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Przedmowa

Standard zastepuje GB/T 4789.26---2003 Badanie mikrobiologiczne higieny zywnosci
Badanie sterylnosci komercyjnej puszkowanych produktow spozywczych.

W porownaniu z GB/T 4789.26--2003 wprowadzono nastgpujace zmiany:
— Skorygowanie chinskiej nazwy standardu;

— Skorygowanie zakresu;

— Wykreslenie odniesien normatywnych;

— Przeglad termindw i definicji;

— Przeglad sprzetu 1 materiatow;

— Przeglad pozywek hodowlanych 1 odczynnikow;

— Dodanie kart procedur kontroli;

— Skorygowanie etapow testow;

— Skorygowanie okreslania wynikow;

— Skorygowanie Zatagcznikow A i B.



Krajowy standard bezpieczenstwa zywnosci

Badanie mikrobiologiczne zywnoSci
Badanie sterylnosci komercyjnej

1. Zakres

Niniejszy standard okre$la podstawowe wymagania, procedury operacyjne i okreslenie
wynikéw badania sterylnosci komercyjnej produktow spozywczych.

Niniejszy standard ma zastosowanie do badania sterylnosci komercyjnej produktéw
spozywczych.

2. Terminy i definicje

Do standardu majg zastosowanie nastepujace terminy i ich definicje.

2.1 Produkty puszkowane o niskiej kwasowosci

Oprocz napojow alkoholowych, zakwaszane produkty puszkowane o niskiej kwasowosci
wytwarzane z owocow, warzyw lub przetworow warzywnych, ktorych wartos¢ pH zostaje
obnizona poprzez dodanie kwasu dla celow sterylizacji cieplnej, ktorych warto$¢ pH po
sterylizacji powinna przekroczy¢ 4,6, a aktywno$¢ wody powinna przekroczy¢ 0,85 zaliczaja
si¢ do produktow puszkowanych o niskiej kwasowosci.

2.2 Kwasne produkty puszkowane

Produkty puszkowane, ktorych warto$ci pH po sterylizacji sa rowne lub nizsze niz 4,6, naleza
do kwasnych produktéw puszkowanych. Pomidory, gruszki, ananasy i wytworzone z nich
soki, ktorych wartosci pH sa nizsze niz 4,7, a takze figi o wartos$ci pH ponizej 4,9, to kwasne
produkty puszkowane.

3. Sprzet i materialy

Oproécz zwyklego sprzgtu do sterylizacji i hodowli w laboratorium mikrobiologicznym,
wymagany jest nastepujacy inny sprzet i materiaty:

a) Lodowka: 2 °C ~ 5 °C;

b) Inkubator o stalej temperaturze: 30°C £ 1°C; 36°C£1°C; 55°C+1°C,;

C) Laznia wodnej o statej temperaturze: 55°C+1°C;

d) Homogenizator, worek do homogenizacji, pojemnik i rozcieracz do homogenizacji;

e) Ewentualnie pH-metr (doktadnosc¢: 0,05 jednostki pH);

f) Mikroskop (10 ~ 100-krotne powickszenie);

9) Otwieracz do puszek i przebijak do puszek;

h) Waga elektroniczna lub stotowa;
)] Super czysty stot roboczy lub czyste laboratorium klasy 100 .
4. Pozywki hodowlane i odczynniki

4.1  Jatowy roztwor soli fizjologicznej: zob. A.1 w Zataczniku A.

4.2  Roztwor barwiacy fioletu krystalicznego: zob. A.2

4.3  Dimetylobenzen

4.4  Roztwor etanolu zawierajacy 4% jodu: rozpusci¢ 4 g jodu w 100 ml 70% roztworu
etanolu.



5. Procedury kontroli

Procedury kontroli sterylnosci komercyjnej przedstawiono na Rys. 1.
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Rys. 1 Procedury kontroli sterylnosci komercyjnej

en pl
sample prébka
testing sample prébka do badania

reference sample

prébka referencyjna

36°C+1°C, heat preservation for 10 days. Remove once expansion,
open and check

36°C+1°C, utrwalanie cieplne przez 10 dni. Usung¢ po wystapieniu
bombazu, otworzy¢ i sprawdzié

Keep in the refrigerator at 2°C-5°C

Przechowywaé w lodéwce w temperaturze 2°C-5°C

Open the package

Otworzy¢ opakowanie

Reserve 30 ml (g) samples at least and put them in the sterilized
containers to preserve at 2°C-5°C

Zachowa¢ przynajmniej 30 ml (g) probek i wlozy¢ je do jalowych
pojemnikéw w celu przechowywania w temperaturze 2°C-5°C

Test pH value

Zbada¢ warto$¢ pH

Sensory testing

Badanie sensoryczne

Match commercial sterilization

Spetnia wymogi sterylnoéci komercyjnej

Not match commercial sterilization

Nie spetnia wymogow sterylnosci komercyjnej

Abnormal reason analysis (optional)

Analiza nietypowych wynikoéw (opcjonalna)

Report Ztozy¢ raport
6. Kroki operacyjne
6.1  Przygotowanie probek

Usuna¢ etykietki zewngtrzne i uzy¢é wodoodpornego markera permanentnego do zaznaczania
na powierzchni pojemnika. Udokumentowa¢ pojemnik, numer seryjny, cechy produktu i
wycieki, a takze nietypowe warunki, takie jak otwory w pojemniku lub rdza, wgniecenia i




bombaz itd.

6.2 Waga

Zapakowane przedmioty o wadze 1 kg lub mniejszej nalezy zwazy¢ z doktadnoscia do 1 g,
przedmioty o wadze powyzej 1 kg nalezy zwazy¢ z doktadnoscig do 2 g, a te powyzej 10 kg
nalezy zwazy¢ z doktadnoscig do 10 g. Jednoczes$nie nalezy je dokumentowac.

6.3  Przechowywanie w cieple

6.3.1 Pobrac jedng probke z kazdej partii, przechowywac ja w lodowce w temperaturze 2°C-
5°C jako probke referencyjng, a pozostate probki przechowywacé przez 10 dni w temperaturze
36°C+1°C. Podczas przechowywania w cieple nalezy codziennie przeprowadza¢ kontrole, a
pojemniki z bombazem lub wyciekiem nalezy natychmiast usuna¢ w celu kontroli po
wykryciu.

6.3.2 Zwazy¢ ponownie i udokumentowa¢ po zakonczeniu przechowywania w cieple i
porowna¢ wagi przed i po przechowywaniu w cieple, aby sprawdzi¢ wszelkie zmiany.
Mniejsza waga probek wskazuje, ze w probkach wystepuje wyciek. W takim przypadku
wszystkie zapakowane przedmioty nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej, dopoki
nie zostang rozpakowane w celu kontroli.

6.4  Rozpakowanie

6.4.1 Probki zbombazowane nalezy przechowywaé w lodowce w temperaturze 2°C-5°C
przez kilka godzin przed otwarciem.

6.4.2 Jesli wystapi bombaz, oczysci¢ gtadka powierzchni¢ badanych probek zimng woda z
detergentem. Po umyciu woda osuszy¢ gtadka powierzchni¢ jatowymi recznikami. Na 15
minut zanurzy¢ gtadka powierzchni¢ w roztworze etanolu zawierajacym 4% jodu w celu
dezynfekcji, a nastgpnie Osuszy¢ jatowymi recznikami i podda¢ dziataniu ptomienia w
hermetycznej pokrywie, dopoki pozostaty na powierzchni roztwor etanolu zawierajacy jod nie
zostanie spalony. Nie poddawac¢ zbombazowanych probek i probek wypetionych palnymi
materiatami opakowaniowymi dziataniu ptomienia, a jedynie na 30 minut zanurzy¢ gtadka
powierzchni¢ w roztworze etanolu zawierajagcym 4% jodu 1 osuszy¢ jatowymi recznikami.
6.4.3 Rozpakowaé¢ probki na czystym stole lub w czystym laboratorium klasy 100.
Wczesniej probki z zupg nalezy odpowiednio wstrzasngé. Wykona¢ odpowiedniej wielkosci
otwor na gladkiej powierzchni sterylizowanej puszki za pomoca jatowego otwieracza, a
podczas tego procesu nie mozna uszkodzi¢ karbowanej struktury. Jeden otwieracz mozna
wykorzysta¢ tylko do jednej puszki, wielokrotne uzywanie jest zabronione. Jesli probki sa
wypelnione migkkimi materiatami, mozna je otworzy¢ za pomocg jalowych nozyczek, a szwy
muszg pozosta¢ nienaruszone. Powacha¢ natychmiast po otwarciu i udokumentowac ten fakt.
Uwaga: Mocno zbombazowane probki moga wybuchngé i moze nastgpi¢ rozpylenie
toksycznych substancji. Mozna zapobiega¢ takim niebezpiecznym zdarzeniom, przykrywajac
zbombazowane probki jalowymi rgcznikami lub jatowym lejkiem.

6.5  Przechowywanie probek

Po rozpakowaniu pobra¢ co najmniej 30 ml (g) zawartosci za pomoca jalowych rurek lub
innych odpowiednich narzedzi i w sterylny sposob umiesci¢ w jatlowych pojemnikach.
Przechowywaé zawartos¢ w lodowce w temperaturze 2°C-5°C, gdyby zaszta konieczno$¢
dalszych badan. Po uzyskaniu wynikoéw badania partii probek zawarto§¢ mozna wyrzucic.
Rozpakowane probki nalezy odpowiednio przechowywa¢ dla potrzeb przysztych badan
pojemnikow.

6.6  Badanie sensoryczne



W pomieszczeniu do badan z wystarczajacg iloScig $wiatta, czystym powietrzem i bez
nieprzyjemnego zapachu, wla¢ zawarto$¢ probek do biatego emaliowanego naczynia, a
nastepnie obejrze¢ strukture, ksztatt i kolor, powachac i nacisng¢ produkt, aby sprawdzi¢ jego
wlasciwos$ci 1 moc oceni¢, czy zywnos¢ ulegla zepsuciu. Jednoczesnie obejrze¢ pojemniki
opakowaniowe z zewnatrz i wewnatrz i udokumentowac ten fakt.

6.7  Oznaczanie warto$ci pH

6.7.1 Przetwarzanie probek

6.7.1.1 Wymiesza¢ ptynne produkty w celu dalszego uzycia. Je$li chodzi o produkty zaréwno
w fazie stalej jak i cieklej, wybra¢ w celu uzycia odpowiednio wymieszang cze¢s¢ fazy ciekle;.
6.7.1.2 W przypadku produktow gestych lub poétgestych lub takich, z ktérych trudno jest
wycisng¢ sok (takich jak syrop, dzem, galaretka, ttuszcz itp.), wzigé czgs¢ z nich i zmieli¢ w
homogenizatorze lub utrze¢ w mozdzierzu. Jezeli po zmieleniu probki nadal sa zbyt geste,
doda¢ do nich takg samg ilo$¢ jatowej wody destylowanej i dobrze wymiesza¢ w celu uzycia.

6.7.2 Oznaczenie

6.7.2.1 Gdy roztwory majg zosta¢ zbadane, wlozy¢ elektrody do roztworéw probek, ktore
maja zosta¢ zbadane i wyregulowac korektor temperatury pH-metru do tej samej temperatury.
Wyregulowaé temperature roztworow, ktéore majg zosta¢ zbadane, do 20°C+2°C i
przeprowadzi¢ oznaczenie zgodnie z etapami majacymi zastosowanie do wszystkich pH-
metrow, jezeli system korekcji temperatury nie jest dostgpny. Po ustabilizowaniu odczytow
numerycznych bezposrednio odczyta¢ wartosci pH z wagi, z doktadno$cig do 0,05 jednostki
pH.

6.7.2.2 T¢ samg przygotowang probke nalezy oznaczy¢ co najmniej dwa razy, a roznice
miedzy obydwoma wynikami nie powinny przekracza¢ 0,1 jednostki pH. Jako wynik przyjaé
$rednig arytmetyczng z obydwu badan, a doktadnos¢ wyniku dla potrzeb raportu powinna
wynosi¢ do 0,05 jednostki pH.

6.7.3 Analiza wynikow

Poréwna¢ wyniki ze schlodzonymi préobkami kontrolnymi tej samej partii, aby sprawdzic¢
oczywiste roznice miedzy nimi. Roznice migdzy warto$ciami pH wynoszace 0,5 lub powyzej
mozna okresli¢ jako oczywiste.

6.8  Badanie mikroskopowe rozmazu z barwieniem

6.8.1 Rozmaz

Pobra¢ zawarto$¢ probek, aby wykonaé rozmazy. W przypadku probek z zupa wyjaé nieco
zupy za pomoca ezy bakteriologicznej i rozsmarowac na szkietkach. Produkty stale mozna
wykorzystywa¢ do bezposredniego wytwarzania rozmazow lub rozcienczy¢ je niewielka
ilo$cig roztworu soli fizjologicznej (SPSS), a potem wykona¢ rozmazy. Nastepnie nalezy je
utrwali¢ plomieniem po wyschnigciu. W przypadku zywnosci zawierajacej tluszcz jej
rozmazy nalezy suszy¢ naturalnie i utrwala¢ plomieniem, a nastepnie przemy¢ plynnym
dimetylobenzenem i naturalnie wysuszy¢.

6.8.2 Badanie mikroskopowe z barwieniem

Rozmazy okreslone w ppkt 6.8.1 nalezy zabarwi¢ roztworem barwigcym fioletu
krystalicznego i po wysuszeniu przeprowadzi¢ badanie mikroskopowe. Obejrze¢ co najmniej
pig¢ pol mikroskopu i udokumentowaé¢ morfologi¢ grzybni oraz liczbe bakterii w kazdym
polu. Porownac¢ je ze schtodzonymi prébkami z tej samej partii, aby sprawdzié, czy wystepuje
ewidentne namnazanie si¢ mikroorganizmow. Ewidentne namnazanie si¢ ma miejsce wtedy,
gdy liczba bakterii wzrasta stukrotnie lub wigce;j.

7. Interpretacja wynikow

Produkt mozna zgtosi¢ jako sterylny komercyjnie, jesli brak jest wycieku w probkach po



badaniu z przechowywaniem w cieple, a podczas badania sensorycznego, 0znaczania warto$ci
pH i badania mikroskopowego rozmazu nie obserwuje si¢ namnazania si¢ mikroorganizmow.
Produkt mozna zgtosi¢ jako niesterylny komercyjnie, jesli po badaniu z przechowywaniem w
cieple maja miejsce wycieki w probkach, a podczas badania sensorycznego, oznaczania
warto$ci pH i badania mikroskopowego rozmazu mozna zaobserwowaé namnazanie si¢
mikroorganizmow.

Jesli konieczne jest ustalenie przyczyn bombazu, nietypowych wartosci pH lub wrazen
sensorycznych i namnazania si¢ mikroorganizméw, nalezy pobra¢ przechowane probki w celu
zaszczepienia i hodowli i sporzadzi¢ raport zgodnie z Zalgcznikiem B. Jezeli konieczne jest
ustalenie, czy w pojemnikach z probkami wystepuje wyciek, nalezy przeprowadzi¢ badanie
szczelnosci rozpakowanych probek 1 sporzadzi¢ raport z tej czynnosci.



Zalacznik A

Pozywka hodowlana i odczynnik

A.1  Roztwér soli fizjologicznej
A.1.1 Sktadniki

Chlorek sodu 8,50
Woda destylowana 1 000,0mL

A.1.2 Metoda przygotowania

Odwazy¢ 8,5 g chlorku sodu i rozpusci¢ w 1 000 ml wody destylowanej. Sterylizowaé w
autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.

A.2  Roztwor barwigcy fioletu krystalicznego
A.2.1 Skitadniki

Fiolet krystaliczny 1.0g9
Etanol 95% 20,0 ml
Roztwor 1% szczawianu amonu 80,0 mi

A.2.2 Metoda przygotowania
Rozpusci¢ 1,0 g fioletu krystalicznego w etanolu 95%, a nast¢gpnie wymiesza¢ z roztworem
1% szczawianu amonu.

A.2.3 Metoda barwienia
Utrwali¢ rozmaz ptomieniem z palnika alkoholowego. Dodac¢ fiolet krystaliczny do rozmazu,
kropla po kropli, i barwi¢ przez 1 minute, a nastgpnie sptuka¢ woda.



Zalacznik B

Analiza nieprawidlowej przyczyny ( element opcjonalny)

B.1  Pozywka hodowlana i odczynniki

B.1.1 Bulion z purpurg bromokrezolowg i dekstroza

B.1.1.1 Sktadniki

Pepton 10,09

Ekstrakt wolowy 3.0g

Glukoza 10.0g

Chlorek sodu 5.09

Purpura bromokrezolowa 0,04 g (lub roztwor etanolu 1,6%, 2,0 ml)
Woda destylowana 1 000,0 mi

B.1.1.2 Metoda przygotowania

Podgrza¢, wymieszaé i rozpusci¢ wszystkie sktadniki z wyjatkiem purpury bromokrezolowej.
Wyregulowaé wartos¢ pH do poziomu 7,0+0,2, a nastepnie do wymieszanego roztworu dodac
purpur¢ bromokrezolows. Rozdzieli¢ go do probowek za pomocg matych odwroconych
probowek. Kazdg probowke nalezy napetni¢ 10 ml wymieszanego roztworu i sterylizowa¢ w
autoklawie w temperaturze 121°C przez 10 minut.

B.1.2 Pozywka z gotowanego migsa

B.1.2.1 Sktadniki

Bulion wotowy 1 000,0mL

Pepton 30,09

Ekstrakt drozdzowy 5,09

Glukoza 3,09

Diwodorofosforan sodu 5,09

Skrobia rozpuszczalna 2,09

Resztki migsa odpowiednia ilos¢

B.1.2.2 Metoda przygotowania

B.1.2.2.1 Odwazy¢ 500 g swiezej mielonej wotowiny bez ttuszczu 1 powigzi, a nastgpnie

wymiesza¢ z 1 000 ml wody destylowanej i 25,0 ml roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1
mol/l. Wymiesza¢ roztwoér, gotowac przez 15 minut, a nastepnie ostudzi¢. Usungé tluszez z
powierzchni, sklarowac¢ 1 przefiltrowacé roztwor. Doda¢ 1 000 ml wody, aby uzyska¢ bulion
wolowy. Doda¢ wszystkie sktadniki z wyjatkiem resztek migsa, o ktorych mowa w B.1.2.1, a
nastepnie wyregulowa¢ warto$¢ pH do poziomu 7.8+0.2.

B.1.2.2.2 Umy¢ resztki migsa woda 1 zostawi¢ do obeschnigcia. Odpowiednio napetnié
nimi probowki (15 mmx150 mm) do wysokosci okoto 2 cm do 3 cm. Do kazdej probowki
doda¢ 0,1 g do 0,2 g zredukowanego sproszkowanego zelaza lub kilka opitkow zelaza.
Napetni¢ kazda probowke przygotowana ptynng pozywka hodowlang opisang w pkt B.1.2.2.1,
tak aby plyn znajdowat si¢ okolo 1 cm wyzej niz powierzchnia resztek migsa. Nastgpnie
zakorkowac¢ za pomocg rozpuszczonej wazeliny lub cieklej parafiny (na wysokos¢ od 0,3 cm
do 0,4 cm). Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.



B.1.3 Agar odzywczy

B.1.3.1 Sktadniki

Pepton 10,09
Ekstrakt wotowy 3.0g

Chlorek sodu 5.09

Agar 1509-2009
Woda destylowana 1 000.0mL
B.1.3.2 Metoda przygotowania

Rozpusci¢ wszystkie sktadniki z wyjatkiem agaru w wodzie destylowanej, a nastepnie dodac
okoto 2 ml roztworu wodorotlenku sodu 15%. Wyregulowa¢ wartos¢ pH do poziomu od 7,2
do 7.4. Nastepnie doda¢ agar i podgrza¢ do wrzenia, aby go rozpusci¢. Rozdzieli¢ otrzymany
roztwor odpowiednio do kolb lub probowek (13 mmx130 mm). Sterylizowaé w autoklawie w
temperaturze 121°C przez 15 minut.

B.1.4 Kwasny bulion

B.14.1 Sktadniki

Polipepton 5,09
Ekstrakt drozdzowy 5.0g
Glukoza 5.0g
Diwodorofosforan potasu 5.0g
Woda destylowana 1 000.0mL
B.1.4.2 Metoda przygotowania

Podgrza¢, wymiesza¢ i rozpusci¢ wszystkie sktadniki okreslone w pkt B.1.4.1. Wyregulowaé
wartos¢ pH do 5,0+0,2. Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.

B.1.5 Bulion z ekstraktu stodowego

B.1.5.1 Sktadniki

Ekstrakt stodowy 15.0g
Woda destylowana 1 000.0mL
B.1.5.2 Metoda przygotowania

Catkowicie rozpusci¢ ekstrakt stodowy w wodzie destylowanej, a nastgpnie przefiltrowaé za
pomoca bibuly filtracyjnej. Wyregulowa¢ wartos¢ pH do 4,7+0,2 i rozdzieli¢ do kilku
pojemnikow. Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.

B.1.6 Agar Sabouraud z dekstroza

B.1.6.1 Sktadniki

Pepton 10,09
Agar 15,09
Glukoza 40.0g
Woda destylowana 1 000.0mL
B.1.6.2 Metoda przygotowania

Rozpusci¢ wszystkie sktadniki w wodzie destylowanej i podgrza¢ do wrzenia. Wyregulowac



warto$¢ pH do 5,6+0,2. Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.

B.1.7 Agar z watrobg cieleca

B.1.7.1 Sktadniki

Ekstrakt z watroby 50.0g
Ekstrakt cieleciny 500.0g
Pepton proteozy 20.0g
Neopepton 1,39
Trypton 1,39
Glukoza 5,09
Skrobia rozpuszczalna 10,09
Kazeina z osocza 2,09
Chlorek sodu 5,09
Azotan sodu 2,09
Zelatyna 20,09
Agar 15,09
Woda destylowana 1 000.0mL
B.1.7.2 Metoda przygotowania

Rozpusci¢ wszystkie sktadniki w wodzie destylowanej. Wyregulowa¢ warto$¢ pH do 7,3+0,2.
Sterylizowa¢ w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.

B.1.8 Roztwoér barwiacy Grama
B.1.8.1 Roztwor barwiacy fioletu krystalicznego
B.1.8.1.1 Sktadniki

Fiolet krystaliczny 1,09
Etanol 95% 20,0 ml
Roztwor 1% szczawianu amonu 80,0 mi

B.1.8.1.2 Metoda przygotowania
Rozpusci¢ catkowicie 1,0 g fioletu krystalicznego w etanolu 95%, a nastgpnie wymieszaé z
roztworem 1% szczawianu amonu.

B.1.8.2 Roztwér jodu Grama
B.1.8.2.1 Sktadniki

Jod 1.0g
Jodek potasu 2.0g
Woda destylowana 300mL

B.1.8.2.2 Metoda przygotowania

Najpierw wymiesza¢ 1,0 g jodu z 2,0 g jodku potasu. Nast¢pnie doda¢ do mieszaniny troche
wody destylowanej i dobrze wstrzasna¢. Po calkowitym rozpuszczeniu dopelni¢ wodg
destylowang do 300 ml.

B.1.8.3 Safranina (barwienie kontrastowe)
B.1.8.3.1 Sktadniki



Safranina 0.25g
Etanol 95% 10,0 ml
Woda destylowana 90.0mL

B.1.8.3.2 Metoda przygotowania
Rozpusci¢ 0,25 g safraniny w etanolu, a nastepnie rozcienczy¢ woda destylowang.

B.1.8.4 Metoda barwienia

B.1.8.4.1 Utrwali¢ rozmaz plomieniem 2z palnika alkoholowego. Doda¢ fiolet
krystaliczny do rozmazu, kropla po kropli, i barwi¢ przez 1 minutg, a nastepnie sptuka¢ woda.
B.1.8.4.2 Doda¢ jod Grama, kropla po kropli, odczeka¢ 1 minutg, a nastepnie sptukaé
woda.

B.1.8.4.3 Doda¢ etanol 95%, kropla po kropli, odbarwia¢ przez okoto 15~30s, az do
zmycia roztworu barwigcego. Zbyt duze odbarwienie jest niedozwolone. Nastepnie sptukaé
woda.

B.1.8.4.4 Doda¢ ptyn do barwienia kontrastowego, kropla po kropli, powtornie barwié
przez 1 minute i sptuka¢ wodg. Po wyschnieciu przeprowadzi¢ badania mikroskopowe.

B.2  Zaszczepiona hodowla probek puszkowanych produktéow spozywcezych o niskiej
kwasowosci (pH>4,6)

B.2.1 W przypadku puszkowanych produktow spozywczych o niskiej kwasowosci
zaszczepi¢ kazdg probke w 4 probowkach z pozywka z gotowanego migsa podgrzang do
temperatury 100°C i szybko schtodzong do temperatury pokojowej; W migdzyczasie
zaszczepi¢ w 4 probéwkach bulionu z purpurg bromokrezolows i dekstrozg. Zaszczepi¢ 1 ml
(g)~2 ml (g) probek (1 ml~2 ml w przypadku probek ptynnych, 1 g~2 g w przypadku probek
stalych, jesli istnieja obydwa rodzaje, po potowie w przypadku obydwu) w kazdej probowce.
Warunki hodowli przedstawiono w tabeli B.1.

Tabela B.1 Pozywka z gotowanego miesa i bulion z purpura bromokrezolowa i
dekstroza do zaszczepienia probek puszkowanych produktow spozywezych 0 niskiej
kwasowosci (pH>4.6)

Pozywka hodowlana Liczba probowek Temperatura Czas hodowli/h
hodowli/°C
Pozywka z 2 36+1 96~120
gotowanego migsa
Pozywka z 2 5541 24~72
gotowanego migsa
Bulion z purpura
bromokrezolowq 1 2 5541 24~48
dekstroza
Bulion z purpurg
bromokrezolowa 1 2 361 96~120
dekstroza

B.2.2 Po przeprowadzeniu hodowli zgodnie z warunkami przedstawionymi w tabeli B.1
nalezy udokumentowa¢ stany wzrostu mikroorganizméw w kazdej probowce. Jesli w
probowce nie zaobserwOwano Wwzrostu mikroorganizmow, nalezy ja wyrzuci¢ po
udokumentowaniu.




B.2.3 Jesli w probdéwce wystepuje wzrost mikroorganizmow, pobra¢ pltyn za pomoca ezy
bakteriologicznej, aby wykona¢ rozmaz i przeprowadzi¢ badania mikroskopowe metoda
barwienia Grama. Je§li w probowce zawierajacej bulion z purpurg bromokrezolows i
dekstrozag zaobserwowane zostang rézne morfologie mikroorganizméw lub pojedyncza
morfologia ziarniakowa lub grzybowa, nalezy ja wyrzuci¢ po udokumentowaniu. Jesli w
probowce zawierajacej pozywke z gotowanego migsa brak jest paleczek, a zaobserwowane
zostang drozdze, grzyby i ich mieszaniny, nalezy ja wyrzuci¢ po udokumentowaniu.
Zaszczepi¢ pozostate dodatnie probowki zawierajace bulion z purpurg bromokrezolowa i
dekstrozg i pozywke z gotowanego migsa, w ktorych obserwuje si¢ wzrost mikroorganizmow
na dwoch plytkach do posiewu z agarem z watrobg cielgcg lub agarem odzywczym, jedna do
hodowli tlenowej, druga do hodowli beztlenowej. Hodowle pokazano na Rys. B.1.

Sample
I

Cooked meat medium and bromcresol purple dextrose broth

55°C%1°C, 24h~72h or 24h~48h

36 "C£1°C, 96h~120h

Mo growth growth Mo growth growth
microscopy MICroscopy

liver veal agar liver veal agar ' liver veal agar [liver veal agar

or nutrient agar or nutrient agar or nutrient agar or nutrient agar

Aerobic, 36 "C+1°C anaerobic, 36 °C+1°C aerobic, 55 “C+1°C anaerobic, 55°C+1°C
[ Cooked meat Cooked meat
- - medium . ] - medium
nutrient agar Cooked meat x nutrient agar Cooked meat
small slant medium small slant medium
microscopy microscopy

| microscopy liver veal agar or liver veal agar or microscopy liver veal agar or liver veal agar or

nutrient agar nutrient agar nutrient agar nutrient agar
anaerobic, 36 °C+1°C Aerobic, 36 "C+1°C anaerobic, 55 °C+1°C Aerobic, 55 °C+1°C

Rys. B.1 Procedury zaszczepienia i hodowli probek puszkowanych produktow spozywczych
o niskiej kwasowosci

en pl

sample prébka

cooked meat medium and bromcresol purple dextrose broth pozywka z gotowanego migsa i bulion z purpura bromokrezolowa i
dekstroza

no growth brak wzrostu

growth wzrost

microscopy badanie mikroskopowe

liver veal agar or nutrient agar agar z watroba cielecg lub agar odzywezy

aerobic warunki tlenowe

anaerobic warunki beztlenowe

nutrient agar small slant mata proboéwka z uko$nym agarem odzywczym

B.2.4 Pobra¢ pojedyncza koloni¢ z hodowli tlenowej i zaszczepié¢ ja w probowce z ukoSnym
agarem odzywczym, ktora zostanie wykorzystana do p6zniejszego badania mikroskopowego
metodg barwienia Grama. Pobra¢ pojedynczg koloni¢ z hodowli beztlenowej, aby wykonac
rozmaz 1 przeprowadzi¢ badanie mikroskopowe metoda barwienia Grama. Zaszczepié
pojedyncze kolonie pobrane odpowiednio z hodowli tlenowej i beztlenowej na pozywke z
gotowanego migsa, aby przeprowadzi¢ czysta hodowle.

B.2.5 Pobra¢ hodowle z probowki z ukosnym agarem odzywczym i z hodowanej



beztlenowo pozywki z gotowanego migsa, aby wykona¢ rozmaz i przeprowadzi¢ badanie
mikroskopowe.

B.2.6 Pobra¢ hodowle tlenowe z czystej hodowli i zaszczepi¢ na plytce z agarem z watroba
cielecg lub z agarem odzywczym, aby przeprowadzi¢ dla nich hodowle beztlenowa; Pobra¢
hodowle beztlenowe z czystej hodowli | zaszczepi¢ na plytce z agarem z watroba cieleca lub z
agarem odzywczym, aby przeprowadzi¢ dla nich hodowle tlenowa, w celu okreslenia, czy
hodowle to beztlenowce wzgledne.

B.2.7 Jesli wymagane jest badanie toksyny botulinowej clostridium, nalezy pobra¢ typowe
kolonie dla potrzeb czystej hodowli na pozywce z gotowanego migsa. Hodowaé w
temperaturze 36°C przez 5 dni. Nastgpnie przeprowadzi¢ badanie toksyny botulinowej
zgodnie z GB / T 4789.12.

B.3  Zaszczepienie i
spozywczych (pH<4.6)

hodowla probek kwasnych puszkowanych produktow

B.3.1 Zaszczepi¢ kazda probke w czterech probowkach z kwasnym bulionem i dwoch
proboéwkach z bulionem z ekstraktu stodowego. Zaszczepi¢ 1 ml (g)~2 ml (g) probek (1 ml~2
ml w przypadku probek ptynnych, 1 g~2 g w przypadku probek statych, jesli istnieja obydwa
rodzaje, po potowie w przypadku obydwu) w kazdej proboéwce. Warunki hodowli
przedstawiono w tabeli B.2.

Tabela B.2 Kwasny bulion i bulion z ekstraktu stodowego do zaszczepienia probek
kwasnych puszkowanych produktow spozywczych (pH<4.6)

Pozywka hodowlana Liczba probowek Temperatura Czas hodowli/h
hodowli/°C
Kwasny bulion 2 55+l 48
Kwasny bulion 2 30+1 96
Bulion z ekstraktu 2 30+1 96
stodowego
B.3.2 Po hodowli zgodnie z warunkami przedstawionymi w tabeli B.2 nalezy

udokumentowac¢ stany wzrostu mikroorganizmow w kazdej probowce. Jesli w probowce nie
zaobserwowano wzrostu mikroorganizméw, nalezy ja wyrzuci¢ po udokumentowaniu.

B.3.3 Jesli w probéwce hodowlanej wystepuje wzrost mikroorganizmow, pobra¢ hodowang
zawarto$¢, aby wykona¢ rozmaz i przeprowadzi¢ badanie mikroskopowe metoda barwienia
Grama i udokumentowaé zaobserwowane mikroorganizmy.

B.3.4 Jesli w kwasnym bulionie lub bulionie z ekstraktu stodowego w warunkach hodowli w
temperaturze 30°C stwierdzono wzrost mikroorganizméw, zaszczepi¢ zawarto$¢ kazdej
dodatniej probowki odpowiednio na 2 ptytkach z agarem odzywczym lub z agarem
Sabouraud z dekstroza, jedna do hodowli tlenowej, druga do hodowli beztlenowe;j.

B.3.5 Jesli w kwasnym bulionie stwierdzono wzrost mikroorganizméw w warunkach
hodowli w temperaturze 55°C, zaszczepi¢ zawarto$¢ kazdej dodatniej probowki odpowiednio
w 2 plytkach z agarem odzywczym lub z agarem Sabouraud z dekstroza, jedna do hodowli
tlenowej, druga do hodowli beztlenowej. Przeprowadzi¢ badanie mikroskopowe metoda
barwienia rozmazu w przypadku plytki, na ktérej wystepuje wzrost mikroorganizmow i
sporzadzi¢ raport na temat rodzajow mikroorganizmow zaobserwowanych podczas badania
mikroskopowego. Procedury hodowli przedstawiono na Rys. B.2.




Sample

| 1

Acid broth Malt extract broth
I ! 30°C
[
30T | 55°C | ]
No growth growth No growth growth No growth growth
nutrient agar or nutrient agar nutrient agar or
Sabouraud Sabouraud
Dextrose agar Dextrose agar
I ) aerabic, 55 °C . ]
aerabic, 30 °C anaerobic, 30°C anaerobic, 55 °C aerobic, 30 °C anaerobic, 30°C
Acid broth or [ Acid broth or . I - Acid broth or Acid broth or
nutrient agar malt extract malt extract nutrient agar Acid broth Acid broth nutrient agar malt extract malt extract
small slant broth broth small slant small slant broth broth
microscopy ‘ microscopy
microscopy nutrient agar of || nutrient agar or microscopy microscopy nutrient agar or || nutrient agar or
Sabouraud sabouraud nutrient agar nutrient agar Sabouraud Sabouraud
Dextrose agar Dextrose agar anaerobic, 55°C Aerobic, 55 °C Dextrose agar Dextrose agar

anaerobic, 30°C | Aerobic, 30 °C anaerobic, 30°C || Aerobic, 30 °C

Rys. B.2 Procedury zaszczepienia i hodowli probek kwasnych puszkowanych produktow
spozywczych

en pl

sample probka

acid broth kwasny bulion

malt extract broth bulion z ekstraktu stodowego

no growth brak wzrostu

growth wzrost

nutrient agar or Sabouraud dextrose agar agar odzywczy lub agar Sabouraud z dekstrozg
aerobic warunki tlenowe

anaerobic warunki beztlenowe

nutrient agar small slant mata proboéwka z uko$nym agarem odzywczym
microscopy badanie mikroskopowe

B.3.6 Pobra¢ pojedyncze kolonie z plytek z agarem odzywczym lub z agarem Sabouraud z
dekstroza hodowanych tlenowo w temperaturze 30°C 1 zaszczepi¢ je w proboéwce z ukosnym
agarem odzywczym, ktory zostanie wykorzystany do p6zniejszego badania mikroskopowego
metodg barwienia Grama. W miedzyczasie zaszczepi¢c w kwasnym bulionie lub bulionie z
ekstraktu stodowego 1 przeprowadzi¢ czysta hodowlg.

Pobra¢ pojedyncze kolonie z ptytek z agarem odzywczym lub z agarem Sabouraud z
dekstroza hodowanych beztlenowo w temperaturze 30°C, zaszczepi¢ je w kwasnym bulionie
lub bulionie z ekstraktu stodowego 1 przeprowadzi¢ czystag hodowle.

Pobra¢ pojedyncze kolonie z ptytek z agarem odzywczym hodowanych tlenowo w
temperaturze 55°C i zaszczepi¢ je w proboéwce z ukosnym agarem odzywczym, ktory zostanie
wykorzystany do pdzniejszego badania mikroskopowego metoda barwienia Grama. W
miedzyczasie zaszczepi¢ w kwasnym bulionie dla potrzeb czystej hodowli.

Pobra¢ pojedyncze kolonie z ptytek z agarem odzywczym hodowanych beztlenowo w
temperaturze 55°C i zaszczepi¢ je w kwasnym bulionie dla potrzeb czystej hodowli.

B.3.7 Pobra¢ hodowle z probowki z uko$nym agarem odzywczym, aby wykona¢ rozmaz i
obejrze¢ pod mikroskopem. Pobra¢ hodowle z kwasnego bulionu lub ekstraktu stodowego
hodowanego beztlenowo w temperaturze 30°C i z kwasnego bulionu hodowanego beztlenowo
w temperaturze 55°C, wykona¢ dla nich rozmaz i obejrze¢ pod mikroskopem.

B.3.8 Zaszczepi¢ czyste hodowle hodowane tlenowo w temperaturze 30°C na plytce z



agarem odzywczym lub z agarem Sabouraud z dekstrozg i1 przeprowadzi¢ hodowle
beztlenowa. Zaszczepi¢ czyste hodowle hodowane beztlenowo w temperaturze 30°C na ptytce
z agarem odzywczym lub z agarem Sabouraud z dekstrozg i przeprowadzi¢ hodowle tlenowa.
Zaszczepi¢ czyste hodowle hodowane tlenowo w temperaturze 55°C na agarze odzywczym i
przeprowadzi¢ hodowle beztlenowa. Zaszczepi¢ czyste hodowle hodowane beztlenowo w
temperaturze 30°C na agarze odzywczym i przeprowadzi¢ hodowle tlenowa. Kazdy krok
stuzy do okreslenia, czy czyste hodowle to beztlenowce wzgledne.

B.3.9 Analiza wynikow

B.3.9.1 Jesli w zbombazowanych préobkach nie mozna stwierdzi¢ wzrostu
mikroorganizmow, bombaz moze by¢ spowodowany przez wodor wytwarzany w drodze
reakcji miedzy zawartoScig a opakowaniem. Ilo§¢ wytwarzanego wodoru ulega zmianie w
zaleznos$ci od czasu i warunkéw przechowywania. Nadmierne wypelnianie opakowan moze
réwniez spowodowac nieznaczny bombaz, ktoéry mozna ustali¢ za pomocg wazenia.

Jesli w bezposrednim badaniu rozmazu zaobserwowana zostanie mieszanina duzej liczby
mikroorganizméw, a mikroorganizmy te nie mogg si¢ rozwija¢ po hodowli, oznacza to, ze
przed sterylizacja nastapito gnicie. Warto$¢ pH, zapach i struktura morfologiczna produktow
sg nieprawidtowe ze wzgledu na wzrost mikroorganizméw przed uszczelnieniem.

B.3.9.2 Jedynie wzrost pateczek stwierdzonych w warunkach hodowli w temperaturze
36°C przy idealnie uszczelnionych pojemnikach opakowaniowych i odpornos¢ takich
paleczek na cieplo nie sa lepsze niz w przypadku Clostridium botulinum, co wskazuje, ze
podczas procesu produkcyjnego wystepuje niedostateczna sterylizacja.

B.3.9.3 Jesli po hodowli pojawiajg si¢ mieszane kolonie pateczek, ziarniakow i
grzybow, oznacza to, ze w pojemnikach opakowaniowych wystepuje wyciek. Moze to
réwniez wynika¢ z niedostatecznej sterylizacji, ale w tym stanie tempo bombazu tej samej
partii produktow bytoby dos¢ wysokie.

B.3.94 Obserwowac sytuacje wytwarzania kwasu i gazu w bulionie z purpurg
bromokrezolowa i dekstroza hodowanym w temperaturze 36°C lub 55°C. Jesli wytworzy si¢
kwas, wskazuje to na wzrost liczby mikroorganizméow mezofilnych (np. odpornych na kwas
bakterii mezofilnych) lub mikroorganizmow cieptolubnych (np. Bacillus stearothermophilus).
Wzrost liczby bakterii i wytwarzanie gazow o zgnitym zapachu w pozywce z gotowanego
migsa w temperaturze 55°C wskazuja, ze gnicie probek spowodowane jest przez cieptolubne
beztlenowe clostridium.

Wozrost liczby bakterii i wytwarzanie gazow o zgnitym zapachu W pozywce z gotowanego
migsa w temperaturze 36°C oraz zarodniki obserwowane podczas badania mikroskopowego
wskazuja, ze gnicie moze by¢ spowodowane przez Clostridium botulinum, Clostridium
sporogenes i Clostridium perfringens. Toksyn¢ botulinowa mozna w razie potrzeby dalej
zbadac.

B.3.9.5 Psucie si¢ kwasnych puszkowanych produktow spozywczych jest zwykle
spowodowane przez Lactobacillus bez zarodnikéw i drozdzy.

Zasadniczo, je$li wartos¢ pH jest nizsza niz 4,6, nie wystgpuje pogorszenie stanu
spowodowane przez pateczki. Zepsuty ketchup lub puszkowany sos pomidorowy nie ulegnie
bombazowi, ale moze wystapi¢ zgnily zapach przy jednoczesnym obnizeniu wartosci pH lub
bez niego. Zwykle jest to spowodowane przez pateczki tlenowe.

B.3.9.6 Bakterie cieptolubne wystepuja w wielu puszkowanych produktach
spozywczych. Nie rozwijaja si¢ w normalnych warunkach przechowywania, ale beda si¢
rozwija¢ 1 powodowac gnicie, gdy produkty wystawione sg na dziatanie wysokiej temperatury
(50°C~55°C). Cieptolubne kwasoodporne Bacillus i Bacillus stearothermophilus moga
powodowa¢ gnicie odpowiednio kwasnych produktéow spozywczych 1 produktow



spozywczych o niskiej kwasowosci, ale pojemniki opakowaniowe nie ulegng bombazowi.
Hodowla w temperaturze 55°C nie spowoduje zmiany wygladu pojemnikoéw
opakowaniowych, lecz wytwarza zgnity zapach przy jednoczesnym obnizeniu warto$ci pH
lub bez niego. Psucie si¢ pomidoréw, gruszek, fig i ananaséw jest czasami spowodowane
przez Clostridium pasteurianum. Jako rodzaj cieplolubnych bakterii beztlenowych,
Clostridium thermosaccharolyticum moze powodowa¢ bombaz i zgnity zapach produktow.
Cieplolubne bakterie beztlenowe moga rowniez wytwarza¢ gaz, poniewaz szybko si¢
namnazaja po tym, jak zaczng rosna¢. To, czy bombaz spowodowany jest przez wodor czy
przez gaz wytwarzany przez cieptolubne bakterie beztlenowe moze by¢ mylgce. Rozktad
chemiczny powoduje wytwarzanie dwutlenku wegla, ktory powszechnie wystepuje zwlaszcza
w stodkich 1 kwasnych potrawach, na przykiad w sosie pomidorowym, melasie, migsie
mielonym i stodkich puszkowanych owocach. Rozktad przyspiesza wraz ze wzrostem
temperatury.

B.3.9.7 Jezeli jakikolwiek mikroorganizm zostanie wyizolowany na podstawie
bezposrednich rozmazéw sterylnego opakowania prozniowego i zwyktych produktow nalezy
wzig¢é pod uwage zanieczyszczenie laboratoryjne. Aby potwierdzi¢, czy jest to
zanieczyszczenie laboratoryjne, nalezy zaszczepi¢ wyizolowany zywy mikroorganizm w
warunkach aseptycznych do innej normalnej prébki kontrolnej, a nastepnie zaplombowac i
hodowa¢ w temperaturze 36°C przez 14 dni. Istnieje prawdopodobienstwo, ze
mikroorganizmy te nie pochodza z oryginalnych probek, jesli wystepuje bombaz lub
pogorszenie jako$ci produktow. Otworzy¢ opakowania z probkami w warunkach
aseptycznych i ponownie hodowa¢ zgodnie z wyzej wymienionymi procedurami, jezeli
probki sa nadal ptaskie. Jesli ponownie zostanie stwierdzony ten sam rodzaj mikroorganizmu,
a produkty wygladaja normalnie, zostang one uznane za sterylne komercyjnie, poniewaz tego
rodzaju mikroorganizmy nie rozwijaja si¢ podczas normalnego przechowywania i transportu.
B.3.9.8 Whioskow dotyczacych oznaczania nie mozna wycigga¢ za posrednictwem
hodowli bulionowej, jesli sam produkt spozywczy jest zepsuty. W tej sytuacji konieczna jest
dalsza hodowla, aby potwierdzi¢, czy wystepuje wzrost mikroorganizmu.

B.4  Metoda badania szczelnosci pustej puszki na produkty spozywcze wykonanej z blachy
stalowej

B.4.1 Test szczelnosci przy zmniejszonym cisnieniu

Puszki opakowaniowe stuzgce jako probki nalezy doktadnie umy¢ i wysuszy¢ w temperaturze
36°C. Napehi¢ wysuszone puszki czysta woda, ktora ma stanowi¢ 80%~90% zawarto$ci
kazdej puszki. Umiesci¢ arkusz akrylowy z gugmowym pier§cieniem na otwartym, zawini¢tym
koncu puszek, aby go zamkng¢. Uruchomi¢ pompe¢ prozniowa i zamknaé bramke w celu
uwolnienia gazu. Przycisna¢ pokrywe rekami i kontrolowaé odpowietrzanie. Upewnic sie, ze
wzrost wartos$ci na prézniomierzu z 0 Pa do 6,8x104 Pa (510 mmHg) trwa dluzej niz 1
minute, a stopien prozni 6,8x10 4 Pa (510 mmHg) trwa dluzej niz 1 minute. Przechyli¢
puszke i uwaznie ja obserwowac, aby sprawdzi¢, czy nie tworzy si¢ banka, zwlaszcza przy
obrzezu i spoinie. Mozna ja uzna¢ za nieszczelna, jesli banki stale powstaja w tym samym
miejscu. Udokumentowaé czas wycieku i stopien proézni I zaznaczy¢ miejsce, w ktorym

wystepuje wyciek.

B.4.2 Test szczelno$ci przy zwigkszonym cis$nieniu

Wyeczysci¢ puszke stuzaca jako probka i wysuszy¢é w temperaturze 36°C. Zatka¢ wylot pustej
puszki gumowym korkiem, zanurzy¢ pustg puszke w szklanym sloju pelnym wody,
uruchomi¢ sprezarke powietrza i powoli otworzy¢ zawory, aby stopniowo zwigkszaé cisnienie
W puszce do 6,8 x 104 Pa 1 utrzymywaé ciSnienie przez dwie minuty. Nalezy uwaznie



obserwowac¢ puszke, zwlaszcza obrzeze i spoing, aby sprawdzi¢, czy powstaja banki. Mozna
ja uzna¢ za nieszczelna, jesli banki stale powstaja w tym samym miejscu. Udokumentowac
czas wycieku i stopien prozni i zaznaczy¢ miejsce, w ktorym wystepuje wyciek.



