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Effects of pasteurization and refrigeration
on contents of lipophilic vitamins in milk

Abstrakt

Byl sledovan vliv pasterace a nasledného kratkodobého
skladovani v mrazicim boxu pri teploté¢ -20 °C na zménu
obsahu vitaminu E a A v kozim a ovéim mléce. Vitaminy
byly stanoveny metodou vysokoucinné kapalinové chro-
matografie. K detekei vitaminu E byl pouZit fluorescencni

detektor, ke stanoveni vitaminu A detektor diodového pole.
Primérny obsah vitaminu A v kozim cerstvém mléce byl
112 + 38 pg/100 g, resp. 119 + 61 pg/100 g v Cerstvém
ovéim mléce. Vitamin E byl primémé z 96,7 = 3,6 %
zastoupen o-tokoferolem. Primérny obsah o-tokoferolu
v kozim cerstvém mléce byl 183 = 12 ug/100 g, resp.
382 + 185 ug/100 g v Cerstvém ovéim mléce. Ubytek sle-
dovanych vitamint v dusledku pasterace byl velmi rozdilny
a pohyboval se v rozmezi 0 - 64,8 %. Po tydennim
skladovani v mrazicim boxu klesl obsah obou vitamind
v priméru o 22 % v mléce Cerstvém, resp. 0 29 % v mléce
pasterovaném a i naddle klesal strméji v mléce paste-
rovaném. Po tfitydennim skladovani dosahl primérny pokles
vitaminQ v pasterovaném mléce 41 %. Predbézné vysledky
naznacuji, Ze obsah obou vitamint v Cerstvém mléce i mira
poklesu jejich obsahu béhem skladovani v mrazicim boxu
souvisi s tucnosti mléka a pokles obsahu vitamini je na
rozdil od jejich celkového mnoZstvi nizs§i v mléce s vySSim
podilem tuku. K ovéfeni dosazenych vysledkii bude této
problematice vénovana pozornost i v nasledujicim roce.

Klicova slova: pasterace, zamraZeni, vitamin E, vitamin A,
HPLC

Abstract

Effects of pasteurization and subsequent short-term storage
in clima box at - 20 °C on changes of vitamins E and A in
goat's and sheep's milk were observed. Both vitamins were
determined using HPLC technique. Vitamin E was detected
using fluorimetric detection and vitamin A using diode array
detection respectively. The average content of vitamin A
in fresh goat's milk was 112 + 38 pnug/100 g and
119 + 61 pg/100 g in fresh sheep's milk. Vitamin E was
formed by o-tocopherol from 96.7 + 3.6 %. The average
content of o-tocopherol in fresh goat's milk was
183 + 12 pg/100 g and 382 + 185 pg/100 g in fresh sheep's
milk. Vitamins decrease during pasteurization varied in broad
range 0 - 64.8 %. Another 22 % of both vitamins in fresh milk
and 29 % in pasteurized milk were lost during one-week sto-
rage in clima box at - 20 °C. Contents of both vitamins
decreased steeper in pasteurized milk compared to fresh milk
also in subsequent storage. The average decrease of vitamins
in pasteurized milk after three weeks of storage was 41 %.
Tentative results indicate that contents of both vitamins in
fresh milk and also ratio of decrease during short-term stor-
age are primarily influenced by milk fatness. Total amount of
both vitamins is higher in fatter milk and their decrease du-
ring pasteurization and storage is higher in milk with lower
fat content in contrast. Further attention for results confirma-
tion will be devoted to this issue during next year.

Key words: pasteurization, refrigeration, vitamin E,
vitamin A, HPLC

Uvod

Pro primyslové zpracovéni a lidskou vyzivu se vyuziva
piedevsim mléko kravské, celosvétové asi 85 % '. Diky
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pfiznivym dietetickym vlastnostem se v posledni dob¢ stale
VEétsi pozornost vénuje téZ mléku ovéimu a kozimu.

Miléko urcené ke konzumaci nebo dal§imu zpracovani
musi byt tepelné oSetfeno, aby byla zarucena jeho zdravot-
ni nezdvadnost, prodlouzila se trvanlivost a vytvofily se
optimdlni podminky pro vyrobu mléénych vyrobki.
V soucasné dob& se v Ceské republice syrové mléko
upravuje dvéma zakladnimi zpusoby: pasteraci a sterilaci.
Pasterace je proces, pri kterém se mléko ohriva do 100 °C
a pri kterém se znici vegetativni formy patogennich, pod-
minéné patogennich a toxikogennich mikroorganismi'.
Kozi mléko je v dasledku odlisného slozeni bilkovin méné
tepelng stabilni v porovnani s kravskym mlékem?. Stabilita
mléka je ovlivnéna balanci prooxidacnich a antioxidacnich
latek, jako je pfitomnost kovovych ionti, nizko-
molekularnich antioxidanti a aktivita riznych enzymil.
NejvyznamnéjSim antioxidantem v mléce je o-tokoferol,
ktery zachytava singletovy kyslik. Kromé o-tokoferolu
(majoritni formy vitaminu E) mléko obsahuje dalsi lipofil-
ni vitamin s antioxida¢nimi Gc¢inky - vitamin A. Na obsah
téchto latek v Cerstvém mléce ma vliv fada faktort, zejmé-
na vy¥iva, plemeno, zplisob chovu nebo stadium laktace”.
Obsah vitamind kolis4 také podle ro¢ni doby”.
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Obr. 1 o-tokoferol

Aktivitu vitaminu E vykazuje 8 zakladnich strukturné
pfibuznych derivati chromanu, 4 tokoferoly (o, B, v, 8)
a 4 tokotrienoly (o, B, v, 8). Jednotlivé derivaty se 1isi
polohou a poctem methylovych skupin v chromanovém
cyklu a biologickou aktivitou. Vitamin E, zvlasté
a-tokoferol (obr. 1), ktery je vzdy jeho hlavni slozkou
v zivociSnych tkanich (tvori vice nez 90 %), je nejvyz-
namnéjSim lipofilnim antioxidantem uplatiiujicim se
u eukaryotickych bunék jako ochrana nenasycenych lipida
pred volnymi radikaly.

Dalsi funkce vitaminu E nejsou dosud dostate¢né zndmy.
Pravdépodobné se podili na struktufe biologickych mem-
bran a déile na regulaci metabolismu arachidonové
kyseliny*. Tokoferoly byly vZdy povaZovany za antioxi-
dacné nejucinnéjsi formy vitaminu E, hrajici roli pfi elimi-
naci volnych radikéld, které se pfirozené uvoliuji béhem
metabolickych d&ji, napt. pfi B-oxidaci mastnych kyselin®.
Soucasné studie ovSem hovori o tokotrienolech jako

Obr. 2 all-trans-retinol

dfive predpokladalo®. Tokotrienoly zabratiuji napt. vzniku
neurodegenerativnich onemocnéni a rakoving prsu’®,

Vitamin A je skupina latek s podobnym chemickym
neboli axeroftol ¢i vitamin A1 (obr. 2).

Retinol je isoprenoid s péti konjugovanymi dvojnymi
vazbami v molekule, resp. alicyklicky diterpenovy alkohol
s tzv. B-jononovym cyklem a s postrannim fetézcem &tyf
konjugovanych dvojnych vazeb®. Vitamin A patfi do
skupiny antioxida¢nich vitamini. Podle Tesoriera et al.” je
retinol velmi efektivni antioxidant, ktery se podili na
inhibici peroxidace lipidd. Slucuje se s peroxylovymi
radikaly pfedtim nezZ mohou tyto radikdly vyvolat peroxi-
daci lipidové faze bunécnych stén doprovazené vznikem
velmi reaktivnich hydroperoxidi. Tito autofi ve svych
pokusech zjistili, ze v urcitych pripadech je retinol efek-
tivn€jsi zhase¢ peroxylovych radikalt nez tokoferol. To
plati v pripadé, kdy se volné radikdly vyskytuji uvnitr lipi-
dové dvojvrstvy a nepochazeji z vodného prostiedi. Tyto
schopnosti retinolu autofi pfipisuji jeho kratkému polye-
novému fetézci umoziujicimu vysokou pohyblivost, a tim
i lepsi prilezitost reagovat s peroxylovymi radikaly. Naproti
tomu podle Hlibika a Opltové'® ma vitamin A jen mirné
antioxidacni vlastnosti, podstata jeho pusobeni spociva ve
zhaSeni singletového kysliku. Retinol a retinoidy obsazené
v mléku a mléénych vyrobcich kryji potfebu z 15 %*.

Kozi mléko je svym slozenim podobné kravskému mléku.
Ovci mléko je vice tuéné v porovndni s kravskym mlékem
a lze tedy predpokladat i vyssi mnozstvi lipofilnich vitami-
nt v mléce ovéim ve srovnani s mlékem kravskym a kozim.
Lucas et al."" uvadi také vyssi obsah tuku a vitaminu A a E
v kozim mléce v porovnani s kravskym. Naproti tomu
Rayan-Ljutovac et al."? uvadi ndsledujici hodnoty vitami-
nu E v kozim, ovéim resp. kravském mléce: 40 ug/100 g,
110 pg/100 g, resp. 110 pg/100 g mléka a vitaminu A
40 pg/100 g, 80 pg/100 g, resp. 40 pg/100 g mléka.
Stanoveni lipofilnich vitamint v mléce malych piezvykavcl
vsak bylo dosud vénovano jen velmi malo pozornosti.

Pasteraci dochazi k ¢astecnému ubytku labilnich latek,
mezi které patii i oba vitaminy. V dusledku pasterace
(62,5 °C; 30 minut) byl zji§tén v matefském mléce mirny'?,
ale také 17%' pokles vitaminu E. Romeu-Nadal et al.”
dale zjistili, Ze béhem rocniho skladovani zamrazeného
Cerstvého matetrského mléka pri -20 °C a -80 °C nedochazi
k poklesu vitaminu E. Podle Veligka a Hajslové * jsou ztra-
ty vitaminu E pfi pasteraci mléka cca 5 % a obsah vitaminu
E klesd i1 pfi mrazirenském skladovéani potravin obsahu-
jicich vyssi mnozstvi polyenovych mastnych kyselin
(PUFA). Pti pasteraci a v UHT mléce se ztraci také do 6 %
vitaminu A. Pfi skladovani v nevhodnych obalech za pfi-
tomnosti kysliku a na svétle vS§ak mohou ztraty vitaminu A
dosahovat az 30 % za hodinu®.

Cilem této prace bylo studium stability jednotlivych
forem vitaminu E a vitaminu A ve vzorcich ovciho a koziho
mléka a zhodnoceni vlivu pasterace na obsah téchto vitami-
nu a soucasné téz vlivu nasledného skladovani pasterova-
ného a syrového mléka v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.
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Obr. 3 Chromatogram smésného standardu jednotlivych forem vitaminu E

Material a metody

Odbery vzorku syrového a pasterovaného mléka

Paralelni vzorky bazénového syrového a pasterovaného
koziho a ov¢iho mléka (plemena: Anglonubijskd koza,
Koza bila kréitkosrsta, Vychodofriskd ovce, Romanovska
ovce) o objemu cca 200 ml byly odebrany na soukromych
farmach v Ceské republice ve dvou rtiznych fazich laktace,
v Cervnu a zafi. Po odbéru byly vzorky vychlazeny a ihned
po prevozu do laboratore analyzovany na obsah vitamini E
a A. Cast vzorkii byla umisténa do mraziciho boxu
a skladovana pfi teploté -20 °C po dobu 3 tydni a opétovné
8. a 21. den po odbéru vzorku analyzovana na obsah vita-
mint E a A.

Stanoveni procentudlniho zastoupeni tuku ve vzorcich
syrového mléka bylo provedeno okamZit€¢ po prevozu
vzorkl do laboratofe pomoci piistroje MilkoScan FT2.

Metody stanoveni vitaminu A a E

Vitamin E (jednotlivé tokoferoly -T a tokotrienoly -TKT)
a vitamin A byly stanoveny metodou vysokoucinné kapali-
nové chromatografie s fluorescenc¢ni detekci, resp. spektro-
fotometrickou detekci.

Asi 1 g homogenizovaného vzorku byl navdZen do plas-
tové zkumavky s vickem. Ke vzorku bylo pfiddno 200 ul

methanolického pyrokatecholu (0,2 g/ml) a nasledné 5 ml
1M KOH a smés byla vortexovana po dobu 1 minuty.
Nasledné byl vzorek zmydelnén 10 minut na ultrazvuku.
Poté bylo ke smési priddno 5 ml hexanu a 1 ml redestilo-
vané vody. Smés byla opétovné 1 minutu vortexovana
a vzéapéti byly odebrdny 3 ml vrchni hexanové vrstvy
a odpareny na rotac¢ni vakuové odparce do sucha. Odparek
byl rozpustén v 0,5 ml metanolu a alikvotni podil byl
preveden pres nylonovy filtr (0,2 um) do 1ml eppendorfky,
ktera byla umisténa na 30 minut do mrazictho boxu
(-20 °C). Poté byl vzorek odstfedén po dobu 2 minut
a supernatant preveden do tmavé vialky.

Na analytickou koncovku byl pouZzit chromatograficky
systém Ultimate 3000 (Dionex, USA). Byla pouZita analy-
ticka kolona s predkolonou Develosil Su RPAQUEOUS
(250x4.6 mm); Develosil Su C30-UG 100A (10x4 mm),
(Phenomenex, USA), kterd umoziiuje separaci vSech forem
tokoferolt a tokotrienolti (obr. 3). Mobilni fazi byla smés
MeOH : deionizovana voda (97:3, v/v) o pratoku 1 ml/min.
Teplota kolony byla 30 °C a nastfik vzorka 10 pl. Pro
detekci tokolt fluorescenénim detektorem byly pouzity
vlnové délky: excitacni 292 nm a emisni 330 nm. Vitamin
A byl stanoven spektrofotometrickou detekci detektorem
diodového pole pfi A = 325 nm. Obsah analytl ve vzorcich

vevs

byl vyhodnocen metodou vnéjsi kalibrace. Kalibracni
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Obr. 4 Chromatogram vzorku ov¢iho mléka (Romanovska ovce)
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pfimky vSech forem tokolt i vitaminu A byly linedrni
v pouzitém rozmezi 0,05 - 10 pg/ml. Detekéni limity jed-
notlivych tokoll, vyjadiené jako trojnasobek poméru hod-
noty signdlu k Sumu, byly nasledujici: B-TKT a y-T
0,01 pug/ml; B-TKT, y-TKT, B-T a y-T 0,025 ug/ml; o-TKT
a o-T 0,05 pg/ml, vitamin A 0,025 ug/ml. Vysledky byly
zpracovany v programu Chromeleon a MS Excel a vyjadre-
ny v ug/100 g mléka.

Vysledky a diskuze

Obsah vitaminii A a E v syrovém mléce

Ve vSech analyzovanych vzorcich syrového koziho
a ovéiho mléka byl stanoven vitamin A, o-tokoferol
a y-tokoferol. Ve vzorcich syrového koziho mléka nado-
jeného v Cervnu, tj. ve stfedni ¢asti laktacni periody, byl
v minimalnim mnoZstvi stanoven také y-tokotrienol
s prumérnym obsahem 7,4 pg/100g. V ovéim i kozim
mléce s vys$Sim zastoupenim tuku byl ve stfedni ¢asti lak-
tacni periody stanoven také o-tokotrienol s primérnym
obsahem 5,1 pg/100g v mléce kozim (mléko Anglonubij-
ské kozy s obsahem tuku 5,21 %) a s primérnym obsahem
7,2 nug/100g v mléce ovéim (mléko Romanovské ovce
s obsahem tuku 10,88 %). Chromatogram syrového ov¢iho
mléka plemene Romanovskd ovce je zndzornén na
obrazku 4.

Prestoze v nékterych vzorcich syrového ovciho i koziho
mléka byly detekovany vice nez dvé rizné formy tokold,
majoritni slozkou vitaminu E byl vZdy o-tokoferol, ktery
byl v syrovém mléce zastoupen vZdy minimdlné z 90 %.
Priimérné zastoupeni o-tokoferolu ve vitaminu E cinilo
96,7 + 3,6 %. Primérné zastoupeni vitaminu E (ct, y-toko-
ferolu) a vitaminu A v syrovém kozim a ov¢im mléce je
uvedeno v tabulce 1.

Primérny obsah vitaminu A v kozim cerstvém mléce byl
112 + 38 ug/100 g mléka, resp. 119 = 61 pg/100 g cer-
stvého ovciho mléka. Primérny obsah majoritni formy
vitaminu E o-tokoferolu v kozim cerstvém mléce byl
183 + 12 ug/100 g mléka, resp. 382 + 185 ug/100 g
Cerstvého ovciho mléka. Mirné vyssi primérny obsah vita-
minu A byl stanoven v mléce ovéim ve srovnani s mlékem
kozim, v mléce ov¢im byl také stanoven cca dvojnasobny
obsah o-tokoferolu ve srovnani s mlékem kozim. Vysledky
dale naznacuji, Ze vyssi obsah lipofilnich vitamini v ovéim
mléce souvisi s jeho vyssi tucnosti a pravdépodobné i vliv

Tab. 1 Zastoupeni o a ytokoferolu, vitaminu A a tuku
v mléce riznych plemen koz a ovci

Tab. 2 Primérny pokles obsahu vitamini v miéce malych

prezvykavel
Délka skladovani 1 tyden 3 tydny 1 tyden 3 tydny
Vitamin E (% poklesu) 21,9 29,9 33,7 43,6
Vitamin A (% poklesu) 22,3 27,3 23,2 37,7

plemene i stidium laktace® bude do jisté miry souviset
s rozdilnym procentudlnim obsahem tuku v mléce riznych
ovéich a kozich plemen a jeho ménicim se obsahem
v prubéhu laktace.

Stanovené primeérné obsahy vitaminu E v kozim i ovéim
mléce jsou cca 3x az 4x vysSi nez udava Raynal-Ljutovac
et al.'””. Priméré stanovené obsahy vitaminu A v kozim
a ovéim mléce jsou rovnéZ vyssi neZ uvadi stejni autori'?,
ale jsou maximalné trojnasobné v pripadé ovc¢iho mléka.
Shodné s uvedenymi autory'? byly stanoveny mensi rozdi-
ly v obsahu vitaminu A mezi kozim a ov¢im mlékem neZ
rozdily v obsahu vitaminu E a vzdy vyssi obsah obou vita-
mint byl stanoven v mléce ovéim. Témér stejny obsah vi-
taminu A v ovéim mléce jako Raynal-Ljutovac et al."?
uddva také Park et al.'® (44 ug/100 g mléka), avsak podle
Parka et al.'® je obsah vitaminu A v kozim mléce vy3i
a jeho primérny obsah je 56 g/100 g mléka.

Vliv pasterace na obsah vitaminii v mléce

Ubytek sledovanych vitamin v disledku pasterace byl
velmi rozdilny a pohyboval se v rozmezi 0 - 64,8 %,
u poloviny sledovanych vzorkt vyrazné prekrocil hodnotu
5 % uvadénou Veliskem a Hajslovou®. K pasteraci mléka
dochazelo pfimo na farmach a neni mozné vyloucit
skutecnost, Ze pokles obsahu obecné velmi labilnich vita-
mind v pasterovaném mléce mohl byt zapficinén i jinymi
vlivy nez vlastni pasteraci mléka. V pripadé poklesu obou
vitamini v pasterovaném mléce nebyly zaznamendny
vyznamné rozdily v mife poklesu vitaminu A a majoritni
formy vitaminu E o-tokoferolu, i kdyZ mirné vyssi
pramérny pokles byl zaznamenan v obsahu vitaminu A.
V pasterovaném mléce také nebyl na rozdil od mléka
syrového detekovan o-tokotrienol. Obsah tohoto v nej-
mensim mnozstvi zastoupeného tokolu klesl pasteraci pod
mez detekce. Vzhledem k malému poctu analyzovanych
vzorkl nelze uréit pfesnou pricinu poklesu obsahu obou
vitamint. Sledovani vlivu pasterace na obsah lipofilnich
vitamind v mléce bude probihat i v ndsledujicim roce.

Vliv skladovdni v mrazicim boxu na obsah vitaminii
v mléce

Zamrazeni syrového i pasterovaného mléka a nasledné skla-
dovani v mrazicim boxu pii teploté -20 °C se projevilo pokle-
sem obsahu vSech stanovenych forem vitaminu E i poklesem
vitaminu A (tab. 2). K vy$§imu poklesu obou vitamint doslo
v mléce pasterovaném. Prudsi pokles obsahu vitamint nastal
v pribéhu prvniho tydne, pravdépodobné vlivem pocatecniho
zchlazeni mléka na teplotu mraziciho boxu.

Po tydennim skladovéni v mrazicim boxu klesl obsah obou
vitamind v priméru o 22 % v mléce Cerstvém, resp. o0 29 %

Plemeno o-Tokoferol  y-Tokoferol ~ Vitamin A  Tuk
[1g/100g miéka] [ng/100g mléka] [po/100g miéka] [%]

Anglonubijska 186,6 4,7 130,9 5,38

koza

Koza bila 176,1 1,83 74,9 3,33

kratkosrsta

Vychodofriskd 358,2 3,44 126,4 6,49

ovce

Romanovskd 422,7 5,85 116,8 10,88

ovce

Vil
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v mléce pasterovaném. Za dalsi dva tydny skladovani klesl
pramérny obsah vitaminu v Cerstvém mléce o dalSich 7 %
z pvodniho mnoZstvi sledovanych vitaminu a i nadale klesal
strméji v mléce pasterovaném, a to pramérné o dalSich 12 %
z puvodniho mnozstvi vitamind. Po tfitydennim skladovéni
dosahl primérny pokles vitamind v pasterovaném mléce
41 %. Nebyly zaznamenany vyznamné rozdily v mife pokle-
su obsahtl vitaminu A a vitaminu E, i kdyZ mirné vyssi
pramérny pokles byl zaznamenan na rozdil od pasterace
mléka v obsahu vitaminu E. Dosazené vysledky vedou
k domnénce, Ze mira poklesu obou vitamini b&éhem
skladovani v mrazicim boxu souvisi pravdépodobné s tu¢nos-
ti mléka a pokles obsahu vitaminil je na rozdil od jejich
celkového mnozstvi nizsi v mléce s vyssim podilem tuku.

Zavér

Vys8i obsah lipofilnich vitamini A a E byl stanoven
v ovéim mléce ve srovnani s mlékem kozim. Ubytek sle-
dovanych vitamina v dasledku pasterace byl velmi rozdil-
ny a pohyboval se v rozmezi 0 - 64,8 %, mirné vyssi
prumérny pokles byl zaznamendn v obsahu vitaminu A.
V pribéhu skladovani v mrazicim boxu dochéazelo k sous-
tavnému poklesu obsahu obou vitamind, k vy$simu pokle-
su obou vitaminti do$lo v mléce pasterovaném. Mirné vyssi
pramérny pokles byl zaznamenan v obsahu vitaminu E.
Predbézné vysledky naznacuji, Ze obsah obou vitamint
v Cerstvém mléce i mira poklesu jejich obsahu pfi
skladovani v mrazicim boxu souvisi s tu¢nosti mléka a po-
kles obsahu vitamind je na rozdil od jejich celkového

mnozstvi nizs§i v mléce s vyssim podilem tuku. K ovéreni
dosazenych vysledki bude této problematice vénovana
pozornost i v ndsledujicim roce.

Podékovdni
Tato price vznikla s finanéni podporou MSMT, projekt
MSM2B08072, a institucionalni podporou MZe RO0512.
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Abstrakt

V praci byla sledovana stabilita tfi kment laktobacila
béhem dlouhodobého skladovani pii 5 °C po kultivaci
v mléce a v mléce s pridavkem syrovatky, koncentratu
syrovatkovych bilkovin, kaseinomakropeptidu, plzenského
sladu a Sladovitu. Po kultivaci v mléce s pridavkem sladt
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