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cipitation test and biologically on kittens. The number
of cellular elements in milk was estimated electroni-
cally. 19 out of 118 strains under study (16,1%) was
determined as Staph. aureus, 25 (21.19%) as Staph.
epidermidis, 74 (62.71%) as Micrococcus. Within the
strains of Staph. epidermidis mainly were found of
group III and VI, and within Micrococcus — VII and
VIII. There were not possible to classify serologically
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10 strains (8.47%) of Staph. epidermidis and 8.47%
strains of Micrococcus. Almost all of the strains of
Staph. aureus (94.74%) and most of Staph. epidermidis
(72.0%) were isolated from milk with an increased
number of cellular elements. Micrococei were isolated
more often from milk with normal value of cellular
elements (64.86%). The isolated strains of Staph.
aureus were not enterotoxinogenic.

Poziom tlenku tréjmetyloaminy i lotnych
zasad amonowych jako wskazniki sanitarne
surowcow rybnych

Podmiertne procesy biochemiczne zachodzace
u ryb, gtéwnie na tle przemian mikrobiologicz-
nych, prowadza do wystapienia niepozada-
nych wskaznikéw, charakterystycznych dla
niewlasciwej jakosci sanitarnej artykuléw ryb-
nych. Szereg tych wskaznikéw wykorzystuje sie,
poprzez ich ilo$ciowe oznaczanie do okre§lenia
stopnia §wiezosci ryb przeznaczonych do dal-
szego przechowywania, przetwérstwa i obrotu.
W wielu krajach metody badan zmian iloscio-
wych niektérych zwigzkéw chemicznych znaj-
duijsg szerokie zastosowanie (2, 4, 9, 10). W Pol-
sce poza nielicznymi o$rodkami, metody te nie
sa praktycznie wykorzystywane (5, 7, 8, 12,
13). Fakt ten wynika m.in. z hedonicznego
charakteru obowigzujgcych norm polskich jak
i braku odpowiedniego zaplecza laboratoryjne-
go, dla potrzeb stuzb kontrolnych w przemysle
rybnym.

Sposrdéd szerokiej grupy wskaznikow che-
micznych, duZe znaczenie przypisuje sie ba-
daniom zawartosci tlenku tréojmetyloaminy
(TMAQ) i lotnych zasad amonowych (LZA) (1,
2, 3, 6, 9, 11, 12). Lotne zasady amonowe s3 to
nicbiatkowe zwigzki azotowe wystepujgce w
miedniach ryb jako substraty i produkty prze-
mian bicchemicznych (4, 5, 6, 8). Odgrywaja
one szczegblng role w ksztaltowaniu sie post
mortem cech organoleptycznych tkanki mies-
niowej, gléwnie w zakresie smaku, zapachu
i tekstury (2, 4, 6, 9, 10, 11, 14). Do grupy tzw.
lotnych zasad amonowych zalicza sie trojme-
tyloamine (TMA), dwumetyloamine (DMA),
monometyloamine (MMA), oraz aimoniak (2, 4,
7, 12, 14).

Specyficznym zwiazkiem -chemicznym jest
natomiast tlenek tréjmetyloaminy (TMAO) wy-
stepujacy gléwnie u ryb morskich (1, 2, 9, 11).
Zwigzek ten przyzyciowo odgrywa u tych ryb
powazng role w utrzymywaniu staltej osmolar-
nodci krwi (9, 11). Badania Kutschery i Acker-
mana wykazaly, ze TMAO powstaje na drodze
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metylowania i oksydacji rozlozonych bialtek (9).
U niektérych gatunkéw ryb stodkowodnych
stwierdzono takze wystepowanie TMAO, lecz
w ilosciach wyraZnie nizszych anizeli u ryb
morskich. Przecietnie u ryb stodkowodnych
zawartos¢ TMAO w tkance mieéniowej, w za-
leznosci od gatunkdéw, waha sie w zakresie od
4,5 mg%N do 91,5 mg%N, wobec 150 mghN do
330 mg%N u ryb morskich kostnoszkieleto-
wych i 1080 mg%N do 1462 mg%N u ryb mor-
skich spodoustych (raje, rekiny) (11). Ryby
przemieszczajgce sie z wod stodkich do mor-
skich cechujg sie duzg zmienno$cig poziomu
TMAO. U wegorzy bytujacych w wodach stod-
kich zawarto$¢ TMAO wynosila 4,5 mghN a w
momencie przejScia do Srodowiska morskiego
poziom ten wzrastal do 60 mg%N w tkance
mie$niowej (9, 11). Wynika wiec z tego fakt,
ze poziom TMAO u ryb zwiazany jest ze spe-
cyficzng budowa ukladu moczowego poszcze-
gblnych gatunkdw, stopniem zasolenia wody a
takze procesami regulujgcymi osmolarnose
krwi.

W czasie przechowywania zlowionych ryb,
wskutek dzialalno$ci enzyméw tkankowych
i przemian mikrobiologicznych TMAO ulega
redukeji do trojmetyloaminy (TMA) (1, 2, 5,
8, 9, 10). Intensywnos¢ postepowania proceséw
degradacji TMAO do TMA uwarunkowana jest
dtugodcig czasokresu przechowywania, tempe-
ratura otoczenia i wielkoScig stopnia bakteryj-
nego zakazenia (4, 5, 6). Proces ten przebiega
znacznie wyrazniej u ryb $wiezych lodowa-
nych anizeli u ryb mrozonych tuz po zlowieniu
(9, 10, 11). U ryb mrozonych dlugos¢ okresu
wyczekiwania przed zamrozeniem rzutuje wy-
raznie na poziom TMA (16). Totez badania
zmian ilo$ciowych TMAO i TMA w surowcach
rybnych mogg by¢ pomocne w celu okreslenia
przydatno$ci konsumpcyjnej i technologicznej
(8, 9, 10, 11, 13). Propozycje takie wysuwane
sg przez Miedzynarodowsa Komisje Kodeksu
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Zywnosciowego FAO/WHO do spraw Ryb i
Produktéow Rybnych i sugeruja wprowadzenie
tych oznaczen w obrocie miedzynarodowym
(12).

Badania Castella i wsp. (3, 4, 10) w zalezno-
éci od poziomu TMA pozwalaja uszeregowac
surowce rybne w trzech kategoriach. Do I Ka-
tegorii zalicza sie surowce zawierajgce w tkan-
ce miesniowej 1 mg®%hN TMA, do II od 1,1 do
5,0 mg%N TMA, a do III Kategorii surowce
zawierajace powyzej 5,0 mghN TMA (3, 4, 7,
10). Zdecydowana wiekszosé ryb Sswiezych lo-
dowanych, nie wykazujacych odchylen od wy-
mogdéw organoleptycznych cechuje sie zawar-
to$cia TMA w granicach ok. 1 mg%N. Wg licz-
nych badan (3, 4, 7, 10, 11) zawartos¢ TMA
powyzej 1 mg%N w rybach §wiezych lodowa-
nych wystepuje ok. 4—5 dnia przechowywania
w lodzie, wraz z wystepowaniem niepozada-
nych cech organoleptycznych (7, 9, 10). U ryb
mrozonych okres zmian zawartosci TMA jest
zmienny i uzalezniony jest od czasokresu skla-
dowania i parametréow klimatycznych pomiesz-
czen sktadowych (1, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Dla mro-
zonych filetéw z dorsza czas skladowania, w
czasie ktérego stwierdzono wzrost zawartosci
TMA ok. 1 mg%, w temperaturze —25°C —
wynosit okoto 14 tygodni. PowyZej tego czaso-
kresu zawartos¢ TMA systematycznie wolno
wzrastala. Po 33 tygodniach skladowania w
temperaturze —25°C, poziom TMA wynosit
2,31 mg%N, a wiec miescit sie w wymogach
przewidzianych dla Kategorii II surowcéw ryb-
nych wg Castella (7).

Zawarto§¢ TMA w mrozonych plastugach
atlantyckich (szkarlacica, halibut, niegladzica)
po 14 tygodniach skladowania w temperaturze
—25°C ksztaltowala sie w zakresie 0,73 mg%N
do 0,91 mg%N, a wiec byla zblizona do pozio-
mu stwierdzonego u dorszy (7).

W dostepnym pis$miennictwie nie wykazano
w przypadku ryb mrozonych, zawartosci TMA
powyzej 5 mg%N (10, 11). Taka zawartoéé
TMA wystepowa¢ moze jedynie w zaawanso-
wanych procesach psucia sie surowcow ryb-
nych przed mrozeniem, a nastepnie poglebia-
jacych sie w trakcie niewlasciwych procesow
zamrazania 1 chtodniczego skladowania.

U ryb $wiezych lodowanych zawarto§¢ TMA
powyzej 5 mgl% (III Kategoria wg Castella)
wystepuje okolo 10 dnia przechowywania w
przypadku dorszy i okoto 15 dnia przechowy-
wania w przypadku plastug (7). Zmianom ilo-
Sciowym TMA towarzysza w tym przypadku
wyraznie obnizone wskazniki organoleptyczne.

Obok wzrastajgcej ilo§ci TMA, wzrasta row-
niez poziom dwumetyloaminy (DMA), jednak
jest on mniej wyrazny i trudniej uchwytny.
Zdania na temat zrédla powstania DMA sg po-
dzielone. Przypuszcza sie, ze DMA powstaje na
skutek redukcji TMA, lub stanowi przeksztal-
cong forme TMAO (1, 8, 9, 10).

Monometyloamina pojawia sie¢ w mies$niach
ryb, w trakcie postepujgcego procesu rozkladu,
a jej obecnos¢ dyskwalifikuje produkt do spo-
zycia (9). U ryb o bialym miesie nie stwier-
dzono wystepowania monometyloaminy, gdyz
u ryb tych brak obecnosci histaminy jako pro-
duktu dekarboksylacji histydyny. Prawdopo-
dobnie histamina jest substancja wyjsciowg dla
monoetyloaminy (9). Ryby o czerwonej barwie
miesni zawierajg duze ilosci histydyny, a tym
samym wskutek jej. przemiany histaminy. Stad
tez obecnoéé¢ monometyloaminy, stwierdzana
w miesniach $ledzi i makreli w trakcie poste-
pujacych proceséw rozktadu (8, 11).

Do lotnych zasad amonowych zalicza sie
réowniez amoniak. W mieéniach ryb kostno-
szkieletowych fizjologiczna zawartos¢ amonia-
ku wynosi ok. 0,06%. Ryby spodouste (raje, re-
kiny) cechuje nilezwykle wysoka zawartosé
mocznika, ok. 2%, ktory po $nieciu ulega roz-
kladowi do amoniaku pod wplywem amidohy-
drolazy mocznika 1 enzyméw bakteryjnych.
Totez ich mieso w stanie zueplnie §wiezym za-
wiera znaczne ilosci amoniaku. U pozostalych
ryb wieksze ilosci amoniaku uwalniane sg w
trakcie postepujacego rozkladu rownolegle ze
wzrostem poziomu TMA i DMA (2, 9, 10, 11).
Dlatego tez dla celéw praktycznych przepro-
wadza sie aczne oznaczanie NH,;, DMA i TMA
i okresla jako sume lotnych zasad amonowych
1, 3,17, 8, 10).

W analizie ilosciowej lotnych zasad amono-
wych wskazane jest przeprowadzenie oddziel-
nego oznaczania TMA i LZA, wyrazonych w
mg/100 g badanej tkanki (7, 8). Z roéznicy
LZA—TMA wylicza sie ilosci amoniaku. Wy-
nik ten jest nieco zanizony, gdyz obok amonia-
ku wystepujg jeszcze dodatkowo sladowe ilo-
sci DMA i MMA (8).

Sposrod réznych metod oznaczania TMA i
LZA, zaleca sie wykorzystywanie mikrodyfu-
zyjnej metody Conwaya, kolorymetrycznej me-
tody Dyera, wzglednie metody Dyera w mody-
fikacji Tozawa i Amano (3, 7, 8, 9, 10).

W trakcie badania poziomu tych zwiazkow
W czasie przechowywania lub chlodniczego
sktadowania nalezy rownocze$nie okreslic po-
ziom TMAO (4, 7, 8, 9, 10). Systematyczny spa-
dek zawartoéci TMAO przy réwnoczesnym
wzro$cie TMA 1 LZA jest sygnalem do przed-
siewziecia zamierzen zapobiegajacych dalszemu
obnizeniu sig¢ cech sanitarno-jakosciowych su-
rowcow. Zawartos¢ TMAO okresla sie metody
Antonocopoulosa (9). PowyzZsze metody badan sg
nieskomplikowane i moga by¢ stosowane w ba-
daniach rutynowych.

Oceniajac przydatno$¢ badan zawartosci
TMAO, TMA i LZA w morskich surowcach
rybnych pod katem oceny ich jakosci sanitar-
nej nalezy podkresli¢, ze sg one szczegolnie
pomocne w okreslaniu przydatnosci do dalszego
sktadowania, przetworstwa lub obrotu po minio-
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nym okresie gwarancyjnym. Ponadto moga by¢
wykorzystane w ocenie surowcéw przyjmowa-
nych do chlodni w celu tzw. zabezpieczenia go-
spodarczego, a wiec wykazujgcych juz poste-
pujace zmiany organoleptyczne. Ww. testy mo-
ga znalezé szczeg6lnie szerokie zastosowanie
dla oceny ryb plastugowatych. Zastosowanie
tych badan umozliwi bardziej wnikliwg ocene
szczegdlnie w opisanych przypadkach, uzupel-
niajgc badania sensoryczne o dodatkowe para-
metry (2, 7, 9, 10, 12). .

Fakt, ze zmiany iloSciowe TMAO i LZA na-
stepujg w efekcie przemian mikrobiologicznych
wskazuje, ze ta grupa wskaznikéw chemicz-
nych jest waznym aspektem w ocenie jakosci
sanitarnej artykuléw rybnych.
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Poréwnanie réznych sposobow

przygotowania surowicy do oznaczania
niektérych skfadnikow mineralnych metodg ASA

Z Pracowni Analizy Fizykochemicznej AR w Warszawie

Szybki rozw6j metod fizykochemicznych w
chemicznej analizie ilo$ciowej, a szczegélnie
metody absorpeyjnej spektrofotometrii atomo-
wej (ASA) zwieksza i przyspiesza mozliwosci
analityczne. W zwigzku z tym wylania sie po-
trzeba zmniejszania pracochlonno$ci i wpro-
wadzania uproszczen na etapie przygotowania
probek do analiz. W niniejszej pracy postano-
wiono sprawdzi¢ zgodno$¢ wyniké6w oznaczen
siedmiu pierwiastkow w surowicy krwi meto-
da absorpcyjnej spektrofotometrii atomowej
bezposrednio po jej rozcieficzeniu woda oraz
po zmineralizowaniu na sucho i w kwasach,
celem wyboru sposobu dajacego miarodajne
wyniki, a jednocze$nie najmniej pracochlonne-
go. Na podstawie danych z pi$miennictwa wy-
nika, Ze najczesciej zalecane sg nastepujace
sposoby przygotowania surowicy krwi do ana-
liz metodg ASA:

A. Metody rozcienczania:

1. odpowiednie rozcienczenie surowicy wo-
da (3) lub 0,1n HCI (2),

2. dodatek do rozcienczonej surowicy soli lan-
tanu lub strontu przy oznaczaniu wapnia (1,
3, 9),

3. dodatek do roztworéw wzorcowych glice-
ryny (3) lub albuminy (7) przy analizie suro-
wicy rozcienczonej w niewielkim stopniu, w
celu wyrownania wlasciwosci fizycznych roz-
twordw badanych i wzorcowych.
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B. Metody oparte na mineralizacji surowicy:

1. spalanie w stezonych kwasach mineral-
nych (8, 11),

2. spalanie na sucho w temp. okolo 500°C
i rozpuszczanie popiotu w kwasie solnym (8,
11).

C. Metody odbialczania surowicy np. przy
uzyciu kwasu tréjchlorooctowego (TCA), sto-
sowane gléwnie przy oznaczaniu Fe oraz Cu
iZn (8, 6, 7).

Aparatura i odeczynniki Pomiary wyko-
nano na jednowigzkowym spektrofotometrze absorp-
cji atomowej Perkin-Elmer, model 300 metoda plo-
mieniowa. Uzywano palnika jednoszczelinowego o
o dlugoéci szezeliny 10 cm. Gazem palnym byt acety-
len o przeplywie 2,1 l/min., a utleniajgcym powietrze
o przeplywie 16 l/min. Wysoko§¢ palnika wzgledem
osi optycznej ustawiano dla kazdego pierwiastka na
maksymalng absorpcje. Szeroko§é szczeliny i diugoécei
fal rezonansowych ustawiano wedlug wskazan in-
strukeji.

Uzywano roztwordéw wzorcowych i azotanu lantanu
firmy Merck, a kwasé6w produkcji krajowej cz.d.a.
oraz wody redestylowanej w szkle kwarcowym, Roz-
twory wzorcowe przechowywano w naczyniach poli-
etylenowych.

Materiat { metody

Surowice pochodzgeg z krwi od kilkudziesieciu
krow z d. woj. biatostockiego otrzymano z Instytutu
Fizjologii Zwierzat Akademii Rolniczej w Warsza-
wie *). Po polaczeniu wszystkich prabek i dokladnym
wymieszaniu otrzymano zbiorczg probke stuzgcy do

¥*) Panu prof. J. Mazurczakowi i jego wspdlpracownikom
wyrazamy podziekowanie za udostepnienie materiatu do ba-
dan.



