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Laktulosa v trznich druzich mlék

LENKA VORLOVA - MIRIAM SMUTNA - ALENA HALAMICKOVA

SOUHRN. Ve vzorcich mlék z trznf sité ceské provenience byl stanoven obsah laktulosy
jako indikdtora tepelného osetfeni mléka. U jednotlivych druhi mlék byly koncentrace
laktulosy signifikantné rozdilné (P < 0,01). Velmi nizky obsah (blizko detek¢niho limitu
metody) byl u mléka vysoce pasterovaného (35,5 + 9,7) mg.I'l. Nizky byl také obsah
umléka suseného (229,7 = 69,5) mg.kgl. UUHT mlék nebyl obsah laktulosy zdvisly
ani na obsahu tuku, ani na obsahu laktosy. Vsechny vzorky mély koncentraci laktulosy
pod limitem k rozliSenif UHT a sterilovanych mlék. Sterilovand (kondenzovand) nenate-
dénd mléka méla mimotddné vysoky obsah laktulosy (2451,3 + 156,8) mg.I-L.

KLICOVA sLOVA: laktulosa; tepelné oSetfeni mléka; enzymovd metoda

Dilezitym a nezbytnym technologickym zdkrokem u mléka je jeho
tepelné osetfeni. Od charakteru tohoto zdkroku se odviji nejen udrznost, ale
i rozsah zmén ovliviiyjicich nutriéni hodnotu. Proto je dtleZzité jednoznacné
odliSeni termického oSetfeni konzumniho mléka.

Pro analytickou kontrolu pfichédzeji do uvahy ldtky, které jsou zahfatim
mléka odbourdvdny nebo denaturovdny, napf. thiamin nebo syrovatkové
proteiny. AvSak pouziti t€chto indikatord je v mnoha pfipadech omezeno
neznalosti vychoziho stavu t€chto komponenti. DalS{ moZnosti je stanoveni
reak¢nich produkti vznikajicich pti zvySené teploté reakcemi pfitomné lak-
tosy. Nejdulezitéjsi z téchto sloucenin je produkt hydrolyzy laktulosolysinu -
furosin a epimer laktosy - laktulosa [1,2].

Furosin jako meziprodukt Maillardovy reakce vznikd prednostné
ptinizké aktivité vody, kterd je charakteristickd napf. pro suSené mlécné
vyrobky. Naopak pfi vyssi aktivit€¢ vody, napt. u UHT mléka nebo sterilo-
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vaného bude primdrné vznikajici ldtkou v zdvislosti na tepelném oSetieni
disacharid laktulosa (4-O—-3—-D-galaktopyranosyl-D—fruktosa).

Laktulosa muiZze vzniknout v mléce dvojim zpisobem. Jednak Lobry
de Bruyn-Alberda van Ekensteinovym presmykem za alkalické epimerace
laktosy a jednak $tépenim produkti Amadoriho presmyku (laktulosoamini)
napf. laktulosolysinu, které vznikly v reakci laktosy s volnymi aminoskupina-
mi mlécnych proteind, zvlasté lysinu [2,3]. Vzhledem k tomu, Ze produkty
Amadoriho prfesmyku jsou velmi stabilni, je Lobry de Bruyn-Alberda
van Ekensteinovy pfesmyk povazovan za jedinou moznou cestu vzniku lak-
tulosy v mléce. Pro tuto cestu mluvi mnoho ¢initeltl, ovliviiujicich kinetiku
této reakce, napft. vysokd koncentrace pivodniho substrdtu vzhledem k malé
koncentraci vznikajictho produktu. Jako katalyzatory se na reakci podili fos-
faty a citraty.

Mezindrodni mlékatska federace (IDF) a EU pfijaly koncentraci laktulo-
sy a nedenaturovaného B-laktoglobulinu jako indikétory k odliSeni UHT
mléka od mléka sterilovaného. Pro laktulosu je navrhovdna hranice 600 mg
na 1000 ml mléka [2,4,5].

Pro stanoveni obsahu laktulosy v tepelné oSetfeném mléku lze pouZit
chromatografii na tenké vrstvé [6], plynovou chromatografii [ 7], kapalinovou
chromatografii [8] resp. kapalinovou chromatografii s pulsni ampérometric-
kou detekei [9] a enzymovou spektrofotometrickou metodu [10]. Metodou
doporucenou ISO a IDF je metoda stanoveni pomoci HPLC s refraktome-
trickou detekef [5,11].

Laktulosa kromé toho, Ze je indikdtorem tepelného oSetfeni mléka, je
také produkovdna ve svété v mnozstvi 20000 tun ro¢né. Je ristovym faktorem
pro bifidobakterie a fadi se tedy mezi vyznamnd probiotika. Diky enzymore-
zistentni B(1—>4) glykosidické vazbé ve své molekule je nizkoenergeticka.
Soucasné vykazuje laxativni ucinky a pouzivd se v piipadé 1éCby systémové
encephalopathie. Laktulosu lze pouzivat jako potravinarskou prisadu
do Siroké Skdly vyrobku [12].

Material a metody

V préci byla stanovena koncentrace laktulosy u sortimentu mlék ¢eskych
vyrobcu v trznf siti (rok 2000). Celkem bylo analyzovdno 37 vzorki mlék
v tomto zastoupeni: 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 Sesti vyrobcu.
U ctyr vyrobeu se podarilo ziskat mléka vSech tff vySe zminénych obsahu
tuku soucasn€. UHT ml€ka byla nakoupena tak, aby doba ohrani¢end dobou
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ndkupu a datem minimdln{ trvanlivosti €inila tfi mésice. VSechny vzorky
UHT mlék byly baleny v kartonovém obalu. Pfi jejich vyrobé byl pouzit
nepiimy ohfev.

Sterilovana (kondenzovand) mléka byla zastoupena dvéma vzorky s obsa-
hem tuku 7,5 % a dvéma vzorky s obsahem tuku 9,0 %. Vzorky pochdzely
od tif vyrobctl. Jeden vzorek s obsahem tuku 9,0 % byl ve sklenéné ldhvi,
ostatni vzorky sterilovanych mlék byly zabaleny v plechovkach.

Ctyii vzorky vysoce pasterovanych mlék byly zastoupeny dvéma vzorky
s obsahem tuku 1,5 % a dvéma vzorky s 3,5 % tuku, kazdy vzorek pochdzel
od jiného vyrobce a v§echny byly baleny v kartonovém obalu.

SuSend mléka pochdzela od jednoho vyrobce a byla zastoupena tfemi
vzorky (obsah tuku 1,3 %, 13,6 % a 26 %). SuSena a sterilovand mléka byla
pred analyzou obnovena fedénim vodou dle navodu vyrobce.

VSechny vzorky mlék byly do doby analyzy skladovany pfi teploté
3x1°C

Stanoveni obsahu laktulosy bylo provedeno enzymovou metodu [13].
Vzorek dobfe promichaného a nafedéného mléka v objemu 10,00 ml byl
deproteinovdn pridavkem 1,75 ml roztoku hexakyanozeleznatanu draselné-
ho a siranu zinec¢natého. Po pfidavku 6,5 ml fosfatového tlmivého roztoku
pH = 7,5 byl roztok zfiltrovan. Poté bylo k 5,0 ml filtrdtu pfidano 50 ul enzy-
mu B-D-galaktosidasy. Smés byla inkubovdna pfes noc (nejméné vSak
10 hodin) pfi teploté 40 °C. Nasledné byl k roztoku pridan TRIS - tlumivy
roztok pH = 7,6 a inkubovén 3 h pfi teploté 40 °C s pridavkem 0,1 ml roz-
toku glukosooxidasy, 0,5 ml NaOH, 0,050 ml peroxidu vodiku a 0,1 ml kata-
lasy. Po filtraci byl pro stanoveni laktulosy pouzit enzymovy set pro analyzu
potravin D-Glucose/D-Fructose (fy Boehringer Mannheim GmbH, Mann-
heim, SRN) [14]. Tato souprava je zaloZena na sledu enzymovych reakci
vedouci k fosforecnym estertim glukosy a fruktosy. Ty jsou pomoci enzymu
glukosa-6-fosfatdehydrogenasy a potfebného koenzymu nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfitu (NADP) oxidovany a pfirastek zredukovaného koenzy-
mu NADPH je registrovan pti 340 nm pomoci jednopaprskového spektrofo-
tometru Lambda 11 (fy Perkin Elmer, San Jose, USA).

Soucasné byla u viech vzorki stanovena laktosa dle CSN 57 0530 [15].
Vzorek byl deproteinovan 5 ml roztoku hexakyanozeleznatanu draselného
a siranu zinecnatého. Po filtraci byl Ciry filtrat vytemperovan na 20 °C a dhel
stoCeni roviny polarizovaného svétla byl stanoven na kruhovém polarimetru
P 1000 (fy A-Kriiss Optronic GmbH, Hamburg, SRN).

Vysledky byly statisticky zpracovdny programem STAT Plus, vypocitanim
zakladnich kvalitativnich znaka (prumér, smérodatnd odchylka), pouzitim
korelac¢ni analyzy a Studentova t-testu [16].

53



VORLOVA, L. - SMUTNA, M. - HALAMICKOVA, A.

Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni obsahu laktulosy v jednotlivych trznich druzich mlék
jsou sumarizovany v tab. 1. Primérny obsah laktulosy ve vysoce pastero-
vaném mléce (n = 4) od riznych vyrobceti byl (35,5 = 9,7) mg.1I-1. Jeden vzo-
rek mél koncentraci pod mezi detekce. NaSe vysledky jsou vys$si nez uvadi
Akalin a Gonc [17], ktef{ stanovili pomoci plynové chromatografie v paste-
rovaném mléce hodnoty laktulosy od 12 mg.l-! do 19 mg.I-1. Naopak Nangpal
[18] v pasterovaném mléku némecké provenience pomoci enzymové metody
neprokdzal prfitomnost laktulosy. Rozdily, pfipadn€ nulové hodnoty mohou
byt zptlisobeny rozdilnou teplotou pasterace, kterd neni u citovanych autort

Vv

uvedena. Enzymovd metoda vzhledem k niz§imu detekénimu limitu
(10 mg.I'Y) je vhodné&jsi pro odliseni pasterovaného mléka od UHT mléka
nez metoda HPLC (detekéni limit 50 mg.1-1) [19].

Obsah laktulosy v UHT mléce byl stanoven u 26 vzorki. U odtu¢nénych
UHT mlék byl obsah laktulosy (351,4 + 126,1) mg.l-l; u polotuénych
(308,8 £ 52,1) mg.I'l a u plnotucnych (350,6 = 51,0) mg.I-l. Zavislost mezi
obsahem tuku a laktulosy v mléce vyjddiend korelacnim koeficientem neni
statisticky vyznamna (r = 0,0320). Tato skute¢nost souhlasi s vysledky studie
Andrews [3]. Presto pfi testovani rozdild v obsahu laktulosy u UHT mlék

TAB. 1. Obsah laktulosy ve vzorcich mlék.
TaB. 1. Lactulose content in milk samples.

Laktulosal
UHT mléko? Kondenzované mléko? Susené mlékod
Pasterované Tuks R J . .
mléko? : obnovené’ p}lVOdI’ll obnovené p I,JVOdm
0,5 % ‘ 15 % ‘ 3,5 % vyrobeks vyrobek
[mg.I!] [mg.I1] [mg.I!] [mg.l!] [mg.kg!]
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 1445
max. 45,1 594,9 | 390,2 | 426,0 1084,8 2691,7 40,5 314,8

n - pocet vzoriek, m - priemer, s - Standardnd odchylka.

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.
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OBR. 1. Cetnost rozdéleni obsahu laktulosy ve vzorcich UHT mlék.

F1G. 1. Frequency distribution of lactulose content in the UHT milk samples.
1 - frequency, 2 - lactulose.

s rozdilnym obsahem tuku (0,5; 1,5; 3,5 %) jsme zjistily statisticky vyznamné
niz§i obsah laktulosy u mlék polotu¢nych oproti mlékiim plnotuénym
(P < 0,05).

Na obr. 1 je zndzornén histogram c¢etnosti zastoupeni jednotlivych kon-
centraci laktulosy ve vzorcich UHT ml€ka. Z grafu je zfejmé, Ze obsah lak-
tulosy jevi normadlni rozdéleni s nejvetsi cetnosti vzorki s koncentraci laktu-
losy 300-350 mg.1'1.V porovnéni s IDF navrhovanou hranici 600 mg.l-! byly
vSechny vzorky pod timto limitem (kromé jednoho vzorku vitaminizovaného
mléka, ktery se limitni hodnoté¢ bliZil). Pro porovndni vysledka obsahu lak-
tulosy ve vzorcich UHT mlék z ¢eské trzni sité je k dispozici studie autort
Bohacenko a kol. [5]. Uvedeni autofi pouzili k analyze mlék ve své studii
metodu HPLC s refraktometrickou detekci. U analyzovanych UHT mlék
s rozdilnym obsahem tuku se hodnoty laktulosy u téchto autor pohybovaly
v rozmezi 250-640 mg.1"1 (v praméru 365 mg.I-1). U nasich komer¢nich vzor-
ki UHT mlék (enzymovd metoda) jsme zjistily koncentrace v rozsahu
156-595 mg.I'! (v praméru 337 mg.1-1) pti sumarizaci vSech vysledki dosaze-
nych pro UHT mléka. To v pfipad€ interpretace naSich vysledkd odpovidd
hodnotdm doporuc¢enym pro odliSeni UHT mlék od mléka sterilovaného,
které byly navrzeny IDF a EU (600 mg.I-1).
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Narust koncentrace laktulosy v zdvislosti na teploté jsme neovérovaly, ale
z literatury je zndmo, Ze obsah laktulosy v UHT mléce stoupd v zavislosti
od teploty skladovani. Pti teploté 20 °C je tydennf pfirustek koncentrace lak-
tulosy 0,2 mg/100 g mléka. Je tedy zfejmé, Zze zmény obsahu laktulosy
v priabéhu skladovani mléka budou minimdlni [2]. AZ na dva vzorky by tedy
nami analyzovand UHT mléka po vyprseni data minimdln{ trvanlivosti nedo-
sahla hranice 600 mg.l-1.

Primérny obsah laktulosy ve sterilovanych (kondenzovanych) mlécich
(n = 4) byl vyrazné vyssi a ¢inil u mlék obnovenych dle ndvodu vyrobce
(964,1 £ 97,3) mgl! (rozmezi 813-1085 mg.l1) a v puvodnim vyrobku
(2451,3 £ 156,8) mg.l-l. Nase vysledky v obnoveném mléce koresponduji
s vysledky Bohacenka a kol. [5], ktefi pomoci HPLC zjistili obsah laktulosy
v rozmezi 835-1258 mg.I-1.

Primérny obsah laktulosy v suSenych mlécich (n = 3) byl nizky
(29,5 = 10,9) mg.I'! u mlék nafedénych dle ndavodu vyrobce a (229,7 =
+ 69,5) mg.kg! v puvodnim vyrobku. To je v souladu s literarnimi ddaji,
které uddvaji, Ze pri nizké aktivité vody, kterd je charakteristickd napf.
pro susené mlécné vyrobky, vznika pti vyssi teploté prednostné furosin jako
meziprodukt Maillardovy reakce [1]. Nase vysledky v obnovenych susenych
mlécich jsou pfiblizné polovi¢ni ve srovnani s vysledky Bohacenka a kol. [5].

TaB. 2. Obsah laktosy ve vzorcich mlék.
TAB. 2. Lactose content in milk samples.

Laktosal!
UHT mléko3 Kondenzované mléko* Su$ené mléko
Pasterované Tuks - ; - -
mléko? obnovené’ p}l vodn obnovené pl,lVOdm
05% | 1.5% | 35 % vyrobeks vyrobek
[g.11] [g11] [g.11] [g.11] [g-kg!]
n 4 9 9 8 4 4 3 3
m 47,8 49,0 48,2 48,4 38,8 99,4 56,5 441,3
S 1,1 1,2 0,8 1,1 0,4 14,6 6,60 51,8
min. 41,9 46,2 | 46,6 | 46,8 35,4 87,8 47,5 370,7
max. 50,0 50,1 | 49,5 | 499 44,9 1244 63,2 493,8

n - pocet vzoriek, m - priemer, s - Standardnd odchylka.

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.
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Po statistickém zpracovani vysledki je mozno konstatovat, Ze jednotlivé
druhy mlék se v obsahu laktulosy od sebe statisticky vysoce vyznamné liSily
(P < 0,01).

Vedle laktulosy byl u vSech vzorkd mlék stanoven obsah laktosy.
Vysledky stanoveni obsahu laktosy jsou sumarizovany v tab. 2. Laktosa je
vuci laktulose ve v§ech druzich mlék ve velkém prebytku a vzhledem k ndmi
dosazené statisticky nevyznamné korelacni zdvislosti mezi témito sacharidy
(r = 0,0018) je zfejmé, Ze jeji obsah v mlécich nemad vliv na koncentraci
vznikajici laktulosy.

Préce byla financovana z prostiedkt Védeckovyzkumného zaméru MSMT &. 162700005.
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Lactulose in market milks
VORLOVA, L. - SMUTNA, M. - HALAMICKOVA, A.: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 51-58.

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.ll,
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.kgl. 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.I'! in sterilized (condensed) undiluted milk samples.

KEYWORDS: lactulose; thermal processing; enzymic techniques
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