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ZASTOSOWANIE METODY FLUORYMETRYCZNEJ
W OCENIE SKUTECZNOSCI PASTERYZACJI
MLEKA KROWIEGO, KOZIEGO I SEROW

Streszczenie. Oznaczanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) wykorzystywane jest do oceny
skutecznosci pasteryzacji mleka. Przyje¢ta metoda referencyjng jest metoda fluorymetryczna we-
dhug PN-EN ISO 11816. Aktywno$¢ ALP w probcee jest mierzona przez fluorymetryczny pomiar
kinetyki reakcji hydrolizy substratu w obecnosci ALP z wytworzeniem reszty fosforanowej
i silnie fluorescencyjnego produktu. Tematem pracy byla walidacja i ocena metody oznaczania
aktywnosci ALP w krowim i kozim mleku pasteryzowanym oraz serze. Okreslono precyzje me-
tody, oceniajac powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna uzyskanych wynikow.
Sprawno$¢ metody potwierdzono rowniez przez udzial w migdzylaboratoryjnych badaniach
biegtosci organizowanych przez CRL Milk and Milk Products, AFSSA — LERQAP i LGC Stan-
dards. Ponadto aktywno$¢ ALP oznaczono w mleku oraz réznych rodzajach sera pochodzacych
z handlu detalicznego. Aktywno§¢ ALP w badanym mleku miescila si¢ w zakresie < 10-483 mU/I,
przy czym wigkszo$¢ probek wykazywata aktywnos¢ ponizej 250 mU/l. Aktywno$¢ ALP w serze
wynosita od < 0,5 do 90,46 mU/g, w wigkszosci przypadkow nie przekraczajac 10 mU/g. Uzy-
skane wartosci precyzji metody spetniaja kryteria ustalone przez migdzylaboratoryjne badania
poréwnawcze i okre§lone w PN-EN ISO 11816.

Stowa kluczowe: fosfataza alkaliczna, skuteczno$¢ pasteryzacji, mleko krowie, mleko kozie, ser

Wstep

Enzymem o bardzo waznym dla przemystu mleczarskiego znaczeniu jest fosfataza
alkaliczna (ALP). Jej aktywnos$¢ §wiadczy o jakosci procesu pasteryzacji mleka, pod-
czas ktorego zmniejsza si¢ ona ponad 500-krotnie (WILINSKA i IN. 2007).

ALP jest glikoproteing bton komérkowych szeroko rozpowszechniong w tkankach
zwierzat oraz komorkach mikroorganizmoéow. Fosfataza alkaliczna w mleku zostata
odkryta i scharakteryzowana w 1925 roku przez F. Demuth. Wykazano wowczas,
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iz odpowiednia kombinacja czasu i temperatury obrobki mleka, o nieznacznie wyzszych
parametrach niz dla inaktywacji drobnoustroju Mycobacterium tuberculosis, powoduje
inaktywacje ALP. Badanie enzymatycznej aktywnosci ALP stato si¢ rutynowg kontrola
skutecznosci pasteryzacji lub zanieczyszczenia surowym mlekiem gotowego produktu
(Fox i KELLY 2006). Zgodnie z obowigzujagcymi wymaganiami prawnymi aktywno$¢
ALP w mleku pasteryzowanym nie powinna by¢ wigksza niz 350 mU/l (ROZPORZA-
DZENIE... 2006). Dla produktow mlecznych decyzyjny limit aktywnosci ALP nie zostat
jeszcze ustalony. Wstepne badania Francuskiej Agencji ds. Bezpieczenstwa Sanitarnego
Zywnoéci (AFSSA) okreslaja go na poziomie 2-11 mU/g produktu w zaleznoéci od typu
sera. Aktywnos$¢ enzymu w produkcie na podanym poziomie $wiadczy o wlasciwie
przeprowadzonym procesie pasteryzacji mleka uzytego do produkcji sera (DESBOURDES
i IN. 2008). Metody oznaczania aktywno$ci ALP w mleku i produktach mlecznych opar-
te sa na reakcjach kolorymetrycznych uzywajacych jako substratu fosforanu fenylu
(metoda Kaya i Grahama, metoda Scharera), p-nitrofosforanu fenylu (metoda As-
chaffenburga i Mullena) oraz monofosforanu fenoloftaleiny (metoda Kleyna). Zwiazki
te hydrolizujg na fosforan nieorganiczny i odpowiednio fenol, p-nitrofenol lub fenolo-
ftaleing. Aktywno$¢ enzymu jest obliczana na podstawie uwalnianego do srodowiska
reakcji produktu, zabarwiajgcego roztwor. Fenol, reagujac z 2,6-dichlochinonem chloro-
imidu (CQC), nadaje barwe¢ niebieska, nitrofenol zabarwia roztwor o odczynie zasado-
wym na z6lto, a fenoloftaleina w $rodowisku reakcji o pH 10,15 nadaje barweg rézowa.
Alternatywne dla kolorymetrycznych metod sa metody instrumentalne, takie jak chemi-
luminescencyjna, amperometryczna, potencjometryczna czy fluorymetryczna (FOX
i KELLY 2006, MARSHALL 1993, SALTER i FITCHEN 2006, YOSHITOMI 2004). Metoda
odniesienia jest fluorymetryczny pomiar aktywnosci ALP (PN-EN ISO 11816 czes$¢ 1
i 2). Jest to metoda odpowiednia dla pomiaru aktywnosci ALP w mleku krowim, kozim
i owczym, pelnym, cze$ciowo odtluszczonym i odtluszczonym, napojach mlecznych
i r6znego rodzaju serach. Za pomocg tej metody mozna bada¢ zarowno mleko pastery-
zowane, jak i surowe (po uprzednim rozcienczeniu probki do aktywnosci ALP < 2000
mU/l). Metoda jest oparta na reakcji hydrolizy substratu zwanego Fluorophos (fosforan
2'-(2-benzotiazolilo)-6'-hydroksybenzotiazolowy), pod wplywem ALP pochodzacej
z probki, na reszt¢ fosforanowa oraz silnie fluorescencyjny produkt. Fluorymetryczny
pomiar aktywno$ci ALP wykonywany jest przez 3 min w temperaturze 38°C. Obejmuje
on okres wyréwnania temperatury substratu i probki, po ktorym nastepuja wielokrotne
odczyty dla ustalenia szybko$ci reakcji. Aktywnos$¢ enzymu jest automatycznie przeli-
czana i podawana przez aparat w milijednostkach na litr (dla mleka i napojéw mlecz-
nych) lub milijednostkach na kilogram (dla seréw). Jednostka aktywnosci ALP jest to
ilo§¢ enzymu fosfatazy alkalicznej, ktora katalizuje przeksztatcenie 1 pmol substratu
w czasie 1 min (Rocco 1990, PN-EN ISO 11816).

Celem badan byla rewalidacja i ocena metody oznaczania aktywnosci ALP w kro-
wim i kozim mleku pasteryzowanym oraz w produktach mlecznych w celu wdrozenia
jej do zakresu badan laboratorium. Okreslono precyzj¢ metody, oceniajac powtarzal-
no$¢ i odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng. Cechy charakterystyczne metody oraz
biegtos¢ laboratorium okreslono réwniez poprzez udzial w migdzylaboratoryjnych ba-
daniach porownawczych. Ponadto monitorowano aktywnos¢ ALP w probkach mleka
oraz serow pochodzacych ze sprzedazy detaliczne;j.
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Material i metody

Material

Do badan walidacyjnych metody oznaczania aktywno$ci ALP w mleku uzyto dwoch
rodzajow mleka pasteryzowanego: krowiego i koziego. Do badan walidacyjnych meto-
dy oznaczania aktywnos$ci ALP w serze uzyto sera gouda. Sprawnos$¢ metody potwier-
dzono roéwniez poprzez udzial w mig¢dzylaboratoryjnych badaniach poréwnawczych
organizowanych przez CRL Milk and Milk Products, AFSSA — LERQAP i LGC Stan-
dards. Dodatkowo badaniu poddano 37 probek mleka, w tym: 20 probek mleka pastery-
zowanego krowiego o zawartosci thuszczu 3,2%, 8 probek mleka pasteryzowanego
krowiego o zawartosci tlhuszczu 2%, 8 probek mleka krowiego po obrobce UHT oraz
jedng probke mleka pasteryzowanego koziego pelnego. Analizie poddano takze 15
probek serow, w tym: 8 probek sera twardego, 4 probki sera mickkiego plesniowego,
2 probki sera twarogowego oraz jedna probke sera koziego. Do rozcienczenia probek
sera uzyto mleka pasteryzowanego (mleko krowie o zawartosci tluszczu 3,2%, mleko
kozie petne). Probki serow oraz mleka pasteryzowanego pochodzity ze sprzedazy deta-
licznej, natomiast mleko surowe, do fortyfikacji probek walidacyjnych, pochodzito
z ferm mlecznych.

Odczynniki

= Substrat Fluorophos — niefluorescencyjny aromatyczny ester fosforanu 2'-(2-
-benzotiazolilo)-6'-hydroksybenzotiazolowego (Fluorophos).
* Roztwor buforowy do substratu — buforowy roztwor dietanoloaminy (DEA) do
rozpuszczenia sproszkowanego substratu c(DEA) — 2,4 mol/l, o pH 10,0.
= Roztwory robocze kalibracyjne, zotcien fluorescencyjna — 2'-(2-benzotiazolilo)-6'-
-hydroksybenzotiazol) w buforze DEA:
— roztwor kalibracyjny A, zaw1erajqcy 0 pmol/1 zolmem fluorescencyjne;j,
— roztwor kalibracyjny B, zawierajacy 17,24 x 107 umol/l z6lcieni fluorescen-
cyjnej,
— roztwor kalibracyjny C, zawierajacy 34,48 x 10 umol/l zolcieni fluorescen-
cyjne;j.
* Roztwér do codziennej kontroli aparatu zawierajacy 34,48 x 107 pmol/l zékcieni
fluorescencyjne;j.
= Roztwory kontrolne — pozytywny, negatywny i PhosphaCheck-N.

Aparatura

= Fluorymetr z filtrami, z termostatycznie utrzymywanym statywem kuwety w tem-
peraturze 38+1°C.

* Blok termostatowy odpowiedni do umieszczenia kuwet, utrzymujacy temperature
38+1°C.

» Waga analityczna.

= Homogenizator Ultraturrax.

= Kuwety, jednorazowe ze szkla niewykazujacego fluorescencji o $rednicy 12 mm
i dhugosci 75 mm.
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= Pipeta automatyczna o pojemnosci 2,0 ml i 0,075 ml.
= Mieszadlo typu Vortex.
= ‘Laznia wodna odpowiednia do utrzymania temperatury 63+1°C oraz 95+1°C.

Weryfikacja sprawnoSci aparatu i testy kontrolne

Sprawdzenie jakosci obejmuje:

= Codzienny test A/D (analogowo/cyfrowy) stosowany do sprawdzenia wlasciwego
funkcjonowania aparatu poprzez pomiar doktadnosci konwersji A/D i monitoro-
wanie dryfowania w czasie.

= Codzienny test kontrolny aparatu z uzyciem roztworu do codziennej kontroli apa-
ratu, w celu monitorowania ewentualnego dryfowania elektronicznego lub optycz-
nego fluorymetru.

= Testy kontrolne odnoszace si¢ do probki do badan i aparatu:

— negatywny test kontrolny w analizie kazdego zestawu probek do badan; war-
to$¢ odczytu aparatu powinna by¢ mniejsza niz 10 mU/l, co wskazuje na brak
aktywnosci fluorescencyjne;j,

— pozytywny test kontrolny w analizie kazdego zestawu probek do badan; war-
to$¢ odczytu aparatu powinna wynosi¢ 500£75 mU/I,

— test PhosphaCheck-N — warto$¢ odczytu aparatu powinna wynosi¢ ponizej
40 mU/1.

Przygotowanie prébek

Probki mleka do badan walidacyjnych przygotowano z mleka pasteryzowanego po
dodatkowej obrobce w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 5 min. Otrzymane
mleko o aktywnosci ALP < 10 mU/l fortyfikowano mlekiem surowym do uzyskania
poziomow aktywnosci ALP: 40, 100 i 350 mU/l w przypadku mleka krowiego oraz 20,
40, 100, 350, 500 mU/l w przypadku mleka koziego.

Probki sera do badan walidacyjnych przygotowano zgodnie z normg PN-EN ISO
11816-2. Odwazono 0,5 g sera i rozcienczono w 10 ml mleka pozbawionego ALP
(przez ogrzewanie w temperaturze 95°C przez 5 min), homogenizowano w homogeni-
zatorze trzpieniowym typu Ultraturrax. Tak przygotowana probke fortyfikowano mle-
kiem surowym do ustalenia czterech poziomow aktywnosci ALP: 2, 270, 900 oraz 2500
mU/g.

Probki mleka do migdzylaboratoryjnych badan bieglosci zostaty dostarczone do la-
boratorium przez organizatora badan. Poziomy aktywnosci ALP w dostarczonych prob-
kach byly zréznicowane i nieznane analitykom. Postepowano z nimi zgodnie z zalece-
niami organizatora.

Oznaczanie aktywnosci ALP w prébkach

Prébki badano, uzywajac aparatu Fluorophos FLM 200 (Advanced Instruments Inc.).
Uzyto kanaléw skalibrowanych odpowiednio dla mleka krowiego pasteryzowanego
o zawartosci ttuszczu 3,2%, 2%, mleka koziego pasteryzowanego pelnego oraz sera.
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Odmierzono 0,075 ml probki analitycznej i dodano do kuwety zawierajacej 2 ml
substratu Fluorophos inkubowanego przez 10 min w temperaturze 38°C. Zawarto$¢
wymieszano z uzyciem mieszadla typu Vortex. Wyniki zostaty automatycznie obliczone
i podane przez aparat.

Aktywnos¢ ALP w probkach walidacyjnych kazdego rodzaju produktu na kazdym po-
ziomie byta badana réwnolegle przez trzech analitykéw w sze$ciu powtorzeniach. Probki
do miedzylaboratoryjnych badan biegtosci byty badane zgodnie z zaleceniami organizato-
ra badan. Monitorowane w kierunku aktywnosci ALP probki produktéw mlecznych
z handlu detalicznego byly badane przez jednego analityka w dwoch powtdrzeniach.

Interpretacja wynikéw

Precyzja metody zostata okre§lona w badaniach walidacyjnych wlasnych na pod-
stawie wyznaczonych warto$ci powtarzalnosci i odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej
oraz odchylenia standardowego, a takze wspotczynnika zmiennosci dla powtarzalno$ci
i odtwarzalno$ci. Warto$ci powtarzalno$ci i odtwarzalno$ci poréwnano z warto$ciami
okreslonymi przez miedzylaboratoryjne badania i zawartymi w normie PN-EN ISO
11816 (czesci 11 2).

Wyniki badania probek pochodzacych z handlu detalicznego odniesiono do limitu
decyzyjnego aktywno$ci ALP w mleku i produktach mlecznych.

Raporty migdzylaboratoryjnych badan poréwnawczych dostarczone przez organiza-
tora zawieraly cechy charakterystyczne metody (powtarzalno$¢, odtwarzalnos¢, odchy-
lenie standardowe) wyznaczone na podstawie poréwnan miedzylaboratoryjnych, a takze
ocen¢ bieglosci laboratorium lub poszczegélnych analitykéw na podstawie wskaznika
z-score (0 < |z| < 2 — wynik zadowalajacy, 2 < |z| < 3 — wynik watpliwy, |z| > 3 — wynik
niezadowalajacy).

Wyniki

Wartosci powtarzalnosci 1 odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjnej na kazdym z usta-
lonych pozioméw aktywnosci ALP, zardbwno w przypadku mleka krowiego, koziego,
jak i serow, miescily si¢ w granicach wyznaczonych na podstawie miedzylaboratoryj-
nych badan zawartych w normie PN-EN ISO 11816 (czgsci 1 i 2). Warto$ci powtarzal-
nosci 1 odtwarzalno$ci uzyskane w badaniach walidacyjnych w poréwnaniu z warto-
Sciami zawartymi w normie dla mleka krowiego zestawiono w tabeli 1, dla mleka ko-
ziego — w tabeli 2, dla serow — w tabeli 3. Wartosci powtarzalnosci zalezaly od rodzaju
mleka, zawarto$ci thuszczu oraz poziomu aktywnos$ci ALP i miescily si¢ w przedziale
5,45-45,85 mU/l w przypadku mleka i 0,37-213,19 mU/g w przypadku sera. Wartosci
odtwarzalnos$ci wynosity dla mleka: 6,97-49,37 mU/I, dla sera: 0,48-342,28 mU/g.

Wspotczynnik zmiennosci dla powtarzalnos$ci w przypadku mleka miescit si¢ w gra-
nicach 1,63-8,51%, w przypadku seréw w granicach: 3,24-5,95%, natomiast wspot-
czynnik zmiennosci dla odtwarzalno$ci wynosit od 2,46 do 18,22% dla mleka i od 4,26
do 7,74% dla sera. Wartosci odchylen standardowych i wspdtczynnikéw zmiennosci
powtarzalnosci 1 odtwarzalnosci dla mleka krowiego i koziego zestawiono w tabeli 4,
natomiast dla serow — w tabeli 5.
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Tabela 1. Wartosci powtarzalnosci i odtwarzalno$ci otrzymane w badaniach w poréwnaniu
z warto$ciami z normy PN-EN ISO 11816-1 dla mleka krowiego

Table 1. The values of repeatability and reproducibility obtained in the study, with reference to
the values from standard PN-EN ISO 11816-1 for cow milk

Poziom aktywnosci ALP (mU/1)

40 100 350

wartos¢ warto$¢ warto$¢
norma norma norma
otrzymana otrzymana otrzymana

Mileko krowie 3,2% ttuszczu

Powtarzalnos¢ 12,49 21,50 13,69 22,10 23,00 89,60
Odtwarzalno$¢ 30,23 31,80 14,77 51,00 25,78 136,40

Mleko krowie 2% ttuszczu

Powtarzalnos¢ 5,67 21,50 11,34 22,10 45,85 89,60

Odtwarzalno$¢ 8,40 31,80 11,47 51,00 49,37 136,40

Tabela 2. Wartosci powtarzalnosci i odtwarzalno$ci otrzymane w badaniach w poréwnaniu
z warto$ciami z normy PN-EN ISO 11816-1 dla mleka koziego

Table 2. The values of repeatability and reproducibility obtained in the study, with reference to
the values from standard PN-EN ISO 11816-1 for goat milk

Poziom aktywnosci ALP (mU/I)

20 40 100 350 500
warto$¢ warto$¢ warto$¢ warto$¢ warto$¢
otrzy- | norma | otrzy- | norma | otrzy- | norma | otrzy- | norma | otrzy- | norma
mana mana mana mana mana

Powtarzalnos¢ 5,45 8,63 6,46 7,98 | 16,64 | 26,20 | 26,63 | 42,83 | 24,30 | 28,56

Odtwarzalno$¢ 6,97 | 10,96 8,38 | 20,55 | 18,68 | 28,71 | 49,24 |127.9 45,85 | 87,51

Tabela 3. Warto$ci powtarzalnosci i odtwarzalnoéci otrzymane w badaniach w poréwnaniu
z warto$ciami z normy PN-EN ISO 11816-2 dla sera

Table 3. The values of repeatability and reproducibility obtained in the study, with reference to
the values from standard PN-EN ISO 11816-2 for cheese

Poziom aktywnosci ALP (mU/g)

2 270 900 2500
warto$¢é warto$¢é warto$¢é warto$¢é
norma norma norma norma
otrzymana otrzymana otrzymana otrzymana
Powtarzalnos$¢ 0,37 2 26,20 60 80,82 155 213,19 520
Odtwarzalnos¢ 0,48 2 32,78 75 108,60 500 342,28 980
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Tabela 4. Wartosci odchylenia standardowego (Sd) i wspotczynnika zmiennosci (CV) powtarzal-
nosci i odtwarzalnosci na poszczegdlnych poziomach aktywnosci ALP w mleku

Table 4. The values of standard deviation (Sd) and coefficient of variation (CV) of repeatability
and reproducibility at each level of ALP activity in milk

Poziom aktywno$ci ALP (mU/1)

20‘40|100|350‘500 20|40‘100‘350‘500

Powtarzalnos$¢ Odtwarzalnos$¢

Mileko krowie 3,2% thuszczu

Sd - 4,46 4,89 8,22 - - 10,80 5,27 9,21 -
CV (%) - 7,52 4,84 2,19 - - 18,22 5,21 2,46 -

Mleko krowie 2% thuszczu

Sd - 2,03 4,05 16,38 - - 3,00 4,10 17,63 -

CV (%) - 5,18 4,46 4,83 - - 7,64 4,52 5,21 -
Mleko kozie

Sd 1,95 2,31 5,94 9,51 8,68 2,49 2,99 6,67 17,58 | 16,37

CV (%) | 8,51 5,83 5,75 2,59 1,63 10,88 7,55 6,45 4,79 3,08

Tabela 5. Wartosci odchylenia standardowego (Sd) i wspotczynnika zmiennosci (CV) powtarzal-
nosci i odtwarzalnosci na poszczegolnych poziomach aktywnosci ALP w serze

Table 5. The values of standard deviation (Sd) and coefficient of variation (CV) of repeatability
and reproducibility at each level of ALP activity in cheese

Poziom aktywnosci / ALP (mU/g)
2 270 900 2500
Powtarzalnos¢
Sd 0,13 9,36 28,86 76,14
CV (%) 5,95 3,40 3,24 3,30
Odtwarzalno$¢
Sd 0,17 11,71 38,79 122,24
CV (%) 7,74 4,26 4,35 5,29

Na podstawie wynikow migdzylaboratoryjnych badan poréwnawczych dla krajo-
wych laboratoriow referencyjnych, organizowanych przez CRL Milk and Milk Pro-
ducts, AFSSA — LERQAP, oceniono biegtos¢ tych laboratoriéw, ponadto wyznaczono
parametry precyzji metody. Uzyskane wyniki wskazuja na poprawe powtarzalnosci
i odtwarzalnosci wynikow w stosunku do zawartych w normie PN-EN ISO 11816. Pa-
rametry te wraz z warto$ciami z-score dla laboratorium Zaktadu Higieny Zywnosci
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Tabela 6. Wyniki badan bieglosci dla laboratorium w odniesieniu do parametréw precyzji meto-
dy; organizator: CRL Milk and Milk Products, AFSSA — LERQAP; S, — odchylenie standardowe
powtarzalnosci, r — powtarzalnos¢, Sg — odchylenie standardowe odtwarzalno$ci, R — odtwarzal-
no$¢ (BOITELLE i NICOLAS 2008)

Table 6. Results of proficiency testing of laboratory with reference to the precision parameters of
method, organized by CRL Milk and Milk Products, AFSSA — LERQAP; S, — standard deviation
of repeatability, r — repeatability, Sg — standard deviation of reproducibility, R — reproducibility
(BOITELLE and NICOLAS 2008)

Wyniki
Poziom B laboratorium z-score
Rodzaj |aktywnosci p?l/;;cs)zrcla (mU/) S, r Sk R
mleka ALP (mUA) | powts-| powto- | powts- | powts- (mU/) | (mUA) | mUAN) | (mU/)
(mU71) rzenie | rzenie | rzenie | rzenie
1 2 1 2
Mileko 20 23,66 26,7 290 1,1 20 | 314 | 888 | 3,50 | 991
lgremle 40 39,17 473 | 372 1,7 | -04 | 397 | 1122 | 559 | 1581
100 121,04 | 117,7] 1324 | —0,7 25 | 595|1684 | 623 | 17,63
350 347,63 | 3553 | 341,1| 0,3 | -03 | 11,30 | 31,98 | 24,56 | 69,50
500 48525 | 477,6 | 4942 | —0,2 03 | 13,07 | 37,00 | 35,37 | 100,9
Mileko 20 26,85 33,1| 308 13 08 | 220 | 622 502/ 1419
krowie 40 40,46 37,7| 48,7| -05 1,6 | 5511559 | 6,52 | 1844
CZgSC1I0WO
odttuszezo- | 100 12487 | 1347 | 116,8| 12 | -1,0 | 641 | 18,14 | 937 | 26,53
ne 350 346,53 | 3618 | 372.8| 06 1,0 | 10,53 | 29,79 | 27,61 | 78,13
500 482,51 | 4854 | 4942 0,1 04 | 16,07 | 45,48 | 30,47 | 86,23
Mileko 20 31,25 340 17,0 03 | -1,6 | 594 | 1682 | 9,76 | 27,63
Eggﬁ ‘:ZCZO 40 42,78 23| 51,0| -0,1 1,2 | 395 | 11,18 | 7,52 | 21,28
ne 100 96,11 998 | 99.8| 0,6 0,6 | 4,09 | 11,56 | 6,89 | 19,49
350 34334 | 341,1| 370,5 | -0,1 0,9 | 8,90 | 25,20 | 30,34 | 85,87
500 45032 | 4638 | 476,7| 0,5 1,0 | 698 | 19,75 | 26,52 | 75,04

Pochodzenia Zwierzgcego PIWet — PIB zestawiono w tabeli 6. Wyniki badan bieglosci
organizowanych przez LGC Standards dla poszczegdlnych analitykéw laboratorium
wraz z wyznaczonym z-score oraz odchyleniem standardowym wzgledem wynikow
wszystkich uczestnikow badan przedstawiono w tabeli 7. Kazdy z analitykéw w kazdej
rundzie badan biegloéci otrzymat z-score zadowalajace, co $wiadczy o wlasciwej jako-
$ci badan oraz potwierdza duza precyzj¢ metody (LGC STANDARDS... 2008 a, b, 2009).

Aktywnos¢ ALP w 96,55% probek mleka pasteryzowanego z handlu detalicznego
mieécita si¢ w granicach limitu decyzyjnego (350 mU/l). W jednej probce aktywnosé
ALP przekroczyta ten limit i wynosita 483 mU/l. W badaniach mleka UHT trzy z o$miu
badanych probek wykazaty aktywnosé ALP powyzej 350 mU/l, w tym przypadku jed-
nak duzg aktywno$¢ ALP mozna thumaczy¢ obecnoscia fosfatazy reaktywowanej (FOX
i KELLY 2006). Warto$ci aktywnos$ci ALP w badanych probkach mleka pochodzacych
z handlu detalicznego przedstawiono na rysunku 1.
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Tabela 7. Wyniki badan bieglosci w latach 2008-2009, organizator LGC (LGC STANDARDS...
2008 a, b, 2009)

Table 7. Results of proficiency testing in 2008-2009, organised by LGC (LGC STANDARDS... 2008
a, b, 2009)

R%?Sgaizz((:iiaﬁ pzZ;;:iia pryuzazg{%}}l\%al?l}}llch dla po:;icz(é;élnych Odchylerzirf1 St/e;;ldardowe
(mU/1) (mU/l) analitykow

Kwiecien 2008 122,0 128,7 0,45 23,36
123,7 0,11
120,0 0,13

236,0 246,9 0,45 38,19
234,0 —0,08
228,0 -0,33

Pazdziernik 2008 61,1 69,4 1,12 12,31
61,1 0,00
61,1 0,00

2257 240,4 0,54 29,36
227,6 0,07
246,9 0,78

Kwiecien 2009 297,2 320,9 0,66 37,82
312,6 0,43
318,6 0,60

147,1 158,6 0,65 22,24
148,0 0,05
158,6 0,65

Producenci wszystkich badanych seréw deklarowali stosowanie do produkcji wy-
facznie mleka pasteryzowanego. Aktywnos$¢ ALP siedmiu z o$miu badanych probek
sera twardego miescita si¢ we wstgpnym limicie decyzyjnym i wynosita od < 0,5 do
3,52 mU/g. Jedna probka charakteryzowata si¢ wicksza niz limit decyzyjny aktywnoscia
ALP (19,9 mU/g). Wérdd badanych probek serow migkkich plesniowych trzy (sery
brie) miaty aktywno$§¢ ALP mieszczaca si¢ w przedziale < 0,5-4,66 mU/g, jednakze
aktywno$¢ ALP jednej probki (ser camembert) w znacznym stopniu przewyzszyla limit
decyzyjny oraz aktywno$¢ w pozostatych probkach badanych serow (88-90 mU/g).
Wstepny limit dla serow twarogowych nie zostat jeszcze ustalony, aktywno§¢ w bada-
nych probkach sera twarogowego miescita si¢ w przedziale 1,41-2,18 mU/g. Badana
probka sera koziego charakteryzowata si¢ aktywnos$cia ALP na poziomie 6,8-6,9 mU/g.
Wartosci aktywnosci ALP w badanych probkach serow pochodzacych z handlu deta-
licznego przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 1. Aktywno$¢ ALP w serze, probki: 1-8 — sery twarde, 9-12 — sery migkkie,
13-14 — sery twarogowe, 15 — ser kozi

Fig. 1. ALP activity in cheese, samples: 1-8 — hard cheeses, 9-12 — soft cheeses,
13-14 — cottage cheeses, 15 — goat cheese
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Rys. 2. Aktywnos¢ ALP w mleku, probki: 1-20 — mleko krowie pasteryzowane
3,2% tluszczu, 21-28 — mleko krowie pasteryzowane 2% ttuszczu, 29-36 — mleko
krowie UHT, 37 — mleko kozie pasteryzowane

Fig. 2. ALP activity in milk, samples: 1-20 — pasteurised cow milk 3,2% of fat,
21-28 — pasteurised cow milk 2% of fat, 29-36 — cow milk UHT, 37 — pasteurised
goat milk
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Dyskusja

Metoda fluorymetryczna oznaczania aktywnosci ALP w mleku krowim, kozim,
owczym oraz napojach na bazie mleka zostata zwalidowana, a nastepnie opublikowana
jako procedura znormalizowana w 2006 roku. Migdzylaboratoryjne badania poréwnaw-
cze, na ktorych podstawie wyznaczono parametry precyzji metody, odbyly si¢ w 2004
roku. Wzigto w nich udziat 13 laboratoriow z 7 krajow. Wyznaczone cechy charaktery-
styczne metody (powtarzalnos$¢, odtwarzalnos$¢, wzgledne odchylenie standardowe)
przedstawiono w czeSci 1 normy PN-EN ISO 11816. Parametry precyzji uzyskane
w badaniach rewalidacyjnych w warunkach laboratorium Zakladu Higieny Zywnosci
Pochodzenia Zwierzgcego PIWet — PIB mieszcza si¢ w granicach zawartych w normie
PN-EN ISO 11816.

W ramach potwierdzenia precyzji metody i bieglosci krajowych laboratoriow refe-
rencyjnych w latach 2005-2006 laboratorium CRL Milk and Milk Products, AFSSA —
LERQAP przeprowadzito migdzylaboratoryjne badania poréwnawcze dla 14 europej-
skich laboratoriow. Wartosci parametréw precyzji metody byly mniejsze niz ustalone
rok wczesniej, co $wiadczy o wlasciwym wdrozeniu metody i poprawie jakosci analiz
prowadzonych przez laboratoria (BOITELLE i NICOLAS 2007).

W 2007 roku przeprowadzono migdzylaboratoryjne badania porownawcze, ponow-
nie sprawdzajac kompetencje krajowych laboratoriow referencyjnych w oznaczaniu
aktywnosci ALP w mleku krowim zgodnie z normg PN-EN ISO 11816. Uczestnikami
badan bylo 19 europejskich laboratoridéw, w tym takze laboratorium Zaktadu Higieny
Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego PIWet — PIB. Na podstawie wynikow ustalono
bardzo duzg precyzje metody, lepszg niz uzyskana w poprzednich badaniach porow-
nawczych (BOITELLE i NICOLAS 2008). Wartosci powtarzalnos$ci, odtwarzalno$ci, od-
chylenia standardowego oraz wyniki wlasne badan porownawczych wraz z wyznaczong
wartos$cig z-score zestawiono w tabeli 6.

W celu sterowania jakoscig badan oraz potwierdzania kompetencji i biegtosci labo-
ratorium i poszczegélnych analitykéw, laboratorium Zaktadu Higieny Zywnosci Pocho-
dzenia Zwierzgcego PIWet — PIB od 2008 roku bierze udzial w migdzylaboratoryjnych
badaniach biegtosci organizowanych przez LGC Standards (wyniki zestawiono w tabe-
li 7). Wartos$ci odchylen standardowych wynikoéw wszystkich uczestnikéw badan bie-
glosci (334 analitykow z 63 laboratoriow w 2009 roku) podczas kazdej z trzech rund
w wigkszosci przypadkéw miescity sie¢ w granicach odchylen standardowych ustalo-
nych przez migdzylaboratoryjne badania poréwnawcze laboratoriow referencyjnych
(BOITELLE i NICOLAS 2008). Rowniez w 83% przypadkoéw odchylenia standardowe
badan wiasnych walidacyjnych byly mniejsze niz odchylenia uzyskane podczas miedzy-
laboratoryjnych badan poréwnawczych.

Fluorymetryczna metoda oznaczania aktywnosci ALP w serach wedtug PN-EN ISO
11816-2 réwniez zostata zwalidowana i znormalizowana, jednakze jest na etapie wdra-
zania w laboratoriach. Warto$ci powtarzalnosci i odtwarzalnos$ci, podobnie jak w przy-
padku mleka i napojow na bazie mleka, wyznaczono poprzez badania migdzylaborato-
ryjne i zawarto w czesci 2 normy PN-EN ISO 11816. Parametry precyzji metody ozna-
czania aktywnos$ci ALP w serze uzyskane w badaniach wlasnych walidacyjnych byty
lepsze anizeli otrzymane w badaniach mi¢dzylaboratoryjnych.

Prowadzone sg badania majace na celu okreslenie limitu decyzyjnego aktywnosci
ALP w serach. Wyniki tych prac zaprezentowano podczas spotkania europejskich labo-
ratoriow referencyjnych — ,,11. Workshop Wspolnotowego Laboratorium Referencyjne-
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go ds. Mleka i Produktéw Mlecznych” (CRL Milk and Milk Products). Badania wyko-
nane we Wtloszech okreslaja aktywnos¢ ALP w serach twardych srednio na poziomie
4 mU/g, w serach pottwardych — na poziomie 0,8 mU/g, w serach topionych — na po-
ziomie 0,6-0,9 mU/g (PELLEGRINO i RosI 2008). DESBOURDES i IN. (2008) okreslili
$rednig aktywno$¢ ALP w serach migkkich z mleka pasteryzowanego na poziomie 2,88
mU/g, w serach twardych — do 11 mU/g. Sery z mleka termizowanego oraz poddanego
mikrofiltracji wykazywaty wigksza aktywnos¢ ALP (83-930 mU/g). Badania wiasne
dotyczace aktywnosci ALP w polskich serach wykazaty, iz w wigkszo$ci mieszcza si¢
one w ustalonych wstepnie przez AFSSA limitach decyzyjnych.

Whioski

Wyniki badan walidacyjnych metody fluorymetrycznej oznaczania aktywnosci ALP
w mleku i serach oraz satysfakcjonujace wyniki migdzylaboratoryjnych badan porow-
nawczych $wiadcza o wiasciwej bieglosci laboratorium i bardzo duzej precyzji metody.

Poréwnanie wynikéw badan probek pochodzacych z handlu detalicznego z limitami
decyzyjnymi aktywnosci ALP wskazuja, ze jedynie w pojedynczych probkach limity te
zostaly przekroczone. Przyczyna mogta by¢ ALP pochodzenia mikrobiologicznego, obec-
nos$¢ fosfatazy reaktywowanej albo niewlasciwie przeprowadzony proces pasteryzacji.
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APPLICATION OF FLUORIMETRIC METHOD IN EVALUATION
OF COMPLETENESS OF PASTEURISATION OF COW MILK,
GOAT MILK AND CHEESES

Summary. Determination of alkaline phosphatase (ALP) is used to assess the completeness of
pasteurisation. Official reference method for the measurement of ALP is the fluorimetric method
according to PN-EN ISO 11816. ALP activity is measured by fluorimetric estimation of kinetics
of hydrolysis reaction of the substrate which, when acted upon ALP, is converted to a highly
fluorescent product. The aim of this study was revalidation of the assay used for determination of
ALP activity in cow milk, goat milk and cheese. The precision of the method was determined by
assignation of repeatability and reproducibility. Moreover, the ALP activity in milk and cheeses
from retail outlets was monitored. ALP activity in milk ranged from < 10 to 483 mU/l, most of
samples had ALP activity below 250 mU/I. ALP activity in cheese ranged from < 0.5 to 90.46
mU/g, most of samples had ALP activity below 10 mU/g. Values of the precision of the method
fitted the criteria established for interlaboratory comparisons which are included in standard
PN-ENISO 11816.

Key words: alkaline phosphatase, completeness of pasteurisation, cow milk, goat milk, cheese
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