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Alkalickafosfataza jako indikator tepelného oSetreni mléka
pro vyrobu syru
Souhrn

Cilem diplomové prace bylo v teoretické ¢asti shrnout souc¢asné poznatky o hodnoceni
aktivity alkalické fosfatazy jako indikatoru tepelné¢ho zahievu mléka pro vyrobu mlécnych
produktl. V praktické ¢asti pak bylo na 110 vyrobcich, 8 tvarozich, 49 Cerstvych syrech, 9
Cerstvych syrech s kotenim, 7 syrech ve slaném nalevu, 7 syrech plisiovych, 5 syrech
zrajicich pod mazem a 25 syrech polotvrdych a tvrdych, provedeno porovnani 2 metodik
pro stanoveni aktivity tohoto enzymu, ptivodni dle normy CSN EN ISO 11816-2 (2003),
vyuzivajici jako extrak¢ni Cinidlo pasterované mléko a I1SO 11816-2/IDF 155-2 (2010)
Vv platném znéni, kde je pro extrakci pouzivan pufr.

Alkalické fosfataza (EC 3.1.3.1) je hydrolaza odstépujici fosfatové skupiny na 5. a 3.
pozici u mnoha molekul, mezi né€z patii zejména nukleotidy a proteiny. Enzym ma pH
optimum v alkalické oblasti (pH 10), jeho kofaktorem jsou ionty Zn?*, inhibitorem pak Cu®".
Mlécna alkalicka fosfataza pochéazi z epitelu mlécné zlazy a jinych bunéénych tutvard.
V tomto médiu je lokalizovana na membrané tukovych kulic¢ek. Jeji mnozstvi zalezi na stadiu
laktace (nejvySS$i koncentrace jsou obsazeny v mlezivu) a zdravotnim stavu zvifete
(koncentrace roste pfi onemocnéni, zejména zanctech vemene). Diky své specifické
termostabilité je pouzivana k prikazu pasterace mléka a mléénych vyrobk.

V praktické ¢asti diplomové prace bylo pii srovnani pivodni a modifikované
metodiky zjiSténo, Ze doporuend zmeéna pasterovaného mléka za pufr zlepSuje
extrahovatelnost enzymu z matrice syru a zvysuje citlivost metody (p > 0,05). Byla téz
potvrzena (p > 0,05) nevhodnost fluorometrického stanoveni pro plisiové syry (zejména syry
S plisni v téste€) z divodu obsahu mikrobialni alkalické fosfatazy. Ze stejného divodu metoda
pravdépodobné nebude vhodna ani pro syry zrajici pod mazem. Naopak byla vyvracena
(p > 0,05) nevhodnost analyzy pro syry zrajici v solném nalevu. Pro kategorii ¢erstvych syrt
s pfidavkem kofeni pak byly vysledky z hlediska jeji vhodnosti nejednoznac¢né. Na zaklad¢
ziskanych dat lze také potvrdit vhodnost navrzené¢ho limitu (10 mU/g) zbytkové aktivity
enzymu pro produkty z pasterovaného mléka.

Klic¢ova slova: alkalicka fosfatdza, mléko, pasterace, priikaz tepelného oSetieni, syrafstvi



Alkalinephosphatase as an indicator for the heat treatment
of the milk for cheesemaking

Summary

The aim of this diploma thesis was to summarize current knowledge about
the evaluation of alkaline phosphatase activity as an indicator of heat treatment of milk
for production of dairy products in theoretical part. In experimental part were comparised
2 methods for this enzyme activity determination, the original according to CSN EN ISO
11816-2 (2003), using pasteurized milk as an extracting agent, and ISO 11816-2/IDF 155-2
(2010), using extraction buffer. For comparison were used 110 cheese samples, 8 quarg
products, 49 fresh cheese products, 9 spiced fresh cheese products, 7 white-brined cheese
products, 7 Penicillium sp. flora cheese products, 5 coryneform flora cheese products and 25
semi-hard and hard cheese products.

Alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1) is a hydrolase cleaving phosphate groups
at the 5™ and 3"position of many molecules including especially nucleotides and proteins.
The enzyme has a pH optimum in the alkaline range (pH 10), their cofactors are ions Zn®*and
inhibitors Cu®*. Dairy alkaline phosphatase derived from mammary epithelium and other
cellular residua in milk. In this medium is the enzyme localized on the membrane of fat
globules. Their amount depends on the stage of lactation (the highest concentration is in
colostrum) and animal health (their concentration increases when disease, especially mastitis,
starts). Due to its specific thermostability is alkaline phosphatase used for proof of milk and
milk products pasteurization.

In the experimental part of the diploma thesis was found that the recommended
substitution of pasteurized milk for buffer improves enzyme extraction process from cheese
matrix and so enhances method sensitivity (p > 0.05). Method unsuitability for Penicillium sp.
flora cheese (especially for blue-veined ones) was also confirmed (p > 0.05). This
unsuitability could be explained by content of microbial alkaline phosphatase. For the same
reason might not be this method suitable also for coryneform flora cheese. On the contrary,
this analysis is suitable (p > 0.05) for white-brined cheese. For spiced fresh cheese were the
results in terms of evaluation suitability ambiguous. Based on the obtained data was also
confirmed the suitability of proposed limit (10 mU/g) for residual enzyme activity in products
from pasteurized milk.

Keywords: alkaline phosphatase, milk, pasteurization, heat treatment proof, cheesemaking
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1 Uvod

Jednim z hlavnich cili zeméd¢€lské vyroby je produkce rostlinnych a zivocisSnych
komodit. Mezi hlavni zivo¢i$né produkty jsou fazeny maso, mléko a vejce. Tyto komodity
jsou vyuzivany nejen k piimé spotieb¢, ale 1 k dalsimu zpracovani.

V roce 2014 bylo ¢eskymi mlékarnami odkoupeno celkem 2 350676 | syrového mléka.
Z tohoto mnozstvi bylo 34285,0 1 pouzito na vyrobu tvarohii a 82356,3 1 na vyrobu piirodnich
syrt. Syraistvi tedy v Ceské Republice tvoii 4,97 % mlékarenské produkce.

Vyrobei mléka, tedy chovatelé dojeného skotu, vSak nenabizeji svij hlavni produkt
pouze K vykupu mlékarndm. Jednou z moznosti samostatného prodeje mléka je mimo jiné i
prodej ze dvora. Déle jsou spotiebiteli stile vice oblibeny a vyuzivany mlékomaty.

Samostatnou kapitolou je zpracovani mléka na mlécné vyrobky piimo v misté
produkce. V soucasnosti dochazi k rozvoji malych mlékaren, které jsou piidruzeny k chovu
skotu. Tohoto zpisobu vyuzivaji zvlasté¢ mensi farmy. Takto vzniklé farméiské produkty jsou
stale oblibenéjsiv Siroké vrstvé spotiebitelské vefejnosti. Vzhledem ke klesajicimu trendu
v cenach vykupované suroviny je tento zplsob také pro malé zeméd€lce ekonomicky
vyhodné&jsi. Mohou diky nému zvysit rentabilitu produkce mléka, protoZze rozdil mezi ndklady
na vyrobu jednoho litru mléka a z néj pochéazejiciho mlééného vyrobku a mezi ziskem z néj je
vys$si nez pii pfimém odprodeji syrové suroviny mlékarng.

V Ceské Republice jsou mlééné produkty vyrabény pievazné z pasterovaného mléka a
to jak v primyslovém méfitku ve velkych mlékarnach, tak i pii farmarské malovyrobeé.
Evropska legislativa pasteraci mléka pro vyrobu mlécnych vyrobka pfimo nenatfizuje, avsak
vyrobce ma povinnost vyrobek na etiketé oznadit, ze byl vyroben ze syrového mléka. Z tohoto
divodu kontrolni organy potiebuji rychlou, jednoduchou a spolehlivou metodu prikazu
tepelného oSetfeni pro vSechny druhy mlékéarenskych vyrobkti, aby nedochazelo ke klamani

spotiebitele ¢i piipadnému ohrozeni jeho zdravi.



2 Cil prace
2.1  Hypotéza

V soucCasnosti platnd metoda pro stanoveni alkalické fosfatdzy jakozto prikazu
tepelného o$etfeni mlé&né suroviny pro vyrobu syri v Ceské Republice,

CSN EN ISO 11816-2, je s vyhodou nahraditelna za ISO 11816-2/IDF 155-2.
2.2  Cil prace

Cilem diplomové prace je v teoretické Casti zpracovani literarni reSerSe shrnujici
soucasné¢ poznatky o hodnoceni a interpretaci aktivity alkalické fosfatazy jako indikatoru
tepelného osSetfeni mlécné suroviny pro vyrobu mlécnych produkti. V praktické casti pak
bude na vybranych vzorcich syri dostupnych v trzni siti Ceské Republiky provedeno
porovnani dvou metod pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy, metod dle norem CSN EN

ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2.



3 Literarni reSerse

3.1  Tepelné oSeti‘eni syrového mléka

Syrové mléko je dobrym zivnym médiem pro mnoho mikroorganismt. Ty z nich,
které jsou endogenniho puvodu, jsou Vtéto potravinaiské suroviné obsazeny ihned
po nadojeni. Dalsi se mohou do syrového mléka dostat nedostatecnou hygienou jeho
ziskavani, uchovavani a ptrevozu nebo nedodrzenim technologickych postupii jeho oSetieni
pfi vyrobé mléénych produktii. V tomto ptipad¢ se jednd zejména o patogeny zpusobujici
mastitidu, jez mohou byt uvolnény do suroviny z infikovanych vemen, a rizné kvasinky a
plisné.

K typickym mikroorganismiim kontaminujicim syrové mléko patii tada rodu.

Z nesporulujicich lze jmenovat napiiklad rody Brucella, Campylobacter, Listeria,
Micrococcus, Mycobacterium, Salmonella, Sarcina, Staphylococcus, Streptococcus a vzacné i
Escherichia. Zesporulujicich mikroorganismt sem patii rody Bacillus (B.cereus, circulans,
coagulans, subtilis) a Clostridium (C. butyricum, perfringens, sporogenes, tyrobutyricum).
Z mikrobialnich kontaminantd suroviny, které jsou pro lidsky organismus zvlasté rizikové, lze
uvést patogenni druhy Escherichia coli, Clostridium (C.botulinum), Mycobacterium (M.bovis,
paratuberculosis, tuberculosis), Salmonella (S.paratyphi, typhimurium), Staphylococcus
(S.aureus) a Listerii monocytogenes. V soucasnosti je proto vétSina vyprodukovaného
syrového mléka tepelné oSetfovana takovymi zpusoby, které zajisti nejen snizeni celkového
poctu v ném obsazenych mikroorganismd, ale pfedev§im usmrceni vSech patogennich druht,
¢imz je zajisténa jeho zdravotni nezadvadnost (Marth et Steele, 2001).

Zakladnim tepelnym oSetfenim syrového mléka, jez zajisti jeho zdravotni
nezavadnost, je pasterace. Tento zahifev je obecné zakladni metodou oSetfeni potravin proti
znehodnoceni. Metodu pasterace vynalezl a zdokonalil francouzsky védec Luis Pasteur. Pravé
podle ného nese sviij nazev. Jeji prvni definice byla zvefejnéna v Ottoveé slovniku naucném
V nasledujicim znéni: ,Pasteurisovani jest nejjednodussi process ¢astecné sterilisace pokrmt,
tj. zbavovani jich mikrobt, ktefi by jejich trvanlivosti a Gi€elnosti byli na tkor. Vino, pivo,
mléko, smetana nesméji samoziejmée byti zneCistény latkami antiseptickymi, kteréz by ovSem
neomylné¢ mikroby ubily, ale samy dale piekazely, i dokazal Pasteur, ze opatrnym, volné
stoupajicim zahfivanim na 55 az 60°C potlaci se v nich zZivotnost Skodnych mikrobtliv, aniz
utrpi Ujmy bouquet anebo chut vina nebo piva. V Tunisu osvédCilo se

U vinafstvi pasteurisovani frakciované, zahtivani totiz stoupa successivné do 50°C, 60°C, ba i
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vyse, a po kazdé t¢ fasi necha se vino ochladiti. Vysledky jsou pry dobré. Posud jest sporno,
zdaz pasteurisovanim mléka 1 smetany netrpi vyzivnost zvIlasté pro mladé détské organy
zazivaci“ (Otto, 1902).

Jak vyplyva zvySe uvedené definice, zdkladnim tucelem pasterace je likvidace
mikroorganismu, které by mohly zptisobovat nejen znehodnoceni produktu, ale také zdravotni
riziko pro spotiebitele. V ptfipadé mléka jsou legislativné dané zptlisoby tohoto tepelného
oSetfeni zakotveny v Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ve znéni
Natizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006. Pasterace syrového mléka a mlécnych produkti je
dosazeno 3 zakladnimi zpusoby kombinace teploty a doby ohievu. Vysokou teplotou po
kratkou dobu (nejmén¢ 72°C po dobu 15 s, tzv. Setrna pasterace), nizkou teplotou po dlouhou
dobu (nejméné 63°C po dobu 30 min, tzv. dlouhodoba pasterace) ¢i jakoukoli jinou
kombinaci ¢asu a teploty vedouci k rovnocennému ucinku tak, aby vyrobky bezprosttedné po
tomto oSetieni vykazovaly negativni reakci pfi testu na alkalickou fosfatazu v ptipadech, kdy
je test pouzitelny (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004; Natizeni
Komise (ES) ¢. 1662/2006).

Velkd pozornost byla vénovdna zejména stanoveni teplotnich a Casovych rezimi
inaktivacnich procest, které spolehlivé likviduji termorezistentni mikroorganismy v mléce.
Avsak samotnd kategorizace termorezistentnich mikroorganismii je predmétem diskusi.
Naptiklad Robinson (2002) mezi né fadi rody, jeZ pieZivaji zahiev na 63 °C po dobu 30 min
(dlouhodoba pasterace), tedy Alcaligenes, Microbacterium a Micrococcus sp. a spory rodu
Bacillus a Clostridium. Oproti tomu Stepaniak (2003) zafadil mezi termorezistentni
mikroorganismy ty, které ptezivaji zahtev na 72°C po dobu 15 s (Setrna pasterace). Podle jeho
definice do této skupiny patii koryneformni bakterie, rody Micrococcus, Streptococcus a opét
spory rodi Bacillus a Clostridium. I dal$i védci posouvali teplotni hranici zahtfevu
inaktivujiciho termorezistentni mikroorganismy v syrovém mléce i dobu, po kterou je ho
nutno provadét. Cosentino a kol. (1997) ve své studii pouzili oSetfeni pi1 80 °C po dobu 15
min. Vysledky jejich prace korelovaly s G€¢innosti doporuc¢eného zdhfevu na 85 °C po dobu 10
min. Tento teplotni a Casovy rezim nejlépe vyhovoval pozadavku, aby pfitomné spory prezily
v puvodnim poctu, zatimco vegetativni buiiky a nesporotvorné mikroorganismy byly
spolehlivé usmrceny (Cosetino et al., 1997; Havlova et al.,1993; Robinson, 2002; Stepaniak,
2003).
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3.2 Pasterace syrového mléka pro vyrobu syru

Pro vyrobu syri z pasterovaného mléka je nejcastéji vyuzivan zahtev na teplotu od 71
do 78°C po dobu 15 az 20 sekund, jez se obecné nazyva Setrnd pasterace. Konkrétni rezim
tepelného osetieni je volen podle druhu syra a tunosti vychozi suroviny. Setrna pasterace je
V syrafstvi pouzivana z ditvodu minimalni denaturace syrovatkovych bilkovin, ktera dosahuje
pouze cca 15 %. Pifi denaturaci hlavniho syrovatkového proteinu, S-laktoglobulinu, totiz
pusobeni syfidlovych enzymi a muize dochazet k negativnim zménam procesu syieni.
Z hlediska aktivity nativnich enzymi mléka je Setrnd pasterace charakteristickd inaktivaci

alkalické fosfatdzy a zachovanim funkce laktoperoxidazy (Walstra, Wouters and Geurts,

2006).

3.2.1 Zarizeni pro pasteraci syrového mléka

V Ceské Republice jsou vyuzivany zejména 3 druhy zatizeni pro pasteraci. Jedna se o
vyméniky tepla ve vsadkovém usporadani (kotlovy pastér) a v prutokovém usporadani
(trubkovy a deskovy pastér).

Konstrukéné je nejjednodussi vsadkové zafizeni, jeZ se v souCasnosti uplatiluje
zejména v malych mlékarnach a pro nizkokapacitni faremni vyrobny. Kotlovy pastér je
duplikatorova naddoba a syrové mléko je v ném pasterovano nepiimo, horkou vodou, ktera je
vhanéna do prostoru mezi vnéj$i a vnitini sténou kotle. K zakladnimu vybaveni tohoto
zatizeni dale patii michadlo, teplotni ¢idlo a regulace teploty.

Velkokapacitni provozy pak vyuzivaji prutokové vyméniky tepla. NejcastejSim
zafizenim slouzicim pro pasteraci syrového mléka je deskovy pastér, jehoz schéma je uvedeno
na obrazku 1, z davodu své vysoké ucinnosti. Je slozen z tenkych nerezovych desek, aby bylo
mozné dosahnout co nejefektivnéj$iho piestupu tepla k pasterované suroviné a tim jejiho
rychlého ohfevu na poZadovanou teplotu. Tyto desky jsou dale tvarovany a profilovany
z ditvodu zajiSténi turbulentniho proudéni mléka, které umoziuje jeho dokonalé prohtati v
celém objemu. Deskovy pastér je rozdélen do jednotlivych sekci, které zajist'uji nejen vlastni
pasteraci suroviny, ale také jeji pfedehfev a ochlazeni. VétSina modernich zatizeni pouziva pii
pasteracnim zahfevu, jenZ nemusi byt veden v aseptickém rezimu, protiproud syrového a

tepeln¢ oSetieného mléka. Timto zpilisobem je mozno surovinu predehidt za soucasného
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ochlazeni produktu. Vlastni pasterace je pak realizovana pomoci horké tlakové vody nebo
pary a finalni dochlazeni studenou vodou ¢i diive hojné vyuzivanou solankou. Nedilnou
soucasti pratokovych pastéri je také vydrznik tepla, ktery zajistuje adekvatni délku tepelného
osetfeni mléka. Zatizeni pracuje z diivodu co nejsetrnéjSiho ohfevu za vyssiho tlaku (Bylund,

1995; JanStova, 2012).
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Obrazek 1: Schéma deskového pastéru (Bylund, 1995).

DalSim pratokovym vyménikem tepla, ktery je moZzno pouzit pro pasteraci syrového
mléka, je trubkovy pastér. V nejjednodussim uspotadani se jednd o soustavu duplikatorovych
trubek, kdy vnitinimi trubkami protéka surovina a vn&jSimi ohfivaci nebo chladici médium.
Nebot' toto zafizeni neumoziuje protiproud suroviny a produktu, je uplatiovano spise pro
aseptické UHT zahievy. Trubkové pastéry jsou taktéz tlakové vymeéniky tepla, jez jsou déleny
na predehfivaci, pastera¢ni a chladici sekci a obsahuji vydrznik tepla. Jejich nevyhodou oproti
deskovym pastérim je horsi pfestup tepla na zakiivené teplosmeénné plose a obtiznost Cisténi
trubek. Vyhodou naopak delsi doba provozu diky nizsi citlivosti vii¢i usazeninam. Mezi dalsi
konstrukéni moznosti téchto tepelnych vyménika, které jejich uc¢innost pfiblizuji deskovym
zafizenim, patii svazek trubek v potrubi centrdlnim ¢i soustava soustfednych trubek (Bylund,
1995; Janstova, 2012).

V ramci provéfovani G¢innosti teplotnich a casovych rezimu pasteraénich zahieva byly
zjistény rozdily v dobé€, jez je nutna k zajisténi zdravotni nezivadnosti syrového mléka a

smetany. Bylo zdokumentovano, ze v ptipadé smetany nebylo oSetieni po dobu 15 s

13



pti teploté 72°C dostatecné ucinné. Proto bylo nutno vyvinout vymeénik tepla, ktery umoznuje
flexibiln€, podle druhu pasterovaného materialu, upravit dynamiku toku, zvysit teplotu nebo
prodlouzit dobu pasterace. Touto problematikou se zabyvali naptiklad i Rampling a kol.
(2004), kteti provedli pokus ve dvou malych mlékarnach, kde byl zjiStén nedostatecny
pasteracni ucinek u vysokotu¢né smetany. Pfed upravou zafizeni byly testovany vzorky
pasterovaného produktu na piitomnost alkalické fosfatdzy. VSechny, u nichz vysledna
hodnota aktivity tohoto enzymu piesahla 100 mU/1, byly konfirmovany a nasledné u nich byl
zjistovan puvod alkalické fosfatazy, zda se jednalo o enzym mikrobidlni nebo nativni, u néjz
doslo k obnoveni aktivity. Autofi konstrukéni problém vyftesili zavedenim tficestného
kohoutu, jehoZ pomoci lze pasterované odstfedéné mléko ochlazovat v regeneracni Casti
vyméniku a smetana byla ochlazovana ve zvlastnim chladicim zafizeni. Upravili také

dynamiku toku (Knight et al., 1989; Lyster et al., 1962; Rampling et al., 2004).

3.3  Priikaz pasterace syrového mléka

V ptedchozi kapitole byla podrobn¢ popsdna zafizeni, ktera slouzi k tepelnému
osetfeni syrového mléka v primyslovém méfitku. Tyto tepelné vyméeniky jsou samoziejmée
vybaveny regulaci teploty a kontrolou pribéhu zahievu, k niz obvykle slouzi teplotni a
prutokovéa c¢idla umisténa pied a za vydrznikem v pasteracni sekci. AvSak 1 po pasteraci
suroviny, kterd prob&hla standardnim zpiisobem, je nutno v pravidelnych intervalech provadét
zkousky, zda byla dostate¢né ucinna. Prikazy pasterace také slouzi k odhaleni ¢i potvrzeni
podezieni na piipadnou nesprdvnou c¢innost nebo poruchu pastéru. Zkousky prokazujici
ucinnost pasteracniho zahievulze rozdélit z nékolika hledisek. Jednim zplsobem je ¢lenéni
dle mista provedeni na testy provozni, jimiZ lze kontrolovat mléko piimo ve vyrobé¢, a
laboratorni, které jsou provadény v pfisluSnych povéfenych laboratofich. Dal§i moznosti je
déleni dle typu stanovenina analyzy mikrobiologické a chemické. Obecné jsou priukazy
pasterace zaloZeny na potvrzeni pfitomnosti respektive nepfitomnosti latek, jeZ mély byt
pfislusSnym tepelnym oSetfenim suroviny inaktivovany ¢i, v pfipadé mikroorganismi,

zlikvidovany (Cosentino et al.;1997; Martha et Steele; 2001).
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3.3.1 Mikrobiologické priikkazy pasterace

Obvyklou mikrobiologickou metodou, jez slouzi pro potvrzeni u€innosti pasteraéniho
zéhtevu syrového mléka, je vypocet pasteracniho efektu (PE). Stanoveni je zalozeno
na zji$téni celkového po¢tu mikroorganismu v suroving pied tepelnym oSetienim a v produktu

po jeho priubéhu. Vzorec pro vypocet pasteracniho efektu (1) je uveden nize:

£ _ CPM, —CPM
CPM,

2..100 [%] (1)

CPM; — celkovy pocet mikroorganismi pfed zahtatim

CPM; — celkovy pocet mikroorganismi po zahtati

Aby mléko bylo vyhodnoceno jako dostate¢n¢ pasterované, PE musi byt 99,90 az
99,99 % (CSN 56 9609, 2008).

3.3.2 Chemické priikazy pasterace

V pitipadé chemickych zkousek jsou analyzy obvykle zaloZeny na stanoveni
pritomnosti specifickych enzymu surcitou termostabilitou odpovidajici danému zéhtevu.
Pro prikaz kvalitné¢ provedené dlouhodobé pasterace (nejméné 63 °C po dobu 30min) byl
uréen jako indikator enzym alkalickd fosfatdza (ALP). Pro potvrzeni spravného pribchu
Setrné pasterace (nejméné 72 °C po dobu 15 s) slouzi enzym y-glutamyltransferaza.
Pro prikaz vysoké pasterace (teploty 80 °C a vice po dobu nékolika sekund) pak enzym

laktoperoxidaza.

3.3.2.1 Prikaz aktivity alkalické fosfatazy

prikazu ucinnosti pasterace, nebot’ jeji termostabilita je dilezitym vektorem pro rlst
patogennich mikroorganismu (D Aoust et al., 1988). Tepelnou inaktivaci tohoto enzymu se
zabyvala fada vyzkumnych skupin. Bylo potvrzeno, Ze stanovenim aktivity ALP lze urcit
nejen nedostateCnost pasteracniho zéhtevu, ale také pridavek syrového mléka v mnozstvi
od 0,1 % hm. (Harding et al.,2005; Shakeel-Ur-Rehmann et al.,2003; Schlimme et al.,1998).
Na zékladé vysledka provedenych studii byla v roce 2006 Evropskou komisi vydéna vyhlaska
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Commission Regulation (EC) No. 1664/2006, vniz je specifikovano maximalni pfipustné
mnozstvi ALP v pasterovaném mléce. Jeji aktivita v produktu nesmi piesdhnout 350 mU/I.
Mléko vykazujici tuto nebo nizs§i hodnotu aktivity enzymu je bradno jako dostate¢né tepelné
osetfené (Commission Regulation (EC) No. 1664/20006).

Analytické metody pro stanoveni ALP lze rozdé€lit na kvalitativni a kvantitativni.

Jejich podrobnéjsi popis je uveden v nasledujicich podkapitolach.

33211 Kvalitativni metody prikazu aktivity alkalické fosfatiazy

Jednou z kvalitativnich zkousek pfitomnosti respektive nepfitomnosti aktivni ALP
V pasterovaném mléce je pouZiti testu Lactognost. Studii jeho Gc¢innosti a pouZitelnosti se
v Ceské Republice zabyval napiiklad Sulc a kol. jiz v roce 1960. Analyza byla provadéna tak,
ze do 2 zkumavek byla davkovana 1 tableta Lactognost I a 1 tableta Lactognost II. Po fadném
rozpu$téni obou tablet v destilované vodé byl do zkumavek pfidan 1 ml syrového mléka.
Jedna ze zkumavek byla zahtata na teplotu 74 °C po dobu 1 min. Poté byly obé zkumavky
inkubovany 60 min pii 37 °C. Nasledné bylo pfidano ¢inidlo Lactognost III a po 10 min
hodnoceno zbarveni vzorku dle barevné skaly ptilozené k testu vyrobcem. Svétle hnéda barva
detekovala mléko zahtaté nad 71 °C. Autofi na zakladé ziskanych vysledki uzavfeli, Ze tato
metoda je schopna detekovat piidavek syrového mléka od 0,5% hm. Je tedy mén¢ citliva nez
kvantitativni fluorometrickd metoda, aviak pro kvalitativni stanoveni je postacujici (Sulc et
al.,1960)

3.3.21.2 Kvantitativni metody priikazu aktivity alkalické fosfatazy

Evropskou komisi i Mezinarodni mlékaiskou federaci byla pro svou signifikantnost
jako referen¢ni metoda prikazu aktivity ALP vybrana metoda fluorometricka. Jeji podstatou
je inkubace nefluorescencniho substratu obsahujicitho aromaticky monofosforecny ester
pii teploté 38°C, nasledné pfidani vzorku mléka a proméfeni vzniklé smési na fluorometru.
Je-li ALP aktivni, doch4zi po smichani vzorku se substratem béhem 3 min k jeho hydrolyze
fosfatovymi radikaly za vzniku fluorescen¢niho produktu (ISO 11816-1, 2006).

Dumitrasgu a kol. (2014) pouzili fluorometrickou metodu k popisu kinetiky inaktivace
enzymu ve 3 druzich mléka a to konkrétné v kravském, kozim a ov¢im. Sledovéana byla
rychlost denaturace ALP pfi teplotnim rozmezi 60 — 72,5°C s krokem po 2,5°C a v ¢ase 0 —
40 min. Autofi zjistili, ze pribéh inaktivace enzymu je dvoufazovy, nebot’ ALP se vyskytuje
ve 2 konformacich lisicich se svou tepelnou stabilitou. Ob¢ frakce vSak denaturuji v souladu s

kinetikou prvniho fadu. Ze ziskanych experimentalnich dat byla vyhodnocena jako tepelné
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nejstabilnéjsi ALP koziho mléka. Niz§i termostabilitu pak vykazovala ALP ov¢iho mléka a
nejnizsi enzym hoveéziho piivodu. Popisovana pozorovani jsou v souladu se zavéry dalSich
praci, napiiklad Lorentzena a kol. (2010) nebo Vamvakakiho a kol. (2006) (Dumitrasgu et al.,
2014; Lorentzen et al., 2010; Vamvakaki et al.,2006).

Dalsi kvantitativni metodou pro prukaz aktivity ALP je fenolova spektrofotometricka
analyza. Toto stanoveni bylo diive pouzivano jako referenéni (CSN ISO 3356, 2011).
Principem této metody je smichani vzorku s tlumicim roztokem o pH 10,6, ktery obsahuje
fenylfosfat disodny. Tato smés je dale ponechéna pfi teplot€¢ 37°C po dobu 60 min. Pokud
vzorek obsahuje aktivni ALP, dojde béhem inkubace k uvolnéni fenolu z ptidaného
fenylfosfatu disodného. Nésledny ptidavek ¢inidla obsahujiciho dibromchinonchlorimid, jez
reaguje s fenolem, pak generuje modie zbarvenou slouc¢eninu dibromidofenol. Koncentrace
enzymu je po spektrofotometrickém promeétfeni vzorku vypocitana z kalibracni kiivky a
vyjadiena jako mnozstvi fenolu (v mg) uvolnéného z 1 ml analytu za podminek danych
metodou. Nevyhodami fenolové spektrofotometrické metody jsou jeji casova narocnost a
potfeba piipravy cerstvych reagencii pfed kazdym stanovenim. Byla pouzita napiiklad
ve studii Dinnella a kol. (2004) a Fadilogla a kol. (2006). Tito autofi ji vSak modifikovali a
upravili sloZeni tlumivého roztoku (uhli¢itan — hydrogenuhli¢itan o pH 9,6) a ¢inidla, které
misto dibromchinonchlorimidu obsahoval nitroslouc¢eniny. V ptipad¢ pfitomnosti aktivni ALP
pak vylou€eny fenol reagoval s nitroslou¢eninami za vzniku p—nitrofenylfosfatu. Enzym pak
dale katalyzoval jeho pfeménu na fosfat a zluté zbarveny p—nitrofenol (CSN ISO 3356, 2011;
Dinnella et al.,2004; Fadilogla et al.,2006). Payne a kol.(2009) srovnavali G¢innost fenolové
spektrofotometrické analyzy sestanovenim fluorometrickym. Vysledky této studie potvrdili,
ze fluorometrickd metoda dosahuje vyssi citlivosti je rychlejsi a jednodussi na provedeni
(Payne et al., 2009).

Mezi kvantitativni metody prikazu pfitomnosti aktivni ALP lze zafadit také
stanoveni chemiluminiscencni. Pfi této metod¢ je vyuZivan enzymaticky fotoaktivovany
substrat (EPAS), ktery v pfitomnosti aktivniho enzymu vyzatuje takovou intenzitu svétla,
kterd je pfimo umérnad jeho mnoZzstvi. Svételné zareni je detekovano a méfeno na piistroji
Charm novaLUM®(luminometr). Albiollos a kol. (2011) tuto metodu porovnavali s analyzou
fluorometrickou. Byly testovany vzorky s pfidavky syrového mléka a naslednou koncentraci
aktivniho enzymu Vrozmezi hodnot 2 — 5000 mU/l. Vysledky studie ukézaly, Zze
pfi porovnani obou stanoveni nebyly zjiStény veétsi rozdily, nez je povoleno v ramci

mezilaboratornich hodnot opakovatelnosti (Albiollos et al., 2011).
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3.3.2.2 Prikaz aktivityy-glutamyltransferazy

Enzym y-glutamyltransferaza vykazuje vys$i tepelnou stabilitu nez ALP. Jako
kvantitativni metoda priikazu jeho aktivity je pouzivana p-nitroanilinovéa spektrofotometricka
analyza. Principem tohoto stanoveni je nafedéni vzorku mléka destilovanou vodou
Vv pozadovaném poméru a jeho nasledné smichani se substratovym pufrem obsahujicim
y-glutamyl-p-nitroanilid, jez je pfedem predehiat na 40°C. Vznikld smés mléka a pufru je
inkubovana 15 min ve 40°C vodni lazni. Pokud vzorek obsahuje aktivni enzym, dochazi
béhem této doby k uvolfiovani p-nitroanilinu. Reakce je zastavena ptidavkem glycinového
pufru a nasledné inkubaci za stejnych podminek po dobu 20 min a ochlazeni na 20°C
ve studené vodni lazni. Mnozstvi uvolnéného p-nitroanilinu je pak nutno spektrofotometricky
zanalyzovat do 30 min. Aktivita y-glutamyltransferazy je vyjadiena jako mM p-nitroanilinu
uvolnéného za 1 min z 1 ml nefedéného vzorku (Zehetner et al., 1995).

Stanoveni aktivity tohoto enzymu bylo pfedmétem mnoha studii. V syrovém mléku
byla McKellarem a kol.(1991) a pozd¢ji také Wernerym a kol.(2008) koncentrace
y-glutamyltransferazy naméfena v mnozstvi okolo 4300 U/l. Anjos a kol. (1998) vSak u této
suroviny pii pouziti stejné metody dosli k niz8§i hodnoté a to 2880 U/I. Autofi na zakladé
ziskanych vysledkl uzavieli, ze aktivita enzymu miZe vykazovat variabilitu vzhledem k ro¢ni
dobé, plemenu a véku zvitete, poptipadé potradi laktace (Anjos et al.,1998; McKellar et al,
1991;Wernery et al., 2008). Lorentzen a kol. (2009) analyzovali termostabilitu
y-glutamyltransferazy. Po tepelném oSetfeni mléka na 62°C po dobu 30 min nebylo zji§téno
vyrazné snizeni aktivity enzymu, nebot zilistalo pfitomno okolo 75 % jeho plvodniho
mnozstvi v syrové suroviné. AvSak pfi pasteraci na 65°C po dobu 32 min jiz bylo
zaznamenano pouze 14,5 % ptvodni aktivity a pfi zahfevu mléka na 75°C po dobu 28 s bylo
stanoveno pouze 5 % plvodni koncentrace (Lorentzen et al., 2009). Tyto vysledky
korespondovaly se studii Farkye (2003), ktery prokézal, Ze aktivita y-glutamyltransferazy byla
snizena o 80 % pfi pasteraci syrového mléka na 72 — 75°C po dobu 15 s. Kompletni
inaktivace enzymu pak byla pozorovana pii tepelném oSetfeni suroviny na 70°C po dobu
10 min nebo na 80°C po dobu 1 min. McKellar a kol. (1991) pak také svym vyzkumem
potvrdili kompletni inaktivaci y-glutamyltransferdzy zdhfevem syrového mléka na vice nez

79 °C po dobu 16 s (Anjos et al., 1998; Farkye, 2003; McKellar, 1991).
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3.3.2.3 Priikaz aktivity laktoperoxidazy

Nejvyssi tepelna stabilita v kravském mléce je ze jmenovanych enzyma vykazovéana
laktoperoxiddzou. Uplna aktivita tohoto biokatalyzatoru je zachovana po dlouhodobé
pasteraci (63°C po dobu 30 min), ¢astecné deaktivovan je pak po Setrné pasteraci (72 °C
po dobu 15 s). Z tohoto duvodu byla laktoperoxidiaza navrzena jako indikator pasteracnich
zahievli nad 78 °C po dobu 15 s (Griffiths, 1986; Korhonen, 1980; Seifu et al.,2005).

Termostabilita enzymu byla piedmétem fady studii. Korhonen (1980) pozoroval, ze
plemeno skotu ma na zachovani aktivity laktoperoxidazy po tepelném oSetfeni mléka jen
maly vliv. Vyznamné vSak jeji tepelnou stabilitu ovliviioval obsah tuku. Ke stejnému
vysledku doSel pozd¢ji také Claeys a kol. (2002) a Marks a kol. (2001), ktefi svymi
experimenty stanovili tepelny rezim pro 100% deaktivaci laktoperoxidazy na 80 °C po dobu
2,5 s (Claeys et al., 2002; Korhonen, 1980;Marks et al., 2001). Ve studii Lorentzena a kol.
(2009) byla stanovena hodnota aktivity enzymuv syrovém kravském mléce 2015, 2796 a
5190 U/l. Rozptyl hodnot byl autory vysvétlen jako vliv rocniho obdobi, plemene a véku

dojnice i potadi laktace (Lorentzen et al., 2009).

3.3.2.3.1. Kbvalitativni metody priikazu aktivity laktoperoxidazy

Pro kvalitativni prikaz oSetfeni mléka teplotou nad 80 °C byla vyvinuta peroxidazova
zkouska nazyvana téZ Storchova. Jejim principem je odStépeni kysliku z peroxidu vodiku
pusobenim aktivni laktoperoxidazy a jeho nasledna reakce s p-fenylendiaminem za vzniku
urCitého zbarveni. Tmavé modra barva vzorku indikuje zahtati mléka pod 80 °C nebo
pfidavek syrového mléka nad 1 % hm. Bilé nebo slab¢é Sedivé zbarveni pak na spravné
provedenou vysokou pasteraci (za pouziti teplot vysSich nez 80 °C). Nevyhodou stanoveni je
jeho kratké priikaznost, ktera trva pouze v den tepelného oSetieni vzorku a pii jeho uchovani
do 10 °C.

Modifikaci Storchovy zkousky pak je reakce kysliku uvolnéného z peroxidu vodiku
pusobenim aktivniho enzymu s benzidindihydrochloridem. Modré zbarveni vzorku indikuje
jeho zahtati pod 75 °C nebo ptidavek syrového mléka. Bilé nebo olivové zbarveni pak
pasteraci na 75 °C a vySe. Nevyhodou stanoveni je nutnost striktniho dodrzeni pracovniho

postupu a schopnost hodnotit intenzitu zbarveni, které vyzaduji praxi (CSN 570530, 1974).
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3.3.2.3.2. Kvantitativni metody prukazu aktivity laktoperoxidazy

Pro kvantitativni stanoveni aktivity laktoperoxiddzy v mléce je pouzivana metoda
reflektometricka na pristroji Reflectoquant®™ (Merck, DE). Vzorek je natedén destilovanou
vodou V pozadovaném poméru a poté je k nému piidano 5 kapek c¢inidla POD-1. Smés je
promichéna a po dobu 2 s je do ni ponofen testovaci prouzek. Po jeho vyjmuti je piebyte¢na
kapalina odstranéna poklepem, prouzek je vlozen do piistroje reflektometru a béhem 10 s je
zméfena intenzita vzniklého modrého zbarveni. Aktivita enzymu je vyjadiena jako jeho
mnozstvi schopné pfeménit 1 pM substratu za 1 min za podminek metody. Mez detekce této

analyzy byla stanovena na 5U/I (Lorentzen et al., 2009; Martin et al., 2005).

3.4 Alkalicka fosfataza

ALP je enzym zafazeny dle EC nomenklatury do hlavni tfidy 3, coz jsou hydrolazy.
Zastupci této tiidy katalyzuji hydrolyzu vazeb, které vznikly kondenzaci. Z hlediska dalsiho
¢lenéni patii ALP do podtiidy 1, tedy hydrolaz Stépicich esterové vazby. Podpodtiidou 3 je
biokatalyzator specifikovan jako hydrolaza S§tépici monoestery kyseliny fosfore¢né. Posledni
¢islici 1 je definovano katalogové ¢islo enzymu. Kompletni oznaeni ALP dle nomenklatury
EC je tedy EC 3.1.3.1.

Z hlediska struktury molekuly je biokatalyzator glykoproteinem, protoze obsahuje
glykosidicky vazanou skupinu, jejiz soucasti je 1 kyselina sialova. Jednd se téz
0 metaloprotein, nebot’ k jeho ¢innosti je nutnd pfitomnost iontd kovi v aktivnim centru.
Kofaktorem ALP jsou ionty Zn?*, inhibitorem naopak Cu**. Enzym méa pH optimum
v alkalické oblasti (pH 10) a vykazuje Sirokou substratovou specifitu. Ackoli jeho piesna
funkce nebyla doposud ptesné objasnéna, specificky odstrafiuje fosfatové skupiny na 5. a 3.

pozici u mnoha molekul, mezi néZ patii zejména nukleotidy a bilkoviny (Kvasnicova, 2006).

3.4.1 Vyskyt alkalické fosfatazyv organismu

Doposud byly identifikovany 3 isoformy ALP v lidském organismu — placentarni,
stievni a tkanoveé nespecificka. Jako tkanové nespecifickd isoforma jsou oznacovany jaterni,
kostni a ledvinovd ALP. V kazdé ze jmenovanych télnich tkéni je enzym vazan na bunécénych
membrandch. V kostech je vazdn na membrany osteoblastl. Po jeho aktivaci je prokazatelny
Vv krvi (respektive krevnim séru), avSak 100% pouze v ptipadé, jedna-li se o jaterni a kostni

isoformu ALP.
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Placentarni isoforma enzymu je v krevnim séru pfitomna béhem téhotenstvi od jeho
16. tydne. Zcela vymizi obvykle do 3 mésicti po porodu. Velmi nizké hladiny placentarniALP
lze téz nalézt ve varlatech a brzliku. Této form¢ enzymu je téZ podobna ALP produkovana
nadorovym i zarode¢nymi bunikami, proto je Casto nazyvana jako karcinoplacentarni nebo
onkogenni (,,placenta-like”). Jedna se o jeden ze zakladnich markerd pfitomnosti nadoru
Vv téle.

Zajimavosti je skutecnost, ze stievni isoformu nelze detekovat v krevnim séru jedinct
s krevnimi skupinami A a AB. Tato skutec¢nost je dana specifickou vlastnosti stfevni ALP
vazat se pouze na erytrocyty krevni skupiny A.

Velky diagnosticky vyznam ma stanoveni jaterni, piipadné stfevni isoformy enzymu.
ZvySené mnozstvi jaterni ALP poukazuje na fadu zdravotnich problémt, mezi nimiz lze
jmenovat napfiklad akutni alkoholovou toxickou hepatitidu (v tomto piipadé¢ je koncentrace
enzymu zvysena 3 — 5x), cirhdzu, extra- a intrahepatalni cholestazu nebo virovou hepatitidu.
Zvysené mnozstvi jaterni isoformylze také detekovat pfi jaternich nadorech.

Hladina kostni ALP byva pfirozené vyssi u déti v porovnani s dospélymi jedinci kvili
vyssi aktivité osteoblastll v dobé ristu a vyvinu. Fyziologicky niz§i hodnoty jsou naopak
nalézany u lezicich a nepohyblivych pacientii. VEtsi koncentrace kostni isoformy enzymu
muze slouzit jako jeden z indikatori pii diagnostice osteomalacie, Pagetovy choroby,
primarni a sekundarni parathyredzy, sekundarnich nadort kosti a rachitidy.

Snizené mnoZstvi riznych isoforem ALP byvé charakteristické pro fadu zdravotnich
obtizi zahrnujicich akutni hypofosfatdzémii, hypothyre6zu, imunosupresivitu, nedostatek
vitaminu B, nemoci z ozafeni a tézké anemie. Zvysené hodnoty celkové ALP v krvi béhem
t€hotenstvi vice neZ o jednu tfetinu nad fyziologickou koncentraci pak mohou poukazovat

na poskozeni embrya (Kvasnicova,2006).

3.4.2 Vyskyt alkalické fosfatazyv mléce

V mléce je nativné pfitomna fada specifickych enzymi. Tyto biokatalyzatory jsou
transportovany do mléka z epitelovych bun¢k nebo krve béhem jeho tvorby. Nativni mlé¢na
ALP pochézi z epitelu mlécné zlazy a jinych bunécnych utvard. V mléce je lokalizovana na
membran¢ tukovych kulicek. Jejimi dal§imi zdroji je pak nejcastéji mikrobialni kontaminace
suroviny, zejména mikroorganismy rodu Escherichia a Aerobacter (Fangdong Fan et al.,
2003; Kelly et al., 2006).
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Nativni enzym mlééného ptivodu ma dilezitou tlohu pfi metabolismu glukézy a tukd.
Bylo zjisténo, ze jeho koncentrace zavisi na stadiu laktace. Mléko Ize obecné rozdélit na
nekolik typt. Prvnim je mlezivo, tedy tekutina produkovand mlécnou zlazou savcl
bezprostfedné pred porodem do cca 6. dne po porodu. Mlezivo je typické vySsim mnozstvim
bilkovin, zejména imunoglobulind, tuk, vitamin a mineralti. V dalsi fazi laktace, cca od 7.
do 14. dne po porodu, je produkovano takzvané nezralé mléko tvoftici pfechod mezi mlezivem
a zralym mlékem. Od 14. dne po porodu jiz je produkovano zralé mléko. V experimentu
Yanga a kol. (2014) byla zkouména aktivita ALP v uvedenych 3 typech suroviny pfi rizném
pH a teploté. V prvni fazi pokusu byly vzorky méfeny pii teploté 37 °C a pH v rozmezi od 4,0
Pti pH 11,0 jiz méla aktivita enzymu klesajici tendenci a byla podobna hodnotdm namétenym
pfi pH 8,0. V druhé fazi experimentu byla mléka o nativnim pH méfena pii razné teploté
v rozsahu od 10 do 60 °C. Nejvyssi aktivita ALP byla prokazana pfi teploté 40 °C. Nejvyssi
koncentrace enzymu pak byly vzdy pozorovany v mlezivu a to 907,2 U/l (pH 10,0, 37 °C) a
936,8 U/l (40 °C, nativni pH mléka). Studie potvrdila, Ze aktivita enzymuje nejvyssi
v mlezivu a optimélni podminky pro jeho plsobeni jsou pfi teploté¢ 40 °C a pH 10,0. Prace
ptispéla ke zlepSeni poznani vlastnosti enzymt v mlezivu oproti zralému mléku a optimalizaci
podminek pro pasteraci a uUpravu této suroviny pro pouZziti ve specialni vyzivé (Babaei et
al.,2007; Gajdisek,1996; Yang et al., 2014).

Vys§i mnozstvi ALP bylo zjiSténo pii zvySeném poctu somatickych bunék a
mastitidach. Pti zanétech mlécné Zlazy je navic pozménéna aktivita mnoha dalSich enzymii,
zejména dehydrogenazy, glutamat-oxalat-transaminédzy, kataldzy, kyselé fosfatazy i lipazy
(Gajdisek,1996; Kadlec, 1994). Zménam koncentrace ALP pfi mastitidach byla vénovéana
napiiklad studie Guhya kol. (2012). Autofise zaméfili na vyzkum moZnosti vyuZiti analyzy
mnozstvi tohoto enzymu, vybranych stopovych prvkii a dalSich nativnich biokatalyzatort
mléka k diagnostice zanéti mlécné zlazy u prezvykavcl. Experimentdlnimi zvifaty bylo
celkem 484 buvoll fi¢nich. Jako nejvhodnéjSi parametr pro diagnostiku mastitid byly
vyhodnoceny ALP a zinek. V piipadé¢ mléka zdravych jedincti byly zaznamenané hodnoty
enzymu 284 U/l a zinku 3,5 mg/kg. U zvitat v subklinické fazi mastitidy pak byly jmenované
parametry indikatort zvySeny na 811 U/l, respektive 6,01 mg/kg. Tato prace byla vzhledem
k dané problematice prikopnickd a dalsi vyzkumy v této oblasti budou jeji vysledky

porovnavat a piipadné vyvracet (Guha et al., 2012).
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Hladina mlécné ALP miize byt ovlivnéna také podavanim oxytocinu. Aplikace
jmenovaného hormonu mléénému skotu pied dojenim byla pouzivdna kvili snadnéjSimu
priabéhu tohoto procesu a ke zvladani stresu. Dle praci zaméfenych na toto téma se jedna
0 b&Znou praxi zvla§té v rozvojovych zemich. Casta aplikace jakékoliv latky, ackoli je
V organismu pfirozen¢ ptfitomna, vS§ak miize byt v konecném disledku pfic¢inou fyziologické
nerovnovahy (Bruckmaier, 2005). Vysledky nékolika studii dokazaly, ze pii podavani
oxytocinu byla naméfena nizsi stfedni hodnota aktivity nativni ALP v mléce a to konkrétné
490 U/l oproti suroving zvifat, jimz hormon aplikovan nebyl (primérmé 770 U/I). Hameed a
kol.(2010, 2014) tyto nalezy vysvétluji tim, ze pii podavani oxytocinu dochézi ke zvyseni
koncentrace médi, kterd je jejim ptfirozenym inhibitorem (Fox et al., 1998; Hameed et al.,

2010; Hameed et al., 2014).

3.4.3 Vyskyt alkalické fosfatazy v syrech

Evropska legislativa pasteraci mléka pro produkci mlécnych vyrobk, respektive syrd,
pfimo nenafizuje, avSak vyrobce ma povinnost na etiket¢ produktu jasn€ oznalit, ze byl
vyroben ze syrového mléka. Je to ztoho divodu, ze syry ze syrového mléka mohou
predstavovat potencialni hrozbu pro vetejné zdravi a to predev§im z divodu moznosti prenosu
patogennich zarodki. Drtiva vétSina syr na celém svété je proto vyrdbéna z pasterované¢ho
rizika onemocnéni, jejichZ pivodcem jsou potraviny. Pasteraci jsou eliminovany patogenni
mikroorganismy bez vyznamnych senzorickych a fyzikalné-chemickych zmén mléka.
I v Ceské Republice jsou mlééné vyrobky, respektive syry, produkovany pievazné
Z pasterované suroviny a to jak v primyslovém méfitku ve velkych provozech, tak i pfi
farmarské malovyrobé. V nékterych zemich jsou vSak tradi¢né urcité typy syrii, zejména
zrajicich, vyrabény za pouziti syrového mléka, nebot’60ti denni doba zrani produktu pied
konzumaci je minimalnim poZadovanym c¢asovym intervalem k inaktivaci patogennich
mikroorganismu fyzikalné-chemickych zménami probihajicimi v syru (Abedini et al., 2007;
Kleyn et Goodman, 1977; Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ve znéni
Natizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006; Zottola et Smith, 1993).

Aby byla zaruCena bezpeCnost vyrobkl, je pro kontrolni organy dulezité ovéfit
dodrzeni podminek pasterace s vyuzitim kvalitativnich a kvantitativnich metod. Jednim ze
zakladnich marker v této oblasti je stanoveni aktivity ALP. Koncentrace aktivni formy

enzymu vSak muze byt v syrech vyS$i nez v piivodni pasterované suroviné. Duvodem je
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jednak schopnost biochemické reaktivace mlécné ALP a dale mize byt ve vyrobku ptitomna
také mikrobialni ALP (Rankin et al., 2010).

Rada studii, jejichZ cilem bylo charakterizovat aktivitu enzymu v syrech, pouZila pro
jeho stanoveni modifikované metody dle Schérera. Principem této analyzy je Stépeni
disodného fenylfosfatového substratu aktivni ALP za uvoliovéani fenolu. Fenol nésledné
reaguje s 2,6—dichlorchinonchlorimidem misto tradi¢niho 2,6—dibromchinon-4-chlorftalimidu
za vzniku modfe zbarvené indofenolové slouCeniny. Intenzita zbarveni, jez je pfimo imérna
mnozstvi vyloucené¢ho fenolu, a tedy aktivité enzymu, je stanovena spektrofotometricky
(Rankin et al., 2010). Z vysledkii prace Murthyho a Coxe (1988) vyplynulo, Ze toto stanoveni
je dostacujici k uréeni zbytkové aktivity ALP v syrech (Murthy et Cox, 1988).

Rizné technologické kroky pfi produkci syrt mohou byt pfi¢inou variability hladin
zbytkové ALP. Proto byl Soaresem a kol. (2013) proveden experiment se syrem Minas, ktery
byl vyroben jednak z Cisté pasterovaného mléka a dale bylo do zakladu tepelné oSetfené
suroviny ptidano 0,05, 0,10, 0,20 a 0,50% hm. syrového mléka. Vzorky byly po vyrob¢
podrobeny 20ti dennimu zrani. Aktivita enzymu byla méfena 1. a 20. den zrani . Autofi
zaznamenali, Zze po 20 dnech zrédni bylo primérné mnozstvi zbytkové ALP v syrech
s ptfidavkem 0,10 a 0,20% hm. vyssi nez 1 ug fenolu na g vyrobku, pficemz tato hodnota je
mezinarodné uznané bezpecné zbytkovée mnoZstvi enzymu. U vSech vzorkil Cerstvého syra
bez ptidavku syrového mléka vSak aktivita enzymu referen¢ni hodnotu nepifesdhla. Soarez a
kol. (2013) dosli k zavéru, Ze spektroskopickd metoda dle Schirera vykazovala urcité
nepiesnosti a vyzadovala vysoké pozadavky na Cistotu reagencii, skla, ptesnost a dodrzovani

Fluorometrickou metodu (jez je podrobné popsana v kap. 4.4.2 pouzili ve své studii
napiiklad Cassidy a kol. (2014) pii testovani zbytkové ALP v syrech vyrobenych
Z pasterované¢ho mléka. Pfedmétem jejich prace bylo 52 tvrdych, polotvrdych a mékkych syra
vyrobenych ve Velké Britanii. Do studie nebyly zafazeny produkty s plisni uvnitf nebo na
povrchu z divodu eliminace moznosti kontaminace enzymem mikrobialniho ptivodu.

Aktivita ALP byla méfena kontinudlnim fluorometrickym piimym kinetickym testem
za pouziti nefluorescen¢niho substratu obsahujiciho aromaticky monofosfore¢ny ester 2'-[2-
benzothiazolyl]-6'-hydroxybenzothiazolu, ktery po hydrolyze enzymem vytvatel vysoce
fluorescenéni produkt. Aktivita ALP byla méfena pii 38°C po dobu 2 min po 1 min trvajici
pocatecni ekvilibraci a byla vyjadiena v jednotkach mU/g. Fluorometr byl kalibrovan

v souladu s pokyny vyrobce na jednotlivé matrice analyzovanych vzorka (mékké, polotvrdé a
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tvrdé syry). Studii bylo potvrzeno, ze produkty vyrobené ve Velké Britanii obsahuji zbytkovy
aktivni enzym pod hranici 10 mU/g. Tato hranice byla neoficialn¢ urc¢ena jako horni limit
pro rozliSeni, zda je syr vyrobeny ze spravné nebo Spatné pasterované¢ho mléka. Ziskané
vysledky by bylo pravdépodobné mozno vysvétlit ptisobenim startovacich syraiskych kultur,
nebot’ bylo potvrzeno, ze nékteré kmeny rodu Lactococcus jsou schopny syntetizovat ALP.
Avsak nebylo prokazano, ze tato mikrobidlni forma enzymu ovlivnila naméfené hodnoty

(Cassidy et al., 2014; Nomura et al., 2006).
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4  Materialy a metody

4.1 Pouzité materialy

V diplomové praci bylopouzito celkem 110 vzorkd tvarohti a pfirodnich syrt

dostupnych v b&zné obchodni siti CR, na farmatskych trzich nebo ve faremnich prodejnach.

Vsechny produkty byly vyrobeny z pasterovaného mléka. Vzorky byly rozdéleny do 7 skupin,

na tvarohy (8 zastupcu), Cerstvé syry (49 zastupcil), Cerstvé syry s kofenim (9 zéastupcti), syry

solené a ve slaném nalevu (7 zastupct), plisiové syry s plisni uvnitf a na povrchu

(7 zastupct), syry zrajici pod mazem (5 zastupct) a syry polotvrdé a tvrdé (25 zastupct).

Jejich specifikace je uvedena v tab. 1 az 7.

Ke standardizaci vzorkéi v metodé CSN EN ISO 11816-2 bylo pouzito odstiedéné

mléko o tuénosti 0,05 % hm. (Mlékarna Cejeti¢ky, CR).

Tabulkal: Specifikace vzorki tvarohii.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS’ Vyroba

1 Tvaroh z tepelné osSetfeného mléka N° N® B*

2 Tvaroh z kravského mléka 07/10/14 | 14/10/14 A’

3 Tvaroh N° 13/10/14 A’

4 Tvaroh 21/10/14 | 09/11/14 A’

5 Tvaroh polotu¢ny 28/10/14 11/11/14 A’

6 Tvaroh tuény 04/11/14 | 12/11/14 C°

7 Tvaroh mekky N° 20/12/14 C°

8 Tvaroh odtuénény N° 28/11/14 c®
datum vyroby

2datum spotieby

3farmaiska vyroba

A i w11
malé a stfedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno
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Tabulka 2a: Specifikace vzorkii ¢erstvych syru.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV! DS? Vyroba
9 Syr typu ricotta 21/09/14 N® B*
10 Kravsky selsky syr, piirodni, mékky 22/09/14 N® A
11 Cerstvy syr 24/09/14 N® A’
12 Cerstvy syr 23/09/14 | 28/09/14 B*
13 Cerstvy farmatsky syr 27/09/14 02/10/14 A’
14 Syr pfirodni nezrajici nesoleny 30/09/14 | N° A’
15 Cerstvy syr N® N® Al
16 Cerstvy syr z kravského mléka N® 18/10/14 A’
17 Kravsky syr piirodni 29/09/14 N® A’
18 Cerstvy syr N® N® A’
19 Ptirodni syr 03/10/14 | 03/01/15 A
20 Mgkky BIO syr 07/10/14 | 19/10/14 A’
21 Cerstvy ptirodni syr 07/10/14 | 22/10/14 A’
22 Cerstvy kravsky syr 30/09/14 N® A’
23 Cerstvy syr piirodni, nezrajici 06/10/14 13/10/14 A’
24 Cerstvy termizovany syr N® 13/11/14 B
25 Farmaisky syr Cerstvy 09/10/14 04/11/14 A’
26 Cerstvy syr kravsky N® 30/10/14 A’
27 Cerstvy kravsky syr 07/10/14 N® A’
28 Cerstvy syr z kravského mléka 03/10/14 29/10/14 A’
29 Cerstvy ptirodni syr N° N® A’
30 Pfirodni syr bez ptichuté 14/10/14 20/10/14 A’
31 Cerstvy syr N® 23/10/14 A’
32 Cerstvy syr 30/09/14 | 21/10/14 A’
33 Kravsky syr Gerstvy N° 20/10/14 A’
32 Cerstvy syr 30/09/14 21/10/14 A’
33 Kravsky syr Gerstvy N° 20/10/14 A’

datum vyroby

2datum spotieby

3farmaiska vyroba

A i v a1
malé a stfedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno
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Tabulka 2b: Specifikace vzorki erstvych syri.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS? Vyroba.
34 Cerstvy syr N® 30/10/14 A’
35 Cerstvy syr 13/10/14 N® A’
36 Cerstvy kravsky syr 16/10/14 22/10/14 A’
37 Cerstvy bily syr 09/10/14 27/10/14 A’
38 Cerstvy syr neochuceny N® 05/11/14 A’
39 Cerstvy syr N® N® Al
40 Cerstvy syr N® N® Al
41 Syr farmaisky N® 04/11/14 A’
42 Cerstvy syr z farmy 21/10/14 11/11/14 A’
43 Cerstvy nezrajici syr 23/10/14 30/10/14 A’
44 Krémovy syr 23/10/15 | 07/11/14 B*
45 Syr 24/10/14 | 22/01/14 A’
46 Syr 16/10/14 N® A’
47 Syr N° 30/10/14 A’
48 Syr N® 31/10/14 A’
49 Pfirodni Cerstvy syr 23/10/14 13/11/14 A’
50 Cerstvy piirodni syr, nezrajici 30/10/14 13/11/14 A’
51 Syr typu ricotta 10/11/14 N® A’
52 Cerstvy syr 11/11/14 N® Al
53 Syr 23/10/14 17/11/14 A’
54 Cerstvy syr 11/11/14 21/11/14 A’
55 Syr 11/11/14 | 20/11/14 A’
56 Pfirodni kravsky syr 10/11/14 24/11/14 A’
57 Cerstvy syr N° N® A’

datum vyroby

2datum spotieby
3farmaiska vyroba

*malé a stiedni mlékarny
>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno
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Tabulka 3: Specifikace vzorkii ¢erstvych syri s kofenim.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS’ Vyroba
58 Cerstvy syr s chilli a papri¢kou 29/08/14 | 14/10/14 B
59 Cerstvy syr s rukolou 23/09/14 | 28/09/14 B*
60 Ptirodni syr s prichuti cibule 14/10/14 20/10/14 B
61 Cerstvy syr s bylinkami N® 25/10/14 A’
62 Cerstvy syr Pesto N® 29/10/14 B*
63 Cerstvy syr pikant 23/10/14 | 26/11/14 A’
64 Cerstvy bily syr s bylinkami 30/10/14 14/11/14 A’
65 Cerstvy syr steakové kofeni 03//11/14 | 12/12/14 A’
66 Kofenény selsky syr N® 16/11/14 A’

datum vyroby

2datum spotieby

3farmaiska vyroba

*malé a stfedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno

Tabulka 4: Specifikace vzorku syri solenych a ve slaném nalevu.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS’ Vyroba
67 Syr typu balkan 04/09/14 N® A’
68 Syr typu balkan 11/09/147 | 31/12/14 A’
69 Plnotu¢ny syr soleny - ptirodni 09/10/14 21/10/14 A’
70 bily syr typu akawi 08/10/14 N® B*
71 Syr typu balkan 21/10/14 N® B*
72 Syr typu balkén 20/10/14 | 10/01/15 c°
73 Syr typu akawi 21/10/14 N® c®

datum vyroby

2datum spotieby

3farmaiska vyroba

*malé a stiedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®heuvedeno
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Tabulka 5: Specifikace vzorku syri plisiovych.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS’ Vyroba
74 Syr s plisni uvniti hmoty 16/09/14 25/10/14 c®
75 Syr s plisni na povrchu N° 31/10/14 c°
76 Syr s plisni na povrchu 07/10/14 15/11/14 B*
77 Syr s plisni na povrchu N° 23/11/14 c®
78 Syr s plisni uvnité hmoty 23/09/14 N® B*
79 Syr s plisni na povrchu 01/10/14 N® c’
80 Syr s plisni uvniti hmoty N° N® c°

datum vyroby

2datum spotieby

3farmarska vyroba

*malé a stfedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno

Tabulka 6: Specifikace vzorki syriu zrajicich pod mazem.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS? Vyroba
81 Syr zrajici pod mazem N° 19/11/14 c®
82 Nizkotucny syr zrajici pod mazem N® 225/11/14 B*
83 Syr zrajici pod mazem N° 28/11/14 c®
84 Farmarsky syr zrajici pod mazem 10/11/14 10/03/15 A’
85 Syr zrajici pod mazem 29/10/14 19/11/14 A’

datum vyroby

2datum spotieby

3farmaiska vyroba

*malé a stiedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno
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Tabulka 7: Specifikace vzorku polotvrdych a tvrdych syru.

Cislo vzorku | Popis vzorku DV* DS’ Vyroba
86 Syr polotu¢ny polotvrdy 18/09/14 17/10/14 A’
87 Syr typu emental N® N® B*
88 Ptirodni polotvrdy syr typu eidam N® 24/12/14 B*
89 Syr typu gouda 05/09/14 N® c®
90 Syr typu emental 14/08/14 N® B*
91 Syr typu eidam 05/09/14 N° c°
92 Syr typu eidam N® N® c®
93 Farméisky syr polotvrdy 09/10/14 | 08/12/14 A’
94 Farmaisky syr typu gouda N® 05/11/14 A’
95 Syr polotvrdy 30/08/14 N° c°
96 Syr polotvrdy N® 07/11/14 B*
97 Syr polotvrdy N® N® Al
98 Syr polotvrdy N® N® A’
99 Syr z farmy- ptirodni polotvrdy 09/10/14 07/11/14 A’
100 Syr typu gouda 05/08/14 N® c®
101 Syr typu emental 11/08/14 N® c°
102 Syr typu eidam 16/09/14 | 01/02/15 B
103 Syr typu emental 04/09/14 N® c®
104 Syr typu eidam 26/08/14 N® c°
105 Polotvrdy syr 02/07/14 N® c®
106 Polotvrdy syr N° N® B*
107 Syr typu eidam 14/09/14 N® B*
108 Syr typu gouda N® N® B*
109 Tvrdy syr N° N® B*
110 Tvrdy syr N° 12/12/14 B*

datum vyroby

2datum spotieby

3farmaiska vyroba

A i v a1
malé a stfedni mlékarny

>velkokapacitni mlékarny

®neuvedeno
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4.2 Pouzité chemikalie

Vsechny chemikalie pouzité v diplomové praci mély Cistotu p.a. Specialni latky jsou
uvedeny nize:
substrat Fluorophos® (2'-(2-benzothiabenzothiazolyl)-6'-hydroxybenzothiazol fosfat)
(Advanced Instruments, Inc., USA)

- diethanolaminovy tlumivy roztok (Advanced Instruments, Inc., USA)
- roztok pro denni kontrolu fluorimetru Fluoroyellow™ (Advanced Instruments, Inc.,
USA)

- pufr pro extrakei syra Fluorophos®( Advanced Instruments, Inc., USA)
4.3. Pouzité pristroje

Pro provedeni experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pouzito bézné vybaveni
analytické laboratofe. Specidlni pfistroje jsou uvedeny niZe:
- fluorimetr Fluorophos® FLM 200 s pfisluienstvim (Advanced Instruments, Inc., USA)
- odstiedivka I[EC CL31 - CL31R(Thermo Electron Corporation, USA)

4.4. Analytické metody

4.4.1. Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy v syru dle CSN EN ISO 11816-2

Aktivita ALP ve vzorcich syri byla stanovena fluorometrickou metodou dle CSN EN
ISO 11816-2 (2003). Mez detekce analyzy je 0,800 mU/g, avSak dohodou mezi jednotlivymi
laboratofemi, jak Ceskymi, tak mezindrodnimi, je uvadéna ve formé <1 mU/g. Pro kazdy

produkt byla provedena 3 paralelni méteni.

Priprava vzorku

Vzorky byly pfed analyzou nejprve zhomogenizovany. U tvrdych a polotvrdych syrt
byla homogenizace provedena jejich nastrouhdnim na jemném plastovém struhadle, mékké
syry byly rozetieny v tieci misce tlouc¢kem. Z takto pfipraveného materialu bylo s analytickou
ptesnosti (analytické vahy XSE 205DU, Mettler Toledo, CH) navazeno 0,3 — 0,59, kK nimz
bylo piilito 5 ml extrakéniho ¢inidla (mléko o tuénosti 0,05 % hm., Mlékarna Cejeticky, CR).
Mléko pouzivané jako extrak¢ni Cinidlo bylo pfed vlastni analyzou zpasterovano na 95°C po

dobu 1 min (termostat laziiovy, HUBER, USA) a nésledné zchlazeno na laboratorni teplotu.
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Smés syru s mlékem (Mlékarna Cejeti¢ky, CR) byla ponechana 10 — 20 min v klidu pfi
laboratorni teploté a poté byla homogenizovana (Vortex GVLab, Gilson, DE) po dobu 35 s
(me&kké a polotvrdé syry) nebo 50 s (tvrdé syry). Homogenizat (extrakt) byl pieveden do 25ml
odmérné banky. Ke zbytkim nezhomogenizovaného syra bylo piiddno dalSich 5 ml
extrakéniho &inidla (Mlékarna Cejeticky, CR) a smés byla homogenizovana (Vortex GVLab,
Gilson, DE) po dobu 30 s. Extrakt (homogenizat) byl pfeveden do 25 ml banky k prvnimu
podilu. Tieti extrakce byla provedena stejnym zptisobem jako druhd. 25 ml odmérna barka
byla nasledné doplnéna po rysku extrakénim &inidlem (Mlékarna Cejeti¢ky, CR), uzaviena a
promichéna. cca 5 ml extraktu syru bylo odlito do sklenéné zkumavky a odstfedéno po dobu
10 min pii 3000 otackach a teploté 4°C (odstfedivka IEC CL31 - CL31R, Thermo Electron
Corporation, USA). Supernatant byl mé&fen na fluorimetru Fluorophos® FLM 200 (Advanced
Instruments, Inc., USA) pii 38°C. Pro jeho piipadné fedéni bylo pouzito opét extrakéni

ginidlo (Mlékarna Cejeticky, CR).

Kontrola systému a chemikalii

Pfed vlastnim meéfenim aktivity ALP byla provedena kontrola fluorometru
Fluorophos® FLM 200 (Advanced Instruments, Inc., USA) a pouzitych chemikélii pomoci
denniho A/D testu. Tento test byl zahajen stisknutim tlagitka ,,SETUP* piistroje Fluorophos®
FLM 200 (Advanced Instruments, Inc., USA)a volbou moZnosti,,A/D Test“s ndslednym
stiskem tlacitka ,,START. Fluorometr Fluorophos® FLM 200 (Advanced Instruments, Inc.,
USA) s filtry byl vytemperovan na 38°C a jeho drzak kyvet byl prazdny. Odecet displeje by
mél byt za téchto podminek 302 + 4 FLU. Do oznaené kyvety pro jednorazové pouziti
z nefluoreskujiho skla (Advanced Instruments, Inc., USA) bylo poté odebrano 2 ml roztoku
pro denni kontrolu piistroje Fluoroyellow(Advanced Instruments, Inc., USA). Kyveta byla
vloZena do inkubac¢niho bloku pro umisténi kyvet (Advanced Instruments, Inc., USA), jez byl
nastaven na 38 = 1°C, kde byla temperovana po dobu 10 mina nasledné¢ vlozena do
fluorometru Fluorophos® FLM 200 (Advanced Instruments, Inc., USA). Ode¢tena hodnota
roztoku pro denni kontrolu pfistroje Fluoroyellow®(Advanced Instruments, Inc., USA) by se
méla pohybovat v rozmezi 602 + 12 FLU. Pokud se nachizela mimo pfipustné meze, byla
upravena otoc¢enim sefizovaciho Sroubu potenciometru na hodnotu 602 FLU. Denni A/D test
byl ukoncen zméfenim vytemperovaného pracovniho substratu (pfipraven pifidanim 240 ml

diethanolaminového tlumiciho roztoku (Advanced Instruments, Inc., USA)) ke 144 mg
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pragkového substratu Fluorophos®(Advanced Instruments, Inc., USA), jehoZ odedet nesmél

byt vyssi nez 1200 FLU.

Analvza vzorku

Do oznacené kyvety pro jednorazové pouziti z nefluoreskujiciho skla (Advanced
Instruments, Inc., USA) bylo odpipetovano (automatickd pipeta Biohit Proline 5000 pl,
Sartorius, FIN) 2 ml pracovniho roztoku substratu (pfipraven pifidanim 240 ml
diethanolaminového tlumiciho roztoku (Advanced Instruments, Inc., USA)) ke 144 mg
praskového substratu  Fluorophos®(Advanced Instruments, Inc., USA) a jeji obsah byl
temperovdn v inkubacnim bloku pro umisténi kyvet (Advanced Instruments, Inc., USA)
po dobu 15 min na 38°C. Néasledné bylo pfidano (automatickd pipeta Biohit Proline 100pl,
Sartorius, FIN) 0,075 ml dobfe promichaného extraktu syru, smés byla okamzit¢ promichana
(Vortex GVLab, Gilson, DE) po dobu 5 s a m&ena (fluorometr Fluorophos® FLM 200,
Advanced Instruments, Inc., USA) pii 38 °C metodou ,,ALP Dairy*“ s oznaenim ptislusného
typu matrice vzorku. Vlastni analyze o délce 3 min pfedchéazela 60 s temperace obsahu kyvety
(Advanced Instruments, Inc., USA). Hodnoty fluorescence byly odecitany ve fluorescenénich
jednotkach (FLU), které byly po ukonceni analyzy automaticky prepocteny na aktivitu ALP
v mU/1, kde jednotka aktivity alkalické fosfatazy je mnozstvi enzymu, jez katalyzuje pteménu
1 pmol substratu za 1 min. Enzymova aktivita ALP ve vzorku syru byla vyjadiena v mU/g dle
vztahu (2).

EA = (Fp x 25 xf)/(1000 x m) @)
EA— enzymova aktivitaALP v syru [mU/g]

Fp— enzymova aktivitaALP smési mléko/syr nebo pufr/syr [mU/I]
f— fedéni pocateéni smési mléko/syr nebo pufr/syr [-]

m — hmotnost navazky syru[g/25 ml]

Mez stanovitelnosti:10muU/I

4.4.2 Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy v syru dle ISO 11816-2/IDF 155-2

Aktivita ALP ve vzorcich syri byla stanovena fluorometrickou metodou dle ISO
11816-2/IDF 155-2 (2010). Mez detekce analyzy je 0,800 mU/g, avSak dohodou mezi
jednotlivymi laboratofemi, jak ¢eskymi, tak mezinarodnimi, je uvadéna ve form& <I mU/g.

Pro kazdy produkt byla provedena 3 paralelni méteni
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Priprava vzorku

Ptiprava vzorkl syru byla provedena stejnym zptusobem jako v kap. 4.4.1. Jedinym
rozdilem bylo pouziti pufru pro extrakci syra Fluorophos® (Advanced Instruments, Inc., USA)
jako extrakéniho &inidla misto mléka o tuénosti 0,05 % hm. (Mlékarna Cejeticky, CR), jez
bylo pfedem zpasterovano na 95 °C po dobu 1 min (termostat laziovy, HUBER, USA) a

nasledn¢ zchlazeno na laboratorni teplotu.

Kontrola systému a chemikalii

Kontrola syst¢tmu a chemikalii pfed vlastnim méfenim byla provedena stejnym

zpusobem jako v kap. 4.4.1.

Analvza vzorku

Analyza vzorkii byla provedena stejnym zpiisobem jako v kap. 4.4.1. Enzymova
aktivita ALP v syrech byla vyjadfena v mU/g dle vztahu (2).

45  Statistické metody

U souboril ziskanych dat bylo nejprve provedeno vylouceni odlehlych hodnot pomoci
Grubbsova testu na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Kritickd hodnota na zvolené hlading
vyznamnosti byla Qsz.g0s=1,412. Vysledek byl oznacen jako odlehly, pokud vysledek
Grubbsova testu byl vétsi nez Qs.0,05. Zbyla data byla dale zpracovana do formy aritmetického
priméru z odpovidajicich paralelnich méfeni, u nichZz byla téZ spocitina smérodatna
odchylka.

Statistick¢é zhodnoceni vysledkii bylo provedeno ANOVA testem na hladiné
vyznamnosti a = 0,05. Byla stanovena nasledujici nulova hypotéza Hy: le = pzz. Proti této Ho
byla postavena alternativni hypotéza Hj: ulz * |,l22. Pro jednotlivé skupiny vzorkd byly
stanoveny nasledujici kritické hodnoty:

- tvarohy - Fyi; = 3,78704

- Cerstvé syry - Fyrit = 1,61537

- Cerstvé syry s kofenim - Fyi; = 3,43810

- syry solené a ve slaném nalevu - Fy; = 4,28386
- plisnové syry - Fyit = 4,28386

- syry zrajici pod mazem - Fyi; = 6,38823

- syry polotvrdé a tvrdé - Fyi; = 1,98376
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Druhou metodou statistického vyhodnoceni vysledki byl zvolen Studentiiv t-test pro
parové hodnoty na hladin€ vyznamnosti a = 0,05. Byly spocitany diference mezi jednotlivymi
dvojicemi aktivity ALP, stanovenymi 2 zvolenymi analyzami, a bylo statisticky hodnoceno,
zda jsou mezi nimi statisticky vyznamné rozdily. Jako nulova hypotéza byla ur¢enaHp: d = 0.
Proti Ho byla postavena alternativni hypotéza H;: d #0. Pro jednotlivé skupiny vzorkt byly
stanoveny nasledujici kritické hodnoty:

- tvarohy - tyit = 2,36462

- Cerstvé syry - tyit = 2,01064

- Cerstvé syry s kofenim - ty; = 2,30600

- syry solené a ve slaném nélevu - it = 2,44691

- plisiové syry s plisni uvnitf i na povrchu - tyit = 2,44691
- syry zrajici pod mazem - tyi; = 2,77645

- syry polotvrdé a tvrdé - tyit = 2,06390

5 Vysledky

5.1. Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u tvarohi

Nahraditelnost v Ceské Republice aktudlné platné normy pro prikaz tepelného
osetieni mléka na vyrobu tvarohd a syri, CSN EN ISO 11816-2 (2003), za v Evropské Unii
v§eobecné pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2 (2010) pro tvarohy byla zkou$ena na
celkem 8 vyrobcich o rtizné tuCnosti jak z bézné obchodni sité, tak od farmait. Jejich
specifikace je uvedena v tab. 1 v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 8, vysledky
statistického hodnoceni pak v tab. 9 a 10.
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Tabulka 8: Porovnini metod CSN EN ISO 11816-2 a I1SO 11816-2/IDF 155-2
pro stanoveni aktivity ALP u tvarohi.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér ze 3 paralelnich méfeni se smérodatnou

odchylkou.
vz CSN EN ISO 11816-2 1SO 11816-2/IDF 155-2
EA [mU/g] SD* [-] EA [mU/g] SD' [-]
1 <12 0 <1° 0
2 <12 0 <1? 0
3 1,53 0,07 3,08 0,06
4 <1? 0 <1? 0
5 <1’ 0 <1’ 0
6 <1’ 0 <1? 0
7 <1® 0 <1® 0
8 <1° 0 <1° 0

'smérodatna odchylka

2aktivita ALP pod mezidetekce

Tabulka 9: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u tvarohti pomoci ANOVA testu.
a = 0,05, Fyit = 3,787044.

Parametr CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
Stfedni hodnota 0,891 1,198

Rozptyl 0,066 1,266
Pozorovani 8 8

Rozdil 7 7

F 19,216

P(F <Fuit) 0,000455
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Tabulka 10:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u tvarohti pomoci Studentova t-testu
pro parové hodnoty.

a = 0,05, tyit. = 2,36462

Parametr Hodnoty
Prameér 0,307
Rozptyl 0,660
SD 0,812
t 2,646

Z vysledki uvedenych v tab. 8 je patrno, ze kromé vzorku 3 vykazaly vSechny
hodnocené produkty aktivitu enzymu pod mezi detekce. Stanovena aktivita enzymu byla vyssi
Vv ptipadé pouziti postupu normy ISO 11816-2/IDF 155-2 a tento rozdil byl na zvolené hladingé
pravdépodobnosti statisticky prikazny (p>0,05).

5.2. Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u cerstvych syru

Nahraditelnost v Ceské Republice aktualné platné normy pro prikaz tepelného osetieni
mléka na vyrobu tvarohti a syrti, CSN EN ISO 11816-2 (2003), za v Evropské Unii vieobecné
pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2(2010) pro Cerstvé syry byla zkouSena na celkem
49 vyrobcich o rtizné tucnosti jak z béZzné obchodni site, tak od farmart. Jejich specifikace je
uvedena v tab. 2a a 2b v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 11a a 11b, vysledky
statistického hodnoceni pak v tab. 12 a 13.
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Tabulka 11a: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-2/IDF 155-2
pro stanoveni aktivity ALP u ¢erstvych syri.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze 3 paralelnich métfeni se smérodatnou

odchylkou.
CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2

vz EA [mU/g] SD* [] EA [mU/g] SD* []
9 <1° 0 <1° 0
10 <1? 0 <1? 0
11 <1? 0 <1? 0
12 1,048 0,047 2,831 0,002
13 <1? 0 <1? 0
14 <1° 0 <1° 0
15 <1? 0 <1? 0
16 <1? 0 <1? 0
17 <1? 0 <1° 0
18 <1? 0 1,435 0,033
19 <1° 0 <1° 0
20 <1? 0 <1? 0
21 <1° 0 <1° 0
22 <1° 0 <1? 0
23 <1® 0 <1? 0
24 <1° 0 <1° 0
25 <1? 0 <1’ 0
26 <1? 0 <1° 0
27 1,007 0,129 2,104 0,093
28 <1? 0 <1’ 0
29 <1? 0 <1° 0
30 <1? 0 <1’ 0
31 <1? 0 <1° 0
32 <1? 0 <1’ 0
33 <1? 0 <1° 0

'smérodatna odchylka

2aktivita ALP pod mezi detekce
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Tabulka 11b: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-2/IDF 155-2
pro stanoveni aktivity ALP u ¢erstvych syri.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér ze 3 paralelnich méfeni se smérodatnou

odchylkou.

CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
vz EA [mU/g] SD'[] EA [mU/g] SD'[-]
34 <1° 0 <1° 0
35 <1’ 0 <1’ 0
36 61,084 0,590 80,460 0,2835
37 <1? 0 <1? 0
38 18,280 0,259 22,147 0,224
39 <1° 0 <1° 0
40 5,692 0,093 7,594 0
41 <1? 0 <1° 0
42 <1’ 0 <1’ 0
43 <1? 0 <1° 0
44 <1’ 0 1,631 0,004
45 <1’ 0 <1’ 0
46 <1° 0 <1° 0
47 <1° 0 <1’ 0
48 <1? 0 <1° 0
49 3,670 0,225 5,193 0,013
50 <1’ 0 <1’ 0
51 <1° 0 <1° 0
52 <1’ 0 <1’ 0
53 50,277 1,467 65,218 0,393
54 1,652 0,091 3,331 0,103
55 1,409 0,070 3,301 0,155
56 <1° 0 <1? 0
57 <1’ 0 <1’ 0

'smérodatna odchylka

?aktivita ALP pod mezi detekce
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Tabulkal2: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u erstvych syri pomoci ANOVA testu.
o = 0,05, Fyit = 1,61537.

Parametr CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
Stiednihodnota 3,594 4,604

Rozptyl 125,800 215,132
Pozorovani 49 49

Rozdil 48 48

F 1,710

P(F <Fit) 0,033

Tabulka 13: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u ¢erstvych syri pomoci Studentova

t-testu pro parové hodnoty.

a = 0,05, tyi. = 2,01064.

Parametr Hodnoty
Primér| 1,011
Rozptyl 11,864
SD 3,444
t 2,033

Z vysledkl uvedenych v tab. 11a a 11b je patrno, ze ve vzorcich 12, 27, 36, 38, 40, 49,
53, 54 a 55 byla detekovana obéma metodami zbytkova aktivita enzymu vyss$i neZ je mez
stanovitelnosti 1 mU/g. Metodou ISO 11816-2/IDF 155-2 byla stanovena aktivita ALP
nad mezi detekce navic u produkti 18 a 44. Naméfena residualni aktivita enzymu byla vzdy
vyS$$i v ptipadé pouziti postupu normy ISO 11816-2/IDF 155-2 a tento rozdil byl na zvolené
hladin€ pravdépodobnosti statisticky prikazny (p>0,05). Velmi vysoké hodnoty tohoto
parametru byly ziskany u vzorkt 36 a 53 (p>0,05).
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5.3. Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u Cerstvych syri s korenim

Nahraditelnost v Ceské Republice aktudlné platné normy pro pritkaz tepelného o3etfeni
mléka na vyrobu tvarohti a syri, CSN EN ISO 11816-2 (2003), za v Evropské Unii vieobecné

pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2 (2010) pro Cerstvé syry s kofenim byla zkouSena

na celkem 9 vyrobcich jak z bézné obchodni sité, tak od farmaia. Jejich specifikace je

uvedena v tab. 3 v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 14, vysledky statistického

hodnoceni pak v tab. 15 a 16.

Tabulka 14: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a I1SO 11816-2/IDF 155-2

pro stanoveni aktivity ALP u ¢erstvych syri s korenim.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze 3 paralelnich méfeni se smérodatnou

odchylkou.

CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
vz EA [mU/g] SD'[-] EA [mU/g] SD'[-]
58 4,06 0,32 12,46 0,06
59 1,03 0,04 2,79 0,02
60 <1? 0 <1? 0
61 <1? 0 <1? 0
62 <1? 0 <1? 0
63 <1? 0 1,35 0,12
64 3,66 0,06 5,23 0,04
65 1,36 0,08 3,18 0,08
66 <1? 0 <1? 0

'smérodatna odchylka

?aktivita ALP pod mezi detekce
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Tabulka 15: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u ¢erstvych syri s koienim pomoci
ANOVA testu.

a = 0,05, Fyit = 3,43810.

Parametr CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
Stfednihodnota 1,567 3,134

Rozptyl 1,730 14,566
Pozorovani 9 9

Rozdil 8 8

= 8,418

P(F <Fuit) 0,003

Tabulka 16: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u ¢erstvych syri s kofenim pomoci
Studentova t-testu pro parové hodnoty.

a = 0,05, tit. = 2,30600.

Parametr Hodnoty
Prumérl 1,566
Rozptyl 6,419
SD 2,534
t 1,748

Z vysledkl uvedenych v tab. 14 je patrno, Ze ve vzorcich 58, 59, 64 a 65 byla obéma
metodami detekovana residualni aktivita enzymu vyssi, nez je mez stanovitelnosti. Metodou
ISO 11816-2/IDF 155-2 byla stanovena aktivita ALP nad mezi detekce navic u produktu 63.
Stanovena zbytkova koncentrace aktivniho enzymu byla vzdy vyssi v ptipad€ pouZziti postupu
normy ISO 11816-2/IDF 155-2 a tento rozdil byl na zvolené hladiné pravdépodobnosti
statisticky prikazny (p>0,05).
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5.4 Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u syra solenych a ve slaném nalevu

Nahraditelnost v Ceské Republice aktuilné platné normy pro pritkaz tepelného oSetfeni
mléka na vyrobu tvarohti a syri, CSN EN ISO 11816-2 (2003), za v Evropské Unii vieobecné

pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2 (2010) pro syry solené a ve slaném nalevu byla

zkousena na celkem 7 vyrobcich jak z bézné obchodni sité, tak od farmara. Jejich specifikace

je uvedena v tab. 4 v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 17, vysledky statistického

hodnoceni pak v tab. 18 a 19.

Tabulka 17: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a I1SO 11816-2/IDF 155-2

pro stanoveni aktivity ALP u syri solenych a ve slaném nalevu.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze 3 paralelnich méfeni se smérodatnou

odchylkou.

CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
vz EA [mU/g] SD' [] EA [mU/g] SD' []
67 <1? 0 <1? 0
68 <1? 0 <1? 0
69 <1? 0 <1? 0
70 <1? 0 <1? 0
71 <1? 0 1,65 0,09
72 <1? 0 <1? 0
73 <1? 0 1,40 0,00

'smérodatna odchylka

?aktivita ALP pod mezi detekce
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Tabulka 18: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO

11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u syri solenych a ve slanémnalevupomoci

ANOVA testu.

a = 0,05, Fyit = 4,28387.

Parametr CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
Stfednihodnota 0,800 1,007

Rozptyl 1,438 0,130
Pozorovani 7 7

Rozdil 6 6

F 9,063

P(F <Fuit) 1,343

Tabulka 19: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO

11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u syru solenych a ve slaném nalevu

pomoci Studentova t-testu pro parové hodnoty.

o = 0,05, tyit. = 2,44691.

Parametr Hodnoty
Prumér 0,207
Rozptyl 0,112
SD. 0,334
t 1,518

Z vysledkli uvedenych v tab. 17 je patrno, Ze zbytkové mnozstvi enzymu nad mezi

stanovitelnosti bylo detekovano pouze metodou ISO 11816-2/IDF 155-2 ve vzorcich 71 a 73.

Stanovena aktivita ALP byla tedy vys$si v pfipad¢é pouziti postupu normy ISO 11816-2/IDF

155-2 a tento rozdil byl na zvolené hladiné pravdépodobnosti statisticky prikazny (p>0,05).
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5.5 Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u plisiiovych syri

Nahraditelnost v Ceské Republice aktudlné platné normy pro prikaz tepelného odetieni
mléka na vyrobu tvarohti a syrti, CSN EN ISO 11816-2 (2003), za v Evropské Unii vieobecné

pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2 (2010) pro plisinové syry S plisni uvnité i na

povrchu byla zkouSena na celkem 7 vyrobcich jak z bézné obchodni sité, tak od farmara.

Jejich specifikace je uvedena v tab. 5 v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 20,

vysledky statistického hodnoceni pak v tab. 21 a 22.

Tabulka 20: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a I1SO 11816-2/IDF 155-2

pro stanoveni aktivity ALP u plisiiovych syri.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze 3 paralelnich métfeni se smérodatnou

odchylkou.
vz CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
EA [mU/qg] SD*[] EA [mU/g] SD*[]

74 60,01 0,94 156,89 0,97
75 <1? 0 <1? 0

76 5,76 0,22 12,51 0,09
77 1,67 0,10 3,28 0,06
78 75,27 1,53 118,81 1,11
79 <1? 0 2,31 0,02
80 3,72 0,51 7,61 0,10

'smérodatna odchylka

?aktivita ALP pod mezi detekce
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Tabulka21: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u plisiovych syri pomoci ANOVA testu.
a = 0,05, Fyit = 4,28387.

Parametr CSN EN ISO 11816-2 1SO11816-2/IDF 155-2
Stiedni hodnota 21,165 43,171

Rozptyl 1030,289 4319,206
Pozorovani 7 7

Rozdil 6 6

F 4,192

P (F < Furit) 0,052

Tabulka 22:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u plisiiovych syri pomoci Studentova
t-testu pro parové hodnoty.

o = 0,05, tyit. = 2,44691.

Parametr Hodnoty
Primér| 22,006
Rozptyl 1136,821
SD 33,717
t 1,599

Z vysledkt uvedenych v tab. 20 je patrno, ze ve vzorcich 74, 76, 77, 78 a 80 byla
pomoci obou metod detekovana zbytkova aktivita enzymu vyssi, neZ je mez stanovitelnosti.
Metodou I1SO 11816-2/IDF 155-2 byla stanovena aktivita ALP nad mezi detekce navic
u produktu 79. Stanovena aktivita enzymu byla vzdy vyssi v ptipad€ pouziti postupu normy
ISO 11816-2/IDF 155-2, avSak tento rozdil nebyl na zvolené hladiné pravdépodobnosti
statisticky priikkazny ani jednou metodou statistické analyzy (p<0,05). Velmi vysoké hodnoty
tohoto parametru byly ziskany u vzorka 74 a 78 (p>0,05).
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5.6 Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u syru zrajicich pod mazem

Nahraditelnost v Ceské Republice aktudlné platné normy pro prikaz tepelného oSetieni
mléka na vyrobu tvarohti a syrii, CSN EN 1SO 11816-2 (2003), za v Evropské Unii vieobecné
pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2 (2010) pro syry zrajici pod mazem byla zkouSena
na celkem 5 vyrobcich jak z bézné obchodni sité, tak od farmaia. Jejich specifikace je
uvedena v tab. 6 v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 23, vysledky statistického
hodnoceni pak v tab. 24 a 25.

Tabulka 23: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-2/IDF 155-2
pro stanoveni aktivity ALP u syri zrajicich pod mazem.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze 3 paralelnich méfeni se smérodatnou

odchylkou.

CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
vz EA [mU/g] SD'[-] EA [mU/g] SD'[-]
81 947,36 9,84 1589,44 14,102
82 <1? 0 <1? 0
83 136,98 4,32 279,26 4,45
84 <1? 0 <1? 0
85 <1? 0 <1? 0

'smérodatna odchylka

2aktivita ALP pod mezi detekce

Tabulka24: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u syri zrajicich pod mazem pomoci
ANOVA testu.

a = 0,05, Fyi: = 6,38823.

Parametr CSN EN ISO 11816-2 1SO11816-2/1DF 155-2
Stfedni hodnota 217,349 374,188
Rozptyl 170014,956 476033,993
Pozorovani 5 5

Rozdil 4 4

F 2,800

P (F < Fuit) 0,171
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Tabulka 25:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u syri zrajicich pod mazem pomoci

Studentovat-testu pro parové hodnoty.
o = 0,05, tyit. = 2,77645.

Parametr Hodnoty
Prumeér 156,839
Rozptyl 61893,700
SD 248,784
t 1,261

Z vysledkt uvedenych v tab. 23 je patrno, Ze ve vzorcich 81 a 83 byla ob&éma
metodami detekovana zbytkova aktivita enzymu vys$i, nez je mez stanovitelnosti. Tyto
hodnoty byly navic u obou produktti velmi vysoké (p>0,05).Stanovend aktivita ALP byla
vzdy vys$$i v piipadé pouziti postupu normy ISO 11816-2/IDF 155-2, avsak tento rozdil nebyl
na zvolené hladin¢ pravdépodobnosti statisticky priikazny ani jednou metodou statistické

analyzy (p<0,05).

5.7 Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni
aktivity alkalické fosfatazy u syri polotvrdych a tvrdych

Nahraditelnost v Ceské Republice aktualné platné normy pro prikaz tepelného osetfeni
mléka na vyrobu tvarohi a syrti, CSN EN ISO 11816-2(2003), za v Evropské Unii vieobecné
pouzivanou normu ISO 11816-2/IDF 155-2(2010) pro syry tvrdé a polotvrdé byla zkousena
na celkem 25 vyrobcich jak z bézné obchodni sité, tak od farmait. Jejich specifikace je
uvedena v tab. 7 v kap. 4.1. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 26, vysledky statistického
hodnoceni pak v tab. 27 a 28.
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Tabulka 26: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-2/IDF 155-2
pro stanoveni aktivity ALP u syru polotvrdych a tvrdych.

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér ze 3 paralelnich méfeni se smérodatnou

odchylkou.

CSN EN ISO 11816-2 ISO 11816-2/IDF 155-2
vz EA [mU/qg] SD*[] EA [mU/g] SD*[]
86 <1? 0 <1? 0
87 <1? 0 <1? 0
88 <1? 0 <1? 0
89 <1? 0 <1? 0
90 <1? 0 <1? 0
91 <1? 0 <1? 0
92 <1? 0 <1? 0
93 <1? 0 <1? 0
94 <1? 0 <1? 0
95 1,09 0,10 2,52 0,06
96 2,24 0,13 2,44 0,11
97 <1? 0 <1? 0
98 <1? 0 <1? 0
99 <1? 0 <1? 0
100 <1? 0 <1? 0
101 <1? 0 <1? 0
102 <1? 0 2,05 0,14
103 <1? 0 <1? 0
104 <1? 0 <1? 0
105 <1? 0 <1? 0
106 <1? 0 <1? 0
107 <1? 0 1,17 0,05
108 <1? 0 <1® 0
109 <1? 0 <1? 0
110 <1? 0 1,29 0,05

'smérodatna odchylka

2aktivita ALP pod mezi detekce
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Tabulka 27: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a I1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u syria polotvrdych a tvrdych pomoci
ANOVA testu.

a = 0,05, Fyit = 1,98376.

Parametr CSN EN 1SO 11816-2 1SO11816-2/1DF 155-2
Stfednihodnota 0,869 1,099

Rozptyl 0,084 0,666
Pozorovani 25 25

Rozdil 24 24

F 7,884

P (F < Fuit) 1,680

Tabulka 28:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO
11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity ALP u syra polotvrdych a tvrdych pomoci
Studentova t-testu pro parové hodnoty.

a = 0,05, tit. = 2,06390.

Parametr Hodnoty
Pramér 0,230233
Rozptyl 0,626132
SD 1,118887
t 1,008063

Z vysledkli uvedenych vtab. 26 je patrno, Ze ve vzorcich 95 a 96 byla obéma
metodami detekovéana zbytkova aktivita enzymu vyssi, nez mez stanovitelnosti. Metodou ISO
11816-2/IDF 155-2 byla stanovena aktivita ALP nad mezi detekce navic u produkti 102,107
a 110. Stanovend zbytkova koncentrace aktivniho enzymu byla vZdy vyssi v ptipad€ pouZiti
postupu normy ISO 11816-2/IDF 155-2 a tento rozdil byl na zvolené hlading
pravdépodobnosti statisticky prikazny (p>0,05).
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6 Diskuse

Enzym ALP a prukaz jeho aktivity v mléce se stal jednim z hlavnich témat mnoha
studii. Je to zejména z toho diivodu, Ze jeho koncentrace v syrovém mléce mize byt dobrym
indikatorem mastitid jak v subklinické tak akutni fazi (Gajdusek, 1996; Guha et al., 2012;
Kadlec, 1994) a jeho aktivni mnoZzstvi v pasterovaném mléce zase slouzi k uréeni nejen
dostatecnosti pouzitého zdhtevu, ale také ptidavku syrového mléka v mnozstvi od 0,1 % hm.
(Schlimme et al., 1998). V roce 2006 byla proto Evropskou komisi vydana vyhlaska
Commission Regulation (EC) No. 1664/2006, kde je specifikovano maximalni piipustné
mnozstvi enzymu v pasterovaném mléce, jez ¢ini 350 mU/l. Produkt, vykazujici tuto nebo
niz8i hodnotu ALP, je hodnocen jako dostatecné pasterovany (Commission Regulation (EC)
No. 1664/2006).

Cilem této diplomové prace, stejné jako tady dalsich studii, vSak bylo charakterizovat
pritomnost zbytkového aktivniho enzymu v mléénych produktech, respektive v syrech.
Celkem bylo zanalyzovano 110 syrt pochazejicich z malo- i velkovyroby, které jsou bézné
k dostani v trzni siti Ceské Republiky (v obchodnich fetézcich, na farméiskych trzich nebo
ve faremnich prodejnach). Vzorky byly rozdéleny do 7 kategorii, na tvarohy (8 vyrobki),
Cerstvé syry (49 vyrobkill), Cerstvé syry s kofenim (9 vyrobkil), syry ve slaném nalevu
(7 vyrobku), syry plisnové (7 vyrobkl), syry zrajici pod mazem (5 vyrobki) a syry polotvrdé
a tvrdé (25 vyrobki). Aktivita ALP byla stanovena pomoci fluorometrické metody, jeZ byla
urCena za referencni k detekci tohoto enzymu v pasterovaném mléce a je vhodna i pro jeho
prikaz ve vétsing dalsich mléénych produkti. Jeji mez detekce je 1 mU/g (CSN EN ISO
11816-2, 2003; EN 1SO 11816-2,2010; IDF 155-2, 2003)

Pro stanoveni zbytkové aktivni ALP ve vzorcich byla pouzita doposud platna CSN EN
ISO 11816-2 (2003), ktera je ceskou verzi EN ISO 11816-2 (2003). Jedna se
0 fluorometrickou metodu pouzivajici jako extrak¢ni ¢inidlo mléko zahtaté na 95 °C po dobu
1 min a nasledné zchlazené na laboratorni teplotu. Pasterované mléko bylo jako extrakéni
¢inidlo zvoleno z toho diivodu, Ze fada studii prokazala jeho vhodnost diky vlastnostem, jez
jsou srovnatelné s analyty (CSN EN ISO 11816-2, 2003; EN 1SO 11816-2, 2003; IDF 155-2,
2003 Rola et Sosnowski, 2012). Vysledky tohoto stanoveni byly porovnany s upravenou
metodikou EN 1SO 11816-2 (2010). Ta byla uvedena na 11. workshopu Evropské referen¢ni
laboratofe pro mléko a mlécné vyrobky ve Vidni (2008). Zména spocivala v nahrazeni

pasterovan¢ho mléka komeréné vyrabénym extrakénim pufrem (Advanced Instruments, Inc.,
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USA) specialné vyvinutym pro ziskévani zbytkového aktivniho enzymu z matrice syru. Tento
pufr mé vyssi extrakéni silu oproti mléku diky svému pH (8,0), které je blizsi reakcni oblasti
ALP. Navic pfi spravném skladovani je doba jeho expirace 3 roky. V Evropské referencni
laboratofi byl tento vyrobek testovan v porovnani s doposud pouzivanym pasterovanym
mlékem a pfi jeho uziti byly ziskany zhruba dvojnasobné koncentrace zbytkového enzymu.
Bohuzel, pfimé konfrontace obou zpusobl extrakce byla provedena pouze u 8 vzorkl syra
ementalského typu (Nicolas, 2008). Z 25 vzorkt zafazenych v této praci do skupiny tvrdych a
polotvrdych syrt 2 vzorky extrahované mlékem (vzorky 95 a 96) a dokonce 5 vzorku
extrahovanych pufrem (vzorky 95, 96, 102, 107 a 110) vykazovaly hodnotu vyssi nez 1 mU/g
(p> 0,05). Tim bylo dokdzano, ze 1 vysledky ziskané v této diplomové praci souhlasi se
zavéry Nicolasové (2008) a upravend metoda dava ve vétSin€ pripadii vyssi hodnoty a je tedy
citlivéjsi (Nicolas, 2008). Ziskané vysledky by bylo pravdépodobné mozno vysvétlit
pusobenim startovacich syrafskych kultur, nebot’ bylo potvrzeno, ze nékteré kmeny rodu
Lactococcus jsou schopny syntetizovat ALP. AvSak nebylo prokazano, ze tato mikrobialni
forma enzymu ovlivnila naméfené hodnoty (Cassidy et al., 2014; Nomura et al., 2000).

Na 11. workshopu Evropské referen¢ni laboratofe pro mléko a mlécné vyrobky ve
Vidni (2008) byly také prezentovany vysledky prikazu aktivni ALP u Cerstvych syru z
pasterovaného mléka extrahovanych pasterovanym mlékem. Pocet vzorkl u tohoto vyzkumu
sice nebyl uveden, ale primérné hodnoty enzymu se v této matrici pohybovaly v rozmezi od
1,3 do 3,4 mU/g (Desbourdes et al.,2008). V této diplomové préci bylo analyzovano celkem
66 odpovidajicich vzorkt, 49 Cerstvych syra, 9 Cerstvych syrt s kofenim a 8 tvarohd. Z toho
melo 10 Cerstvych syrit (vzorky 3, 12, 27, 36, 38, 40, 49, 53, 54 a 55), 4 Cerstvé syry
s kofenim (vzorky 58, 59, 64, 65) a 1 tvaroh (vzorek 3) extrahovanych pasterovanym mlékem
hodnotu aktivni ALP vyss§i nez 1 mU/g. Ziskané koncentrace enzymu se pohybovaly v
rozsahu od 1,007 (vzorek 27) do 5,69 mU/g (vzorek 40). Mimoiadné vysoké hladiny aktivni
ALP pak byly zjistény u vzorku 36 (61 mU/g), 38 (18 mU/g) a 53 (50 mU/g). Lze tedy fici, Ze
analyza Ceskych cerstvych syrti a tvarohti potvrdila vysledky prezentované k tomuto typu
matrice na 11. workshopu Evropské referenéni laboratofe pro mléko a mlécné vyrobky ve
mikrobidlnim znecisténim nebo reaktivaci ALP u pfisluSnych produkti, naptiklad z divodu
nespravného skladovani zbozi (Desbourdes et al., 2008).

Desbourdes a kol.(2008) sledovaly zbytkovou aktivitu enzymu také Vv plisiiovych
syrech z pasterovaného mléka (22 vyrobkl typu Brie, 39 typu Camembert a 18 typu
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Coulommiers). Tyto vzorky byly opét extrahovany pasterovanym mlékem. Druhou skupinu
tvortily plisnové syry z mléka ptipraveného mikrofiltraci a termizaci (10 vzorki). Pro n€ autofi
pouzili komer¢ni extrakéni pufr. V produktech z pasterovaného mléka byl ziskdn rozsah
hodnot koncentrace aktivni ALP od < 2 do 6 mU/g pro syry typu Brie, od 2 do 5 mU/g pro
syry typu Camembert a od 1 do 5 mU/g pro syry typu Coulommiers. Ve vzorcich
pripravenych z mikrofiltrované a termizované suroviny se aktivita enzymu pohybovala
vrozmezi od 83 do 1542 mU/g. V této diplomové praci bylo analyzovano celkem 7
plistovych syrG z pasterovaného mléka. 4 z nich (75, 76, 77 a 79) odpovidaly specifikaci
jmenovanych francouzskych syrt. Pii extrakci pasterovanym mlékem byla v téchto 4
srovnatelnych vzorcich stanovena hladina aktivniho enzymu v rozsahu od < 1 (vyrobky 75 a
79) do 5,79 mU/g (vzorek 76), coz je v souladu s vysledky Desbourdese a kol.(2008). Zbylé
produkty v této skupiné (vzorky 74, 78 a 80) byly syry s plisni uvnitt hmoty, které vykazovaly
pii pouziti obou typt Cinidel velmi vysoké hodnoty. Vyjimkou byl pouze vzorek 80
(7,61 mU/g po extrakci pufrem). Statisticky byly plistové syry obéma metodami
vyhodnoceny jako neprukazné (a< 0,05). To odpovida specifikaci EN ISO 11816-2 (2010) i
CSN EN ISO 11816-2(2003), kde je v pfedmétu norem uvedeno, ze metoda neni vhodna pro
syry s modrou plisni uvnitt té€sta. Diivodem je kontaminace vzorki mikrobialni ALP a diky
tomu nebezpeci nespravné interpretace vysledkil. Tuto skutecnost zohlednili ve své studii i
Cassidy a kol.(2014), kdyz zpracovavali pro Evropskou narodni laboratof v Patfizi vzorky
vyrobené ve Velké Britdnii. Do projektu byly vybrany tvrdé, polotvrdé a mékké syry a
vyjmuty byly pravé vyrobky s plisni uvnitf 1 na povrchu (Cassidy et al., 2014; Desbourdes et
al., 2008; EN I1SO 11816-2, 2010; CSN EN ISO 11816-2, 2003).

Z vyzkumu Nicolasové (2008), kterd srovnala vysledky ptivodni a upravené metodiky
normy EN I1SO 11816-2 (2003) u 8 vzorkl syrti ementalského typu, vyplynulo zjisténi, ze 3
produkty extrahované pufrem a 2 extrahované pasterovanym mlékem mély hodnotu vyssi nez
1 mU/g. Z 25 vyrobktl analyzovanych v této diplomové praci, jez pattily do skupiny tvrdych a
polotvrdych syrii, byla aktivita enzymu vys§i nez 1 mU/g pozorovdna u 2 produkti
extrahovanych pasterovanym mlékem (vzorky 95 a 96) a dokonce 5 produktii extrahovanych
komer¢nim pufrem (vzorky 95, 96, 102, 107 a 110), pficemz rozdil mezi piivodni a upravenou
metodikou byl statisticky prikazny (p>0,05) (CSN EN ISO 11816-2, 2003; EN 1SO 11816-2,
2010; Nicolas, 2008).

Vzhledem k tomu, ze do roku 2008 nebyl navrzen zadny limit pro mnozstvi zbytkové

aktivni ALP v syrech, na 12. workshopu Evropské referencni laboratofe pro mléko a mlécné
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vyrobky v Pafizi (2009) byli Evropskou referen¢ni laboratofi vyzvany ndrodni laboratofe
tradi¢nich vyrobet syri, jako je Francie, Svycarsko a Italie, k G¢asti na studii o zbytkovych
hladinach tohoto enzymu vproduktech z pasterovaného mléka. Cilem tohoto projektu byla
pfiprava na nastaveni jeho limitni hodnoty v této potravindiské matrici. Predbézné
navrhovand koncentrace byla 10 mU/g. Zarovenn bylo dohodnuto, Ze pro stanoveni bude
pouzivana vyhradné upravend metodika vyuzivajici komeréni extrakéni pufr (2009
Programme of Work of the Community Reference Laboratory for Milk & Milk Products,
2009).

Egger a kol. (2016) shromazdily a vyhodnotily vysledky prubéznych analyz vzorkd
Z narodnich laboratofi, jeZ byly osloveny na 12. workshopu Evropské referenc¢ni laboratoie
pro mléko a mlécné vyrobky v Pafizi (2009) a na vyzvu zareagovaly. Aktivita zbytkové ALP
byla stanovena celkem u 700 vyrobkii zahrnujicich 32 riznych druhti syrt, které Ize zaradit do
kategorii m&kkych, polotvrdych a tvrdych. Koncentrace aktivniho enzymu v zadném produktu
nepiesdhla hranici 10 mU/g, jez byla Evropskou narodni laboratofi pro mléko a mlécné
vyrobky navrzena jako limitni pro tuto potravindiskou matrici. Primérné nejvyssi hodnoty ze
vSech (5 mU/g) byly zaznamenény v ptipad¢ italskych polotvrdych syrii Taleggio a Quartirolo
Lombardo. Taleggio je syr zrajici v solné lazni a podle specifikace EN ISO 11816-2(2003)
neni metoda pro tuto skupinu vyrobkli vhodna. Diskutovany typ matrice byl zahrnut 1 do této
diplomové prace. Celkem bylo zanalyzovano 7 syrd ve slaném nalevu. Pouze u 2 z nich
(vzorky 71 a 73) byla pozorovana aktivita ALP vy$$i nez 1 mU/g, navic tyto hodnoty byly
detekovany pouze pfi extrakci pufrem (1,65 mU/g pro vzorek 71 a 1,40 mU/g pro vzorek 73).
Ziskané vysledky byly statisticky prukazné (p>0,05) a v souladu s Eggerovou a kol. (2015).
Nebot’ také spliovaly navrzeny limit 10 mU/g, lze fici, Ze piivodni i modifikovand metoda je
vhodna pro stanoveni zbytkové aktivity enzymu u syrii zrajicich v solném nalevu (CSN EN
ISO 11816-2, 2003; Egger et al., 2016; EN 1SO 11816-2, 2003; ISO 11816-1/IDF 155-1,
2013; ISO 11816-2/IDF 155-2, 2010).

DalSimi spornymi typy vyrobki, pro néz neni metoda pokladdna za vhodnou, jsou syry
s ptidavkem kofeni a bylin a syry zrajici pod mazem. Prvni jmenovana skupina nebyla
do projektu Evropské referen¢ni laboratofe pro mléko a mlétné vyrobky zahrnuta. V této
diplomové praci bylo analyzovano celkem 9 Cerstvych syrt s kotfenim, pficemz aktivita ALP
vy$si nez 1 mU/g byla zjisténa u 4 vyrobki extrahovanych pasterovanym mlékem (vzorky 58,
59, 64 a 65) a 5 extrahovanych komer¢nim pufrem (vzorky 58, 59, 63, 64 a 65). Nalezené

koncentrace se pohybovaly v rozmezi 1,36 az 4,06 mU/g pro puvodni metodiku a 1,35 az
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12,46 mU/g pro upravenou metodiku. Hodnota 12,46 mU/g, ktera ptesahla navrhovany
limit10 mU/g, byla namétena u produktu 58. Vzhledem k tomu, ze vysledky byly statisticky
prikazné (p>0,05), nelze nevhodnost metody pro syry s ptidavkem bylin a kofeni vyvratit
(CSN EN ISO 11816-2, 2003; Egger et al., 2016; EN 1SO 11816-2, 2003; 1SO 11816-1/IDF
155-1, 2013; ISO 11816-2/IDF 155-2, 2010).

Druhou spornou skupinou jsou syry zrajici pod mazem. Na 18. workshopu Evropské
referen¢ni laboratofe pro mléko a mlécné vyrobky v Patizi (2015) byly prezentovany
vysledky experimentalni studie, které se zi¢astnilo 15 narodnich referen¢nich laboratoti, mezi
nimi i Narodni referenéni laboratoi pro mléko a mlééné vyrobky Ceské Republiky v Praze.
Celkem bylo zanalyzovéno 571 vzorki syrdi, z toho 116 piivodem z Ceské Republiky. 110
znich bylo pfedmétem této diplomové prace. Stanoveni zahrnovalo téz celkem 113 syrt
zrajicich pod mazem. 37 z nich prokézalo aktivitu enzymu vysoce piesahujici navrzeny limit
10 mU/g. Hodnoty se pohybovaly ve stovkach az tisicich jednotek. V této diplomové praci
bylo analyzovano 5 vyrobku spadajicich do pfislusné kategorie. 2 z nich (vzorky 81 a 83)
vyS$ly plivodni i upravenou metodikou také velmi vysoko nad navrhovanym limitem (aktivita
ALP u vzorku 81 dokonce vysSla po extrakci pufrem 1589,4 mU/g). Vysledky vSak byly
statisticky neprtikazné (p< 0,05). Referencni laboratote, ve kterych byly vysoké hodnoty
aktivity enzymu naméfeny, byly vyzvany k opakovani analyz s jinou Sarzi produkt. VSechny
své vysledky potvrdily. Proto byla vedena diskuse, zda z normy vyjmout celou skupinu syra
zrajicich pod mazem, nebo jen konkrétni druhy, u nichZ byla stanovena koncentrace zbytkové
ALP vyssi, nez navrzeny limit 10 mU/g. Rozhodnuti bylo pifedano organizaci DG Santé, ktera
byla povéfena schvalovanim jak nové modifikace normy, tak daného limitu na aktivitu

zbytkového enzymu v syrech vyrobenych z pasterovaného mléka (Ghezzal et al.,2015).
7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo v teoretické ¢asti zpracovani literarni reSerSe shrnujici
soucasné poznatky o hodnoceni a interpretaci aktivity ALP jako indikatoru tepelného oSetieni
mlécné suroviny pro vyrobu mlécnych produktii. V praktické ¢asti pak bylo na vybranych
vzorcich syrii dostupnych v trzni siti Ceské Republiky provedeno porovnani 2 metod pro
stanoveni aktivity ALP, stanovenidle norem CSN EN ISO 11816-2 (2003) a ISO 11816-
2/IDF 155-2 (2010) v platném znéni. Hypotézou bylo, ze v souasnosti platna metoda pro

stanoveni enzymu jakoZto prikazu tepelného oSetieni mléné suroviny pro vyrobu syrti v
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Ceské Republice, CSN EN I1SO 11816-2 (2003), je s vyhodou nahraditelna za ISO 11816-
2/IDF 155-2 (2010) v platném znéni.

V praktické &asti byla pavodni (dle CSN EN ISO 11816-2, 2003) metodika,
vyuzivajici jako extrakéni Cinidlo pasterované mléko, a novy postup, v némz je toto médium
nahrazeno komer¢nim pufrem (ISO 11816-2/IDF 155-2, 2010), porovnana na celkem 110
produktech pochazejicich z faremniho 1 primyslového zpracovani, které jsou bézné k dostani
v obchodni siti Ceské Republiky (v obchodnich fetdzcich, na farmaiskych trzich nebo ve
faremnich prodejnéach). Vyrobky byly rozdéleny do 7 kategorii, na tvarohy (8 vzorki), Cerstvé
syry (49 vzorkl), Cerstvé syry s kotenim (9 vzorkl), syry ve slaném nalevu (7 vzorki), syry
plisiiové (7 vzorkl), syry zrajici pod mazem (5 vzorki) a syry polotvrdé a tvrdé (25 vzork).

Vysledky méfeni zbytkové aktivity ALP obéma metodikami korespondovaly
s vystupy Evropské referen¢ni laboratofe pro mléko a mlééné vyrobky. VSechny ziskané
hodnoty nebyly ale statisticky prukazné na zvolené hladin¢ pravdépodobnosti (P(a) = 0,05).
Pti¢inou byl vysoky pocet syrd, jejichz zbytkova aktivita enzymu se nachazela pod mezi
detekce metody (< 1 mU/g). AvSak vysledky analyz, jejichZz hodnota byla vy$si nez mez
detekce, korespondovaly se zakladnim ptedpokladem pracovnikli Evropské referenéni
laboratofe pro mléko a mlécné vyrobky. Na zaklad¢ ziskanych dat Ize fici, Ze komer¢ni pufr
zlepSuje extrahovatelnost ALP z matrice syru, je tedy vhodnéj$im Cinidlem a zvySuje citlivost
metody (p> 0,05). Dale bylo potvrzeno, Ze obé metodiky (CSN EN ISO 11816-2, 2003; ISO
11816-2/IDF 155-2, 2010) nejsou vhodné pro plisnové syry (zejména s plisni v tésté),
pravdépodobné kvuli obsahu aktivniho enzymu mikrobialniho ptivodu pochézejiciho
Z pouzitych syratskych kultur. Metoda nebude nejspise ze stejného divodu doporucena ani
pro syry zrajici pod mazem. Na zéklad¢ ziskanych vysledkl nelze ani vyvratit jeji nevhodnost
pro syry s ptidavkem kofeni a bylin. Naopak bylo prokazano, ze ob¢ metodiky lze s vyhodou
pouzit pro stanoveni zbytkové koncentrace aktivni ALP v pfipad¢ bilych syrti. Diplomova
prace dale koresponduje s adekvatnosti navrzeného limitu pro mnozstvi zbytkového enzymu
v produktech vyrobenych z pasterovaného mléka (10 mU/g), jez je v soucasnosti ve
schvalovacim fizeni.

Zaveérem lze tedy fici, ze hypotéza diplomové prace byla potvrzena a v soucCasnosti
platnd metoda pro stanoveni ALP jakozto prikazu tepelného oSetfeni mléné suroviny
pro vyrobu syrii v Ceské Republice, CSN EN ISO 11816-2 (2003), je s vyhodou nahraditelna
za 1SO 11816-2/IDF 155-2 (2010) v platném znéni.
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9 Seznam zkratek

ANOVA — analysis of variance, analyza rozptylu, statistickd metoda

EC — Enzyme Commission — nomenklatura enzymu

EPAS — enzymatic photoactive substrate — enzymaticky fotoaktivni substrat
FLU — fluorescencni jednotka

mM — milimol

mU/l — milijednotky aktivity enzymu na litr

PE — pasteracni efekt

POD —1 — peroxidasa — ¢inidlo na stanoveni laktoperoxidazy

UHT — ultra high temperature — ultra vysoky zahiev

U/l — jednotky aktivity enzymu na litr

68



10 Seznam tabulek

Tabulkal: Specifikace pouzitych vzorku ve skupiné tvarohti

Tabulka 2a: Specifikace pouzitych vzorki ve skuping ¢erstvych syra

Tabulka 2b: Specifikace pouzitych vzorkt ve skupiné ¢erstvych syra

Tabulka 3: Specifikace pouzitych vzorki ve skupiné Eerstvych syru s kofenim

Tabulka 4: Specifikace pouzitych vzorka ve skupiné syry solené nebo ve slaném nalevu

Tabulka 5: Specifikace pouzitych vzorki ve skuping syry s plisni

Tabulka 6: Specifikace pouzitych vzorki ve skupiné syra zrajicich pod mazem

Tabulka 7: Specifikace pouzitych vzorki ve skuping syra polotvrdych a tvrdych

Tabulka 8: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u tvaroht

Tabulka 9: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1ISO 11816-
2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u tvarohti pomoci ANOVY.

Tabulka 10 :Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-
2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u tvarohti pomoci Studentova t-testu

pro parové hodnoty

Tabulka 11a: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2

pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u cerstvych syri

69



Tabulka 11b: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a 1SO 11816-2/IDF 155-2

pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u Cerstvych syri

Tabulka 12: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u ¢erstvych syrtit pomoci
ANOVY

Tabulka 13Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u ¢erstvych syrt pomoci

Studentova t-testu pro parové hodnoty

Tabulka 14: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u Cerstvych syra s kofenim.

Tabulka 15: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u cerstvych syra
s kofenim pomoci ANOVY

Tabulka 16:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u Cerstvych syra

s kofenim pomoci Studentova t- testu pro parové hodnoty

Tabulka 17: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u syrii solenych a ve slaném néalevu

Tabulka 18: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u syrt solenych a ve

slaném nalevu pomoci ANOVY
Tabulka 19:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2

a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u syra solenych

a ve slaném nalevu pomoci Studentova t-testu pro parové hodnoty

70



Tabulka 20: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u plisinovych syra s plisni uvnitf i na povrchu

Tabulka 21: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u plisinovych syrt s plisni

uvnitt i na povrchu pomoci ANOVY

Tabulka 22:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u plisnovych syra s plisni

uvniti 1 na povrchu pomoci Studentova t-testu pro parové hodnoty

Tabulka 23: Porovnani metod CSN EN ISO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni

aktivity alkalické fosfatazy u syrt zrajicich pod mazem

Tabulka 24: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u syrt zrajicich
pod mazem pomoci ANOVY

Tabulka 25:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u syri zrajicich

pod mazem pomoci Studentova t-testu pro parové hodnoty

Tabulka 26: Porovnani metod CSN EN 1SO 11816-2 a ISO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni
aktivity alkalické fosfatazy u syrti polotvrdych a tvrdych

Tabulka 27: Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2
a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u syrt polotvrdych
a tvrdych pomoci ANOVY

Tabulka 28:Statistické hodnoceni porovnatelnosti metod CSN EN ISO 11816-2

a 1SO 11816-2/IDF 155-2 pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy u syrt polotvrdych a

tvrdych pomoci Studentova t-testu pro parové hodnoty

71



