) UWM w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Zywnosci, Technologii i Chemii Miesa
p ! Przedmiot: Mikrobiologia 2zywnoéci, Cwiczenie 10 11

Cwiczenie 10 11

Temat: Mikroflora surowcow pochodzenia zwierzecego i jej wplyw na jako$¢ gotowego
produktu

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

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

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

W produktach fermentowanych nie oznacza si¢ liczby mezofilnych bakterii tlenowych,
poniewaz na agarze odzywczym moze wyrosna¢ obok drobnoustrojow zanieczyszczajacych
produkt czgs$¢ mikroflory technologicznej (mikroflora szczepionek lub zakwaséw). Natomiast
bardzo czgsto oznacza si¢ w tej zywnosci liczbe drobnoustrojow dodanych jako szczepionki,
np. w jogurcie oznacza si¢ liczbg Streptococcus thermophilus 1 Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. W ostatnim dniu trwato$ci jogurtu, liczba tych bakterii nie powinna by¢ mniejsza
niz 107 kom/cm3.

Z kolei w produktach przechowywanych chlodniczo znacznie wigcej informacji
dostarcza poziom zanieczyszczenia drobnoustrojami psychrotrofowymi niz liczba mezofilnych
bakterii tlenowych, np. przy przechowywaniu mi¢sa 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 aktywnos$ci wody, np. w przyprawach najczesciej
gtowng mikroflore stanowig przetrwalniki Bacillus sp. 1 Clostridium sp. oraz zarodniki
grzybow.

MIESO ZWIERZAT RZEZNYCH

Przy prawidtowym uboju, prowadzonym w dobrych warunkach higienicznych gl¢bokie
partie migsni sg jalowe lub wykazuja obecnos$¢ nielicznych ziarniakéw z rodzaju Micrococcus.
Na powierzchni tusz mikroflora jest liczniejsza, a stanowig ja bakterie Gramdodatnie 1 Gram-
ujemne. Przy bardzo dobrej higienie uboju i obrobki tusz liczebnos$¢ bakterii waha si¢ w
granicach 100-900 kom/g lub cm?.

Psucie migsa powoduja najczesciej tlenowe pateczki Gram-ujemne, zwykle
psychrotrofowe — przy zanieczyszczeniu rzedu 10° kom/g lub cm? wystepuja juz wyczuwalne
zmiany zapachowe.
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Migso jako surowiec nie podlega ocenie mikrobiologicznej. W przypadkach, gdy jako$¢
surowca budzi watpliwosci, mozna przeprowadzi¢ oceng jego §wiezosci na podstawie obrazu
mikroskopowego powierzchni.

Jako$¢ mikrobiologiczng przetworow migsnych ksztattuje przede wszystkim
wystepujace w nich przy nie spelnieniu wymagan higienicznych wskazniki higieny procesu
(Enterobacteriaceae). Bardzo waznym kryterium jako$ci przetworow jest brak mikroflory
chorobotworczej. Ze wzgledu na aktywno$¢ enzymow proteolitycznych 1 lipolitycznych
istotnym kryterium jakos$ci sg bakterie psychrotorfowe, ktore moga zanieczyszcza¢ wyroby
przechowywane chlodniczo. W przypadku wedlin fermentowanych jako$¢ finalnego produkty
w najwigkszym stopniu jest uzalezniona od prawidtowo dobranej kultury starterowe;,
aktywnosci jej komponentow 1 warunkow procesu fermentacji i dojrzewania.

RYBY I PRZETWORY RYBNE

Mikroflora ryb 1 produktéw rybnych zalezy od wielu czynnikow: zanieczyszczenia
bakteryjnego surowca, rodzaju polowu, stanu higienicznego i jakos$ci sprzetu uzywanego do
polowu. Do wtérnych zanieczyszczen dochodzi czgsto podczas sprawiania ryb, transportu,
kontaktu z materiatem do pakowania. Ryby moga by¢ Zrédlem zrdéznicowanej mikroflory
saprofitycznej i chorobotwoérczej. Najczesciej izolowana jest mikroflora psychrofilna z
gatunkow: Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter, Micrococcus. Do tkanek ryb mnoga
przenikac¢ i inicjowac procesy rozktadu mezofilne bakterie gnilne np. Proteus sp., Serratia sp.,
Bacillus sp. pochodzace ze srodowiska, w ktérym umieszczono ryby po ztowieniu. W tkankach
ryb moga takze by¢ obecne drobnoustroje chorobotwoércze: Listeria monocytogenes,
Salmonella sp., Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus. Zagrozeniem zdrowia
konsumenta moze by¢ takze nadmierna koncentracja histaminy w mig¢$niach ryb np. makreli
lub lososiowatych. Histamina powstaje na skutek dekarboksylacji L-histydyny
przeprowadzanej przez pateczki Proteus sp., Hafnia sp., P. fluorescens, Micrococcus sp.
Histamina jest cieptooporna 1 jej ogrzewanie podczas przygotowywania positkow do
konsumpcji nie powoduje jej inaktywacji.

Ryby bezposrednio po potowie nalezy zabezpieczy¢ przed zepsuciem. W tym celu
stosowane sg rézne metody biologiczne, chemiczne lub fizyczne. Zabezpieczenie metodami
chemicznymi polega na stosowaniu soli kuchennej lub konserwantow. W metodzie biologiczne;
ryby utrzymuje si¢ przy zyciu transportujagc je w wodzie. Fizyczne metody polegaja na
obnizeniu temperatury ryb poprzez schlodzenie, lodowanie lub zamrozenie. Lod powinien by¢
produkowany wylacznie z wody zdatnej do picia, ze wzgledu na bezposredni kontakt z
surowcem. Istnieje bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy stopniem obnizania temperatury tkanki
mig$niowe] a jej trwatoscig (tab. 1). Trwatos¢ ryb ulega przedtuzeniu takze przy pakowaniu ich
w folie gazoszczelne o zmodyfikowanej atmosferze (MAP).
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Tab. 1 Wplyw czasu chlodzenia ryb w wodzie na liczb¢ komorek bakterii.

Temperatura wody Czas przetrzymywania ryb Liczba bakterii
[°C] [godz.] [kom./g]
0 0 3 800 000
3 3 5400 000
5 6 9 000 000
6 15 25 000 000

Przetwory 7 ryb to produkty wytworzone z ryb, wzbogacone w rézne dodatki, ktore
powinny zawiera¢ co najmniej 50% migsa ryb. W wyniku procesu przetwoérczego uzyskuja
wlasciwosci sensoryczne umozliwiajace ich bezposrednie spozywanie. Do przetworow rybnych
zaliczmy m.in.: ryby wedzone, marynaty rybne, rybne przetwory garmazeryjne.

Wyrdznia si¢ dwa asortymenty ryb we¢dzonych — wedzone na gorgco i wedzone na
zimno. Do wedzenia na goragco uzywane sg $wieze albo mrozone ryby, solone. Wedzenie
odbywa si¢ w wysokiej temperaturze: 82,2°C/ 30min. Ryby we¢dzone na zimno poddawane sg
dziataniu dymu o temperaturze 28-30°C. Bakterie powodujace psucie si¢ ryb wedzonych to
przede wszystkim Micrococcus sp. 1 Pseudomonas sp., nierzadko réwniez plesnie (obecne w
drewnie uzywanym do wytworzenia dymu). Bakteriami chorobotworczymi stwierdzonymi w
rybach we¢dzonych sa pateczki Salmonella i laseczki jadu kietbasianego Clostridium botulinum.

Marynaty rybne otrzymuje si¢ w wyniku poddaniu mig$ni ryb dziataniu kwasu
octowego. Najpierw przez kilka dni mig¢snie ryb dojrzewajg w kapieli roztworu soli 1 kwasu
octowego. Po uzyskaniu wtasciwych cech dodaje si¢ do nich przyprawy i warzywa, a nast¢pnie
uzupetnia zalewa z soli kuchennej, kwasu octowego, cukru i wody. Powodem psucia si¢
marynat jest najcze¢sciej namnozenie si¢ heterofermentatywnych bakterii fermentacji mlekowe;j
z gatunkoéw: L. brevis, L. buchneri, Leuconostoc mesenteroides. W $srodowisku marynat ze
wzgledu na niskie pH (zwykle ponizej 5,0) nie ma warunkéw do rozwoju pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae.

Rybne przetwory garmazeryjne to potrawy w postaci potproduktow lub produktow
gotowych, z ktorych mozna szybko przyrzadzi¢ positki. Jako$¢ tych produktow zalezy od
jakosci ryb, ich rozdrobnienia oraz higieny uzyskiwania. Powodem psucia si¢ produktow
garmazeryjnych jest ich przechowywanie ich w zbyt wysokich temperaturach umozliwiajacych
namnozenie si¢ bakterii psychrofilnych (pochodzacych najczesciej z zakazen wtornych),
najczesciej pateczki Proteus sp. oraz laseczki Bacillus subtilis.

MLEKO I PRZETWORY MLECZNE

Mleko surowe, ze wzgledu na swoj sktad chemiczny, stanowi bardzo dobra pozywke do
rozwoju mikroorganizmoéw. Bezposredni wptyw na stan mikrobiologiczny i higieniczny mleka

maja takie czynniki, jak stan zdrowotny gruczolu mlecznego, warunki higieniczne w oborze
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oraz higiena doju. Warunki przechowywania mleka u producenta oraz warunki transportu do
mleczarni wptywaja dodatkowo na mikrobiologiczne zanieczyszczenia mleka. Typowa
mikroflor¢ surowego mleka stanowig bakterie kwaszace (bakterie fermentacji mlekowej),
pateczki grupy coli, bakterie cieptooporne, bakterie psychrotrofowe oraz bakterie
proteolityczne i lipolityczne. Grzyby wystepuja w mleku w bardzo matych ilo$ciach i nie majg
wplywu na jego jakos¢. W przypadku braku przestrzegania higienicznych warunkow
pozyskiwania mleka, z surowca takiego izoluje si¢ rowniez bakterie chorobotworcze.
Bezposrednio po doju wzrost bakterii w mleku jest hamowany lub ograniczany przez naturalne
substancje bakteriostatyczne, do ktérych naleza immunoglobuliny mleka (lakteniny), system
laktoperoksydaza — tiocjaniany — nadtlenek wodoru, laktoferyna i lizozym. Jednak skuteczne
dziatanie bakteriostatyczne widoczne jest tylko przy malym zanieczyszczeniu mleka
bakteriami. Wickszo$¢ tych zwigzkow jest termostabilna w temperaturze 720C 1 pozostaje
aktywna w mleku poddanym fagodnej pasteryzacji, co moze w pewnym stopniu ograniczac
rozwoj bakterii zakwaséw mleczarskich. Mleko ztej jakosci mikrobiologicznej moze zawieraé
inne zwiazki hamujace rozwoj lub aktywnos$¢ bakterii zakwasow. Sa to migdzy innymi kwasy
thuszczowe uwalniane z thuszczu mlekowego przez bakterie lipolityczne lub bakteriocyny
produkowane przez bakterie fermentacji mlekowej. Podczas leczenie standw zapalnych
wymion do mleka dostajg si¢ rowniez antybiotyki 1 sulfonamidy, ktore wptywaja na obnizenie
aktywnosci fermentacyjnej bakterii wchodzacych w sklad zakwasow lub wrecz hamujg ich
rozwoj.

Znajomos$¢ mikroflory, ktéra moze wystgpi¢ w surowcu jest bardzo istotna i pozwala na
odpowiedni dobdr parametréw technologicznych, tak aby produkt finalny charakteryzowata
odpowiednia trwato$¢ i przede wszystkim bezpieczenstwo spozycia.

Mikroflor¢ produktow mlecznych niefermentowanych stanowi tzw. mikroflora
resztkowa oraz mikroflora z reinfekcji, sposréd ktorej za gldwna przyczyne wad mozna uznaé
pateczki grupy coli. Jako$¢ mikrobiologiczna wyrobow fermentowanych ksztattowana jest
przede wszystkim; przy zatozeniu, ze proces fermentacji przebiegatl bez zakldcen; przez
mikroflor¢ zanieczyszczen wtornych. W produktach tych przy ocenie jakosci uwzglednia si¢
gléwnie liczbe pateczek Enterobacteriaceae, grzyboéw i obecno$¢ mikroflory chorobotworczej.

DROB

Dominujacg mikroflor¢ saprofityczng drobiu stanowig Gram-ujemne pateczki
Pseudomonas sp., Moraxella sp., Enterobacteriaceae oraz drozdze. Jako$¢ mikrobiologiczna
drobiu 1 przetworow jest jednak ksztaltowane przede wszystkim przez ewentualnie obecng
mikroflor¢ patogenng, do ktorej zalicza si¢: Salmonella sp., Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens oraz chorobotwoércze
serotypy Escherichia coli. Dobierajac technologi¢ 1 parametry procesoOw w produkcji wyrobow
z migsa drobiowego zwraca si¢ szczegolna uwage na eliminacje mikroflory patogenne;.
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CZESC PRAKTYCZNA
1. Wykonanie badan mikroskopowych surowcow

Czyste szkietko przedmiotowe przylozy¢ do powierzchni badanego migsa i lekko
przycisng¢. Uzyskany preparat odciskowy wysuszy¢, utrwali¢ (w razie potrzeby odttusci¢ w
chloroformie) i zabarwi¢ metoda Grama. Przeprowadzi¢ obserwacje mikroskopowe (pod
immersja) w co najmniej 20 polach widzenia.

Ocena SwiezoSci migsa na podstawie obrazu mikroskopowego powierzchni

. . L . migso §wieze (pH
brak bakterii lub obecne pojedyncze ziarniaki Gram-dodatnie

5,8-6,5)
w polu widzenia 20-30 ziarniakow, nieliczne paleczki mi¢so o podejrzanej
Gram-ujemne Swiezo$ci
(pH 6,6)
w polu widzenia liczne bakterie z przewaga paleczek Gram-  migso nieswieze
ujemnych (pH > 6,7)

2. Mikrobiologiczna analiza produktow pochodzenia zwierzecego (kazde stanowisko
bada jedng probke)

Produkty state zostaly odwazone w ilosci 10g do jatowego worka. Nalezy wykonaé
rozcienczenie 1:10. W tym celu przelaé¢ do worka 90cm® jalowego ptynu fizjologicznego i
ujednolici¢ probke w stomacherze. Calo$¢ przela¢ z powrotem do kolby po ptynie

fizjologicznym. Nastepnie wykona¢ kolejne rozcienczenia 1 przeprowadzi¢ odpowiednie
oznaczenia.

a. Ser dojrzewajgcy
* liczba drozdzy i plesni — posiew metodg wglebng w 2 powtdrzeniach roz. 112
* obecnos¢ beztlenowych, przetrwalnikujacych laseczek sacharolitycznych (w 0,1 g)
* liczba paleczek grupy coli — posiew metoda wglebna w 2 powtorzeniach roz. 1

b. Jogurt nietermizowany

* liczba drozdzy i ple$ni — posiew metoda wglebng w 2 powtorzeniach roz. 1

* liczba pateczek Lactobacillus sp. — posiew metodg powierzchniowa w 2 powtorzeniach
rozc. 415
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* liczba pateczek grupy coli — posiew metodg wgtebng w 2 powtdrzeniach roz. 1

¢. Mleko spozywcze pasteryzowane (probka mleka bedzie przygotowana w jatowej kolbce)

* ogolna liczba drobnoustrojow — posiew metodg wgtebng w 2 powtdrzeniach roz. 2 1 3

obecno$¢ pateczek grupy coli (w 0,1 cm?)

* liczba bakterii cieptoopornych — posiew (po pasteryzacji w jatowej probowce) metoda
wglebng, bez powtdrzen roz. 112

d. Ryba wedzona

* ogo6lna liczba drobnoustrojow — posiew metodg wgtebng w 2 powtorzeniach roz. 2 1 3
* obecnos$¢ pateczek grupy coli (w 0,1 g)
* liczba drozdzy i ple$ni — posiew metodg wgtebng w 2 powtdrzeniach roz. 1

e. Ryba w zalewie octowej

* ogo6lna liczba drobnoustrojow — posiew metoda wglebna w 2 powtorzeniach roz. 21 3
* obecnos¢ pateczek grupy coli (w 0,1 g)
* liczba drozdzy i ple$ni — posiew metoda wgtebng w 2 powtdrzeniach roz. 2 13

f- Kietbasa parzona

* 0golna liczba drobnoustrojow — posiew metoda wglebng w 2 powtdrzeniach roz. 2 1 3
* obecno$¢ pateczek grupy coli (w 0,1 g)
* liczba drozdzy i ple$ni — posiew metoda wgtebng w 2 powtorzeniach roz. 1

g. Kietbasa fermentowana typu salami

* liczba pateczek Lactobacillus sp. — posiew metodg powierzchniowa w 2 powtorzeniach
rozc. 415

* liczba pateczek grupy coli — posiew metodg wgtebng w 2 powtdrzeniach roz. 1

* obecnos¢ paciorkowcoOw Enterococcus sp. (w 0,1 g)

h. Kurczak pieczony

* ogo6lna liczba drobnoustrojéw — posiew metoda wgtebng w 2 powtoérzeniach roz. 112
* obecno$¢ pateczek grupy coli (w 0,1 g)
* liczba drozdzy i plesni — posiew metoda wglebna w 2 powtdrzeniach roz. 1



