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Nauka i technologia dla zywnosci

Projekt badawczy

Temat: Skutecznosé dezynfekciji i sterylizacji w produkciji zywnosci

Wprowadzenie:

Odpowiednig wartosc¢ zywieniowg i cechy sensoryczne (smak, zapach, barwa) nadajg
zywnosci roznorodne zwigzki chemiczne. Najwazniejsze z nich to: biatka, ttuszcze,
weglowodany, witaminy, kwasy organiczne, alkohole, estry i zwigzki aromatyczne. Cze$¢
tych zwigzkow jest tatwo rozktadana przez mikroorganizmy, ktére dostajg sie do zywnosci
z roznych zrédet (surowce roslinne i zwierzece, dodatki funkcjonalne, maszyny,
urzadzenia oraz personel). Surowce roslinne, gtbwnie owoce, warzywa i zboza sg
najczesciej zanieczyszczone mikroflorg pochodzgcg z gleby, powietrza, wody, od
owadow oraz gryzoni. Surowce zwierzece typu mleko, mieso zwierzat rzeznych, ryby,
dréb i jaja sg tez zanieczyszczone. Mikroorganizmy dostajg sie tutaj z otoczenia, ze
Sciotki, paszy, naczyn, skory a takze siersci zwierzat. Gtowng mikroflorg (w 50-70%)
zanieczyszczajgcg przyprawy, stosowane w celu poprawy smaku oraz aromatu
przyrzgdzanych potraw, stanowig przetrwalniki bakterii, zarodniki plesni, bakterie
pochodzenia katowego z grupy coli a nawet, chociaz sporadycznie, bakterie
chorobotwércze. Zrédtem zanieczyszczen przetwarzanego surowca czesto sg tez: woda,
powietrze, pomieszczenia produkcyjne, maszyny i urzgdzenia oraz personel.

Z technologicznego punktu widzenia wazne sg zaréwno ilos¢ jak tez rodzaj
mikroorganizméw, wywotujgcych zanieczyszczenie, a tym samym psucie zarOwno

surowcoéw  jak  tez gotowych produktéw. Identyfikacja  drobnoustrojow,
charakterystycznych dla danego surowca, poznanie wzajemnych wspoétzaleznosci oraz
wptywu procesu wytwarzania i przechowywania zywnosci na  zywotnosé

mikroorganizméw, pozwala przewidzie¢ kierunek przemian metabolicznych a takze
ewentualnych zmian sktadu chemicznego zaréwno surowcow jak réwniez gotowych
produktow. W rezultacie staje sie mozliwe opracowanie skutecznych metod utrwalania i
przechowywania zywnosci.

Cel projektu:

Celem praktycznym projektu jest poznanie metod oznaczania drobnoustrojow,
rodzajow drobnoustrojow oraz sposobdw ich usuwania z zywnosci i otoczenia.
Wymiernym efektem pracy ucznia bedzie przygotowanie prezentacji w programie
PowerPoint zatytutowanej ,,Czystos¢ mikrobiologiczna zywnosci”.

Cele ksztalcenia:
Uczen:

- wymienia zrodta zanieczyszczenia zywnosci,

- wymienia warunki sprzyjajgce rozwojowi drobnoustrojow w zywnosci,

- podaje przyktady pozytywnego i negatywnego oddziatywania mikroorganizmow w
produkcji zywnosci,




- wymienia i opisuje podstawowe sposoby zabezpieczania zywnosci przed zepsuciem,

- charakteryzuje podstawowe metody termiczne utrwalania zywnosci,

- stosuje wiasciwy materiat biologiczny oraz przyrzgdy do oznaczania ilosci bakterii w
wybranych produktach spozywczych i mediach produkcyjnych (woda, powietrze),

- wykonuje proste badania czystosci otoczenia,

- analizuje i opisuje obserwowane hodowle w ptytkach Petriego,

- analizuje i opisuje wptyw wybranych czynnikéw i metod utrwalania na drobnoustroje,

- stosuje kamere mikroskopowg do rejestrowania obrazéw mikroskopowych,

- analizuje i poréwnuje obrazy gotowych oraz wykonanych samodzielnie posiewow,

- wykonuje proste obliczenia ilosci drobnoustrojéw w produktach spozywczych,

- zbiera materiaty (zdjecia) z realizacji poszczegdinych zadan do przygotowywanej w
PowerPoint prezentacji pt. , Czystos¢ mikrobiologiczna zywnosci”.

Pytanie kluczowe:

Co warunkuje bezpieczenstwo zywnosci i zywienia?

Skutecznos¢ dezynfekciji i sterylizacji w produkcji zywnosci

W procesach przemystowego wytwarzania zywnosci wykorzystywane sg surowce
roslinne (owoce, warzywa i zboza), surowce zwierzece (mieso, drob, mleko, jaja), woda
oraz roznego rodzaju dodatki, ktérych zadaniem jest zwiekszenie waloréw sensorycznych
i odzywczych produktu gotowego Przy stosowaniu wszystkich dodatkéw obowigzuje
zasada: ,tylko tak duzo, ile jest konieczne i tak mato, jak to jest mozliwe”.

Zapewnienie bezpieczehstwa zdrowotnego konsumenta jest podstawowym
wymogiem stawianym producentom Zzywnosci. Na bezpieczenstwo produkowanej
zywnosci wptywa wiele czynnikdw podczas catego procesu produkcyjnego, od jakosci
mikrobiologicznej  surowca, poprzez przestrzeganie okreslonych  parametréw
fizykochemicznych oraz zasad higienicznych produkcji, az do etapu przechowywania
zywnosci. Btedy na kazdym z etapow mogg doprowadzi¢ do zanieczyszczenia zywnosci
bakteriami chorobotwdérczymi, bgdz toksynami.

Surowce roslinne (owoce, warzywa, zboza) sg najczesciej zanieczyszczone mikroflorg
pochodzgcg z gleby, powietrza, wody, od owaddéw czy gryzoni. Mikroflora owocow jest
zroznicowana, do 75% catej populacji stanowig drozdze z rodzajow: Kloeckera, Candida i
Hanseniaspora, a ponad 87% wszystkich grzybow strzepkowych nalezy do rodzajow:
Alternaria, Aureobasidium i Cladosporium. Mikroflora warzyw jest zalezna od ich rodzaju.
Na warzywach zielonych (kapusta, satata, szpinak) wystepujg gtownie bakterie
fermentacji mlekowej oraz drozdze i plesnie. Znacznie silniej niz inne sg skazone
warzywa korzeniowe i bulwiaste. Ogdlna liczba drobnoustrojow zanieczyszczajgcych
buraki cukrowe lub ziemniaki wynosi 10°-10® komoérek/g. Dominujg bakterie z rodzajéow
Clostridium i Bacillus, Micrococcus oraz Flavobacterium. Przy intensywnym naturalnym
nawozeniu mikroflore zanieczyszczajgcg stanowig tez saprofityczne bakterie pochodzenia
jelitowego a takze bakterie chorobotworcze (Listeria monocytogenes) i patogenne
szczepy Escherichia coli. Zarbwno owoce jak i warzywa ze wzgledu na specyficzng
mikroflore plesniowa, mogg by¢ takze zanieczyszczone patuling.

Podstawg wyzywienia ludzi sg nasiona roslin zbozowych, wykorzystywane do produkcji




maki, kasz, wielu koncentratow spozywczych a takze w przemysle fermentacyjnym
(browarnictwo, gorzelnictwo). Mikroflore pierwotng ziarna stanowig gtownie bakterie
fermentacji mlekowej, pateczki z rodzaju Pseudomonas, plesnie z rodzajow:
Cladosporium, i Rhizopus oraz drozdze Candida sp. W mikroflorze wtornej (w czasie
zniw, mtdcenia, transportu, przechowywania) dominujg tlenowe bakterie przetrwalnikujace
z rodzaju Bacillus, bakterie z grupy coli oraz plesnie z rodzajéw Aspergillus, Penicillium i
Fusarium, znane ze swoich toksynotworczych wtasciwosci.

Surowce zwierzece, gtéwnie mleko, mieso zwierzat rzeznych, ryby, dréb i jaja sg tez
zanieczyszczone drobnoustrojami. Dostajg sie one ze Scidtki, paszy, naczyn, skory a
takze siersci zwierzat. W mleku surowym najczesciej wystepujg bakterie fermentacii
mlekowej, pateczki nalezace do rodzajow: Pseudomonas, Achrobacter i Flavobacterium
oraz bakterie przetrwalnikujgce z rodzaju Bacillus. W mleku pasteryzowanym, obok
bakterii przetrwalnikujgcych, obecne sg takze bakterie z rodzaju Enterococcus i
Micrococcus. Na powierzchni migesa wystepuja najczesciej bakterie z rodzajow:
Pseudomonas, Bacillus oraz plesnie z rodzaju Mucor i Rhizopus. Mieso i jego przetwory
bywajg tez =zanieczyszczone drobnoustrojami patogennymi typu: Salmonella sp.,
Escherichia coli (mieso bydlece) oraz Listeria monocytogenes, kitére mogg wywotywac
powazne zatrucia pokarmowe Zrédtem dodatkowego zanieczyszczenia sg pracownicy
rzezni, nosiciele réznego rodzaju bakterii a takze owady i gryzonie.

Takze powierzchnie ryb, jak i narzgdy wewnetrzne sg zanieczyszczone mikrobiologicznie.
W $luzie pokrywajgcym skére ryb wystepuje okoto 10%-107 bakterii/cm?®. Najczesciej sg to
pateczki nalezgce do rodzajow: Pseudomonas i Aeromonas. Na powierzchni tuszek
drobiu wystepujg bakterie nalezgce m.in. do rodzajow: Pseudomonas i Moraxella a
dodatkowg mikroflore mogg stanowi¢ bakterie Micrococcus sp. oraz Bacillus sp.. Drob
moga tez zanieczyszczac patogenne bakterie (Salmonella, Escherichia oraz Clostridium).
Do powszechnie wystepujgcych drobnoustrojow, powodujgcych psucie jaj, nalezg plesnie
Penicillium glaucum, Cladosporium herbarum oraz bakterie grupy coli i laseczki Bacillus
subtilis. Sposrod bakterii chorobotwdrczych spotykane sg te nalezgce do rodzajow
Salmonella, Shigella i Staphylococcus.

Surowce dodatkowe wprowadzane do zywnosci celowo to przede wszystkim przyprawy,
poprawiajgce smak oraz aromat wielu potraw. Gtdéwng ich mikroflore (50-70%) stanowig
przetrwalniki bakterii, a najczesciej wystepujgcymi sg gatunki Bacillus subtilis i Bacillus
cereus. W duzych ilosciach wystepujg tez zarodniki plesni, gtownie z rodzajéw:
Aspergillus, Penicillium oraz Rhizopus. Mogg by¢ tez obecne bakterie pochodzenia
katowego, a sporadycznie chorobotwércze jak rodzaje Salmonella oraz Proteus.
Powietrze, otaczajgce linie produkcyjng, moze by¢ jednoczesnie zrédtem
zanieczyszczenia produktu jak tez przenosnikiem mikroorganizmow. Najczesciej w
powietrzu spotykane sg ziarniaki Micrococcus sp., przetrwalniki bakterii (Bacillus sp.),
zarodniki grzybow strzepkowych z rodzaju, Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Mucor,
drozdze z rodzaju Candida a takze bakterie chorobotwdrcze rozprzestrzeniajgce sie
drogg kropelkowg. Stopien zanieczyszczenia powietrza w zakfadach zalezy od stanu
sanitarnego pomieszczen produkcyjnych, sprzetu a takze higieny osobistej personelu.

W zaktadach przetworstwa spozywczego wykorzystywana jest woda technologiczna,
bedgca czescig sktadowg finalnego produktu, spetniajgca wymagania wody zdatnej do
picia (mycie i obrébka surowca) oraz woda techniczna stosowana do wytwarzania pary



oraz w procesach chtodzenia.

Podczas zaje¢ uczniowie poznajg rozne rodzaje drobnoustrojow oraz ich role i
znaczenie dla przemystu. Dzieki wykorzystaniu w laboratorium kamery mikroskopowej
uczniowie bedg mogli zapisa¢C obrazy wykonanych przez siebie preparatow m.in.
bakteryjnych. Zarejestrowane obrazy bedg mogli wykorzystaé podczas opracowywania
wynikéw badan i przygotowywania prezentacji w programie PowerPoint. Zastosowanie
kamery pozwoli znacznie usprawnic¢ proces dydaktyczny i utatwi wspotprace z uczniami.
Bedg oni mogli znacznie sprawniej odnalez¢, zaobserwowac i zarejestrowac wtasciwe
obrazy mikroskopowe, bez koniecznosci ich recznego odwzorowywania a jednoczesnie
nauczg sie przekazywac¢ wiedze w atrakcyjniejszy i nowoczesniejszy sposob.

Z technologicznego punktu widzenia wazne sg zarowno ilos¢ jak i rodzaj
mikroorganizmdéw, wywotujgcych psucie surowcéw oraz gotowych produktow.
Identyfikacja drobnoustrojéw, charakterystycznych dla danego surowca, poznanie
wzajemnych wspotzaleznosci oraz wptywu procesu wytwarzania i przechowywania
produktow na zywotnos¢ mikroorganizmow, pozwala przewidzie¢ kierunek przemian
metabolicznych a takze zmian skiadu chemicznego surowcoéw. W rezultacie staje sie
mozliwe opracowanie skutecznych metod utrwalania i przechowywania zywnosci, ktére
mozna podzieli¢ na trzy grupy: fizyczne, chemiczne i biologiczne. Metody fizyczne
polegajg na stosowaniu wysokich badz niskich temperatur, obnizeniu aktywnosci wody
lub filtracji i wirowaniu produktéw ptynnych. Metody chemiczne sg zwigzane z uzyciem
substancji konserwujgcych a biologiczne wynikajg z aktywnosci mikroorganizmow
prowadzgcych procesy fermentacyjne. Istotnym elementem zabezpieczenia utrwalanej
zywnosci jest stosowanie odpowiednich opakowan. Podstawowym celem termicznego
utrwalania jest inaktywacja drobnoustrojow, ich toksyn oraz enzymoéw, powodujgcych
psucie zywnosci. Inaktywacja komorek drobnoustrojow zachodzi w temperaturze
przekraczajgcej maksymalng temperature wzrostu mikroorganizméw. Skutecznos¢
temperatury zalezy od jej wartosci, czasu dziatania, stanu fizjologicznego drobnoustrojow,
ich liczebnosci i rodzaju, chemicznych oraz fizycznych wiasciwosci utrwalanego produktu.
Warunki termicznej obrobki powinny byc¢ Scisle okreslone, poniewaz przy niedostatecznej
dawce ciepta niektére drobnoustroje mogg zachowac¢ zywotnos¢, powodujgc obnizenie
wartosci odzywczej i cech sensorycznych wytworzonego produktu. Metodami, w ktérych
wykorzystywane sg wysokie temperatury podczas utrwalania zywnosci sg: pasteryzacja i
sterylizacja. Pasteryzacja jest prowadzona w temperaturze ponizej 100°C, przewaznie
temp. 65-85°C. Celem pasteryzacji jest zniszczenie wszystkich wegetatywnych komérek
patogendw oraz wiekszosci komoédrek bakterii, drozdzy i plesni, ktore mogtyby
spowodowac zepsucie. W praktyce przemystowej stosuje sie dwie metody pasteryzaciji:

e ogrzewanie w 60-85°C przez 1-30 minut (LTLT-Low Temperature, Low Time),

e ogrzewanie w 71-74°C przez 15-40 sekund (HTST-High Temperature, Short Time).
Odmiang pasteryzacji jest tez tyndalizacja (pasteryzacja frakcjonowana), polegajgca na
trzykrotnej pasteryzacji, w odstepach 24 godzinnych oraz termizacja, prowadzona 15 sek
w temp. 55-65°C, najczesciej potgczona z hermetycznym pakowaniem.

Sterylizacje zywnosci prowadzi sie w temperaturze od 100°C do 121,1°C przez okres od
kilku do kilkudziesieciu minut. Parametry procesu (temperatura, czas) sg ustalane
indywidualnie dla kazdego produktu w zaleznosci od wielkosci opakowania i metody
wyjatawiania (okresowa, ciggta). W procesie sterylizacji zniszczeniu ulegajg wszystkie




formy drobnoustrojow, tgcznie z przetrwalnikami bakterii oraz zarodnikami grzybow
plesniowych. W warunkach przemystowych parametry sterylizacji powinny gwarantowac
osiggniecie trwatosci handlowej w okresie przydatnosci do spozycia.

Stosowanie niskich temperatur (chtodzenie i mrozenie) jest obecnie jedng z
najpowszechniej wykorzystywanych metod utrwalania zywnosci. Przechowywanie
zywnosci schtodzonej jak tez mrozonej zapewnia w duzym stopniu zachowanie jej
wartosci zywieniowe;j.

Chemiczne substancje konserwujgce jak: kwasy organiczne (sorbowy, benzoesowy),
azotan (Ill) sodu, nizyna (antybiotyk dozwolony do konserwacji serow dojrzewajgcych i
topionych), w ilosci 0,1-0,2%, zapobiegaja niekorzystnym zmianom mikrobiologicznym.
Biologiczne utrwalanie, czyli fermentacja zywnosci to najstarsza i najskuteczniejsza
metoda konserwacji, znana w Europie juz w czasach starozytnych (ok. 5000-9000 lat
p.n.e.). Dzieki produktom metabolizmu i enzymom wytwarzanym przez drobnoustroje,
zywnos¢ (przetwory mleczne, kiszonki warzywne, wedliny, pieczywo na zakwasach),
uzyskuje charakterystyczne cechy sensoryczne tj. smak, aromat, konsystencje, strukture,
wyglad, a takze trwatos¢ i bezpieczenstwo higieniczne.

Inng metodg utrwalania jest tez stosowanie promieniowania jonizujgcego. W przemysle
znajduje zastosowanie promieniowanie ultrafioletowe (UV) do dezynfekcji powierzchni
urzgdzenh produkcyjnych, narzedzi i opakowan (foliowych, tekturowych), a takze do
dezynfekcji Scian, sufitow, powietrza w otoczeniu produkcji oraz catych pomieszczen, w
ktorych odbywa sie pakowanie gotowych wyrobow. Szczegdlnie zabdjczg aktywnoscig
charakteryzuje sie promieniowanie w zakresie dtugosci fal 240-280 nm. To
promieniowanie niszczy formy wegetatywne i przetrwalniki bakterii, a takze i wirusy.

Do niszczenia drobnoustrojow sosowana jest tez dezynfekcja chemiczna polegajgca na
uzyciu s$rodkéw chemicznych. Skuteczny s$rodek dezynfekcyjny powinien niszczy¢
wszystkie drobnoustroje (zwtaszcza chorobotworcze) i dziataC przez dlugi czas.
Skutecznos¢ dziatania srodka dezynfekcyjnego okresla sie zdolnoscig niszczenia
drobnoustrojow, ktora w przypadku powierzchni metalowych wynosi ok. 90 — 95%, a
drewnianych okoto 70%.

W mys| obowigzujgcych obecnie przepiséw prawa zywnosciowego, w zywnos$ci oznacza
sie grupy drobnoustrojow okreslane, jako wskazniki higieny procesu (dozwolona liczba
okreslonych drobnoustrojéw lub objetos¢ produktu, w ktérym mogg by¢ one obecne) oraz
wskazniki _bezpieczenstwa produktu (okresla dopuszczalne poziomy zanieczyszczen
mikrobiologicznych, ktoérych przestrzeganie pozwala na akceptacje produktu
znajdujgcego sie w obrocie). Przez wiele lat podstawowymi wskaznikami higienicznymi w
produkcji zywnosci byty bakterie pochodzenia katowego (pateczki grupy coli, paciorkowce
z rodzaju Enterococcus). Sg one takze i dzisiaj czesto stosowane, jako wymagania norm
zaktadowych. Producenci zywnosci majgc jednak na uwadze zapewnienie produktom
odpowiedniej jakosci i trwatosci, mimo braku wymagan prawnych, poszerzajg zakres
analiz o oznaczanie grup drobnoustrojdw moggcych ze wzgledu na swdj metabolizm
powodowac wady produktéw lub znacznie skracac jego termin przydatnosci do spozycia.
Najczesciej w badaniach mikrobiologicznych zywnosci, przeprowadza sie oznaczenie
liczby bakterii tlenowych mezofilnych, grzybéw, mikroorganizméw psychrotrofowych,
bakterii kwaszgcych, bakterii proteolitycznych, pateczek z grupy coli i paciorkowcéw
katowych z rodzaju Enterococcus. Jednak przed podjeciem decyzji o zakresie




wykonywanych analiz mikrobiologicznych zywnosci trzeba zawsze dobrze poznac
specyfike produktu - jego rodzaj, jakos¢ surowcow uzywanych do produkcji, proces
technologiczny oraz sposoby przechowywania zywnosci. W produktach fermentowanych
np. nie oznacza sie liczby mezofilnych bakterii tlenowych, natomiast bardzo czesto
oznacza sie liczbe drobnoustrojow dodanych, jako szczepionki, np. w jogurcie oznacza
sie liczbe Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

W produktach przechowywanych chtodniczo z kolei, znacznie wiecej informaciji dostarcza
poziom zanieczyszczenia drobnoustrojami psychrotrofowymi niz liczba bakterii tlenowych.
W rutynowych badaniach wody okresla sie tzw. bakterie wskaznikowe, wskazujgce na
zanieczyszczenie bakteriami typu fekalnego, np. bakterie grupy coli, bakterie grupy coli
typu fekalnego (wzrost w 44°C), paciorkowce katowe (np. Enterococcus faecalis), czy
beztlenowce przetrwalnikujgce (Clostridium perfringens).

Produkcja zywnosci wolnej od zanieczyszczeh wszelkiego rodzaju, w tym takze
mikrobiologicznych, jest dla producentéw ogromnym przedsiewzieciem a zarazem i
wyzwaniem. Jedno wcigz nie ulega zmianie, ze przetwarzanie zywnosci 0 niskim
poziomie zanieczyszczenia mikrobiologicznego jest efektywniejsze, zapewnia tez wiekszg
stabilno$¢ (diuzszy czas przydatnosci do spozycia) oraz bezpieczenstwo zywnosci (mniej
jest przypadkow zatru¢ pokarmowych).

Integracja tresci przedmiotowych:

Fizyka
Jednostki dlugosci w Biologia
ukfadzie Sl Rozmiary i ksztatty
Cisnienie komorek
osmotyczne, Budowa komorek

Promieniowanie UV

Chemia

Skfad chemiczny
komoérek

Odczynniki i podioza
stosowane w
mikrobiologii

Wykorzystanie matematyki i technologii informacyjnej:

- gromadzenie i porzgdkowanie informacji i danych niezbednych podczas wykonywania
kolejnych zadan,

- wykorzystywanie formut matematycznych do opracowywania wynikéw badan
dotyczacych obliczania ogolnej ilosci drobnoustrojéw w produktach spozywczych i
otoczeniu,



interpretacja uzyskanych wynikow,

wykorzystanie kamery mikroskopowej oraz programu komputerowego do
rejestrowania oraz obrobki obrazéw gotowych i wykonanych samodzielnie preparatow
mikroskopowych,

tworzenie prezentacji efektow pracy w laboratorium z mikroskopem przy wykorzystaniu
programu PowerPoint.

Materialy i Srodki dydaktyczne:

mikroskop laboratoryjny,

kamera mikroskopowa wraz z oprogramowaniem,

komputer,

podtoza hodowlane w formie ptynnej i zestalonej,

materiat biologiczny: bakterie wytwarzajgce przetrwalniki (Bacillus subtilis), bakterie
nie wytwarzajgce przetrwalnikow (Escherichia coli),

szkto, szablony i drobny sprzet laboratoryjny,

instrukcje do ¢wiczen laboratoryjnych,

karty pracy

Metody pracy:

praca z mikroskopem (obserwacje mikroskopowe),

praca z kamerg mikroskopowg i programem komputerowym do rejestrowania i obrébki
obrazow mikroskopowych,

praca z materiatem biologicznym (przygotowanie utrwalonych preparatow
bakteryjnych,

praca z barwnikami (barwienie ztozone — metoda Grama),

dyskusja i poréwnanie wynikéw,

praca z komputerem (obliczenia z wykorzystaniem arkusza kalkulacyjnego Excel oraz
przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint).

Etapy projektu:

etap dzialania czas

Organizacja - ustalenie stanowisk pracy, 15 minut

- poznanie podstawowych urzgdzen oraz narzedzi
niezbednych podczas realizacji zadan,

- poznanie podstawowych zasad wykonywania
rozcienczen materiatu biologicznego,

- poznanie zasad posiewOw drobnoustrojow (z
surowcow, mleka) na podioza state,

Planowanie - przedstawienie zadan do realizacji podczas zajec 15 minut

- ustalenie kolejnosci i czasu wykonywania
poszczegolnych zadan

Realizacja 1. Przygotowanie podtozy do posiewu

drobnoustrojow w plytkach Petriego i posiew 15 minut

bakterii Escherichia coli i Bacillus subtilis.
2. Ocena skutecznosci dziatania  wybranych



srodkoéw dezynfekcyjnych na bakterie Escherichia 25 minut
coli i Bacillus subtilis.
3. Badanie skutecznosci filtracji jako sposobu

) T 30 minut
wyjatawiania produktow ptynnych.
4. Badanie skutecznosci pasteryzacji w zwalczaniu _
drobnoustrojow. 30 minut
5. Oznaczanie ogoélnej ilosci bakterii w mleku 15 minut
pasteryzowanym metodg ptytkowa.
6. Badanie czystosci mikrobiologicznej surowcow
30 minut

roslinnych (owocow) i produktéw spozywczych.

7. Obserwacja preparatow i hodowli drobnoustrojow
przy uzyciu kamery mikroskopowej oraz 20 minut
rejestracja obrazbw w komputerze i na
przenosnym dysku.

8. Przygotowanie prezentacji w  programie
PowerPoint z wykorzystanych w ramach zaje¢ 90 minut
badan i obserwacji oraz z wyciggnietych
wnioskow.

Prezentacja - karty pracy, -
- prezentacja wykonana w programie PowerPoint.

Ocena - samoocena (uczen), -
- ocena opisowa (nauczyciel).

Szczeqgolowy opis zadan na etapie realizacji projektu:

Zadanie 1.

Przygotowanie podiozy do posiewu drobnoustrojow w plytkach Petrieqo i posiew
bakterii Escherichia coli i Bacillus subtilis

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Drobnoustroje jak wszystkie inne organizmy zywe, do wzrostu i rozwoju wymagajg
odpowiednich substancji pokarmowych. Czerpig je, w warunkach laboratoryjnych, za
posrednictwem podtozy hodowlanych o Scisle okreslonym skfadzie, sporzadzanych w
szkle laboratoryjnym. W ramach zadania uczniowie bedg najpierw sporzgdzac podtoza
(bulion zwykly z agarem) w ptytkach Petriego, a nastepnie bedg posiewa¢ na
zestalonym podtozu bakterie (Escherichia coli i Bacillus subtilis).

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Praca w laboratorium mikrobiologicznym wymaga od ucznia opanowania i skupienia.
Szczegoblng uwage nalezy zwrdcic na zachowanie sterylnych warunkow podczas pracy z
dos¢ cieptym podtozem. Pracujemy przy wigczonym palniku gazowym na stanowisku,
by nie doprowadzi¢ do zakazen wtérnych podioza, ktére sporzgdzane jest z
zestalaczami (agar, zelatyna). Podtoze podczas wylewania do ptytek Petriego musi by¢
mocno ciepte, zeby sie nie zestalifto w czasie wylewania do szkfa laboratoryjnego.




Nalezy zachowac ostroznosc¢, by nie poparzy¢ sobie rgk. Stosowanie rekawic pozwala
skutecznie radzi¢ sobie z problemem. Nalezy tez zachowac¢ ostroznos¢ podczas pracy z
wigczonym palnikiem, by sie nie poparzy¢ i nie spali¢ tatwopalnych elementow
wyposazenia, np. korkéw z waty. Trudnosci, jakie moze napotka¢ uczen podczas
realizacji tego zadania mogg wynika¢ z braku wprawy i doswiadczenia, ze strony
uczniow.

Najlepszym rozwigzaniem, pojawiajgcych sie ewentualnie probleméw podczas realizacji

zadania, bedzie przede wszystkim opanowanie i skupienie podczas trwania zaje¢ oraz

wspOtpraca z prowadzgcym.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Uczniowie pracujg w zespotach i przygotowujg przy jednym stole laboratoryjnym po trzy

ptytki zestalonego podtoza dla dwoéch rodzajéw bakterii (Escherichia coli i Bacillus

subtilis). Przy jednym stanowisku pracy znajduje sie jeden uczen, kazdy pracuje

indywidualnie, w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc prowadzgcego ¢wiczenia oraz w

oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla ucznia.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji_nr_1 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczyé, co pomingg¢ ...)

Szczegdblng uwage podczas wykonywania zadania 1 nalezy zwrdci¢ na nastepujgce

kwestie:

e prace nalezy wykonywac przy wigczonym palniku gazowym,

e nalezy pamietaC o zatozeniu rekawiczki przed ztapaniem kolby z podtozem, a kolbe
trzymac¢ od spodu, nie za szyjke, zeby unikngC spalenia rekawicy i poparzenia sie
podczas opalania brzegu kolby w trakcie realizacji zadania,

e brzeg kolby z podtozem nalezy opali¢ poprzez kilkakrotne przesuniecie przez ptomien
zaréwno przed, jak i po wlaniu podtoza do szkta laboratoryjnego, by nie dopusci¢ do
jego wtérnego zakazenia drobnoustrojami,

e korka z waty, ktorym zamknieta jest kolba z podtozem nie nalezy odktadaC na stot
laboratoryjny, lecz trzymac¢ w rekach, zgodnie z instrukcjg prowadzgcego zajecia,

e jedng rekg w rekawicy trzyma sie od spodu kolbe z podtozem a drugg wycigga korek
z kolby, jednoczes$nie dwoma palcami tej samej reki (kciuk i pierwszy palec), uchyla
sie wierzchnig czesc¢ ptytki Petriego i wylewa ptynne podtoze na dno,

e rozprowadza sie réownomiernie podfoze, delikatnie poruszajgc ptytkg po powierzchni
stotu, kreslgc 6semki bgdz kota,

e ptytki opisuje sie (pisakiem na wierzchniej czesci) w nastepujgcy sposob:
> Plytka nr 1 — E.c. — posiewane bedg bakterie nie wytwarzajgce przetrwalnikow tj.

Escherichia coli, data posiewu, inicjaty wykonujgcego posiew,
> Plytka nr 2 — B.s. - posiewane bedg bakterie wytwarzajgce przetrwalniki tj.
Bacillus subtilis, data posiewu, inicjaty wykonujgcego posiew,

e podczas wlewania do ptytek podtoza czy wprowadzania materiatu biologicznego

zawsze uchyla sie wierzchnig czesc ptytek, odstaniajgc czes¢ powierzchni podfoza,
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e za pomocg jatowej pipety pobiera sie zawiesine bakteryjng z oznaczonych kolb na
stanowiskach i przy pomocy gtaszczki rozprowadza sie jg po catej powierzchni
podtoza

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie pracy ucznia w ramach wykonywania zadania oczekuje sie opanowania
techniki sporzadzania podtoza w ptytce Petriego i posiewania, metodg ptytek tartych,
zawiesiny bakterii na zestalone podfoze w ptytce.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie i szkolenie ucznia,
nadzorowanie wykonywanych przez niego czynnosci, wspieranie go, motywowanie
pytaniami i sugestiami, zachecanie do cierpliwej i spokojnej pracy. Nauczyciel powinien
nadzorowac prace ucznia, jednak powinien unika¢ wykonywania pracy za niego, nawet
wtedy, gdy jakies zadanie zajmuje uczniowi wiecej czasu, niz pozostatym uczestnikom
zajeC. Uczen powinien mieC szanse sprawdzenia sie, wykazania samodzielnoscig. Rolg
nauczyciela jest rowniez przydzielanie kazdemu z uczniow sterylnej ptytki Petriego oraz
kolby z uptynnionym, gorgcym podtozem agarowym.

(jedna kolba z podiozem na kazdy stét laboratoryiny — pozwoli to nadzorowaé
prace uczniow i uniknaé poparzen!

Zadanie 2.

Ocena_skutecznosci_dzialania wybranych srodkéw dezynfekcyjnych na_ bakterie
Escherichia coli i Bacillus subtilis

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Wskazniki higieniczne zywnosci sg to grupy bakterii dostajgce sie do zywnosci w wyniku
niewtasciwej higieny produkcji i braku higieny osobistej pracownikow. Przez wiele lat
podstawowymi wskaznikami higienicznymi w produkcji zywnosci byly bakterie
pochodzenia katowego. Dzisiaj, pomimo ze Escherichia coli sg nadal stosowane, jako
wymagania norm zaktadowych, to producenci zywnosci wigczajg do tej grupy i inne
drobnoustroje np. Bacillus subtilis. Obecnos¢ bakterii coli swiadczy o mozliwosci
zanieczyszczenia katowego, a wiec o mozliwej obecnosci bakterii chorobotworczych.
Bakterie z rodzaju Bacillus potrafia z kolei niekorzystne warunki Srodowiskowe
wykorzysta¢ do wytworzenia form przetrwalnych, by w sprzyjajgcych okolicznosciach z
tatwoscig ponownie sie rozwijaC i rozmnaza¢. Przetrwalniki sg niezwykle oporne na
wysokg temperature. Sprawdzimy w zwigzku z tym, czy wybrane srodki dezynfekcyjne sg
skuteczne w walce z tymi drobnoustrojami.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnosciami)

Trudnosci podczas realizacji tego zadania mogg wynika¢ przede wszystkim z braku
wprawy w postugiwaniu sie drobnym sprzetem laboratoryjnym a takze braku
doswiadczenia w badaniach mikrobiologicznych. Najlepszym rozwigzaniem pozostaje
tutaj spokoj i cierpliwosc¢ a takze skupienie podczas zajeC i wspotpraca z prowadzgcym.
Uczen powinien stara¢ sie wykonywac¢ polecenia nauczyciela i nie wahac¢ sie prosi¢ o
pomoc w sytuacjach, kiedy ma jakiekolwiek watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)
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To zadanie uczniowie wykonujg w zespotach. Uczniowie na swoich stanowiskach

wycinajg krgzki z bibuty oraz nasgczajg je srodkami dezynfekcyjnymi. Nastepnie jeden

zespot wprowadza krgzki nasgczone srodkami dezynfekcyjnymi do piytki nr 1 - z

zawiesing bakterii Escherichia coli a drugi - do ptytki nr 2 z Bacillus subtilis.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji_nr_2 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczyé, co pomingg¢ ...)

Szczegblng uwage podczas wykonywania zadania 2 nalezy zwréci¢ na nastepujgce

kwestie:

e wycinamy odpowiednie krgzki z bibuty i nasgczamy je srodkiem dezynfekcyjnym,
kazdy krgzek innym,

e nasgczone krgzki przenosimy za pomocg pincety na podtoze i delikatnie przyciskamy
je do podtoza, uwazajgc by go nie uszkodzic

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie wykonania zadania uczen powinien opanowac¢ jeden ze sposobow badania
skutecznosci oddziatywania srodkéw dezynfekcyjnych na wzrost drobnoustrojow.
Oczekiwanym efektem pracy ucznia bedzie réwniez wyhodowanie bakterii oddalonych w
réznej odlegtosci od krgzkdw nasgczanych s$Srodkami dezynfekcyjnymi. Wykonane
posiewy bedg wykorzystywane przez innych ucznidw do oceny skuteczno$ci dziatania
wybranych srodkow dezynfekcyjnych na bakterie Escherichia coli oraz Bacillus subtilis.
Wymiernym efektem pracy ucznia bedzie tez zapisanie spostrzezen z posiewdw na
podstawie dostarczonych po inkubacji (temp.37°C) plytek wczesniej przygotowanych
przez innych ucznidw, w karcie pracy do zadania 2. Bedg mogli rowniez wykonac
zdjecia z otrzymanych gotowych posiewdw.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie i szkolenie ucznia,
nadzorowanie wykonywanych przez niego czynnosci, wspieranie go, zachecanie do
cierpliwej i spokojnej pracy. Nauczyciel powinien nadzorowa¢ prace ucznia, jednak
powinien unika¢ wykonywania pracy za niego. Rolg nauczyciela jest rowniez sprawdzenie
czy ptytki zostaty przed posiewem odpowiednio oznakowane oraz dopilnowanie, zeby
ptytki po posiewie trafity do cieplarki i bylty inkubowane w temperaturze 37°C. Od
nauczyciela oczekiwana jest pomoc w przydzielaniu uczniom gotowych posiewow.

Zadanie 3.

Badanie skutecznosci filtracji jako sposobu wyjatawiania produktéw ptynnych

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Filtrowanie nalezy do mechanicznych sposobow sterylizacji (wyjatawiania) produktow
ptynnych. Metody filtracyjne stosuje sie w przypadku roztworéw szczegolnie wrazliwych
na podwyzszone temperatury, ktére zmieniajg ich fizyczne i chemiczne wiasciwosci. Do
wyjatawiania stuzg najczesciej filtry membranowe o porach od 0,20 — 0,40 (0,75) pm
Srednicy. Poniewaz pory sg mniejsze od wymiarow bakterii, odfiltrowane drobnoustroje
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osadzajg sie na filtrze, a uzyskany filtrat jest jalowy. Znane sg rozne typy filtréw jak np.
Swiece Chamberlanda wykonane w ksztatcie duzych probowek z niepolerowanej
porcelany, filtry Berkefelda ze sprasowanej ziemi okrzemkowej o przeciwnym do Swiec
Chamberlanda kierunku przesgczania, filtry Zeitza wykonane z azbestu o ksztafcie
krgzkdbw umieszczanych w specjalnych aparatach umozliwiajgcych sgczenie czy filtry ze
spiekanego szkfa tzw. filtry Schotta. Ponadto sg tez stosowane filtry membranowe, ktore
wykorzystamy na zajeciach, wykonane z octanu celulozy o matej srednicy poréw. Sg to
cienkie krgzki, ktére umieszcza sie w specjalnych nasadkach metalowych. Filtracje
produktow ptynnych przeprowadza sie w ten sposob, ze filtry umieszcza sie na kolbie
ssawkowej, podtgcza do prozni a nastepnie sgczy.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie

Z trudnosciami)

Podstawowa trudnosc¢, na ktdrg uczen moze natknag¢ sie podczas realizacji tego zadania

wynika z niedoktadnosci utozenia membrany w metalowej obudowie filtra, co moze

powodowac przenikanie cieczy filtracyjnej miedzy membrang a obudowa filtra.

Z innych problemow, jakie mogg pojawicC sie w trakcie realizacji zadania to najczesciej

wynikajg one z:

e niedostatecznego opanowania przez ucznia podstaw teoretycznych dotyczacych
znajomosci zasady dziatania mikroskopu oraz niezadowalajgcego opanowania techniki
mikroskopowania przez uczniéw,

e braku podstaw teoretycznych, dotyczgcych przygotowania preparatu przyzyciowego,
barwionego w kropli sptaszczonej,

e braku cierpliwosci, skupienia i opanowania ze strony ucznia podczas pracy z
mikroskopem.

Najlepszym rozwigzaniem pozostaje tutaj niezmiennie spokoj i cierpliwos¢ a takze
skupienie podczas zajeC i wspotpraca z prowadzgcym. Uczehn powinien staraC sie
wykonywac polecenia nauczyciela i nie wahac sie prosi¢ o pomoc w sytuacjach, kiedy ma
jakiekolwiek watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Podczas otrzymywania filtratbw uczniowie pracujg w zespotach. Przy dwéch stotach
laboratoryjnych planuje sie umieszczenie stacji do filtrowania drobnoustrojow z badanych
ptynéw. Po uzyskaniu filtratbw z zawiesiny drozdzy kazdy uczen pracuje juz
samodzielnie. Samodzielnie tez wykonuje preparaty przyzyciowe, obliczajgc ilosc
komoérek drozdzy w prébie kontrolnej oraz filtratach, z wykorzystaniem hemocytometru
(komora Thoma). Wszystkie czynnosci wykonuje w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc
prowadzgcego oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla
ucznia.

Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykonacC zgodnie z informacjami i wskazowkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr 3 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwroci¢ uwage, czedo nie przeoczy¢, co pomingc ...)
Szczegolng uwage podczas wykonywania zadania nalezy zwrdciC na nastepujgce
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kwestie:

e szkietko przedmiotowe z wygrawerowang komorg Thoma odnajdujemy najpierw
stosujgc powiekszenie obiektywu 5x lub 10x, przy opuszczonym w dét aparacie
Abbego a nastepnie zmieniajgc obiektyw na 40x, podnosimy w gore aparat Abbego,

e za kazdym razem wprowadzamy materiat biologiczny na czyste szkietko przedmiotowe
za pomocg pipetki,

e szkietko przykrywkowe delikatnie i pod katem upuszczamy na krople zawiesiny,

e obserwujemy pod mikroskopem komorki drozdzy, przy powiekszeniu obiektywu 40x.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie wykonania zadania uczen powinien nie tylko opanowac technike sporzadzania
preparatu przyzyciowego w kropli sptaszczonej, czy nabra¢ wprawy w postugiwaniu sie
hemocytometrem, ale przede wszystkim na podstawie obserwacji ilosci zywych komorek
drozdzy w zawiesinie kontrolnej i filtratach (przez bibute filtracyjng i membrane) powinien
zaobserwowaC skuteczno$¢ dziatania filtracji, jako sposobu wyjatawiania produktow
ptynnych. Spostrzezenia i wnioski powinien tez zapisa¢ w Karcie pracy do zadania 3.
Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest nadzorowanie wykonywanych przez
ucznia czynnosci, wspieranie go, zachecanie do cierpliwej pracy podczas
przygotowywania preparatu oraz odnajdywania pod odpowiednim powiekszeniem
obiektywu komory Thoma. Nauczyciel powinien nadzorowaC prace ucznia, jednak
powinien unika¢ wykonywania pracy za niego. Rolg nauczyciela jest réwniez rozdanie
uczniom specjalnych szkietek przedmiotowych z wygrawerowang siatkg komory Thoma
oraz szkietek przykrywkowych, Kart pracy do zadania 3, a takze zebranie i
nadzorowanie wypetniania tych kart.

Zadanie 4.

Badanie skutecznosci pasteryzacji w zwalczaniu drobnoustrojow

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Pasteryzacja pozwala na czesSciowe wyjatawianie produktu. Stosowana jest czesto do
produktoéw spozywczych w celu przedtuzenia ich trwatosci przez zniszczenie wiekszosci
wegetatywnych form drobnoustrojow. Pasteryzacji poddaje sie mleko, $Smietane, lody,
soki owocowe, kompoty, przetwory miesne i wiele innych. Pasteryzacja, w zaleznosci od
rodzaju produktu, polega na krétszym Ilub dluzszym ogrzewaniu, najczesciej w
temperaturze 70 — 90°C. Czas ogrzewania moze by¢ tez rézny, np. 5 — 10 minut w
temperaturze okoto 70°C, moze wynosi¢ od kilku do kilkudziesieciu sekund w
temperaturze 80 — 90°C.

Uczniowie bedg badali skutecznos¢ pasteryzacji, sporzgdzajgc preparat przyzyciowy w
kropli sptaszczonej, z dodatkiem btekitu metylenowego i liczagc komérki w probie
kontrolnej przed pasteryzacjg oraz probach przetrzymywanych w tazni wodnej w
temperaturze okoto 80°C (5 i 15 minut).

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Nalezy przestrzegac czasu pasteryzacji oraz warunkow prowadzenia tego procesu.
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Inne trudnosci, ktére mogg pojawic¢ sie w trakcie wykonywania zadania wynika¢ mogg z:

¢ niedostatecznego opanowania przez ucznia podstaw teoretycznych dotyczgcych
zasady dziatania mikroskopu oraz stabego opanowania techniki mikroskopowania,

e braku starannosci podczas sporzgdzania preparatu przyzyciowego, barwionego w
kropli sptaszczonej,

e braku cierpliwosci, skupienia i opanowania ze strony ucznia podczas pracy z
mikroskopem.

Najlepszym rozwigzaniem pozostaje tutaj niezmiennie spokoj i cierpliwosé a takze

skupienie podczas zaje¢ i wspotpraca z prowadzgcym. Uczen powinien staraC sie

wykonywaé polecenia nauczyciela i nie wahac sie prosi¢ o pomoc w sytuacjach, kiedy

ma jakiekolwiek watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Proces pasteryzacji przeprowadzany w proboéwkach we wrzgcej tazni wodnej w czasie 5

i 15 minut, uczniowie przeprowadzajg wspélnie. Po wystudzeniu jednak préb, sg one

przenoszone na stanowiska (stoty laboratoryjne), przy ktoérych kazdy uczeh

samodzielnie wykonuje preparaty przyzyciowe, barwi je i liczy zywe oraz martwe

(niebieskie) komorki w probie kontrolnej oraz w prébach poddanych pasteryzacji.

Wszystkie czynnosci wykonuje w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc prowadzgcego

oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla ucznia.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji_nr_4 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czedo nie przeoczyé, co pomingg¢ ...)

Szczegblng uwage podczas wykonywania zadania nalezy zwréci¢ na nastepujgce

kwestie:

e za kazdym razem wprowadzamy materiat biologiczny na czyste szkietko
przedmiotowe za pomoca pipetki,

e barwnik nakrapiamy na krople zawiesiny drozdzy,

o szkietko przykrywkowe delikatnie i pod kgtem upuszczamy na krople zawiesiny i
barwnika,

e obserwujemy komorki drozdzy, stosujgc powiekszenie obiektywu 40x

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie wykonania zadania uczen powinien nie tylko opanowaé technike
sporzadzania preparatu przyzyciowego, barwionego w kropli sptaszczonej, ale przede
wszystkim na podstawie obserwacji ilosci zywych i martwych komédrek drozdzy w
zawiesinie kontrolnej bez pasteryzacji oraz w prébach przetrzymywanych w fazni wodnej
(5 minut i 15 minut) powinien okresli¢ skutecznos¢ dziatania wysokiej temperatury na
dane drobnoustroje. Swoje spostrzezenia i wnioski powinien tez zapisa¢ w karcie pracy
do zadania4.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest pomoc przy przenoszeniu na
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stanowiska prob poddanych pasteryzacji (5 i 15 minut) a takze instruowanie ucznia,
nadzorowanie wykonywanych przez niego czynno$ci, wspieranie go, zachecanie do
cierpliwej pracy podczas przygotowywania preparatu, barwienia oraz pracy przy
mikroskopie. Nauczyciel powinien nadzorowaé prace ucznia, jednak powinien unikaé
wykonywania pracy za niego. Rolg nauczyciela jest rowniez rozdanie uczniom szkietek
przedmiotowych oraz przykrywkowych, Kart pracy do zadania 4 a takze zebranie i
nadzorowanie wypetniania tych kart.

Zadanie 5.

Oznaczanie ogolnej ilosci bakterii w mleku pasteryzowanym metoda ptytkowa
Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Do liczenia komorek drobnoustrojéw, wyrostych na odpowiednich podtozach, czesto sg
wykorzystywane metody posredniego liczenia. Wykonuje sie posiew okreslonej objetosci
badanej proby na podfozu statym a po okresie inkubacji oblicza sie iloS¢ wyrostych
kolonii. Przyjmujac, ze z jednej komorki wyrasta jedna kolonia oblicza sie ilos¢ komorek
w 1cm?® lub 1g badanego produktu.

Metody te sg szybkie, lecz jednoczesnie obarczone btedem, wynikajgcym z tego, ze
skupienia kilku (nawet kilkudziesieciu) komorek dajg w efekcie wzrost jednej kolonii oraz
pozwalajg obliczy¢ wytgcznie ilosci zywych komorek, zdolnych do wzrostu w danej
temperaturze i na danym podtozu.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnosciami)

Praca w laboratorium mikrobiologicznym wymaga wiele cierpliwosci i skupienia.
Szczegblng uwage nalezy zwréci¢é na zachowanie sterylnych warunkéw i prace z
wigczonym palnikiem w czasie posiewu drobnoustrojéw, by nie doprowadzi¢ do zakazen
wtornych ale takze zachowac ostroznos¢, aby sie nie poparzy¢. Trudnoéci, na ktére
uczen moze natkng¢ sie podczas realizacji tego zadania mogg wynikac z braku wprawy
i doswiadczenia w wykonywaniu prac laboratoryjnych. Najlepszym rozwigzaniem
probleméw, pojawiajgcych sie podczas realizacji zadania bedzie przede wszystkim
skupienie sie podczas trwania zajecC oraz wspotpraca z prowadzgcym.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Uczniowie pracujg w zespotach i przygotowujg posiewy mleka nierozcienczonego i
rozcienczonego (1:10 oraz 1:100) metodg ptytek lanych. Przy kazdym stole
laboratoryjnym uczniowie otrzymujg zestaw 6 jatowych ptytek. Po okresie inkubacji
obliczajg ilos¢ wyrostych kolonii z ptytek przygotowanych wczesniej, przez innych
uczniow. Uczniowie pracujg w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc prowadzgcego
zajecia oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla ucznia.
Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykona¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr 5 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwroci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Szczegolng uwage podczas wykonywania zadania 3 nalezy zwrociC na nastepujgce
kwestie:
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e prace nalezy wykonywac przy wigczonym palniku gazowym,

* nalezy prawidtowo sporzadzié rozcienczenia badanej préby mleka (10™ i 10?),

e wprowadzajgc badany materiat a potem podtoze hodowlane do ptytki, nalezy za
kazdym razem wieczko ptytki uchylaC w jak najmniejszym stopniu, aby unikng¢
zakazen,

e w celu zmniejszenia btedu oznaczenia, mleko nierozcienczone i rozcienczone
posiewa sie na dwoch rownolegtych ptytkach.

e posiewy mleka wykonujemy metodg ptytek lanych tzn. najpierw wprowadzamy
badang probe mleka do ptytki a potem zalewamy jg rozpuszczonym podtozem,

e ruchem kolistym lub 6semki rozprowadzamy podtoze z prébg réwnomiernie w ptytce,

e po zestaleniu podtoza opisujemy swojg ptytke, podajgc wtasne inicjaty (nazwisko i
imie) i date posiewu,

e nalezy odstawi¢ ptytke do inkubacji w cieplarce, w temperaturze 32°C.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie pracy ucznia w ramach wykonywania zadania 5 oczekuje sie, ze uczen

opanuje technike posiewu drobnoustrojéw w ptytkach Petriego metodg ptytek lanych,

nabierze tez wprawy w sporzadzaniu rozciehczeh ptynnych produktow i wykorzysta te
do$wiadczenia do obliczenia ilosci drobnoustrojéw w 1 cm® mleka, metodg posrednia.

Oczekiwanym efektem pracy ucznia bedzie rowniez wypetnienie przez niego Karty pracy

do zadania 5. Wymiernym efektem jego pracy podczas realizacji zadania bedzie

mozliwos¢ wykonania zdje¢ za pomocg kamery mikroskopowej gotowych (po inkubaciji)
wyrostych kolonii drobnoustrojow. Zdjecia te uczeh bedzie mdgt zapisa¢ na dysku
przenosnym i wykorzystaC w prezentacji komputerowej wykonanej w programie

PowerPoint, w ramach jednego z kolejnych zadan.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia i

nadzorowanie wykonywanych przez niego czynnosci. Nauczyciel powinien stuzyc

uczniowi rada, i pomocg, dawac¢ wskazowki i zacheca¢ do dziatania. Rolg nauczyciela
jest rowniez przydzielanie uczniom jatowych ptytek Petriego, w ktérych bedg dokonywali
posiewu mleka oraz ptytek po inkubacji, z ktorymi uczen bedzie pracowat podczas
realizacji tego zadania. Nauczyciel powinien tez dopilnowaé, zeby po posiewie ptytki
trafity do cieplarki i byly inkubowane w temperaturze 32°C. Nadzoruje tez wypetnianie
przez uczniow Karty pracy do zadania 5.

Zadanie 6.

Badanie czystosci mikrobiologicznej surowcéw roslinnych (owocéw) i produktéw
spozywczych

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Surowce roslinne to owoce, warzywa i ziarno zbdz. Drobnoustroje wystepujg nie tylko na
ich powierzchni. Czasami wystepujg takze wewnatrz tkanki. Do zakazenia
drobnoustrojami moze dojs¢ poprzez blizny szyputkowe i mechaniczne uszkodzenia
skorki. W zdrowych optycznie jabtkach wykryto w komorach nasiennych Penicillium
ekspansum oraz niektére gatunki z rodzajéow Monilia i Mucor. W procesach
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przetwarzania surowcéw roslinnych duza czes¢ mikroflory zostaje usunieta przez mycie.
Jest sprawg oczywistg, ze warunki przerobowe surowcéw mogg ukierunkowaé rozwdj
poszczegoblnych grup fizjologicznych drobnoustrojow, przy czym jakiekolwiek zaburzenia
w technologii mogg sprzyjaCc rozwojowi niekorzystnej mikroflory. Wazna jest nie tylko
jakos¢, ale tez liczebnos¢ mikroflory wywotujgcej zepsucia surowcow lub produktow.
Produkty przetworzone tracg czes¢ naturalnych wiasciwosci i przez to stajg sie bardziej
podatne na zakazenia mikrobiologiczne. Mikroflora surowcéw roslinnych moze byc¢
przyczyng nie tylko zepsucia produktéw zywnosciowych, ale rowniez choréb u ludzi.
Psucie s$wiezych owocow powodowane jest najczesciej przez plesnie (Rhizopus,
Penicillium) i wiele innych. Nalezy tez sie liczy¢ z mozliwoscia nagromadzania
mykotoksyn, np. patuliny czy aflatoksyn, tworzonych przez gatunki plesni z rodzajow
Penicillium i Aspergillus.
Mikroflore powierzchniowg surowcow roslinnych mozna ocenic ilosciowo metodg zmywu
tamponem z waty, zwilzonym ptynem fizjologicznym, z ktérego pdzniej wyptukuje sie
drobnoustroje do okre$lonej ilosci ptynu. Uczniowie bedg sporzgdzali preparaty z ptynu
zawierajgcego wyptukane drobnoustroje ze skorki jabtek i bedg je barwili metodg
Grama, by mdc sie przyjrze¢ z bliska mikroflorze tak powszechnie lubianych owocow.
Barwienie ma na celu utatwienie obserwacji cech morfologicznych i diagnostycznych
komérek mikroorganizméw. W ramach zadania uczniowie przygotowujg preparat
utrwalany z mieszaniny bakterii, utrwalg go, zabarwig i oglgdng w mikroskopie przy
uzyciu imersiji.
Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie z
trudnos$ciami)
Podstawowe trudnosci, na ktére uczen moze natkng¢ sie podczas realizacji tego
zadania wynikajg z:
e niedostatecznego opanowania przez ucznia podstaw ze znajomosci budowy i
zasady dziatania mikroskopu oraz techniki mikroskopowania,
e braku podstaw teoretycznych dotyczgcych sposobu przygotowania preparatu
utrwalanego barwionego metodg Grama,
e braku starannosci i doktadnosci podczas sporzgdzania preparatu,
e naktadania zbyt duzej lub zbyt matej kropli olejku imersyjnego na preparat, co
utrudnia a nawet uniemozliwia znalezienie obrazu preparatu w mikroskopie,
e braku cierpliwos$ci, i opanowania ze strony ucznia podczas pracy z mikroskopem.

Najlepszym rozwigzaniem niezmiennie pozostaje tutaj witasciwe przygotowanie sie
ucznia do zajec, a takze skupienie podczas ich trwania i wspétpraca z prowadzgcym
zajecia. Uczen powinien stara¢ sie wykonywac polecenia nauczyciela i nie wahac sie
prosi¢ o pomoc w sytuacjach, kiedy ma jakiekolwiek watpliwo$ci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Kazdy uczen pracuje samodzielnie, samodzielnie wykonuje preparat, utrwala go i barwi
w oparciu o instruktaz, nadzoér i pomoc prowadzgcego ¢wiczenia oraz w oparciu o
informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla ucznia.

Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji nr 6 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.
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Wskazdwki dla ucznia (na co zwroci¢ uwage, czedo nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Szczegolng uwage podczas wykonywania tego zadania nalezy zwréci¢ na nastepujgce

kwestie:

% szkietko przedmiotowe, przed sporzgdzeniem rozmazu, nalezy opisacC rysujgc np.
litere lub strzatke, aby po barwieniu wiedzieé, z ktorej strony naniesliSmy materiat,

+ rozmaz na szkietku przedmiotowym nalezy robi¢ na tyle duzy, zeby mogt wyschngé w
jak najkrétszym czasie.

« rozmaz nalezy utrwali¢ poprzez kilkakrotne przesuniecie szkietka przedmiotowego

przez ptomien palnika, pamietajgc o tym, zeby szkietko bylo skierowane rozmazem

do gory; w przeciwnym razie mozna spaliC preparat.

nalezy przestrzegaC czasu i procedury barwienia — Kkolejnosci stosowania

poszczegolnych barwnikow i odczynnikow.

X/
L X4

++ po barwieniu preparat nalezy wysuszyc.

+« na preparat nalezy nanie$¢ krople olejku immersyjnego i oglagda¢ w mikroskopie pod
obiektywem powiekszajgcym 100 razy.

% zgodnie z definicjg imersji kropla olejku immersyjnego musi wypetnia¢ przestrzen
pomiedzy obiektywem, a preparatem, a wiec kropla olejku znajdujgca sie na szkietku
przedmiotowym musi dotyka¢ obiektywu,

+» kropla olejku imersyjnego nie powinna by¢ ani zbyt duza, ani zbyt mata, poniewaz
utrudnia to, a czasem wrecz uniemozliwia znalezienie obrazu preparatu w
mikroskopie,

+ znajdujgcy sie pod stolikiem mikroskopu aparat Abbego z kondensorem musi byc
podniesiony maksymalnie do gory podczas stosowania obiektywu powiekszajgcego
100 razy, po to zeby wtasciwie doswietli¢ obraz widziany w mikroskopie.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Wymiernym efektem pracy ucznia w efekcie realizacji zadania 6 bedzie okreslenie

czystoséci mikrobiologicznej surowca na przyktadzie jabtka, opanowanie w teorii i

praktyce metodyki barwienia metodg Grama oraz wypetnienie Karty pracy do zadania

6.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie wucznia |

nadzorowanie jego pracy podczas przygotowywania preparatu, podczas jego utrwalania

i barwienia oraz podczas pracy przy mikroskopie. Nauczyciel powinien nadzorowac

prace ucznia, jednak powinien unika¢ wykonywania pracy za niego. Nauczyciel powinien

stuzy¢ uczniowi radg i pomocg oraz powinien dawa¢ wskazowki pomagajgce w

wykonaniu zadania.

Rolg nauczyciela w tym zadaniu jest rowniez rozdanie uczniom szkietek

przedmiotowych, oraz Kart pracy do zadania 6, a takze zebranie i nadzorowanie

wypetniania tych kart.

Zadanie 7.

Obserwacja preparatow i hodowli drobnoustrojow przy uzyciu kamery
mikroskopowej oraz rejestracja obrazéw w komputerze i na przenosnym dysku
Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Obserwacje mikroskopowe pozwalajg stwierdzi¢ obecnos¢ drobnoustrojow w badanych
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prébach, jednak z punktu widzenia poznawczego i edukacyjnego, wazna jest réwniez
mozliwos¢ zapisu i obrébki obrazéw preparatéw mikroskopowych. Uczniowie bedg mieli
takg mozliwos¢ dzieki wykorzystaniu w laboratorium kamery mikroskopowej
umozliwiajgcej rejestracje obrazéw wykonanych preparatow i hodowli drobnoustrojow.
W pakiecie z kamerg znajduje sie program komputerowy, ktéry umozliwi uczniom
zapisanie obrazu preparatu na komputerze, a nastepnie na wtasnym dysku przenosnym,
co umozliwi wykorzystanie zapisanych zdje¢ w prezentacji przygotowywanej w
programie PowerPoint.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Nie przewiduje sie szczegdlnych trudnosci w trakcie wykonywania tego zadania. Mozna
wprawdzie napotka¢ na problemy ze strony samego programu komputerowego,
programu czy samej kamery, jednak sg to problemy natury technicznej i konstrukcyjnej,
niezalezne od ucznia czy nauczyciela.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

W laboratorium mikrobiologicznym znajduje sie jeden komputer wyposazony w kamere
mikroskopowg. Uczniowie pracujg w parach, w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc
prowadzgcego c¢wiczenia oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji
przygotowanej dla ucznia.

Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr_7 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwroci¢ uwage, czedgo nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Szczegolng uwage podczas wykonywania tego zadania nalezy zwrdci¢ na to, zeby
preparat w mikroskopie byt wtasciwie doswietlony i wyrazny, aby mozna byto uzyskac
zdjecie jak najlepszej jakosci, pozwalajgce na doktadng obserwacje szczegdtow
preparatu.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Wymiernym efektem pracy ucznia podczas realizacji zadania bedg wykonane, za
pomocg kamery, zdjecia sporzgdzanych preparatow, ktére uczen bedzie mogt zapisac
na dysku przenosnym, a nastepnie bedzie modgt wykorzysta¢ w przygotowywanej
prezentacji komputerowej, w programie PowerPoint.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego =zadania jest instruowanie ucznia i
nadzorowanie jego pracy przy mikroskopie, kamerze i komputerze. Nauczyciel powinien
nadzorowac prace ucznia, jednak powinien unika¢ wykonywania pracy za niego. Uczen
powinien mie¢ szanse wykazania sie samodzielnoscig i umiejetnoscig wykonywania
prostych zadan w komputerze, np. zapisywania danych na dysku przenosnym.
Nauczyciel powinien stuzyC¢ uczniowi radg i pomocg, powinien dawa¢ wskazowki
pomagajgce w wykonaniu zadania oraz powinien nadzorowac jego prace.
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Zadanie 8.

Przygotowanie prezentacji_ w_programie PowerPoint z wykonanych w_ramach
zaje¢ badan i obserwaciji oraz z wyciggnietych wnioskow

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Zadaniem wykonywanym w laboratorium komputerowym zwienczajgcym prace w
laboratorium mikrobiologicznym jest sporzgdzenie krétkiej prezentacji w programie
PowerPoint, w ktdrej uczniowie zamieszczajg najistotniejsze informacje zwigzane z
tematykg realizowanego projektu, zdjecia wykonanych samodzielnie preparatow i
posiewow drobnoustrojéw oraz spostrzezenia a takze wnioski wynikajgce z realizacji
tematu.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Realizacja tego zadania wymaga od ucznidow znajomosci podstaw programu
PowerPoint, ktéra pozwoli na stworzenie prezentacji stanowigcej podsumowanie
wykonanych badan, analiz i obserwacji. Trudnosci w czasie realizacji tego zadania
wynikaC moga przede wszystkim z niedostatecznej znajomosci przez ucznidw obstugi
komputera i programu PowerPoint, ktory bedzie niezbedny do prawidlowego wykonania
tego zadania.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Przy jednym mikroskopie znajduje sie jeden uczen, kazdy pracuje indywidualnie, w
oparciu o instruktaz, nadzor i pomoc prowadzgcego ¢wiczenia.

Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr_8 przygotowanej dla ucznidbw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwroci¢ uwage, czedo nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Ze wzgledu na to, ze czasu na wykonanie tego zadania jest stosunkowo niewiele, uczen
powinien przede wszystkim zwrdci¢ uwage na wtasciwe rozplanowanie sobie zadan, tak
zeby zdazyt wykona¢ zadanie w zatozonym czasie. Powinien sie skupi¢ na
wykonywanej pracy, wykonywac prezentacje samodzielnie i sam powinien szukac
rozwigzan i pomystow na zaprezentowanie zgromadzonego materiatu i wtasnej wiedzy.
W prezentacji uczen powinien skupic¢ sie przede wszystkim na wtasnych obserwacjach,
zdobytych podczas zaje¢ doswiadczeniach, spostrzezeniach i odczuciach.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Efektem pracy ucznia wykonanej w ramach tego zadania bedzie opracowanie wykonane
w programie PowerPoint, zawierajgce obserwacje, wyniki badan, zdjecia oraz wnioski
wynikajgce z zadan realizowanych na zajeciach laboratoryjnych.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia oraz
nadzorowanie wykonywanych przez niego zadan. Uczen powinien mie¢ szanse
wykazania sie samodzielnoscig i kreatywnoscig. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi
radg i pomocg podczas wykonywania prezentacji, powinien dawacC wskazowki,
stymulowac do dziatania, jednak nie powinien podsuwac gotowych rozwigzan.

Rolg nauczyciela jest rowniez zebranie wszystkich gotowych opracowan na jeden dysk
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przenosny w celu oceny pracy ucznia wykonanej podczas zajec.

Instrukcja - krok po kroku dla ucznia (w jezyku ucznia)

Instrukcja nr 1.
Instrukcja przygotowania podiozy do posiewu drobnoustrojdw w pilytce Petriego i posiew
bakterii Escherichia coli i Bacillus subtilis

+ Instrukcja wylewania poditozy do dwdch jatowych ptytek Petriego

- wyciggnij z metalowej puszki Schimmelbuscha dwie jatowe ptytki Petriego,

- chwyc¢ rekg w rekawicy, od spodu kolbe z gorgcym uptynnionym podtozem hodowlanym
(np. agar odzywczy, bulion z agarem),

- drugg rekg otwérz kolbe z podtozem wyciggajac z niej korek z waty w taki sposoéb, zeby
trzy palce tj. kciuk, palec wskazujgcy oraz srodkowy - pozostaty wolne,

- opal brzeg kolby (wylot), przesuwajgc go kilkakrotnie przez ptomien palnika,

- otworz ptytke Petriego, trzymajgc jej wierzchnig czes¢ pod katem, za pomocg trzech
wolnych palcow i opierajgc brzeg kolby o spodnig czes¢ ptytki napehij jg podtozem tak
by przykry¢ nim dno ptytki.

- zamknij ptytke Petriego i na stole laboratoryjnym ruchem kolistym, badz kreslgc osemki
(2 — 3 razy), rozprowadz rownomiernie podtoze w ptytce,

- pozostaw ptytke do zastygniecia podtoza,

- ponownie opal brzeg kolby z podtozem, przesuwajgc go kilkakrotnie przez ptomien

palnika,

- zamknij kolbe z podtozem korkiem z waty,

- odstaw kolbe z podtozem i zdejmij rekawice,

- w podobny sposob wlej podtoze do drugiej ptytki Petriego, zachowujgc podobnie jak przy
pierwszej, warunki jatowe przygotowania podtoza,

- odczekaj 10 — 15 minut, do catkowitego zestalenia podtozy w obu ptytkach,

- opisz ptytki, podajgc nastepujace dane na kazdej z nich:

e Pilytka nr 1 — E.c. — posiewane bedg bakterie nie wytwarzajgce przetrwalnikow fj.
Escherichia coli, data posiewu, inicjaty wykonujgcego posiew,

e Plytka nr 2 — B.s. - posiewane bedg bakterie wytwarzajgce przetrwalniki tj. Bacillus
subtilis, data posiewu, inicjaty wykonujacego posiew,

«+ Posiew bakterii Escherichia coli oraz Bacillus subtilis na zestalone podtoza

- za pomoca pipety pobierz z kolby 1cm? zawiesiny bakteryjnej Escherichia coli, wprowadz
ja do ptytki nr 1 i rozprowadz materiat przy pomocy gtaszczki po catej powierzchni
podtoza a nadmiar ptynu usun z ptytki,
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- podobnie postepuj z ptytka nr 2 pobierz z kolby 1cm?® zawiesiny bakteryjnej Bacillus
subtilis, wprowadz jg do ptytki nr 2 i rozprowadz materiat przy pomocy gtaszczki po catej
powierzchni podtoza a nadmiar ptynu usun z ptytki,

- zamknij ptytki i odstaw na stole laboratoryjnym.

Instrukcja nr 2.
Instrukcja wykonania oceny skutecznos$ci dziatania wybranych srodkéw dezynfekcyjnych
na bakterie Escherichia coli i Bacillus subtilis

<+ Wycinanie krgzkéw z bibuty (3-4 sztuki o Srednicy 1-2 cm

- Nasgczanie krgzkow, kazdego innym Srodkiem, sposrod: 3% H,O, incidur-Srodek
bakteriobojczy, octenisept- Srodek do przemywania i odkazania ran i alkohol (70% i
90%),

- Naktadanie krgzkéw na zastygte podtoza z materiatem biologicznym w ptytkach Petriego
nrl—E.c.inr2-B.s.

- Plytki inkubowaé 24 godziny w temperaturze 37°C,

- Po okresie inkubaciji okreslic w mm strefy zahamowania wzrostu bakterii wokot krgzkow i
porownac wrazliwos¢ badanych szczepow bakterii na rézne srodki dezynfekcyjne.

Wypefnij Karte pracy do zadania 2.

Instrukcja nr 3.
Instrukcja badania skutecznosci filtraciji, jako sposobu wyjatawiania produktéw ptynnych

Skutecznos¢ filtracji zawiesiny drozdzy jest badana poprzez obliczenie ilosci komorek
drozdzy w:
v’ zawiesinie wyjsciowej (bez filtracji), (kolba nr 1),
v’ filtracie - po przepuszczeniu zawiesiny przez bibute filtracyjng, (kolba nr 2),
v’ filtracie — po przepuszczeniu zawiesiny drozdzy przez filtr membranowy o porach
0,2 —-0,22 um, (kolba nr 3).

% Kolba nr 1 z zawiesing drozdzy jest probg kontrolng (wyjsciowg). Sporzadzamy
preparat drozdzy w kropli sptaszczonej i obliczamy ilos¢ komorek drozdzy w 1cm?®
ptynu, wykorzystujac do obliczen komore Thoma.

% Zawiesine drozdzy z kolby nr 1 przefiltrowac¢ przez sgczek z bibulg filtracyjng. W
tym celu nalezy wykorzysta¢ przygotowany zestaw filtracyjny na stanowisku i
przepusci¢ 100 cm® zawiesiny przez bibute. Z odbieralnika filtratu (kolba nr 2)
pobrac krople i wykona¢ preparat w kropli sptaszczonej a nastepnie wykorzystac
siatke komory Thoma do obliczen ilosci komérek drozdzy w tym filtracie.

« Zawiesine drozdzy (kolba nr 1) przefiltrowac¢ przez membrane filtracyjng o porach

0,2 — 0,22 pm. W tym celu do metalowego kubka, przygotowanego zestawu

filtracyjnego na stanowisku, wlej 50 cm?® zawiesiny z kolby nr 1 i przyciskiem pompy

wigcz filtrowanie. Po zakonczonej filtracji, wytgcz pompe, wyciggnij wtyczke z prgdu

i otworz odbieralnik z filtratem (kolba nr 3). Z odbieralnika filtratu pobierz krople i
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wykonaj preparat drozdzy w kropli sptaszczonej. Oblicz ilos¢ drobnoustrojéw w
1cm? filtratu (kolba nr 3) po zastosowaniu filtracji membranowe;.

Za kazdym razem do ustalenia ilosci komorek drozdzy wykorzystaj w obliczeniach siatke
komory Thoma.

Liczy sie ilos¢ komérek w 80 matych kwadratach (w kazdym kwadracie ilos¢ komérek
znajdujgcych sie wewnatrz pola plus potowa znajdujgcych sie na liniach) i oblicza srednig
przypadajgcg na jeden kwadrat.

Liczba komérek w 1 cm?® badanego ptynu (x) wynosi:
X=c-d-4000-1000
gdzie: c¢ — $rednia ilos¢ komorek przypadajgcych na jeden maty kwadrat,
d — rozcienczenie badanej proby.

Wyniki z obliczen wpisz w Karcie pracy do zadania 3.

Instrukcja nr 4.
Instrukcja badania skutecznosci pasteryzacji w zwalczaniu drobnoustrojéw

% Skuteczno$¢ pasteryzacji badamy przetrzymujac zawiesine drozdzy (5 cm®) w
probdwkach we wrzgcej tazni wodnej 5 minut i 15 minut.

- pobierz ze statywu dwie probdéwki i wprowadz po 5 cm?® zawiesiny drozdzy,
- wstaw jedng probdéwke do zlewki z czasem pasteryzacji 5 minut, a drugg do zlewki z
czasem pasteryzacji 15 minut,
- po zebraniu probéwek od wszystkich (4 stoty laboratoryjne), oba zestawy, wstaw do
wrzgcej tazni wodnej (aparat Kocha),
v’ czas pasteryzacji 5 minut:

- po 5 minutach wyciggnij z fazni wodnej jeden zestaw probdéwek,

- odstaw probéwki do wystygniecia,

- po ochtodzeniu zawiesiny w probéwkach wykonaj preparat drozdzy w kropli sptaszczonej
z dodatkiem btekitu metylenowego,

- zastosuj powiekszenie obiektywu najpierw 5 lub 10x a nastepnie odszukaj obraz
komoérek drozdzy, stosujgc powigekszenie obiektywu 40x,

- w 10 roéznych polach widzenia policz komérki zywe (niezabarwione) i martwe
(zabarwione na niebiesko),

v’ czas pasteryzacji 15 minut

- po 15 minutach wyciggnij z fazni wodnej drugi zestaw probowek,

- odstaw probowki do wystygniecia,

- po ochtodzeniu z zawiesiny drozdzy wykonaj preparat przyzyciowy w kropli sptaszczonej
z dodatkiem btekitu metylenowego,

- zastosuj powiekszenie obiektywu najpierw 5 lub 10x a nastepnie odszukaj obrazu
komoérek drozdzy stosujgc powiekszenie obiektywu 40x,

- w 10 réznych polach widzenia policz komérki zywe (niezabarwione) i martwe
(zabarwione na niebiesko),
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Oblicz procent komorek martwych drozdzy (zabarwionych na niebiesko) po 5 minutach i
15 minutach pasteryzacji.

Wyniki z obliczen zapisz w tabeli, w Karcie pracy do zadania 4

Instrukcja nr 5

Instrukcja oznaczania ogolnej ilosci bakterii w mleku pasteryzowanym metodg ptytkowg

- Mieko w opakowaniu dokfadnie wymieszaj przez 20 — 30 odwrdcen,

- Sporzadz dwa rozcienczenia mleka 107 i 107,

- Jalowg pipetg pobierz z kartonika 1cm® mleka i wprowadz do pierwszej probdwki z
9cm?® jatowej wody destylowanej,

- Doktadnie wymieszaj zawarto$¢ probowki przez kilkakrotne wcigganie i wypuszczanie
ptynu do probéwki, otrzymujesz rozcienczenie ptynu wyjsciowego 1:10 (102,

- Zapisz pisakiem na probowce to rozcienczenie,

- Druga jatowa pipetg pobierz 1cm® z pierwszego rozcienczenia i wprowadz do drugiej
probowki z 9 cm® wyjatowionej wody, wymieszaj zawarto$é probowki jak poprzednio,
wpuszczajgc i wypuszczajgc ptyn do probowki, otrzymujesz w ten sposob kolejne
rozcienczenie 1:100 (10?),

- Zapisz pisakiem na probowce to rozcienczenie,

- Z kazdego rozcienczenia pobierz jatowg pipeta po 1cm? roztworu i wprowadz na trzy
ptytki Petriego,

- Zalej ptytki agarem odzywczym ,

- Inkubuj w temperaturze 30°C, 72 godziny,

Oblicz ogdlng iloé¢ bakterii (X) w 1cm® badanego mleka, korzystajgc ze wzoru:
2C

X= d
(N1 +0,1-Ny)

gdzie:
X C - suma kolonii bakteryjnych we wszystkich ptytkach wybranych do liczenia,
N, - liczba ptytek pierwszego liczonego rozcienczenia,
N, - liczba plytek drugiego liczonego rozcienczenia,
d - wielko$¢ najnizszego rozcienczenia z dwdch rozcienczen wybranych do
analizy

Wszystkie obliczenia a takze wtasne uwagi i spostrzezenia zapisz w_Karcie pracy do
zadania 5.

Instrukcja nr 6.
Instrukcja badania czystosci mikrobiologicznej surowcow roslinnych (owocow) i produktéw
spozywczych
» Przygotowanie mieszaniny drobnoustrojéw ze skérki jabtek
- obierz cienko jabtko,
- skorke pokroj na waskie paski i wiéz do kolby o poj. 100 cm?,
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- wlej nastepnie do kolby ze skorkg 50 cm? jatowej wody,
- wstrzgsaj 5 razy po kilkanascie sekund kolbe ze skorkg i wodg, celem wymycia
drobnoustrojéw ze skorki,

> W celu identyfikacji drobnoustrojéw obecnych na skoérce jabtka wykonaj preparat
utrwalony i barwiony metodg Grama

- odtlusc¢ szkietko przedmiotowe poprzez kilkakrotne przesuniecie szkietka przez ptomien
palnika,

- na odttuszczone szkietko przedmiotowe nanies pipetg 1-2 krople mieszaniny bakterii,
- eze wyzarz w ptomieniu palnika i poczekaj chwile, az wystygnie,

- uzywajgc ezy wykonaj rozmaz kropli mieszaniny bakterii w srodkowej czesci szkietka
przedmiotowego,

- wysusz preparat w temperaturze pokojowej, a nastepnie utrwal termicznie przesuwajgc
szkietko kilkakrotnie przez ptomien palnika, skierowane rozmazem do géry(!),

- po ostygnieciu preparatu umie$¢ go na podstawce w zlewie i rozpocznij barwienie,

- na preparat nakrop barwnik podstawowy — roztwor fioletu krystalicznego — na ok. 2-3
minuty, a po uptywie tego czasu zlej barwnik,

- na preparat nakrop utrwalacz — ptyn Lugola — na ok. 1 minute, a po uptywie tego czasu
Zlej utrwalacz,

- preparat odbarwiaj kilkakrotnie nakrapiajgc i zlewajgc z jego powierzchni mieszanine
alkoholu z acetonem,

- preparat sptukaj doktadnie i bardzo delikatnie wodg

- na preparat nakrop barwnik kontrastowy — fuksyne lub safranine — na ok. 30 sekund, a
po uptywie tego czasu zlej barwnik,

- preparat sptukaj doktadnie i bardzo delikatnie woda,

- osusz preparat bardzo delikatnie bibutg.

- ogladaj w mikroskopie z uzyciem olejku immersyjnego (pod obiektywem powiekszajgcym
100-krotnie),

- na preparat nanies krople olejku imersyjnego,

- wtgcz mikroskop do gniazda pradu,

- za pomocg Sruby makrometrycznej opusé stolik mikroskopu w najnizsze potozenie,

- umiesc¢ przygotowany preparat bakteryjny w urzgdzeniu krzyzowym na stoliku,

- wtgcznikiem wigcz o$wietlenie mikroskopu,

- pokrettem potencjometru zwieksz oswietlenie,

- za pomocg urzgdzenia rewolwerowego z obiektywami ustaw obiektyw powiekszajgcy
100-krotnie (obiektyw imersyjny) w osi optycznej mikroskopu,

- stolik z preparatem podnie$ maksymalnie do gory, az do zetkniecia sie kropli olejku
imersyjnego znajdujgcego sie na preparacie z obiektywem; czynno$¢ te koniecznie
obserwuj na poziomie stolika, czyli patrzgc z boku, a nie w okular mikroskopu,
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- obserwujgc preparat przy tak duzym powiekszeniu (obiektyw 100x), aparat oswietlajgcy
Abbego podnie$s maksymalnie do gory, zeby jak najlepiej doswietli¢ preparat,

- patrzgc w okular upewnij sie, ze pole widzenia w mikroskopie jest jasne i wiasciwie
oswietlone, swiatto nie razi w oczy, a jednoczesnie dobrze oswietla pole widzenia w
mikroskopie; w razie koniecznosci dostosuj jasnos¢ obrazu do swojego oka za pomocg
pokretta potencjometru oraz aparatu Abbego,

- po ustawieniu stolika z preparatem, patrzac w okular bardzo powoli opuszczaj stolik z
preparatem za pomocg $ruby makrometrycznej, az do chwili znalezienia obrazu,

- jezeli obraz nie zostanie znaleziony, wéwczas nalezy podnies¢ stolik ponownie do gory i
ponownie, bardzo powoli opuszczac stolik z preparatem az do chwili uzyskania obrazu,

- nalezy pamietaC, ze obiektyw musi by¢ caty czas zanurzony w olejku imersyjnym
znajdujgcym sie na preparacie,

- za pomocg Sruby mikrometrycznej uzyskaj ostry obraz preparatu,
- skonsultuj otrzymany obraz z prowadzgcym zajecia,
- wypetnij Karte pracy do zadania 6.

Instrukcja nr 7.

Instrukcja obserwacji preparatow i hodowli drobnoustrojdw przy uzyciu kamery

mikroskopowej oraz rejestracji obrazow w komputerze i na przenosnym dysku

- w mikroskopie wyposazonym w kamere mikroskopowg ustaw pokretto potencjometru na
najmniejszy wskaznik jasnosci,

- za pomocg Sruby makrometrycznej opusc stolik mikroskopu w najnizsze potozenie,

- umiesc obserwowany obiekt (preparat) na stoliku mikroskopu,

- wigcznikiem witgcz oswietlenie mikroskopu,

- pokrettem potencjometru zwieksz oswietlenie,

- za pomocg urzgdzenia rewolwerowego z obiektywami ustaw obiektyw powiekszajgcy 5
— krotnie w osi optycznej mikroskopu,

- stolik z preparatem podnies maksymalnie do gory; czynnosc te koniecznie obserwuj na
poziomie stolika, czyli patrzgc z boku, a nie w okular mikroskopu,

- obserwujgc preparat (hodowle) przy matym powiekszeniu (obiektyw 5x), aparat
oswietlajgcy Abbego opus¢ maksymalnie w dét,

- po ustawieniu stolika z preparatem (hodowlg) uruchom program_Motic Images Plus 2.0,
klikajgc odpowiednig ikone na monitorze komputera,

- najedz kursorem na okienko uchwy¢ obraz i kliknij dwukrotnie,

- patrzgc w monitor komputera powoli opuszczaj stolik z preparatem za pomocg sruby
makrometrycznej, az do chwili znalezienia obrazu na monitorze komputera,

- jezeli obraz nie zostanie znaleziony, wowczas nalezy podnies¢ stolik ponownie do gory i
ponownie, powoli opuszczac stolik z preparatem, az do chwili uzyskania obrazu,

- za pomocg sruby mikrometrycznej uzyskaj ostry obraz preparatu (hodowli),

- kliknij ikone zaawansowane ustawienia, znajdujgca sie w lewej gornej czesci ekranu,

- na dole wyswietlajgcej sie listy kliknij polecenie szybkiej kalibracji One-Click Calibration,
upewniajgc sie, ze w okienku obok wyswietla sie stowo Biological, oznaczajgce
kalibracje preparatdéw biologicznych,

- kliknij ikone aparatu fotograficznego, znajdujgca sie w lewej gérnej czesci ekranu,
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- kliknij polecenie przechwyt,
- nazwij zdjecie i zapisz, jako plik na swoim przenosnym dysku,

Instrukcja nr 8.
Instrukcia wykonania prezentacji komputerowe] w_programie PowerPoint zatytutowanej
.Czystosé mikrobiologiczna 2zywnosci,” podsumowujgcej zadania i obserwacije
wykonane w ramach projektu

Na podstawie zadan wykonywanych w laboratorium mikrobiologicznym nalezy
przygotowaé prezentacje podsumowujgcg projekt. W prezentacji powinny znalez¢ sie
zdjecia wykonanych hodowli na poditozach statych w ptytkach Petriego oraz obserwacje,
wnioski i wtasne spostrzezenia uczniow podczas ¢wiczen. Przy realizacji prezentacji
pozostawia sie uczniom duzg dowolno$¢ i swobode w sposobie jej wykonania. Kazda
prezentacja powinna by¢ indywidualnym opracowaniem, zaréwno pod wzgledem tresci,
jak i formy, ktéra pokaze tworczy charakter ucznia, jego indywidualnosé, zaangazowanie w
realizowane zadania oraz indywidualne podejscie do prezentowanego zagadnienia. W
zwigzku z tym, podczas przygotowywania prezentacji uczeh powinien skupi¢ sie przede
wszystkim na wiasnych obserwacjach, zdobytych podczas zaje¢ i spostrzezeniach w
trakcie wykonywania doswiadczen a znacznie mniej na wiedzy ksigzkowej i teoretyczne.

Czas na realizacje tego zadania jest stosunkowo krotki, dlatego nalezy wtasciwie
roztozy¢ sity i zaplanowac realizacje poszczegodinych elementdéw prezentacji, aby zmiescié
sie w wymaganym czasie.

Karta pracy do zadania 2.
Karta pracy do zadania 3.
Karta pracy do zadania 4.
Karta pracy do zadania 5.
Karta pracy do zadania 6.
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