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żyłvności Pochodzenia Morskiego .AR w Szczecinie

na podwójne płytki ażd,ego z porównywanych po-
dłoży odżywczych. St owano 48 godzinny czas inku-
bacji w temp. 24oC. Ilość otrzymanych baktellii w 1 8
interpretowa,no posługując się wzoTem Farmiloe
i ws,p. (3).

Po dł o ża. P.rzy okreś]aniu ogólnej ilości dr,obno-
ustrojów w mrożonych farszach rybnych porówrrywa-
no wydajność 6 podłoŻy odŻyw,czych, przy czym 5
z rrich było sporządzo,nych w dwóch wa,riantach -na wodzie des,tylowanej i syntetyczne j wodzie
naorskiej. Ostatnie z wymie,nionych p,odłoży przygoto-
wano tylko na wodzie m,orskiej. Były to podł,oż,a na-
stępujące:

1. Suche podłoże agarowe zwykłe (Wyrtw. Sur,owic
i Szczep

2. Pod na suchym bulńo,nie mięsnym (30/o

suchy b y, 170 ca§amino acids, 2,5% agar)
3. Podłoże TPN (0,59o bacto trypto,ne, 0,5% bącto

peptone, 0,250/o ekstrakt drożdżowy, 0,1% glukoza, 0,5%
NaCl, 1,50/o agar)

4. P,odłoże TGEA (beef ekstrakt 0,,39/0, bacto tryptone
0,5%, glukoza 0,17o, agar 1,5%)

5. 
'Agar żelatynówy (0,30/o ekstrakt drożdżowy, 0,5%

bacto tryptone, 0,40/o żelatyna, 1,50/o agar)
6. c tr}o,dłoże dwu-

war zawierała 2tr/o

odtł i 1,5% agaru,
drugą warstwę natomiast starrowiło podłoże TGEA
na wodzie rnorskiej.

Sy,ntetyczna woda rrirorska zarp,ierała w 1 litrze na-
stępujące składniki: NaC1 23,4 g, KCl 0,66 g, Na2SOa
3,91 g, NaHCo, 0,19 g, MgCI2 4,9,6 g. Do podłoŻy d,o-
dawano 3 części wody morskiej i 1 część wody des-
tylowa,rr.ej. W porównywanych podłożach pH ustalano
na 7,2. Agar żelatynowy i mlecz,ny służyły równo-
cześnrie do oznaczania drobnoustrojów ploteolitycz-
lrrych.

Wyniki
Ogolna ilość drobnoustrojów,
Odzyskiwanie ogólnej ilości drobnoustlojów

w tym też proteolitycznych plzy stosowaniu
różnych podłoży odzywczych zestawiono w
tab. 1. Wyniki przedstawiono.jako średni 0/o

otrzymanych komórek, przy czyrf: za 100ło
przyjęto ilości dla posiewów na suche podłoże
agarowe zwykłe, sporządzone na wodzie desty-
l,or.vanej. W początkowyrn okresie doświadczeń
przeprowadzano próby w różnych układach po-
równując p,oszczegóIne podłoża ze sobą, niektó-
re podłoża wyeliminowano a następnie w 13

Optymolizocjo metod izolowonio drobnoustrojow
z mrożonych fcrszów rybnych, lI. Ogólno ilość

drobnoustrojów i drobnouslroje proteolityczne
z zakładu Mikrobiologii żyrvności Instytutu Technologii

Odzyskiwanie bakterii z materiału mrożone-
go wymaga innej techniki p,ostępowania niż
przy badaniu materiału świeżego. W produk-
cie mr,ożonym część populacji bakteryjnej prze-
żywającej proces zamrażania, składowania ,uv

stanie zamrożonym i rozmrażania jest metaibo-
Iicznie uszkodzona. Komórki uszkodzone tracą
zdolnośc do akumulowania niektórych toz-
puszczonych substancji zewnątrzkomórkowych,
mają zmienione wymagania odżywcze i w
związku z tym mogą nie rozwijać się na nie-
których podłożach bakteriologicznych. W do-
stępnym pśmiennictwie istnieją jednoznaczne
dane stwierdzające, że w zależności od użytego
podłoża odzysk ogóInej il,ości bakterii rnoże być
różny (7, 10). Brak m,ożliwości rozwoju komó-
rek uszkodzonych nie jest równoznaczny zbra-
kiem tej możliwości w żywności. Po rozmroże-
niu, w szełegu produktach spożywczych po nie-
co wydłużonej fazie spoczynkowej stwarzane
są warunki dla powstania populacji z kornorek
fizjologicznie uszkodzonych. Tym samym te
ostatnie są po regeneracji rownie aktywne w
procesie psucia jak komórki nieuszkodzone.
Stąd dobór optymalnych podłoży dla określa-
nia w mrożonych farszach rybnych ogólnej
ilości drobnoustrojow, w tym też proteolitycz-
nych, uwzględniając nie tylko komórki pełno-
sprawne ale i metabołicznie uszkodzone był ce-
lem przeprowadzonych doświadczeń.

Materiał i metody
Doświadczenia przeplowadz,onlo używając farszu

dwojakiego pochodzenia - dorszowego, przygotowa-
nego w pracowni ze świeżego dorsza, zamrożonego i
składowanego temp. - 10oC oraz mrożonych iar-
szów otrzym.a h z Zak\adl Technologii żywności
Pochodzenia Morskiego AR w Szczecinie.

Oznaczanie ilości drobnoustrojów przeprowadzano
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Tab. 1, odzyskiwanie drobnoustrojów z mrożonych farszów rybnych na różnych podłożach odżywczych
wyrażone w procentach

I
Suche podłoże

agarowe

1T
Fodłoże

bulionowe
ilI

Podłoże TPN
Iv

Podłoże TPGE

w.m,

7L7,2

v
,Ągar żelatynowy

vI
Agar mleczny

l na TPGE
l

,ł,,d.

100 .B9,6 90,1 10T,4 94"5 l l /,D

próbach wykonano badania równoległe na wy-
branych podłożach, W tabeli przedstawiono
wyniki ostatniclr 13 prób, chociaz we wcześ-
niejszych badaniach kształtoi,vały się podobnie,

Maksymalrre ilości bakterii z badanych mro-
żonych farszów rybnych otrzymano przy po-
siewach na podłoże TGEA bez względu na to,
czy było sporządzone na wodzie destylorvanej,
czy'też,na syntetycznej wodzie morskiej. Wy-
dajność tego podłoża ibyła o około 77alo wyższa
,"v porównaniu do suchego pcdłoża agarowego
zwykłego. To samo podłoże w połączeniu z aga-
rem mlecznym było o 200lo wydajniejsze od
przyjętego za standardowe. Najmniej wydajne
natomiast było podłoże na suchyrn bulionie
mięsnym, jego wy,dajność była o około 109ó
mniejsza od standardowego. Agar żelatynowy
i podłoże TPN na wodzie destylowanej dostar-
czały większych iiości bakterii niż zwykłe pod-
łoże agarowe, jednak były mniej wl,dajne od
TGEA,

Drobnoustroj e proteolityczne.
Przy odzyskiwaniu drobnoustrojów proteoli-

ty czny ch ogólnie najlepszą wydaj ność wykazano
na agarze mlecznym. Należy jednak zaznaczyć,
że wydajność tych podłoży była zależna od po-
siewanego materiału. Ptzy posiewach farszu
dorszowego, sporządzonego w pracowni większe
ilości drobnoustrojów proteolitycznych otrzy,
mywano na agarze żelatynowym natomiast dla
większości innych prób bardziej wydajny był
agar mleczny.

Dyskusja
Różne czynniki mające wpływ na odzyski-

wanie bakterii zarówno z ryb świeżych jak
i mrożonych rozpatrywane były przez wielu
autorów. Doświadczenia porównawcze związa-
ne z wydajnością tóżnych metod homogeniza-
cji prowadzone ptzez Barranda i Kitchella (1)
wypadły jednoznacznie na korzyść rozdrabnia-
nia mechanicznego. Alńorzy ci wykazali, że
najgorsze wyniki otrzymuje się przy hornoge-
nizacji w moździerzu p,orcelallowym, najlepsze
nato,miast stosując homogenizację mechaniczną
przy 6 tys. obrotów w czasie nie przekracza-
jącym 2,5 rninuty. Inne b,adania (9), w których
porównywano wydajność homogenizatorów ty-
pu ,,Blender" i Stomacher" wykazały jednako-
wą wydajność tych homogenizatorów przy
określaniu beztlenowców i względnych beztle-

L20,7

nowców oraz pleśni w takich produktach jak
mięso, sery, ryby i inne.

Jeśli chodzi o technikę posiewania opinie ba-
daczy są na o$ół zgodne, że dJ.a odzyskiwania
ogólnej iiości drobnoustrojów zarówno z ryb
świeżych jak i mrożonych najkorzystniejsze są
posiewy powierzchniowe. Clark (2) otrzymaŁ
przy posiewach materiału pochodzenia trnor-
skiego metodą powierzchniową wyniki o 70-
B00lo wyższe w porównaniu do posiewów zale-
wanych. Lee i Harward (7) maksymalne ilości
bakterii z różnych produktów mrożonych
otrzymali stosując posiewy powierzchniowe
i temp. inkubacji 27'C.

Przedmiotern rozważań był też dodatek wo-
dy rrrorskiej Co podłoży dla izolowania bakterii
z ryb. Wood (12) nie wykazaŁ tóżnic we wzro-
ście mikroflory ryb na agarze z wodą desty-
lowaną i morską. Z drugiej strony Simidu (10)
zaleca dla izolowania bakterii z ryb morskich
podłoze, w którym dodatek nieorganicznych
składników wody morskiej w ogólnej ilości
równy jest około połowie tych w naturalnej
wodzie morskiej. Wyniki ,badań własnych po-
zwalają przypuszczać, że przy posiewach rnro-
żonych farszów rybnych wydajność podłoży
jest bardziej zależna od organiczny,ch składni-
kólv odżywczych niż od tego, czy są sporzą-
dzone na wodzie destylowanej czy też na syn-
tetycznej wodzie morskiej. Wyjątek stanowiło
podłoże TPN, które sporządzone na wodzie de-
stylowanej było bardziej wydajne. Podłoże to
jest modyfikacją standardowego podłoża PCA
(Plate Count Agar) dla określenia ogólnej ilo-
ści drobnoustrojów przystosowaną do posiewu
prób rnrożonych. Autorzy ,rnodyfikacji Lee
i Harward (?) porównywali wydajność tych
obydwu podłoży przy posiewach różnych prób
mrożonych i wykazali zależność wydajności
podłoża od posiewanego materiału. Podłoża
PCA i TPN były jednakowo wydajne dla mro-
żonych owocórv i pr,oduktów m,orskich prze-
tworzonych, natomiast dla mnożonych suro-
wych krewetek wydajniejsze było podłoże
TPN. Do ,badań prób mrożonych hywają stoso-
wane podłoże TSA (Trypticase Soy Agar) i pod-
łoże dla psychrofili - TGA. Fanelli i Ayres
(4) porównywali te podłoża przy izolowanitr
bakterii z mrożonego kurczaka i wykazali ich
rór,vnorzędną wydajność. Również Hartman (5)
donosi o analogicznej wydajności tych podłoży
przy posiewach produktów mrożonych. Wy;bra-

w.d.
prot.

I

10?,? ll ttlo

w.m.
prot.

]

1 16,9 
|

] 89,2
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podłoże TGEA
ne spośród po-
wydajność tego
wynikiern teg,o,

że jego środowisko rozwojowi komórek
metabo,Iicznie uszk h albo też pozwala
na wzrost większej ilości gatunków drobno-
ustrojów.

Ptzy izolowaniu rnorskich bakterii proteoli-
tycznych po,wszechnie stosowane są podłoża, w
których źrodłem ibiałka jest żeiatyna albo ka-
zeina. Niektórzy bad
żelatyna jest dość t
kiemiwzwiązkuz
brym substratem dla
nej aktywności. Proponują oni podłoże z ka-

na rnrożonych farszach rybnych wykazano nie-
co większą ogólną wydajność agaru mlecznego
w porówna tynowego. Nie doty,czyło
to jednak prób, co wskazywałoby
na zależnoś ci tych podłoży od posie-
wanego materiału.

Wnioski
1. Przy ,określaniu ogólnej ilości drobno-

ustr,ojów w ch rybnych
dla otrzyman zbliżonych
do stanu fakt stosować w
miejsce standardowego suchego podłoża aga-
rowego - podłoże TGEA.

z tego podłoża, tóre w danym przypadku by-
ło wydajniejsze

3. Dodatek do badanych podłoży odżyw-
czych syntetycznej wody morskiej nie wpływał
na zwiększenie odzyskiwania bakterii z mrożc-
nych farszów ry,bny,ch.
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OnrnlraJllł3alllłff MeToAoB lr3o-
JIrlpoBaIIIłfl lullxpo6or ue psrdrrrrx óaprrreft, II. O6rrłee
llrrcJlo MltKpo6on lr npoTeoJlrlTrrqecwre unxpo6rr.

Onpe4ełrrn s$Ser<rznrrocrs BbIAeJIeHIła o6ulero
.łrlcJla MI4Kpo6oe zs Mopox<euHblx prr6Hux óapureż
Ha 5 pa3ublx nr{TaTeIIbHbIx cpeAax np]4roToBJIeHHbIx
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B 2 BaplaHTax: Ha AecTIłIJIr{poBarrHoż no4e lI Ha cyIH-
retrqecroż uopcroż BoAe _ B cpaBHeHIłI4 c o6rrxno-
seHuoż crau4aptHoż cyxoż cpe4oż. OnrzlłanlHsre
pe3yJIbTaTbI noilyąułIrl [pI4 fioceBax Ha cpe,qy TGEA.
Otsu 6stłw na l70ń JIyqIue qeM pe3yJIbTaTbI [oceBoB
Ha o6srxrłoseHuylo cyxyrc cTaHAapTHyIo cpegy. flpr
,{ccJIeAoBaHłIł Mopox(eHHblx psr6Hsrx Qapurelł Ha
rł)r{cyTcTBr4e npoTe ofi ]łITI4tle cKI{x Mr{Kpooon uprłue HaJIu
Mofio.lHblż 14 )xeJlaTrlHossrż arap. Vctarłonrłłn ,łro
sSSextusrłocTb 9TMx cpeA 3aB]łceJIa oT po,qą noceB-
Horo MeTeplała. flołox<IłTeJlbHoro Bllvtanar7a Irłopcxoż
BoAbI B cpeAe He ycTa'loBylJr'/t

Zaleski S.,' Fik A. - Optimalization of isolation
methods of microorganisms from frozen fish stuffings.
II. Total number of mictoorgarrisms and proteolytic
organisms.

There have been evaluated and compared the pro-
ductivity of 5 different growing medi,a prepared in
two variants: with distilled water and synthetic sea
water, with a standard growing med,ium prepared
from dry agar i,n the determination of total number
of microorganisms in ttozen fish stuffings. Optimal
conditions were obtained on TGEA medium. Its pro-
ductivity was about 1?.09o higher than that of dry

the increase of bacteria recovery from the products
under study.

IIYDE J. L., BLACKWELL J. H., CALLI§ J. J.:
Wplyw pasteryzacji i odparowania na wirusa prysz-
czycy w pełnym mleku od zakażonych krów. (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 wpływ pasteryzacji w temp. ?2 i BOoCi odp bjętości zY
Ciśnie w czasi e-żywal zycy w o-
brany od chwi e_nia szczepem Meklemburg (A3) wirusa pryszczycy.
Wirus podawano do zatok mlecznych. Wirus przeży-
wał pasteryzację w obydwu badanych temperaturach
oraz odparowanie. Gruczoł mlekowy krów okazał się
bardzo dobrym miejscem do replikacji w,irusa prysz-
czycy. 7 log cfu/ml występowało w mleku pobranym
po 24 godz,inach od chwili zakażenia. Wirus w spada-
jących mianach izolowano z mleka przez okres ? dni
po zakażeniu.

G.

MC CRAW B. M.: Rozwój Ascaris suum u cieląt. (The
development of Ascaris suum in calves). Can. J. comp.
Med., 39, 354t-357, 1975 (3),

'W celu określenia rozwoju zatażenia pierwotnego
i wtórnego Ascaris suum 9 cieląt w wieku 4 tygodni
zatażono jednorazowo ,i 9 cieląt dwukrotnie w odstę-
pie ? tygodni 2 mln jaj posożyta za pomocą sondy
żołądkowej. Po 18 godzi,nach larwy glist izolowano ze
ściany trawieńca, dwunastnicy i jelita czczego. Trze-
ciego dnia-po zarażeniu poja,wiały one w krezkowych
węzłach chłonnych a po 5 dniach w wątrobie. Między
7-8 dn,em duże ilości larw występowały w płucach.
Zarówno w przypadku zarażenia jednorazowego jak
i zatażenia powtórnego średnia ilość larw w gramie
tkanki płucnej była identyczna i wynosiła 2,72. Jed-
nakże u cieląŁ zarażonych powtónnie obserwowano
przyhamowanie rozwoju larw. Szybki spadek ilości
larw A. suum w płucach między 7-9 dniem po zara-
żeniu mógł się wiązać z ich immobilizacją lub śmier-
cią na skutek uaktywnienia procesów obronnych or-
ganizmu.

G,


