
Bulletin potravinárskeho výskumu (Bulletin of Food Research) Roè. 41, 2002, è. 1, s. 51−58

Laktulosa v tržních druzích mlék

LENKA VORLOVÁ − MIRIAM SMUTNÁ − ALENA HALAMÍÈKOVÁ

SOUHRN. Ve vzorcích mlék z tržní sítì èeské provenience byl stanoven obsah laktulosy
jako indikátora tepelného ošetøení mléka. U jednotlivých druhù mlék byly koncentrace
laktulosy signifikantnì rozdílné (P < 0,01). Velmi nízký obsah (blízko detekèního limitu
metody) byl u mléka vysoce pasterovaného (35,5 ± 9,7) mg.l−1. Nízký byl také obsah
u mléka sušeného (229,7 ± 69,5) mg.kg−1. U UHT mlék nebyl obsah laktulosy závislý
ani na obsahu tuku, ani na obsahu laktosy. Všechny vzorky mìly koncentraci laktulosy
pod limitem k rozlišení UHT a sterilovaných mlék. Sterilovaná (kondenzovaná) nenaøe−
dìná mléka mìla mimoøádnì vysoký obsah laktulosy (2451,3 ± 156,8) mg.l−1.

KLÍÈOVÁ SLOVA: laktulosa; tepelné ošetøení mléka; enzymová metoda

Dùležitým a nezbytným technologickým zákrokem u mléka je jeho
tepelné ošetøení. Od charakteru tohoto zákroku se odvíjí nejen údržnost, ale
i rozsah zmìn ovlivòujících nutrièní hodnotu. Proto je dùležité jednoznaèné
odlišení termického ošetøení konzumního mléka.

Pro analytickou kontrolu pøicházejí do úvahy látky, které jsou zahøátím
mléka odbourávány nebo denaturovány, napø. thiamin nebo syrovátkové
proteiny. Avšak použití tìchto indikátorù je v mnoha pøípadech omezeno
neznalostí výchozího stavu tìchto komponentù. Další možností je stanovení
reakèních produktù vznikajících pøi zvýšené teplotì reakcemi pøítomné lak−
tosy. Nejdùležitìjší z tìchto slouèenin je produkt hydrolýzy laktulosolysinu −
furosin a epimer laktosy − laktulosa [1,2].

Furosin jako meziprodukt Maillardovy reakce vzniká pøednostnì
pøi nízké aktivitì vody, která je charakteristická napø. pro sušené mléèné
výrobky. Naopak pøi vyšší aktivitì vody, napø. u UHT mléka nebo sterilo−
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vaného bude primárnì vznikající látkou v závislosti na tepelném ošetøení
disacharid laktulosa (4–O–β–D–galaktopyranosyl–D–fruktosa).

Laktulosa mùže vzniknout v mléce dvojím zpùsobem. Jednak Lobry
de Bruyn−Alberda van Ekensteinovým pøesmykem za alkalické epimerace
laktosy a jednak štìpením produktù Amadoriho pøesmyku (laktulosoaminù)
napø. laktulosolysinu, které vznikly v reakci laktosy s volnými aminoskupina−
mi mléèných proteinù, zvláštì lysinu [2,3]. Vzhledem k tomu, že produkty
Amadoriho pøesmyku jsou velmi stabilní, je Lobry de Bruyn−Alberda
van Eken steinový pøesmyk považován za jedinou možnou cestu vzniku lak−
tulosy v mléce. Pro tuto cestu mluví mnoho èinitelù, ovlivòujících kinetiku
této reakce, napø. vysoká koncentrace pùvodního substrátu vzhledem k malé
koncentraci vznikajícího produktu. Jako katalyzátory se na reakci podílí fos−
fáty a citráty.

Mezinárodní mlékaøská federace (IDF) a EU pøijaly koncentraci laktulo−
sy a nedenaturovaného β–laktoglobulinu jako indikátory k odlišení UHT
mléka od mléka sterilovaného. Pro laktulosu je navrhována hranice 600 mg
na 1000 ml mléka [2,4,5].

Pro stanovení obsahu laktulosy v tepelnì ošetøeném mléku lze použít
chromatografii na tenké vrstvì [6], plynovou chromatografii [7], kapalinovou
chromatografii [8] resp. kapalinovou chromatografii s pulsní ampérometric−
kou detekcí [9] a enzymovou spektrofotometrickou metodu [10]. Metodou
doporuèenou ISO a IDF je metoda stanovení pomocí HPLC s refraktome−
trickou detekcí [5,11].

Laktulosa kromì toho, že je indikátorem tepelného ošetøení mléka, je
také produkována ve svìtì v množství 20000 tun roènì. Je rùstovým faktorem
pro bifidobakterie a øadí se tedy mezi významná probiotika. Díky  enzymore−
zistentní β(1→4) glykosidické vazbì ve své molekule je nízkoenergetická.
Souèasnì vykazuje laxativní úèinky a používá se v pøípadì léèby systémové
encephalopathie. Laktulosu lze používat jako potravináøskou pøísadu
do široké škály výrobkù [12].

Materiál  a  metody

V práci byla stanovena koncentrace laktulosy u sortimentu mlék èeských
výrobcù v tržní síti (rok 2000). Celkem bylo analyzováno 37 vzorkù mlék
v tomto zastoupení: UHT mléka s obsahem tuku max. 0,5 % (n = 9), s obsa−
hem tuku 1,5 % (n = 9), s obsahem tuku 3,5 % (n = 8) od šesti výrobcù.
U ètyø výrobcù se podaøilo získat mléka všech tøí výše zmínìných obsahù
tuku souèasnì. UHT mléka byla nakoupena tak, aby doba ohranièená dobou
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nákupu a datem minimální trvanlivosti èinila tøi mìsíce. Všechny vzorky
UHT mlék byly baleny v kartonovém obalu. Pøi jejich výrobì byl použit
nepøímý ohøev.

Sterilovaná (kondenzovaná) mléka byla zastoupena dvìma vzorky s obsa−
hem tuku 7,5 % a dvìma vzorky s obsahem tuku 9,0 %. Vzorky pocházely
od tøí výrobcù. Jeden vzorek s obsahem tuku 9,0 % byl ve sklenìné láhvi,
ostatní vzorky sterilovaných mlék byly zabaleny v plechovkách.

Ètyøi vzorky vysoce pasterovaných mlék byly zastoupeny dvìma vzorky
s obsahem tuku 1,5 % a dvìma vzorky s 3,5 % tuku, každý vzorek pocházel
od jiného výrobce a všechny byly baleny v kartonovém obalu.

Sušená mléka pocházela od jednoho výrobce a byla zastoupena tøemi
vzorky (obsah tuku 1,3 %, 13,6 % a 26 %). Sušená a sterilovaná mléka byla
pøed analýzou obnovena øedìním vodou dle návodu výrobce.

Všechny vzorky mlék byly do doby analýzy skladovány pøi teplotì
3 ± 1 °C.

Stanovení obsahu laktulosy bylo provedeno enzymovou metodu [13].
Vzorek dobøe promíchaného a naøedìného mléka v objemu 10,00 ml byl
deproteinován pøídavkem 1,75 ml roztoku hexakyanoželeznatanu draselné−
ho a síranu zineènatého. Po pøídavku 6,5 ml fosfátového tlmivého roztoku
pH = 7,5 byl roztok zfiltrován. Poté bylo k 5,0 ml filtrátu pøidáno 50 µl enzy−
mu β–D–galaktosidasy. Smìs byla inkubována pøes noc (nejménì však
10 hodin) pøi teplotì 40 °C. Následnì byl k roztoku pøidán TRIS − tlumivý
roztok pH = 7,6 a inkubován 3 h pøi teplotì 40 °C s pøídavkem 0,1 ml roz−
toku glukosooxidasy, 0,5 ml NaOH, 0,050 ml peroxidu vodíku a 0,1 ml kata−
lasy. Po filtraci byl pro stanovení laktulosy použit enzymový set pro analýzu
potravin D−Glucose/D−Fructose (fy Boehringer Mannheim GmbH, Mann −
heim, SRN) [14]. Tato souprava je založena na sledu enzymových reakcí
vedoucí k fosforeèným esterùm glukosy a fruktosy. Ty jsou pomocí enzymu
glukosa−6−fosfátdehydrogenasy a potøebného koenzymu nikotinamidadenin−
dinukleotidfosfátu (NADP) oxidovány a pøírùstek zredukovaného koenzy−
mu NADPH je registrován pøi 340 nm pomocí jednopaprskového spektrofo−
tometru Lambda 11 (fy Perkin Elmer, San Jose, USA).

Souèasnì byla u všech vzorkù stanovena laktosa dle ÈSN 57 0530 [15].
Vzorek byl deproteinován 5 ml roztoku hexakyanoželeznatanu draselného
a síranu zineènatého. Po filtraci byl èirý filtrát vytemperován na 20 °C a úhel
stoèení roviny polarizovaného svìtla byl stanoven na kruhovém polarimetru
P 1000 (fy A−Krüss Optronic GmbH, Hamburg, SRN).

Výsledky byly statisticky zpracovány programem STAT Plus, vypoèítáním
základních kvalitativních znakù (prùmìr, smìrodatná odchylka), použitím
korelaèní analýzy a Studentova t−testu [16].
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Výsledky a diskuse

Výsledky stanovení obsahu laktulosy v jednotlivých tržních druzích mlék
jsou sumarizovány v tab. 1. Prùmìrný obsah laktulosy ve vysoce pastero−
vaném mléce (n = 4) od rùzných výrobcù byl (35,5 ± 9,7) mg.l−1. Jeden vzo−
rek mìl koncentraci pod mezí detekce. Naše výsledky jsou vyšší než uvádí
Akalin a Gonc [17], kteøí stanovili pomocí plynové chromatografie v paste−
rovaném mléce hodnoty laktulosy od 12 mg.l−1 do 19 mg.l−1. Naopak Nangpal
[18] v pasterovaném mléku nìmecké provenience pomocí enzymové metody
neprokázal pøítomnost laktulosy. Rozdíly, pøípadnì nulové hodnoty mohou
být zpùsobeny rozdílnou teplotou pasterace, která není u citovaných autorù
uvedena. Enzymová metoda vzhledem k nižšímu detekènímu limitu
(10 mg.l−1) je vhodnìjší pro odlišení pasterovaného mléka od UHT mléka
než metoda HPLC (detekèní limit 50 mg.l−1) [19].

Obsah laktulosy v UHT mléce byl stanoven u 26 vzorkù. U odtuènìných
UHT mlék byl obsah laktulosy (351,4 ± 126,1) mg.l−1; u polotuèných
(308,8 ± 52,1) mg.l−1 a u plnotuèných (350,6 ± 51,0) mg.l−1. Závislost mezi
obsahem tuku a laktulosy v mléce vyjádøená korelaèním koeficientem není
statisticky významná (r = 0,0320). Tato skuteènost souhlasí s výsledky studie
Andrews [3]. Pøesto pøi testování rozdílù v obsahu laktulosy u UHT mlék
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TAB. 1. Obsah laktulosy ve vzorcích mlék.
TAB. 1. Lactulose content in milk samples.

n − poèet vzoriek, m − priemer, s − štandardná odchýlka.

n − number of samples, m − mean, s − standard deviation.
1 − lactulose, 2 − pasteurized milk, 3 − UHT milk, 4 − condensed milk, 5 − dried milk, 6 − fat,
7 − reconstituted, 8 − original product.

Laktulosa1

Pasterované
mléko2

UHT mléko3 Kondenzované mléko4 Sušené mléko5

Tuk6

obnovené7 pùvodní
výrobek8 obnovené

pùvodní
výrobek0,5 % 1,5 % 3,5 %

[mg.l−1] [mg.l−1] [mg.l−1] [mg.l−1] [mg.kg−1]

n 4 9 9 8 4 4 3 3

m 35,5 351,4 308,8 350,6 964,1 2451,3 29,5 229,7

s 9,7 126,1 52,1 51,0 97,3 156,8 10,9 69,5

min. 22,2 155,7 213,5 278,4 813,5 2254,6 18,5 144,5

max. 45,1 594,9 390,2 426,0 1084,8 2691,7 40,5 314,8



s rozdílným obsahem tuku (0,5; 1,5; 3,5 %) jsme zjistily statisticky významnì
nižší obsah laktulosy u mlék polotuèných oproti mlékùm plnotuèným
(P < 0,05).

Na obr. 1 je znázornìn histogram èetnosti zastoupení jednotlivých kon−
centrací laktulosy ve vzorcích UHT mléka. Z grafu je zøejmé, že obsah lak−
tulosy jeví normální rozdìlení s nejvìtší èetností vzorkù s koncentrací laktu−
losy 300–350 mg.l−1.V porovnání s IDF navrhovanou hranicí 600 mg.l−1 byly
všechny vzorky pod tímto limitem (kromì jednoho vzorku vitaminizovaného
mléka, který se limitní hodnotì blížil). Pro porovnání výsledkù obsahu lak−
tulosy ve vzorcích UHT mlék z èeské tržní sítì je k dispozici studie autorù
Bohaèenko a kol. [5]. Uvedení autoøi použili k analýze mlék ve své studii
metodu HPLC s refraktometrickou detekcí. U analyzovaných UHT mlék
s rozdílným obsahem tuku se hodnoty laktulosy u tìchto autorù pohybovaly
v rozmezí 250–640 mg.l−1 (v prùmìru 365 mg.l−1). U našich komerèních vzor−
kù UHT mlék (enzymová metoda) jsme zjistily koncentrace v rozsahu
156–595 mg.l−1 (v prùmìru 337 mg.l−1) pøi sumarizaci všech výsledkù dosaže−
ných pro UHT mléka. To v pøípadì interpretace našich výsledkù odpovídá
hodnotám doporuèeným pro odlišení UHT mlék od mléka sterilovaného,
které byly navrženy IDF a EU (600 mg.l−1).
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OBR. 1. Èetnost rozdìlení obsahu laktulosy ve vzorcích UHT mlék.

FIG. 1. Frequency distribution of lactulose content in the UHT milk samples.
1 − frequency, 2 − lactulose.



Nárùst koncentrace laktulosy v závislosti na teplotì jsme neovìøovaly, ale
z literatury je známo, že obsah laktulosy v UHT mléce stoupá v závislosti
od teploty skladování. Pøi teplotì 20 °C je týdenní pøírùstek koncentrace lak−
tulosy 0,2 mg/100 g mléka. Je tedy zøejmé, že zmìny obsahu laktulosy
v prùbìhu skladování mléka budou minimální [2]. Až na dva vzorky by tedy
námi analyzovaná UHT mléka po vypršení data minimální trvanlivosti nedo−
sáhla hranice 600 mg.l−1.

Prùmìrný obsah laktulosy ve sterilovaných (kondenzovaných) mlécích
(n = 4) byl výraznì vyšší a èinil u mlék obnovených dle návodu výrobce
(964,1 ± 97,3) mg.l−1 (rozmezí 813–1085 mg.l−1) a v pùvodním výrobku
(2451,3 ± 156,8) mg.l−1. Naše výsledky v obnoveném mléce korespondují
s výsledky Bohaèenka a kol. [5], kteøí pomocí HPLC zjistili obsah laktulosy
v rozmezí 835–1258 mg.l−1.

Prùmìrný obsah laktulosy v sušených mlécích (n = 3) byl nízký
(29,5 ± 10,9) mg.l−1 u mlék naøedìných dle návodu výrobce a (229,7 ±
± 69,5) mg.kg−1 v pùvodním výrobku. To je v souladu s literárními údaji,
které udávají, že pøi nízké aktivitì vody, která je charakteristická napø.
pro sušené mléèné výrobky, vzniká pøi vyšší teplotì pøednostnì furosin jako
meziprodukt Maillardovy reakce [1]. Naše výsledky v obnovených sušených
mlécích jsou pøibližnì polovièní ve srovnání s výsledky Bohaèenka a kol. [5].
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TAB. 2. Obsah laktosy ve vzorcích mlék.
TAB. 2. Lactose content in milk samples.

n − poèet vzoriek, m − priemer, s − štandardná odchýlka.

n − number of samples, m − mean, s − standard deviation.
1 − lactose, 2 − pasteurized milk, 3 − UHT milk, 4 − condensed milk, 5 − dried milk, 6 − fat,
7 − reconstituted, 8 − original product.

493,863,2124,444,949,949,550,150,0max.

370,747,587,835,446,846,646,241,9min.

51,86,614,60,41,10,81,21,1s

441,356,599,438,848,448,249,047,8m

33448994n

[g.kg−1][g.l−1][g.l−1][g.l−1][g.l−1]

3,5 %1,5 %0,5 %

pùvodní
výrobek

obnovené
pùvodní
výrobek8obnovené7

Tuk6

Sušené mléko5Kondenzované mléko4UHT mléko3

Pasterované
mléko2

Laktosa1



Po statistickém zpracování výsledkù je možno konstatovat, že jednotlivé
druhy mlék se v obsahu laktulosy od sebe statisticky vysoce významnì lišily
(P < 0,01).

Vedle laktulosy byl u všech vzorkù mlék stanoven obsah laktosy.
Výsledky stanovení obsahu laktosy jsou sumarizovány v tab. 2. Laktosa je
vùèi laktulose ve všech druzích mlék ve velkém pøebytku a vzhledem k námi
dosažené statisticky nevýznamné korelaèní závislosti mezi tìmito sacharidy
(r = 0,0018) je zøejmé, že její obsah v mlécích nemá vliv na koncentraci
vznikající laktulosy.

Práce byla financována z prostøedkù Vìdeckovýzkumného zámìru MŠMT è. 162700005.
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SUMMARY. Lactulose content as an indicator of heat treatment of milk was determined
in samples of various kinds of milk of Czech provenience. The content of lactulose differed
significantly (P < 0.01) among various kinds of milk. A very low content (35.5 ± 9.7) mg.l−1,
close to the detection limit of the method, was found in  highly pasteurized milk (pasteurized
at high temperature). Low lactulose content was also found in dried milk (229.7 ± 69.5)
mg.kg−1. In UHT milk samples, the lactulose content was dependent neither on lipid nor
on lactose contents. Lactulose concentrations were at all samples below the limit necessary
for differentiation of UHT from the sterilized milk. Lactulose content was markedly high
(2451.3 ± 156.8) mg.l−1 in sterilized (condensed) undiluted milk samples.

KEYWORDS: lactulose; thermal processing; enzymic techniques
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