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Abstract

VYLETELOVA M., FICNAR J., HANUS 0. (2000): Effects of lipolytic enzymes Pseudomonas fluorescens on liberation of
fatty acids from milk fat. Czech J. Food Sci., 18: 175-182.

Effects of thermostable lipolytic enzymes Pseudomonas fluorescens 66 ZB in pasteurized milk on concentration of free fatty
acids (VMK) in milk were studied in selected milk samples. Identical bulk milk samples were analyzed by the method specified
according to VYLETELOVA et al. (2000b). Reference milk samples (without bacterial strains) and the experimental ones (containing
Ps. fl. 150 th. CFU/ml and 2800 th. CFU/ml, resp.) were stored at 6.5°C and 14°C and analyzed at regular time intervals (24 h)
— Table 1. An extractive-titric method (KADLEC, PETERKOVA 1996; Table 5 and Fig. 4) was used for monitoring of fatty acid (MK)
liberation. Precise analyses of MK and VMK were made by the chromatographic method (Figs. 1, 2 and 3, Table 2 and 3).
Medium-chain fatty acids (C;,~C,¢) are liberated first of all; short-chain acids (C4~Cyg) were found sporadically or in very small
quantities (Table 2). Dissociation constant of the specific fatty acid liberated from milk fat affects principally relationships
between pH and free fatty acid concentration, The predominating proportion of long-chain acids in liberated fatty acid formation
1s associated with lower reduction of pH as compared to the predomination of fatty acids with shorter chains associated with
more substantial reduction of pH. In our study, a rapid decrease of pH was noted before 168 h (Table 4); this corresponds to low
concentrations of short-chain free fatty acids. VYLETELOVA ef al. (2000b) found significant relations between pH and contents of
VMK (measured by the extractive-titric method); in some samples, correlation coefficients amounted to r =~ 93 **# (P<0.001).
The extractive-titric method analyzing VMK concentrations (mmol/kg milk fat) provides results characterized by a systematic
rise (¢.g., 32.0 mmol/kg instead of 13.0 mmol/kg in raw milk). According to KrATOCHVIL (1992) 20 mmol VMK/kg milk fat
signalized the starting point characterizing flavour degradation of milk caused by activities of fatty acids Ci,—C,4 above all; the
transformed value (respecting specifics of the extractive-titric method) amounts to 49 mmol/kg. Limits determining potential
lipolytic modifications of milk flavour (RLZCHYV) as related to specific samples and temperatures at VMK levels amounting to
49 mmol/kg or 20 mmol/kg are outlined in Fig. 4. Milk samples No. 5 and No. 6 stored at higher temperature surpassed this risk
limit at 56 h and 64 h, respectively (Table 6, Fig. 4). On the contrary, milk samples stored temperatures corresponding to the
standard storage temperature (storage of raw milk, transport, storage of pasteurized milk) surpass the mentioned risk level after
90 h and 140.5 h. Obtained results document the predominant role of storage temperature in the whole complex (production and
processing of milk as a raw material or an intermediate product); evident differences in contamination rates (10° an 10°) can be
characterized as secondary effects in this case (Table 5). As related to practical conditions, the mentioned facts imply immediate
processing of raw milk and pasteurized milk. This postulate must be respected namely by dairy plants producing delicate milk
products. VYLETELOVA et al. (2000b) found a notable VMK increase/24 h (7-11 mmol/kg milk fat) under specific temperatures
and microbial contamination.

Key words: milk; Pseudomonas fluorescens; lipolytic enzymes; free fatty acids; extractive-titric method: chromatographic
method

Abstrakt

VYLETELOVA M., FICNAR J., HANUS O. (2000): Vliv lipolytickych enzymi rodu Pseudomonas fluorescens na uvoliiovani
mastnych kyselin z mlééného tuku. Czech J. Food Sci., 18: 175-182.

Ve vybranych vzorcich mléka jsme sledovali vliv termostabilnich lipolytickych enzymt Pseudomonas fluorescens 66 ZB
pasterovancho ml¢ka na obsah volnych mastnych kyselin (VMK) mlééného tuku. Vzorky bazénového mléka byly analyzovany
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podle metodiky, kterou popsali VYLETELOVA et al. (2000b). Kontrolni vzorek micka (bez pfitomnosti bakteridlniho kmene)
a pokusné vzorky (s obsahem Ps. f1. 150 tis. a 2800 tis. CFU/ml) byly uchovavany pfi teploté 6,5 a 14 °C a v pravidelném 24h
intervalu odebirdny pro analyzu. Na sledovéni prib&hu uvolfiovani mastnych kyselin (MK) byla pouZita extrak&né-titrani
metoda (KADLEC, PETERKOVA 1996) a pro piesnou analyzu MK a VMK byla pouZita metoda plynove chromatografie. Z vysledku
vyplynulo, Ze nejdfive dochézi k uvolnéni MK se stiedné dlouhym fetézcem (C,,~C,¢). dale s dlouhym Fetézcem (C,,), zatimco
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (C,~C,,) jsme zaznamenali pouze ojedin¢le nebo ve stopovém mnoZstvi. Extrakéné-titralni
metodou jsme uréili hranici rizika lipolytickych zmé&n chutovych vlastnosti mléka (RLZCHV) pii obsahu VMK 49 mmol/kg
(KrATOCHVIL 1992). Kritickou hranici pfekrogily jako prvni pokusné vzorky uchovavané pfi teploté 14 °C, pfiCemzZ vzorek
s vy¥&im poétem Ps. fluorescens po 56 h a vzorek s niZ8im poftem po 64 h. U vzorki skladovanych pfi teploté 6,5 °C byl pribéh
podobny. Rizikovou hranici piekrogily po 90 hodinéch (vzorek s vy3si koncentraci enzymu Ps. fluorescens) a po 140,5 hodinach
(vzorek s niz§im poctem). VEt3i vliv na obsah VMK méla pfi experimentélni degradaci pasterovaného mléka Gchovna teplota nez
koncentrace psychrotrofni bakteridlni kontaminace pfispivajici termostabilnimi lipasami.

Klitova slova: mléko; Pseudomonas fluorescens; lipolytické enzymy; volné mastné kyseliny; extrak&né titraCni metoda; chroma-

tograficka metoda

Mléeny tuk je nejsloZitéjsi ze viech pfirodnich tuko-
vych komplexti. Obsahuje vétSinou nasycené mastne Ky-
seliny (66 %), dale kyseliny monosaturované (30 %)
a nenasycené (4 %) (BAER 1991). Naruseni tukove faze je
vysledkem plisobeni mnoha enzymatickych aktivit plaz-
matického, membranového nebo bakterialniho piivodu
a projevuje se rozkladem triacylglycerolfi a zvySenim ob-
sahu VMK. Pokud je obsah vy$Sich mastnych kyselin
(VMK) vy3si nez 20 mmol/kg mlé&ného tuku, ma tuk na-
zluklou az mydlovitou chut’, zapfi¢inénou zejména VMK
C,;acC, (KRATOCHVIL 1992). V technologické praxi maji
nejvétsi vliv na kvalitu mléka psychrotrofni bakterie
s kombinovanou tvorbou obou lytickych enzymt. Prevaz-
nou vétdinu téchto kmeni tvoti Pseudomonas fluores-
cens (MUIR et al. 1979; SHELLEY ef al. 1987; TERNSTROM
et al. 1993; VYLETELOVA et al. 1998, 1999a, b, 2000a). Pi1
nedodrZovani nizké teploty béhem skladovani nebo trans-
portu (VYLETELOVA et al. 1999a, b) mohou psychrotrofni
bakterie tvofit aZz 100 % z celkového poétu mikroorganis-
mii (CPM). Enzymy bakteridlntho plivodu maji v porovnani
s nativni lipasou vy33i tepelnou odolnost. Mlé¢né lipasy
pravdépodobné zapfiifuji vyznamnou lipolyzu v syrech
ze syrového mléka a zpGsobuji i n€které zmény v syrech
vyrobenych z pasterovaného mléka, zvlasté kdyZ je mi¢-
ko pro kompletni inaktivaci mlénych lipas tepeln€ oSetre-
no jen pastera¢ni teplotou (DRIESEN 1989; FOX 1993).
Nekteré jsou vysoce selektivni pro mastné kyseliny na po-
zici 3, kde je umisténa vét§ina kyseliny maselné, coz prav-
d&podobné vysvétluje nepfiméfenou koncentraci kyseliny
maseln€ v syru.

Cilem vyrobct syru je produkovat vyrobek s charakte-
ristickou chuti, viini a strukturou, bez defektit a v co nej-
krat¥im mozném c&ase. Kvalitni syfidlo nema lipasovou
aktivitu. V kontrastu s tim sifidlo uzivané v né€kterych ital-
skych syrech obsahuje G¢inny lipasovy extrakt, ktery je
v ndkterych zemich pfidavan do syrového mléka v Cés-
te¢n& &i§t&né formé&. Tento extrakt vykazuje vysokou spe-
cifitu pro kratké retézce MK, esterifikované na 3. pozici
a je odpov&dny za charakteristickou pikantni chut’ tvrdé-
ho italského syru. VétSina ostatnich lipas je pro vyrobu
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italskych syrti nevyhovujici pro jejich nepiesnou specifi-
citu. Rozvoj plynové chromatografie a spektroskopie v 60.
a 70. letech ovlivnil vyzkum syrové chuti a aroma, nebot’
umoznil stanovit stovku sloZek ovlivitujicich chut a aro-
ma. Vét¥ina z nich je ptitomna ve velmi nizkych koncent-
racich, mnohé pod prahovymi hodnotami, ale mohou jesté
ovlivnit kvalitu syru (FOX 1993).

MATERIAL AMETODY

P¥iprava vzorkii. Analyze bylo podrobeno bazénove
pasterované miéko, které bylo zaotkovano psychrotrof-
nim kmenem Pseudomonas fluorescens a uchovavano pii
teplotach 6,5 a 14 °C (tab. 1) (VYLETELOVA et al. 2000b).

Stanoveni obsahu VMK a méFeni pH. Celkovy obsah
volnych mastnych kyselin VMK (mmol/kg tuku) v bazé-
novém vzorku pasterovaného mléka byl stanoven podle
metodiky uvedené v praci (VYLETELOVA et al. 2000b)
a extrak&né-titra¢ni metodou (DEETH ef al. 1975; KAD-
LEC, PETERKOVA 1996). Pro kazdy vzorek bylo m&ieno
pH (Radelkis OK-102/1, MLR) — podrobngj3i vysledky
uvadime v praci VYLETELOVA et al. (2000b).

Stanovenf koncentrace VMK chromatografickou me-
todou (obr. 1). K vybranym vzorkiim mléka o objemu
10 ml, které byly odebrany ve stanoveném &asovém in-
tervalu v pritb&hu sledovani lipolyzy, bylo pfidano 175 pl
ziedéné kyseliny sirové (50 % obj. v destilované vode).
Acidifikaci mléka na pH asi 1,0 dojde k zastaveni lipoly-
zy a zaroveti k disociaci volnych mastnych kyselin (dale
jen VMK). Vlastni extrakce VMK byla provedena aceto-
nitrilem (CH,CN; Fluka, Svycarsko) o objemu 30 ml a po
dikladném protfepani vzorku a extrakéniho Cinidla bylo
pfidano 20 ml bezvodého siranu sodn€ho. Timto postu-
pem do3lo jednak k odstranéni vlhkosti z acetonitrilu,
k vyizolovani VMK do extrakéniho €inidla (KUZDZAL-
SAVOIE 1980) a k zachyceni mlé&ného tuku v pevné fazi
reakéni smési. JelikoZ se jedn4 o déleni v soustavé kapali-
na—pevna latka je zamezeno tvorbé emulz{ a podstatn€ se
zkrati doba izolace tuku z mléka (KRAL, KRATOCHVIL
1976). Vznikla polosypkéa smés byla nékolikanasobn€ pro-
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10 ml mléka’

+175 ul H,80, (1 : 1) - zastavenf lipolyzy*
— disociace kyselin

+ 30 ml acetonitrilu ~ diikladn# prot¥epat’
+ ,20 ml” Na,SO, bezvodého (objemové mnoZstvi)®

dikladn¥ protiepat; 10 min. v klidu®

/

sklenéna frita:’
Biichnerova ndlevka
se sklenénym filtrem®

acetonitrilova faze’

(volné mastné kyseliny)""

+ saponifikaéni smés
do fialového zbarveni (pH 8)"'

pevna fize na frité'?
(mléény tuk)"

+ 20 ml petroletheru'
+ 20 ml diethyletheru'*

dikladné promyti'®
vy  ctherovi frakee'’

odpafit do sucha na rotaénim vakuovém odpafoviku'®

v

sodné soli volnych mastnych kyselin'®

v

miéény tuk™

v obou p¥ipadech lze v tomto kroku vzorky uloZit v chladu pfed analyzou GLC*

+ 2 ml hexanu®*

dikladné prot¥epat*

+ 2 ml methanolické HCI*

dakladng protfepat’

+ 4 ml petroletheru®

rozpustit tuk’

+ 0.4 ml saponifika&ni smési*’

diikladné protiepat’
termostat 30 °C 15 min®®

po 20 minutich analyza hexanové vrstvy®* + 4 ml methanolické HCI™

y PO 20 minutach horni &ira vrstva®

GLC

'milk; *cessation of lipolysis; 3dissociation of acids; *acetonitrile shake thoroughly; Sanhydrous Na,SO, (volume quantity); Sshake
thoroughly; 10 min-rest; “fritted glass; ®Biichner funnel with glass filter; ®acetonitrile phase; '°frec fatty acids; !'saponifying mixture
until violet colouring (pH 8); 'solid phase on the fritted glass; “milk fat; “petroleum ether; Sdiethyl ether; '®careful washing out;
ether fraction; 'Sevaporate to dryness on rotatory vacuum vaporizer, !°Na salts of free fatty acids; °milk fat; 2'it is possible to keep
samples cold before GLC analysis (in two cases); *’hexane; *methanolic HCI; ?*analysis of hexane layer after 20 min; *Spetroleum
ether; *®dissolve fat; 270.4 ml saponifying mixture; 8thermostat 30°C 15 min; 2upper clear layer after 20 min

|. Schéma analyzy mastnych kyselin b&hem lypolyzy mléka — Scheme of fatty acid analysis during milk lipolysis

michana a po desetiminutovém stani pfevedena na skle-
neénou fritu o hustoté S1 a byla separovana acetonitrilo-
va faze, ktera obsahuje VMK. K této fazi byl dale pFidan
benzen-methanolicky roztok hydroxidu sodného az do
dosazeni pH > 8. Po zalkalizovani byla acetonitrilova faze
na rotatnim vakuovém odparovaku pii teploté 85 °C od-
pafena do sucha. Tento pracovni postup je modifikaci
postupu, ktery popsali SPANGELO et al. (1986). Vzorky
s obsahem VMK byly uchovéany pf¥i teploté 5 °C do doby
vlastni analyzy plynovou chromatografii.

MIlé¢ny tuk zachyceny po separaci acetonitrilové faze
na siranu sodném byl extrahovan 20 ml petroletheru
a nasledné€ 20 ml diethyletheru. Spojené extrakty byly na
rotaéni vakuové odparce odpafeny dosucha. Vzorek
s obsahem sodnych soli VMK a vzorek mlééného tuku
byly do analyzy plynovou chromatografii uchovéany pfi
teploté 5 °C .

Pro analyzu mastnych kyselin plynovou chromatografii
byly pfipraveny jejich methylestery. Pfidanim 2 ml hexanu
(Fluka, Svycarsko) do vzorku VMK, resp. sodnych soli
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Tab. 1. Schéma ptipravy pokusnych vzorki (mira kontaminace,
uchovna teplota) — Scheme of experimental sample prepara-
tion (contamination rate, storage temperature)

——— == = = ——=.r

Vzorek mléka'
Parametr? ] 2 3 4 5 6

Ps. fluorescens

(v tis. CFU/ml)? 150 2800

0 150 2800 0

Uchovna teplota (°C)* 6,5 6,5 65 14 14 14

] = kontrolni vzorek bez pfitomnosti bakteriainiho kmene Ps. fl.
- ¢control sample without Ps. fl.

2 = pokusny vzorek s obsahem Ps. fI. 150 tis. CFU/ml — experi-
mental sample with 150 ths. CFU/ml

3 = pokusny vzorek s obsahem Ps. fI. 2800 tis. CFU/ml - ex-
perimental sample with 2800 ths. CFU/ml

4 = kontrolni vzorek bez ptitomnosti bakteridlniho kmene Ps. fl. —
control sample without Ps. f1.

5 = pokusny vzorek s obsahem Ps. fI. 150 tis. CFU/ml - experi-

mental sample with 150 ths. CFU/ml
6 = pokusny vzorek s obsahem Ps. fI. 2800 tis CFU/ml — experimen-
tal sample with 2800 ths. CFU/m]

'milk sample; 2parameter; 3Ps. fluorescens (in ths. CFU/ml); *storage
temperature (°C)

byla vytvofena smé&s, ke které byly po protiepanim piida-
ny 2 ml methanolické kyseliny chlorovodikové (13— 15 %
obj.). Po 20min stani byly podrobeny analyze.

MIléény tuk byl upraven postupem, ktery navrhl GLASS
(1971), a modifikovanym postupem, ktery popsali ZA-
DRAZIL et al. (1976). Zakladem tohoto postupu je trans-
esterifikace, saponifikace a nasledna kysela reesterifikace
mlééného tuku. M1é&¢ny tuk byl rozpustén v petroletheru,
pak byla ptiddna saponifika¢ni smés a po provedeni sa-
ponifikace byla v p¥ebytku ptfidana methanolicka kyseli-
na chlorovodikova. Po uplynuti 20 minut v termostatu pi1
30 °C byla horni etherovéa vrstva pfipravena k analyze.

K analyzam byl pouzit plynovy chromatograf CHROM
5 (Laboratorni pFistroje Praha) s integratorem CI 100; pl-
néna kovova kolona 2 500 x 3 mm, nosi¢ CHROMATON-

C1E:D

Cis0

C 12:0

odezva’

time'; response?

Obr. 2. Chromatogram volnych mastnych kyselin (vzorek €. 5,
lipolyza 72 h) — Chromatogram of free fatty acids (sample No.
5, 72 h-lipolysis)
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A-AW-DMCS (Packard-Becker B.V., Nizozemsko), zrnéni
0,90-0,18 mm, smacedlo 13 % hmot. diethylenglykoljanta-
rat (DEGS), plamenové ioniza¢ni detektor (FID), teplota
270 °C; prittok vzduchu 0,71 I/min., pritok vodiku 40 ml/
/min; teplota nastiiku 250 °C, teplota termostatu pf1 izoter-
mickém rezimu 180 °C nebo s teplotnim programem v roz-
sahu 100 az 180 °C s linedrnim narfistem 5 °C/min, pritok
nosného plynu (dusik) pro danou kolonu pro tlak 215kPa.
Jako standard byly pouZity methylesthery mastnych ky-
selin AOCS OIL (reference Mixtures &. RM-5 vyrobce SU-

PELCO Inc., USA).

VYSLEDKY A DISKUSE

Obsah VMK (obr. 22 3)

Celkova koncentrace VMK je do 48 h od zahéajeni po-
kusu prakticky u viech vzorkl shodné. Podstatné rozdily
byly sledovany v zastoupeni jednotlivych mastnych ky-
selin (MK). U kontrolniho vzorku mléka (€. 1 a4) se
v obou teplotnich variantach uvoliiuje pfedeviim kyseli-
na palmitova C, ., u varianty s niZsi teplotou dale kyseli-
na laurova C , zatimco u vy33i teplotni varianty je JiZ
prvni den uvolilovana kyselina myristova C,,  (tab. 2).
Uvoliiovéani mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (C,,)
probihé pouze ve stopovém mnoZstvi, vyrazné€ji u zaoc-
kovanych vzorki a vy§sich teplotnich variant (tab. 2).

U konrolnich i zaoCkovanych vzorkl dochazi ke koli-
sani koncentraci jednotlivych mastnych kyselin, a to pre-
devsim v poklesu zastoupeni kyseliny laurové C ,  po
pocatenim vysokém zastoupeni s vyjimkou vzorki &. 5
a 6, kde je koncentrace uvolnéné kyseliny laurove C , |
relativng nejnizsi. Pravé u téchto vzorki lze od poCatku
sledovat vysoké zastoupenf kyseliny myristove C , , kte-
ré je u vzorki s rychlej§im a razantn€j$im uvolilovanim
kyseliny laurové C |  niZsi (tab. 2).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (kyselina kapro-
nova C, ,kaprylova C,  a kaprinova C ) jsou uvoliiova-
ny ve velmi malém mnoZstvi, byly identifikovany pouze

¢as'

Cig:3
Cip:2

e C18:1
s ——
% C18:0
% - ﬂ1 60
== C14:0
% Ciz20
e Ci0:0
% Ce:0
- S —— Cs:0 C4
0

" odezva?

Obr. 3. Chromatogram mastnych kyselin mlé&ného tuku (vzorek
&, 5, lipolyza 144 h) — Chromatogram of fatty acids of milk fat
(sample No. 5, 144 h-lipolysis)
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Tab. 2. Relativni podil (%) jednotlivych detekovanych VMK v okamZiku méfenf — Relative share (%) of individual FFA at the
time of analysis

T — i Tt p—

Cas [h]! MK s kritkym Fetézcem? MK se stfednim fetézcem® MK s dlouhym fetézcem*
Ceo Cs.0 Cioo Ci20 Ca0 Ci60 Ciso Cig Cis23

Kontrolni vzorek &. 1°

24 — —~ - 47,6 stopy 52,3 - - —

48 ~ - - 22,4 23,1 54,4 — - ~

72 = - ~ 15,4 29,6 54,4 = L =

96 - - - 10,3 32,5 46,2 1,7 9,4 stopy

120 stopy!! stopy stopy 11,9 28.6 38 7,1 14,3 stopy

144 stopy stopy stopy 7.4 29,5 44,2 3,2 15,8 stopy

168 stopy stopy stopy 23,3 33,3 33,3 stopy 10 -

Vzorek &, 26

24 - - - 62,5 stopy 375 - - —

48 —~ - - 45,5 0,9 53,6 - - -

72 - - - 1,0 15,8 57,9 10,5 15,8 B

96 = - — 10,1 32,4 41,6 e 9.8 stopy

120 - - - stopy 28,1 50,0 9,3 12,5 stopy

144 - - - 10,4 31,2 41,6 4,1 12,5 stopy

168 - - - 8,6 28,9 43,1 3.4 13.5 stopy

Vzorek &. 37

24 - - - 38,7 12,9 38,7 stopy ot -

48 - e - 15,5 25,4 41,5 3.4 14,1 stopy

72 — — - stopy 37,8 43,2 5,4 13,5 stopy

96 — - - 13,3 33,6 38,9 3.5 10,6 stopy

120 - — - 9,3 29.9 41,1 3,7 15,8 stopy

144 - — - 10,7 14,2 32,1 3,6 39,3 stopy

168 — - - 8.6 15,9 33,2 33,2 18.4 stopy

Kontrolni vzorek &. 48

24 ~ - - 18,2 31,8 50,0 stopy stopy -

48 - - - 62,1 4,5 33.3 stopy stopy -

72 - — - 11,0 38,0 37,0 3,0 11,0 stopy

96 - - = 9,8 37,5 39,2 2,8 10,7 stopy

120 - — - 9.3 29.9 41,1 3.7 15,8 stopy

144 - - - 14.4 30,1 38,5 3,6 13,3 stopy

168 - - - 6.2 30,9 39,2 3.5 20,2 stopy

Vzorek &. 5°

24 - — — 6,8 37,9 44,8 ) 8,6 -

48 - - - 7,5 32,0 43,3 1,9 16,6 stopy

72 — - - 9,0 38,0 39,9 3,0 10,0 stopy

96 — — - 8,8 37,3 39,2 2.9 11,8 stopy

120 - - — 11,5 30,2 39.5 3,8 14,8 stopy

144 - = - XXX XXX XXX XXX XXX stopy

Vzorek &. 6!°

24 stopy stopy stopy 12,7 32,6 38,3 4,7 11,6 —

48 stopy stopy stopy 6,5 28,3 43,5 6,5 152 stopy

72 — - - 3.2 32,0 44,3 4,1 14,4 stopy

96 - - - 10,6 31,9 38,3 4,3 14,9 stopy

120 - - - 9.9 29,2 39,6 4,2 15,1 1,8

144 ~ - - 15,8 28,7 38,1 3,6 11,5 0,7

_—_———u—-—-—_——___—___._.________

‘time [h]; *short-chain fatty acids; *medium-chain fatty acids; “long-chain fatty acids: Scontrol sample No. 1; ®sample No. 2; 7sample No. 3;
Scontrol sample No. 4; %sample No. 5; %sample No. 6; traces
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Tab. 3. SloZeni mlééného tuku po ukon&eni pokusu (zastoupeni MK v %) — Composition of milk fat (MK ratios in %) — post-

experimental period

Kyselina' I 2

Kapronova® C, 2,70 2,63
Kaprylova® Cg 3.17 3,14
Kaprinova* C, 3,61 3,29
Laurova® C, , 4,67 4,38
Myristové® C,, , 13.45 12,62
Tetradecenova’ C, | 2,15 2,10
Pentadecylova® C ., 0,08 0,07
Palmitova® C, 27,05 27,09
Hexadecenova'® Gy 0.40 0,35
Stearova'! C o o 13,25 12,17
Olejova!? Cernut 2liay 34,34
Linolova® C,g., 2,18 1,06
Linolenova'* C g , 0,77 0,76

s ==

3 4 5 6
2,60 257 2,44 2.40
3,00 3.14 3,08 2.60
3,30 3,51 345 3.44
4.30 4,60 4,52 439

12,45 10,16 10,10 10,07
2.10 2.14 2.05 2,00
0,05 0,06 0,04 0,02

26.89 24,02 23.91 23.86
0,32 0.39 0.31 0,30

12,15 13.15 11,17 10,40

30,30 33,56 30,55 29,46
1,70 2,00 1,98 1,56
0.70 0.70 0,75 0,70

lacid; 'caproic acid: 3caprylic acid; *capric acid; *lauric acid; ®myristic acid; "tetradecenic acid; *pentadecylic acid; “palmitic acid, ‘®hexadecenic

acid: Mstearic acid: Poleic acid; Plinoleic acid; '*linolenic acid

u kontrolniho vzorku ¢. 1 v pozdé&j§im stadiu lipolyzy
a u vzorku ¢&. 6 (tab. 2). Mastné kyseliny s niz§imi fetézci
jsme v prib&hu pokusu nedetekovali. Ziejmé by se uvol-
flovaly v pozd&jsim stadiu lipolyzy, coZ by vysvétlovalo
technologické problémy pfi vyrob& napt. syril, kdy zpt-
sobuji zhor§eni chutové a aromatické kvality mléka (napf.
kyselina maselna apod.).

Spektrum uvolnénych mastnych kyselin je odrazem
zastoupeni majoritnich kyselin mlééného tuku (kyselina
laurova C , , myristova C , , paimitova C, , stearova -
a olejova C ). Krom& uvoliiovani téchto majoritnich
kyselin 1ze sledovat i uvoltiovani nékterych kyselin mi-
noritnich, hlavn& kyseliny tetradecenové C , a hexade-
cenove C  , oviem pouze ve zcela stopovych mnoZstvich.
Dominantni zastoupeni mé ve viech pripadech v prubehu
celého pokusu kyselina palmitova, které se z mlééného
tuku uvolnilo nejvice (tab. 2).

Obdobny trend jako pfi vyskytu VMK lze pozorovat pri
srovnani zastoupeni jednotlivych MK v ml€éném tuku po
ukonéeni lipolyzy (tab. 3). Nejvétsirozdily jsou praveé u ma-
joritnich MK.

Kolisani v mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin,
zv143te u kyselin s kratkym a stfednim fetézcem, muZze byt
zplisobeno daldimi chemickymi reakcemi t€chto kyselin,
Tak byla napf. zaznamendna produkce methylketont
z mastnych kyselin pfi plisobeni pankreatické lipasy (PAN-
NEL, OLSON 1991a, b).

Zavislost mezi hodnotou pH a koncentraci VMK je za-
sadnfm zptisobem ovlivnéna disociaéni konstantou mast-
né kyseliny uvolnéné z tuku. V ptipadech, kdy ve sloZeni
uvolngnych mastnych kyselin pfeviadaji kyseliny s delSim
Fetézcem, bude pokles pH niZsi neZ pfi uvolnéni mastnych
kyselin s krat§im fetézcem, které je provazeno vySSim po-
klesem pH do kyselé oblasti. V naSem pokusu dochazi
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k prudkému poklesu pH aZ po 168 h (obr. 4), coZ by rovnéz
odpovidalo skute¢nosti, Ze jsme nezachytili zvySenou kon-
centraci VMK s kratkym fet&zcem. VYLETELOVA ef al.
(2000b) zjistili, Ze vztah mezi hodnotou pH a obsahem VMK
(méFeny extrakéné titratni metodou) je statisticky vyznam-
ny a koreladni koeficient se u n&€kterych vzorkiu rovna r =
—0,93*** (P <(,001).

Obsah VMK a polatek technologickych problémi

Extrak&né-titraéni metodou pro stanoveni obsahu VMK
(mmol/kg tuku) byly zjistény systematicky zvySené vy-
sledky (napf. pro syrové mléko 32 misto 13,0 mmol/kg).

Tab. 4. Zména pH v prib&hu lipolyzy v pasterovaném mléce
podle stupn& kontaminace Ps. fluorescens a zpisobu uloZeni -
pH variations characterizing lipolysis in pasteurized milk as
related to Ps. fluorescens contamination and storage conditions

Cas [h]’ 1 2 3 4 5 6
0 682 6,76 6,75 682 6,76 6,75

24 683 6,82 681 683 6,71 681
48 673 6,74 6,73 673 6,72 6,72
72 672 674 673 672 672 6,7
96 672 6,73 6,7 6,65 6,69 6,6

120 671 671 669 645 568 6,55

144 664 665 664 63 566 62

168 6,55 6,63 6,62

192 6,1 6,58 6,1

216 558 6,16 5,58

240 50l 5,55 6,16

Itime [h]
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RLZCHV - hranice rizika lipolytickych zm&n
chutovych vlastnosti mléka (49 mmol/kg tuku:
podle KratocHviL 1992) — risk level characteriz-
ing lipolytic changes of taste characteristics
(49 mmol/kg fat; according to KrarocrviL 1992)

'free fatty acids; *time (hours)

Obr. 4. Pribéh uvoliiovani mastnych kyselin
pro jednotlivé vzorky bazénového miéka v &a-

KRATOCHVIL (1992) uvadi, Ze obsah 20 mmol VMK nakg
mléného tuku signalizuje pocatek chut'ové degradace
mléka, zejména pritomnosti mastnych kyselin C,—C,,coZ
po pfepoctu na extrakéné-titradni metodu piedstavuje ob-
sah 49 mmol VMK/kg. Vyrazny zlom nastavé u vy3si tep-
loty po 144 h, zatimco u vzorkil uchovavanych pfi nizsi
teplot€ az po 192 h (tab. 5). Na obr. 4 je vyzna¢ena hranice
rizika lipolytické zmény chut'ovych vlastnosti mléka (RL-
ZCHV) pro jednotlivé vzorky a teploty pii dosaZeni obsa-
hu 49 mmol VMK/kg (resp. 20 mmol/kg) v odpovidajicim
case. Pomoci aproximace jsme stanovili ¢as 56 a 64 h, p¥i
kterém pokusné vzorky &. 5 a 6 s vy$8i uchovnou teplo-
tou piekroCily hranici RLZCHV (tab. 6, obr. 4). Naopak
pokusné vzorky uchovavané pfi teploté, ktera odpovida

se a pfi rizné teploté — Dynamics of fatty
acid liberation in individual bulk milk sam-
ples as related to time and temperature

poZadovane skladovaci teploté v praxi (uchovéni syro-
vého ml€ka, transport, uchovani pasterovaného mléka)
dosahuji za danych podminek rizikovou hranici a% po 90
a 140,5 h (asio 1-4 dny pozdg&ji). Vysledky ukazuji na do-
minantni tlohu skladovaci teploty v celém Fet&zci vyroby
a zpracovani mléka jako suroviny nebo mezisuroviny, za-
timco rozdily v kontaminaci 10° a 10° mély aZ druhotady
vyznam (tab. 5). Pro mlékérenskou praxi, zv14§t& pro tech-
nologické provozy pfi vyrobé naro&n&jsiho mlé&ného pro-
duktu to znamend zpracovani syrového a nasledné
pasterovan€ho ml€ka v co nejkrat§im moZném &ase. Vy-
LETELOVA et al, (2000b) uvadi nartist VMK o 7 aZ 11 mmol
na kg tuku kazdych 24 hodin za danych podminek teploty
a mikrobidlni kontaminace.

Tab. 5. Casova dynamika vzriistu obsahu volnych mastnych kyselin (VMK; mmol/kg tuku) v pasterovaném mléce podle stupné
kontaminace Ps. fluorescens a zpisobu uloZen{ — Dynamics of free fatty acid increase (VMK, mmol/kg fat) in pasteurized milk
as related to Ps. fluorescens contamination and storage conditions

=== a e i e

Cas [h]’ 1 2 3 4 5 6

0 3512 34,674 35552 35,107 34,674 35,552
24 42,054 40,003 41373 42,055 40,003 44,328
48 32.16 42,676 41,373 32,16 45,954 47.283
7 34,633 37,34 45,385 39,581 50,671 53,193
96 32.16 40,009 50,375 39,736 48,004 531,238
120 36,75 40,009 55,319 51,95 56,456 59,103
144 415 50,678 53,193 89,057 96,007 127,073
168 51,363 56,013 67193

192 84.109 90,687 112,297

216 98.95 106,691 106,387

240 103,899 133,36 103,432

'time [h]

Tab. 6. DosazZeni hranice rizika lipolytickych zmé&n chutovych vlastnosti (RLZCHYV) pro jednotlivé vzorky mléka v &ase uréeném
pomoci aproximace (podle obr. 4) — Time intervals specifying attainment of risk levels characterizing changes of taste character-
istics (RLZCHV) in individual milk samples (time intervals were calculated by approximation) according to Fig 4

Cislo vzorku' | 3 4 5 6
Ptekro&eni hranice 49 mmol/kg (h)? 163 140,5 90 114,5 64 56

'sample No.; exceeding the risk level 49 mmol/kg (h)

e e e e e e e — e e
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