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Wprowadzenie

Laktoza jest gtéwnym disacharydem wystepujacym

w produktach mlecznych i jest katabolizowana do gluko-
zy i galaktozy przez enzym laktaze. U 06b z nietolerancja
laktozy wystepuje niedobor laktazy, dlatego laktoza nie
jest catkowicie katabolizowana. Cho¢ nietolerancja lakto-
zy nie jest stanem chorobowym stwarzajacym niebezpie-
czefistwo, jej powszechno$¢ na catym $wiecie przyczynita
sie do powstania duzego rynku produktéw bez laktozy.
Dostepne w sprzedazy produkty bez laktozy powstaja

w wyniku rozkladu laktozy na glukoz¢ i galaktoz¢ meto-
da hydrolizy enzymatycznej. Jednakze powstate w ten
sposob produkty mleczne zawieraja r6zng ilos¢ resztko-
wej laktozy. Stworzyto to potrzebe opracowania pro-
stych, niezawodnych i dokladnych metod analitycznych
pozwalajacych na iloSciowe oznaczanie laktozy.

Poddanie mleka obrobce cieplnej powoduje zmiang jego
struktury i sktadu chemicznego, przy czym zakres tych
zmian zalezy od temperatury i czasu podgrzewania. Lak-
tuloza to disacharyd zawierajacy galaktoze i fruktoze,
ktory nie wystepuje naturalnie w surowym mleku, ale po-
wstaje w procesie obrobki cieplnej mleka w wyniku izo-
meryzacji laktozy. Zawartos¢ laktulozy w mleku mozna
wykorzysta¢ do okreslenia metody sterylizacji mleka.
Srednie stezenie laktulozy przy sterylizacji w pojemnikach
wynosi 744 mg/l, podczas gdy w mleku poddanym ob-
robce metoda pasteryzacji w niskiej temperaturze wynosi
ono tylko 3,5 mg/l.!

Obecnie dostepne metody analityczne stuzace do wykry-
wania laktozy obejmuja detekcje w Sredniej podczerwie-
ni, fluorometrie, metody fotometryczne, polarymetrie,
detekcje grawimetryczng, metody réznicowego pH

i oznaczenia enzymatyczne.” Metody te s3 czasochtonne
ze wzgledu na szeroki zakres przygotowania probek. Po-
nadto nie ma mozliwosci odroznienia poszczeg6lnych we-
glowodanow, a pomiary polarymetryczne zaktocaja
pomiary innych optycznie czynnych sktadnikow.

Metoda 984.15 stowarzyszenia AOAC (Association of
Official Analytical Chemists) opiera si¢ na enzymatycz-
nej hydrolizie laktozy do glukozy i galaktozy przy pH
wynoszacym 6,6 przez B-galaktozydaze. Metoda ta jest
jednak czasochtonna i wymaga szerokiego zakresu przy-
gotowari odczynnikéw. Podane granice oznaczalnosci tej
analizy mogg nie pozwala¢ na oznaczenie laktozy

w prébkach niezawierajacych laktozy.¢

W pracy opisano czulg i doktadng metode oznaczania
laktozy i laktulozy w produktach mlecznych, w tym

w produktach bez laktozy, z wykorzystaniem wysoko-
sprawnej anionowymiennej chromatografii polaczonej

z pulsowa detekcja amperometryczna (HPAE-PAD)

w szeSciu roznych produktach handlowych. HPAE-PAD
to szeroko stosowana technika oznaczania monosacha-
rydéw, disacharydéw, oligosacharyd6w, mniejszych poli-
sacharydéw, kwasow sialowych i innych kwasow
cukrowych. Jako metoda detekcji bezposredniej HPAE-
PAD eliminuje btedy zwiazane z derywatyzacja analitu.
Kolumna Thermo Scientific™ Dionex™ CarboPac™
PA20 w polaczeniu z technologia PAD umozliwia
wysokorozdzielcze rozdzielanie matych i wigkszych we-
glowodanow z czulg detekcja. Opisang tutaj metode za-
stosowano do oznaczenia niskich stezen laktozy w kilku
produktach dostepnych w sprzedazy — cztery z nich by-
ty produktami bez laktozy. W serach Gouda i Havarti
bez laktozy nie wykryto laktozy, natomiast w serze twa-
rogowym bez laktozy i mleku bez laktozy oznaczono od-
powiednio 2,17 mg/ml i 0,6 mg/ml laktozy.



Urzadzenie Prébki

System Thermo Scientific Dionex ICS-3000* obejmujacy nastepujace elementy: ~ Twardg o obnizonej zawartosci tuszczu

Pompa pojedyncza SP lub pompa podwéjna DP z opcja odgazowania Ser Havarti bez laktozy
Modut detekeyjny DC ze strefa jedno- lub dwutemperaturowg Ser Gouda bez laktozy
Detektor elektrochemiczny -
Jogurt light bezttuszczowy
Jednorazowa elektroda robocza AU na PTFE, opakowanie 6 sztuk
(z uszczelkami 2 mm w zestawie) Pelnotiuste mieko
Elektroda odniesienia pH-Ag/AgCl Mieko bez laktozy 1%
Automatyczny podajnik probek AS z opcjonalng taca chiodzaca (zalecane)
Oprogramowanie do systemu danych chromatograficznych (CDS) Thermo Warunki
Scientific™ Dionex™ Chromeleon™ Kolumny: Kolumna analityczna Dionex CarboPac PA20,
- - — - 3x 150 mm
Réwnie dobre lub lepsze wyniki mozna uzyskaé, stosujac system Thermo Prekolumna Dionex CarboPac PA0,
Scientific Dionex ICS-5000+. 3%30mm
Materiaty eksploatacyjne Przeplyw: 0.4 miimin
Kolumna analityczna Dionex CarboPac PA20, 3 x 150 mm Obj. nastrzyku: 1ou
Prekolumna Dionex CarboPac PA20, 3 x 30 mm Temperatura tacy: 4°C
Thermo Scientific Dionex OnGuard IIA, wkiad 2,5 cm? Detekcja: Zintegrowana amperometria pulsowa,
Filtry strzykawkowe (0,2 um) Au na PTFE jednorazowego uzytku lub
- — konwencjonalna. Elektrody robocze Au
Jednorazowe moduly filtracyjne Thermo Scientific Nalgene, membrana
nylonowa 0,20 pm Ksztatt fali: Weglowodany (standardowy kwadratowy)
Wiréwka wyposazona w dziesigciomiejscowy aluminiowy wimik o statym kacie Tho: <20nC
Spinchron®, seria GS-6R lub odpowiednik Szum: 0d 30do 80 pC
Temperatura: 30°C
Odczynniki i roztwory wzorcowe Eluenty: A) Woda dejonizowana
Woda o czystosci odczynnikowej, typ |, o rezystanciji 18 MQ-cm lub lepszej, B) 200 MM NaOH
filtrowana przez filtr 0,2 um bezposrednio przed uzyciem C) 200 mM NaOH, 100 mM octanu sodu
Octan sodu, bezwodny D) 200 mM NaOH, 1 M octanu sodu
Wodorotlenek sodu Fisher Scientific, 50%
Heksacyjanozelazian (lll) potasu, odczynnik ACS, = 99%, proszek
Siarczan cynku, jednowodny
o-laktoza, jednowodna Ceas Potencial Sbszr. Zmiana* | Catkowanie
(s) ()} wzmochnienia*
B—D-glukoza
Dot 0.00 +0.1 Wit. Wh. Wit.
-galaktoza
9 0.20 +0.1 Wh. Wi Wt
Laktuloza, 4-O-B Galaktopiranozylo-D fruktofuranoza
Sach D-glukopi lo-B-D-fruktofu d 0.40 +0 bl " i
acharoza, a—D-glukopiranozylo-B-D-fruktofuranozy
0.41 20 Wyt Wh. Wyt
Azot; klasa 4,8, 99,998%
0.42 20 Wit Wi Wyt
043 +0.6 Wik W Wk
0.44 0.1 Wi W W
0.50 -0.1 Wit W Wik

* Ustawienia wymagane w przypadku korzystania z urzadzen Dionex ICS-3000 lub

Dionex ICS-5000, ale nie w przypadku starszych systeméw Thermo Scientific.



Warunki gradientu

Czas Przeptyw

% A % B % C %D

(min) (mV/min)

0.0 0.40 94.0 6.0 0.0 0.0
10.0 0.40 94.0 6.0 0.0 0.0
20.0 0.40 90.0 7.5 2.5 0.0
25.0 0.40 90.0 7.5 2.5 0.0
31.0 0.40 92.5 7.5 0.0 0.0
33.0 0.40 0.0 25.0 0.0 75.0
43.0 0.40 0.0 25.0 0.0 75.0
431 0.40 0.0 100.0 0.0 0.0
49.0 0.40 0.0 100.0 0.0 0.0
491 0.40 94.0 6.0 0.0 0.0
65.0 0.40 94.0 6.0 0.0 0.0

Przygotowanie roztworéw i odczynnikéw
200 mM NaOH

Do kolby miarowej z polipropylenu o pojemnosci 1 1
zawierajacej okoto 800 ml odgazowanej i przefiltrowanej
wody dejonizowanej nalezy przenies¢ 10,4 ml 50%
wodorotlenku sodu za pomoca plastikowej pipety
serologicznej. Wymieszaé poprzez odwrdcenie kolby
miarowej i uzupelni¢ objetos¢ odgazowana

i przefiltrowana woda dejonizowang. Szczegbtowe
informacje na temat prawidlowego przygotowania,
przechowywania i stosowania eluentéw do metody
HPAE-PAD mozna znalezé w nocie technicznej 71.7 Aby
zminimalizowac zanieczyszczenie weglanami, nalezy
utrzymywac eluent caly czas pod ostong azotu (lub innego
gazu obojetnego) pod cisnieniem 5-8 psi.

200 mM NaOH, 100 mM octanu sodu
Rozpusci¢ 8,204 g bezwodnego octanu sodu o wysokiej
czystosci w okoto 800 ml wody dejonizowane;j.
Przefiltrowac roztwor przez filtr prozniowy 0,20 pm, aby
usungé wszelkie czgstki state. Przefiltrowany roztwor
przelaé do plastikowej kolby miarowej o pojemnosci 1 |
i za pomocg plastikowej pipety serologicznej dodac 10,4
ml 50% wodorotlenku sodu. Uzupehié objetosé
odgazowang i przefiltrowang wodg dejonizowang. Aby
zminimalizowaé zanieczyszczenie weglanami, nalezy
utrzymywac eluent caly czas pod ostong azotu (lub innego
gazu obojetnego) pod cisnieniem 5-8 psi.

200 mM NaOH, 1 M octanu sodu

Rozpusci¢ 82,04 g bezwodnego octanu sodu o wysokiej
czystosci w okoto 800 ml wody dejonizowanej.
Przefiltrowaé roztwoér przez filtr prozniowy 0,20 pm, aby
usunaC wszelkie czastki stale. Przefiltrowany roztwoér
przelaé do plastikowej kolby miarowej o pojemnosci 1 |
i za pomocg plastikowej pipety serologicznej dodac 10,4
ml 50% wodorotlenku sodu. Uzupelnié objetos¢
odgazowang i przefiltrowang woda dejonizowana. Aby
zminimalizowac zanieczyszczenie weglanami, nalezy
utrzymywac eluent caly czas pod ostong azotu (lub innego
gazu obojetnego) pod cisnieniem 5-8 psi.

Roztwér Carreza |

Rozpusci¢ 15,0 g heksacyjanozelazianu (III) potasu

w 75 ml wody dejonizowanej i przefiltrowac przez filtr
0,20 pm. Przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci

100 ml i uzupemié do odpowiedniej objetosci.

Roztwér Carreza Il

Rozpusci¢ 30,0 g jednowodnego siarczanu cynku w 75 ml
wody dejonizowanej i przefiltrowaé przez filtr 0,20 pm.
Przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml

i uzupetni¢ do odpowiedniej objetosci.?

Roztwory wzorcowe

Wszystkie zatezone roztwory wzorcowe mozna
przechowywacé przez maksymalnie 6 miesigcy

w temperaturze —40°C. Rozcieficzone roztwory posrednie
sa stabilne przez 3 miesigce w temperaturze —40°C,

a roztwory robocze i mieszane s stabilne przez dwa
tygodnie w temperaturze 2-4°C.

Zatezone roztwory wzorcowe 1000 mg/I
Przygotowac roztwor wzorcowy, rozpuszczajac
odpowiednig ilo$¢ weglowodanéw (Tabela 1) w okoto

75 ml wody dejonizowanej i rozciericzajac do 100 ml

w kolbie miarowej. Przechowywaé roztwér podstawowy
w butelce z polietylenu o duzej gestosci lub polipropylenu
w temperaturze 4°C.

Tabela 1. llosci potrzebne do przygotowania zatezonych roztworéw
wzorcowych (100 ml)

Weglowodan | Waga (9)
a-laktoza 0.360
B-D-glukoza 0180
D-galaktoza 0182
Laktuloza 0.342
Sacharoza 0.342

Roztwory robocze i roztwory na potrzeby
liniowosci metody

Aby przygotowaé robocze roztwory wzorcowe, za
pomoca skalibrowanej pipety odmierzy¢ odpowiednig
objetosé podstawowego roztworu wzorcowego 1000 mg/l
do kolby miarowej i rozcieniczy¢ do odpowiedniej
objetosci wodg dejonizowang. Do badar liniowosci
metody zastosowano nastepujace roZtwory Wzorcowe
laktozy i laktulozy: 100, 50, 25, 15, 10, 7.5, 5, 3, 2, 1,
0,5,1 0,25 mg/l. Wyjatkiem byly badania liniowosci
dotyczace laktulozy, w ktorej przypadku minimalne
stezenie wynosito 0,5 mg/l.



Mieszane roztwory wzorcowe

Aby przygotowaé mieszane weglowodanowe roztwory
wzorcowe, nalezy polaczy¢ odpowiednie objetosci po-
szczegOlnych podstawowych weglowodanowych roz-
tworéw wzorcowych w kolbie miarowej i rozcienczy¢
do odpowiedniej objetosci wodg dejonizowang.
Przygotowywanie préobek

Odwazy¢ 1 g prébki i dodaé do niej 10 ml wody dejo-
nizowanej. Do mieszaniny doda¢ 200 pl roztworu Car-
reza 11200 pl roztworu Carreza II, wstrzasajac ja po
dodaniu kazdego z nich. Przenies¢ mieszaning do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml i uzupetni¢ objetos¢ do
100 ml. Odwirowacé czes$¢ tej probki przy 3000 obr./
min. Odessaé supernatant i przefiltrowaé przez filtr
0,20 pm. Przygotowac wktad Thermo Scientific™ Dio-
nex™ OnGuard™ ITA o pojemnosci 2,5 cm3, przeptu-
kujac go 15 ml wody dejonizowanej przy szybkosci
przeptywu mniejszej niz 2 ml/min, a nastgpnie usuwa-
jac zebrang ciecz. Zatadowaé 8 ml préobki, wyrzucié
pierwsze 6 ml do pojemnika na odpady i zebra¢ kolejne
2 ml do analizy. Probki mozna przechowywac w tem-
peraturze —4°C przez okres do 2 tygodni. Przed na-
strzykiem nalezy przefiltrowaé probke przez filtr
strzykawkowy klasy IC.

Wyniki i oméwienie

Chromatografia i badania interferencyjne
Aby zoptymalizowaé rozdzielanie laktozy i laktulozy
przy obecnosci w probce oczekiwanych weglowoda-
néw, przygotowano zmieszany weglowodanowy roz-
twor wzorcowy. Rysunek 1 przedstawia chromatogram
zmieszanego weglowodanowego roztworu wzorcowego
z zastosowaniem zoptymalizowanego gradientu umoz-
liwiajgcego rozdzielenie laktozy i laktulozy. Czasy re-
tencji galaktozy, glukozy, sacharozy, laktozy i laktulozy
wynosza odpowiednio 9,63, 10,65, 13,79, 22,98
124,36 min. Wszystkie weglowodany s3 od siebie do-
brze oddzielone, tacznie z laktozg i laktuloza.

Kolumna: Dionex CarboPac PA20 (3 x 250 mm)
Prekolumna (3 x 50 mm)

Temperatura: 30°C

Przeptyw: 0,4 m/min

Detekcja: PAD

Elektroda: Jednorazowa, zioto na PTFE

Uszczelka: 2mm

Ksztatt fali: Weglowodany (standardowy kwadratowy)

Obj. nastrzyku: 10 I

Piki: 1. Galaktoza 30 mg/l
2. Glukoza 30 4

90 1 3 Sacharoza30 5
5 4. Laktoza 3 \Jm

5. Laktuloza 3
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3
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Rysunek 1. Rozdzielenie roztworu wzorcowego zmieszanych weglowodanow,
zawierajgcego laktoze i laktuloze.




Kolumna:

Temperatura:
Przeptyw:
Detekcja:
Elektroda:

A Uszczelka:
Ksztatt fali:
Obj. nastrzyku:
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Probki A:

Piki A:
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"Slad 1

Dionex CarboPac PA20 (3 x 250 mm)
Prekolumna (3 x 50 mm)

30°C

0,4 ml/min

PAD

Jednorazowa, zioto na PTFE

2mm

Weglowodany (standardowy kwadratowy)
ou

1. Ser Gouda bez laktozy

2. Ser Gouda bez laktozy wzbogacony
laktozg i laktulozg

1. Nieznany —
2. Nieznany — 5
3. Laktoza 10 mg/l
4. Laktuloza 10

5. Nieznany —

30
50
B probkiB:

Piki B:

Slad 1

1. Ser Havarti bez laktozy

2. Ser Havarti bez laktozy wzbogacony
laktoza i laktulozg

1. Nieznany —

2. Nieznany —

3. Laktoza 10 mg/ 3 4

4. Laktuloza 10 5
5. Nieznany —

30

Minuty 33
27463

Rysunek 2. A) Rozdzielenie weglowodandw we wzbogaconych
i niewzbogaconych prébkach sera Gouda bez laktozy. B) Rozdzielenie
weglowodanéw we wzbogaconych i niewzbogaconych probkach sera Havarti

bez laktozy.

Wstepna analiza prébek

Zoptymalizowane rozdzielenie zastosowano do dwoch
matryc probek: sera Gouda bez laktozy i sera Havarti bez
laktozy. Rysunek 2A przedstawia nalozone na siebie
chromatogramy wzbogaconych i niewzbogaconych probek
sera Gouda. Slad 1 przedstawia rozdzielanie
niewzbogaconej probki sera bez wykrywalnej zawartosci
laktozy. Slad 2 przedstawia rozdzielenie prébki sera
Gouda wzbogaconej o laktoze i laktuloze (po 10 mg/l

w obu przypadkach). Chromatogram ten pokazuje,

ze laktoza i laktuloza sg dobrze rozdzielone od siebie i od
substancji zaktocajacych zwigzanych z matryca.

Rysunek 2B przedstawia nalozone na siebie
chromatogramy wzbogaconych i niewzbogaconych probek
sera Havarti. Slad 1 przedstawia rozdzielenie
niewzbogaconej probki sera Havarti, w ktorej nie wykryto
laktozy. Slad 2 przedstawia rozdzielenie prébki sera
Havarti wzbogaconej o laktoze i laktuloze (po 10 mg/l

w obu przypadkach). Chromatografia jest podobna do tej
przedstawionej na rysunku 2A.

Powtarzalno$¢ w przypadku poszczegoéinych
kolumn

Ze wzgledu na bliskie wymywanie laktozy i laktulozy,
odpornos¢ metody oceniono poprzez sprawdzenie
rozdzielenia na trzech kolumnach z trzech réznych partii.
Rysunek 3 pokazuje, ze laktoza i laktuloza sg wyraznie
rozdzielone na kazdej kolumnie.



Kolumna: Dionex CarboPac PA20 (3 x 250 mm)
Prekolumna (3 x 50 mm)

Temperatura: ~ 30°C

Przeptyw: 0,4 ml/min
Detekcja: PAD
Elektroda: Jednorazowa, zioto na PTFE
A Uszczelka: 2mm
Ksztatt fali: Weglowodany (standardowy kwadrat.)
150+ Obj. nastrzyku: 10l
2 PkiA: 1. Galaktoza 30 mg/l
2. Glukoza 30
3. Fruktoza 20
4. Sacharoza 30
5. Laktoza 3
6. Laktuloza 3
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Tabela 3. Liniowos$¢ i wartosci MDL w odniesieniu do laktozy i laktulozy

Roztwér *Obliczone
Weglowodan mg/ r2  [wzorcowy MDL| wartosci MDL
(mg/) (mg/)
Lakioza 0.25-100 | 0.9966 0.5 012
Laktuloza 0.5-100 | 0.9942 1.0 0.23

Rysunek 3. Natozenie wynikow rozdzielenia laktozy i laktulozy na kolumny
z trzech r6znych partii.

Tabela 2. lloéci potrzebne do przygotowania zatgzonych roztworéw wzorcowych
(100 ml)

Analit Stez. RSD

(mg/) Czas Ret. | Obszar piku | Wysokosé piku
Galaktoza 30 0.15 1.03 1.01
Glukoza 30 014 1.30 1.08
Sacharoza 30 0.16 1.51 1.37
Laktoza 3 013 3.70 574
Laktuloza 3 012 5.06 5.42
n =30 nastrzykow.

* Granice oznaczalnosci metody (MDL) w odniesieniu do laktozy i laktulozy okreslono,
wykonujac siedem nastrzykow roztworu o niskim stezeniu wzbogaconego laktoza i laktulozg
w stezeniu od 3 do 5 razy wyzszym od szacowanej wartosci MDL.

Krotkoterminowa powtarzalnosé

Tabela 2 przedstawia powtarzalno$¢ w ciggu dnia
mierzong poprzez wykonanie 30 kolejnych nastrzykéw
roztworéw wzorcowych mieszanych weglowodanow
zawierajacych po 30 mg/l galaktozy, glukozy i sacharozy;
po 3 mg/l laktozy i laktulozy; oraz 20 mg/l fruktozy.
Metoda wykazata dobrg powtarzalnos¢ krétkoterminowas
wartosci wzglednego odchylenia standardowego czasu
retencji w ciggu dnia wahaly sie od 0,12 dla laktulozy do
0,16 dla sacharozy, a warto$ci wzglednego odchylenia
standardowego obszaru piku od 1,03 dla galaktozy do
5,07 dla laktulozy.

Oznaczanie liniowos$ci w odniesieniu do
laktozy i laktulozy

Roztwory wzorcowe do kalibracji przygotowano

w wodzie dejonizowanej. W tabeli 3 podsumowano dane
kalibracyjne dotyczace krzywej kalibracyjnej uzyskanej
poprzez nastrzykniecie roztworéw wzorcowych do
kalibracji o stezeniu laktozy 0,25-100 mg/l. W tabeli 3
podsumowano réwniez dane kalibracyjne dotyczace
laktulozy przy uzyciu tych samych roztworéw
wzorcowych do kalibracji, z wyjatkiem roztworu
wzorcowego 0,25 mg/l. Krzywa kalibracyjna dla obu
zwigzkéw miata charakter liniowy, a wspotczynnik
korelacji (r?) wynosit odpowiednio 0,9966 dla laktozy
10,9942 dla laktulozy.

Wartosci MDL w odniesieniu do laktozy

i laktulozy

Wartos$ci MDL definiuje si¢ jako minimalne stezenie
analitu, ktére mozna zidentyfikowaé, zmierzy¢ i zglosi¢
w sprawozdaniu z 99% pewnoscia, Ze stezenie analitu jest
wigksze od zera. Zasadniczo jest to miara precyzji
przygotowywania i analizowania roztwordw wzorcowych
o niskich poziomach stezen zgodnie z dang metoda.
Wartosci MDL odnoszace si¢ do laktozy i laktulozy
okreslono, wykonujac siedem nastrzykow roztworu

o niskim stezeniu wzbogaconego laktoza i laktuloza

w ilo$ci od 3 do 5 razy wyzszej niz szacowana warto§¢
MDL. Wartosci MDL obliczono przy uzyciu krzywej
kalibracyjne;j.

Obliczone wartosci MDL w wodzie dejonizowane;j
uzyskane ta metodg wynoszg 0,12 mg/l w przypadku
laktozy i 0,23 mg/l w przypadku laktulozy. Tabela 3
podsumowuje dane dotyczace tego oznaczenia.
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Rysunek 4. Dwupanel pokazujacy nastepujgce chromatogramy: A) rozdzielenie
weglowodanéw w mleku petnottustym i B) rozdzielenie weglowodanéw w mieku
odttuszczonym bez laktozy.

Analiza prébek

Oceniono zawartos¢ laktozy i laktulozy w kilku
produktach na bazie mleka. Rysunek 4A przedstawia
rozdzielanie weglowodanéw w mleku petnottustym.
Przygotowang probke mleka rozcieficzono w stosunku
1:10, aby zapobiec nadmiarowi laktozy. Rozcieiczona
probka mleka wykazata obecnosé galaktozy i glukozy
oraz duze ilosci laktozy. Rysunek 4B przedstawia
rozdzielanie weglowodanéw w mleku bez laktozy.
Chromatogram pokazuje, ze mleko bez laktozy zawiera
wysokie stezenia galaktozy i glukozy oraz Sladowe ilosci
laktozy (0,6 mg/l, 0,00006%). Produkt ten wykazat
najnizsze stezenie laktozy wsrdéd ocenianych produktow.

Rysunek 5. Dwupanel pokazujacy nastepujace chromatogramy: A)
rozdzielenie weglowodandw w serze twarogowym o obnizonej zawartosci
t#uszczu bez laktozy i B) rozdzielenie weglowodandw w rozciericzonym

w stosunku 1:20 jogurcie o niskiej zawartosci tuszczu.

Rysunek SA przedstawia rozdzielanie weglowodanéw

w serze twarogowym bez laktozy. W probee stwierdzono
wysokie stezenia galaktozy i glukozy, 21,7 mg/l
(0,00217%) laktozy i nieznane piki. Rysunek 5B
przedstawia rozdzielanie weglowodanéw

w odtluszczonym jogurcie. Chromatogram pokazuje,

ze jogurt odtluszczony zawiera galaktoze, glukoze i 33,5
mg/l (0,00335%) laktozy.

Duplikat kazdej probki przed przygotowaniem probki
wzbogacono znang iloscig laktozy i laktulozy. Odzyski
obliczono po przeprowadzeniu analizy probek
naturalnych i wzbogaconych. Odzysk laktozy 1 laktulozy
w przypadku wszystkich matryc wynosit od 86 do 100%
(Tabela 4).




Tabela 4. Odzysk laktozy i laktulozy w r6znych matrycach

Dodana Odzysk laktozy Odzysk
ilosé (%) laktulozy (%)
(mg/) n=3
Mieko petne
(rozciericzone 10 85.3 98.1
w stosunku 1:10)
Mieko bez laktozy
0 obnizonej 10 976 945
zawartosci tuszczu
Ser Gouda bez
laktozy 10 90.1 100.8
Ser Havarti bez
laktozy 10 997 93.2
Ser twarogowy bez
laktozy 10 102.0 86.0
Jogurt o obnizonej
zawartosci tuszczu
(rozciericzony 10 89.9 97.0
w stosunku 1:20)

Podsumowanie

W pracy opisano czulg i dokladng metode ekstrakgji, rozdziela-
nia i oznaczania ilosciowego laktozy i laktulozy w produktach
na bazie mleka. Metoda wykorzystuje kolumne Dionex Car-
boPac PA20 z PAD do ilosciowego oznaczania laktozy i laktu-
lozy w czasie rozdzielania krétszym niz 30 minut.
Zastosowanie jednorazowych ztotych elektrod zapewnia ko-
rzy$¢ w postaci wysokiej powtarzalnosci w przypadku poszcze-
golnych elektrod i szybkiego réwnowazenia po instalacji.

Srodki ostroznosci

Heksacyjanozelazian potasu jest czerwonym krystalicznym cia-
tem statym, ktére moze by¢ szkodliwe. Moze powodowaé po-
draznienie drég oddechowych w przypadku wdychania.
Ponadto moze by¢ szkodliwy, jesli zostanie wchtoniety przez
skore lub potkniety, a takze moze powodowac podraznienie
oczu. Dodatkowe informacje mozna znalezé w karcie charak-
terystyki heksacyjanozelazianu potasu. Heksacyjanozelazian
potasu nalezy przechowywac w szczelnie zamknietych pojem-
nikach w suchym i dobrze wentylowanym miejscu. Nie nalezy
go przechowywa¢ w poblizu kwasow. Heksacyjanozelazianu
potasu nie nalezy wylewa¢ do kanalizacji. Nalezy skontakto-
wac sie z firma zajmujacg sie utylizacja odpadéw o odpowied-
nich uprawnieniach, aby mie¢ pewnos$¢, ze wszystkie operacje
utylizacji odbywaja sie zgodnie z obowigzujacymi federalnymi,
stanowymi i miejscowymi przepisami dotyczacymi ochrony
srodowiska.

Elektroda odniesienia musi by¢ caly czas nawilzona i nie wolno
dopusci¢ do jej wyschniecia, zwlaszcza gdy cela jest whaczona.
Jesli nie przewidujemy korzystania z systemu, nalezy zmniej-
szy¢ przeplyw eluentu do 0,25 ml/min. W przypadku dlugoter-
minowego przechowywania, trwajacego ponad tydzien, nalezy
rozmontowac cele, wyjac elektrode odniesienia i umiescic ja

w nasyconym roztworze KCIl.

www.thermofisher.com/chromatography
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