3.8. Stanovení proteolytických a lipolytických mikroorganismů

Řada mikroorganismů produkuje do prostředí exoenzymy schopné rozkládat základní složky potravin, zejména bílkoviny a tuk, působit zhoršení organoleptických vlastností a kažení výrobků. Proteolytické a lipolytické druhy mikroorganismů se nachází jak mezi psychrotrofními, mezofilními, termorezistentními, termofilními i obligátně anaerobními skupinami mikroorganismů.

Pro stanovení proteolytických a lipolytických mikroorganismů se používají elektivní půdy, na kterých rostou i jiné druhy mikroorganismů, ale netvoří typické kolonie. Pro stanovení proteolytických mikroorganismů se používají půdy s přídavkem bílkovin (např. odstředěné mléko, želatina), pro stanovení lipolytických mikroorganismů půdy s přídavkem tuků (např. Tweenu).

3.8.1. Stanovení počtu proteolytických mikroorganismů

3.8.1.1. Princip metody

Proteolytické mikroorganismy produkují enzymy, které rozkládají bílkoviny přidané do živného média a vytvářejí okolo kolonií zónu projasnění. Určený objem tekutého vzorku, výchozí suspenze u ostatních vzorků a jejich desetinásobných ředění se roztírá na agarovou živnou půdou v Petriho miskách, např. agar s odstředěným mlékem (MO agar). Inokulované plotny se inkubují aerobně při 30 °C po dobu 72 hodin. Stanoví se počet mikroorganismů v 1 ml nebo 1 g vzorku z počtu kolonií vyrostlých na vybraných miskách.

3.8.1.2. Postup metody

· Odebereme zkušební vzorek a připravíme výchozí ředění a tolik dalších desetinásobných ředění, aby bylo možno stanovit předpokládaný počet mikroorganismů.

· Tekutý vzorek či výchozí suspenzi ostatních vzorků a jejich desetinásobná ředění očkujeme roztěrem na povrch MO agaru v Petriho miskách, a to vždy jinou sterilní pipetou po 0,2 ml souběžně na dvě řádně označené misky. Doba mezi ukončením přípravy výchozí suspenze a okamžikem, kdy se inokulum roztírá na půdu, nesmí překročit 15 minut.

· Inokulované misky necháme zaschnout po dobu asi 15 minut při laboratorní teplotě, následně je obrátíme dnem vzhůru a inkubujeme aerobně v termostatu při teplotě 30 °C po dobu 72 hodin.

· Alternativní metoda: Pro stanovení proteolytických mikroorganismů lze použít také agar s želatinou. Po ukončení inkubace převrstvíme agar 5 – 10 ml kyselého roztoku chloridu rtuťnatého. Během jedné minuty se kolem kolonií proteolytických mikroorganismů objeví zóna želatinolýzy (projasnění) zatímco zbylé médium zbělá.

3.8.1.3. Hodnocení výsledků

Po ukončení inkubace spočítáme na každé misce kolonie, kolem kterých se vytvořila zóna projasnění. Pro výpočet použijeme misky obsahující 10 – 150 kolonií ve dvou po sobě jdoucích ředěních. Počet proteolytických mikroorganismů vyjádříme jako počet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

3.8.2. Stanovení počtu lipolytických a proteolytických mikroorganismů

3.8.2.1. Princip metody

Lipolytické mikroorganismy produkují lipázy hydrolyzující tuk, což se vizuálně projeví vytvoření zóny precipitace okolo kolonií. Určený objem tekutého vzorku, výchozí suspenze u ostatních vzorků a jejich desetinásobných ředění se roztírá na agarovou živnou půdou v Petriho miskách, např. agar s želatinou a Tweenem (TW agar). Inokulované plotny se inkubují aerobně při 30 °C po dobu 72 hodin. Stanoví se zvlášť počet proteolytických a lipolytických mikroorganismů v 1 ml nebo 1 g vzorku z počtu kolonií vyrostlých na vybraných miskách.

3.8.2.2. Postup metody

· Odebereme zkušební vzorek a připravíme výchozí ředění a tolik dalších desetinásobných ředění, aby bylo možno stanovit předpokládaný počet mikroorganismů.

· Tekutý vzorek či výchozí suspenzi ostatních vzorků a jejich desetinásobná ředění očkujeme roztěrem na povrch TW agaru v Petriho miskách, a to vždy jinou sterilní pipetou po 0,2 ml souběžně na dvě řádně označené misky. Doba mezi ukončením přípravy výchozí suspenze a okamžikem, kdy se inokulum roztírá na půdu, nesmí překročit 15 minut.

· Inokulované misky necháme zaschnout po dobu asi 15 minut při laboratorní teplotě, následně je obrátíme dnem vzhůru a inkubujeme aerobně v termostatu při teplotě 30 °C po dobu 72 hodin.

3.8.2.3. Hodnocení výsledků

Po ukončení inkubace spočítáme nejprve kolonie lipolytických mikroorganismů, které jsou obklopeny zónou precipitace. Poté převrstvíme povrch agaru kyselým roztokem chloridu rtuťnatého a spočítáme kolonie proteolytických mikroorganismů, kolem kterých se objeví zóna projasnění. Pro výpočet použijeme misky obsahující 10 – 150 kolonií ve dvou po sobě jdoucích ředěních. Zvlášť vyjádříme počet lipolytických a zvlášť počet proteolytických mikroorganismů jako počet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

