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Cwiczenie 10
Temat: Metody ilosciowe w mikrobiologicznych badaniach zywnosci Cz.2

Wedlug obowiazujacych przepisow w zywno$ci oznacza si¢ grupy drobnoustrojow
okreslane jako wskazniki higieny procesu oraz wskazniki bezpieczenstwa produktu.

Producenci zywnos$ci majac na uwadze zapewnienie wlasciwej jakosci produktow oraz
ich trwato$¢ mimo braku wymagan prawnych poszerzaja zakres analiz o oznaczanie grup
drobnoustrojéw mogacych ze wzgledu na swoj metabolizm powodowaé wady produktow
lub znacznie skracac¢ jego termin przydatnosci do spozycia.

Przed podjeciem decyzji o zakresie wykonywanych analiz mikrobiologicznych
zywnosci trzeba dobrze poznaé specyfike produktu (rodzaj i jako$¢ surowcow uzywanych
do jego produkcji, proces technologiczny, sposoby przechowywania).

W produktach fermentowanych nie oznacza si¢ liczby mezofilnych bakterii
tlenowych, poniewaz na agarze odzywczym moze wyrosnaé obok drobnoustrojow
zanieczyszczajacych produkt czg$¢ mikroflory technologicznej (mikroflora szczepionek lub
zakwas6éw). Natomiast bardzo czgsto oznacza si¢ w tej zywnosci liczbe drobnoustrojow
dodanych jako szczepionki, np. w jogurcie oznacza si¢ liczbe Streptococcus thermophilus
i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. W ostatnim dniu trwato$ci jogurtu, liczba tych
bakterii nie powinna by¢ mniejsza niz 10" kom/cm®,

Z kolei w produktach przechowywanych chlodniczo znacznie wigcej informacji
dostarcza poziom zanieczyszczenia drobnoustrojami psychrotrofowymi niz liczba
mezofilnych bakterii tlenowych, np. przy przechowywaniu migsa drobiowego w temperaturze
2°C bakterie psychrotrofowe 1 psychrofilne stopniowo opanowuja to Srodowisko i moga
stanowi¢ nawet 96% ogdlnej liczby drobnoustrojow.

W produktach o znacznie obnizonej aktywnosci wody, np. w przyprawach najczesciej
glowna mikroflore stanowia przetrwalniki Bacillus sp. i Clostridium sp. oraz zarodniki
grzybow.
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Wybrane grupy drobnoustrojéw najczesciej oznaczanych w zywnosci

1. Liczba mezofilnych bakterii tlenowych

Posiew wglebny; podtoze - agar odzywczy, inkubacja w 30°C przez 72 godz..
2. Liczba grzybow (drozdzy i ples$ni)

Posiew wglebny - podloze wybidrcze agar z chloramfenikolem (YGC-agar), inkubacja
w 25°C przez 5 dni. Zazwyczaj po inkubacji osobno liczy si¢ kolonie drozdzy 1 plesni.

3. Liczba drobnoustrojéw psychrotrofowych

Posiew wglebny— podtoze agar odzywczy, inkubacja:
w 6,5°C przez 10 dni (metoda standardowa),
w 21°C przez 25 godz. (metoda szybka).

4. Liczba bakterii kwaszgcych

Oznaczenie to stosuje si¢ w zasadzie tylko przy oznaczaniu liczby paciorkowcdéw fermentacji
mlekowej w fermentowanych produktach mleczarskich i zakwasach.

Posiew wglebny lub powierzchniowy - podloze réznicujace z laktoza i bigkitem chinskim
(podioze wg Demetera), inkubacja w 30°C przez 72 godz.

Bakterie kwaszace tworza na tym podlozu ciemnogranatowe kolonie otoczone granatowa
strefag zakwaszenia (kolonie paciorkowcow sa male, okragle i regularne, inne laktozo-
dodatnie bakterie np. pateczki grupy coli tworza na tym podtozu znacznie wigksze kolonie),
kolonie bakterii laktozo-ujemnych (nickwaszacych) sa zwykle biate, szare lub kremowe.

5. Liczba paleczek fermentacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus

Posiew wglebny lub powierzchniowy - podtoze MRS-agar, inkubacja w warunkach
beztlenowych w 37°C przez 72 godziny.

Kolonie pateczek Lactobacillus sp. maja barwg biata, kremowa lub szara, sa okragte
najczesciej z rownym brzegiem, lekko wypukte z potyskiem.
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6.0znaczanie drobnoustrojow przetrwalnikujacych

Liczbe przetrwalnikow bakterii tlenowych i beztlenowych oraz ich obecnosé¢ i NPL oznacza sig
w probach badanej Zywnosci po procesie pasteryzacji w temperaturze 80°C przez 15 minut. Proces
ten niszczy komorki wegetatywne, a pozostajq tylko przetrwalniki.

6a. Oznaczanie liczby przetrwalnikéw Bacillus sp.

Posiew metoda powierzchniowa — podtoze agar odzywczy, inkubacja w 30°C przez 48 godz.
Na podtozu wyrastaja tylko kolonie Bacillus sp., najczesciej biate lub kremowe, rdzniace si¢
wielkoscia i morfologia.

6b. Oznaczanie beztlenowych laseczek przetrwalnikujacych redukujacych siarczany
(1V) [siarczyny]

Wykrywanie obecnosci w 1 cm® lub w 0,1 cm® badanego materiatu:

Posiewy w proboéwkach nalezy zala¢ uptynnionym i ostudzonym do temp. ok. 45°C podtozem
réznicujacym, zawierajacym siarczan (IV) sodu, cytrynian zZelazowo-amonowy
i nadmanganian potasu (do 100 cm® podloza dodaje si¢ po 1 cm® roztworéw kazdego
odczynnika). Wymieszaé i po zestaleniu zala¢ warstwa agaru wodnego (2-3 c¢cm), inkubacja
w 37°C przez 1-4 dni. Kontrola wzrostu co 24 godziny (zaznacza si¢ probowki,
w ktorych pojawily si¢ czarne kolonie). Wzrost w 2 lub 3 powtorzeniach pozwala na
stwierdzenie obecnos$ci przetrwalnikow beztlenowcéw redukujacych siarczan (IV) w badanej
ilo$ci materiatu.

6c. Oznaczanie beztlenowych laseczek przetrwalnikujacych sacharolitycznych
(gazotworczych)

Posiew do probowek zawierajacych uplynniony 1 ostudzony do 45°C agar odzywczy
z glukoza. Probowki nalezy wymiesza¢ w dtoniach (nie nalezy w tym celu uzywaé vortexu
lub innego mieszadta aby unikna¢ nadmiernego natlenienia pozywki), - inkubacja w 37°C
przez 48 godz.

Porozrywanie stupka podloza w 2 lub 3 probowkach $wiadczy o obecnosci beztlenowcow
gazotworczych w badanej ilo$ci materiatu.
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Czes¢ praktyczna
1. Odczyt i interpretacja posiewow wykonanych na ¢wiczeniu 9.
2. Analiza pasteryzowanego soku owocowego lub warzywnego — % grupy

Sok doktadnie wymiesza¢ poprzez 25-krotne odwrocenie opakowania.
Opakowanie otworzy¢ z zachowaniem warunkow jalowosci 1 przela¢ do jatowe;j
kolbki oraz ok. 5 cm® do jalowej probowki. Sok w probdwce spasteryzowaé
w temp. 80°C przez 15 minut i schtodzi¢ pod biezaca woda.

Oznaczenia:
Wszystkie posiewy wykonuje si¢ bezposrednio z soku.
> Liczba bakterii tlenowych mezofilnych
> Liczba drozdzy i ple$ni
> Obecno$é beztlenowcow przetrwalnikujacych sacharolitycznych w 1 cm®

3. Analiza sera dojrzewajacego

Z przygotowanej nawazki sera przygotowac rozcienczenie 1:10, czg$¢ spasteryzowac.

Oznaczenia:
> Liczba drozdzy i ple$ni
> Obecno$¢ beztlenowcodw przetrwalnikujacych sacharolitycznych w 0,1g.
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