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Reaktivierte Phosphatase
in hochpasteurisiertem Schlagrahm
und deren Nachweis

Von E. Siegenthaler

(Mitteilung aus dem Laboratorium der Verbandsmolkerei Bern)

1. Einleitung

Die Phosphataseprobe wird zur Kontrolle der ordnungsgemassen Pasteuri-
sation von Milch und Milchprodukten allgemein angewandt. Sie bietet gegeniiber
andern Methoden den grossen Vorteil, dass sie sich als Kontrollmethode fiir alle
anerkannten Pasteurisationsstandards eignet. Thre Resistenz gegeniiber Warme-
einflissen liegt etwas Uber derjenigen der Tuberkelbazillen. Diese weisen unter
den gewohnlichen pathogenen Keimen, welche etwa in Rohmilch vorhanden sein
konnen, die grosste Thermoresistenz auf. Der negative Ausfall der Phosphatase-
reaktion von Milch und Milchprodukten ldasst deshalb den Schluss zu, dass
eventuell vorhanden gewesene Krankheitserreger durch die stattgefundene Er-
hitzung mit Sicherheit abgetotet wurden. Dadurch kann die Phosphataseprobe
auch zur Kontrolle nicht anerkannter Pasteurisationsmethoden herangezogen
werden. In den lebensmittelgesetzlichen Erlassen zahlreicher Lander wird des-
halb von pasteurisierter Milch und von pasteurisierten Milchprodukten verlangt,
dass die Phosphatasercaktion negativ sein muss. Auch in der Schweizerischen
Lebensmittelverordnung ist diese Forderung in den Artikeln 73 und 76 fur
pasteurisierte Milch und pasteurisierten Rahm niedergelegt.

Fur die Pasteurisation des Schlagrahmes bedient man sich in der milchwirt-
schaftlichen Praxis entweder der Dauerpasteurisation oder einem modifizierten
Erhitzungsprozess in einem Mehrzweckerhitzer, so wie der Kurzzeit- und Hoch-
erhitzung in einem Plattenpasteur. Die ersteren Erhitzungsarten braucht man fast
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ausschliesslich im Kleinbetrieb, wahrend far die Erhitzung grosserer Rahm-
mengen die Dauerpasteurisation kaum mehr angewandt wird. Die Kurzzeit- oder
Hocherhitzung in Plattenapparaten bietet hierfiir die technisch zweckmassigere
Losung.

Von verschiedenen Forschern, in der Schweiz vor allem von Ritter '), wird
nun darauf hingewiesen, dass in pasteurisiertem Rahm ofters, trotz einwandfreier
Pasteurisation und anfinglich negativer Phosphatasereaktion, nach kiirzerer oder
langerer Lagerung, positive Phosphatasewerte gefunden werden. Diese Erschei-
nung wurde vor allem bei kurzzeit- oder hocherhitztem Rahm beobachtet, wah-
rend bei dauerpasteurisiertem Rahm dieses nachtragliche Wiederansteigen des
Phosphatasewertes nicht festgestellt wurde. Diese positiven Phenolwerte sind
nicht etwa darauf zurickzufithren, dass durch die Pasteurisation bei hohen Tem-
peraturen phenolahnliche Stoffe entstehen, denn die positive Reaktion ist an das
Vorhandensein von Phenolphosphat im Substratpuffer gebunden. Auch um
bakteriell gebildete Phosphatase scheint es sich nicht zu handeln. Einmal konnen
die positiven Phenolwerte unter Umstanden schon ausgelost werden, indem eine
pasteurisierte Rahmprobe wahrend einigen Minuten auf 30—35° C erwarmt wird,
wihrend einer Zeitspanne also, welche die bakterielle Bildung von Phosphatasen
ausschliesst. Ferner weist Ritter ') darauf hin, dass es sich bei Bakterienphospha-
tasen meist um saure Phosphatasen handelt (Wirkungsoptimum im sauren Be-
reich), welche demnach durch die tblichen Phosphataseproben in Milch uber-
haupt nicht erfasst werden. Bakteriell gebildete Phosphatasen sollen eine Er-
hitzung von 5 Minuten auf 70° C iiberleben und durch diesen Unterschied in der
Warmeresistenz als solche nachgewiesen werden konnen. Dieser Nachweis wurde
durch eigene Untersuchungen in zahlreichen Rahmproben mit wieder angestie-
genen Phosphatasewerten versucht, verlief aber in allen Fallen negativ. Die
Annahme verschiedener Autoren !')?)?), dass es sich beim Wiederansteigen der
Phosphatasewerte in ordnungsgemass erhitztem Rahm, nach kiirzerer oder lan-
gerer Aufbewahrung bei erhohten Temperaturen, um eine Reaktivierung der
urspriinglichen Phosphatase handeln misse, scheint sich demnach zu bestatigen.
Posthumus ?) erklart diese Erscheinung dadurch, dass bei der Pasteurisation in
modernen Plattenapparaten die in den Fettkiigelchen eingeschlossene Phosphatase
infolge der kurzen Einwirkungszeit der Warme nicht vollstandig inaktiviert
werde. Nur die Phosphatase im Rahmserum erleide eine vollstandige Zerstorung.
Bei Erwarmung des Rahmes diffundiere dann die nicht vollstindig inaktivierte
Phosphatase in das Serum, was das Wiederansteigen der Phosphatasewerte zur
Folge habe. Der Autor weist ferner darauf hin, dass mit zunehmendem Fett-
gehalt des Rahmes die Reaktivierung der Phosphatase nach erfolgter Pasteuri-
sation schneller eintrete.

Fuchs ®) erwahnt, dass eine Reaktivierung der Phosphatase haufig auch bei
uperisierter Milch beobachtet werde. Als optimale Reaktivierungstemperatur gibt
er 34" C an. Diese Temperatur wurde durch eigene Versuche auch als Optimum
fiir die Reaktivierung der Phosphatase in Rahm ermittelt (Tab. 1).
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Zusatze von Natrium- oder Magnesiumchlorid fordern die Reaktivierung der
Phosphatase in hohem Masse 2)3).

Im Hinblick auf die bereits erwahnten Artikel 73 und 76 der Schweizerischen
Lebensmittelverordnung kommt diesen Beobachtungen grosse praktische Bedeu-
tung zu, indem reaktivierte Phosphatase eine ungeniigende Phosphatase vortau-
schen kann. Sowohl fiir die milchwirtschaftliche Praxis als auch fir die Lebens-
mittelkontrolle stellt sich deshalb das Problem, ob reaktivierte Phosphatase nicht
als solche nachgewiesen werden konne.

2. Experimentelles

Schon von Fuchs?®) wurde erwidhnt, dass die Widerstandsfahigkeit reakti-
vierter Phosphatase gegen Warmeeinflisse etwas unter der in Rohmilch vor-
handenen Phosphatase liege. Es wurden deshalb in dieser Richtung systematische
Untersuchungen durchgefiihrt.

a) Ermittlung des fir die Phosphatasereaktivierung in Rahm
gunstigsten Temperaturbereiches

Unm stets iber Rahmproben mit reaktivierter Phosphatase verfiigen zu konnen,
wurde in einem ersten Versuche der fir die Reaktivierung der Phosphatase in
Rahm optimale Temperaturbereich ermittelt. Bei allen nachfolgend aufgefihrten
Versuchen wurden die Phosphataseproben nach der Methode Sanders und Sager
durchgefiihrt.

Tabelle 1

Reaktivierung der Phosphatase in hochpasteurisierten Rahmproben
nach 24stiindiger Aufbewahrung bei verschiedenen Temperaturen

v Phenol [ cm® Rahm [ h
Aufbewahrungstemperatur

Probe A Probe B
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Auf Grund dieser Ergebnisse wurden fir die weitern Versuche die Rahm-
proben nach der Pasteurisation wahrend 24 Stunden bei 34° C aufbewahrt. Die
Pasteurisation des Rahmes erfolgte jeweils auf einem automatisch gesteuerten
Alfa-Laval-Plattenpasteur mit 3000 Liter Stundenleistung bei 81° C. Eine Re-
aktivierung der Phosphatase trat bei allen Rahmproben ein. Wo mit andern als
obenstehend angegebenen Reaktivierungstemperaturen gearbeitet wurde, ist dies
ausdrucklich vermerkt.

b) Die Kontrollpasteurisation (Standard-Erhitzung)

Als Kontrollpasteurisation wurde eine Erhitzungsmethode gesucht, welche
im Labor leicht und exakt durchgefiihrt werden kann. Nach verschiedenen Vor-
versuchen wurde eine Erhitzungszeit von 5 Minuten gewdhlt.

Etwa 5 ¢cm?® Untersuchungsmaterial werden in ein dinnwandiges Reagenz-
glas gegeben. Das Reagenzglas kommt dann in ein Wasserbad, welches eine
Temperatur aufweist, die ungefdahr 10° C iiber der gewilinschten Pasteurisations-
temperatur liegen soll. Das Untersuchungsmaterial wird mit einem Kontroll-
thermometer gertihrt, bis die gewtinschte Pasteurisationstemperatur erreicht ist.
Nun wird das Reagenzglas rasch in ein genau auf Pasteurisationstemperatur ein-
gestelltes Wasserbad getaucht und verbleibt hier 5 Minuten. Die anschliessende
Abkiihlung erfolgt unter Bewegung in Eiswasser.

Genaue Einhaltung dieser Arbeitsvorschrift ist notwendig, um reproduzier-

bare Werte zu erhalten. Wird nicht genau gearbeitet, konnen die Ergebnisse
durch die Aufheiz- und Abkiihlzeiten beeinflusst werden. :

c) Die Pasteurisationstemperatur

Es galt nun durch weitere Versuche abzuklaren, ob und bei welcher Pasteuri-
sationstemperatur der Unterschied in der Warmeresistenz zwischen urspriing-
licher und reaktivierter Phosphatase sicher nachweisbar sei.

Um wirklich vergleichbare Resultate zu erhalten, wurde die Phosphatase-
aktivitat der Vergleichsproben aus Rohrahm durch Vermischen mit pasteurisier-
tem Rahm auf ungefahr gleiche Phenolwerte eingestellt, wie sie die reaktivierten
Kontrollproben aufwiesen. Die Pasteurisation der Proben erfolgte wie beschrie-
ben unter Abschnitt b. Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle zusammen-
gestellt (siehe Tab. 2a und 2b).

Wie aus den Tabellen 2a und 2b hervorgeht, konnen in Rohrahm vorhandene
urspriingliche Phosphatase und sogenannte reaktivierte Phosphatase nach einer
Pasteurisation der Rahmproben auf 55° C wdihrend 5 Minuten auf Grund der
verschiedenen UDdrmeresistenz voneinander unterschieden und nachgewiesen
werden.

In Tabelle 3 sind weitere Resultate tiber die Inaktivierung reaktivierter und
urspringlicher Phosphatase nach der beschriebenen Standard-Erhitzung zu-
sammengestellt.
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Die Zerstorung urspriinglicher und reaktivierter Phosphatase bei verschieden

Tabelle 2

hoher Erhitzung nach einer Standardmethode

a) Phosphataseaktivitit der Rahmprobe
Phosphataseaktivitit der Vergleichsprobe mit urspriinglicher Phosphatase

mit reakftivierter

Phosphatase

15,6 7 /cm?/ h
284 y/cm?/h

Rahmprobe Rahmprobe

Pastouis mit urspriinglicher Phosphatase mit reaktivierter Phosphatase

¢ satior:;st;” Phenolwert Phenolwert

=D nach Zerstort nach Zerstort

Erhitzung Erhitzung

1] C "’/Cm“f h ';r 0g -‘:}'cm:” h -;; 0/g
45 212 1.2 4,2 1557 1,9 12.2
50 25,9 2,4 8,6 12,4 32 20,5
59 18.6 6.7 23,7 Lo 14,4 92,4
60 4.6 23.8 83.8 1,2 14,4 92,4
65 1,6 27,8 94,6 0,8 14,8 95,0

b) Phosphataseaktivitit der Rahmprobe
Phosphataseaktivitit der Vergleichsprobe mit urspriinglicher Phosphatase 88,4 y/cm?/h

mit reaktivierter

Phosphatase 92,4 y/cm?®/h

Rahmprobe Rahmprobe
Pastais. mit urspriinglicher Phosphatase mit reaktivierter Phosphotase
t sationi- Phenolwert Phenolwert
emperaiur nach Zerstort nach Zerstort
Erhitzung Erhitzung

0 C }r / cm3,/h }1 0 ]’fcm’*"h :/ 0/n
45 87,4 0.95 1,75 80,4 12,0 13,0
50 83,1 5,8 6,0 72,6 19,8 215
55 12,5 15,9 18,0 7,4 85,0 92,2
60 15,0 734 §2,9 7.0 85,4 92,5
65 3.4 85,0 96,0 2.4 90.0 97,4
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Tabelle 3
Weitere Resultate iiber die Inaktivierung reaktivierter Phosphatase im Uergleich
zu wrspringlicher Phosphatase nach der beschriebenen Standard-Erhitzung

bei 55°C
Phosphataseaktivitit Phosphataseaktivitit Phosphataseaktivitit Zerstérung der
nach Pasteurisation nach Reaktlivierung nach! Standard-Erhitzung Phosphataseaktivitit
7 Phenol/cm?/h 7 Phenol/cm3/h 7 Phenol/cm?/h in %
0,4 34,4 2,8 91,9
0,2 29,4 2,0 93,3
0,4 32,6 3.0 90,8
0,4 72,0 6.5 91,0
0,2 148,4 16.4 89,0
0,4 127,0 7,0 94,5
08 312 6,2 80,2
0,2 34.0 4.0 88.0

Vergleichsproben mit urspriinglicher, d. h. in Rohrahm vorhandener Phosphatase

Phosphataseaktivitit Phosphataseaktivitit Zerssorung der
vor Standard-Erhitzung nach Standard-Erhitziing Phosphataseaktivitit
7 Phenol/em?/h 7 Phenol/cm?/h ' in %0
47,2 36.0 253
48,0 37,0 22,5
85,0 68.0 20,0
161,0 129,8 19,4

Urspriingliche Phosphatase wurde im Maximum zu 23,3 °/o zerstort, reakti-
vierte Phosphatase dagegen im Minimum zu 80,2 /.

d) Andere Einflusse

Da die bisherigen Versuche ausschliesslich mit Rahmproben, welche zur
Reaktivierung der Phosphatase wiahrend 24 Stunden bei 34° C aufbewahrt wor-
den waren, zur Durchfiithrung gelangten, galt es noch abzukliren, ob die Re-
aktivierungstemperatur eventuell einen Einfluss auf die Wairmeresistenz der
regenerierten Phosphatase haben konne. Die diesbeziiglichen Ergebnisse sind in
Tabelle 4 zusammengestellt.
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Tabelle 4

Einfluss der Reaktivierungstemperatur auf die Thermoresistenz
der reaktivierten Phosphatase

Reaktivierungs- Reaktivierte Phosphataseaktivitit Zerstorung der
Temperatur Phosphatase nach Standard-Erhitzung Phosphataseaktivitit
0/ v Phenol/cm3/h v Phenol /cm®lh in %o
38 29,4 1.2 96,0
34 54,4 4,4 92,0
25 28,2 6,2 78,1
17 5,4 0,5 92,6

Durch die Reaktivierungstemperatur wird die Thermoresistenz der reakti-
vierten Phosphatase nicht charakteristisch beeinflusst.

Tabelle 5

Einfluss der Pasteurisationstemperatur des Schlagrahmes auf die Thermoresistenz
der darin entstehenden reaktivierten Phosphatase

Um diese Frage abzukldren, wurde Schlagrahm auf einem Plattenpasteur mit Heisshalter
(Heisshaltezeit 20”) bei 71°C und auf einem Apparat ohne Heisshalter bei 81° C und
859 C pasteurisiert.

Pasteuri- Phosphatase- Regenerierte Ph:;ﬁ};ﬁt;tse‘ Zerstorung
sations- aktivitat Phosphatase nach Standards der Phosphatase-
temperatur | nach Pasteurisation nach 24 h bei 340 C Eshitsing aktivitat

o C v Phenol/cm?/ h v Phenol/cm3/s 7 Phenol/cm?/h in %

71 1,8 34,0 2,0 94,0

78 3,2 34,8 7,8 77,5

81 0,4 34,4 2,8 91,9

81 0,2 29,4 2.0 93,3

85 0,8 al2 6,2 80,2

85 0,2 34,0 4,0 88,0

‘Durch die Temperaturhohe der vorangegangenen Pasteurisation wird die
Wirmeresistenz nach trdaglich reaktivierter Phosphatase, welche durch eine
Erhitzung auf 55° C wéihrend 5 Minuten ermittelt wird, nicht charakteristisch
beeinflusst. Gewisse Schwankungen in der prozentualen Zerstorung der Phos-
phataseaktivitat stehen zweifellos mit dem Gehalt der Proben an urspriinglicher
Phosphatase in Beziehung, da letztere durch die Standard-Erhitzung nur un-
wesentlich inaktiviert wird.

Da bei den bisherigen Versuchen die Vergleichsproben aus Mischungen von
unerhitztem und pasteurisiertem Rahm zusammengestellt wurden, war es not-
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wendig, noch Versuche mit Rahm durchzufithren, welcher infolge ungeniigender
Erhitzung einen positiven Phosphatasewert aufwies. Um den Versuch moglichst
praktischen Verhiltnissen anzupassen, wurde Butterungsrahm auf einem Platten-
pasteur mit Heisshalter bei nur 68° C pasteurisiert. Die mittlere Heisshaltezeit
betrug 20 Sekunden. Der Rahm von Versuch A (Fettgehalt 25 %/0) wies eine Phos-
phataseaktivitat von 57,2 y/cm?/h auf und der Rahm von Versuch B (Fettgehalt
38 /o) eine solche von 85,8 y/cm?/h.

Tabelle 6

T hermoresistenz der Phosphatase in ungeniigend pasteurisiertem Butterungsrahm,
kontrolliert vermitlels der Standard-Erhitzung

Phosphataseaktivitat Phosphataseaktivitat
nach Pasteurisation nach Standard-Erhitzung Zerstorung der
auf Plattenpasteur des ungeniigend Phosphataseaktivitét
bei 680 C pasteurisierten Rahms
» Phenol; em?/h ¥ Phenol/cm?®/h in %o
A o7 .2 55,2 5.5
58,4 54,2 1.2
B 85,8 83,8 2,5
85,8 82,6 3.4

Dieser Versuch bestatigt die bisherigen Ergebnisse, wonach urspriingliche
Phosphatase durch die Standard-Erhitzung um hochstens 1/1 zerstort wird.

8. Bespredhung der Ergebnisse

Die durchgefithrten Versuche zeigten eindeutig, dass durch die beschriebene
Standard-Erhitzung (5” 55° C) der Rahmproben

a) wurspriingliche Phosphatase (in Rohrahm vorhandene Phosphatase) um maxi-
mal 25 %o inaktiviert wird,

b) reaktivierte Phosphatase dagegen mit Sicherheit wm iiber 75 °/o.

Die Thermoresistenz reaktivierter Phosphatase wird weder durch die voran-
gegangene Pasteurisationstemperatur noch durch die Reaktivierungstemperatur
charakteristisch beeinflusst.

Es ist deshalb moglich, auf Grund der Phosphatasezerstorung durch die be-
schriebene Standard-Erhitzung zu entscheiden, ob es sich bei Rahmproben mit
positiver Phosphatasereaktion um urspriingliche oder reaktivierte Phosphatase
handelt. Nur wenn urspriingliche Phosphatase nachgewiesen werden kann, darf
auf eine ungeniigende Pasteurisation geschlossen werden.
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Zusammenfassung

Einleitend wurde darauf hingewiesen, dass der Phosphatasereaktivierung in einwand-
frei pasteurisiertem Rahm grosse praktische Bedeutung zukommt, da diese irschcmung
eine ungentigende Pasteurisation vortdauschen kann.

Im experimentellen Teil wurde eine Methode beschrieben, welche den Nachweis
urspringlicher oder reaktivierter Phosphatase als solcher gestattet. Die verdichtigen
Rahmproben werden einer Standard-Erhitzung unterzogen, durch welche urspriingliche
Phosphatase hochstens um 25 %, reaktivierte Phosphatase dagegen mit Sicherheit um
75 %0 inaktiviert werden. .

Die Durchfihrung der Standard-Erhitzung erfordert keine speziellen Einrichtungen.
Die Phosphataseaktivitit sollte aber quantitativ ermittelt werden kénnen, was ein Photo-
meter voraussetzt.

Résumée

On montre, dans l'introduction, que la réactivation de la phosphatase d'une creme
pasteuris¢e de maniere impeccable présente une grande importance pratique, car elle
pourrait faire croire a une pasteurisation insuffisante..On décrit, dans la partie expéri-
mentale, une méthode qui permet de distinguer la phosphatase réactivée de la phos-
phatase naturelle. Les ¢chantillons de créme suspecte sont soumis a un chauffage standard
qui a pour effet de désactiver la phosphatase dans la proportion d’au maximum 25 %
pour la phosphatase naturelle et de 75 %0 — de fagon certaine — pour la phosphatase
réactivée.

Aucune installation spéciale n'est nécessaire pour la réalisation du chauffage stanaard.
Toutefois I'activité phosphatasique devrait pouvoir étre déterminée quantitativement. ce
qui implique la possession d'un photomeétre.

Summa ry

The reactivation of phosphatase in pasteurised cream presents a great practical im-
portance, since it may make believe that the pasteurisation was unsufficient. Accordingly
a method is described for distinguishing between reactivated and natural phosphatase.
This method consists in a standard heating of the cream samples, the result of which is
to destroy a maximum of 25 % of the phosphatase in the case of natural phosphatase
and 75 %0 of it in the case of reactivated phospha ase. No special equipment is required.
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