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ABSTRAKT

Alkalicka fosfataza (ALP) je enzym prirodzene sa vyskytujuci v mlieku vsetkych
cicavcov. ALP je inaktivovana tepelnym oSetrenim mlieka. Nakol'ko ALP je o nieCo menej
termolabilnd ako vécSina patogénnych baktérii a inaktivuje sa tesne pod casovou hranicou
teplotnych podmienok pouZzitych pri pasterizacii mlieka, sledovanie jej aktivity je idedlnym
testovacim parametrom na dokaz, ze mlieko bolo spravne pasterizované, nebolo kontaminované
surovym mliekom, alebo postvyrobnou bakteridlnou kontaminaciou.

V zmysle stanovenych cielov sme zaviedli do praxe a validovali chemiluminiscencnu
metddu na kontrolu dostatocnej pasterizacie kravského, ovc¢ieho a kozieho mlieka. Sicasne sme
pozorovali faktory, ktoré mézu ovplyviiovat’ vysledky analyz realizovanych touto metédou.

Valida¢né poziadavky (medza detekcie, opakovatelnost, reprodukovatelnost’), ktoré
stanovilo Referen¢nym laboratoriom pre mlieko a mliecne vyrobky AFSSA Pariz, boli splnené.
Chemiluminiscencnd metoda vyhovuje ucelu pouzitia. Detekény limit metddy bol stanoveny na
17 mU.I", & zodpoveda pridavku cca 0,001 % nepasterizovaného mlieka do mlieka
pasterizovaného. Pre dosiahnutie presnych vysledkov odporuc¢ame zostrojenie kalibracnej krivky
samostatne pre jednotlivé druhy mlieka.

Pasterizované mlieko s vys$im obsahom tuku (3,5 %) vykazuje vyssiu aktivitu ALP, ako
mlieko s niz§im obsahom tuku (0,5 %) (P < 0,01). Miera tohto vplyvu vsak zavisi od typu
zvoleného tepelného oSetrenia.

,»Vysokd pasterizacia®“ (85 °C) mlieka v porovnani so ,Setrnou pasterizaciou” (72 —
74 °C) je zpohladu inaktivacie ALP u¢innejSia. NajlepSie vysledky sme zistili u tepelné¢ho
osetrenia 85 °C / 5 s a 85 °C / 47 s. Pri tepelnom oSetreni 124°C / 4 s bola zaznamenana
reaktivita ALP. Z analyzovanych 93 vzoriek mlieka, boli 2 vzorky vyhodnotené ako pozitivne
(> 350 mU.I""). Obe vzorky boli oSetrené ,,$etrnou pasterizaciou.

Zistili sme, Ze aktivitu ALP neovplyviiuje skladovanie mlieka pri -18 °C apri 5 °C po
dobu 8 dni. Naopak, izbova teplota (22 °C) zvysuje aktivitu ALP (v zavislosti od rychlosti

mnozenia sa mikroorganizmov).

Krucové slova: alkalicka fosfatdza, pasterizacia mlieka, kontrola mlieka,



ABSTRACT

The alcaline phosphatase (ALP) is an enzyme naturally occured in milk of all mammals.
ALP is inactivated by heat treating of milk. Whereas ALP is less thermolabile than most of
pathogenic bacterials and 1 tis inactivated closely under the time limit of thermal conditions
which are used for pasteurization of milk, the monitoring of this activity presents an ideal test
parameter for a proof that milk was correctly pasteurized an was not contaminated by original
milk or a post-production bacterial contamination.

With aview to specified purposes we validated and introduced to practise
a chemiluminescencial method for control of sufficient pasteurization in connection with milk of
cows, sheep and goats. At the same time we observed some factors which could influence the
results of analyses realized by this method.

Requirements of validity (limit of detection, repeatibility, reproducibility) established by
French National Reference Laboratory for milk and diary products AFSSA, Paris, were executed.
The chemiluminescencial method accomodated to purpose of using. The limit of detection was
determined 17 mU.I"" what presents an adiition approximately 0,001 % non-pasteurized milk into
pasteurized milk. For an achievement of exact results we recommend a contruction of calibration
curve separately for special sorts of milk.

Pasteurized milk in high fat content (3,5 %) shows higher ALP activity than milk in lower
fat content (0,5 %). The rate of influence depends on type of selected heat treating.

On account of ALP inactivation is ,high pasteurization (85 °C) more effective than
»lower pasteurization® (72-74 °C). The best results we reached with using heat treating 85 °C/5
s and 85 °C/47 s.

ALP reactivity was observed with using heat treating 124 °C/4 s. Two samples of milk
from 93 analyzed samples were evaluated as positive (>350 mU.I") The both samples were
treated by “lower pasteurization”.

We found out that storage of milk does not influence ALP acitivity during 8 days when
temperature is -18 °C and 5 °C. On he contrary, indoor temperature (22 °C increases ALP

activity (it depends on reproduction rate of microorganisms).

Key words: alcaline phosphatase, pasteurization of milk, control of milk



UVOD

Mlieko a mlie¢ne vyrobky su pre svoje zlozenie povazované za biologicky hodnotnt
potravinu. Obsah nutri¢nych zloZiek pritomnych v tychto produktoch je dobrou zivnou pédou pre
rast arozvoj rozmanitej mikroflory. Této mikrofléra v mliecnych produktoch méze mat’ pre
konzumenta pozitivne, ale aj negativne nasledky.

Vyrobcovia prichddzaji na trh stale s novymi a novymi vyrobkami, ktoré su v radoch
konzumentov oblibené a ziadané. Z nutricného a dietetického hladiska maju tieto vyrobky
nezastupitené postavenie najmd vo vyzive deti a star§ich I'udi. Prave nedostato¢ne vyvinuty,
resp. vycerpany a oslabeny imunitny systém u tychto vekovych skupin vsak ¢asto nie je schopny
adekvatne a dostatoCne primerane reagovat v pripade infekcie spdsobenej patogénnymi
a potencionalne patogénnymi mikroorganizmami.

Na zniCenie potencidlne pritomnych patogénnych mikroorganizmov sa mlieko oSetruje
pasterizaciou. Preto je dolezité kontrolovat’ tento proces. Dokaz dostatocnej pasterizacie mlieka
je zalozeny na principe zistenia aktivity enzymu alkalickd fosfataza (ALP), ktory musi byt pri
pasterizacnej teplote inaktivovany. Nakolko ALP je o nieCo menej termolabilna ako vicSina
patogénnych baktérii a inaktivuje sa tesne pod casovou hranicou teplotnych podmienok
pouzitych pri pasterizacii mlieka, sledovanie jej aktivity je idedlnym testovacim parametrom na
dokaz, ze mlieko bolo spravne pasterizované, nebolo kontaminované surovym mliekom, alebo
postvyrobnou bakteridlnou kontaminéciou.

V nedévnej minulosti (niekde eSte aj v sicasnosti) sa na kontrolu pasterizacie pouzivali
metddy, ktoré st schopné detegovat’ len 2,5 %, v lepSom pripade 0,1 %, nepasterizovaného
mlieka v pasterizovanom (kolorimetricka metoda). Predstavuje to vysoku moznost’ prehliadnutia
kontaminacie pasterizovaného mlieka patogénnymi mikroorganizmami prostrednictvom
nepasterizovaného mlieka. Sprisnenim hygienickych pravidiel arozvojom analytickej chémie,
mdzeme resp. musime na kontrolu pasterizacie v sicasnosti pouzivat' citlivejSie metddy (napr.
chemiluminiscen¢na a fluorimetrickd metéda). Zavadzanim takychto metdd do praxe (organy
uradnej kontroly potravin, vyrobcovia potravin) prispieva k produkcii zdravotne neSkodnych

mliecnych produktov.



1 PREHICAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ PROBLEMATIKY

Alkalickd fosfataza (ALP) je enzym [EC 3.1.3.1; ortophosphoric monoester
phosphohydrolase] prirodzene pritomny v krvi a v mlieku vSetkych cicavcov, pricom jej obsah
v mlieku jednotlivych Zivocisnych druhov je rozny (Fadiloglu et al., 2004).

ALP je nachadzand v rozlicnych mnozstvach vo vécSine tkaniv a sekrétov cicavcov.
(Shakeel-ur-Rehman a Farkye, 2002). Hodnoty ALP sa mdzu podstatne liSit medzi druhmi
a medzi jednotlivcami rovnakého druhu. Mlieko jednotlivych krav sa méze lisit' obsahom ALP,
¢o je ovplyvnené mnohymi faktormi ako napriklad stadiom vylucovania mlieka (Andrews, 1992).
Mastitidne mlieko vykazuje vyssiu aktivitu ALP (Roseiro — Barbosa, 1995). Vamvakaki et al.
(2005) zistil, ze v surovom ov¢om mlieku je priblizne 5-krat viac ALP a kozie mlieko obsahuje
zhruba len '/s ALP v porovnani s kravskym mliekom.

Aktivita ALP je pouzitd ako index Uc¢innosti adekvatnej pasterizacie mlieka, pretoze ALP
je trochu viac rezistentna ako teplota a ¢as potrebny na inaktivaciu Mycobacterium tuberculosis,
ktory bol teplotne najstabilnej$i patogén zndmy v mlieku v Casoch zavadzania pasterizacie
v mliekarenskom priemysle (Andrews, 1992). V stcasnej epidemiologickej situdcii prichadzaju
v surovom mlieku do tUvahy nasledovné choroboplodné a toxinogénne mikroorganizmy
(v abecednom poradi): Campylobacter sp., Coxiella bruneti, patogénne Enterobacteriaceae —
Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia enterocolitica, enteropatogénne Eschericia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus. V poslednom Case sa vyskytuje otazka vyznamu
M. avium ssp. paratuberculosis ako zvieracieho patogéna aj z hl'adiska mozného nebezpecenstva
pre zdravie konzumentov pasterizované¢ho mlieka (Gorner a Valik, 2004). Mycobacterium avium
ssp. paratuberculosis je pravdepodobne jeden z najkontroverznejSich zoonotickych patogénov
bovinného povodu (Tremblay, 2004). Povazuje sa za potenciadlny etiologicky agens Crohnove;j
choroby (chronickej ochorenia ¢revného aparatu) uludi (Chamberlin et al., 2001; Hermon-
Taylor et al., 2000). Ak je MAP pritomny v surovom mlieku a nie je efektivne inaktivovany
pasterizaciou, je mozné, ze baktéria moze existovat’ v d’alSich produktoch ako st napr. syry
(Donaghy, Totton, Rowe, 2004).

Viaceri vedci zistili (Stabel et al., 1997; Kaswani a Frank, 1998), Ze komeréna HTST
pasterizécia inaktivuje MAP. Iné vyskumy ukazujice pritomnost” MAP vo vzorkéach preddvaného

pasterizovaného mlieka vedl k zdverom, ze MAP preziva komer¢nu pasterizaciu mlieka (Grant



et al., 2002; Sung a Collins, 1998). Tieto vyskumy nie su nezvratnym dokazom, zZe
mikroorganizmus preziva ak je vystaveny Specifickému tepelnému spracovaniu pri teplote 71,7
°C za 15 s. Chyby v komer¢nej pasterizacii sa mozu vyskytnut' vd’aka neadekvatnemu casu
podrzania mlieka vo vydrznikoch, §trbindm vo ventiloch a vo vymenikoch tepla a v nespravnom
fungovani zariadenia (Rampling, 1998). Zostava kontroverzné, ¢i MAP preziva komercnu
pasterizaciu (Gao et al., 2002).

Posobenie tepla na ALP pocas pasterizacie sposobi, ze ALP sa rozvinie, inaktivuje sa.
Inaktivovand ALP je neucinnd, pretoze protein v tomto stave nie je schopny hydrolyzy ziadneho
znameho substratu. Iba neporusena ALP moéze hydrolyzovat’ orto-fosforovy ester z fenolového
a iného substratu.

Meranie rezidualnej ALP aktivity je jednoducho meranim mnozstva ALP, ktoré eSte
nepodlahlo rozpleteniu (inaktivacie). Rezidudlna aktivita ALP taktiez odraza, ¢i nejaké surové
mlieko nepreniklo do produktu. Uplné mnoZstvo ALP v surovom nezahriatom mlieku sa rozni
vd’aka mnozstvu faktorov (Kepplinger, 2006).

Pri merani ALP v pasterizovanom mlieku, pociato¢né pozitivne vysledky eSte nemusia
znamenat' nedostatocnil pasterizaciu. FalosSne pozitivne vysledky mozu byt zapri¢inené
z viacerych dovodov (Kepplinger, 2006). Pritomnosti i6nov Mg, Mn, Zn moéZze fosfatdzu po
tepelnej inaktivacii reaktivovat ato hlavne vtedy, ked nedosSlo k denaturacii rozpustnych
bielkovin. Reaktivaciu vSak inhibuje pritomnost’ tazkych kovov, napr. Cd, Hg (Vega-Warner et al.,
1999), Cu aNi. Kinhibicii reaktivacie vSak prichddza tiez za nepritomnosti Mg a Ca
(Kepplinger, 2006).

Reaktivita ALP bola Studovana kvoli zisteniu, Zze UHT oSetrené (ultra-high temperature)
mlieko je fosfatdzovo negativne ihned’ po tepelnom oSetreni, ale odstatim sa stdva fosfatazovo
pozitivne (Pellegrino, Resmini a Luf, 1995). VSeobecne, reaktivita ALP vzrastd so zvySovanim
pasterizacnej teploty a skracovanim jej vydrze (Vega-Warner et al., 1999).

Mikroorganizmy pritomné v mliecnych produktoch po pasterizacii moézu produkovat
termolabilné mikrobidlne fosfatazy (typ I), alebo termostabilné mikrobialne fosfatdzy (typ II).
Typ I sa rozpleta (rozvinie) a inaktivuje, ak je vystaveny pasterizacnej teplote a typ Il nie. Typ II
odolava pasterizaénému rozpletaniu a inaktivovaniu (Kepplinger 2006).

Mlie¢ne produkty s vysSim obsahom tuku, ktoré podlahli vysoko-teplotnej kratkodobej

pasterizacii (HTST) ¢asto vykazuju reaktivitu. Bolo dokazané, ze ALP vo vSetkych mliekach je



ndjdend volna vroztoku pevne prichytena k membrane mliecnych tukovych gul6cok.
Predpoklada sa, ze ALP, ked’ je tesne prichytend k membrane, je jednoducho viac chranena od
uplného rozpletenia v porovnani s ALP volnou v roztoku. Hoci obe, vol'néd iviazand ALP je
neaktivna pdsobenim tepla uUplne nezvratné rozpletanie sa moze udiat’ len pri volnej ALP
v roztoku (Kepplinger 2006).
Podla Nariadenie komisie (ES) €. 1662/2006 sa pasterizacia dosiahne oSetrenim, ktoré

zahfna:

i) vysoku teplotu na kratky ¢as (najmenej 72 °C na 15 sekand);

ii) nizku teplotu na dlhy ¢as (najmenej 63 °C na 30 mintt); alebo

1i1) aktukol'vek ini kombinaciu podmienok casu/teploty s ciel'om dosiahnut’

rovnocenny ucinok, tak aby vyrobky vykazovali tam, kde to pripada do

uvahy, negativnu reakciu na alkalicky fosfatdzovy test bezprostredne po

takomto oSetreni.
Stanovenie aktivity alkalickej fosfatazy podl'a Nariadenia komisie (ES) ¢. 1664/2006

1. Pri stanovovani aktivity alkalickej fosfatazy je nutné uplatiiovat’ normu ISO 11816-1
ako referen¢nti metodu.

2. Aktivita alkalickej fosfatazy je vyjadrena v milijednotkéach aktivity enzymov v prepocte
na jeden liter (mU.1"). Jednotka aktivity alkalickej fosfatazy je mnoZstvo enzymu
alkalickej fosfatazy, ktoré katalyzuje premenu 1 mikromolu substratu za jednu
minutu.

3. Vysledok testu alkalickej fosfatazy sa povazuje za negativny, ak aktivita kravského
mlieka neprevysuje 350 mU.I™.

4. Vyuzitie alternativnych analytickych metod je pripustné, len ak st takéto metddy
validované referencnou metédou uvedenou v bode 1 v sulade s medzinarodne

uznavanymi protokolmi.

2 CIEL: PRACE

Vzhl'adom na sprisnenie hygienickych Ilimitov kladenych na vyrobcov potravin
a prenesenie zodpovednosti za vyrobeny produkt na vyrobcov, je nutné vylepSovat’ a nachadzat’

nové kontrolné mechanizmy technologickych procesov vyroby potravin.



V tomto zmysle sme pre kontrolu pasterizdcie mlieka stanovili nasledovné ciele

dizertacnej prace:

1. Validacia chemiluminiscencnej metddy na stanovenie aktivity alkalickej fosfatazy (ALP)
v kravskom, ov€om a kozom mlieku.
2. Pozorovanie faktorov ovplyviiujucich aktivitu alkalickej fosfatdzy (ALP) v mlieku

(tepelné oSetrenie, tukovost,, podmienky skladovania).

3 MATERIAL A METODIKA

3.1 VSeobecny popis experimentov a materialu

Experimenty boli realizované v akreditovanom deta§ovanom laboratériu v Nitre Statneho
veterindrneho a potravinového ustavu Bratislava.

Vzorky mlieka boli odobraté, v zavislosti od experimentu, od prvovyrobcov mlieka
(surové kravské mlieko, ovCie a kozie mlieko), od spracovatelov mlieka (pasterizované
plnotu¢né, polotu¢né a nizkotu¢né kravské mlieko) a z obchodnej siete (konzumne kravské
mlieko). Odber vzoriek bol realizovany podl'a STN EN ISO 707 (2001).

Vyhodnotenie experimentov bolo prostrednictvom opisnych matematicko-Statistickych
charakteristik, grafickym znazornenim a matematicko-$tatistickymi analyzami (podl'a zvoleného
experimentu). Bliz§ia charakteristika vzoriek a metodiky je uvadzand pri jednotlivych
experimentoch.

Na dosiahnutie vytyc¢enych ciel'ov boli zostavené nasledovné experimenty:

Ciel' 1: Validacia chemiluminiscencnej metddy na stanovenie aktivity alkalickej fosfatazy
(ALP) v kravskom, ov€om a kozom mlieku.

Experiment 1: Kalibra¢né krivky

Experiment 2: Detekény limit metody (LOD)

Experiment 3: Opakovatelnost’ metody

Experiment 4: Medzilaboratérna reprodukovatelnost’ metody

Experiment 5: Porovnanie chemiluminiscencnej a fluorimetrickej metdédy na stanovenie

aktivity ALP v mlieku.



Ciel’ 2: Pozorovanie faktorov ovplyvnujucich aktivitu alkalickej fosfatdzy (ALP) v mlieku
(tepelné osetrenie, tukovost’, podmienky skladovania).
Experiment 6: Vplyv obsahu tuku v pasterizovanom mlieku na aktivitu ALP.
Experiment 7: Vplyv réznych tepelnych osetreni na aktivitu ALP
Experiment 8: Vplyv doby uchovévania vzoriek pasterizované¢ho mlieka za roznych
teplotnych podmienok na celkovy pocet mikroorganizmov (CPM)
a aktivitu ALP.

3.2 Stanovenie aktivity ALP chemiluminiscen¢nou metédou

(PasLite™ ALP test Charm 6600)

Fosfatdza je prirodzeny mliecny enzym, ktory je inaktivovany konvenénou pasterizaciou.
PasLite zmeria fosfatizu v mlie¢nych produktoch s detekénym limitom 20 mU.1" pri tepelnom
oSetreni vzorky mlieka 72 °C po dobu 15 sekand (HTST).

Charm II systém v spolupraci so softvérom C2Soft poskytuje vysledky vmU.I"
(milijednotiek na liter mlieka). Jednotka aktivity ALP je mnoZstvo enzymu ALP, ktoré katalyzuje

premenu jedného pmolu substratu za minutu v jednom litri vzorky.

Princip metddy

Aktivita alkalickej fosfatazy je merand na zdklade fotoaktivacie hydrolizovaného
produktu - nasleduje pristrojové meranie fotoaktivacie V pritomnosti alkalickej fosfatazy,
stabilny aromaticky dioxetan-fosfatovy substrat je hydrolizovany pri 35 °C + 1 °C za tvorby
fotoaktivneho (chemiluminiscencéného) produktu. Hydrolyticka reakcia je zastavena po inkubacii
(3 minuty). Takto vytvorena hodnota chemiluminiscencie produktu je merand a transformovana

analyzatorom na enzymové jednotky (U).

Kalibracia
Do kazdej z troch skumaviek vlozime jednu kalibra¢nu tabletu, priddme 100 ul vody
a premiesame. Postupujeme nasledovne:
- nizka kalibracia: jedna tableta pozitivneho Standardu v 20 ml negativnej kontroly

(44 mU.1")
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- stredné kalibracia: jedna tableta pozitivneho Standardu v 5 ml negativnej kontroly
(175 mU.1™")

- vysoka kalibrécia: jedna tableta pozitivneho Standardu v 2,5 ml negativnej kontroly
(350 mU.I'"

Skumavky energicky premiesat’ 10 sekund. Schladime na 10 minut. Pred kazdym pouzitim
pretrepat. Kazda kalibracnd koncentracia bude testovand v trojiciach pouzitim 100 pl
z pripravenych kalibraénych Standardov. Meranie sa musi uskuto¢nit’ do 3 minat od inkubacie,
preto kazda kalibra¢né koncentracia bude merana jednotlivo.

Meranie sa prevadza na analyzatore CHARM 6600.

Softvér C2Soft vypocita z troch merani pre kazda kalibraénti uroven priemernu hodnotu

a vytvori kalibra¢n krivku.

Postup skusky

Pred testovanim vzoriek ur¢ime kalibracna krivku a/alebo kontrolny bod (kontrolny bod
je delitkom medzi negativnym a podozrivo pozitivnym vysledkom):

1) do kazdej testovacej skimavky pridime 100 pl ¢inidla AP,

2) pipetou pridame do kazdej testovacej skimavky 100 pl vzorky mlieka, potrepeme kyvadlovym
pohybom,

3) vlozime do inkubétora na teplotu 35 +1 °C na tri mintty,

4) vpriebehu 10 sekind od ukoncenia inkubécie priddme do kazdej skiimavky 1 ml
zastavujuceho roztoku izbovej teploty. Skumavky vyberieme z inkubatora a potrepeme po
dobu 10 sekiund,

5) skiimavky vlozime do analyzatora 6600. VSetky skimavky musia byt analyzované do 3 minut

od pridania zastavujiceho roztoku.

Interpretacia vysledkov

- vzorka s nameranou hodnotou > 350 mU.I" = podozrivo pozitivna vzorka (d’alej sa
postupuje podla bodu ,,Potvrdenie pozitivity*

- vzorka s nameranou hodnotou > 100 mU.I" méZe znamenat potencialny problému
V procese pasterizacie

-1 ’
- vzorka s nameranou hodnotou < 44 mU.I" = negativna vzorka
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3.3Stanovenie aktivity ALP fluorimetrickou metodou

(Fluorophos® ALP Test System)

Stanovenie aktivity ALP fluorimetreickou metddou sa realizovalo podla STN EN ISO
11816-1: 1997 ,Mlieko amliecne vyrobky. Stanovenie aktivity alkalickej fosfatazy

fluorimetrickou metédou. Cast’ 1: Mlieko a napoje na baze mlieka*.

3.4 Stanovenie celkového po¢tu mikroorganizmov (CPM)

CPM boli stanovené podla STN EN ISO 4833: 2003 ,,Stanovenie celkového poctu

mikroorganizmov - Metoda pocitania kolonii kultivovanych pri 30°C*.

3.5 Validacia chemiluminiscen¢nej metédy na stanovenie aktivity ALP

v mlieku

Poziadavky k validacii chemiluminiscenénej metddy boli uréené Referenénym

laboratoriom pre mlieko a mlie¢ne vyrobky AFSSA Pariz.

Experiment 1: Kalibracné krivky
Kalibracné krivky boli vytvorené pre nizkotu¢né, polotucné, plnotucné kravské a pre
ov¢ie a kozie mlieko pouzitim nasledovnych kalibracnych koncentracii aktivity ALP:
- nizka kalibra¢na koncentracia (44 mU.ml™):
jedna tableta pozitivneho Standardu v 20 ml negativnej kontroly
- stredna kalibra¢na koncentracia (175 mU.ml™):
jedna tableta pozitivneho Standardu v 5 ml negativnej kontroly
- vysoka kalibra¢na koncentracia (350 mU.ml™):
jedna tableta pozitivneho Standardu v 2,5 ml negativnej kontroly

Priprava negativnej kontroly: mlieko pasterizované pri 95 °C po dobu 1 minuty.
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Experiment 2: Detekcny limit metody (LOD)
Na stanovenie medze detekcie sme pouzili nasledovny postup:
1. priprava negativnej kontroly - pasterizované mlieko pri 95 °C / 1 min
2. priemerna hodnota aktivity ALP v negativnej kontrole = ,,Sum®;

3. vypocet LOD: 3 x,,Sum®;

Experiment 3. Opakovatelnost’ metody

Opakovatelnost’ (zhodnost’ v podmienkach opakovatel'nosti) sa charakterizuje variacnym
koeficientom opakovatel'nosti CV; ktory sa pocita zo smerodajnej odchylky (SD) a aritmetického
priemeru (x) série merani v podmienkach opakovatelnosti. Vypocitany CV, sa hodnoti podla
vopred ur¢enej poziadavky.

Pre kazdy druh mlieka (plnotu¢né, polotu¢né a nizkotu¢né kravské mlieko, ov€ie a kozie
mlieko) bolo vykonanych Sest merani jednej vzorky, na kazdej koncentracnej hladine aktivity
ALP (20, 44, 100, 350, 500 mU.l'l). Z nameranych hodndt boli vypocitané variacnd koeficienty,
ktoré sa porovnali s pozadovanymi hodnotami uréenymi Referencnym laboratériom pre mlieko

a mlie¢ne vyrobky AFSSA Pariz.

Experiment 4: Medzilaboratorna reprodukovatelnost metody

Na stanovenie medzilaboratornej reprodukovatelnosti sa porovnali vysledky merania
aktivity ALP ziskané ztroch roznych laboratérii, meranim rovnakych vzoriek za pouzitia
rovnakej metédy merania (chemiluminiscenéna metoda PasLite™ ALP test Charm 6600).
Rozdielnost’ nameranych hodnét totoznych vzoriek v troch laboratériach vyjadrend variaénym

koeficientom reprodukovatelnosti (CVy) bola porovnana s danymi poziadavkami.

Experiment 5: Porovnanie chemiluminiscencnej a fluorimetrickej metody na

stanovenie aktivity ALP
V experimente 5 boli zistené a porovnané hodnoty aktivity ALP namerané
chemiluminiscenénou metddou (PasLite™ ALP test Charm 6600) a fluorimetrickou metédou

(Fluorophos® ALP Test System) v rovnakych vzorkich. Vzorky boli analyzované oboma

metdédami pre koncentra¢nu hladinu aktivity ALP: 20, 50, 100, 350 a 500 mU.I".
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3.6 Pozorovanie faktorov ovplyviiujucich aktivitu alkalickej fosfatazy (ALP)

v mlieku (tepelné oSetrenie, tukovost’, podmienky skladovania)

Experiment 6. Vplyv obsahu tuku v pasterizovanom mlieku na aktivitu ALP

Na zistenie ako vplyva obsah tuku v mlieku na aktivitu ALP sme analyzovali vzorky
kravského mlieka s 3,5 %, 1,5 % a 0,5 % obsahom tuku. Na stanovenie aktivity ALP sme
pouzili chemiluminiscenént metodu PasLite™ ALP test Charm 6600.

Vzorky mlieka boli pasterizované na doskovom pastéri za nasledovnych podmienok: A :
72°C po dobu 47 s; B : 74°C po dobu 20 s; C : 85°C po dobu 5 s; D : 85°C po dobu 47 s.

Na zistenie vztahu medzi obsahom tuku v pasterizovanom mlieku a aktivitou ALP boli

ziskané udaje Statisticky spracované dvojfaktorovou ANOVA analyzou.

Experiment 7: Vplyv roznych tepelnych osetreni na aktivitu ALP
Vzorky surového kravského mlieka boli tepelne oSetrené na doskovom pastéri s
nasledovnymi kombinéciami teploty a casu:
A : 72°C po dobu 47 sekund
B : 74°C po dobu 20 sekund
: 85°C po dobu 5 sektind

} ,Setrna pasterizacia®

T O

: 85°C po dobu 47 sekund ,vysoka pasterizacia“
: 124°C po dobu 4 sekundy

T

Na stanovenie aktivity ALP vo vzorkdch bola pouzitd chemiluminiscenénd metdda
PasLite™ ALP test Charm 6600.

Zistené¢ hodndét aktivity ALP (v ramci kazdej skupiny tepelného zasahu A - E) boli
porovnané prostrednictvom zékladnych matematicko - Statistické ukazovatelov (priemer,
smerodajnd odchylka, variaény koeficient), znazornené graficky a vyhodnotené ANOVA

analyzou s interakciou.
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Experiment 8: Vplyv doby uchovavania vzorky pasterizovaného mlieka za roznych
teplotnych podmienok na celkovy pocet mikroorganizmov (CPM) a
aktivitu ALP

Vzorky mlieka odobraté zobchodnej siete oSetrené ,,vysokou pasterizaciou” boli
skladované 8 dni za nasledovnych podmienok:

- vzorky A: obal uzavrety, teplota 5° C

- vzorky B: obal uzavrety, teplota 22° C

- vzorky C: obal otvoreny, teplota 5° C

- vzorky D: teplota -18° C

Pocas doby skladovanie boli v 24-hodinovych intervaloch stibezne stanovovana aktivita
ALP acelkovy pocet mikroorganizmov. Z vysledkov sme zistili priebeh pozorovanych

parametrov poc¢as doby skladovania vzorky a koreldciu medzi aktivitou ALP a CPM.

4 VYSLEDKY A ZAVERY

Zameranie dizerta¢nej prace vychadza z potreby efektivnej kontroly mlieka z pohl'adu
jeho dostatoCnej pasterizacie. Praca sa zaoberd metodou kontroly dostatocnej pasterizacie mlieka,
moznostou jej zavedenia do praxe a validaciou. Dalej pojednava o niektorych faktoroch, ktoré
mozu vysledky analyz, ziskanych touto metédou, ovplyvnit'.

K inaktivacii ALP dochadza pasterizaciou mlieka. Dokaz dostato¢nej pasterizacie mlieka
je zalozeny na principe zistenia aktivity enzymu alkalicka fosfataza (ALP), ktory musi byt pri
pasterizacnej teplote inaktivovany. Nakolko ALP je o nieCo menej termolabilna ako vicSina
patogénnych baktérii a inaktivuje sa tesne pod casovou hranicou teplotnych podmienok
pouzitych pri pasterizacii mlieka, sledovanie jej aktivity je idedlnym testovacim parametrom na
dokaz, ze mlieko bolo spravne pasterizované, nebolo kontaminované surovym mliekom, alebo
postvyrobnou bakteridlnou kontaminaciou.

V prvej cCasti prace sme zaviedli a validovali chemiluminiscenéni metédu na kontrolu
ALP pre plnotucné, polotucné, nizkotuéné kravské mlieko, ako aj pre ovcie a kozie mlieko.

Validacné poziadavky (detekény limit, opakovatelnost, reprodukovatelnost’), ktoré boli
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stanovené Referenénym laboratdriom pre mlieko a mlie¢ne vyrobky AFSSA Pariz, boli splnené.

Mozeme konStatovat’, Ze testovand metdda vyhovuje ucelu pouzitia.

Z vysledkov prvej Casti prace d’alej vyplyva:

Detekény limit metody je 17 mU.1", ¢o znamend, Ze metddou je mozné zistit’ priblizne
0,001 % nepasterizovaného mlieka v mlieku pasterizovanom (na porovnanie -
kolorimetricka metoda cca 0,1 %) .

Citlivost chemiluminiscentnej metody (PasLite’™ ALP test - Charm 6600)
pre kravské, kozie aj ov¢ie mlieko je takmer rovnakd. Pre dosiahnutie presnejSich
vysledkov odporti¢ame zostrojenie kalibracnej krivky samostatne pre jednotlivé druhy
mlieka. V pripade plnotu¢ného a polotu¢ného mlieka je citlivost metody takmer
zhodnd, avSak v pripade odtu¢nené¢ho mlieka citlivost’ testu vyrazne stlipa. Preto je
nevyhnutna kalibracia zv1ast’ na plnotu¢né, polotu¢né a hlavne na nizkotu¢né mlieko.
Chemiluminiscenéna metéda (PasLite™ ALP test - Charm 6600) je, zpohladu
zistovanych vysledkov merani, porovnatel'na s referencnou fluorimetrickou metédou
(Fluorophos® ALP Test System) na koncentraénych hladinach 20, 50 a 100 mU.I".
Extrémne rozdiely vo vysledkoch merani sme zistili nad koncentra¢nou hladinou 350
mU.I"". Porovnanie oboch metéd odporiidame zopakovat, pretoze legislativny limit

dostato&nej pasterizacie je prave 350 mU.I™.

V druhej Casti prace sme sa zamerali na pozorovanie niektorych faktorov, ktoré mézu

ovplyviiovat’ aktivitu ALP. Z vysledkov ziskanych na zaklade troch experimentov mozeme

konStatovat’:

Pasterizované mlieko s vysSim obsahom tuku (3,5 %) vykazuje vysSiu aktivitu ALP, ako
mlieko s niz§im obsahom tuku (0,5 %) (P < 0,01). Miera tohto vplyvu vSak zavisi od typu
zvoleného tepelného oSetrenia. Napriklad u tepelného oSetrenia 74 °C / 20 s sa tento vplyv
prejavil len minimalne.

,»,Vysoka pasterizacia“ mlieka (v naSom pripade C: 85 °C /5, D: 85 °C /47 s a E: 124°C/
4 s) v porovnani so ,,Setrnou pasterizaciou® (v naSom pripade A: 72 °C / 47 s, B: 74 °C /
20 s) je zpohladu inaktivacie ALP tucinnejSia, pricom najlepSie vysledky sme zistili
pri tepelnom oSetreni C: 85 °C / 5 s aD: 85 °C / 47 s. Pri tepelnom oSetreni E: 124°C /

4 s bola zistena reaktivovana ALP.
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Predlzovanie tepelného oSetrenia 85 °C nad 5 sekund, je z pohladu inaktivacie ALP
neefektivne, pretoze vysledky aktivity ALP u tepelného oSetrenia 85 °C / 47 s a tepelného
oSetrenia 85 °C/ 5 s su takmer zhodné.

Zistili sme vztah medzi aktivitou ALP acelkovym poctom mikroorganizmov (CPM)
v mlieku. Vzrastajicim obsahom CPM sa zvySuje aj aktivita ALP v mlieku (P < 0,05).
Korelaciu mozno slovne hodnot’ ako pozitivnu a stredne silni (Kendallov tau-b = 0,33).
Tento vztah je spdsobeny mikrobidlnou ALP v mlieku.

Z analyzovanych 93 vzorieck mlieka  boli 2 vzorky vyhodnotené ako pozitivne
(>350 muU.I'"). Obe vzorky boli oSetrené ,,etrnou pasterizaciou.

Ked’ze aktivita ALP v mlieku cca 12 hodin po pasterizacii je nizka (blizka k detekénému
limitu) a po dsmich dioch skladovania pri 5 °C takmer nezmenend znamena to, Ze je
mozné zistovat' aktivitu ALP (pre kontrolu vykonania dostatonej pasterizacie) aj
v priebehu doby spotreby mlieka (3 — 8 dni). AvsSak pri poruSeni chladiaceho retazca pri
skladovani mlieka sa aktivita ALP moze rychlo zvysit (v zéavislosti od rychlosti
rozmnoZzenia mikroorganizmov). Uvedené skutoCnosti by mohli byt vyuzité orgdnmi
uradnej kontroly potravin napr. so zamerom, pouzit’ chemiluminiscen¢ni metédu na dokaz
porusenia chladiaceho retazca pri skladovani mlieka a mliecnych vyrobkov. Pre realizaciu

navrhovaného zameru, je vSak nutné Specifikovat’ metodické postupy a podmienky analyz.

Zavadzanie citlivejsich skuSobnych metdd do praxe a hl'adanie novych spésobov kontroly

produktov pocas vyroby, ale aj v distribunej aobchodnej sieti ma velky vyznam pre

spotrebitel’a. Spotrebitel’ chce mat’ istotu, ze vyrobok ktory skonzumuje mu nesposobi zdravotné

t'azkosti.

5 NAVRHY NA VYUZITIE POZNATKOV

Ciele prace boli zamerané pre vyuZzitie vysledkov vo vyrobnej a laboratornej praxi, pre

organy uradnej kontroly potravin a vednu oblast’ technologia potravin.

Zistené poznatky z experimentov, ako aj teoretické poznatky, budu mdct’ byt vyuzitelné

hlavne v laboratornej praxi skuSobnych a firemnych laboratorii. Vzhladom na zvySenie

hygienického Standardu a prenesenie zodpovednosti za vyrobeny produkt na vyrobcov, by mali

17



mat” vyrobcovia vacsi zaujem kontrolovat’ svoje vyrobné procesy. Vyuzivat pri tom co
najcitlivejSie metody, aby mali istotu, Ze ich vyrobeny produkt je zdravotne neSkodny. Metody
pouzité v praci (chemiluminiscencnd a fluorimetrickd) na kontrolu dostato¢nej pasterizacie
mlieka vyuzitim aktivity alkalickej fosfatazy (ALP), si povazované za vysoko citlivé, ¢o sa ndm
potvrdilo aj v naSich experimentoch. Metodami je vhodné kontrolovat’ proces pasterizacie mlieka
ana zéklade vysledkov zhodnotit’ ¢innost' pastéra. V ramci systému HACCP (pripadne ISO
22000, BRC alFS S$tandardov ai.) kde je jednou z poZiadaviek - validacia technologickych
procesov, su spominané metddy vhodnym nastrojom na validiciu pasterizacného procesu
spracovania mlieka.

Dal§im navrhom pre spracovatelov mlieka je zaviest' si do praxe vzorkovaci plan, pricom
primerane dlhti dobu. Takéto vzorky poslizia ako dokaz vykonanej dostatoCnej pasterizacie
v pripadnych sporoch s odberatel'om, ¢i zakaznikom.

Na jednej strane si moZu vyrobcovia kontrolovat’ pasterizacny proces spracovanie mlieka
sami, a na strane druhej méZu byt ich vyrobky kontrolované, v rdmci tradnej kontroly, orgdnmi
uradnej kontroly potravin, za vyuZitia dostatocne citlivych metod.

Aplikacia spominanych metdd na kontrolu dostatocnej pasterizacie mlieka do praxe,
vyzaduje oboznamit’ sa aj s faktormi, ktoré moézu zistované vysledky ovplyvnit. Niektoré
spominané faktory boli testované v predkladanej praci a ich zhodnotenie méze byt nadpomocné
pri vyuzivani takychto a podobnych metdd, fungujicich na principe zistovania aktivity ALP,
V praxi.

Realitou je nepripustné zaobchadzanie s mliecnymi vyrobkami u vyrobcu, distribitora a
v obchodne;j sieti napr. porusenim chladiaceho retazca, vystavovanim produktu vy$s§im teplotam,
porusenie obalu vyrobku apod. Nasimulovali sme niektoré spominané podmienky v laboratoriu
s cielom zistit’ ako sa tieto faktory prejavia na aktivite ALP a celkovom pocte mikroorganizmov
(CPM). Zistené vysledky mézu poskytnat minimélne informaciu o tom, ako sa pozorované
parametre menia, resp. nemenia v mliecnom produkte, ked’ st vystavené roznym vplyvom.

Vyuzivanim spominanych metdd orgdnmi Uradnej kontroly a spracovateI'mi mlieka na
kontrolu dostatoc¢nej pasterizacie mlieka a mliecnych vyrobkov, prispeje k produkcii zdravotne

neskodnych produktov a tym k viac¢sej ochrane konzumenta.
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Vysledky préce st samozrejme prinosom aj pre vednu oblast’ technoldgia potravin, kde

mozu byt vyuzité ako podklad pre d’alSie skimanie vztahov a stvislosti pri kontrole pasterizacie

mlieka metédami fungujiicimi na principe zaznamendvania aktivity enzymu alkalickej fosfatazy

(ALP), ktory je indikatorom dostatocnej pasterizacie mlieka. Predkladana praca pontika moznosti

d’alSieho rieSenia problému v ramci bakaldrskych a diplomovych prac. Ziskané vysledky je

mozné vyuzit' vo vyucbe predmetov Hygiena potravin, Mliekarstvo a pod.

RieSend problematika zahfna v sebe aj d’alSie ciastkové problémy, ktoré neboli v praci

rieSené. Na zéklade ziskanych poznatkov odporu¢ame v praci d’alej pokraCovat, ato tak

z pohl'adu praktického vyuzitia novych poznatkov, pre kontrolu pasterizacie ako aj pre ziskanie

novych teoretickych poznatkov, ktoré neboli doteraz vyrieSené.
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