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W pracach nad podnoszeniem poziomu jakościo-
wego polskiego mJ,eka szczególna rola przypada jego
producentom i organom urzędowego nadzoru. Pod-
stawowe nawyki higieniczne konieczne przy uzy-
skiwaniu mleka i zrozumienie potrzeby ich stoso-
wania są niestety, obce większości polskich produ-
centów mleka. Udokumentowana już dawno praw-
da, że jakośc mikrobiologiczna mleka zależy głów-
nie od higieny jego uzyskiwania, a zastosowanie
tzw. minimum sanitarnego (czystość wymion, rąk
naczyn) pozwala na ki]kusetkrotne obniżenie ogóI-
nej liczby bakterii vl mleku, nie znajdują ciągle
jeszcze powszechnego zrozumienia u dostawców
mleka (6, 7, 19, 4I, 44). Nie można pominąó także
znaczenia negatywnych przesłanek ekonomicznych
(m. in. zbyt niska zapłata za mleko), które nie wpły-
wają mobilizująco na producentów mleka.

W tej sytuacji zaznacza się szczegóina rola służ-
by sanitarno-weterynaryjnej. Ustawą z 6 listopada
1992 r. - 6 26iąnie ustawy o warunkach zdrowot-
nych żywności i żywienia, poszerzony został zakles
uprawień służby weterynaTyjnej w nadzorze sani-
tarnym nad zdrowotną jakością mleka. Dotyczy on,
poza pozys}<iwaniem mleka, takze jego transportu
i przetwórstwa. Oznacza to nie tylko poszerzenie
kompetencji polskiej słuzby wet., ale konieczność
jej ścisłej specjalizacji, opracowania odpowiedniego
systemu kontroli jakości mleka i rzeczywiste egze-
kwowanie postanowień prawnych.
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ZastosouJanie metod enzamatacznuch do oznaczania

Wprowadzenie

Obiektywnym wskażnikiem świeżości może byó
związek łatwo i szybko oznaczalny, który w świeżo
złowionej rybie danego gatunku jest nieobecny lub
występuje w stałych ilościach, zaś w czasie plze-
chowywania sulowca tworzy się lub rozkłada ze
stałą szybkością. Nad stworzeniem obiektywnych
wskaźników świeżości ryb pracuje się szczegóInie
w Japonii, że względu na duże spożycie surowych
produktów rybnych. Takie suTowe dania, sporzą-
dzane z ryb nie pierwszej świeżości, mogłyby być
potencjalnie dużym zagrozeniem zdrowotnym dla
konsumenta.

Świeżość surowca stanowi zwykle o 'jego prze-
znaczeniu i w konsekwencji o jego cenie. Do przy-

rządzania tradycyjnych japońskiclr potraw z suro-
wych ryb, np. tuńcz5rków, nadaje się tylko suro-
wiec przechowywany w lodzie nie dłuzej niż około
2 dni. Taka ryba uzyskuje na rynku w Tokio cenę
wielokrotnie wyższą niz surowiec pTzezua,czony do
innego rodzaju przetwórstwa. Zatem w warunkach
dużej konkurencji wśród eksporterów, stosowanie
obiektywnego wskaźnika świezości ułatwia ustale-
nie warunków obrotu surowcani, zapewniających
zachowanie ich jakości po dostarczeniu na giełdę
i uzyskanie odpowiedniej ceny.

Tak istotna ocena świezości lyb w okresie do
około 1-2 dni po połowie sprarvia największe trud-
ności. Nie jest łatwo sensolycznie ocenić stopień
świeżości ryby w pierwszych dniach po złowieniu
i przewidzieć jak długo zachowa ona pożądane
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cechy jakościowe w czasie przechowywania w Io-
dzie. Dlatego dużą przydatność mają testy obiek-
tywne, świadczące o skutkach biochemicznych prze-
mian w tkankach. W pierwszym okresie po śnięciu
ryby w przemianach jakości nie uczestniczą jeszcze
w dużym stopniu plocesy mikrobiologiczne. Zatem
do obiektywnej oceny świezości ryb w tym okresie
można stosować tyiko metody oparte na reakcjach
katalizowanych przez enzymy end_ogenne.

zasada oznaczeń

Obecnie jako zasadę wielu oznaczeń świezości
wykorzystuje się reakcje degradacji ATP:

ATP+ADP->AMP+ iMP->H xR=>Hx->X->U
gdzie ATP - adenozyno-5'-trifosforan, ADP - ade-
nozyno-5'-difosforan, AMP - adenozyno-5'-monofo-
sforan, IMP inozyno-5'-monofosfcran, llrR
inozyna, Hx - hipoksantyna, X - ksantyrra i U -kwas moczowy.

IIVTP, nad_ający pożądany smak mięsu ryb, na-
gromadza się bardzo szybko w wyniku działania de-
zartlnazy adenylowej. Fcsfomonoesterazy defosfo-
rylują IMP do obojętnej smakowo HxR, przekształ-
canej następnie w gorzką Hx. Szybkośó rozkładu
nukleotydów za7eży od sicpnia zmęczenia ryby w
czasie połowu oraz od gatunku, temperaiury prze-
chowywania, pH i wielu innych czynników.

Etapy rozkładu HxR oraz Hx determinują szyb-
kość przemian lv szlaku. 'W czasie przechowywania
ryb te związkt akumulują się w mięśniaclr, Zatern
o stanie świeżości ryby ś,wiadczy zawartośó w mię-
sie różnych produktów rozkładu ATP. Wskaźnrk
świeżości ryb zdefiniowano (3) jako:

K: . 100l/o

Swieżo złowioną rybę charakteryzują wartości K
rzędu ki]ku 0/o, Po I-2 dniach przechowywania w
Iodzie wartcśó ta wzrasta do o}<cło 20!/o, m,in, w
przypadku mięsa minta ja i dorsza pac)If iczłlego.
Taka wartość rvskaźnika K często jest jr_rż zbyt w5,-
soka, by zaklasyfikowaó surowiec do 1 klasy świe-
żości.

Wskutek szybkiego rozpadu ATP, ADP i ANTP,
zawartcść tych nukieot5rdów w mięsie illożna pomi-
nąó już po upływ,ie pierwszej doby po śnięciu ryby,
Korzysta się więc również z upTaszczonej formy
wskaźnika:

K,: tlxR l Hx
" 1ulOJ/oIMP+F{xRiHx

Taki podział daje możIiwość uproszczenia ozna-
czeń. Swieżość ryb tych gatunków, które nalezą do
grupy , tworzących Hx można scharakteryzować
wartością wskaźnika H:

U-ll - IMp;#xR -r Hx ' 100r/o'

nieznacznie tylko różniącą się od wartości wskaź-
nika K, (5).

Metody aznatzeń

Jedna z prostszych metod badania świeżości ryb
poiega na oznaczaniu stężenia Hx przez zastosowa-
nie enzymatycznych pasków testowych. Stęzenie
IIx wzrasta liniowo w czasie pierrvszych kiiku dni
,orzechowywania ryb. Zanlrzenie paska, zawierają-
cego unieruchomioną cksydazę ksantynową (HO)
i resazurynę, lv ekstlakc;e z tkanki mięśniowej wy-
wołuje zmianę barw-y redukowanego wskaźnika
z nrebi.eskiej na różową (2).

Xc
Tesazulyna ł Hx rezorufina * X
(niebieska) (różowa)

Xo
resazuryna * X .cezorufina * U
(nielrieska) (różowa)

Wadą metody jest mozliwość tylko orientacyjnego
wzrckowego oznaczenia stęzenia Hx, podobnie jak
przy określaniu pH za pomocą papierków wskaźni-
kowych. Nie jest to zatem wystaTczająco precyzyj-
na metoda badania świezości ryby.

Dokładniejsze wyniki pomiarów stężeń Hx, w po-
sta,ci wartości liczbowych, daje zastosowanie specy-
ficznego cztrjnika enzyrnatycznego (7). Wartością
mierzoną jest spadek natężenia prądu, proporcjonal-
ny do zmniejszenia stężenia tlenu w próbie. Prólckę
wcześnie j napowietrza się w celu nasycenia je j
tJ.enem, zużywanym w reakcjach enzymatycznych
podczas oznaczenia. Ckreślenie stężenia Ilx jest
moz]iwe po wyznaczeniu krzywej wzorcowej. Połą-
czenie membrany zawierającej kowaiencyjnie unie-
ruchomioną XO z elektrodą tlenową, umożliwia
wielokrotne wykorzystanie czujnika bez utraty
aktywności enzymu.

Ryc. il. Schemat aparaturowy oznaczanta
gradacji ATP rnetodami enzymatycznymi

mięśni
objaśnienia: 1 - polvietlze, 2 _ bufor, 3 -4 - czujnik enzymatyczny,5 - Iejestratol,6 -ty CZna .

produktów de-
w ekstraktach

nastrzyk pIóbki,
pompa pelystal-

Badania zawartości HxR i Hx
nych ga.tunków ryb wskazują, ze
bach danego gatunku występują
w stałych stosunkach ilościowych
terium stosunku steżenia I{xR do

w mieśniacŁl roż-
związki te w ry-
względem siebie
(1). Według kry-
Hx, gatunki ryb

zakiasyfikowano do trzech grup:
1. grupa gatunków tworzących HxR (HxR/Hx}5),

do których nalezą m.in.: tuńczyki, halibuty, ma-
krele, ostroboki, sardela japońska, śledź pacyficzny
i krewetki,

2. grupa gatunków tworzących Hx (Hx/HxR>5),
do których zaltcza się niektóre ryby płastugowate,
skorpenowate, kulbinowate i głowonogi,

3. grupa gatunków pośrednrch np.: większość dor-
szowatych, łososiowatych i węgorzo\^,atych.
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Ryc. 2. Zmiany wartości K próbek z mięśni przechowywa-
nych w lodzie. BaCano ekstrakty mięśni metodą polaro-

graficzną, wg (4)

Do oznaczeń Hx stosuje się również połączenie
memblany z osadzoną na niej oksydazą ksantyno-
wą z elektrodą polarograficzną (6). Oznacza się nad-
tlenek wodoru oraz kwas moczowy tworzący się
podczas reakcji enzymatycznej. Niestabilny w roz-
twcrze nadt]enek wodolu można rozłożyć pTzez
immobilizację katalazy.

xc
Hx*02->X+HrO,

Xo
X+Or-_>U+Hżo,

kataIaza
2 H2O2 

-_> 
2 Hro + o,

Wówczas oznacza się tylko kwas moczowy (5).
Przez jednoczesne unieruchomienie nuk]eotydazy

(NT), fosforylazy nukleozydowej (NP) oraz XO, w
podobny sposób za pomocą jednej elektrody mozna
oznaczyć IMP. Wykorzystując małą kolumnę anioni-
tową oraz zestaw burorów eluujących produkty roz-
kładu ATP i regulujących aktywność enzymów moż-
na kolejno otrzymać wszystkie dane niezbędne do
wyznaczenia wartości K, (8).

Istnieje również zmodyfikowana metoda, pozwa-
lająca określić wartość K, przez zastosowanie ukła-
du czterech elektrod: elektrody tlenowej, jako elek-
trody odniesienia, czujnika Hx, czujnika HxR oraz
czujnika IMP (9).

Ostatnio opracowano metodę oznaczania związków
szlaku degradacji ATP przez ich rozdzielenie tech-
niką elektroforezy kapilarnej i detekcję w UV (5).
Stęzenia zwtązków ob]icza się na podstawie porów-
nania powierzchni pików elektroforegramu uzyska-
nego plzy badaniu ekstraktu z elektroforegTamem
ekstraktu ze znaną ilością dodatku wzorców, Wpraw-
dzie koszt aparatury do elektroforezy kapilarnej jest
bardzo duży, Iecz najdrozsze elementy w zestawie:
detektor, zasllacz wysokiego napięcia i rejestrator,
są jednakowe z używanymi w innych technikach
rozdzielania substancji. Wobec tego, w celu pełniej-
szego wykorzystania sprzętu, można je stosować np.
w chromatografii cieczowej lub spektroskopii maso-
wej. Ponadto w skład zestawu do CE wchodzi ka-
pilara oraz zbiorniczki z buforem, w których zanu-
rza się elektrody zastlacza i końce kapilary. Za|etą
stosowania CE do wyznaczania wartości K jest

zmniejszenie ilości operacji niezbędnych do wykona-
nia oznaczeń.

podsumowanie

Wszystkie przedstawione metody mają szansę
szerszego zastosowania wobec dostępności sprzętu
technicznego, preaktywowanych membran oraz en-
zyrnów. Zarówno przygotowanie próbek, jak i same
oznaczenia nie są czasochłonne, a zastosowanie kom-
putera do rejestracji i obróbki danych dodatkowo
skraca czas oczekiwania na wynik. Do przygotowa-
nia próbki i wyznaczenia wartości K, metodą wy-
korzystującą układ czterech elektrod potrzeba 15
minut, w tym do samego oznaczenia - 8 minut.

Trwałość czujników enzymatycznych pozwala na
ich przechowywanie od 15 do 30 dni w temperatu-
rze 5oC, a stabilnośó enzymów umożIiwia wykona-
nie do la} oznaczeń z powtarzalnością wynikow w
zakresie błędu od 3 do 80/o.

Firma EAC Corp. (Japonia) rozpoczęła niedawno
sprzedaż papierków wskaźnikowych do testowania
świezości ryb, skorupiaków i mięsa. W związku ze
wzlostem konsumpcji świezych ryb i sprzedażą go-
towych dań z ryb, można oczekiwać zwiększenia po-
pytu na proste metody okreśiania świeżości ryb,
Wyznaczanie wartości K stosuje się również w prak-
tyce laboratoryjne j do określania świeżości lyb
przeznaczonych do badań naukowych.
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Prześledzono wpływ trzech 1eków przeciwpasożyiniczyclr
stosowanych u owiec, a mianowicie chlorowodorku lewima-
zo\u (8,0 me/ke), closantelu (7,5 me/kg) i ivermectinu
(0.2 mg/ke) na rozwój Lucilla cuprina. Zarówno iverme-
ctin, jak i closantel znamiennie hamowały tempo wzrostu
larw L. cuprina hodowanych in vitro na surowicy owiec
1eczonych tymi preparatami. Natomiast surorvica owiec
leczonych chlorowodorkiem lewamizolu nie wywierała dzia-
łania hamującego. To hamujące działanie ivermectinu utrzy-
mywało się przez okres 6 dni po zaprzestaniu leczenia, a
closantelu przez 2r1 dni, Niższe dawki lekólv działały
znacznie słabiej hamująco na wzrost 1arw. Okres 21 dni,
w którym utrzymuje się aktywność closantelu w pełni wy-
starcza do ochrony owiec przed .T,. cuprina.
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