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Optymalizacja metod izolowania drobnoustrojow
z mrozonych farszéw rybnych. Il. Ogdlna ilo$¢
drobnoustrojoéw i drobnoustroje proteolityczne

7 zaktadu Mikrobiologii Zywnosei Instytutu Technologii Zywnosci Pochodzenia Morskiego AR w Szczecinie

Odzyskiwanie bakterii z materialu mrozone-
go wymaga innej techniki postepowania niz
przy badaniu materialu $wiezego. W produk-
cie mrozonym cze$¢ populacji bakteryjnej prze-
zywajgcej proces zamrazania, skladowania w
stanie zamrozonym i rozmrazania jest metabo-
licznie uszkodzona. Komorki uszkodzone traca
zdolnos¢ do akumulowania niektérych roz-
puszczonych substancji zewnatrzkomoérkowych,
majg zmienione wymagania odzywcze 1 W
zwigzku z tym moga nie rozwija¢ si¢ na nie-
ktorych podiozach bakteriologicznych. W do-
stepnym piSmiennictwie istniejg jednoznaczne
dane stwierdzajace, ze w zalezno$ci od uzytego
podloza odzysk ogoélnej ilo§ci bakterii moze by¢
rézny (7, 10). Brak mozliwosci rozwoju komo-
rek uszkodzonych nie jest réwnoznaczny z bra-
kiem tej mozliwoéci w zywnosci. Po rozmroze-
niu, w szeregu produktach spozywczych po nie-
co wydtuzonej fazie spoczynkowej stwarzane
sg warunki dla powstania populacji z komoérek
fizjologicznie uszkodzonych. Tym samym te
ostatnie sg po regeneracji rownie aktywne w
procesie psucia jak komorki nieuszkodzone.
Stad dobor optymalnych podlozy dla okresla-
nia w mrozonych farszach rybnygh ogoélnej
ilosci drobnoustrojow, w tym tez proteolitycz-
nych, uwzgledniajgc nie tylko komoérki pelno-
sprawne ale i metabolicznie uszkodzone byt ce-
lem przeprowadzonych do$wiadczen.

Material i metody

Do§wiadezenia przeprowadzono uzywajac farszu
dwojakiego pochodzenia — dorszowego, przygotowa-
nego w pracowni ze $wiezego dorsza, zamrozonego i
skiladowanego w temp. —10°C oraz mrozonych far-
szo6w otrzymanych z Zakladu Technologii Zywnosci
Pochodzenia Morskiego AR w Szczecinie.

Oznaczanie iloéci drobnoustrojéw przeprowadzano
standardowa metodsa rozeieficzen i posiewbw powierz-
chniowych na podioza agarowe, Jako plynu rozeief-
czajacego uzywano 0,1% wody peptonowej, Pigciogra-
mowe proby farszu homogenizowano przez 2 minuty
z 45 ml wody peptonowej w jalowych workach plasti-
kowych przy uzyciu ,,Stomachera”. Po 0,1 ml kolej-
nych rozcienczen proby posiewano powierzchniowo
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na podwodjne plytki kazdego z pordéwnywanych po-
dlozy odzywezych. Stosowano 48 godzinny czas inku-
bacji w temp. 24°C. Tloé¢ otrzymanych bakterii w 1 g
interpretowano postugujge sie wzorem Farmiloe
i wsp. (3).

Podloza. Przy okre$laniu ogoélnej ilo§ci drobno-
ustrojéw w mrozonych farszach rybnych poréwnywa-
no wydajnos¢ 6 podlozy odzywczych, przy czym 5
7z nich bylo sporzadzonych w dwoéch wariantach —
na wodzie destylowanej i syntetycznej wiodzie
morskiej. Ostatnie z wymienionych podtozy przygoto-
wano tylko na wodzie morskiej. Byty to podioza na-
stepujgce:

1. Suche podloze agarowe zwykle (Wytw. Surowic
i Szezep., W-wa)

2. Podloze oparte ma suchym bulionie miesnym (3%
suchy bulion miesny, 1% casamino acids, 2,5% agar)

3. Podloze TPN (0,5% Dbacto tryptone, 0,5% bacto
peptone, 0,25% ekstrakt drozdzowy, 0,1% glukoza, 0,5%
NaCl, 1,5% agar)

4, Podloze TGEA (beef ekstrakt 0,3%, bacto tryptone
0,5%, glukoza 0,1%, agar 1,5%)

5. Agar zelatynowy (0,3% ekstrakt drozdzowy, 0,5%
bacto tryptone, 0,4% zelatyna, 1,5% agar)

6. Agar mleczny sporzadzony jako podloze dwu-
warstwowe, w kiorvm dolna warstwa zawierala 2%
odttuszezonego mleka sproszkowanego i 1,5% agaru,
druga warstwe natomiast stanowilo podloze TGEA
na wodzie morskiej.

Syntetyczna woda morska zawierala w 1 litrze na-
stepujace skladniki: NaCl 23,4 g, KCl 0,66 g, Na,SO4
3,91 g, NaHCO; 0,19 g, MgCl, 4,96 g. Do podlozy do-
dawano 3 czeSci wody morskiej 1 1 cze§é wody des-
tylowanej. W poréwnywanych podtozach pH ustalano
na 7,2. Agar zelatynowy i mleczny stuzyly réwno-
cze$nie do oznaczania drobnoustrojéw proteolitycz-
niych.

Wyniki

Ogélna ilos¢ drobnoustrojow.

Odzyskiwanie ogélnej ilosci drobnoustrojow
w tym tez proteolitycznych przy stosowaniu
roznych podlozy odzywezych =zestawiono w
tab. 1. Wyniki przedstawiono -jako $redni %
otrzymanych komérek, przy czym za 100%
przyjeto ilosci dla posiewdw na suche podloze
agarowe zwykle, sporzadzone na wodzie desty-
lowanej. W poczatkowym okresie do$wiadczen
przeprowadzano proby w réznych ukladach po-
réwnujgc poszezegolne podloza ze soba, niekto-
re podloza wyeliminowano a nastepnie w 13
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Tab. 1. Odzyskiwanie drobnousirojéw z mrozonych farszéw rybnych na rdéznych podtozach odzywezych
wyrazone w procentach
I 11 ' VI

. . III v | v
Suche podioze Podloze o D) | 5 9 e O 3 Agar mleczny
R bulionowe Podloze TPN i Podloze TPGE | Agar zelatynowy | na TPGE
| o | |
w.d. w.m,. | w.d. | w.m. we.d., W, Im. wal. | wam w.d. w.m. W.m.
' | [ prot. | prot. prot.
1 | | | | 1 |
| |
100 99,7 | 89,6 90,1 107,4 94,5 117,3 117,2 107,7} 116,9 120,77 I_
' | _ | . 100 89,2 L1096

probach wykonano badania réwnolegte na wy-
branych podlozach., W tabeli przedstawiono
wyniki ostatnich 13 préb, chociaz we wcezes-
niejszych badaniach ksztattowaly sie podobnie.

Maksymalne iloéci bakterii z badanych mro-
zonych farszow rybnych otrzymano przy po-
siewach na podioze TGEA bez wzgledu na to,
czy bylo sporzgdzone na wodzie destylowanej,
czy tez na syntetycznej wodzie morskiej. Wy-
dajnos¢ tego podloza byla o okolo 17% wyzsza
w porownaniu do suchego podloza agarowego
zwyklego. To samo podtoze w polaczeniu z aga-
rem mlecznym bylo o 20% wydajniejsze od
przyjetego za standardowe. Najmniej wydajne
natomiast bylo podloze na suchym bulionie
miesnym, jego wydajnos¢ byla o okoto 10%
mniejsza od standardowego. Agar zelatynowy
i podloze TPN na wodzie destylowanej dostar-
czaty wiekszych ilosci bakterii niz zwykte pod-
loze agarowe, jednak byly mniej wydajne od
TGEA.

Drobnoustroje proteolityczne.

Przy odzyskiwaniu drobnoustrojéw proteoli-
tycznych ogdlnie najlepsza wydajno$é wykazano
na agarze mlecznym. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze wydajno$é tych podlozy byla zalezna od po-
siewanego materialu. Przy posiewach farszu
dorszowego, sporzgdzonego w pracowni wieksze
ilosci drobnoustrojow proteolitycznych otrzy-
mywano na agarze zelatynowym natomiast dla
wiekszoéci innych prob bardziej wydajny byl
agar mleczny.

Dyskusja

Roézne czynniki majgce wplyw na odzyski-
wanie bakterii zaréwno z ryb Swiezych jak
i mrozonych rozpatrywane byly przez wielu
autoréw. Doswiadczenia poréwnawcze zwigza-
ne z wydajno$cig roznych metod homogeniza-
cji prowadzone przez Barranda i Kitchella (1)
wypadly jednoznacznie na korzysé rozdrabnia-
nia mechanicznego. Autorzy ci wykazali, ze
najgorsze wyniki otrzymuje sie przy homoge-
nizacji w mozdzierzu porcelanowym, najlepsze
natomiast stosujac homogenizacje mechaniczng
przy 6 tys. obrotow w czasie nie przekracza-
jacym 2,5 minuty. Inne badania (9), w ktorych
poréwnywano wydajno$¢ homogenizatoréw ty-
pu ,,Blender” i Stomacher” wykazaly jednako-
wg wydajnos¢ tych homogenizatoréw przy
okreslaniu beztlenowcow i wzglednych beztle-

nowcow oraz plesni w takich produktach jak
mieso, sery, ryby i inne.

Jesli chodzi o technike posiewania opinie ba-
daczy sg na ogoét zgodne, ze dla odzyskiwania
ogélnej ilosci drobnoustrojow zaréowno z ryb
$wiezych jak i mrozonych najkorzystniejsze sa
posiewy powierzchniowe. Clark (2) otrzymatl
przy posiewach materialu pochodzenia mor-
skiego metoda powierzchniowg wyniki o 70—
80% wyzsze w poréwnaniu do posiewdéw zale-
wanych., Lee i Harward (7) maksymalne ilosci
bakterii z roéznych produktéw mrozonych
otrzymali stosujgc posiewy powierzchniowe
i temp. inkubacji 27°C.

Przedmiotem rozwazan byl tez dodatek wo-
dy morskiej do podiozy dla izolowania bakterii
z ryb. Wood (12) nie wykazat réznic we wzro-
$cie mikroflory ryb na agarze z wodg desty-
lowana i morska. Z drugiej strony Simidu (10)
zaleca dla izolowania bakterii z ryb morskich
podioze, w ktorym dodatek nieorganicznych
skladnikéw wody morskiej w ogoélnej ilosci
rowny jest okolo polowie tych w naturalnej
wodzie morskiej. Wyniki badan wlasnych po-
zwalaja przypuszczaé, ze przy posiewach mro-
zonych farszéw rybnych wydajno$¢ podlozy
jest bardziej zalezna od organicznych sktadni-
kow odzywezych niz od tego, czy sg sporza-
dzone na wodzie destylowanej czy tez na syn-
tetycznej wodzie morskiej. Wyjatek stanowilo
poditoze TPN, ktore sporzadzone na wodzie de-
stylowanej bylo bardziej wydajne. Podloze to
jest modyfikacja standardowego podloza PCA
(Plate Count Agar) dla okreslenia ogdlnej ilo-
5ci drobnoustrojow przystosowang do posiewu
prob mrozonych. Autorzy modyfikacji Lee
i Harward (7) porownywali wydajnosé tych
obydwu podtozy przy posiewach roznych prob
mrozonych i wykazali zalezno$§¢ wydajnosci
podioza od posiewanego materiatu. Podloza
PCA i TPN byly jednakowo wydajne dla mro-
zonych owocow i produktéw morskich prze-
tworzonych, natomiast dla mrozonych suro-
wych krewetek wydajniejsze bylo podtoze
TPN. Do badan prob mrozonych bywaja stoso-
wane podtoze TSA (Trypticase Soy Agar) i pod-
toze dla psychrofili — TGA. Fanelli i Ayres
{4) poréwnywali te podloza przy izolowaniu
bakterii z mrozonego kurczaka i wykazali ich
réwnorzedng wydajnosé. Réwniez Hartman (5)
donosi o analogicznej wydajnoéci tych podlozy
przy posiewach produktéw mrozonych. Wybra-
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ne do naszych doSwiadczen podloze TGEA
okazalo sie najbardziej wydajne sposrod po-
rownywanych podlozy. Lepsza wydajno$é¢ tego
podioza jest prawdopodobnie wynikiem tego,
ze jego Srodowisko sprzyja rozwojowi komoérek
metabolicznie uszkodzonych albo tez pozwala
na wzrost wiekszej ilosci gatunkéw drobno-
ustrojow.

Przy izolowaniu morskich bakterii proteoli-
tycznych powszechnie stosowane sg podloza, w
ktérych Zrédlem bialka jest zelatyna albo ka-
zeina. Niektérzy badacze (8, 11) sg zdania, ze
zelatyna jest do$¢ trudno rozkladanym bial-
kiem i w zwigzku z tym nie zawsze jest do-
brym substratem dla wykrywania proteolitycz-
nej aktywnosci. Proponuja oni podloze z ka-
zeing jako z latwiej przyswajalnym bialkiem.
Chociaz kazeina nie jest biatkiem pochodzenia
morskiego Kazanas (6) wykazal, ze ogromna
wiekszos¢ bakterii morskich ma zdolno$é jej
wykorzystywania. W naszych doswiadczeniach
na mrozonych farszach rybnych wykazano nie-
co wiekszg ogoélng wydajnoéé agaru mlecznego
w poréwnaniu do zelatynowego. Nie dotyczylo
to jednak wszystkich préb, co wskazywatoby
na zalezno$¢ wydajnosci tych podlozy od posie-
wanego materiatu.

Wnioski

1. Przy okre§laniu ogdélnej ilosci drobno-
ustrojéow w mrozonych produktach rybnych
dla otrzymania wynikéw bardziej zblizonych
do stanu faktycznego powinno sie stosowaé w
miejsce standardowego suchego podloza aga-
rowego — podloze TGEA.

2. Dla okreslania ilo$ei drobnoustrojéow pro-
teolitycznych wskazane jest stosowanie posie-
wow réwnolegltych na agar zelatynowy i agar
mleczny a nastepnie uwzglednianie wynikow
z tego podloza, ktére w danym przypadku by-
o wydajniejsze.

3. Dodatek do badanych podlozy odzyw-
czych syntetycznej wody morskiej nie wplywat
na zwiekszenie odzyskiwania bakterii z mrozo-
nych farszow rybnych.
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Banecku C., ®ur A. — OOTMMAIN3ANMUA METONOB M30-
JUPOBAHUA MHMEPOOOE m3 ppIdHBIX (hapureit. II. Obmee
YMCI0 MHUKDPOOOR ¥M IpPOTEOJUTHUECKYIe MHUKDPOOBL
Onpenenunn s deKTUBHOCTL BbleNcHUA 00IIETo
yuena MHUKPOOOB M3 MOPOXKEHHBIX PBIGHBIX hapiieit
Ha 5 Pa3HBIX IUTATENBHBIX CPeflaX NPUTOTOBJIEHHBIX
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B 2 BapMaHTaX: HA JIeCTMJIMPOBAHHOM BOJEe UM Ha CUH-
TEeTUYECKOIl MOPCKOIT BOJe — B CPaBHEeHMM ¢ OOBIKHO-
BEHHOM CTAaHZApPTHOM CyxXoi cpejor. OnTuManbHbIE
pPe3yNbTaThl HOJYy4YMJIM IIPU IoceBax Ha cpeny TGEA.
OHu O0bLM Ha 17% aydile uyeM Pe3ydbTAaThl IIOCEROB
Ha OOBIKHOBEHHYIO CYXYIO CTaHIapTHYIO cpeny. Ilpu
MCCIEefOBaHNM MOPOXKEHHBIX PBIOHBIX (papilleir Ha
IPHUCYTCTBYE NPOTEOIUTHYECKUX MMUKDPOOOB IIPUMEHANIU
MOJIOYHBIA M 2KeJIJATMHOBBII arap. YCTAaHOBUJIM HUTO
3(PEeKTUBHOCTL 3THUX CPeJ 3aBuCeNa 0T DoJa IIoceB-
HOTO MeTepuaina. II0NOZKUTEIBHOTO BJAMAHUA MOPCKOM
BOJBI B Cpefie HE YCTaHOBMIIN.

Zaleski S.; Fik A. — Optimalization of isolation
methods of microorganisms from frozen fish stuffings.
II. Total number of microorganisms and proteolytic
organisms.

There have been evaluated and compared the pro-
ductivity of 5 different growing media prepared in
two variants: with distilled water and synthetic sea
water, with a standard growing medium prepared
from dry agar in the determination of total number
of microorganisms in frozen fish stuffings. Optimal
conditions were obtained on TGEA medium. Its pro-
ductivity was about 17.0% higher than that of dry
agar medium. There was also compared the produc-
tivity of milk agar and gelatin agar applied in the
determination of proteolytic microorganisms. It was
found that the productivity of these media depended
on the inoculated material. There were not found any
influence of the addition of synthetic sea water on
the increase of bacteria recovery from the products
under study.

HYDE J. L., BLACKWELL J. H., CALLIS J. J.:
Wplyw pasteryzacji i odparowania na wirusa prysz-
czycy w pelnym mleku od zakazonych krow. (Effect
of pasteurization and evaporation on Foot-and-Mouth
disease virus in whole milk from infected cows). Can.
J. com. Med., 39, 305—309, 1975 (3).

Przebadano wplyw pasteryzacji w temp. 72 i 80°C
i odparowania do 50% objetoSci w temp. 65°C przy
ciSnieniu 60 cm slupa Hg w czasie 64,5 min. na prze-
zywalnos§é wirusa pryszezycy w mleku pelnym po-
branym po 24 godzinach od chwili zakaZenia wymie-
nia szczepem Meklemburg (A3) wirusa pryszezycy.
Wirus podawano do zatok mlecznych. Wirus przezy-
wal pasteryzacje w obydwu badanych temperaturach
oraz odparowanie. Gruczol mlekowy kréw okazal sie
bardzo dobrym miejscem do replikacji wirusa prysz-
czycy. 7 log cfu/ml wystepowalo w mleku pobranym
po 24 godzinach od chwili zakazenia. Wirus w spada-
jacych mianach izolowano z mleka przez okres 7 dni
po zakazeniu.

G.

MC CRAW B. M.: Rozwdj Ascaris suum u cielat. (The
development of Ascaris suum in calves). Can. J. comp.
Med., 39, 354—357, 1975 (3).

W celu okre§lenia rozwoju zarazenia pierwotnego
i wtérnego Ascaris suum 9 cielagt w wieku 4 tygodni
zarazono jednorazowo i 9 cielgt dwukrotnie w odste-
pie 7 tygodni 2 mln jaj posozyta za pomoca sondy
zoladkowej. Po 18 godzinach larwy glist izolowano ze
Sciany trawiefca, dwunastnicy i jelita czczego. Trze-
ciego dnia-po zarazeniu pojawialy one w krezkowych
wezlach chlonnych a po 5 dniach w watrobie. Miedzy
7—8 dniem duze iloSci larw wystepowaly w plucach.
Zar6wno w przypadku zarazenia jednorazowego jak
i zarazenia powtérnego $rednia ilo$¢ larw w gramie
tkanki plucnej byla identyczna i wynosila 2,72. Jed-
nakze u cielat zarazonych powtérnie obserwowano
przyhamowanie rozwoju larw. Szybki spadek ilosci
larw A. suum w plucach miedzy 7—9 dniem po zara-
zeniu moégt sie wigzaé¢ z ich immobilizacjg lub $mier-
cig na skutek uaktywnienia proceséw obronnych or-
ganizmu. e



