Chem. Listy 105, 869-873 (2011)

METODY SLEDOVANI ZMEN OBSAHU
LAKTOSY A DALSICH ANALYTU
BEHEM FERMENTACE SYROVATKY

VERONIKA LEGAROVA
a LENKA KOURIMSKA

Katedra kvality zemédeélskych produktii, Fakulta agrobio-
logie, potravinovych a prirodnich zdrojii, CZU, Kamycka
129, 165 21Praha 6 — Suchdol

legarova@af.czu.cz, kourimska@af.czu.cz

Doslo 12.8.11, ptijato 22.8.11.
Rukopis byl zai‘azen k tisku v ramci placené sluzby
urychleného publikovani.

Klicova slova: laktosa, syrovatka, fermentace, kapalinova
chromatografie, bakterie mlé¢ného kvaseni, laktosova
intolerance

Uvod

Syrovatka ma mnoho pozitivnich G¢inkd na lidsky
organismus. Autofi'™ se shoduji, ze ptsobi detoxikatné
a podporuje Cinnost ledvin, pfiznivé upravuje metabolis-
mus, kladné ovliviiuje ¢innost stiev, obnovuje stievni mi-
krofloru a dodava télu potfebné vitaminy a mineraly. Syro-
vatka vznika jako vedlejsi produkt pfi vyrobé syri, tvarohu
a kaseinu. Je to zfedény roztok laktosy, proteind, tuku, soli
a vitamint ve vod¢. Hlavni slozkou syrovatky je laktosa,
ktera tvori 70-80 % z celkové susiny. Laktosa musi byt
v téle rozstépena na monosacharidové jednotky, aby mohla
byt resorbovana z tenkého stfeva dale do krve. Ke Stépeni
laktosy dochazi v tenkém stievé, kde je mlécny cukr roz-
kladan enzymem laktasou®. Pokud se snizi nebo zcela vy-
mizi produkce tohoto enzymu v kartaCovém lemu tenkého
stieva, dochazi k deficienci laktasy neboli laktosové into-
leranci.

Vyznamné zlepSeni tolerance laktosy je pozorovano
pfi konzumaci fermentovanych vyrobkil. To souvisi jednak
se snizenym obsahem laktosy diky fermentaci, ale hlavni
roli méa pritomnost bakterii mlééného kvaseni. DalSim
divodem, ktery zmirniuje projevy intolerance laktosy, je
konzistence fermentovanych vyrobkd a jejich pomalejsi
pricchod travicim traktem’ ’. Pravé pro vysoky obsah lak-
tosy se stavd syrovatka problémem pro jedince
s laktosovou intoleranci. Jeji fermentace riiznymi mikrobi-
alnimi kulturami je jednou z moznych feSeni, jak alespoil
Castecné snizit obsah laktosy a zlepsit celkovy senzoricky
profil syrovatkového vyrobku.

V soudasné dobé existuje cela fada metod (CSN 57
0105-6-1; CSN I1SO 5765; CSN 57 0530; CSN 57 0107,
CSN 57 0536; CSN ISO 22662) uréenych pro zjistovani
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obsahu laktosy a dalSich sacharidi v mléce a mlé¢nych
vyrobcich. Zadna ztéchto metod viak neni uréena pro
stanoveni sacharidt v Cerstvé nebo fermentované syrovat-
ce. Cilem této prace bylo proto najit vhodnou metodu pro
sledovani zmén obsahu laktosy a jejich metabolitt pii fer-
mentaci syrovatky, validace takovéto metody a aplikace na
realnych vzorcich.

Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti byly sledovany zmény obsahu
laktosy a dalSich metabolit, jako je glukosa, galaktosa
amlécna kyselina, béhem fermentace syrovatky suSenou
jogurtovou kulturou, pomoci bézné pouzivanych metod
stanoveni sacharidd v mléce a mléénych vyrobcich. Mezi
zkousené metody pro sledovani obsahu vyse uvedenych
latek byly vybrany: metoda stanoveni redukujicich cukri
podle Luffa-Schoorla, metoda CSN 57 0536 Stanoveni
slozek mléka infracervenym absorpénim analyzatorem
(MilkoScan FT 120) a metoda stanoveni obsahu laktosy
a dalSich metabolitli vysokoucinnou kapalinovou chroma-
tografii.

Metoda dle Luffa-Schoorla se pro analyzu realnych
vzorkli fermentované syrovatky ukazala jako ne zcela
vhodna. ProtoZe je kromé laktosy touto metodou stanovo-
van i obsah fermentaci vzniklych redukujicich monosacha-
ridli, neprojevi se pfi sledovani procesu fermentace pri-
marni rozklad laktosy na glukosu a galaktosu, ale az jejich
néslednd metabolickd pfeména na mlécnou kyselinu.

Rovnéz pouziti pfistroje MilkoScan FT 120 s prog-
ramem pro syrové mléko, ktery je kalibrovan i pro méfeni
laktosy, se v piipadé sledovani zmén obsahu laktosy probi-
hajicich pfi jejim Sté€peni na glukosu a galaktosu béhem
fermentace nejevi jako optimalni. Program neni schopen
odliSit absorpci infracerveného zéafeni vybranych funkc-
nich skupin laktosy od produkt jeji prvni faze fermentace
(glukosy a galaktosy). Resenim by bylo zfejmé pouziti
programu pro analyzu slozek fermentovanych mlék, ktery
ale bohuzel neni vyrobcem v zékladni sestavé kalibrovan
na laktosu.

Jako optimalni metoda pro sledovani zmén obsahu
laktosy a béhem fermentace vznikajicich metabolitd byla,
v souladu s literaturou>'®!!, vyhodnocena metoda HPLC.
Pred vlastnim méfenim realnych vzorki byla nejprve vali-
dovéana metoda a byly zhotoveny kalibracni kiivky vSech
sledovanych analytii. Sacharidy v mléce je mozno stanovit
i metodou plynové chromatografie'”, kter je ale z ditvodu

Validace metody HPLC

Pro interni validaci analytické metody na stanoveni
laktosy, glukosy, galaktosy a mlé¢né kyseliny byl pfipra-
ven modelovy roztok mléka s piidavkem glukosy
(0,05 %), galaktosy (0,5 %) a mlééné kyseliny (0,1 %).
Koncentrace pridanych analytl byly zvoleny podle jejich
predpokladaného mnozstvi ve vzorcich po fermentaci. Pro
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Tabulka I
Retencni Casy sledovanych analyt metodou HPLC

Analyt Reten¢ni ¢as [min]
Laktosa 8,1
Glukosa 9,5
Galaktosa 10,1
Miécna kyselina 13,3

validaci metody bylo z modelového roztoku ptipraveno
10 shodnych vzorki, u kterych bylo provedeno ¢iteni vzdy
10 g mléka, a ziskany Ciré filtraty metodou pro stanoveni
mlééného  cukru podle Luffa-Schoorla’.  Spoleéné
s validaci HPLC metody byly rovnéz stanoveny retencni
Casy sledovanych analyti, které jsou uvedeny v tab. I. Pro
analyzy byl pouzivan HPLC chromatograf Varian (pumpa
Varian 9010, Autosampler 9095, detektor Varian RI-4)
s analytickou kolonou AminexR HPX-87H, 300 x 7,8 mm
za podminek metody:
mobilni faze: 0,005M-H,SO4
pritok: 0,6 ml min™"
teplota kolony: 65 °C
detekce: RI — teplota detektoru 35 °C
davkovaci smycka — nastfik 20 pl

Pro ovéfeni shody ziskanych dat dvéma riznymi me-
todami stanoveni obsahu laktosy v syrovém kravském
nefermentovaném mléce byly hodnoty naméfené pomoci
HPLC zéarovenn porovniny snormovanou metodou dle
CSN 57 0536 (cit.'") na piistroji MilkoScan FT 120.
V obou ptipadech byly provedeny 3 paralelni analyzy. Z
vysledkli méteni, které jsou uvedeny v tab. II, je patrné, Ze
hodnoty ziskané metodou HPLC jsou v dobré shod¢
s hodnotami ziskanymi na pfistroji MilkoScan FT 120.

Kalibrac¢ni kiivky

Pro zjisténi obsahu sledovanych analytii byly nejprve
proméfeny kalibra¢ni kiivky roztokl standardd o koncen-
tracich 2—-6 % v ptipadé laktosy, 0,01-0,20 % v ptipadé
glukosy a 0,01-1,20 % v ptipadé¢ galaktosy a mlécné kyse-
liny. VSechny pfipravované roztoky, stejné jako realné

Tabulka II 5
Porovnani stanoveni obsahu laktosy dle CSN 57 0536
a metodou HPLC

Metoda Primér [%] min. — max. SD [%]" U [%]°
[%]
MilkoScan 4,95 494-496 0,006 0,012

HPLC 4,89 474-501 0,12 024

*SD = smérodatna odchylka, ° U = rozgifena nejistota sta-
noveni
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vzorky, byly upraveny Carrézovymi Cinidly. Kalibracni
kiivky jednotlivych analytli jsou uvedeny na obr. 1-4,
vzdy spolu s vypoctenou linearni rovnici a s koeficientem
determinace (R?). Viechny kalibra¢ni kiivky vykazovaly
linearni pfimkovou zavislost ve sledovanych koncentrac-
nich rozpétich. Vysledné hodnoty koncentraci sledovanych
analytd v realnych vzorcich byly uvnitt prométenych roz-
sahi kalibrace.

Méieni vzorku

Po provedené validaci metody HPLC a sestaveni ka-
libracnich ktivek bylo podstatou prace sledovani zmén
obsahu laktosy a dalSich vznikajicich metaboliti béhem
fermentace syrovatky suSenou termofilni jogurtovou kultu-
rou.

Pro sledovani zmén laktosy béhem fermentace byla
jako substrat pouzita susena syrovatka Lactosérum Mora-
via Lacto a.s., ktera obsahuje min. 11 % bilkovin, tuk max.
1%, a69,5 % laktosy. Tato syrovatka byla rozmichana
v teplé pitné vodg, v takovém poméru, aby vysledny obsah
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Obr. 1. Kalibraéni krivky sledovanych analyti; (laktosa)
y = 880918x — 628959; R? = 0,9688
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Obr. 2. Kalibraéni krivky sledovanych analyti; (glukosa)
y=715529x — 146,1; R* = 0,9958



Chem. Listy 105, 869-873 (2011)

1,2
plocha,
106
0,8
0,4
0

0 0,5 1 1,5
koncentrace, % hm

Obr. 3. Kalibraéni krivky sledovanych analyti; (galaktosa)
y = 834389x — 16776; R* = 0,9984

0,6
plocha,
106 0,4
02 r
0 4 1 L 1

1,5 2
koncentrace, % hm

Obr. 4. Kalibra¢ni k¥ivky sledovanych analyti; (mlééna kyseli-
na), y = 315082x + 3427,9; R* = 0,999

laktosy v roztoku odpovidal redlnému obsahu laktosy
v &erstvé syrovatce, ktery se udava okolo 4,9 % laktosy'”.
Stejny pomér susené syrovatky a pitné vody pouzili pfi
piipravé syrovatkovych napojti ve své praci i jini autofi'®.
Do pfedem oznacenych (0, 0+, 1, 2, 3, 4) sterilnich
Erlenmayerovych ban€k bylo odméfeno 200 ml rekombi-
nované syrovatky. Bariky s timto roztokem syrovatky byly
vloZeny do vodni lazné¢ (KAVALIER, EL-20D) a pastero-
vany tak, aby nedoslo k vysrazeni syrovatkovych bilkovin
(75 °C/10 min). Vzorky urcené k fermentaci byly tempero-
vany na optimalni teplotu (43 °C) a za aseptickych podmi-
nek zaockovany (3 g susené kultury na litr suroviny dle
doporuceni vyrobcem) termofilni kulturou (Jogurtova kul-
tura suSena, Milcom a. s. Laktoflora®), ktera obsahovala
susené mléko, laktosu a mikrobialni kmeny: Lactobacillus
delbriieckii subsp. bulgaricus a Streptococcus thermo-
philus. Pii teploté 43 °C v termostatu (Laboratorni pfistro-
je PRAHA, Biological thermostat BT 120) byly kultivova-
ny pouze banky oznafené jako 0+, 1, 2, 3, 4 (oznaceni
vzorkl souhlasi s dobou fermentace v hodinach). Baika
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oznacena jako ,,0“ byla samotna syrovatka bez pridané
kultury a ihned po zchlazeni (po pfedchozi pasteraci) byl
tento vzorek analyzovan. Baika oznacena ,,0+* byla vy-
hodnocena ihned po pfidani kultury. Po uplynuti doby
fermentace byla bainka vzdy vyjmuta z termostatu a zahia-
ta opét na 75 °C po dobu 10 sekund z diivodu zastaveni
fermentace. Filtraty vzorkl ziskané Carrezovymi cCinidly
byly poté analyzovany metodou HPLC za podminek uve-
denych v kapitole Validace metody HPLC.

Vysledky a diskuse
Vysledky validace metody

Opakovanym métenim 10 vzorkt urcenych pro vali-
daci HPLC metody byly zjiSt€ény primér, minimalni
a maximalni hodnota, smérodatna odchylka (SD) a rozsite-
na nejistota stanoveni (U), vyjadiena jako dvojndsobek
smérodatné odchylky (tab. III, cit.'”).

Tabulka III

Vysledky validace HPLC metody pro jednotlivé analyty

Analyt Primér min. —max. SD[%]' U[%]°
[%] [%]

Laktosa 4,69 4,22 — 4,95 0,26 0,52

Glukosa 0,03 0,02 - 0,03 0,003 0,006

Galaktosa 0,32 0,25 -0,36 0,03 0,06

Mlécna 0,13 0,11-0,15 0,01 0,03

kyselina

“SD = smérodatna odchylka, ° U = rozifena nejistota sta-
noveni

Vysledky analyz vzork

Béhem fermentace vzorku syrovatky susenou jogurto-
vou kulturou doslo po prfidani fermentacniho média, jez je
tvofeno prevazné laktosou a suSenym mlékem, nejprve
k nepatrnému zvySeni obsahu laktosy. V dalSich interva-
lech pak celkové dochazelo ke snizovéani obsahu laktosy,
kdy po ukonceni ctyfhodinové fermentace klesl pramérny
obsah laktosy ve vzorku z puvodnich 5,10 % na 4,35 %,
tzn., ze Ubytek ¢inil cca 0,75 g/100 g (tab. IV). Tento uby-
tek odpovida 15 % relativnich z celkového obsahu laktosy
pred fermentaci.

Laktosa se béhem fermentace $t€pi na glukosu a ga-
laktosu, dochazi proto k rdstu jejich obsahll ve vzorcich,
coZ je zndzornéno na obr. 5 a 6. Obsah glukosy byl na
pocatku analyzy 6,8 mg/100 g a po 4 hodinach fermentace
se jeji obsah zvysil, a to na 57,7 mg/100 g, coz je vice nez
osminasobek puvodniho obsahu. Celkové doslo tedy
k nartstu 0 50,9 mg/100 g. Obsah galaktosy ma podobnou
tendenci, rovnéz dochazi k ristu obsahu tohoto monosa-
charidu, a to zptvodnich 46,1 mg/100 g na vyslednych



Chem. Listy 105, 869-873 (2011)

Tabulka IV
Sledovani obsahu laktosy (%) béhem fermentace syrovat-
ky jogurtovou kulturou (pocet méfeni n = 6)

Cas [h] Pramér [%)] SD [%]
0 5,10 0,04
0+ 5,15 0,03
1 5,04 0,06
2 4,22 0,05
3 4,69 0,26
4 435 0,35
0,08
c,
% hm
0,06
0,04
0,02
0 . .
0 2 4 6
¢as, h

Obr. 5. Zmény obsahu glukosy béhem fermentace syrovatky
jogurtovou kulturou
y=0,0121x + 0,0109, R?=0,9201
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Obr. 6. Zmény obsahu galaktosy béhem fermentace syrovatky
jogurtovou kulturou
y =0,0423¢>1%% R2=0,9455

331,7 mg/100 g. Z obr. 5 je patrny linearni nardst obsahu
glukosy s hodnotou spolehlivosti (koeficient determinace)
R’=0,9201. Zmé&ny obsahu galaktosy lze 1épe aproximovat
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0,6
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Obr. 7. Zmény obsahu mlééné Kkyseliny béhem fermentace
syrovatky jogurtovou kulturou
y = 0,025¢"% R2 =0,8974

exponencialni funkci s hodnotou koeficientu determinace
R?=0,9455 (obr. 6).

V dalsi fazi fermentace byly oba monosacharidy
(galaktosa po pfedchozi pfeméné na glukosu) Sté€peny na
mlécnou kyselinu. Béhem fermentace dochézelo k jejimu
naristu z primérné pocatecni hodnoty 36,1 mg/100 g na
vyslednych 431,8 mg/100 g za 4 hodiny fermentace, coz je
vice nez desetinasobek plivodniho mnozstvi. Pribéh na-
rustu byl opét aproximovan exponencidlni kfivkou
s hodnotou koeficientu determinace R*= 0,8974 (obr. 7).

Zjisténi ubytku laktosy, jakoz i nartist obsahil jejich
meziproduktll a metabolitd béhem fermentace syrovatky
termofilnimi bakteriemi mlécného kvaseni je ve shodé se

zavéry dalsich autora™'® 2,

Zavér

Uprava vzorkii syrovétky &itenim dle Carreze a né-
sledna analyza zvolenou HPLC metodou se ukazaly jako
vhodné pro sledovani pribéhu fermentace vzorkt syrovat-
ky termofilni jogurtovou kulturou (Lactobacillus delbriiec-
ki subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus).

Fermentaci syrovatky touto kulturou byla snizena
koncentrace laktosy v rekombinované syrovatce o 15 %
rel., obsah glukosy, galaktosy a mlécné kyseliny vzrostl na
osmi- az desetindsobek pivodniho mnoZstvi. Zbyly obsah
laktosy po fermentaci je ale stale pfili§ vysoky na to, aby
takovéto napoje mohly byt doporucovany osobam trpicim
laktosovou intoleranci jako potraviny s nizkym obsahem
laktosy. Pro tyto potraviny plati Vyhlaska 54/2004 Sb.
resp. Vyhlaska 157/2008 Sb., o potravinach uréenych pro
zvlastni vyzivu a o zpusobu jejich pouziti, ktera stanovuje
limit laktosy v potravinach s nizkym obsahem laktosy na
10 g kg™ a bezlaktosové potraviny mohou obsahovat pou-
ze 100 mg laktosy na 1 kg.
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Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR & MSM 6046070901
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