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ТРЕБОВАНИЯ К РЕЗУЛЬТАТАМ ОБУЧЕНИЯ 
по ОП. 04. Микробиология, санитария и гигиена в пищевом производстве
С целью овладения указанным видом профессиональной деятельности и соответствующими профессиональными компетенциями обучающийся в ходе освоения профессионального модуля должен:

знать:

- основные понятия и термины микробиологии;

- классификацию микроорганизмов;

- морфологию и физиологию основных групп микроорганизмов;

- генетическую и химическую основы наследственности и формы 

  изменчивости микроорганизмов;

- роль микроорганизмов в круговороте веществ в природе;

- характеристики микрофлоры почвы, воды и воздуха;

- особенности сапрофитных и патогенных микроорганизмов;

- основные пищевые инфекции и пищевые отравления;

- возможные источники микробиологического загрязнения в пищевом 

  производстве, условия их развития;

- методы предотвращения порчи сырья и готовой продукции;

- схему микробиологического контроля;

- санитарно-технологические требования к помещениям, оборудованию,  

   инвентарю, одежде;

- правила личной гигиены работников пищевых производств.

уметь:

- работать с лабораторным оборудованием;

- определять основные группы микроорганизмов;

- проводить микробиологические исследования и давать оценку полученным 

  результатам;

- соблюдать санитарно-гигиенические требования в условиях пищевого 

 производства;

- производить санитарную обработку оборудования и инвентаря;

- осуществлять микробиологический контроль пищевого производства.

Профессиональные (ПК) и общие (ОК) компетенции

ПК 1.1. Организовывать и производить приемку сырья.

ПК 1.2. Контролировать качество поступившего сырья.

ПК 1.3. Организовывать и осуществлять хранение сырья.

ПК 1.4. Организовывать и осуществлять подготовку сырья к переработке.

ПК 2.1. Контролировать соблюдение требований к сырью при производстве хлеба и хлебобулочных изделий.

ПК 2.2. Организовывать и осуществлять технологический процесс изготовления полуфабрикатов при производстве хлеба и хлебобулочных изделий.

ПК 2.3. Организовывать и осуществлять технологический процесс производства хлеба и хлебобулочных изделий.

ПК 2.4. Обеспечивать эксплуатацию технологического оборудования хлебопекарного производства.

ПК 3.1. Контролировать соблюдение требований к сырью при производстве кондитерских изделий.

ПК 3.2. Организовывать и осуществлять технологический процесс производства сахаристых кондитерских изделий.

ПК 3.3. Организовывать и осуществлять технологический процесс производства мучных кондитерских изделий.

ПК 3.4. Обеспечивать эксплуатацию технологического оборудования при производстве кондитерских изделий.

ПК 4.1. Контролировать соблюдение требований к качеству сырья при производстве различных видов макаронных изделий.

ПК 4.2. Организовывать и осуществлять технологический процесс производства различных видов макаронных изделий.

ПК 4.3. Обеспечивать эксплуатацию технологического оборудования при производстве различных видов макаронных изделий.

ПК 5.1. Участвовать в планировании основных показателей производства.

ПК 5.2. Планировать выполнение работ исполнителями.

ПК 5.3. Организовывать работу трудового коллектива.

ПК 5.4. Контролировать ход и оценивать результаты выполнения работ исполнителями.

ПК 5.5. Вести утвержденную учетно-отчетную документацию.
ОК 1. Понимать сущность и социальную значимость своей будущей профессии, проявлять к ней устойчивый интерес. 

ОК 2. Организовывать собственную деятельность, выбирать типовые методы и способы выполнения профессиональных задач, оценивать их эффективность и качество.

ОК 3. Принимать решения в стандартных и нестандартных ситуациях и нести за них ответственность.

ОК 4. Осуществлять поиск и использование информации, необходимой для эффективного выполнения профессиональных задач, профессионального и личностного развития. 

ОК 5. Использовать информационно-коммуникационные технологии в профессиональной деятельности.

ОК 6. Работать в коллективе и команде, эффективно общаться с коллегами, руководством, потребителями.

ОК 7. Брать на себя ответственность за работу членов команды (подчиненных), результат выполнения заданий.

ОК 8. Самостоятельно определять задачи профессионального и личностного развития, заниматься самообразованием, осознанно планировать повышение квалификации.

ОК 9. Ориентироваться в условиях частой смены технологий в профессиональной деятельности.

Критерии оценки: 

	Оценка
	Критерии

	«Отлично»
	Оценку «отлично» заслуживает обучающийся, обнаруживший всесторонние, систематические и глубокие знания теоретического материала, в соответствии с требованиями профессиональной образовательной программы, выполнивший полностью практическую (лабораторную) работу. Допускаются единичные несущественные ошибки, самостоятельно исправленные студентом.

	«Хорошо»
	Оценку «хорошо» заслуживает обучающийся, обнаруживший полное знание программного материала, умеющий пользоваться нормативной и справочной документацией, успешно выполнивший предусмотренные практические задания, допустивший неточности при выполнении практической (лабораторной) работы. Допускаются отдельные несущественные ошибки, исправленные студентом после указания на них.

	«Удовлетворительно»
	Оценку «удовлетворительно» заслуживает обучающийся, обнаруживший неполные знания программного материала, но умеющий пользоваться нормативной и справочной документацией, допустивший ошибки в выполнении практической (лабораторной) работы. Допускаются отдельные существенные ошибки, исправленные с помощью преподавателя.

	«Неудовлетворительно»
	Оценка «неудовлетворительно» выставляется обучающемуся, имеющему пробелы в знаниях программного материала по профессиональной образовательной программе, допустившему существенные ошибки в выполнении практических заданий или не выполнивший их.


ПЕРЕЧЕНЬ ЛАБОРАТОРНЫХ ЗАНЯТИЙ
по ОП.04 Микробиология, санитария и гигиена в пищевом производстве

	№
	Наименование работы
	Объем часов

	1
	Лабораторное занятие №1. Оборудование микробиологической лаборатории. Освоение техники микрокопирования.
	2

	2
	Лабораторное занятие №2. Изучение морфологических признаков бактерий. Методика приготовления фиксированных препаратов.
	2

	3
	Лабораторное занятие № 3. Изучение морфологических признаков грибов.
	2

	4
	Лабораторное занятие №4. Изучение морфологических признаков дрожжей.
	2

	5
	Лабораторное занятие №5. Приготовление питательных сред
	2

	6
	Лабораторное занятие № 6. Методика посева и пересева.
	2

	7
	Лабораторное занятие №7 Анализ микрофлоры воздуха, воды
	2

	8
	Лабораторное занятие №8 Методика определения микробиологической чистоты оборудования, рук персонала
	2

	ИТОГО:
	16 


ПОРЯДОК ВЫПОЛНЕНИЯ ЛАБОРАТОРНЫХ ЗАНЯТИЙ
по ОП.04 Микробиология, санитария и гигиена в пищевом производстве

ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 1

«Изучение правил поведения в лаборатории. Оборудование лаборатории. Освоение техники микроскопирования»
Цель работы:
- изучить правила поведения в лаборатории;
- изучить устройство микроскопа;
- освоить технику микроскопирования.
Приборы и материалы: микроскоп «Биолам Р-11», посуда, вспомогательные материалы.
Студент должен знать:
- правила поведения в лаборатории;
- правила техники безопасности;
- оборудование микробиологической лаборатории;
- устройство микроскопа;
- правила микроскопирования;
- вправила ухода за микроскопом.
Студент должен уметь:
- работать с оборудованием микробиологической лаборатории;
- пользоваться микроскопом.
Ход урока:
1. Инструктаж по технике безопасности.
2. Проведение лабораторной работы.
Вопросы к защите:
1. Основное и вспомогательное оборудование микробиологической лаборатории.
2. Механическая часть микроскопа.
3. Осветительная часть микроскопа.
4. Оптическая часть микроскопа.
5. Правила микроскопирования.
6. Ошибки микроскопирования.
7. Уход за микроскопом.
ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Правила поведения в лаборатории, правила ТБ
1) В помещении микробиологической лаборатории поддерживается чистота и порядок. На столе не должно быть лишних предметов, мешающих работе. Все работы проводятся в специальной одежде.
2) Студент несет ответственность за приборы, которыми пользуется на лабораторных занятиях.
3) У каждого студента свое рабочее место.
4) Перед началом работы следует ознакомиться с заданием по методическому руководству.
5) По ходу работы в тетради делаются записи и зарисовки наблюдений.
6) Все инструменты в процессе работы, соприкасающиеся с микроорганизмами, по мере использования опускаются в сосуды с дезинфицирующей жидкостью. Микробиологические петли и иглы прокаливаются в пламени спиртовки.
7) В конце работы рабочее место необходимо привести в порядок и вымыть руки.
2. Оборудование лаборатории
1) В лабораториях предприятий пищевой промышленности используются световые микроскопы марки «Биолам Р-11» (ОАО «Ломо»).
2) Автоклав - прибор для уничтожения микроорганизмов под действием высокого давления и температуры, используется для стерилизации посуды и т.д.
3) Термостат - это оборудование для поддержания постоянной определенной температуры с целью выращивания микроорганизмов.

4) Стерилизатор – оборудование, которое в зависимости от рабочей температуры может выполнять две функции: выращивания и уничтожения микроорганизмов.
4) Посуда: чашки Петри, пробирки, колбы, пипетки и т.д.
5) Вспомогательное оборудование - штативы, микробиологические петли, иглы, спиртовки, пинцеты и т.д.
6) Химические реактивы:
а) для приготовления питательных сред;
б) красители - они необходимы, т.к. большинство микроорганизмов являются бесцветными.
3.Устройство микроскопа
Микроскоп - это сложный оптический прибор, состоящий из трех основных частей: механической, осветительной, оптической.
Механическая часть:
1) основание (опора, подставка, станина);
2) тубус - зрительная трубка;
3) тубусодержатель;
4) предметный столик с зажимами и предметным стеклом;
5) револьвер - вращается вокруг своей оси, на револьвере установлены объективы;
6) макровинт - служит для грубой установки фокуса, имеет большой шаг резьбы, т.е. незначительный поворот макровинта приводит к заметному перемещению тубуса.
7) микровинт - служит для точной установки фокуса, имеет малый шаг резьбы, т.е. поворот микровинта приводит к незаметному перемещению тубуса.
Осветительная часть:
1) зеркало двустороннее - с одной стороны прямое, с другой стороны вогнутое. Зеркало ловит параллельные лучи света и отражает их в сторону препарата.
2) Конденсор - состоит из двух линз, собирает параллельные лучи света в пучок.
3) Диафрагма - расширяя или сужая отверстия диафрагмы, лаборант улучшает контрастность.
4) Осветитель - используется для дополнительного освещения. Оптическая часть:
1) Окуляр - состоит из двух линз, дает увеличения: 7х, 10х, 15х.
      2) Объектив - располагается на револьвере. Это наиболее сложная и важная деталь микроскопа, представляет из себя систему линз. Объектив дает увеличение: 8х (9х), 40х - «сухой» объектив, 90х - иммерсионный объектив.
 Общее увеличение микроскопа

	Окуляр
	
	Объектив

	
	8х
	40х
	90х

	7х
	56
	280
	630

	10х
	80
	400
	900

	15х
	120
	600
	1350


4.Правила микроскопирования
1)  Поднять конденсор и открыть диафрагму;
2) Установить «сухой» объектив 8х и при помощи зеркала найти максимальную освещенность;
3) На предметный столик поместить предметное стекло с препаратом. Стекло закрепляется зажимами.
4) Во время работы можно сменить объектив, вращая револьвер. При установке объектива в гнездо ощущается характерный щелчок.
5) При работе с иммерсией на препарат наносится небольшая капля иммерсионного масла (кедрового или вазелинового, т.к. у них показатель преломления такой же, как у стекла).
6) Под контролем зрения сбоку опускается объектив:
а) объектив 8х опускается до высоты 1см;
б) объектив 40х опускается так, чтобы между линзой объектива и препаратом остался едва заметный просвет;
в) объектив 90х опускается в каплю иммерсионного масла;
7) Глядя в окуляр, необходимо  медленно вращать макровинт на себя, до тех пор, пока не появится изображение;
8) При помощи микровинта улучшается качество изображения;
9) При необходимости с помощью зеркала можно улучшить освещенность;
10) Микроскопировать рекомендуется двумя открытыми глазами;
11) Микроскоп дает обратное изображение, т.е. перевернутое по отношению к препарату.
5.Ошибки микроскопирования
1) Опущен конденсор, закрыта диафрагма - изображения не будет.
2) Нерабочее положение объектива - не будет освещенности.
3) Незакрепленный препарат - при работе с иммерсией стекло приподнимается вместе с объективом, т.к. может прилипнуть к маслу. Затем стекло падает.
4) Перевернутый препарат - изображения не будет.
5) Незакрепленный в гнезде объектив - будет искаженное изображение.
6) Гигантская капля масла - капля растекается по стеклу, это приводит к увеличению расхода масла и затратам времени.
7) Опускается объектив без контроля зрения сбоку - объектив может упереться в предметное стекло, при этом испортится препарат, предметное стекло и может повредиться линза объектива. На линзе имеется противоударное устройство. Однако при длительной и неправильной эксплуатации может произойти порча линзы, появляется помутнение.
8) Быстрое вращение макровинта - изображение может промелькнуть и исчезнуть. Если изображение промелькнуло, то нельзя, глядя в окуляр, искать изображение, вращая макровинт от себя. Микроскопирование нужно проводить сначала.
9) Микроскопирование одним глазом портит зрение.
6.Уход за микроскопом 
1) Микроскоп - дорогой прибор, требует бережного отношения. Микроскоп нужно хранить в месте, защищенном от пыли, света, влаги, тепла.
2) Микроскоп берут со стола, переносят с места на место и ставят на стол двумя руками, плавными движениями, избегая резких толчков, т.к. может сорваться резьба винтов.
3) В конце работы с объектива необходимо удалить остатки масла, для этого к объективу прикладывается салфетка. Нельзя объектив тереть салфеткой, т.к. может поцарапаться линза.
4) Нельзя разбирать микроскоп.
5) Нельзя протирать предметное стекло и окуляр салфеткой или халатом.
6) В конце работы необходимо опустить конденсор, закрыть диафрагму и установить объективы в нерабочее положение.
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 2
«Изучение морфологических признаков бактерий. Методика приготовления фиксированных препаратов»
Цель работы:
- изучить методику приготовления фиксированных препаратов микроорганизмов;
- изучить морфологические особенности и форму бактерий;
- закрепить технику микроскопирования.
Приборы и материалы: микроскоп, штатив, красители, кюветы, микробиологические петли, иглы, пробирки, спиртовка, спирт, раствор Люголя, колбы, химические стаканы, фильтровальная бумага, пинцеты.
Студент должен знать:
· морфологические особенности бактерий;
· форму и подвижность бактерий;

· способы размножения бактерий; 

· классификацию бактерий.
Студент должен уметь:
- приготовить мазок;
- провести высушивание препарата;
- провести фиксацию препарата;
- провести окраску препарата;
- провести микроскопирование сухим и иммерсионным объективами. 
Ход урока:
1. Защита работы № 1.
2. Закрепление теоретического материала.
3. Проведение лабораторной работы.
4. Микроскопирование.
5. Зарисовки результатов.
Вопросы к защите:
1. Что такое фиксированные препараты?
2. Преимущества фиксированных препаратов.
3. Этапы приготовления фиксированных препаратов.
4. Способы окраски.
5. Окраска по Граму.
6. Форма бактерий.
7. Подвижность бактерий.
8. Способность к спорообразованию.
ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Изучить форму бактерий.
2. Изучить методику приготовления фиксированных препаратов.
Фиксированными считаются клетки микроорганизмов, в которых прерваны жизненные процессы, но полностью сохранена структура. Фиксированные препараты используют при изучении строения клетки, формы, размеров. Фиксацию проводят для того, чтобы умертвить клетки и плотно прикрепить их к стеклу. В результате чего:
 а) они не смываются при последующих операциях;
 б) улучшается окрашивание, т.к. мертвые клетки более проницаемы для красителей; 
в) препарат может храниться определенное время.
 Фиксированные препараты можно рассматривать с иммерсией. Приготовление фиксированного препарата состоит из следующих этапов:
а) Приготовление мазка:
- на предметное стекло нанести каплю воды;
- зажечь спиртовку;
- в левой руке - пробирка, в правой руке - микробиологическая петля;
- петлю прокалить в пламени спиртовки;
     - ватно-марлевую пробку вынуть из пробирки, зажав мизинцем и  ладонью правой руки;

- остывшую петлю ввести в пробирку и взять культуру (микробную массу);
- снять поверхностный слой, не задевая питательной среды;
- перенести культуру в каплю, сделать мазок;
- слегка обжечь края пробирки, пробки и закрыть пробирку;
- петлю прокалить (сжечь остатки микроорганизмов).
б) Высушивание.
Высушивание проводится на воздухе при комнатной температуре или в потоке теплого воздуха над пламенем спиртовки.
в) Фиксация.
Препарат мазком вверх 3-5 раз пронести через наиболее горячую часть пламени спиртовки. Предметное стекло с мазком находится в пламени 2-3 секунды. Проверить по руке: возникает ощущение легкого терпимого жжения. Более длительная термическая фиксация может изменить форму, структуру клетки.
г) Окраска.
д) Микроскопирование.
3. Методы окраски.
Существуют различные классификации окраски. Например, окраску различают: 

- простая окраска - применяют один краситель;
· сложная окраска - два и более красителя. 

Окраску различают:
- позитивная - на белом фоне окрашенные мертвые клетки;
- негативные - на темном фоне бесцветные живые клетки. Наиболее распространенная в микробиологии окраска по Граму. Окраска по Граму относится к серии позитивных сложных окрасок. Окраска по Граму выполняется следующим образом:
- на фиксированный препарат накладывают фильтровальную бумагу, пропитанную генцианвиолетом (генциан фиолетовый), смоченную в воде, на 1-2 мин (или используют раствор генцианвиалета);
- сбрасывают бумагу и наносят раствор Люголя на 1-2 мин, чтобы исключить излишнее обесцвечивание клеток;
- сливают раствор Люголя и наносят 1 каплю спирта на 30-60 секунд;
- промывают водой;
- накладывают бумажку, пропитанную фуксином, смоченную водой, на 1-2 мин;
- убирают бумажку, промывают водой препарат, проводят высушивание и микроскопирование.
Грамположительные микроорганизмы - это такие микробные клетки, у которых  фиолетовая окраска  генцианвиолета сохраняется после обработки спиртом,  и не впитывается малиновая окраска фуксина.
Грамотрицательные микроорганизмы - это клетки, у которых фиолетовая окраска генцианвиолета после обработки спиртом обесцвечивается и они приобретают малиновую окраску по фуксину.
4. Проведение микроскопирования, зарисовка наблюдений.
а) 






б)

в) 






г)
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 3

«Изучение морфологических признаков
мицелиальных грибов»
Цель работы:
изучить строение мицелия и органы спороношения плесневых грибов.
Приборы и материалы: микроскоп, препараты микроорганизмов.
Студент должен знать:
- строение клетки и мицелия грибов;
- способы размножения грибов;
- классификацию грибов;
- культуральные признаки отдельных родов.
Студент должен уметь:
- различать септированный и несептированный мицелий;
- различать органы спороношения грибов.
Ход урока:
1. Защита лабораторной работы № 2.
2. Закрепление теоретического материала.
3. Проведение лабораторной работы.
4. Микроскопирование.
5. Зарисовка наблюдений.
Вопросы к защите:
1) Что такое гифы, мицелий?
2) Классификация мицелия.
3) Отличия в строении клетки грибов от бактериальной клетки.

ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Основные признаки грибов
Грибы объединяют большую группу эукариотных организмов. Большинство видов мицелиальных грибов имеют тело в виде скопления нитей (гифов). Скопление нитей называется грибницей или мицелием. Мицелий представляет собой сильноразветвленную систему гифов. Мицелий бывает:
- септированный;
- несептированный.
Диаметр гифов 5-50 мкм. Гифы бывают длинными и могут быть видны невооруженным глазом.
При росте на питательных средах мицелий различают:
- поверхностный (воздушный, плодоносящий);
- погруженный (субстрактный, вегетативный).
Вегетативный мицелий большинства видов не окрашен. Пигментирован обычно только плодоносящий слой, по мере плодоношения колонии могут приобретать различную окраску (желтую, зеленую, черную, розовую и т.д.).
2. Порядок проведения работы
Колонию плесневых грибов, выращенных на питательной среде, можно рассматривать непосредственно в чашках Петри. При этом не нарушаются органы спороношения и хорошо различимы даже при небольшом увеличении. Для микроскопирования необходимо поставить чашку Петри на предметный столик. Наблюдая сбоку, отпустить тубус на расстояние около 10 мм от чашки, смотря в окуляр поднимать тубус до появления изображения. Найти органы спороношения.
Рассмотреть грибы вида Мисог (головчатая плесень), Aspergillus (булавовидная плесень), Penicillium (кистевидная плесень).
В рабочей тетради сделать зарисовки.
3. Культуральые признаки
Мuсог

Мицелий  несептированный, одноклеточный.
Органы спороношения - спорангии на спорангиеносцах. Спорангиеносцы отрастают от грибницы одиночно. Спорангии крупные с массой спор. Споры бесцветные или зеленоватые. Мукоровые грибы широко распространены в природе. Часто являются возбудителями порчи пищевых продуктов. Образуют на продуктах пушистый налет зелено-серого, желто-серого и других оттенков. 
Aspergillus

Мицелий многоклеточный, плодоносящие гифы - конидиеносцы. От конца конидиеносца конидии располагаются в виде цепочки, в результате гриб образует мохнатую круглую головку, похожую на одуванчик.
По мере созревания конидии, а затем и колонии окрашиваются в зеленый, черный, бурый, желтый и другие цвета.
Окраска колоний является основным признаком при определении вида. Например:
Aspergillus niger - имеет черный цвет, используют для производства лимонной кислоты;
Aspergillus orysae - имеет оливковый цвет, используют при производстве спирта. Многие виды являются возбудителями плесневения и порчи пищевых продуктов, в том числе зерна, муки. Некоторые виды являются токсичными для человека.
Penicillium

Мицелий многоклеточный. Конидии ветвящиеся. Общий вид конидий напоминает кисточку, метелку. Колонии плотные, бархатистые, иногда пушистые. Окраска разнообразная, чаще зеленых оттенков. Многие виды создают специфический запах плесени. Грибы этого рода широко распространены в природе. Вызывают плесневение многих пищевых продуктов. В сырых помещениях грибы могут развиваться при низких температурах, даже близких к 0°С. Некоторые виды используют в практике для получения антибиотиков, а так же некоторых видов сыра.

4. Зарисовка наблюдений

а) 






б)

в)

ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 4
«Изучение морфологических признаков дрожжей»
Цель работы:
- изучить форму, строение дрожжевой клетки;
повторить методику приготовления фиксированных препаратов;
- разобрать методику приготовления живых препаратов микроорганизмов.
Приборы и материалы: микроскоп, штативы, красители, кюветы, микробиологические петли, иглы, пробирки, спиртовка, спирт, колбы, химические стаканы, фильтровальная бумага, пинцеты.
Студент должен знать:
- распространение дрожжей в природе;
- строение дрожжевой клетки;
- значение дрожжей;
- способы размножения дрожжей;
- классификация дрожжей.
Студент должен уметь:
- приготовить фиксированный препарат;
- приготовить препарат «раздавленная» капля.
Ход урока:
1. Защита лабораторной работы № 3.
2. Закрепление теоретического материала.
3. Проведение лабораторной работы.
Вопросы к защите:
1) значение дрожжей;
2) особенности строения дрожжевой клетки;
3) распространение дрожжей в природе;
4) семейства дрожжей;
5) методика приготовления препарата «раздавленная» капля.
ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Основные признаки дрожжей
Дрожжи представляют собой одноклеточные неподвижные организмы с наличием ядра в клетке. По длине размеры клетки составляют 6-12 мкм. Форма клеток дрожжей бывает округлая, яйцевидная, цилиндрическая, лимоновидная. При микроскопировании в цитоплазме можно обнаружить различные включения. При этом можно увидеть: капли жира, гликоген, волютин. По мере старения в клетке появляются вакуоли - это полости, наполненные клеточным соком. Размножаются дрожжи преимущественно путем почкования, некоторые способны к спорообразованию.
2. Приготовление фиксированного препарата дрожжей с простой окраской 
а) приготовление мазка,
б) высушивание мазка,
в) фиксация мазка;
г) окраска (метиленовая синь),
д) микроскопирование.

3. Приготовление фиксированного препарата дрожжей со сложной  окраской 
а) приготовление мазка,
б) высушивание мазка,
в) фиксация мазка;
г) окраска по Граму,
д) микроскопирование.

4. Приготовление препарата «раздавленная» капля
1) На середину предметного стекла наносят небольшую каплю воды, бульона или физиологического раствора (0,5% раствора NaCI).
2) В каплю микробиологической петлей вносят небольшое количество исследуемого материала и хорошо размазывают.
3) Покровное стекло прижимают к предметному. Излишки воды убирают фильтровальной бумагой.
4) Проводят микроскопирование.
5. Зарисовка наблюдений.
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 5.

«Приготовление питательных сред»
Цель работы:
Изучить основные требования к питательным средам, правила стерилизации, методику приготовления различных питательных сред.
Студент должен знать:
- классификацию питательных сред;
- основные требования к питательным средам;
- правила стерилизации посуды и питательных сред;
- методику приготовления основных питательных сред.
Студент должен уметь:
- произвести необходимые по рецепту расчеты;
- приготовить жидкие питательные среды;
- провести уплотнение среды.
Ход урока:
1. Защита лабораторной работы № 4.
2. Закрепление теоретического материала.
3. Проведение лабораторной работы.
4. Зарисовки наблюдений.
Вопросы к защите:
1. Цели культивирования микроорганизмов;
2. Классификация сред по назначению;
3. Классификация сред по плотности;
4. Классификация сред по химическому составу;
5. Задачи и порядок стерилизации посуды;
6. Этапы приготовления мясопептонного бульона, мясопептонного агара;
7. Этапы приготовления солодового сусла, суслового агара; 

8. Уплотнение среды.
ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Классификация питательных сред
По химическому признаку

По назначению

По плотности

2. Основные требования к питательным средам.
Питательные среды, применяемые для культивирования микроорганизмов, должны содержать достаточное количество необходимых для их развития органических веществ: белков, углеводов, витаминов и т.д. Так же в питательной среде должны содержаться макро- и микроэлементы. Перечисленные вещества и элементы должны находиться в форме легкоусвояемых микроорганизмами соединений. Углерод лучше усваивается микроорганизмами в виде глюкозы, спиртов, сахарозы и т.д. Источниками азота могут быть: белковые вещества, пептоны, аминокислоты, нитраты. Витамины в питательную среду вводятся в виде растворов. Зольные элементы вводятся в виде растворов солей.
3. Стерилизация посуды.
Стерилизация - один из важных и необходимых приемов в микробиологической технике. Слово «стерилизация» в переводе с латинского (sterilis) означает обеспложивание. В микробиологии под стерилизацией понимают гибель всех живых микроорганизмов. В микробиологической практике стерилизуют питательные среды, посуду, инструменты и другие необходимые материалы, чтобы не допустить развития посторонней микрофлоры.
Существуют различные методы стерилизации: физический, механический и химический. Целесообразность применения каждого из них определяется особенностями материала, подлежащего стерилизации, его физическими свойствами, химическим составом, целью исследования.
Физический метод стерилизации (стерилизация нагреванием) наиболее часто применяется в микробиологической практике. Стерилизация прокаливанием на пламени горелки. Этим способом стерилизуют мелкие лабораторные инструменты, микробиологические иглы и петли, стеклянные палочки, пинцеты и т.д. Стерилизация сухим жаром производится в электросушильном шкафу. Сухим жаром стерилизуют стеклянную посуду - пипетки, чашки Петри, пробирки, шпатели и т.д., завернутые в бумажные салфетки.
Стерилизация в сушильных шкафах осуществляется при 165-180°С в течение 2-х ч. Выше 180°С температуру поднимать не следует, так как ватные пробки и бумага начинают обугливаться. При указанной температуре погибают все вегетативные клетки микроорганизмов и споры. Простерилизованную посуду вынимают из шкафа после того как она остынет до 50-70°С, т.к. при резком охлаждении может треснуть стекло и нарушиться стерильность материала.
4. Методика приготовления основных питательных сред.
4.1. Мясопептонный бульон (МПБ).
Мясо (говядина или конина) освобождается от костей, сухожилий и жира. Мясо режут мелкими кусочками или пропускают через мясорубку, затем заливают водой из расчета на 1 кг мяса 2 л воды. Кипятят 1,5 часа. После кипячения настой пропускают через марлю. Затем снова нагревают и фильтруют через бумажный фильтр. Настой стерилизуют в автоклаве в течение 30 мин. Мясная вода служит основой МПБ. К мясной воде прибавляют 1% пептона и 0,5% NaCI и вновь стерилизуют.

4.2 Мясопептонный агар (МПА).
К МПБ прибавляют 2-3% агара и расплавляют его на водяной бане. Расплавленную среду фильтруют и разливают в пробирки или чашки Петри, так, чтобы не смочить горлышко посуды. В чашках Петри готовят обыкновенный агар, а в пробирках - косой агар. Среду стерилизуют в автоклаве в течение 20-30 мин.

4.3 Солодовое сусло (СС).
Высушенный и размолотый ячменный солод заливают подогретой водой из расчета 1 л воды на 250 г солода. Температура воды 48-50°С. Смесь подогревают до температуры 57-58°С, поддерживая эту температуру в течение 1 часа. Затем температуру поднимают до 62-63°С и поддерживают эту температуру до исчезновения реакции на крахмал (синее окрашивание йода). Произошло полное осахаривание крахмала. Осахаривание необходимо, т.к. углеводы лучше усваиваются микроорганизмами в виде простых веществ (сахар, спирт), а не крахмала. Готовое сусло процеживают через бумажный фильтр и стерилизуют.

4.4 Сусловый агар (СА).
К СС прибавляют 2-3% агара и расплавляют его на водяной бане. Расплавленную среду фильтруют и разливают в пробирки или чашки Петри, так, чтобы не смочить горлышко посуды. В чашках Петри готовят обыкновенный агар, а в пробирках - косой агар. Среду стерилизуют в автоклаве в течение 20-30 мин.
4.5 Избирательные среды.

Среда Чапека для выращивания плесневых грибов кроме сусло-агара в практике широко применяются и некоторые синтетические среды, например, среда Чапека:
Азотнокислый натрий (NaNO3) - 3 г
Фосфорнокислый калий (КН2 РО4) - 1 г
Сернокислый магний (MgSO4) - 0,5 г
Хлористый калий (КСL) - 0,5 г
Сернокислое железо (FeS04) - 0,01 г
Сахароза - 30 г
Вода дистиллированная - 1000 мл
После растворения указанных веществ добавляют в раствор 2,5% агара для получения твердой среды и стерилизуют в автоклаве в течение 30 минут.
4.6 В настоящее время большинство микробиологических лабораторий готовит питательные среды с применением полуфабрикатов. Такие питательные среды поступают в лаборатории с ООО «БИОКОМПАС-С» (г.Углич Ярославской обл.). Для получения питательных сред предприятием составляется договор с ООО «Биокомпас-С». Преимущества полуфабрикатов:
- простота приготовления питательные сред;
- сокращается время приготовления;
· большой срок хранения. 

Например:
а) Среда Чапека
50 г порошка растворить в 1 дм3 дистиллированной воды, нагреть до полного расплавления агара, профильтровать, разлить в пробирки, чашки Петри или колбы и стерилизовать 20 мин при 111°С.
б) Питательный агар.

40 г порошка растворить в 1 литре дистиллированной воды. Прокипятить 1-2 мин, не допуская пригорания, профильтровать, разлить в пробирки, в чашки Петри или колбы. Стерилизовать 20 мин при 121 °С. Разлитая в чашки Петри среда светло-соломенного цвета, прозрачная.
5. Стерилизация питательной среды.
Стерилизация автоклавированием применяется, главным образом, для стерилизации питательных сред. Этот способ основан на прогревании насыщенным паром при давлении выше атмосферного, при температуре выше 100°С и осуществляется в специальных аппаратах - автоклавах.
Совместное действие высокой температуры и пара обеспечивает надежность стерилизации - гибель вегетативных клеток и спор микроорганизмов. Автоклавирование проводят при различных режимах, при дополнительном давлении 50, 100, 200 кПа.

Автоклавы бывают различной конструкции, но все они основаны на одном принципе. Это металлический двустенный котел, способный выдерживать высокое давление. Внутренняя часть котла - стерилизационная камера, в которую помещают стерилизационный материал, окружена водопаровой камерой, имеющей кран для выхода воздуха и пара. При стерилизации в водопаровую камеру наливают воду (лучше дистиллированную) до необходимого уровня. Внутрь стерилизационной камеры на специальную подставку помещают стерилизуемый материал. Предметы следует размещать не слишком плотно, т.к. пар должен свободно проходить между ними. Крышка автоклава герметически закрывается.
Автоклав включается в электрическую сеть. Когда весь воздух будет вытеснен парами воды, пар выпускают еще 15-20 мин за давлением следят по манометру.
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Схема автоклава: 1 - стерилизационная камера: 2 - кран для выхода воздуха; 3 - манометр: 4 - предохранительный клапан; 5 - водопаровая камера; 6 - воронка для заполнения автоклава водой; 7 - отверстия для поступления пара в стерилизационную камеру; 8 - крышка автоклава; 9 - подставка для размещения стерилизуемых материалов.
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 6
«Методика посева, пересева»
Цель работы:
Изучить методы посева и пересева.
Студент должен знать:
- основные требования питательным средам;
- методику основных способов посева и пересева.
Студент должен уметь:
1) проводить посев исследуемого материала (накопительной культуры);
2) проводить пересев.
Ход урока:
1. Защита лабораторной работы № 5.
2. Закрепление теоретического материала. 3.Проведение лабораторной работы.
4. Зарисовка наблюдений.
Вопросы к защите:
1) Что такое посев?
2) Что такое пересев?
3) Основные цели культивирования микроорганизмов.
4) Основные способы посева.
ПОРЯДОК РАБОТЫ

В практике микробиологии наиболее распространены следующие способы посева и пересева: 

1. Поверхностный.
Этот способ применяют для выделения аэробных микроорганизмов. Каплю исследуемого материала (накопительной культуры) наносят петлей или пипеткой в центр застывшей среды, чуть приоткрыв чашку Петри. Нанесенную каплю осторожно распределяют стерильным стеклянным шпателем Дригальского (рис. А) по всей поверхности среды в чашке. После этого тем же шпателем с остатками материала протирают поверхность среды во второй, третьей, при необходимости и в четвертой чашке. При этом крышка каждой чашки должна быть открытой лишь на столько, чтобы в щель мог пройти только шпатель.
2. Штриховой.
Захватив петлей каплю исследуемого материала, проводят параллельные и зигзагообразные штрихи по всей поверхности питательней среды в чашке (рис. Б).
3. Глубинный.
Обычно используют для факультативных анаэробов. Перед внесением микроорганизмов, а пробирку, среду в пробирке расплавляют и охлаждают до температуры 48-50°С. Затем стерильной петлей вносят каплю накопительной культуры в пробирку. Пробирку закрывают ватной пробкой и содержимое перемешивают. После чего 2-3 капли смеси переносят во вторую пробирку, 5-6 капель из второй пробирки переносят в третью. При посеве глубинным способом часть колоний вырастает внутри агара. Для пересева или микроскопирования их вырезают стерильным скальпелем или стерильной петлей.
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Рис. А. Посев на агар в чашки Петри шпателем Дригальского.
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Рис. Б. Метод посева  петлей
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ №7
«Анализ микрофлоры воздуха, воды»
Цель работы:
- научиться проводить анализ на общее содержание микроорганизмов в воздухе.
Приборы и материалы: чашки Петри с питательной средой, термостаты.
Студент должен знать:
-общую схему микробиологического контроля предприятий пищевой промышленности;
- микробиологические нормы воздуха;
- методику проведения анализа воздуха на общее количество микроорганизмов в воздухе;
- источники заражения воздуха посторонними микроорганизмами на производстве.
Студент должен уметь:
- проводить анализ на определение общего количества микроорганизмов в воздухе;
- провести необходимые расчеты.
Ход урока:
1. Закрепление теоретического материала.
2. Проведение анализа.
3. Обработка результатов.
4. Защита лабораторной работы.
Вопросы к защите:
1. Основная задача микробиологического контроля.
2. Какой воздух в помещении считается чистым?
З. На чем основан седиментационный метод анализа микрофлоры воздуха?
4. Какие питательные среды используются для анализа микрофлоры воздуха?
5. Режимы работы термостата.
6. Основные источники заражения воздуха производственных помещений посторонними микроорганизмами.

ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Микробиологический контроль воздуха
Воздух - неблагоприятная среда для развития микроорганизмов: в нем нет питательных веществ, постоянной оптимальной температуры, часто отсутствует влага в капельно-жидком состоянии, действуют солнечные лучи и т.д.
Основными источниками загрязнения воздуха производственных помещений  являются:
а) сырье;
б) наружный воздух, особенно в летнее время и при неблагоприятном санитарном состоянии территории предприятия.
Воздух производственных помещений пищевых производств может быть источником загрязнения сырья, полуфабрикатов и готовой продукции, что приводит их к порче, снижает нормативы сроков хранения, а также может вызвать различные заболевания человека.
Воздух производственных помещений считается чистым, если в нем содержится не более 500 микроорганизмов в 1 м.
1.2 Порядок проведения анализа.
Для определения количества микроорганизмов в воздухе используют различные методы. Наиболее распространенным является седиментационный метод или метод оседания. Метод основан на оседании пылинок и капель вместе с микроорганизмами на поверхность питательной среды в открытых чашках Петри. Для каждого определения готовят по 2 чашки с 10-15 мл мясопептонного, дрожжевого агара или сусло-агара.
Чашки переносят в исследуемое помещение, сдвигают крышки на край бортика чашки так, чтобы вся поверхность питательной среды была открыта.
Чашки оставляют открытыми 5, 10 или 15 мин.(время экспозиции) в зависимости от загрязненности воздуха. Затем их закрывают крышками, переворачивают вверх дном и помещают в термостат 37°С на 24 часа для развития бактериальной микрофлоры. Через 24 часа чашки необходимо переставить в термостат при температуре 24°С и выдержать 24 часа для развития плесневых грибов. Подсчет колоний производят визуально и с помощью лупы.
Для расчета используют формулу, предложенную В.Л. Омелянским, который установил, что в течение 5 мин. на поверхность чашки Петри площадью 100 см" оседает столько микроорганизмов, сколько их содержится в 10 л воздуха.

1.3 Обработка результатов.
Количество микроорганизмов в 1 м воздуха рассчитывается по формуле:
X = a * (100 * 5 / S * T)*100

X - количество микроорганизмов в 1 м3 воздуха;
А - число колоний, выросших в чашке Петри (среднее из двух);
S - площадь чашки Петри, взятой для анализа, см2;
100 - перерасчет площади чашки на 100 см2;
5 - экспозиция по В.Л. Омелянскому;
Т - время экспозиции, мин.;
100 - перерасчет на 1 м3.
Диаметр чашки, см  
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ВЫВОД:
2. Анализ воды на общее содержание микроорганизмов в 1 мл.
2.1 Подготовка инвентаря: 
Бутылку (колбу на 0,25; 0,5; 1 л.) тщательно вымыть, закрыть ватно-марлевой пробкой, накрыть бумажным колпачком, завязать у горловины и стерилизовать в автоклаве при 120°С, в течение 30 минут. Для проб хлорированной воды в бутылки перед стерилизацией внести 2 мл 1,5% -го раствора тиосульфата натрия.
2.2 Отбор проб:
Кран или край спускной трубки обжечь паяльной лампой или кольцевым зажженным ватным тампоном, пропитанным спиртом. Открыть кран и в течение 10-15 минут воду спустить, после чего произвести отбор пробы. Бутылку развязать, вынуть пробку вместе с бумажным колпачком и набрать пробу непосредственно в подготовленную посуду, стараясь не замочить ватную пробку. Закрыть бутылку пробкой над огнем и завязать. Вода подлежит анализу не позже 2- х часов после отбора.
Если образцы воды сильно загрязнены, то следует сделать предварительное разведение в стерильной воде.
а) 1 мл исследуемой воды  + 9 мл стерильной воды (разведение -1:10 или 101).
б) 1 мл предыдущего развития + 9 мл стерильной воды (разведение 1:10 или 102) и т.д.
2.3 Посев:
Посев произвести из 2 - 3 различных разведений с таким расчетом, чтобы на чашках выросло от 30 до 300 колоний.
Стерильной пипеткой набрать 1 мл исследуемой воды, вылить в чашку Петри и залить 15 мл мясопептонного агара, который предварительно расплавить и охладить до 45°С. Вращая чашку, перемешать воду с питательной средой. Таким образом приготовить 2 чашки с засеянным мясопептонным агаром.
2.4 Рост колоний:
Для выращивания бактерий одну чашку поставить в термостат при температуре 37°С на 24 часа, другую при температуре 20 - 22°С на 48 часов.
2.5 Обработка результатов:
При проведении посева без разведений для определения количества микроорганизмов в 1 мл воды необходимо подсчитать выросшие колонии визуально или с помощью лупы. Если при анализе были проведены разведения, то в этом случае для расчета общего количества микроорганизмов в 1 мл воды необходимо количество выросших колоний умножить на число соответствующее разведению.
Микробиологические показатели воды:
По ГОСТу 2874 - 82 для питьевой воды титр кишечной палочки должен быть не ниже 300, коли - индекс - не более 3, общее количество бактерий в 1 мл - не более 100. Вода не должна содержать патогенных микроорганизмов.

Вывод:

ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ № 8
«Определение загрязненности рук персонала и оборудования»
Цель работы: разобрать методику анализа на общее количество микроорганизмов в смыве рук, в смыве оборудования.
Студент должен знать:
- общую схему микробиологического контроля производства;
- микробиологические нормы чистоты рук персонала, оборудования;
- методику проведения анализа.
Студент должен уметь:
- готовить разведения исследуемой жидкости;
- провести необходимые расчеты.
Вопросы к защите:
1. Приборы и материалы, необходимые для анализа;
2. Время анализа;
3. Какие питательные среды необходимы для анализа;
4. В каких единицах измерения оценивается микробиологическая чистота рук персонала, оборудования.
ПОРЯДОК РАБОТЫ

1. Определение загрязненности рук персонала.
Контроль чистоты рук проводят перед началом производственного процесса путем высева отобранных смывов для определения общего количества микроорганизмов в 1 мл. Смывы одновременно исследуют на наличие бактерий группы кишечной палочки (Escherichia coli).
Для проведения определений подготавливают ватные или марлевые тампоны, пробирки с 10 мл стерильной воды (или физиологического раствора) и стерильные пинцеты. Тампон нужно простерилизовывать при давлении 0,1 Мпа в течение 20-30 минут.
Стерильным тампоном, смоченным в стерильной воде (физиологическом растворе) протереть ладони, тыльную поверхность рук, под ногтями и между пальцами обеих рук. Тампон погружают в ту же пробирку, в которой производилось смачивание, хорошо взбалтывают, отбирают 1 мл раствора стерильной пипеткой и готовят разведения 1:10 (101); 1:100 (10) и т.д. Для определения общего количества микроорганизмов в 1 мл смыва провести посев разведений на мясопептонный агар. Чашку с посевом поместить в термостат при 37°С на 48 часов. Затем подсчитать количество выросших колоний с учетом разведения.
Чистоту рук оценивают по количеству микроорганизмов в 1 мл смыва:

Количество микроорганизмов 

Оценка чистоты в 1 мл смыва с рук
1000 







отлично
1000-5000 






хорошо
5000-10000 





удовлетворительно
свыше 10000  





плохо
2. Определение загрязненности оборудования.
Контроль чистоты оборудования проводят непосредственно после мойки, дезинфекции и перед началом работы путем высева отобранных смывов для определения общего количества микроорганизмов. Смывы одновременно исследуют на наличие бактерий группы кишечной палочки (Escherichia coli).
Подготавливают ватные или марлевые тампоны, пробирки с 10 мл стерильной воды (или физиологического раствора) и стерильные пинцеты. Тампоны нужно простерилизовать при давлении 0,1 Мпа в течение 20-30 минут. Смывы с крупного оборудования и аппаратов берут с помощью нержавеющих металлических трафаретов с вырезанной серединой (площадь выреза 10, 25 или 100 см ).
Перед взятием пробы, трафарет смочить спиртом, обжечь и наложить на исследуемую поверхность. Ограниченную площадь промыть смоченным в воде (или физиологическом растворе) тампоном, после чего тампон опустить в ту же пробирку и хорошо перемешать. При необходимости готовят разведение 1:10 (101), 1:100 (102) и т.д. Высеять 1 мл смыва на мясопептонный агар в чашку Петри, поместить ее в термостат при 37°С на 48 часов, затем определить общее количество микроорганизмов. Провести  подсчет выросших колоний. 

Чистоту оборудования оценивают по количеству микроорганизмов на площади 100 см2
Количество микробных 



Оценка чистоты
клеток на площади 100 см
300 







    нормальное
300 - 1000 






удовлетворительное
более 1000 






неудовлетворительное
ЛИТЕРАТУРА
Обязательная литература

1. Мартинчик А.Н. Микробиология, физиология питания, санитария и гигиена: учебник для студ. учреждений сред.проф.образования в 2 ч./ А.Н. Мартинчик А.А. Королев, – 2-е изд., стер. – М.: Издательский центр «Академия», 2018. – 240 с.

2. Лаушкина Т.А. Основы микробиологии, физиологии питания, санитарии и гигиены6 учебник для студентов учреждений сред. Проф. Образования. – 2-е изд., стер. – М.: Издательский центр «Академия», 2018. – 240 с.

Дополнительная литература

1. Матюхина З.П. Основы физиологии питания, гигиена и санитария учебник для сред. проф. Образования. – 7-е изд.,стер.- М.: Изд.центр «Академия», 2013г.-256 с.

2. Мартинчик А.Н. Физиология питания: учебник для студ. учреждений сред.проф.образования, – 2-е изд., стер. – М.: Издательский центр «Академия», 2015. – 240 с.

Интернет-ресурсы

1. Российская Федерация. Законы.  О качестве и безопасности пищевых продуктов [Электронный ресурс]: федер. закон: [принят Гос. Думой 1 дек.1999 г.: одобр. Советом Федерации 23 дек. 1999 г.: в ред. на 13.07.2015г. № 213-ФЗ]. http://pravo.gov.ru/proxy/ips/?docbody=&nd=102063865&rdk=&backlink=1
2. Российская Федерация. Постановления. Правила оказания услуг общественного питания [Электронный ресурс]: постановление Правительства РФ: [Утв. 15 авг. 1997 г. № 1036: в ред. от 10 мая 2007 № 276].- http://ozpp.ru/laws2/postan/post7.html
3. СанПиН  2.3.2. 1324-03Гигиенические требования к срокам годности и условиям хранения пищевых продуктов [Электронный ресурс]: постановление Главного государственного санитарного врача РФ от 22 мая 2003 г. № 98. http://www.ohranatruda.ru/ot_biblio/normativ/data_normativ/46/46201/
4. СП 1.1.1058-01. Организация и проведение производственного контроля за соблюдением санитарных правил и выполнением санитарно-эпидемиологических (профилактических) мероприятий [Электронный ресурс]: постановление Главного государственного санитарного врача РФ от 13 июля 2001 г. № 18 [в редакции СП 1.1.2193-07 «Дополнения № 1»]. – Режим доступа: http://www.fabrikabiz.ru/1002/4/0.php-show_art=2758.

5. СанПиН 2.3.2.1078-01  Гигиенические требования безопасности и пищевой ценности пищевых продуктов [Электронный ресурс]: постановление Главного государственного санитарного врача РФ от 20 августа 2002 г. № 27 http://www.ohranatruda.ru/ot_biblio/normativ/data_normativ/46/46201/
6. СанПиН 2.3.6. 1079-01 Санитарно-эпидемиологические требования к организациям общественного питания, изготовлению и оборотоспособности в них пищевых продуктов и продовольственного сырья [Электронный ресурс]: постановление Главного государственного санитарного врача РФ от 08 ноября 2001 г. № 31 [в редакции СП 2.3.6. 2867-11 «Изменения и дополнения» № 4»]. – Режим доступа:http://ohranatruda.ru/ot_biblio/normativ/data_normativ/9/9744/
PAGE  
3

