UKD 663.918:543.9-078
NORMA

WYROBY
PRZEMYStU
SPOZYWCZEGO

1. WSTEP

Przedmiotem normy sg mikrobiologiczne metody
badan:

— kakao,

— wyrobow czekoladowanych, wyrobow w masie
czekoladopodobnej i w polewie kakaowej o korpusie:
z mas thlustych, z pomady mlecznej i zelowym,

— czekolady petnej i nadziewanej,

— wyrobow czekoladopodobnych nienadziewanych
i nadziewanych.

2. POBIERANIE PROBEK

Pobieranie probek — wg BN-90/8094-17.

Prébki wyrobow i potproduktow cukierniczych na-
lezy pobiera¢ losowo, metodg na Slepo, w ilosci okoto
200 g, do sterylnych stoikow z pokrywkami, postugujac
sie wyjatowionym sprzetem (zatgcznik 2 p. 1).

Kazda probke nalezy pobieraé oddzielnym wyjato-
wionym sprzetem, albo pomiedzy pobraniem poszcze-
golnych prdbek, narzedzia, nalezy doktadnie umyc,
a nastepnie wyjatowi¢ przez zanurzenie w alkoholu
i opalenie.

Na stoikach nalezy umiesci¢ wszystkie dane potrzeb-
ne do identyfikacji probki. W laboratorium probki na-
lezy przechowywa¢ do czasu rozpoczecia badan w tem-
peraturze do +5°C nie dluzej niz 48 h.3

3. METODY BADAN

3.1. Przygotowanie prébki do badan (wszystkie czyn-
nosci zwigzane z przygotowaniem prébki do posiewdw
nalezy wykonywa¢ w sposéb zabezpieczajacy przed wtor-
nym zanieczyszczeniem drobnoustrojami)

3.1.1. Rozdrobnienie prébki. Prébke w warunkach ja-
towosci rozdrobnié. Z rozdrobnionej prébki pobranej
wg rozdz. 2 w warunkach jatowos$ci odwazy¢ nie mniej
niz 10 g i przenie$¢ do wyjatowionego naczynia homo-
genizatora.
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3.1.2. Homogenizacja prébki. Do odwazki doda¢ 9-
-krotng ilos¢ tj. 90 ml ptynu ogrzanego do 40°C do roz-
cienczen (zatacznik 4 p. 1) i homogenizowa¢ za pomocg
homogenizatora przez 15 t 2 min. przy okolo 2000
obrotach/min. Otrzymany w ten sposéb homogenizat
stanowi podstawowe 10-krotne rozcienczenie produktu,
z ktdrego w zaleznosci od potrzeb sporzadza sie'dalsze
10-krotne rozcieAczenie lub wysiewa sie bezposrednio
na odpowiednie podioze. Przed przystgpieniem do spo-
rzadzania dalszych rozcienczen lub posiewow nalezy
odczeka¢ 10 min, aby nastgpita sedymentacja czesci
statej (oddzielenie warstwy piynnej od statej).

Do dalszych rozcieficzen lub posiewow pobierac ptyn
znad osadu.

3.1.3. Przygotowanie rozcienczen. Z przygotowanego
wg 3.1.2 homogenizatu pobra¢ materiat jatowg pipetg
pojemnosci i ml i przenies¢ do probowki zawierajacej
9 ml ptynu do rozciefAczen (zatgcznik 4 p. 1) uwazajac,
aby nie zanurzy¢ pipety. Po jej samoczynnym oprdznie-
niu, pipete nalezy odtozyc.

Zawartos¢ probowki doktadnie wymiesza¢ za pomo-
cg 10-krotnego wyciggania i wydmuchiwania postugu-
jac sie nowa pipetg albo mechanicznym wytrzgsaczem
(zatacznik 1), a nastepnie przenies¢ 1 ml otrzymanego
roztworu do kolejnej probdwki zawierajacej 9 mi ptynu
do rozcienczen i postepowac dalej analogicznie jak
poprzednio. Jednocze$nie z przygotowaniem nastepne-
go rozcienczenia badanej prébki nalezy wykona¢ posie-
wy danego rozcienczenia, postugujac sie ta samg pipeta
(przenies¢ 1 ml badanego rozcienczenia do kolejnej pro-
bowki z rozcienczalnikiem, a nastepnie po 1 ml do pty-
tek lub probowek). W ten sposdéb mozna dowolnie
zwiekszy¢ rozcieficzenie produktu, uzyskujac w kazdej
nastepnej probce rozciericzenie 10-krotnie wigksze od
poprzedniego.

3.2
licy.
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Rodzaje oznaczan i warunki posiewdéw — wg tab-
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Warunki inkubacji
Lp. Rodzaj oznaczania Rodzaj podioza
temperatura
R czas, h
C
1 2 3 4 5
1 Ogolna liczba drobnoustrojéw mezofilnych tlenowych agar z ekstraktem dr6z- 30 *1 48 4- 72
2 Liczba przetrwalnikéw bakterii mezofilnych .tlenowych dzowym i glukozg, lub 30 #1 48 4 72
.agar wzbogacony z glu-
kozg
3 Plesnie i drozdze podtoze z ekstraktem
drozdzowym, glukoza .
i antybiotykiem wg I1SO 22 425 3 4-5 dni
lub agar z brzeczka
4 Miano coli 7 70kcig i ziele-
ppd}oze z 706kcig i ziele 30 +1 48
nig brylantowg
5 Enterokoki podtoze z azydkiem so-
du i fioletem krystalicz- 37 1 do 48
nym
6 Wykrywanie bakterii przetrwalnikujgcych beztlenowych podtoze Wrzoska 37 1 24 4 48

7 Wykrywanie obecnosci gronkowcéw chorobotwérczych koagulazodo-

datnich wg PN-75/A-04024

8 Wykrywanie obecno$ci bakterii rodzaju Salmonella w 25 g produktu wg BN-84/8070-06

3.3, Oznaczanie og6lnej liczby drobnoustrojow tleno- Odczyt kolonii zaokragli¢ nastepujgco:

wych mezofilnych metodg plytkowa

3.3.1. Wykonanie posiewu. Przed przystgpieniem do
posiewdw nalezy doktadnie oznakowaé phytki (nr i ro-
dzaj probki, rozciefAczenie, data badania itp.).

Z trzech kolejnych rozcieficzen, np. 10"2, 10~\ 104,
przygotowanych zgodnie z p. 3.1.3, przenie$¢ pipeta
pojemnosci po 1 ml kazdego rozcieficzenia na dwie
rownolegte ptytki Petriego. Badany materiat zala¢ (naj-
pozniej po 20 min) rozpuszczonym i ostudzonym do
temperatury 45 4- 50°C agarem z ekstraktem drozdzo-
wym i glukozg (zatgcznik 4 p. 7) lub agarem wzboga-
conym z glukozg (zatgcznik 4 p. 8) w ilosci do 15 ml.
Posiewy wymiesza¢ doktadnie poruszajgc ostroznie
zamknietg ptytke ruchem okreznym w celu doktadnego
wymieszania.

Po zestaleniu agaru plytki odwrdcone dnem do gory
wstawi¢ do cieplarki o temperaturze 30°C £1°C na 48 h.

W celu unikniecia przerostu kolonii po zastygnieciu,
powierzchnie ptytek mozna zala¢ cienka warstwg agaru
wodnego.

3.3.2. Odczytanie wyniku. Po okresie inkubacji ptytki
nalezy obejrze¢, a do liczenia przeinaczy¢ te, na kto-
rych liczba kolonii waha sie w granicach od 30 do 300.
Przy liczeniu kolonii nalezy zaznaczyC¢ je dermatogra-
fem. aby unikng¢ pomyiek.

W celu ulatwienia liczenia kolonii, ptytke umiesci¢
w specjalnym aparacie do liczenia lun potozyé na ciem-
nym ile.

Przy liczeniu bardzo drobnych kolonii uzy¢ lupy.

3.3.3. Obliczanie i podawanie wynikéw. Przy oblicze-
niach i przedstawieniu wyniku koncowego za podstawe
nalezy przyja¢ $rednig arytmetyczna liczby kolonii, kto-
re wyrosty na dwoch rownolegltych ptytkach Petriego
z jednakowego rozcieficzenia. Otrzymana liczba po-
mnozona przez odwrotno$¢ rozcienczenia stahowi
o ilosci drobnoustrojow w i g badanego produktu.

— jezeli otrzymana liczba kolonii jest mniejsza niz
100, zaokragli¢ do najblizszej wielokrotnosci 5,

— jezeli otrzymana liczba kolonii jest wieksza niz
100 i konczy sie na 5, zaokragli¢ do najblizszej wielo-
krotnosci 20,

— jezeli otrzymana liczba kolonii jest wieksza niz
100 i nie konczy sie na 5, zaokragli¢ do najblizszej wie-
lokrotnosci 10.

Wyniki podawa¢ w postaci iloczynu liczby zawartej
miedzy 1,0 a 9,9 i odpowiedniej potegi liczby 10.

3.4. Oznaczanie liczby przetrwalnikéw bakterii tleno-
wych mezofilnych

3.4.1. Wykonanie posiewu. Rozciefczone probki przy-
gotowane zgodnie z 3.1.3 przenies¢ do tazni wodnej
i ogrzewac przez 10 min w temperaturze 80°C +1°C
w celu zabicia form wegetatywnych bakterii ptzetrwal-
nikujgcych i natychmiast schtodzi¢ do temperatury oko-
to 20°C. Dalej postepowaé zgodnie z 3.3, wysiewajac
kazde rozcienczenie na dwie roéwnolegte plytki i zale-
wajac podtozem wymienionym w zalgczniku 4 p. 7
lub 8.

3.4.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Po okresie
inkubacji odczyta¢ wynik wg 3.3.2.

Koncowy wynik przeliczy¢ na 1 g badanego materia-
u wg 3.3.3.

3.5. Oznaczanie miana coli

3.5.
cienczen (KT1 ICf2 103 przygotowanych zgodnie
z p. 3.1.3 przenies¢ po 1 ml do probéwek z podtozem
z z06kcig i zielenig brylantowg (zalgcznik 4 p. 9).

Probéwki z posiewami umiesci¢ w cieplarce w tem-
peraturze 30°C £]°C na 48 h.

3.5.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Zmetnienie
i zmiana barwy podtoza oraz wystepowanie gazu w rur-
ce Diirhama przynajmniej w dwoch na trzy posiane

L Wykonanie posiewu. Z trzech kolejnych roz-
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probowki wskazuje na obecno$¢ pateczek z grupy coli.
Wynik wyrazi¢ mianem coli.

Miano coli jest to liczba okreslajgca najmniejszg ilos¢
badanego materialu (w g lub ml), w ktérym jeszcze
stwierdzono bakterie grupy coli.

Dla potwierdzenia wyniku, z dwoéch ostatnich roz-
cienczen, w ktorych stwierdzono gaz, pobra¢ materiat
i posia¢ metodg rozmazu na ptytke Petriego z wysu-
szonym podtozem Endo (zatgcznik 4, p. 10) tak, aby
otrzyma¢ wzrost pojedynczych kolonii.

Inkubacje prowadzi¢ w temperaturze 37°C +1°C
przez 24 h.

Pateczki z grupy coli rosng na podtozu Endo w po-
staci rézowych lub czerwonych kolonii z metalicznym
potyskiem. Z charakterystycznych kolonii nalezy spo-
rzadzi¢ preparat mikroskopowy, barwiony metodg
Grama. Paleczki z grupy coli sg gram-ujemne.

Jako miano coli poda¢ ostatnie rozciericzenie, w kto-
rym przy posiewie na podtozu z z6kcig i zielenig bry-
lantowa, stwierdzono obecno$¢ pateczek z grupy coli,
potwierdzong przez wzrost na podiozu Endo (zatacz-
nik 4, p. 10) i barwienie metodg Grama (zalgcznik 3).

3.6. Oznaczanie obecnosci enterokokdow

3.6.1. Wykonanie posiewu. Z trzech kolejnych roz-
cienczen (10™, KP.10 3 przenies¢ po 1 ml do probo-
wek zawierajacych pozywke z azydkiem sodowym i fio-
letem krystalicznym przygotowang wg zatgcznika 4

p. 11
Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 37°C +1°C
w ciggu 48 h.

3.6.2. Odczytanie wyniku. W razie obecnosci entero-
kokow w pozywce obserwuje sie wzrost bakterii w ogol-
nej objetosci — zmetnienie, ktéremu towarzyszy zmia-
na barwy na wyraznie z6ta (barwy czerwonozottej nie
nalezy bra¢ po uwage).

Wynik poda¢ jako obecno$¢ lub nieobecno$¢ entero-
kokow.

3.7. Oznaczanie liczby drozdzy i plesni

3.7.1. Wykonanie posiewu. Z trzech kolejnych roz-
cienczen (KTl 102, 103, przygotowanych zgodnie
z 3.1.3 przenie$¢ po | ml badanego materialu na dwie
rownolegte ptytki Petriego i zala¢ rozpuszczonym aga-
rem z brzeczkg o pH = 3,5 (zatacznik 4, p. 12) lub pod-
fozem z ekstraktem drozdzowym, glukozg i antybioty-
kiem wg 1SO (zalgcznik 4, p. 13).

Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 22 -1- 25°C przez
3 v 5 dni.

3.7.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Obserwacje
wzrostu kolonii prowadzi¢ codziennie w celu uchwyce-
nia wiasciwego momentu ich rozwoju, umozliwiajgcego
doktadne obliczenie kolonii.

Za wynik nalezy przyja¢ S$rednig arytmetyczng
z dwoch réwnolegtych ptytek. Oddzielnie liczy¢ kolonie
drozdzy i kolonie ple$ni. Koncowy wynik przeliczy¢
na 1 g badanego materialu wg 3.3.3.

3.8. Oznaczanie bakterii beztlenowych przetrwalniku-
jacych

3.8.1. Wykonanie posiewu. Z rozcieficzenia 10 ', przy-
gotowanego zgodnie z 3.1.3 posia¢ po 1 ml do 2 pro-
bowek ze zregenerowanym (ogrzanym w temperaturze
100°C przez 10 min, a nastgpnie schfodzonym strumie-
niem zimnej wody) podiozem Wrzoska (zatgcznik 4,
p. 14), wprowadzajac ptyn pod warstwg parafiny.

Jedng probéwke po posiewie ogrzewac przez 10 min
w temperaturze 80°C w celu zabicia form wegetatyw-
nych. Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 37°C +1°C
przez 24 E 48 h.

3.8.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Probdéwki
oglada¢ juz po 24 h inkubacji. Wystapienie pecherzy-
kéw gazu i zmetnienie podtoza wskazuje na obecnos¢
bakterii beztlenowych przetrwalnikujacych.

Przy braku zmian przedtuzy¢ inkubacje do 48 h.
W przypadku stwierdzenia w preparacie laseczek gram-
-dodatnich wykona¢ dalszg identyfikacje potwierdzajg-
cq ich przynalezno$¢ do bakterii beztlenowych sacharo-
litycznych, gazotworczych lub bakterii beztlenowych
majacych zdolno$¢ redukowania siarczynu sodu, w tym
celu pipetg pasterowska pobra¢ z dna probowki nieco
materiatu, przenies¢ na ptytke Petriego i zala¢ ostudzo-
nym do temperatury 45°C +1°C podiozem Wilson-
-Blaira (zatacznik 4 p. 15i 16). Po ostygnieciu podioza
Wilson-Blaira, w celu stworzenia warunkéw beztleno-
wych plytke zala¢ grubg warstwg agaru wodnego 1,5%.

Plytki z posiewem inkubowa¢ nieodwrocone w tem-
peraturze 37°C £1°C przez 48 h. Zaczernienie catego
podioza lub wzrost czarnych kolonii $wiadczy o obec-
nosci bakterii przetrwalnikujgcych beztlenowych redu-
kujacych siarczyny. Réwnoczes$nie, w celu potwierdze-
nia obecnosci pateczek gram-dodatnich nalezy ponow-
nie pobra¢ z probowkj materiat pipeta pasterowska
i przeszczepi¢ na agar bulionowy z glukozg w wysokim
stupku (zatacznik 4 p. 20).

Do pozywki rozpuszczonej i ochtodzonej w tempe-
raturze 45°C -E50°C wprowadzi¢ na dno proboéwki 2 -E3
krople hodowli. Pozywke schtodzi¢ i wstawi¢ na 48 h
do cieplarki o temperaturze 37°C £1°C. Rozerwanie
stupka agaru na skutek wytworzenia gazu wskazuje na
obecno$¢ bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych sa-
charolitycznych. Wynik podaé jako obecnos$¢ lub nie-
obecno$¢ bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych.

3.9. Wykrywanie obecnosci bakterii rodzaju Salmonel-
la w 25 g produktu — wg BN-84/8070-06.

3.10. Wykrywanie obecnosci gronkowcow koagulazo-
dodatnich w 0,1 g produktu — wg PN-75/A-04024.

KONIEC

Zakgczniki 4
Informacje dodatkowe
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ZAELACZNIK 1

APARATURA, SPRZET, SZKtO, MATERIALY POMOCNICZE

1. Aparatura

a) Szafy chtodnicze lub loddwki z automatyczng
regulacjg o zakresie temperatur od 0 do +4°C.

b) Homogenizator Unipan typ 302 z dostateczng
liczbg wyjatowionych pojemnikéw i nozy, lub aparat
Stomacher z jatowymi woreczkami plastykowymi.

c) Waga techniczna z kompletem odwaznikéw, wa-
zaca z doktadnoscig do 0,1 g

d) Waga analityczna z kompletem odwaznikow.

e) Mikrowytrzgsarka np. Micro-shaker typ 302 pro-
dukcji ,,Premed".

f) Pehametr.

g) Autoklaw.

h) Aparat Kocha.

i) Miynek huraganowy (rozdrabniacz GM-2).

j) Cieplarka z termoregulacjg o temperaturze
30°C #1°C.

k) Cieplarka 2z termoregulacja o temperaturze
37°C z1°C.

I) Suszarka z termoregulacjg o temperaturze 160 &
180°C.

m) Wiréwka 3000 obr/min.

n) Anareostat.

0) taznia wodna z termoregulacja.

p) Promienniki lub lampy UV.

r) Mikroskop biologiczny z obiektywem immersyj-
nym.

2. Drobny sprzet laboratoryjny

a) Lupa o 8-krotnym powiekszeniu.

b) Ezy (oczko platynowe) wykonane z drucika pla-
tynowego (lub czesciej tantalowego) umieszczonego
w obsadce, wolny koniec zawija sie w ksztatcie kotka
0 érednicy 2 -r 5 mm.

c) Igly bakteriologiczne.

d) Statyw do pipet.

e) Futeraty metalowe do sterylizacji pipet i plytek
Petriego.

f) Noze.

g) Pincety.

h) Skalpele.

i) Palniki gazowe.

3. Szkio laboratoryjne

a) Pipety pasterowskie wykonane z rurek szklanych
ze szkta naturalnego dtugosci 15 cm i $rednicy 0,6 cm,
zamknietych z obu stron koreczkami z waty (z kazdej
rurki uzyskuje sie 2 pipety pasterowskie przez silne
ogrzanie rurki palnikiem w $rodku jej dtugosci i wyciag-
niecie w kapilare).

b) Glaszczki szklane wykonane z precikéw szklanych
0 $rednicy 0,35 cm i dtugosci 20 cm poprzez zgiecie pod
katem prostym 3 cm odcinka koncowego, konce preci-
kow powinny by¢ zaokraglone.

c) Plytki Petriego o S$rednicy wieczka 10 cm.

d) Probowki roznej wielkosci, np.: 16 X 160 mm
120 X 200 mm.

e) Pipety bakteriologiczne z wyptywem pojemnosci:
I1ml, 2 ml, 10 ml, 25 ml.

I) Cylindry pojemnosci: 100 ml, 200 ml, 1000 ml.

g) Rurki Durhama.

h) Zlewki rdznej pojemnosci.

i) Kolby: stozkowe z szerokg szyjka, ptaskodenne
roznej pojemnosci.

j) Szkietka: przedmiotowe, nakrywkowe.

4. Materialy pomocnicze

a) Stoiki zamykane na szlif lub inne szczelnie zamy-
kane pojemnosci 200 -F 1000 ml.

b) Pojemniki plastykowe z pokrywka o wymiarach
okoto 30 X 20 X 15 ml.

c) Papier pergaminowy lub folia aluminiowa.

ZAr ACZNIK 2

PRZYGOTOWANIE APARATURY, SPRZETU | SZKEA LABORATORYJIJNEGO DO BADAN
MIKROBIOLOGICZNYCH

1. PRZYGOTOWANIE SPRZETU | MATERIALOW
DO POBIERANIA | OPAKOWANIA PROBEK

Drobny sprzet do pobierania probek (tyzki, noze,
szczypce itp.) nalezy wyjatowié, po uprzednim szczel-
nym zapakowaniu w papier, w suszarce (w ciggu 1 h
w temperaturze 170°C) lub autoklawie (w ciggu 20 min
w temperaturze 121°C). Dopuszcza sie wyjatawianie
przez zanurzenie w skazonym 70% (F/F) alkoholu
i ostrozne opalenie bezposrednio przed uzyciem.

Stoiki i szkto laboratoryjnie umy¢ i wyjatawia¢ wg
p. 3

Papier lub folie wyjatawia¢ po ztozeniu w niewielkie
pakiety w suszarce w ciggu 2 h w temperaturze 130°C.
Pojemniki plastikowe jako opakowania posrednie po-
winny by¢ doktadnie wymyte i osuszone.

2. PRZYGOTOWANIE ROZDRABNIACZA
I HOMOGENIZATORA DO BADAN

Przed uzyciem ww. aparatow ich czesci stykajace sie
bezposrednio z badang prdba nalezy doktadnie wymy¢
i osuszyC. CzeSci aparatdw nie osadzone na stale, jak
pojemniki, nozyki tnagce, nalezy wyjatowi¢ w suszarce
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(w ciggu 1 h w temperaturze 170°C) lub autoklawie
(w ciggu 20 min w temperaturze 121°C).

Przedmioty te nalezy sterylizowa¢ doktadnie opako-
wane w papier.

Czesci urzadzen osadzone na stale, a stykajgce sie
rowniez z badang prdéba, po wymyciu i osuszeniu, bez-
posrednio przed uzyciem nalezy przemy¢ skazonym al-
koholem i ostroznie opali¢.

3. PRZYGOTOWANIE SZKLA
LABORATORYJIJNEGO DO BADAN

3.1. Mycie szkla nowego. Nowe szkto nie uzywane,
w celu usuniecia niepozgdanych substancji alkalicznych,
nalezy umiesci¢ na kilka godzin w 1% roztworze kwasu
solnego lub wygotowa¢ w nim w ciggu 15 4- 20 min.
Nastepnie nalezy szklo wyptukaé w wodzie wodociggo-
wej, a poznjej kilkakrotnie w destylowanej.

3.2. Mycie szkta uzywanego. Po usunieciu zawartosci
szkto nalezy wymy¢ za pomocg szczotki w cieptej wo-
dzie z dodatkiem detergentu syntetycznego (Ludwik,
Kokosal, tFF itp.), nastepnie dokladnie wyptukad
w cieptej wodzie biezacej i kilkakrotnie w wodzie desty-
lowane;.

Pipety silnie zanieczyszczone substancjami organicz-
nymi lub inne rodzaje szkfa nalezy po usunieciu zawar-
tosci i wymyciu zanurzy¢ co najmniej na 24 h w miesza-
ninie chromowej, po czym nalezy doktadnie wyptukaé
w wodzie biezacej, a nastepnie kilkakrotnie w wodzie
destylowanej. Szkietka przedmiotowe i przykrywkowe
uzywane nalezy gotowa¢ w wodzie z dodatkiem deter-
gentdw przez 30 min, a nastepnie umy¢ w wodzie bie-
zacej, osuszyC i przechowywa¢ w naczyniu z mieszaning
alkoholu etylowego i eteru etylowanego w stosunku 1:1.

Szkto zawierajagce hodowle drobnoustrojéow nalezy
przed przystgpieniem do mycia odkaza¢ przez:

a) gotowanie przez 30 min w aparacie Kocha,

b) umieszczenie w ptynie odkazajgcym (2% lizolu lub
5% sterinolu) na 12 h.

Szczegdlnie ostroznie nalezy obchodzi¢ sie ze szklem
(np. ptytkami, probéwkami), ktdre bezposrednio kon-
taktowaty sie z drobnoustrojami. Szkio zawierajgce
ustroje chorobotwdrcze umieszcza sie w pojemniku
z pokrywg specjalnie do tego celu przeznaczonym i wy-
jatawia w autoklawie w temperaturze 121°C przez nie
krécej niz 30 min.

3.3. Odttuszczanie szkia. Szkietka podstawowe stuza-
ce do sporzgdzania preparatow mikroskopowych na-
lezy doktadnie odttusci¢ w alkoholu, a jezeli to nie daje

zadawalajgcego efektu, to przez parokrotne przeptuka-
nie mieszaning odttuszczajaca (zatacznik 4 p. 2), a na-
stepnie wytrze¢ do sucha.

3.4. Wyjatawianie szkta. Szkio przeznaczone do wy-
jatawiania powinno by¢ doktadnie wymyte i wysuszone.
Szklo do wyjatowienia nalezy przygotowa¢ w sposéb
nastepujgcy: ptytki Petriego zawija sie w papier (poje-
dynczo lub po kilka), albo umieszcza w metalowych
tubusach. Probéwki korkuje sie korkami z waty i za-
wija dokfadnie papierem w paczki zawierajgce 10 -F 20
sztuk. Kolby ptaskodenne i kolby stozkowe korkuje sie
podobnie jak probowki i naklada na korek kapturek
z papieru. Pipety po umieszczeniu w ich gérnym otwo-
rze wacika pakuje sie w papier pojedynczo lub po kilka,
obwigzujac sznurkiem, lub umieszcza w specjalnych tu-
busach. Rurki szklane na pipety pasterowskie pociete
na odcinki o dtugosci okoto 15 cm i zatkane z obydwu
koncéw watg pakuje sie w papier po 20 -F 30 sztuk.
Naczynia z korkiem doszlifowanym wyjatawia sie naste-
pujaco: otwOr zawija sie papierem i obwigzuje sznur-
kiem, oddzielnie zawija sie w papier korek i przywia-
zuje do szyjki naczynia. Szkio wyjatawia sie suchym
powietrzem w suszarce w ciggu 1 h w temperaturze
170°C (liczac od czasu osiggniecia tej temperatury).
Stosowanie wyzszych temperatur moze spowodowac
zweglenie korkéw i opakowan papierowych. Po ukon-
czeniu sterylizacji szklo wyja¢ z suszarki po spadku
temperatury ponizej 50°C.

3.5. Przechowywanie jatowego szkia. Szkio wyjato-
wione przechowywa¢ w czystych i szczelnie zamknie-
tych szafach laboratoryjnych.

4. PRZYGOTOWANIE FILTROW
BAKTERIOLOGICZNYCH DO STERYLIZACJI
ROZTWOROW

Saczki Seitza nalezy zaktada¢ do aparatu, nie dokre-
cajac catkowicie nasadki i wyjatawia¢ wraz z aparatem
w autoklawie po owinieciu gdrnej czesci aparatu w pa-
pier. Przed uzyciem filtru nasadke nalezy dokrecic.
Saczki Coli 5 wyjatowi¢ przez gotowanie w ciggu 30 min
w wodzie destylowanej i naktada¢ z zachowaniem wa-
runkéw jatowosci do aparatu uprzednio wyjatowionego.
Swiece Chamberlanda po wymyciu i wysuszeniu wyza-
rzy¢ w piecu muflowym w temperaturze 500°C, prze-
my¢ wodg destylowang i wyjatawia¢ wraz z korkiem
gumowym dopasowanym do kolby ssawkowej po owi-
nieciu w papier. Kolbe ssawkowg owinietg w papier
wyjatawia¢ oddzielnie w suszarce.

ZALACZNIK 3

BARWIENIE PREPARATOW METODA GRAMA

1. Przygotowanie preparatu do barwienia. Na doktad-
nie odtluszczone (zatgcznik 2 p. 3.3) szkietko podstawo-
we nanies¢ krople wody i materiat pobrany za pomocg
ezy. Wykona¢ réwnomierny cienki rozmaz o powierzch-

ni okoto 2 cm2 Preparat wysuszy¢ w temperaturze
pokojowej. Po wysuszeniu preparat utrwali¢, przepro-
wadzajgc szkietko trzykrotnie przez ptomien na granicy
Swiecqgcej i nieSwiecacej czesci ptomienia.
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2. Wykonywanie barwienia. Szkietko z utrwalonym
rozmazem umiesci¢ na podstawce do barwienia i zala¢
fioletem krystalicznym (zatgcznik 4 p. 3), tak aby po-
kry¢ caly preparat. Po uplywie 2 F 3 min preparat
optuka¢ wodg i zala¢ ptynem Lugola (zatacznik 4 p. 4)
na 1 F 2 min. Ptyn Lugola zlaé, a preparat przemywac
96% (v/v) alkoholem etylowym tak dtugo, az sptywa-
jacy ze szkielka (trzymanego skosnie) alkohol przesta-

nie sie zabarwia¢. Nastepnie przemy¢ wodg i naniesé
roztwor fuksyny (zalacznik 4, p. 5). Po uplywie
15 -1- 20 s preparat wyptuka¢ wodg, wysuszy¢ i ogladac
pod immersja.

3. Interpretacja wynikéw. Bakterie zachowujgce fio-

letowe zabarwienie sg Gram-dodatnie, natomiast bak-
terie zabarwione na czerwono sg Gram-ujemne.

ZAr ACZNIK 4

ROZTWORY | PODLOZA

Postanowienia ogolne. Do regulowania pH roztworow
i podtéz uzywaé 10%, (m/m) roztworu wodorotlenku
sodowego i 10% kwasu solnego.

Do przygotowania roztworow i podtéz mikrobiolo-
gicznych stosowa¢ odczynniki odpowiadajgce czystosci
cz.d.a.

Przygotowanie roztworow i podtéz mikrobiologicznych

Roztwory

1. Plyn do rozcienczen

Pepton 10 g

Chlorek sodowy 85 g.

Woda destylowana 1000 ml.

Pepton i chlorek sodowy rozpusci¢ w wodzie przez
gotowanie, doprowadzi¢ do pH = 7,2 5 7,4 i rozla¢
miarowo do butelek. Sterylizowaé przez 20 min w tem-
peraturze 121°C. Koncowe pH powinno wynosi¢ 7,0.

2. Mieszanina odttuszczajaca. Zmiesza¢ réwne ob-
jetosci chloroformu i eteru. Przechowywa¢ w butelce
z ciemnego szkla.

3. Fiolet krystaliczny

Roztwér A: Fiolet krystaliczny 0,4 g.
Alkohol etylowy 96% (v/v)

Roztwor B: Fenol, roztwdr 1% 100,0 ml.

Zmiesza¢ roztwory A i B.

4. Plyn Lugola

Jod 10 ¢.

Jodek potasowy 20 g.

Woda destylowana 300,0 ml.

Jodek potasowy rozpusci¢ w kilku ml wody, dodac
jod i po jego catkowitym rozpuszczeniu uzupetni¢ po-
zostalg woda.

Do identyfikacji drobnoustrojow rozkfadajacych
skrobie stosowa¢ ptyn Lugola rozcienczony w stosunku
1:1.

5. Fuksyna fenolowa
Roztwér A: Fuksyna zasadowa 0,3 g.
Alkohol etylowy 96% (v/v)

Roztwér B: Fenol, roztwor 5% 100,0 ml.

Zmiesza¢ roztwory A i B. Do barwienia uzywa¢ roz-
twor fuksyny rozcieficzony wodg destylowang 10 F 20-
-krotnie.

6. Roztwor wodny fioletu krystalicznego 0,02%. 0,1 g
fioletu krystalicznego wsypa¢ do kolby pomiarowej po-
jemnosci 100 ml, rozpusci¢ w okoto 50 ml wody desty-

10,0 ml.

10,0 ml.

lowanej, dobrze wymiesza¢ i dopetni¢ wodg destylo-
wang do kreski.
Przechowywa¢ w butelce z ciemnego szkia.
Podtoza
7. Agar z ekstraktem drozdzowym i glukozg
Ekstrakt drozdzowy 2,5 g.

Pepton 50 g
Agar 150 g.
Glukoza 10 g

Woda destylowana 1000 ml.

Skfadniki rozpusci¢ w wodzie na goraco, doprowa-
dzi¢ do pH = 7,4 F 7,5 i rozla¢ do kolb. Sterylizowa¢
przez 20 min w temperaturze 121°C. Koncowe pH po-
winno wynosi¢ 7,0 F 7,2,

8. Agar wzbogacony z glukozg

Agar wzbogacony 1000 ml.

Glukoza 10 g

Przygotowa¢ z suchego ,Podioza agar wzbogaco-
ny“ produkowanego przez Wytwornie Surowic
i Szczepionek w Warszawie BIOMED zgodnie ze
sposobem zamieszczonym na opakowaniu.

Sktadniki rozpusci¢ w wodzie destylowanej, dopro-
wadzi¢ do pH = 7,2 +0,1. Sterylizowac przez 20 min
w temperaturze 117°C.

9. Podloze z zékcig i zielenig brylantowa

Pepton 10,0 g.
Laktoza 10,0 g.
Ekstrakt zotciwotowej w proszku 20,0 g.
Woda destylowana 1000 ml.

Zielen brylantowa roztwor 0,1% (m/m).

0,1 g zieleni brylantowej wsypa¢ do kolby pomiaro-
wej pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w okoto 50 ml wody
destylowanej, dobrze wymiesza¢ i dopetni¢ wodg desty-
lowang do kreski. Przesaczy¢ przez saczek z bibuty do
butelki z ciemnego szkta. 13,3 ml 0,1% (m/m) roztwor
zieleni brylantowej, 10,0 g peptonu i 10,0 g laktozy roz-
pusci¢ w okoto 750 ml wody destylowanej, doda¢ 20,0 g
ekstraktu zoici wotowej. Ustali¢ pH pozywki do war-
tosci 7,3 £0,1, zagotowac, przesaczy¢ przez bibute. Do-
da¢ 13,3 ml 0,1% (m/m) roztworu zieleni brylantowej,
uzupetni¢ woda destylowang do 1000 ml. Rozlaé¢ po
9 ml do jatowych probéwek z rurkami fermentacyjnymi
Diirhama i wyjatawia¢ w temperaturze 121°C przez
15 min. Koncowe pFt pozywki powinno wynosié
74 +0,1.
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10. Podtoze Endo

Wycigg miesny 1000 ml.
Pepton 10,0 g.
Chlorek sodowy 50g.
Agar 20,0 g.
Laktoza 10 g

Fuksyna zasadowa 3,0% (m/m ) roztwor alkoholowy
10.0 ml; 3,0 g fuksyny krystalicznej zasadowej wsypac
do kolby pomiarowej pojemnosci 100 ml, doda¢ okoto
50 mi 96,0% (v/v) alkoholu etylowego, wymieszaé
i dopetni¢ alkoholem etylowym do kreski. Otrzymany
3% (m/m) roztwdr alkoholowy fuksyny zasadowej wsta-
wi¢ na 24 h do cieplarki o temperaturze 30°C, nastep-
nie przesaczy¢ przez saczek z bibuty do butelki z ciem-
nego szkia.

Siarczyn sodowy bezwodny 10% (m/m) roztwor okoto
20.0 .ml przygotowany w nastepujacy sposéb: 10,0 g
siarczynu sodowego bezwodnego wsypa¢ do jatowej
kolby i wla¢ 90 ml jatowej wody destylowanej, dobrze
wymiesza¢, a nastepnie gotowa¢ 10 -i- 15 min na tazni
wodnej. Przechowywaé w temperaturze 4 -P 8°C nie
dtuzej niz tydzien. W wyciggu miesnym rozpusci¢ pep-
ton, chlorek sodowy i agar. Doprowadzi¢ pH 7,8 +0,1
zagotowac, przesaczy¢ przez wate, dodac laktoze i roz-
la¢ miarowo do butelek. Wyjatawia¢ w temperaturze
117°C przez 30 min. Do rozpuszczonego podtoza do-
da¢ fuksyne, a nastepnie siarczyn sodowy (10% (m/m)
Swiezo przygotowany roztwor) do odbarwienia i rozlaé
na ptytki. Przechowywac¢ w ciemnym miejscu nie dtuzej
niz 2 dni.

11. Podtoze z azydkiem sodowym i fioletem krystalicz-
nym

Pepton tryptose (Difco) 20,0 g.
Glukoza 150 g
Chlorek sodowy 50 ¢
Fosforan potasowy dwuzasadowy

(K2HPO4) 2.7 g
Fosforan potasowy jednozasadowy

(KH2PO4) 2,7 g
Fiolet krystaliczny 0,1% (m/m) roztwor 1,25 ml.
Purpura bromokrezolowa 1,6% (m/m)

roztwor alkoholowy 2,0 ml.
Azydek sodowy % (m/m) roztwdr 0.4 ml.
Woda destylowana 1000 ml.

Do wody doda¢ wszystkie sktadniki z wyjatkiem fio-
letu krystalicznego (zatgcznik 4, p. 3) i wyjatawiaé
w temperaturze 117°C przez 20 min. Nastepnie dodaé
fiolet krystaliczny i zachowujgc warunki jatowosci roz-
la¢ miarowo do probdwek po 10 ml do kazdej. Warto$¢
pH podtoza powinna wynosi¢ 7,3 +£0,1. Kolor gotowe-
go podtoza powinien by¢ wisniowofioletowy.

12. Agar z brzeczkg o pH = 35

4% agar wodny 100 ml.

Brzeczka stodowa 14 -r 18 Big 100 ml.

Brzeczke stodowg rozcieficzy¢ wodg destylowang do
uzyskania 14 -F 18° Big. Doprowadzi¢ do pH = 3,5,
rozla¢ miarowo po 100 ml. Osobno sterylizowaé roz-
twory: roztwoOr agaru wodnego oraz roztwér brzeczki
w temperaturze 117°C przez 20 min. Przed posiewem
roztwory oba potgczy¢ w stosunku 1.1

13. Podtoze z ekstraktem drozdzowym, glukozg i anty-
biotykiem wg 1SO

Ekstrakt drozdzowy 504¢.
Glukoza 20,0 g.
Agar 120 A 150g.
Chloranfenikol lub chloromycetyna 100,0 mg.
Woda destylowana 1000,0 ml.

Wszystkie sktadniki rozpusci¢ w wodzie i nastawi¢ pH
na 6,6. Rozla¢ miarowo do mniejszych naczyn. Wyja-
tawia¢ w temperaturze 121°C. W przypadku braku
chloranfenikolu mozna uzy¢ oksytetracykline i genta-
mycyne. Przygotowac roztwory:

50 mg oksytetracykliny + 50 ml wody.

50 mg gentamycyny + 50 ml wody.

Do 100 ml jatowego i ostudzonego do 50°C podtoza
doda¢ 10 ml oksytetracykliny i 10 ml gentamycyny,
zmiesza¢ i rozla¢ na phytki. Podczas przechowywania
w temperaturze 5°C antybiotyki w roztworach zacho-
wujg aktywnos¢ do 3 tygodni.

14. Podioze Wrzoska

Pepton 100 e.
Chlorek sodowy 5.0 g
Glukoza 50 g.
Kostki watroby 05 x 05 X 0,5 cm.
Wycigg z watroby 1000,0 ml.

W wyciggu watrobowym rozpusci¢ pepton i chlorek
sodowy, doprowadzi¢ pH do 8,2, zagotowac, sprawdzi¢
pH i przesaczy¢ przez bibule. Dodac glukoze, rozla¢ do
proboéwek z uprzednio wyjatowiong watrobg (2 -P 3
kostki), po czym pokry¢ powierzchnie 1P 2 ml jatowej
parafiny ptynnej. Wyjatawia¢ w temperaturze 117°C
przez 30 min lub trzykrotnie w aparacie Kocha, pH
koncowe powinno wynosi¢ 7,4 P 7,6.

Przed wysiewem materiatu proboéwki z pozywka na-
lezy regenerowal ogrzewajgc w temperaturze 100°C
przez 10 min, po czym szybko ochtodzi¢ w wodzie.

15.  Agar wodny (do zalewania posiewdw na podiozu

Wilson-Blaira)
Agar 15 g
Woda destylowana 1000 ml.

Rozpusci¢ agar w wodzie destylowanej i rozla¢ do
butelek. Wyjatawia¢ w temperaturze 121°C przez
20 min.

16. Podtoze Wilson-Blaira
Agar wzbogacony (agar wzbogacony wg

p. 8 + 1% glukozy) 1000 ml.
Chlorek zelazowy FeCh 8%(m/m) roztwér 10 ml.
Wodorotlenek sodowy NaOH 10% (m/m)

roztwor 6 ml.
Siarczyn sodowy NajSCF 20% (m/m) roz-

twor 100 ml.

Agar cukrowy rozla¢ do kolb po 100 ml i wyjatawiac
w temperaturze 117°C przez 30 min. Oddzielnie przy-
gotowac i wyjatowi¢ w temperaturze 117°C przez 30 min
roztwory: chlorku zelazowego, wodorotlenku sodowego
i siarczynu sodowego.

Przed uzyciem agar rozpusci¢ i ostudzi¢ do tempera-
tury 50°C, doda¢ przygotowane odczynniki, doktadnie
wymiesza¢ i rozla¢ na ptytki.
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17. Wycigg miesny

Do 1 kg miesa wotowego oczyszczonego z kosci,
thuszczu oraz Sciegien i przepuszczonego przez maszyn-
ke do naczynia emaliowanego doda¢ 2000 ml wody
wodociggowej (w przypadku ziej jakosci wody wodocia-
gowej uzywa¢ wode destylowang), pozostawi¢ na 24 h
w chtodnym miejscu w temperaturze okoto 10°C. Na-
stepnie podgrza¢ do 50°C i utrzymywac w tej tempera-
turze przez 1 h, po czym gotowaé przez 30 min.

Z powierzchni wyciggu miesnego usung¢ ewentualne
pozostate resztki ttuszczu. Goragcy wycigg miesny prze-
sgczy¢ przez ptotno dobrze wyciskajac, zmierzy¢ obje-
tos¢ i dopetni¢ wodg do 2000 ml. Nastepnie przesgczy¢
przez saczek z bibulty. Wyjalawia¢ w temperaturze
121°C przez 20 min. Podany wycigg miesny mozna za-
stgpi¢ preparatami handlowymi.

18. Bulion zwykly

Pepton 10,0 g.
Chlorek sodowy 50 g.
Wycigg miesny 1000,0 ml.

Do 1000 ml wyciagu miesnego doda¢ 10 g peptonu
i 5 g chlorku sodowego. Pepton i chlorek sodowy roz-
pusci¢ uprzednio w niewielkiej ilosci gorgcego wyciggu
miesnego. Doprowadzi¢ pH do 7,8 +0,1 przy uzyciu
10% (m/m) wodorotlenku sodowego (okoto 10 ml), go-
towa¢ przez okoto 20 -i- 30 min. Sprawdzi¢ ponownie

pH bulionu, doprowadzi¢ do pH 7,8, przesaczy¢ przez
saczek z bibulty i wyjatawia¢ w temperaturze 121°C
przez 20 min. pH wyjatowionego bulionu powinno wy-
nosi¢ 7,5 0,1

19. Agar bulionowy zwykly

Bulion zwykly 1000,0 ml.

Agar 150 g

Do 1000 ml bulionu zwyktego przygotowanego wg 18
doda¢ 15 g agaru i ogrzewa¢ w parze biezacej az do
roztopienia agaru. Nastepnie przesgczy¢ na gorgco
przez saczek z waty, rozla¢ miarowo do kolb i wyja-
fawia¢ w temperaturze 121°C przez 20 min. Wartos¢
pH podioza powinna wynosi¢ 7,6 +0,1.

20. Agar bulionowy z glukozg i ekstraktem drozdzo-

wym
Agar bulionowy 100,0 ml.
Glukoza 10 g
Ekstrakt drozdzowy 10 g

Rozpusci¢ agar bulionowy przygotowany wg p. 19
w parze biezacej i doda¢ na kazde 100 ml podtoza 1g
glukozy i 1 g ekstraktu drozdzowego. Rozla¢ do pro-
boéwek do potowy wysokosci. Wyjatawia¢ w temperatu-
rze 117°C przez 20 mini Podtoze przechowywane w pro-
bowkach nalezy bezposrednio przed posiewem gotowaé
na fazni wodnej przez 10 min.

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgca norme — Krajowa Spoétka Przedsie-

biorstw Przemystu Cukierniczego CUKRY Sp. z 0.0., Warszawa.
2. Normy zwigzane

PN-64/A-04023 Artykuty zywnosciowe. Wykrywanie drobnoustro-
jow z rodziny Enterobacteriaceae

PN-75/A-04024 Produkty zywnosciowe. Wykrywanie i ilosciowe
oznaczanie gronkowcéw chorobotwdrczych (Koagulazo-dodat-
nich)

BN-84/8070-06 Wyroby piekarskie i ciastkarskie. Mikrobiologiczne
metody badan

BN-90/8094-17 Wyroby cukiernicze trwate. Pobieranie prébek do
badarn mikrobiologicznych

3. Autorzy projektu normy — mgr inz. Maria Kosmala, mgr inz.
Dorota Buchacz — Slaskie Zaktady Przemystu Cukierniczego, Labo-
ratorium Badawcze w Zabrzu.



