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1. WSTĘP 

Przedmiotem normy są metody badań mikrobiolo
gicznych margaryny oraz interpretacja wyników. 

2. PRZYGOTOWANIE PRÓBEK DO BADAŃ 

2.1. Przygotowanie próbek do analizy. Próbki tłuszczu 
powinny być po pobraniu bezzwłocznie skierowane do 
ana li zy mikrobiologicznej lub przechowywane nie dłu
żej niż, 24 h w temperaturze l-2°C. 

2.2. Przygotowanie próbek do posiewu. Z próbki mar
garyny przeznaczonej do analizy mikrobiologicznej po
bra,ć z zachowaniem jałowości około 50 g do jałowej 
kolby stożkowej pojemności 250 cm 3 zamykanej kor
kiem . Kolbę z próbką wstawić do cieplarki lub łaźni 
wodnej o temperaturze 45°C. Kolbę wyjąć natychmiast 
po całkowitym roztopieniu próbki. Zawartość kolby 
dokładnie wymieszać, a następnie bezzwłocznie przystą
pić do sporządzania szeregu rozcieńczeń . 

Rod zaj badania Metodyka 

Grupa katalogowa 1269 
--

2.3. Przygotowanie rozcieńczeń. Przygotować pro
bówki zawierające po 9 cm 3 płynu do rozcieńczeń wg 
załącznika 3 w liczbie odpowiadającej ilości rozcieńczeń. 

Do sporządzania rozcieńczeń używać pipet oraz pły
nów ogrzanych do temperatury 45°C w cieplarce z za
chowaniem warunków jałowości. W przypadku braku 
cieplarki, dopuszcza · się lekkie o.grzewanie pipet nad 
płomieniem palnika. Do pierwszej probówki wprowa
dzić pipetą I cm 3 roztopionej margaryny. Zawartość 
probówki wymieszać inną pipetą, używaną następnie 
do przenoszenia I cm 3 tak otrzymanej mieszaniny do 
kolejnej probówki o wyższym rozcieńczeniu. Do mie
szania płynu w probówce dopus~cza się użycie mikro
wstrząsarki. 

Pipetę wprowadzić do probówki nię zanurzając 

w płynie. Pierwsze rozcieńczenie będzie wynosić 10-1, 

następne 10" itd. Bezpośrednio po sporządzeniu roz
cieńczeń przystąpić do wykonywania oznaczań . 

. 3. METODY BADAŃ 

3.1. Rodzaje i warunki badań --t.. wg tablicy. 

Podłoże 
Rozcień- Temperatura Okres inku-

czeme inkubacji , oC bacji , h 

Ogólna liczba drobnouslrojó w tI eno- pos lew po wierzch- aga r odżywczy 10-' 
wyc h , 

Liczba 

Miano 

Liczba 

mezofilnyc h nlOwy 10-4 30 48 
lO-l 

dro b no ustrojów kwaszących pos ie w metodą za- podłoże Blickfeldta lO ' 
30 

lewową 10-4 

20 lO-l 

coli pos iew d o probówe k pożywka z żółcią brak rozcień-

I z iel e nią brylan- czema 
I OWą 10-1 30 . 

10' 
10-' 

d rożdży I pleś ni pos iew po wierzch- podłoże z chl o ra mfe- bra k rozcień-

mowy niko lem czenla 
25 24, 10-' 

10' 
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cd . tablicy 

Rodzaj badania Metpdyka Podłoże 
Rozcień- Temperatu ra Okres inku-

cze nIe ink ubacj i, oC bacj i, h 

Oznaczenie obecności i liczby gron- pos iew powierzch- p'od łoże Ba ird- 10-1 

kowców koagulazo-doda tnich nlowy -Parkera lO' 37 24 -;- 48 
lO-l 

Liczba drobnoustrojów proteo litycz- pos iew metodą zale- agar mleczny lO' 
nych wową 10' 30 48 

10-' 

Liczba drobnoustrojów lipolitycznych posiew powierzch- agar z tłuszczem 10-' 
30 72 

mo wy . margaryny 10 ' 
pokojowa 72 

3.2. Oznaczanie ogólnej liczby drobnoustrojów tleno
wych, mezofiłnych 

3.2.1. Wykonanie posiewu. Z odpowiednich rozclen
czeń próbki - wg tab li cy, przygotowanych wg 2.3 
wysiać powierzchniowo po O, I cm 3 mieszaniny na 2 
płytki z agarem odżywczym uprzednio wys uszonym 
(suszenie odwróconych dnem do gó ry płyte k w tempe
raturze 37°C). Posiany mate riał rozprowadzić równo
miernie na całej powierzchn i płytek za pomocą jałowe

go pręcika szklanego . Płytk i pozostaw i ć do wsiąk n ięc ia 

posianego materiału w podłoże . Inkubować w tempera
turze 300 e w ciągu 48 + 72 h - wg tab li cy. 

3.2.2. O dczytanie i interpretacja wyników. Ko lo nie, 
które wyrosły na powierzchni podłoża na l eży po li czyć 

na dwóch równoległych płytkach posia nyc h z tego sa
mego rozcieńczen i a dobierając do liczenia te płytki , 

na któ rych wyrosło od 30 do 300 kolo ni i. 
Jeś li na połowie lub więcej n i ż połowie powierzchni 

stwierd za s ię wzrost za lewowy - wyn ik oznaczania jest 
nieważn y. Jeśli wzrost zalewowy zajmuje mniej niż 

połowę powierzch ni płytk i - li czy s i ę ko lo nie na po
zostałej części i przel icza na całkowitą powi e rzch n i ę . 

Oblicza s ię ś rednią arytmetyczną obu płyte k . Otrzy ma
ny wy nik mnoży się przez stopień rozcieńczenia i przez 
10. Wynik podaje s ię w postaci potęgowej (np. 15 000 
- podaĆ 1,5 . 104

). Wyraża on liczbę drobnoust ro
jów w l g próbki . 

3.3. Oznaczanie liczby drobnoustrojó w kwaszących 
3.3.1. Wykonanie posiewu . Z odpowiednich rozcień

czeó próbki wg tablicy wysiać po l cm 3 na dwie równo
ległe płytki . Wysiewy zalać rozp uszczonym i ostudzo
nym do temperatury 45°e podłożem B1ickfe ldta, 
uprzednio intensywnie miesza nym do uzyskania jedno
rodnej zawiesin y. Płyt ki pozostawi ć do zesta lenia. Inku
bować w 300 e przez 48 h , a następnie w 200 e przez 
24 h - wg tablicy. 

3.3.2. Odczytanie liczby drobnoustrojów kwaszących. 
Po upływie czasu inkubacji, ob l iczyć na dwóch równo
ległych płytkach li czbę kolo nii rozjaśn i ających podłoże. 

Do liczenia wyb i erać płytki, w których liczba ko lonii 
zawiera się między 15 a 150. Liczbę drobnoustrojów 
kwaszących w 1 g produktu obl icza się mnożąc średn ią 

arytmetyczną liczby kolon ii dwJch płytek rozjaśn iają
cych podłoże, z tego samego rozc i eńczen ia, przez sto
pień rozciet1czenia. Wynik podaje się w postaci potę
gowej, jak w 3.2.2. 

10' 

3.4. Oznaczanie miana pałeczek z grupy coli 
3.4.1. Wykonanie posiewu. Z każdego rozcieńcze ni a 

- wg tablicy prze nieść po I cm3 do dwóch probó wek 
z pożywką z żółcią i zie l e nią b ry l antową . Posiew można 

wykonać jedną pipe tą zaczynając od najwyższego roz
c i eńczenia. Podłoża z posiewa mi in k ubować w tempe
raturze 300 e przez 48 h (wg tablicy). 

3.4.2. Odczytanie wyników. Zmę tn i e nie pożywki z żół

c i ą i zi e lenią b ry lantową o raz obecność gazu w co naj
mniej około 1/3 ru rki Durha ma tra ktuje s i ę ja ko stwier
dzenie wzrostu pałeczek z grupy coli. WYl1ik na l eży wy
razi ć mia nem coli. Jeś li , przy kładowo, stwierd za s i ę 

wzrost pałeczek z grupy coli w rozc i eńczeniu lO" w co 
najmniej jednej probó wce, wy nik na leży podać w nas tę

p ujący sposób : stwierdzono wzrost w 0,0 l g. 
3.5. Oznaczanie liczby drożdży i pleśni 

3.5.1. Wykonanie posiewu. Na leży wykonać posiew , 
powierzchn iowy na podłoże z chlora mfe nikolem - po 
O, l cm3 z odpówiednich rozc i eńczeń na d w.ie płyt k i 
wg tab licy. Posiany ma teriał rozprowad zić jałowym 

pręcikiem szkla nym na powierzchn i podłoża, po jego 
ws ią kni ęciu płytki inkubować w tempera tu rze 25°e 
przez 24, 48 i 72 h - wg tablicy . Płytki do posiewów 
próbki nie rozc ieńczon ej powinny być ogrzane w ciep
la rce do tempera tury 45°C. 

3.5.2. Odczytanie wyników. Na l eży oddzieln ie po li
czyć ko lo nie drożd ży i p leśni . D o obli czeń wybie rać 

płytk i posiane z d wóch ko lej nych rozcieńczeń , w k tó
rych liczba wyrosłych kolo nii zawarta jest między 10 
a 150. W przypadkach trudności od różn ienia ko lo nii 
drożdży od pl eśni na leży posłużyć s i ę mikros kopem 
binok ularnym o powiększen iu około IOx . Ko lo nie na 
l eży og l ądać w świ etl e padającym , zwracając uwagę na 
występowan i e st rzępek bąd ź pojedynczych ko mórek . 

Liczbę drożdży i pl eśni w l g obli czyć wg wzoru 

c x 
(nI + 0, 1 . n7) 'f 

w którym: 
c - suma odczytów z płytek z dwóch ko lejnych 

rozc i eń czeń , 

n I li czba płytek wyb ranych do li czenia z ni ższego 
rozcień czen ia, 

n2 - liczba płytek wybra nych do li czenia z wyższego 
rozcieńczen ia, 

f - współczynni k n iższego rozc i eńczen i a. 
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Przykład 

Rozcieńczenie lO" 
Rozcieńczenie 10-3 

128 i 130 kolonii 
20 i 18 kolonii 
128 + 130 + 20 + 18 

Liczba drobnoustrojów w I g = -------
(2 + 0,1 . 2) . lO" 

296 
--- = 13 455=13 , 

0,022 
Wynik podać wg 3.2.2. 

3.6. Oznaczanie liczby gronkowców koagulazo-dodat
nich 

3.6.1. Wykonanie posiewów. Z próbki nie rozcieńczo
nej przenieść po O, I cmł na środek trzech płytek z pod
łożem Baird-Parkera oraz po 0,1 cm 3 na dwie płytki 
z rozcieńczeń 10-1; 10-2 i 10-3• Płytki do posiewów 
próbki nie rozcieńczonej powinny być ogrzane w ciep
larce do temperatury 45°C. Materiał rozprowadzić ja
łowym pręcikiem szklanym (wg 3.2.1) równomiernie 
na całej płytce. Posiewy inkubować w temperaturze 
37°C w ciągu 24 -;.. 48 h - wg tablicy. 

3.6.2. Wybór płytek i identyfikacja podejrzanych ko
lonii. Do liczenia należy wybierać płytki, na których 
wyrosło od 15 do 150 kolonii. Dla stwierdzenia obec-
"-

ności gronkowców koagulazo-dodatnich można wybie-
rać płytki posiane z nie rozcieńczonej próbki, na których 
liczba kolonii jest niższa niż 15, jednak wynik będzie 
statystycznie niepewny, toteż należy go traktować jedy
nie jako stwierdzenie obecności gronkowców w O, l g. 
Policzyć typowe kolonie, tzn. czarne, połyskliwe, wy
pukłe i otoczone jasną strefą, która może być mętna. 
Kolonie atypowe, tzn. czarne, połyskliwe, wypukłe, ale 
bez strefy przejaśnienia należy policzyć oddzielnie. 

Jeżeli po 24 h inkubacji identyfikacja nastręcza trud
ności, płytki należy oglądać po 40 h, nie później jednak 
niż po 48 h. ' 

Z płytek, na których liczba typowych i atypowych 
kolonii zawiera się między 15 a 150 wyizolować po 5 
typowych i 5 atypowych kolonii. Materiał z powyższych 
kolonii przesiać na bulion odżywczy i inkubować 

w 37°C w ciągu 20 -;.. 24 h. 
Do małych probówek dodać po 0,3 cm 3 rozcieńczo

nej plazmy króliczej w stosunku 1:5 (wg załącznika 4). 
Następnie dodać po O, I cm 3 hodowli bulionowej gron
kowców. Inkubować w 37°C przez 6 h, sprawdzając 
co godzinę, czy plazma uległa ścięciu. Jako kontroli 
użyć probówki z bulionem odżywczym i plazmą, lecz 
bez zaszczepu. 

Za wynik dodatni przyjmuje się uzyskanie takiego 
skrzepu, który nie wypada z probówki po odwróceniu 
jej dnem do góry. 

3.6.3. Interpretacja wyników. Za bakterie należące do 
gatunku Staphylococcus aureus uważa się mikroorga
nizmy , które tworzą charakterystyczne kolonie na po
wierzchni selektywnego podłoża i wykazują dodatnią 
reakcję na koagulazę dającą twardy skrzep, to znaczy 
taki, który nie wypada z probówki po odwróceniu jej 
otworem w dół. 

Jeśli na płytce za wierającej typowe i atypowe kolonie 
żadna z atypowych kolonii nie dała koagulazo-dodat
niej reakcji, bierze się .pod uwagę tylko typowe kolonie 

. jako Staphylococcus aureus. Jeśli co najmniej 80% wy
izolowanych kolonii dało reakcję koagulazo-dodatnią, 
liczba Staphylococcus aureus powinna być podawana 
na podstawie ilości wszystkich izolowanych kolonii. 

We wszystkich pozostałych .przypadkach liczba 
Staphylococcus aureus powinna być podawana na pod
stawie procentu koagulazo-dodatnich kolonii w stosunku 
do ilości wszystkich izolowanych kolonii. Liczbę gron
kowców oblicza się mnożąc średnią arytmetyczną ilości 
kolonii z płytek posianych z tego samego rozcieńczenia 
przez stopień rozcieńczenia i przez lO. Wynik podać 
wg 3.2.2. 

3.7. Oznaczanie liczby drobnoustrojów proteolitycz
nych 

3.7.1. Wykonanie posiewów. Posiewy należy wykonać 
dodając na dwie płytki po l cm 3 z odpowiednich roz
cieńczeń - . wg tablicy, przygotowanych wg 2.3. Następ
nie płytki należy zalać agarem mlecznym - wg załącz
nika 3, ostudzonym do temperatury około 50°C. Posie
wy inkubować w 30°C przez 48 h - wg tablicy. 

3.7.2. Odgyt i interpretacja wyników. Po okresie in
kubacji płytki należy zalać I % roztworem taniny przy
gotowanym wg załącznika 4 .. Podłoże staje się brązowe , 

jedynie dookoła kolonii rozkładających kazeinę jest 
widoczna jasna obwódka, co pozwala je odróżnić od 
kolonii bakterii alkalizujących. 

Liczbę bakterii proteolitycznych w I g produktu 
oblicza się mnożąc średnią arytmetyczną uzyskaną 

z policzenia ilości kolonii z jasną obwódką na dwóch 
płytkach posianych z tego samego rozcieńczenia przez 
stopień rozcieńczenia. Wynik podać wg 3.2.2. 

3.8. Oznaczanie liczby drobnoustrojów lipolitycznych 
3.8.1. Wykonanie posiewów. Posiewy należy wykonać 

metodą powierzchniową na podłoże agarowe z tłusz

czem margaryny, przygotowane wg załącznika 3. 
Z rozcieńczeń wg tablicy należy wysiewać po O, I cm 3 

na dwie płytki, rozprowadzając materiał jałowym prę
cikiem szklanym (wg załącznika I) równomiernie po 
całej powierzchni podłoża. Posiewy inkubować w 30°C 
przez 72 h, a następnie w temperaturze pokojowej 
przez dalsze 72:-- h. 

3.8:2. Odczyt i interpretacja wyników. Po inkubacji 
(wg 3.8.1) płytki należy zalać .nasyconym roztworem 
siarczanu miedzi i pozostawić przez 10 min. Następnie 

roztwór siarczanu miedzi należy wylać z płytki, wypłu
kać pod bieżącą wodą uważając , by nie spow dować 
oderwania się kolonii od powierzchni podłoża . 

Należy określić liczbę kolonii (zabarwionych na kolor 
niebieski bądź zielony lub ze strefą naokoło kolonii po
dobnie zabarwioną) na dwóch płytkach posianych z tego 
samego rozcieńczenia. Do liczenia należy wybierać płyt
ki, na których liczba zabarwionych kolonii zawiera się 
między 15 a 150. Liczbę bakterii w I g produktu oblicza 
się mnożąc liczbę zabarwionych kolonii przez stop/en 
rozcieńczenia i przez lO. Wynik podać wg 3.2.2. 

KONIE C 

Załączniki 4 

Informacje doda Ifwwe 
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ZAŁĄCZNIK l 

SPRZĘT I SZKŁO 

l. Autoklaw. 

2. Cieplark i z możliwością nastawienia na tempe
rat ury: 25, 30, 37 i 45°C. 

3. Łaźnia wodna elektryczna . 

4. Ste ryli zato ry do suszenia i ste rylizacji sz kła na su-
che, gorące powietrze. 

5. Mikrosk op binokularny . 

6. Mikrowstrząsa rka . 

7. Strzy kawki i igły do iniekcji. 

8. Pincety . . 

9. Kolby stożkowe poj emności 250 cm3 do roztapia
nia próbek, za mykan e korkami z waty. 

1. MYCIE SZKŁA I DROBNEGO 
SPRZĘTU LABORATORYJNEGO 

1.1. Szkło laboratoryjne nie używane moczyć 24 h lub 
gotować 30 min w I % roztworze kwasu solnego . Po 
wygotowaniu wypłu kać lub wymyć szczotką w 2% roz
two rze węg l a nu sodowego w temperaturze około 50°C, 
po czy m starannie opłuk ać w gorącej wodzie bieżącej 

o temperaturze około 50°C, a następnie w zi mnej wo
dzie destylowanej . 

1.2. Szkło laboratoryjne używane po us unięciu z nie
go zawartośc i wymyć szczotką w 2% roztworze mydła 
o temperaturze około 50°C, po czym wypłukać 

w b ieżącej wodżi e wodociągowej o temperaturze około 
I . 

50°C. a n astępni e w zi mnej wodzie destylowanej. 
Pipety myć jak wyżej, w przypadkach większych za

brudzeń . za leca s ię moczyć je kilka godzin wokoło 2% 
roztwo rze fosf9ranu sodowego trój zasadowego, ogrza
nego do temperatury 60 -;- 80°C. 

Do mycia pipet zatłuszczonych można stosować mie
szaninę chromową mocząc w niej pipety od kilku do 
24 h. Następnie opłukać w ci epłej, a potem w zi mnej 
wodzie desty lowanej. 

1.3. Szkło laboratoryjne po materiale zakaźnym na
l eży przed myciem wyjałowić w autoklawie w tempera
turze 12FC przez 30 min. 

1.4. Przedmioty metalowe - ska lpele, pincety oczyś

cić watą zwil żoną w a lkoholu . 

2. PRZYGOTOWANIE SZKŁA I DROBNEGO 
SPRZĘTU LABORATORYJNEGO 

DO STERYLIZACJI 

2.1. Zasada ogólna. Szkło przygotowane do steryli
zacji powinno być suche . W tym celu probówki , ko lby 
i pipety p rzeznaczone do ste rylizacji wstawi ać po wy-

10. Probówki o wymiarach około 180/18 mm do 
przygotowywania płynu do rozcieńczeń w ilości 9 cm], 
zamykane korkami o dowolnej konstrukcji zapewniają
cymi utrzymanie jałowości. 

II. Małe probówki o wymiarach 100/10 mm do 
sprawdzania koagulacji plazmy króliczej, zamykane . 
korkami z waty . 

12. Płytki Petriego o średnicy około 10 cm. 
13. Pipety mikrobiologiczne pojemności I i 25 tm J • 

14. Pręciki szklane o średnicy 3,5 mm, <długości 

20 cm, zagięte pod kątem prostym w odległości 3 cm od 
jednego k ońca i obtopione na końcach . 

15. Łopatki szklane. 
16. Rurki Durhama. 
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płukaniu do koszyków drucianych i suszyć w suszar
kach w temperaturze nie wyższej niż 80°C. 

2.2. Zamknięcia. Probówki i kolby zamknąć korka
mi . Kolby za~ezpieczyć dodatkowo papierowymi kap
turkami zawiązanymi sznurkiem. ' 

2.3. Pipety. Górne otwory zatkać watą, następnie 

zawinąć po jednej lub po kilka sztuk w papier lub 
włożyć do specjalnych puszek metalowych przeznaczo
nych do stery lizacji pipet. Na dno puszek włożyć watę , 

aby nie uszkodzić końców pipet. 

2.4. Płytki Petriego. Do płytek Petriego dopasować 
wieczka i zawinąć w papier pojedynczo lub po kilka 
albo umieścić w puszkach metalowych przeznaczonych 
do steryli zacji płytek. 

2.5. Pręciki i łopatki szklane zawinąć po kilka sztuk 
w papier pakowy. 

3. STERYLIZOWANIE SZKŁA J DROBNEGO 
SPRZĘTU LABO~ATORYJNEGO 

3.1. Szkło laboratoryjne przygotowane wg załącznika 
I 

2 p. 2. 1 wyjaławiać w sterylizatorze w tempera turze 
170°C przez I h. 

3.2. Przyrządy metalowe stery li zować w autoklawie 
w J2J oC przez 30 min. 

4. PRZECHOWYWkNIE SZKŁA l DROBNEGO 
SPRZĘTU LABORATORYJNEGO 

WYSTERYLIZOWANEGO 

Szkło i przyrządy czyste, suche i wysterylizowane 
należy przechowywać w miejscu suchym i zabezpie
czonym przed kurze m. 
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ZAŁĄCZNIK 3 

PRZYGOTOWANIE PODLOŻY 

1. Płyn 
Pepton 

do rozcieńczeń 

Chlorek sodowy 
Woda destylowana 

1,0 g 
8,5 g 

1000 cm3 

Rozpuścić składniki w wodzie przez gotowanie. Do
prowadzić pH do 7,0. Rozlać płyn miarowo do pro
bówek po 9 cm3

; sterylizować w 121°C przez 20 min. 
2. Agar odżywczy do oznaczania ogólnej liczby drob

noustrojów tlenowych, mezofilnych 
Ekstrakt drożdżowy 2,5 g 
Pepton 5,0 g 
Glukoza 1,0 g 
Agar 15 ,0 g 
Woda destylowana 1000 cm 3 

Składniki rozpuścić na, gorąco i doprowadzić odczyn 
pH do 7,0. Rozlać do kolb i sterylizować w tempera
turze 121 °C przez 20 min . Przed posiewem powierzch
niowym agar rozlać na jałowe płytki Petriego. Po za
stygnięciu płytki suszyć, ustawiając dnem do góry -
wieczka i denka - w temperaturze 37°C przez I h . 

3. Podłoża Blickfeldta do oznaczania liczby drobno
ustrojów kwaszących 
Ekstrakt drożdżowy 
LaktoZa 
Glukoza 
Pepton 
Agar 
Węglan wapniowy 
Woda destylowana 

2,5 g 
10,0 g 
10,0 g 
10,0 g 
20,0 g 

5,0 g 
1000 cm 3 

I 

Cukry, pepton i ekstra kt drożdżowy rozpuścić w wo
dzie destylowanej , ogrzać do wrzenia i przesączyć przez 
bibułę . Następnie dodać węglan wapniowy, doprowa
dzić pH do 6,6 -;- 6,8. Do tak przygotowanego podłoża 
dodać agar i ogrzewać w parze bieżącej do rozpuszcze
nia składników. Po rozpuszczeniu pożywkę wymieszać 
i rozlać do kolb. Sterylizować w temperaturze 117°C 
przez 20 min. 

4. Podłoże z żółcią i zielenią brylantową do oznacza
nia miana pałeczek - z gruPJ coli 
Pepton 10,0 g 
Żółć wołowa 200,0 cm 3 lub ekstrakt w prosz-

Laktoza 
Zieleń brylantowa z , 
roztworu O, 1% 

ku 20 g 
10,0 g 
13,3 cm 3 

Woda destylowana 1000 cm 3 

W 500 cm 3 wody destylowanej rozpuścić pepton, 
dodać żółć wołową świeżą lub ekstrakt żółci w proszku 
i uzupełnić wodą do 1000 cm 3, doprowadzić pH do 
7,4 ± O, I , zagotować , przesączyć przez bibułę , dodać 

laktozę i zie leń bryla ntową . Rozlać po 9 cm 3 do pro
bówek z rurkami Durhama. Sterylizować w tempera
turze 117°C przez 20 min. Końcowe pH powinno wyno
sić 7,2 ±O, I. 

5. Podłoże z chloramfenikolem do oznaczania drożdży 
i pleśni 

Ekstrakt drożdżowy 
Glukoza 
Chloramfenikol 
Agar 

-Woda 

5,0 g 
20,0 g 

0,1 g 
15,0\ g 

1000 cm} 

Składniki rozpuścić stosując ogrzewanie, dodać 15 g 
agaru i zagotować lub ogrzewać w ,parze bieżącej do 
roztopienia agaru. Rozlać miarowo do kolb . Sterylizo
wać w temperaturze 121°C przez 20 min. Po wyjało
wieniu pH powinno wynosić 6,6 ±O,1. 

Podłoże rozlać na jałowe płytki Petriego . Płyt ki z roz
lanym podłożem przed posiewem wysuszyć w cieplarce, 
tak jak w p. 2. -

6. Podłoże Baird-Parkera do oznacza nia liczby gron
kowców 
Bacto-tryptone 
Ekstrakt mięsny 
Ekstrakt drożdżowy 
Chlorek litu (LiCI) 
Glicyna 
Agar 
Pirogronian sodu 
Woda destylowana 

10,0 g 
5,0 g 
1,0 g 
5,0 g 

12,0 g 
20,0 g 
10,0 g 

1000 cm 3 
~ 

Rozpuścić składniki w wodzie destylowanej stosując 
ogrzewanie. Doprowadzić pH do 7,2. Sterylizować 

w temperaturze 121°C w ciągu 15 min. Przed użyciem 
do rozpuszczonego i schłodzonego do temperatury 
45 -;- 50°C podłoża dodać przesączonego przez filtr 
Seitza 10 mI roztworu 1% tellurynu potasowego i 50 cm) 
emulsji żółtka jaja kurzego wg załącznika 4. Podłoże 
rozlać na jałowe płytki Petriego i wysuszyć tak , jak 
w p. 2. 

7. Agar mleczny do oznaczania drobnoustrojów pro
teolitycznych 
Mlek o 300 cm 3 

Agar 
Woda destylowana 

21 g 
700 cm ) 

Swieże mleko należy podgrzać do 60°C, dobrze wy
mieszać, sterylizować w temperaturze 117°C przez 
15 min. Oddzielnie należy przygotować roztwór agaru 
wodnego rozpuszczając 21 g agaru w 700 cm3 wody 
destylowanej. Agar wodny sterylizować w 121°C przez 
20 min. 

' Do 300 cm) mleka schłodzonego do temperatury 
pokojowej dodać 700 cm) agaru wodnego schłodzonego 
do temperatury 56°C. Podłoże należy wylewać na płytki , 
przy posiewie metodą zalewową. 

Do odczytania wyników należy przygotować 1% 
roztwór taniny wg załącznika 4. , 
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8. Agar z tłuszczem margaryny do oznaczania drob
noustrojów lipolitycznych 
Ekstrakt drożdżowy 3 g 
Pepton 5 g 
Agar 15 g 
Tłuszcz margaryny 50 cm 3 

Woda destylowana 1000 , cm 3
, 

Wszystkie składniki, oprócz tłuszczu margaryny, na
leży rozpuścić w parze bieżącej, doprowadzić pH do 
7,4 ±O, l i przefiltrować na gorąco przez filtr bibułowy. 
Doprowadzić pH do 7,2 ±O,I i sterylizować w 121°C 
przez 15 min, Tłuszcz margaryny należy oddzielić przez 

ogrzewanie margaryny w 50°C w kolbie i ostrożnie 
zdekantować lub odpipetować. Sterylizować w 121°C 
przez 20 min. Do 1000 cm 3 agaru drożdżowego na
leży dodać 50 cm 3 tłuszczu margaryny w sposób jałowy. 
Emulgować przez intensywne mieszanie obniżając tem
peraturę mieszaniny do 50°C. Wylewać na płytki przy 
posiewie metodą zalewową. Przy sporządzaniu podłoża 
zamiast wytopionego 'tłuszczu z margaryny można użyć 
osnowy tłuszczowej. 

Do odczytywania wyników przygotować nasycony 
roztwór siarczanu miedzi l wg załącznika 4. 

ZALĄCZNIK 4 

ODCZYNNIKI I ROZTWORY 

l. Kwas cytrynowy, roztwór 10%. Odważyć lO g kwa
su cytrynowego i rozpuścić w 100 cm 3 wody destylo
wanej. Wyjałowić w autoklawie w temperaturze 121°C 
przez 10 min. 

2. Telluryn potasowy, roztwór 1%. I g tellurynu po
tasowego rozpuścić w kolbie pomiarowej w 100 cm 3 

wody destylowanej i wyjałowić przez przesączenie przez 
filtr Seitza. 

Roztwór przechowywać w temperaturze 4°C. 
3. Emulsja żółtka jaja kurzego, zawiesina 20%. Swieże 

jajko umyć dokładnie wodą i mydłem . Zanurzyć w al
ko ho lu etylowym 96% i po wyjęciu opalić. Rozbić 
s korupkę i oddzielić żółtko od białka. Żółtko w ilości 
20 cm 3 prze nieść do 80 cm 3 jałowego roztworu fizjo
logi cznego chlorku sodowego. Przechowywać w tempe
ratUl'ze +4°C - nie dłużej niż 48 h. 

4. Roztwór fizjologiczny chlorku sodowego, zbuforo
wany. 8,5 g chlorku sodowego rozpuścić w kolbie po-. 

miarowej w 1000 cm 3 wody destylowanej, dodać 6 cm 3 

1 . 
- molowego roztworu jednozasadowego fosforanu so-
15 
dowego (NaH2P0 4). Rozlać do kolb, wyjałowić w tem
peraturze 121°C w ciągu 20 min. Końcowe pH powinno 
wynosić 7,0 ±O, l. 

5. Tanina, roztwór 1%. I g taniny rozpuścić 

w lO/) cm 3 wody destylowanej. 

6. Plazma królicza rozcieńczona w stosunku 1:5. Plaz
mę króliczą pobrać z fiolki jałową strzykawką w ilości 
1 cm 3 i przenieść do probówki zawierającej roztwór 
fizjologiczny chlorku sodowego, zbuforowany, w ilości 
4 cm 3. Wymieszać jałową pipetą pojemności 1 cm 3 

i rozlać do małych probówek po 0,3 cm 3 z zachowa
niem warunków jał'Owości. Tak przygotowaną serię 

około 16 probówek plazmy należy zużyć w tym sa
mym dniu . 

INFORMACJE DODATKOWE 

1. Instytucja opracowująca normę - Instytut Przemysłu Mięsnego 
l Tłu szczowego , Warszawa, 

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-76/8050-04 
a) wpro wadzono oznaczanie ogólnej liczby drobnoustrojów tle

nowych, mezofiln ych za mias t oznacza nia ogól nej li czby drobn oustro
jów niekwasz,)cych , 

b) wpro wadzo no oznacza nie liczby drobnoustrojów kwaszących , 

e) wprowadzono metodę oznaczania liczby gronkowców choro
bo twórczych na podłożu Baird-Parkera, 

dl wpro wadzono metodę oznaczania dro bnoustrojów proteo li 
tycznych na agarze mlecznym , 

e) wprowadzo no me t odę oznaczania drożdży i pleś ni na podłożu 
z chlo ramfenikolem za miast na podłożu syntetyczn ym , 

f) wprowadzono metodę oznaczania drobnoustrojów lipolitycz
nych na agarze z tłuszczem margaryny zamiast metody oznaczania 
na agarze z trójbutyryną, 

g) zmieniono sposób przygotowywania rozcieńczeń próbki 
zmiejszając ilość płynu do rozcieńczeń, zamiast płynu Ringera zasto
sowano płyn do rozcieńczeń, 

h) pominięto metodę oznaczania beztlenowców przetrwalnikują
cych , ga zotwórczych , 

i) zlikwidowano metodę filtrów membraną,wych do oznaczania 
miana coli oraz liczby drożdży i pleśni. 

3. Autor projektu normy - mgr Paweł Kitzman - Instytut Prze-, 
mysłu Mięsnego i Tłuszczowego , Warszawa, 


