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Prifvariante 2: keine weitere Vorbehandlung

Prifvarianten 3 u. 4: Auffeuchtung und Nahrstoffzugabe durch Auftragen von 1 ml 5%iger
Malzlésung, Einwirkung tiber mehrere Stunden, bis die Nahrlésung kom-
plett aufgenommen war

Beimpfung

Es wurden jeweils 500 pl einer Bakteriensuspension mit einer Konzentration von 5 x 10° Bakte-

rien/ml mittig aufpipettiert.

Bebriitung
Die beimpften Ansdtze wurden Uber 24 Stunden bei 36 °C und einer relativen Luftfeuchte von
> 95 + 4 % gelagert.

Reinigung der Priifkérper nach der Lagerung (nur Priifvariante 4)
Die Prufkorper wurden durch zwei unterschiedliche Verfahren gewaschen:

A) mit Wasser: fir 1 min in 10 ml mit Vortexer geschittelt
B) mit Wasser mit Spllmittelzusatz: fiir 1 min in 10 ml Wasser mit Spulmittelzusatz und
anschliefRend fir 1 min in 10 ml Wasser mit Vortexer geschittelt

Abspiilen der Bakterien nach der Lagerung

Die Prifkoérper wurden mit der beimpften Oberseite nach unten in Zellkulturplatten auf Glasper-
len gelegt, 6 ml phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung dazugegeben und auf dem
Kreisschiittler bei 250 rpm Uber 15 min geschiittelt (Abb. 2 und 3). Dach wurde umgehend die
Lebensfahigkeit der Bakterien im Eluat mittels Lumineszenzverfahren gemessen.

Abb. 2: Kreisschittler mit Priifansatzen Abb. 3: Zellkulturplatten mit Prufkorpern auf
Glasperlen zum Ausschitteln

Verfahren zur Bestimmung der Lebensféhigkeit der Bakterien (Lumineszenzverfahren)

Grundlage fir dieses Verfahren ist die Fahigkeit aller lebenden Zellen, Adenosintriphosphat (ATP)
als Energiespeicher zu bilden. Dieses kann Uber die Luciferin-Luciferase-Reaktion nachgewiesen
werden, bei der das ATP die Energie bereitstellt, um das Substrat Luciferin mit Hilfe des Enzyms
Luciferase umzuwandeln und dabei Licht zu erzeugen. Da die emittierte Lichtmenge proportional
zur ATP-Menge ist, kann das System zum Nachweis der Lebensfahigkeit bzw. zur Bestimmung der
Lebendkeimzahl genutzt werden. Der Test wird auch als ATP-Test bezeichnet.
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Bei den Untersuchungen kam das Testsystem , bactiter glo“ der Firma Promega zur Anwendung.
Dabei wurden je 50 pl Eluat in 96well-Mikrotiterplatten mit 50 ul Nachweisreagens vermischt
und nach einer Inkubationszeit von 5 min die Lumineszenz gemessen.

5.4 Ergebnisse

Das Lumineszenzsignal ist ein MaR fir die Bakterienaktivitat. Mit den zur Beimpfung verwende-
ten Bakteriensuspensionen zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen dem Lumineszenz-
signal (RLU) und der Zellzahl (Abb. 4), so dass daraus die Bakterienzahl berechnet werden konnte.

Abb. 4: Eichkurve: Zusammenhang zwischen Bakterienzahl und Lumineszenzsignal

Die Ergebnisse der Lumineszenzmessung sind in der Tabelle 8 und den Diagrammen in Abb. 5
dargestellt.

Bei der Lagerung (iber 24 Stunden zeigten alle Holzer ein dhnliches Verhalten. Die Aktivitdt von
Escherichia coli wurde bei allen Holzern, unabhangig von der Prifvariante, deutlich reduziert,
wahrend sie auf den Kunststoffpaletten fast in jedem Fall zunahm. Eine Ausnahme bildete hier
die Prifvariante 3 mit Nahrlosung, bei der es zu einer Reduktion der Aktivitat kam.

Bei Staphylococcus aureus war das Ergebnis dhnlich, aulRer, dass bei den Proben aus Kiefernkern-
holz keine wesentliche Anderung der Aktivitdt nach der Inkubation verzeichnet wurde. Demge-
genliber wurden auf den Kunststoffpaletten nach der Inkubation deutlich hohere Lumineszenz-
signale als vorher gemessen. Die Aufrauung der Kunststoffoberflache fihrte zu einer deutlich
starkeren Vermehrung von Staphylococcus aureus als auf der glatten Oberflache.

Die Auffeuchtung der Prifkorper bei der Priifvariante 1 beeinflusste das Ergebnis nur unwesent-
lich. Durch Zugabe einer Nahrlésung in der Prifvariante 3 nahm die Aktivitat in den meisten Fal-
len ab, was durch eine gewisse Klebrigkeit der zuckerhaltigen Lésung und damit eine starkere
Anhaftung der Bakterien begriindet werden kann.

Die Reinigung mit Wasser bzw. mit Spulmittel und Wasser fiihrte in jedem Fall zu einer weiteren
Reduktion der Aktivitat.
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Tabelle 8: Lumineszenzsignale (RLU) der Eluate vor und nach der Inkubation (Mittelwerte aus n=4, abzi-

glich Blindwerte und bei Kiefernkernholz abzliglich Korrekturwert)

Material vor der In- RLU nach einer Inkubationszeit von 24 h
kubation | Prifvariante 1 | Priifvariante 2 Prifvariante 3
ohne Reini- ohne Reini- | ohne Reini- | Reinigung mit | Reinigung mit
gung gung gung Wasser Spulmittel

Escherichia coli
1.1 H1l-Palette glatt 1.220 3.044 2.357 963 <2508 <1
1.2 H1-Palette rau 1.312 3.211 2.104 942 <250 <1

2 Fichtenholz 1.000 <250 <250 <250 <250 <250

3 Kiefernsplintholz 1.179 <250 <1 <1 n.b.? n.b.

4 Kiefernkernholz 1.138 <250 <250 <1 <250 <250

5 Polyethylen 1.021 <250 1.951 1.520 <250 <1
Staphylococcus aureus
1.1 H1-Palette glatt 305 2.551 2.593 538 n.b. n.b.
1.2 Hi-Palette rau 423 3.291 4.107 2.795 n.b. n.b.

2 Fichtenholz 471 <250 <250 <250 n.b. n.b.

3 Kiefernsplintholz 606 <250 <250 <250 n.b. n.b.

4 Kiefernkernholz 252 311 408 311 n.b. n.b.

5 Polyethylen 246 1.400 932 690 n.b. n.b.

Abb. 5: Lumineszenz als MaR fiur die Aktivitat vor und nach der Inkubation Giber 24 Stunden

Aus den Zellzahlen nach der Inkubation im Vergleich zur Referenzmaterial kann der Wert der

antibakteriellen Wirkung wie folgt nach Gleichung [1] bestimmt werden:

[1]

A=F-G

A: Wert der antibakteriellen Wirkung
F: Zunahmewert auf dem Referenzmaterial (F = Ig Nt — Ig No)

G: Zunahmewert auf dem Priifmaterial (G = Ig N — Ig No)

N:: Lebendkeimzahl nach der Inkubation
Die Werte der antibakteriellen Aktivitaten sind den Tab. 9 und 10 zu entnehmen. Positive Werte

No: Lebendkeimzahl vor der Inkubation

deuten auf eine antibakterielle Aktivitat hin, je hoher der Wert, desto starker ist die Aktivitat.

8 untere Bestimmungsgrenze = 250 RLU

° n.b. nicht bestimmt
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Negative Werte bedeuten, dass sich die Bakterien starker als auf dem Referenzmaterial vermehrt

haben.

Tabelle 9: Antibakterielle Aktivitat der Palettenmaterialien, Priifkeim: Escherichia coli

Material No Ntnach einer Inkubationszeit von 24 h
vor der In- | Priifvariante 1 | Prifvariante 2 Prifvariante 3
kubation ohne Reini- ohne Reini- | ohne Rei- | Reinigung mit | Reinigung mit
gung® gung nigung Wasser Spulmittel
Referenz PE 4,8 <3,7 5,0 4,9 <10 <10
Zunahmewert F 0,2 0,1
1.1 H1-Palette glatt 49 51 5,0 4,8 <1,0 <1,0
Zunahmewert G 0,1 -0,1
Antibakt. Aktivitat A 0,1 0,2
1.2 H1-Palette rau 4,9 51 5,0 4,8 <1,0 <1,0
Zunahmewert G 0,1 -0,1
Antibakt. Aktivitdt A 0,1 0,2
2 Fichtenholz 4,8 <3,7 <3,7 <3,7 <1,0 <1,0
Zunahmewert G -1,1 -1,1
Antibakt. Aktivitat A 1,3 1,2
3 Kiefernsplintholz 4,9 <3,7 <1,0 <10 n.b. n.b.
Zunahmewert G -3,9 -3,9
Antibakt. Aktivitat A 4,1 4,0
4  Kiefernkernholz 4,9 <3,7 <3,7 <1,0 <1,0 <1,0
Zunahmewert G -1,2 -3,9
Antibakt. Aktivitat A 1,4 4,0

Tabelle 10: Antibakterielle Aktivitat der Palettenmaterialien, Priifkeim: Staphylococcus aureus

Material No Nt nach einer Inkubationszeit von 24 h
vor der In- Prufvariante 1 Prifvariante 2 Prufvariante 3
kubation ohne Reinigung ohne Reinigung ohne Reinigung

Referenz PE 4,6 4,9 4,8 4,7
Zunahmewert F 0,3 0,2 0,1

| 1.1 H1l-Palette glatt 4,6 5,1 5,1 4,7
Zunahmewert G 0,5 0,5 0,1
Antibakt. Aktivitat A -0,2 -0,3 0,0
1.2 H1-Palette rau 4,6 5,2 5,3 5,2
Zunahmewert G 0,6 0,7 0,6
Antibakt. Aktivitdat A -0,3 -0,5 -0,5
2 Fichtenholz 4,7 <3,7 <3,7 <3,7
Zunahmewert G -1,0 -1,0 -1,0
Antibakt. Aktivitat A 1,3 1,3 1,3
3 Kiefernsplintholz 4,7 <3,7 <3,7 4,5
Zunahmewert G -1,0 -1,0 -0,2
Antibakt. Aktivitdt A 1,3 1,3 0,3
4 Kiefernkernholz 4,6 4,6 4,6 4,6
Zunahmewert G 0,0 0,0 0,0
Antibakt. Aktivitdt A 0,3 0,2 0,1

10 Da die Bakterienzahl auf dem Referenzmaterial bei der Priifvariante 1 innerhalb von 24 Stunden abgenommen
hat, erfolgt bei dieser Variante fiir die Priifmaterialien keine Berechnung der antibakteriellen Aktivitat.
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Orientierende Untersuchungen zur Anhaftung von Bakterien am Priifmaterial

An zusatzlichen Prifkérpern wurde mit dem Priifkeim Escherichia coli untersucht, ob die Bakte-
rien durch das gewahlte Schiittelverfahren vollstandig vom Material abgeldst werden. Dazu wur-
den Proben aus Kiefernsplintholz und Kunststoffpaletten nach der Beimpfung bzw. nach dem
Ausschitteln getrocknet und anschlieRend mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) begut-
achtet. Dabei waren nur auf den beimpften Proben Bakterien eindeutig erkennbar. Das zeigt,
dass das Abspllen effektiv war und Bakterien zumindest nicht in hoher Anzahl am Material und
insbesondere am Holz anhafteten. Die Abb. 6 bis 9 zeigen reprdsentative Erscheinungsformen.

Abb. 6: H1-Kunststoffpalette nach Beimpfung und Abb. 7: H1-Kunststoffpalette nach Beimpfung, In-
Inkubation (iber 2 Stunden: Bakterien deutlich er- kubation tGber 2 Stunden und Ausschitteln: keine
kennbar (REM) Bakterien erkennbar (REM)

Abb. 8: Kiefernsplintholz nach Beimpfung und In-  Abb. 9: Kiefernsplintholz nach Beimpfung, Inku-
kubation Uber 2 Stunden: Bakterien deutlich er- bation Uber 2 Stunden und Ausschiitteln: keine
kennbar (REM) Bakterien erkennbar (REM)
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6 Zusammenfassung und Diskussion

Nach Auswertung der einschldgigen Literatur sowie anhand der Ergebnisse der durchgefiihrten
Untersuchungen ist davon auszugehen, dass Paletten aus Holz gegeniiber Paletten aus Kunststoff
aus hygienischer Sicht insgesamt nicht nachteilig sind, sondern sogar vorteilhafte Eigenschaften
besitzen.

Uberlebensfiihigkeit von Bakterien auf dem Material

Bakterien Uberlebten in Tests nach verschiedenen Verfahren auf Holz stets schlechter als auf
Kunststoff. Die It. Literatur besonders stark ausgepragte antibakterielle Wirkung von Kiefernkern-
holz konnte in den eigenen Versuchen nicht bestatigt werden. Hier zeigte es teilweise eine gerin-
gere Wirkung als Fichtenholz und Kiefernsplintholz. Moglicherweise handelte es sich jedoch nicht
um reines Kernholz.

Als Nachteil von Holz ist allerdings zu beachten, dass es sich dabei um ein poréses Material han-
delt, dass schlechter gereinigt werden kann als eine glatte Kunststoffoberflache. Es ist davon aus-
zugehen, dass Verunreinigungen (insbesondere organische Substanzen) besser anhaften und
moglicherweise einen Nahrboden fiir Bakterien und auch Pilze bieten. In den Untersuchungen
wurde jedoch gezeigt, dass bereits eine einfache Reinigung mit Wasser sowohl auf Kunststoff als
auch auf Holz sehr effektiv ist und dadurch die Bakterienzahl deutlich reduziert werden kann.

Demgegeniiber steht allerdings das Verhalten von Kunststoffpaletten bei mehrfacher Nutzung,
wenn die Oberflache Kratzer und Rauigkeiten aufweist. Hier zeigten die Untersuchungen mit auf-
gerautem Material eine starkere Bakterienvermehrung als auf glattem Material.

Mikrobielle Besiedlung von Praxisproben

Die im Rahmen des Arbeitspaketes 2 untersuchten Holz- und Kunststoffpaletten wiesen deutli-
che Gebrauchsspuren und teilweise starke Besiedlungen mit Mikroorganismen auf. Wahrend es
sich bei den Holzpaletten tGberwiegend um Schimmelpilze und weniger um Bakterien und Hefen
handelte, dominierten bei den Kunststoffpaletten deutlich Hefen und Bakterien, die zum Verderb
von Lebensmitteln fiihren konnen. Die Lebendkeimzahl auf der Oberflache der Holzpaletten lag
zwischen < 10 KbE/cm? und > 30 KbE/cm? und im Querschnitt zwischen 2 x 102KbE/cm? und
5 x 10° KbE/cm3. Bei den Kunststoffpaletten wurden an der Oberflache Werte von < 10 KbE/cm?
bis 10° KbE/cm? ermittelt.

Ein Vergleich der ermittelten Absolutwerte zwischen den beiden Materialgruppen ist auf Grund
von Unterschieden bei den angewendeten Methoden sowie wegen der unterschiedlichen Histo-
rie der Paletten, die nicht im Einzelnen bekannt ist, nicht moéglich. Die Befunde machen jedoch
deutlich, dass ein mikrobieller Befall in der Praxis eine groRe Rolle spielt. Auf den Holzpaletten
war ein mikrobieller Befall, insbesondere durch Schimmelpilze, teilweise deutlich zu erkennen,
was zur Aussonderung der Paletten fiihrt. Im Gegensatz dazu, wurde auf keiner der Kunststoff-
paletten ein Befall mit blolem Auge diagnostiziert. Trotzdem wurden hier durch ndhere Unter-
suchung erhebliche Keimkonzentrationen festgestellt. Besonders kritisch ist hier der Umstand zu
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Gegeniiberstellung der durch Kontaktproben und im Suspensionsverfahren ermittelten mik-
robiellen Beladung der Holzpaletten aus der Praxis

Lebendkeimzahl auf der Oberflache, ermittelt mit Kontakt-

Lebendkeimzahl im Querschnitt, er-

proben mittelt an Bohrkernen mit Suspensi-
KbE/cm? Kategorie onsverfahren
<1 1 [KbE/g]
Palet- >1..<10 2 KbE/cm? Kategorie
teNr. >10...<20 3 < 400 (Nachweis- 1
>20 4 grenze)
>400 ... <1.000 2
Oberseite Unterseite Klotz 2L o & 5000 E
> 5.000 4
E 1 4 4 4 4
E 2 4 4 4 4
E 3 2 1 2 1
E 4 3 3 2 3
E 5 4 3 4 4
E 6 4 4 4 5
E 7 4 2 2
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E 8 4 4 4 5
E 9 4 4 4 5
E 10 4 4 4 5
E 11 4 2 2 3
E 12 4 1 1 1
E 13 4 1 1 1
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E 14 2 2 2 1
E 15 2 1 1 1
E 16 2 1 2 1
E 17 2 2 2 1
E 18 4 2 2 1
E 19 4 2 1 1
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E 20 2 2 2 1
E 21 4 1 1 1
E 22 4 1 2 1
E 23 2 1 1 1
E 24 2 2 1 1
E 25 2 1 2 1
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E 26 4 1 1 1
E 27 2 2 1 1
E 28 2 2 2 1
E 29 4 2 2 1






