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Vybrané aspekty lipolyzy a proteolyzy
v syrovéem kravském mléce s ohledem
na jeho kvalitu ve vztahu k vyskytu
mastitid a ketozy

Oto Hanus, Zdika HegediiSova, Radoslava Jedelska, Jaroslav Kope
Vyzkumny Ustav mlékarensky s.r.o., Praha
3.11.2016 Hustoge ((MSCH a.s.)

V ramci projekti: OPVK MSMT—-CZ.1.07/2.3.00/09.0081; NAZ
KUS QJ1510339. Aktivita OZ\CAZV.
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Obsah sdleni (ve zpracovani potravin v mléka&stvi roste podil

pfidané hodnoty a tim vyznam hygienické kvality a sousejicich
technologickych vlastnosti syrového mléka)

— Whbrané aspekty proteolyzy mléka

» Uvod rozkladu bilkovin v mléce;

» Schéma @vodi a podstaty koagulace mtéych bilkovin;

» Experiment s proteolyzou (iniciace nekulturni proteolyzy)
a ekvivalentem proteolyzy — metodika a vysledky.

— Whbrané aspekty lipolyzy mléka

« Uvod rozkladu tuku — volné mastné kyseliny (VMK) st
lipolyzy v mléce — schémaidodi v asové ose;

* Vysledky VMK v zavislosti naiznych technologickych
faktorech a na zdravotnim stavu krav;

* Co kontrolovat pro adekvatni obsah VMK v syrovém
mléce.

Kvalita mlé¢nych potravin se vyznammé odviji
od kvality syrového mléka:

> vedle hygienickych ukazateh syrového mléka také
monitoring ostatnich zdravotnich ukazatefi a metaboliti
v mléce (ICAR) miize byt vyznamny pro kvalitu a bezp&nost
mlééného potravinovéhoretézce.

» sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka poméaha
plnit dilezitou spolé&enskou zakazku (Baumgartner, 2000;
piedseda organizace AFEMA).
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Whbrané aspekty proteolyzy
mléka:

- Pokatek proteolyzy v syrovém kravském mléce souvisi také se sténim
(koagulaci, zn€nou prostorové struktury) bilkovin , které je zapic¢inéno prevazré

enzymaticky, nebo zémou kyselosti pH (biochemicky nebo fyzik&themicky).

- Hydrolyzujici enzymy mohou byt v mléce nativni (z epitelu miéné Zlazy),
bakterialni nebo pridané (pti syreni). Pokud bakteridlni, pak mohou mitip&h

reakci spontanni vigledku nekulturni kontaminujici (nezadouci) mikroflérgbo
zantrny v disledku gidavku kulturni (uSlechtilé) mikrofléry. A nekulturni nebo
kulturni mikrofléra, existuji dale druhové rozdily mezi Kverialnimi druhy
v enzymatické vybava tim v usmdriiovani rozkladnych (hydrolytickych) proaes
v mléce. Tyto pak probihaji mnohdy zf& odliSns, pticemz se celé miié
prostedi (ml&né matrice) pib&zng, biofyzikalng a biochemicky, zn&né meni.

- Cely jev proteolyzy je velmi komplexni a obtizré postizitelny v celé své
dynamice. Obvykle v ml&nych mikrobidlnich procesechiiZenych nebo
netizenych) probihaji sowing, vedle proteolyzy, jest spontanni nebo cilen
lipolyza a acidogenni rozklad lakt6zyid3dto ma miékiska technologie ambice

uchézi se otizeni tchto proces, véetn® koagulace bilkovin a s ni spoje
proteolyzy. Ritom jsou na mléko, jako surovinu, upf@véany casto velmi
protichidné pozadavky. Bkdy je poZzadovana snadna, jasna a rychla koag

mlénych bilkovin (syraéstvi), jindy proticlidné jejich odolnost proti denaturad
(kondenzované mléko). Srazeni bilkovin i proteolyza jsékdy vnimany negativé

(vysoce tepelné postupy ofeti mléka, zhorSeni kvality mléka) a jindy pozitiv
(syraské srazeci a zraci procesy), podle situace.




Obr. Schéma sréazeni bilkovin syrového miléka jako vhodne
nebo nevhodné mlékéské technologické viastnosti podle
typu zpracovani suroviny.

Koagulace laktoproteinl
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- Proteolyza a lipolyza v syrovém mléce jso
dilezitymi faktory senzorické kvality a udrznosti
mléénych vyrobkd i bezpanosti mléného
potravinového retézce. P&atek proteolyzy v mléce
souvisi také se srazenim bilkovin, které je
zapri¢inéno enzymaticky, nebo znénou kyselosti.
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- Byly vyhodnoceny vztahy mezi ekvivalente
proteolyzy (EPM; koncentrace primarnich
aminoskupin) a zdravotnimi, hygienickymi a
slozkovymi  ukazateli syrového bazénovéh
kravského mléka. U ¢asti pokusnych vzorki byla
iniciovana nekulturni spontanni proteolyza =
ulozeni po 24 hod. i 10 °C.
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- Primérna hodnota EPM ¢inila v nativnim souboru 0,9165 + 0,063
mmol I-1 (vx 6,9 %). Pokusnym zasahem vzrostly geometrické gméry
celkového pd&tu mezofilnich (CPM) a poétu psychrotrofnich mikroorg.
(PSY) z 13 713 a 10 728 na 811 927 a 830 819 CFU(IP < 0,001).
ZvySeni kontaminace bylo provazeno (P < 0,001) néstem hodnoty
EPM z 0,9188 na 0,9694, 0 0,0506 + 0,05 mmald 0 5,5 %.

- Mezi log CPM a EPM byl korelaéni koeficient (r) 0,3651 (P < 0,001)
Mezi log PSY a EPM byl r 0,4152 (P < 0,001)Vysledky vztahi
mléénych slozek v nativnim mléce byly: tuk x EPM, r = 0,2236;
bilkoviny x EPM, 0,2207; laktéza x EPM, -0,0663; suSina tukprosta x
EPM, 0,1616 (vSechny vztahy P > 0,05). Ret somatickych burgk x
EPM, r=0,0849 (P > 0,05).

- EPM limit indikujici po ¢ateéni riziko proteolyzy mléka byl odhadnut
v oboru od 0,9366 do 1,02 mmol-1. Prvni hodnota byla odhadnuta z
regresnich zavislosti EPM na CPM a PSY, z jejich hygienickyte limit &
(100 000 a 50 000 CFU mf) pro mléko (REGULATION (EC) No.
853/2004) jako 0,9419 a 0,9366 mmoitl Druha hodnota z konvence
pro 95% interval spolehlivosti p¥i normalni frekvenéni distribuci
hodnot jako pramér EPM + SD x 1,64 pfi jednostranném omezeni,
1,02 mmol . Uréeni EPM se jevi byt slibnym ukazatelem pouzitelny
v kontrole kvality mléka.

Linearni vztah mezi celkovym padtem mesofilnich
mikroorganismia a EPM (n = 104; r = 0,3651; P<0,001).
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Linearni

vztah

mezi poctem psychrotrofnich

mikroorganismi a EPM (n = 104; r = 0,4152; P<0,001).
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Obr. Vztah poétu somatickych bunék (PSB; 1C¢°
ml-Y) a EPM (mmol I'Y) v syrovém kravském
mléce (n =57;r=0,0849; P > 0,05).
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y = 5E-05x + 0.9045
R2=0.0072




Obr. Vztah tuku (%) a EPM (mmol |1) v syrovém
kravském mléce (n = 47; r=0,2236; P > 0,05).

y =0.0493x + 0.7324
R2=0.05
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Obr. Vztah bilkovin (%) a EPM (mmol | -1) v syrovém kravském mléce
(n=47;r=0,2207; P> 0,05).

y =0.0834x + 0.6398
R2=0.0487
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Obr. Vztah laktozy (%) a EPM (mmol | -1) v syrovém kravském mléce
(n=47;r=-0,0663; P > 0,05).

y =-0.0679x + 1.2558
R2=0.0044

00000000 0NNN0NNONOOIIONIG

Obr. Vztah suSiny tukuprosté (STP; %) a EPM (mmol I'1) v syrovém
kravském mléce (n =47;r=0,1616; P > 0,05).

y =0.0517x + 0.4561
R2=0.0261
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VWhbrané aspekty lipolyzy
mléka:
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= Dalg novy ukazatel kvality ve zpe#zovani,

= koncentrace VMK (FFA) v mlééném tuku (nyni

= rutinn & mékiteiné MIR-FT; CSN 57 0529, 13

= (stlukem) a 32 (titraén&) mmol/kg jako standardni
= [imity), vlivné faktory:
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» hygienicka kontaminace mléka (lipazy);
» dojeni, transport a skladovani mléka (mechanickeé vlivy);
» piirozené lipazy v mléce, ketdza a negativni energeticka

bilance vyZivy dojnic v laktaci;
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Stanoveni a interpretacevolnych mastnych kyselin
(VMK; FFA) v mléce
» ZvySeni VMK znamend negativni vlivy lipolyzy z divodi
metabolickych problémi dojnice.

> ZvySena koncentrace VMK zpisobuje zhorSen
technologickych vlastnosti mléka, ale hlavé smyslovyc
(senzorickych) vlastnosti mléka.

» Destrukce tuku je jevem zagFi¢inovanym v mléce gFirozenymi
enzymy (lipdzami) nebo lipdzami dodanymi bakterialni
kontaminaci mléka.

» Lipdzy mohou byt termorezistentni a projevit se tak i po

tepelném oSeteni mléka rozkladem mlékarenskych vyrobki.

> NeSetrné zachazeni s mlékem, jak&astécéerpani a éefeni pri
manipulaci a namrzani, navozuje rovréz vlastni lipolyzu.

00000000000000000000000000

Vzrist lipolyzy tuku v syrovém mléce, zvySeni obsah
volnych mastnych kyselin (VMK), ohroZeni kvality
mléka a vyrobki z ného — faktory a jejich kombinace —
zvite a technologie (modifikace podleiiznych autori).

> 8) Homogenizace pii zpracovéni mléka

> Zvy3end teplota uskladnéni (vy33i aktivita lipdz, nativnich i bakteridlnich)
[————————>>6) Namrzini mléka pfi jeho chlazenf (porugeni obalfi tukovych kulidek)
—)5) Zhor¥eny transport mléka (&efeni, michdni, mechanické namahéni a iniciace)

S 4) SniZzend hygiena dojeni (zne¢i§téné krmivo, mlé&nd Zldza a dojici zafizeni) a mléka
zejmeéna psychrotrofni baktérne, vy38i hladiny teridlnich lipaz, mikrobidlni iniciace
(zejmé| hrotrofni baktéri 3§81 hladiny bakteridlnich lipa: ikrobidlni iniciace)

—>> 3) Viceletné denni dojeni (3 az 4 x denng)

> 2) Mastitidni problémy, vysoké podty somatickgch bunék

1) Nedostatek energie ve vyzivé dojnic v pocatku laktace (odbourdvani télesného tuku,
nekompletni proteinové obaly tukovych kuli¢ek, nativni lipdzy, biochemicka iniciace)
1.3

mmol x 100" [ Kvalitni mléko, dobré chutové vlastnosti, dobra ddrZnost mléénych vyrobki
(CSN 57 0529)

Cas od syntézy mléka pies ejekci, dojeni, skladovani a transport po zpracovéani
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VMK v CR: 0,614+0,458 a 0,835+0,491 mmol/100g,

neesterifikované v tuku,aezity technologicky ukazatel

z hlediska trvanlivosti mkénych vyrobkKi, existuje cca 10 %

nevyhovujicich dodavek (nad 1,3), viderddi pro zvysSeni:

- negativni vlivy typu lipolyzy a tvorby defektnich tukovych
kapének — energeticky deficit;

- v disledku kontaminace mléka nezadouci psychrotrofni
termorezistentni mikroflérou - rozklad tuku #npzenymi
enzymy nebo lipazami dodanymi kontaminaci;

- disledek nevyhovujiciho skladovani mléka a jeho
nadnérného mechanického namahani (proud bydem
> 1 az 1,5 m/s - laminarni);

- mastitida, pozdni laktace, zkraceni dojiciho intervalu,
vicetetné dojeni.
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Vliv intenzity a doby mechanického namahani na
liberalizaci mastnych kyselin (FFA) z mi€ného tuku.

FFA = x £ sx

OFRP NWHMOIO N

FFA (mmol.100g ™)

10 15 20 25 30 35 40
¢as (min.)

00000000000000000000000

@ Vzorky mléka (n = 5) byly namahany mechanicky, michanim ié&him v Sesti krocich stznymi
a» intervaly od nativniho miéka: +5, +10, +15 minut (nizSi intenzita meatitio stresu); +1, +2 a +3 minu
l = (vysoka intenzita). FFA stanoveny na Lactoscope FTNRwvy Zéland — dojirny, membranova éerpadla.)
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Koncentrace VMK (FFA) v mléce (mmol/100g) ve
vzorcich s podekelou dojici technologii.

(A = pavodni mléko; mléko fed (B) a za (C) dopravniterpadlem).

Vzorek VMK

A 0,93+ 0,11

1,48+ 0,34

1,46+ 0,33
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* o Vlivpodezieni na celkovou podvyZivu (S, n = 4) dojnic (nizka
- = mocovina a bilkoviny v mléce) na FFA (mmol.100g) ve srovnani
k odhadu normalni vyzivy (N, n = 12).

t=12,5

Rl i 3,44 + 0,49

FFA (mmol.100g™)

0,82 +0,27
T

N S

Poner F/P byl, s ohledem na vhodnost miéka proisg@ zpracovani, popsan k posouzeni energetického zasobwai B
nad 1,3 nebo 1,5 jsou dokladem energetické deficience (ketéeypshatek viakniny, F/P pod 1,1. Také M a bilkoviny (P)
v mléce jsou ukazateli rovnovahy dusikato-energetickéhobwmiieu krav. Stado dojnic (Holstyn, 1 rok) s F/P kolem 1,1
s dlouhodob nizkymi U (od 12 do 16 mg.100/)la P (od 3,00 do 3,15), s podieaim na trvaly nedostatek viakniny,
dusikatych latek a zejména energie, vykazalo zvysené BRA-®,49 > 0,82t 0,27 mmol.100g (F/P 1,3; U od 24 do 32
mg.100mt; P od 3,25 do 3,50 %, stada Holstyeské strakaté).

00000000 000000000000000
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Vztah mezi PSB (log SCC) a VMK (FFAs; mmol.100d) ve
vybranych individ. vzorcich kravského mléka (nizké a
vysoké PSB; n = 307; r 0,703, P < 0,001) - mastitis.

4.00 y = 0.2833@4668x
R?=0.4938

log SCC
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Vztah mezi lakt6zou (L; %) a VMK (FFAs; mmol.100g1)
ve vybranych individ. vzorcich kravského mléka (nizké
a vysoké PSB; n = 307; r-0,312, P < 0,001) - mastitis.

y =-0.3995x + 3.0656
R?=0.0975
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Vztah mezi T/B (F/P) a VMK (FFAs; mmol.100g?') ve
vybranych individ. vzorcich kravského mléka (nizké a
vysoké PSB; n = 307; r 0,395, P <0,001) - ketosis.

y =0.5088Ln(x) + 1.1795
R?=0.1562
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Vztah mezi T/L (F/L) a VMK (FFAs; mmol.100g1) ve
vybranych individ. vzorcich kravského mléka (nizké a
vysokeé PSB; n = 307; r 0,443, P <0,001) - ketosis.

4.00 y =0.5263Ln(x) +1.3321
R?=0.1964
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Co kontrolovat pro adekvatni obsah VMK:

J4

— dobrou priitoénost mlé&ného potrubi a omezit, zgEtné toky
a razy (kolisani podtlaku) — existuji i membranovaéerpadia;

— odpovidajici chlazenigisté Gchovné nadrze a Setrné michani;

— vysoky hygienicky standard dojeni s vihkou az suchou toaleto
vemene;

— nezkrmovat krmiva se zhorSenou kvalitou, naj. se sporulaty,
omezit druhotnou fermentaci krmiv;

— omezeni negativni E. bilance krav — jinak neuplné obaly
kuli éek - krmit preventivn & energet. a hepatoprotektivni latky;

— prevenci mastitid, PSB koreluji kladné s VMK.

,DeKuji za pozornost”
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