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WANDA SZCZEPUELA

ZASTOSOWANIE PODLOZA Z CHLORKIEM
TROJFENYLOTETRAZOLU DO OZNACZANIA MIANA COLI
W LODACH PASTERYZOWANYCH

Z Katedry Botaniki Politechniki Gdanskiej

W pracy mniniejszej autorka przedstawita metody oznacza-
nia miana coli w lodach pasteryzowanych ,,Calypso” przy
zastosowaniu trzech podioZy wybidrczych, wuzasadniajqc
szczegdlng przydatnoéé podloia z chlorkiem tréjfenylotetra-
zolu (TTC) do tego celu. '

Pasteryzowane artykuly zywnosciowe powinny cechowaé sie, poza.
niezmienionymi warto$ciami odzywczymi i smakowymi, nieobecnos-
cig bakterii chorcbotwoérczych, niewyscks ogélng iloscig drobnoustrojow
i Scidle oznaczonym dla danego artykulu mianem . coli.

Wielkoéei te zostaly dla wiekszodci artykuléw zZywnosciowych ujete
w formie norm, ktére sg podstawg do przeprowadzenia badan kon-
trolnych przed dopuszczemem danego produktu do obrotu handlowe-
go lub do spozycia.

Podstawowym miernikiem higieniczno-sanitarnym preduktéw paste-
ryzowanych jest ilosciowe oznaczenie bakterii z grupy paleczek, okrez-
nicy, tj. miana coli. Obecno$é bakterii z grupy Escherichia coli
w ilo$ciach ponadnormatywnych jest dowodem niewlasciwie przepro-
wadzonej pasteryzacji lub reinfekcji podczas obrébki technologicznej
produktu. Stad tez odpowiednio dobrane i czule metody oznaczania
drobnoustrojéw posiadaja donioste znaczenie zaréwno ze wzgledow
saniternych, jak i ekonomicznych.

W przedstawionej pracy podjeto probe oznaczania miana ccoli w lo-
dach ,Calypsc” przy zastosowaniu trzech podlozy wybidrezych, tj.
podloza wg Kesslera-Swenartona, podloza z trypaflawing i bulionu
z chlorkiem tréjfenylotetrazolu (TTC). Brak danych w piSmiennictwie

w odniesieniu do zastcsowamia pozywki TTC do lodéw, a wprowadze-
n1e jej do Polskiej Normy tez przyczynily sie do decyzp podjecia tego
tematu.

Monograficzne opracowanie zagadnienia stosowania chlorku tréj-
fenylotetrazolu podane przez Anczykowskiego (1) wskazuje na przy-
datnosé tego podloza w diagnostyce baktericlogicznej. Przebieg reakcji
w pozywce z TTC mozna schematycznie przedstawi¢ nastepujaco: chlo-
rek trdjfenylotetrazolu w stanie utlenionym jest bezbarwny, a dodany
do podloza ulega redukcji przy udziale zywych komérek brakterymych
lub enzymatycznych ukladéw redukcyjnych i przechodzi w nieroz-
puszczalny czerwonowisniowy formazen. Zjawisku towarzyszy czerwo-
ne zabarwienie podioza o réznym stopniu intensywnosci.
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Prace Schonberga (2) w zakresie praktycznego stosowania chlorku
tréjfenylotetrazolu (TTC) przy woznaczaniu miana coli w mleku wyda-
ja sie wskazywat¢ na celowos¢ stosowania go takze w badaniach in-
nych $rodkéw zywnosci.

Galuszka (3), poréownujac pozywke TTC z podiozem wedlug Kessle-
ra — Swenartona w badaniach mleka potwierdza wyniki otrzymane
przez Schinberga.

MATERIALY I METODY

Do badan uzyto ledy ,,Calypso” produkowane w chlodni sktadowej
w Gdansku. Lody te nie zawieraja w swym skladzie dodatku jaj. No-
weezesne urzgdzenia wytworni dajg produkt o nieznacznym zakazeniu
(w 90%0 przebadanych prébek ogdlna liczba drobnoustrojéw nie prze-
kraczata 1000 w 1 ml).

Mieszanka lodowa poddawana jest pasteryzacji w pasteryzatorach
mieszadtowych w temperaturze 79 — 80° przez 1 minute, a czas osigg-
nigcia tej temperatury wynosi 45 — 50 minut.

Do naturalnie kwasnego, wyjatowionego bulionu doda¢ na kazde
100 ml 11 ml 2%p-roztworu chlorku tréjfenylotetrazolu i rozlaé jalo-
wo po 5 ml do probéwek., Przechowywat¢ w lodéwce, gdyz jest wrazli-
wy na $wiatlo i temperature. Temperatura inkubacji 37°.

Stosowane podloza.

1. Pozywka z trypaflawing

Pepion tryplose g
NaCl ' - 5¢g
Laktoza 10 g

2%/0 roztwér wodny trypaflawiny 0,5 ml
Woda destylowana 1000 ml

PH = 72

Sterylizowaé w 117 przez 20 minut.

2 Podloze Kesslera — Swenartona
Pepton 10 g
Laktoza : 25 g
Z61¢ wolowa 50 g

4/y wodny roztwor gencjany 1 ml
Woda wodociggowa 1000 ml
pH = 7,2
Steryiizowaé w 117° przez 20 minut,
3. Podloze z chlorkiem tréjfenylotetrazolu

Woda 1000 ml
Pepton - : 10 g
NaCl 5g

20/y roztworu TTC 110 ml

Czas inkubacji dla pcdloza Kesslera-Swenartona oraz podicza z try-
paflawing wynosit 48 godzin, a dla pedloza TTC — 18 godzin.

Wykonano 216 poréwnawczych oznaczen na trzech wyzej podanych
podlozach., Posiewy wykonano z mieszanki lodowe] bezpodrednio po
pasteryzacji oraz z lodow po ich zamrozeniu. Poniewaz lody ,,Calypso”
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cechuje bardzo niskie zakazenie, do czesci préb wprowadzono kultury
E. coli przed wysiewem na pozywki.

Wyniki

oznaczen miana E. coli w probkach lodow,,Calypso”

Misno coli
. . Ilosé Pozywka wg Pozywka
bek .
" Rodza) probe ptobek | Pozywka TTC Kesslera- z trypaflawi-
] Swenartona na
1 | Mieszanka lodowa po )
pasteryzacji 30 1 1 1
2 ]} Lody . 120 0,1 0.1 0.1
3 | Lody . 11 0,01 0,01 0,91
4 | Lody zakazZone kultu- ]
rg E. coli 54 od 0,0t od 0,01 od 0.01
do 0,0001 do 0,0001 do 0,0001
5 | Lody zaskaZone kultu-
ra E. coli 1 0,C001 0,001 0,001

W kazdym rozcienczeniu stosowanc wysiew do 5 prébowek.
Ad. Lp. 3
11 prébek o mianie coli 0,01 pochodzilo z jednej partii lodow.
Ad. Lp. 5

W jednym przypadku stwierdzono wyzszy stopieh zakazenia w podiozu
TTC, anizeli w podlozach poréwnawczych. Przesiew na pozywke Endo
z rozcienczenia 0,0001 podioza TTC nie potwierdzil obecnoéci E. coli.
Nie brano pod uwage wynikéw, ktére mieszczg sie w granicach biedu
metody (np. 1 probéwka ma 5 wysiewanych powtérzen).

WNIOSKI

Pozywka TTC moze skutecznie byé¢ stosowana do okreslania miana
coli w ledach pasteryzowanych, bezjajowych, w ktérych ogoélna ilosé
drobnoustrojow jest bardzo niska, wiec wpiyw flory towarzyszgcej na:
wynik dodatni w TTC jest znikomy. Nie bylo przypadku, aby dodatni
wynik miana coli na poiyw»ce Kesslera-Swenartona, czy ‘pozywce
z trypaflawing nie pokrywal sie z wynikiem na TTC.

Wyzszoé¢ stosowania tej pozywk1 lezy w krétszym czasie mkubaCJl,
tj. 18 godzin od chwili Wysaewu Rzadki przyp(adek (1 na 216 probek)
okreslenia dodatniego miana coli w 0,01 ml na pozywce TTC nie prze-
diuzyt w koncowym efekcie czasu badania w odniesteniu do badan
poréwnawczych, poniewaz przesiew na Endo po 24 godzinach dal wy-
nik ujemny.

Dodatnig cechg ulatwiajgcg odezyty wynikéw na pozywece z chlor-
kiem tréjfenylotetrazolu jest zroznicowanie intensywnosci zabarwie-
nia. Im mniejsze zakazenie, tym slabsza intesywnosé barwy pozywki.
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B. Illenyaa

NPUMEHEHHME CPEJIbI C XJIOPUCTBIM TPHPEHMHJITETPA3OJIOM
JJIsT ONPEJEJIEHUS COLI B ITACTEPHM30BAHHOM MOPO)XEHHOM

ConepxaHue

ABTOp DEKOMEHJyeT TDH HCCACIOBAHMH MOpPOXKeHHOro TpuMeHsats cpeay T.T.C.
(T.LLL.) axs ompenesenust coli npH YCJHOBHH, YTO NpPOAYKTHl B3siThbie i HPHrOTOBJIEHMH
MODOKEHHOTO OBblJM NacTepPH30BaHbL M He COJAEpPIKaJu sHIL

B cayyae GoJapuioro KOJHYSCTBA MHKDOODPTaHH3MOB olpejeneHue coli Gyner uowrn
HEBO3MOXHBIM.

JTOCTOMHCTBOM PEKQMEH/IOBAHHON Cpejbl SIBISETCS 'KOPOTKHE CPOK HHKYOaUHM,

W, Szczeputila
THE USE OF TTC MEDIUM FOR COLI INDEX ESTIMATION IN ICE CREAM
Summary

TTC medium was applied for coli index estimation in ice cream. The meditum
is advised for ice cream prepared from pasteurized raw materials and without
eggs, otherwise great total number of bacteria interferes with estimation.
Shorter time of incubation (18 hours) is the main adventage of advised medium.
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Errata

W .artykule W. Bartnickiej: ,,Aktualne poglgdy mna role fluoru w etiopatoge-
nezie préchnicy oraz przypuszczalny jego wplyw na inne schorzenia ustroju”
na str. 503 wiersz 13 od dolu jest ,etiogenezy” — powinno byé: ,etiopalogenezy”,
na str. 506, wiersz 8 od gbéry jest: ,wapnionymi” - powinno byé: ,wapniowymi”,
na sir. 506, wiersz 21 od gory po stowie: ,magnezowego” opuszczono Slowo:
wZalezy”,
na s'r. 507 wiersz 24 od goéry po slowie: "w przypadkach” — opuszczono slowo:
,,powaznego”.



