K problematike vhodnej metody extrakeie miieéneho tuku

B. KRKOSKOVA, H. CRKONOVA

Mliecny tuk je v mlieku a v smotane pritomny vo forme tukovych guldcok
s priemerom 3—6 um, ktoré st obalené adsorpcénou vrstvou, pozostévajicou
z fosfolipidov a lipoproteinov, udrziavajicou tukové O‘ulﬁéky vo viac alebo
menej stabilnej suspenzii. Pri zvycajnych metddach urcovania tuku v mlieku
a v smotane sa na destrukeiu proteinovej Casti memblany tukovych gul6éok.
ako aj na rozrusenie ostatnych bielkovin pouZiva var vzorky s kyselinou
chlorovodikovou (Weibullova-Stoldtova metdda), rozpﬁéﬁanie v ca 259,
amoniaku (postup Roseho- Gottliebov) alebo pretrepavanie s Loncentlovanou
kyselinou sirovou (Gerberova, resp. Babcockova metdda). Pri vsetkych tychto
postupoch nastava zahriatie vzorky, ¢o méze nepriaznivo ovplyvnit uréenie
ukazovatelov oxidativnych zmien v takto extrahovanom tuku.

Pri stadiu problematiky vplyvu rychlosti zmrazovania a skladovacej teploty
na oxidaciu tuku a zmeny strukttry smotany sme zistili v niektorych vzorkach
mimoriadne vysoké hodnoty peroxidovych éisel. V paralelnom pokuse, ked
sme na izolaciu tuku pouzili metédu extrakeie zmesou rozpastadiel chloroform-
-metanol za studena, zistili sme nizsie hodnoty ukazovatelov oxidativnych
zmien tuku [1]. Tento jav sme hlbsie studovali, aby sme zistili vplyv pouzitého
sposobu extrakeie na hodnoty ukazovatelov oxidativnych zmien tuku. Veno-
vali sme sa vyberu vhodnej extrakénej metddy za studena a sledovali sme
acinnost extrakeie pri jednotlivych pouzitych metddach.

V uvedenom pokuse sme na ziskanie mlie¢neho tuku zo smotany pouzili
metodu extrakeie zmesou chloroform-metanol, ktora sa bezne pouZiva na extra-
hovanie lipidov mésa a mésovych vyrobkov [2]. Kuzdzal-Savoie a i. [3] sledo-
vali metddu extrakeie tulku z mlieka, resp. suseného mlieka a zistili, Ze Gerbe-
rov, Schmidtov-Bodzynského-Ratzlaffov, Roseho-Gottliebov spoésob neboli
vhodné. Odporicaji Emeryho-Schwartzovu metédu alebo dlhodobt extrakeiu
etanolom.

V dalsom pokuse sme na extrakciu tuku zo smotany aplikovali po uprave
Emervho-Schwartzovu metédu. Aby sme rozsirili paletu pouzitelnych metdd,
pouzili sme v nasledujicich pokusoch aj metédu ziskavania tuku podla Tra-
mela a Jansena [4].

Vplyv pouzitej extrakénej metédy na hodnoty ukazovatelov oxidativnych
zmien tuku sme sledovali aj na vzorkach filtrovaného mlie¢neho tuku z masla.
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Tuto Gast pokusov sme robili najmé preto, aby sme mali moZnost porovnat
tplnost extrakeie mliecnych lipidov zo smotany a zistit pripadny vplyv nedo-
konalej extrakecie niektorych zloziek.

Kedze sme sa v uvedenej praci zaoberali vyberom vhodného postupu analy-
zy, ktorou by sa zvysila spolahlivost a hodnovernost konetnych vysledkov,
bolo potrebné ziskané vysledky vyhodnotit pouzitim matematicko-statistic-
kych metéd. Pri jednotlivych postupoch sme vypocitali smerodajni odchylku
Sz a mieru presnosti metédy M. Okrem toho sme jednotlivé extrakéné postupy
vzédjomne porovnali metédou testovania rozdielu medzi priemermi pre parové
hodnoty [7].

Pouzitd metodika a usporiadanie pokusov

Ako material na uréenie G¢innosti extrakcie a vplyvu extrakecie pri sledovani
oxidativnych zmien tuku sme pouzili Gerstvi smotanu s predpokladanym obsa-
hom tuku okolo 40 9%,. Na sledovanie oxidacie tuku sme ¢erstvi smotanu skla-
dovali v chladnic¢ke 21 dni pri + 5 °C, kontaktne zmrazent smotanu 5 dni
pri +20°C a 15 dni pri +5 °C. Pri sledovani oxidativnych zmien filtrovaného
maslového tuku sme pouzili vzorku masla zmrazeného kvapalnym dusikom
po 9-mesa¢nom skladovani pri —18 °C a vzorku masla zmrazeného volne po
5-mesaénom skladovani pri —18 °C.

Na zistenie najac¢innejsieho sposobu izoldcie tuku z pouZitého materidlu
sme vyskusali viaceré metody teplej a studenej extrakcie. Zamerali sme sa naj-
mé na extrakeiu tuku za studena, ktora vylutuje moznost chemickych zmien
tuku posobenim vyssich teplot. Pouzili sme tieto metddy :

1. tepld extrakecia éterom podla Weibulla-Stoldta [5],

2. studend extrakecia tuku,

a) zmesou chloroform-metanol [2],

b) zmesou hexan-metanol podla Emeryho-Schwartza [3] (10 ¢ smotany
sme zriedili 15 ml metanolu a extrahovali 3-krat 25 ml hexdnu. Hexanovy
extrakt sme filtrovali cez nu¢ S,),

¢) zmesou éter-petroléter podla Tramela a Jansena [4].

Pri vybere ukazovatelov oxidativnych zmien tuku sme vychadzali z pred-
chadzajtcich prac, v ktorych sme zistili najlepsiu zhodu organoleptického hod-
notenia s chemickym pri pouziti feritiokyanatového-peroxidového testu
a urenia tiobarbittrového ¢&isla. V tuku ziskanom teplou i studenou extrak-
ciou zo vzoriek smotany a masla sme paralelne ako najcharakteristickejsie
ukazovatele sledovali:

1. peroxidové ¢islo, ktoré sme urcili dvoma metddami:

a) podla Wheelera [5] — vysledky udavame v mmol O,/kg tuku;

b) kolorimetricky [2] — v pritomnosti peroxidov prebieha oxidacia iénov
Fe?t na iény Fe3t, ktoré sa stanovia roztokom rodanidu aménneho. Cervené
sfarbenie vzniknutého tiokyanatu Zelezitého sme merali pri 505 nm a z jeho
intenzity sme urc¢ili mnozstvo peroxidov v mval O,/g tuku;

2. tiobarbiturové ¢islo sme urcovali:

a) metédou podla Pazlara [2], t. j. v prostredi chloroformu meranim
extinkeie pri 450 nm a 530 nm. Vysledky st uvedené v prepocte na extinkciu
1 g tuku v 1 em kyvete;
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b) destilaénou metédou podla Sedlacka [6] — vysledky uddvame ako
extinkeiu pri 530 nm v 1 em kyvete.

Na porovnanie pouzitych metdd sme pomocou matematickostatistického
aparatu vypocitali pre jednotlivé postupy smerodajni odchylku a mieru pres-
nosti metddy. Ako kritérium hodnotenia koreldcie medzi sledovanymi velici-
nami sme pouzili metédu testovania rozdielu medzi priemermi pre parové hod-
noty [7].

Vysledky a diskusia

V tab. 1 st vysledky urcovania obsahu tuku v smotane klasickou metédou
extrakcie éterom za tepla a metédou studenej extrakcie zmesou chloroform-
-metanol. Pri studenej extrakeii sme vzorky sledovali v réznych intervaloch
suSenia po odpareni rozpustadiel a po opitovnej extrakcii zvysku éterom.
Po jednohodinovom suseni sme pouzitim studenej extrakecie ziskali v porovnani
s teplou extrakciou o 5,7 9, vyssie hodnoty. Po dvojhodinovom suseni sa tento
rozdiel znizil na 1,1 %,. Aj smerodajna odchylka a miera presnosti metédy sa
vyznamne zmenili. Uréenie nepatrne vyssieho obsahu tuku metédou studene;j
extrakcie zmesou chloroform-metanol vysvetlujeme moznostou extrakcie
membranovych lipoproteinov. Tuk vyextrahovany za studena sme po dvoj-
hodinovom suseni znovu extrahovali éterom, aby sme zistili podiel nerozpust-
ny v éteri. Takto zisteny obsah tuku sa 1i8il od p6vodného o 4,5 9.

Tab. 1. Uréenie obsahu tuku v smotane

Tepla extrakeia Studena extrakcia
éterom zmesou chloroform-metanol
Vzorka obssh $ukn [%] obsah tuku [9%]
po Su.éeni po suseni po suseni po extrakeii

1 hod. pri 105 °C | 1 hod. pri 105 °C | 2 hod. pri 105 °C zvyiku éterom
1 34,781 32,527 32,035 28,691
2 34,609 42,200 38,413 32,060
3 35,450 42,278 36,826 31,239
4 34,873 42,712 33,507
5 35,218 43,723 39,840 34,391
T 34,986 40,688 36,124 31,595
Sz 0,341 9,205 3,283 2,353
M 42,924 467,870 +27,264 +22,342
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Na dokonalejsie vysktimanie vplyvu netukovych zloziek na zistené hodnoty
obsahu tuku sme tato metédu extrakcie aplikovali na filtrovany tuk z masla
(vysledky st uvedené v tab. 4). Pri porovnani s hodnotami obsahu tuku ziska-
nymi postupom teplej extrakcie sme zistili o 2 9, nizsi obsah tuku. Smerodaj-
né odchylka a miera presnosti metédy bola v pripade filtrovaného tuku velmi
dobra a zhodovala sa so smerodajnou odchylkou a mierou presnosti metédy
extrakcie za tepla. Na zaklade vysledkov ziskanych pri tomto postupe ur¢enia
obsahu tuku v smotane a vo filtrovanom tuku mozno jednoznacéne povedat,
ze studena extrakcia zmesou chloroform-metanol je vyznamne ovplyvnena
pritomnymi lipoproteinovymi zlozkami. Miera presnosti urc¢enia sa vyrazne
zmenila podla druhu vzorky a je pri tuku radove 10-krat lepsia.

V tab. 2 st vysledky urfenia obsahu tuku v smotane pri pouziti dalsich

Tab. 2. Uréenie obsahu tuku v smotane

Obsah tuku [9%] po suSeni 1 hod. pri 105 °C

Vzorka studend extrakeia studend extrakcia tepld extrakcia

hexan-metanol éter-petroléter éterom
1 23,836 37,615 37,729
2 16,951 37,060 37,572
3 6,917 37,346 37,651
x 37,343 37,651
Se 0,278 0,111
M L 2,933 0,885

Tab. 3. Vysledky uréenia obsahu tuku v smotane dvoma metdédami a ich vzdjomné porovnanie

Vzorka Druh extrakeie = Sz M ta to,05
tepld extrakeia 34.986 0.341 L 92994
éterom o ’ -7
0,798 2,776
Smotana I studené extrakcia
chloroform- 36,124 3,283 127,261
-metanol ' a
tepla extrakcia 37.651 0.111 L 0.885
éterom 4 d -
2,701 4,303
Smotana 11 studena extrakeia
e | 187,848 ),278 + 2,238
éter-petroléter Ll e - L
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Tab. 4. Urcéenie obsahu tuku vo filtrovanom tuku z masla

Obsah tuku [%] po suSeni 1 hod. pri 105 °C
Vzorka 4 i
tepld extrakeia éterom studens eximakein
chloroform-metanol
1 99,060 96,770
2 99,845 97,770
x 99,453 97,270
Sz 0,655 0,707
M + 1,654 + 2,181

postupov studenej extrakcie, a to modifikovanej Emeryho-Schwartzovej me-
tody a metddy podla Tramela a Jansena. Obsah tuku zisteny tymito postupmi
sa opidt porovnal s obsahom tuku zistenym klasickou metédou extrakcie za
tepla. Pri modifikovanom postupe podla Emeryho-Schwartza sa vzorka po
zriedeni metanolom extrahuje hexdnom. Tato metdéda bola vypracovana na
urcenie tuku v susenom mlieku a nepodarilo sa nam napriek ré6znym modifi-
kéciam postupu prisposobit ju vhodne pre vzorku s vysokym obsahom tuku
v porovnani s mliekom. Pri extrakeii hexdnom sa utvorila hustd, mazlavé zmes,
z ktorej sa jednotlivé fazy tazko oddelovali. Vysledky uréenia obsahu tuku
tymto postupom boli natolko odlisné a obsah tuku kolisal v takych velkych
rozmedziach, Ze sme tito metédu statisticky nevyhodnotili a na uréenie obsahu
tuku v smotane vylaéili.

Metoda podla Tramela a Jansena sa ukazala zo vsetkych pouzitych postu-
pov studenej extrakcie najvhodnejsia. Vysledky st vo velmi dobrej zhode
s vysledkami klasicke] metody uréenia obsahu tuku. Aj presnost metddy je
vyrazne lepsia ako pri potsupe extrakeie zmesou chloroform-metanol a je blizka
presnosti ur¢enia obsahu tuku extrakeciou za tepla.

V tab. 3 je statistické zhodnotenie pouzitych metéd urcenia obsahu tuku
v smotane. Ako kritérium hodnotenia korelacie medzi sledovanymi veli¢inami
sme pouzili metddy testovania rozdielu medzi priemermi pre parové hodnoty.
V prvej Casti tabulky st porovnané vysledky ziskané extrakeiou tuku éterom
po hydrolyze s vysledkami studenej extrakcie zmesou chloroform-metanol,
Podla testu statistickej vyznamnosti rozdielu medzi priemermi je na 5 9, hla-
dine vyznamnosti diferencia medzi tymito dvoma metédami bezvyznamna.

V druhej casti tabulky je porovnanie metédy studenej extrakcic podla
Tramela a Jansena s metédou extrakcie tuku éterom po hydrolyze. Test Sta-
tistickej vyznamnosti rozdielu medzi priemermi pre parové hodnoty pri uréent
obsahu tuku uvedenymi metédami ukézal, Ze tento rozdiel je na 5 9 hladine
vyznamnosti bezvyznamny.

Na zdklade vysledkov ziskanych jednotlivymi metédami mozno konstato-
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vat. ze vhodny postup extrakcie tuku zo smotany za studena, bez predbeznej
hydrolyzy. ddva vysledky, ktoré si v dobrej zhode s vysledkami klasickej me-
tody extrakecie éterom po hydrolyze. Z preskusanych metdéd extrakcie za stu-
dena sa ako dobre pouzitelné ukazali dve metddy, a to extrakcia zmesou
chloroform-metanol a postup podla Tramela a Jansena. Metédu podla Tramela
a Jansena mozno pokladat za vhodnejsiu, lebo je presnejsia a zistené hodnoty
obsahu tuku maji mensiu smerodajni odchylku.

V dalsej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu sposobu extrakecie tuku
na hodnoty ukazovatelov oxidativnych zmien tuku. Ako sme uz uviedli pri
studiu vplyvu rychlosti zmrazovania a skladovacej teploty na oxidaciu tuku,
zistili sme rozdielne hodnoty ukazovatelov oxidativnych zmien pri rozliénych
pouzitych spésoboch extrakcie tuku. V tab. 5 st vysledky sledovania oxidacie

Tab. 5. Vysledky uréenia ukazovatelov oxidativnych zmien tuku

Vzorka ¢. Tepla extrakeia Studend extrakeia

éterom chloroform-metanol
Urcenie 1 2 3 1 2 3
P. ¢. podla Wheelera 20 o St
[onmmol O,k tuku] 0,86 12,32 14,80 0,39 0,30
P. ¢. kolorimetricky o > o
[mval, O,fg tuku] 0,026 2,517 1,966 0,004 0,008
TBC podla Pazlara 450 nm 29,63 6,95 10,52 24,55 0,83 1,16
1 B o
[E18n 530 nm | 16,87 3,44 15,55 6,34 — 0,11
TBC destilaéne [Ejy,] 0,105 0,412 0,018 0,012 0,004

Vzorky smotany: 1. nezmrazena, skladovana v chladnicke 21 dni pri 45 °C,
2. kontaktne zmrazena, skladovand 5 dni pri 20 °C,
3. kontaktne zmrazena, skladovana 15 dni pri +5 °C.

tuku vo vzorkich smotany po studenej extrakcii tuku zmesou chloroform-
-metanol a po extrakcii éterom po predchadzajicej hydrolyze. Na sledovanie
sme pouzili vzorky smotany skladovanej 21 dni pri +5 °C a vzorky smotany
zmrazenej v kontaktnom zmrazovaci a skladované 5 dni pri laboratérnej teplo-
te, resp. 15 dni pri teplote +5 °C. Vplyv pouzitého spdsobu extrakcie tuku sa
na hodnotach ukazovatelov oxidativnych zmien tuku prejavil velmi vyrazne.
Pri urceni peroxidového ¢isla podla Wheelera sa pri pouziti teplej extrakcie
ziskali hodnoty radove 10-nasobne vyssie. Pri kolorimetrickej metdde urcéenia
peroxidového ¢isla, ktord je citlivejsia, je tento vplyv este preukaznejsi.
Pri urceni tiobarbiturového ¢isla sa pri obidvoch pouzitych metddach zistilo
priblizne 10-nasobné zvysenie zistenych hodndt tohto ukazovatela. Vynimkou
je vzorka nezmrazenej smotany, skladovana pri 45 °C, kde sa hodnota tio-
barbitirového ¢isla v dosledku teplej extrakcie zvysila o 20 9, resp. o 60 %,.

Vplyv extrakcie sme sledovali aj na vzorkach filtrovaného mliecneho tuku,
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ziskaného z masla skladovaného 9 mesiacov pri —18 °C po zmrazeni dusikom
a z volne zmrazeného masla skladovaného 5 mesiacov pri —18 °C (vysledky
st v tab. 6). Ziskali sme podobné vysledky ako pri smotane. Vplyv teplej
extrakcie sa vyrazne prejavil pri sledovani peroxidového ¢isla, a to opit viac
pri pouziti kolorimetrického urcenia. Pri vzorke zmrazenej dusikom sme zistili
najnizsiu hodnotu peroxidového ¢isla i najmensi vplyv spoésobu extrakcie.
Tepla extrakeia zvysila hodnotu peroxidového ¢isla o 10 9. Pri uréeni tiobar-
bitirového ¢isla sme pri obidvoch pouzitych metddach zistili 20-ndsobné zvy-
Senie jeho hodnoty v dosledku teplej extrakcie. Vynimku opit tvori vzorka
masla zmrazeného dusikom, kde nastal 5 9%, vzrast tiobarbitirového &isla.

Tab. 6. Vysledky urcenia ukazovatelov oxidativnych zmien tuku

Vzorka ¢. Tepla extrakeia Studend extrakeia
éterom chloroform-metanol
Urcenie 1 2 3 1 2 3
P. ¢. podla Wheelera ) e 19 Re o -9 9
[mmol O,/kg tuku] 0,44 79,30 82,53 1,72 1,21
P. ¢. kolorimetricky - 9 09 - " ;
[mval. O,/g tuku] 0,073 2,020 1,466 0.068 0,121 0,018
TBC podla Pazlara 450 nm 31,87 15,85 20,35 30,45 0,76 1,75
815, 530nm | 13,00 5,87 6,67 16,39 0,17 0,48
TBC destilatne [E;5] 0,245 0,258 0,013 0,007 0,016

Vzorky masla: 1. zmrazené dusikom, skladované 9 mesiacov pri —18 °C,
2. konvencne zmrazené, skladované 5 mesiacov pri —18 °C,
3. konvenc¢ne zmrazené, skladované 5 mesiacov pri —18 °C.

Pri koneénom hodnoteni ziskanych vysledkov treba konstatovat: Z presku-
sanych postupov extrakcie za studena sa ako vhodné ukazali metéda extrakcie
zmesou chloroform-metanol a postup podla Tramela a Jansena. Pri aplikacii
tychto postupov sme ziskali vysledky, ktoré st v dobrej zhode s vysledkami
bezne pouzivanej metédy extrakcie éterom po hydrolyze. Pri aplikdcii metédy
studenej extrakecie zmesou chloroform-metanol sa vyznamne prejavil vplyv
lipoproteinovych zloziek vo vzorke. Miera presnosti urcenia bola pri filtro-
vanom tuku o 10 9, lepsia ako pri smotane s vysokym obsahom tuku.

Vplyv pouzitého spdsobu extrakeie tuku sa vyrazne prejavil na hodnotach
ukazovatelov oxidativnych zmien tuku. Hodnoty tychto ukazovatelov su
vyrazne nizsie v porovnani s hodnotami ziskanymi pri vzorkéch s aplikdciou
teplej extrakcie, a to tak pri vzorkach filtrovaného tuku, ako aj pri vzorkach
smotany.
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Sthrn

V praci sa preverila aplikdcia niektorych postupov ziskania mlieéneho tuku
zo smotany metodami extrakcie za studena. Zistilo sa, ze:
1. z presktisanych metdd extrakeie za studena sa ako vhodné ukazali metédy :
a) extrakcia zmesou chloroform-metanol,

b) pouzity spdsob extrakcie sa vyrazne prejavil na hodnotach ukazova-
telov oxidativnych zmien tuku. Extrakcia za tepla zvysila hodnoty tychto
ukazovatelov pri niektorych vzorkach radove az 10-nasobne.
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HPO()HCMH’I‘]II{U 1o AXoadniero merojga Jijid 31{(‘.'1'})511\'111111 MOJIOUHOTO yHMPa
BoiBo;int

IlpoBefieHO Ha NpaKTHKE HPHMEHEHHE HEKOTOPLIX METOJIOB JUIH H3BJICUEHHs MOJOUYHOTO
JKHPA U3 CJAUBOK € TIOMOII[LIO DRCTPARIMI B XO0JI0/IHOM cOCTOAHNN. BBIIo yeramosieno, uro:
1. 113 IPOBEPEHHLIX METO/L0B 110 HKCTPARIIUI B XO0JI0/IHOM COCTOSHIN CAMBIMI IO/IX O/~
M OKA3a7IHCh METO]IbL:
a) DRCTPAKII CMEChI0 XI0POPOpPM-METaHOI
0) orerparmust o Meroy Trammel-Jansen
2. MPUMEHEHHBIT ¢110c00 HRCTPARIMYE BLIPAZUTCILHO NPOABIIICT Ha BeIHYHHAX HOKasa-
resiell ORHCINTEILHLIX N3MEHeHMIT Kupa. JRCTPAKIMA B TOPHAUYEM COCTOSIHIN HOBHICH/IA Be-
JHUPIBL ATHX MOKasaTesell Y HEeKOTOPLIX 00pasIloB uucIeHHo BiiaoTh 10 10 x.

The problem of the suitable extraction method of the milk fat

Summary

In paper the application of some processes in gaining the milk fat from cream by means
of the cold way extraction method was controlled.
It was stated that:
1. from the examined cold way extraction method showed to be suitable:
a) the extraction by chloroform-methanol mixture
b) the method according to Trammel and Jansen
2. the used extraction method had been significantly expressed on the parameter values
of the oxidative changes of fat. The heat extraction was increased the values fo these
parameters in some samples in order till 10 times.
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