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VétSina vyrobkd, testovanych SPP v roce 2013, obsaho-
vala deklarované mikroorganismy, pocty Zivych bakterii
byly vSak v nékterych ptripadech niZsi.

Na zakladé vysledki realizovanych testi udéluje SPP
vyrobctim pravo pouZzivat logo spolecnosti (Obr. 4).
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Determination of lactose in dairy materials
with modified milk dry matter content by HPLC

Abstrakt

Laktosa byla v mléénych materidlech s upravenym obsa-
hem mlécné suSiny stanovena technikou vysokoucéinné

kapalinové chromatografie na koloné Phenomenex Luna
NHj; s refraktometrickou detekci. Kvantifikace laktosy byla
provedena metodou pfidavku vnitfniho standardu monohy-
dratu D(+)-melezitosy.

Podrobnéji byl sledovan vliv navySeni obsahu mlécnych
bilkovin v mlééném vzorku pridavkem tekutych mlécnych
retentatd, suSeného nizkotuéného a plnotuéného mléka na
obsah laktosy ve vzorku. V pripadé tekutych retentatti nebyl
zaznamenan vyznamny rozdil v obsahu laktosy. Pfidavkem
suseného mléka se obsah laktosy zvySil z plvodnich
4,65 g/100 g na 4,93 az 5,66 g/100 g. Vysledky stanoveni
laktosy technikou HPLC odpovidaly predpoklddanému
obsahu laktosy vypoctenému z hmotnostni bilance vychozi
suroviny a jednotlivych pfidavkl. Ziskané vysledky
potvrdily, Ze metoda HPLC je vhodna pro stanoveni laktosy
v mléénych matricich s upravenym obsahem mlécné susiny.

Klicova slova: laktosa, HPLC, bilkovinné koncentraty

Abstract

Lactose in milk material with modified milk dry matter
content was determined using high pressure liquid chro-
matography on Phenomenex Luna NH; column with
refractometric detection. Quantification of lactose was per-
formed by addition of the monohydrate D(+)-melezitose
internal standard.

The effect of increase of milk proteins content in milk
sample by addition liquid milk retentates, dried skim and
whole milk for lactose content of the sample was followed
in great detail.

In the case of liquid retentate wasn't observed significant
difference in the content of lactose. The content of lactose
was increased by addition of dried milk from original
4.65 g/100 g to 4.93 up to 5.66 g/100 g. The results of
determination of lactose by HPLC were similar as pre-
sumed content of lactose calculated from the mass balance
of individual portions. The results verified that the method
is suitable for HPLC determination of lactose in dairy
materials with modified milk dry matter content.

Keywords: lactose, HPLC, protein concentrates

Uvod

V soucasné dobé je v mlékarenském primyslu patrny
trend vyvoje novych vyrobki, u kterych jsou uplatiovany
zdokonalené a nové prvky technologie (napf. ultrafiltrace),
pti kterych dochazi ke zméné sloZeni obsahu sloZek mlécné
suSiny vstupni suroviny. S timto rozvijejicim se trendem
zavadéni novych mléénych produktd obohacenych o jed-
notlivé slozky mlécné suSiny, je nutnosti zavést a optimali-
zovat vhodné metody pro stanoveni jednotlivych slozek
mlécné susiny, které nejsou ruseny zménou matrice vzorku.

V praxi se Casto pouzivd navySeni obsahu mlécnych
bilkovin v mlééné matrici, a proto byla pozornost zamére-
na zejména na vliv pfidavku mlécné bilkoviny na obsah
laktosy ve findlnim produktu. Pfidavek bilkovinné slozky
do vstupni suroviny na vyrobu mlécnych vyrobkt mizZe byt
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realizovan pfidavkem bilkovinnych koncentrati ve formé
suSenych preparatd nebo miZe byt vstupni surovina oboha-
covana tekutymi produkty z membranovych procest, jako
jsou retentaty, s vy$§im obsahem bilkovin. Upravou vstup-
niho vzorku mtze podle typu pouzitého bilkovinného kon-
centratu dochézet nejenom k pozadované zméné obsahu
bilkovin, ale také ostatnich sloZzek mlécné suSiny vcetné
laktosy. Tato zména muze byt nezadouci, zejména s ohle-
dem na navySeni obsahu laktosy a Casto se vyskytujici lak-
tosovou intoleranci.

Spravnost rutinné pouzivaného IR stanoveni laktosy
v mléénych vzorcich miZe byt vyznamné ovlivnéna zmé-
nou matrice vzorku. Problematika vhodné a ovérené
metody, kterd neni ruSena zménou matrice vzorku, pro
stanoveni obsahu laktosy v mléce a mléénych matricich je
dualezita zejména pro kontrolu kvality, a to nejenom vstup-
ni suroviny, v mlékdrenském primyslu. Cilem prace proto
bylo testovani a optimalizace stanoveni laktosy technikou
vysokoucéinné kapalinové chromatografie v mléce
a v mléénych materidlech se zménénym obsahem slozek
mlécné susiny.

Material a metodika

PouZity materidl

Pasterované odstredéné (didle OM), plnotuéné mléko
(dale PM) a smetana, bazénové vzorky odebrané v Bohu-
Sovické mlékarné, a.s.

Susené mléko Bohemilk nizkotucné (5 % tuku, dale
SNM) a plnotucné (26 % tuku, dile SPM).

Bilkovinny koncentrat LR 85FC (76,4 % bilkoviny).

Retentaty RO z mlékarny OLMA a.s. a RB z Bohu-
Sovické mlékarny, a.s. (pfipraveny ultrafiltraci, koncentrace
laktosy a bilkoviny viz Tab. IV).

Referencéni materidl muva-RO-0717 (zmrazené syrové
mléko), Muva Kempten, doba exspirace leden 2013.

Uréeni zdkladniho sloZeni mlécnych vzorku
Stanoveni obsahu tuku, bilkovin, laktosy a celkové
susiny (TS) bylo provedeno na pfistroji Milkoscan FT 2.
Stanoveni celkovych bilkovin bylo provedeno podle
normy CSN 57 530.

Stanoventi laktosy enzymaticky
Obsah laktosy byl stanoven podle IDF 79B:1991 za
pouziti kitu od firmy Megazyme.

Stanoveni laktosy metodou HPLC

Vzorek mléka (priblizné 3 g tekutého a 0,3 g suseného
mléka) byl navazen s presnosti na 1 mg do 10 ml odmérné
baiiky. Ke vzorku byl pfidiny 2 ml standardu vnitfniho
standardu D(+)-melezitosy a 3 ml deionizované vody.
Vzorek byl 15 min zahfivan a prabézné michan na vodni
lazni o teploté 50 °C. Po vytemperovani na laboratorni
teplotu bylo pridano srazeci ¢inidlo (0,5 ml roztoku Carrez
I a 0,5 ml roztoku Carrez II), smés byla doplnéna po rysku
a promichana. Obsah banky byl zfiltrovan pres skladany

filtr a membranovy filtr PVDF (0,45 um) a takto upraveny
vzorek analyzovan na HPLC.

Obsah laktosy byl stanoven na koloné Phenomenex Luna
Su NH> (250 x 4,6 mm) za izokratickych podminek
s mobilni fazi acetonitril a deionizovana voda (75:25, v:v)
o pratoku 1,25 ml/min za pouziti refraktometrické detekce.
Teplota kolony byla 35 °C, nastfik vzorku 10 pl a doba
analyzy 20 min.

Vysledky a diskuse

Nejcastéji pouzivané metody pro stanoveni laktosy jsou
metody titracni, biochemické (enzymatické) a instrumen-
talni (infracervend spektroskopie a chromatografické
metody) (Cvak a kol., 1992). Pro stanoveni laktosy v mléce
a mlécnych materidlech se zménénym obsahem sloZek
mlécné susiny byla zvolena technika HPLC s refraktomet-
rickou detekci. Tato technika je obecné povazovana za
metodu rychlou a ekonomickou a jeji vyznamnou vyhodou
je moznost soubézného vyhodnoceni i dalSich pfitomnych
sacharidu.

Ke stanoveni laktosy technikou HPLC se b&Zné pouZivaji
kolony ionexové nebo na bazi silikagelu s vazanymi
aminoskupinami (Ferreira a kol., 1998; Chavez-Servin
a kol., 2004; Schuster-Wolf-Biihring a kol., 2011).
Vhodnost kolony Phenomenex Luna NH» byla testovana na
smésném roztoku standardu monohydratu o-laktosy
(20 mg/ml) a monohydratu D(+)-melezitosy (50 mg/ml).
Stanoven byl optimdlni pritok a slozeni mobilni faze.
Slozeni mobilni faze bylo testovano v poméru 60:40 (ace-
tonitril:voda), 70:30, 75:25 a 80:20 a optimalni pratok
v rozsahu 1,0 az 1,6 ml/min. Jako optimalni z hlediska
ucinku separace laktosy a melezitosy a doby analyzy bylo
zvoleno slozeni mobilni faze 75:25 (acetonitril:voda) a pra-
tok 1,25 ml/min. Mez detekce laktosy byla stanovena
1,74 mg/ml (pfi néstfiku 10 pl). ProtoZe refraktometricka
detekce ma také svd omezeni jako je relativné nizka
citlivost, nemoznost pouZziti gradientové eluce, velka
citlivost detektoru na zmény teploty a rychlosti pratoku
mobilni faze, byl pro zlepSeni presnosti stanoveni a sniZeni
vlivu vnéjSich podminek na stanoveni pouZzit pridavek
vnitiniho standardu monohydratu D(+)-melezitosy (podle
postupu CSN ISO 22662).

Pro vzorky pasterovaného, odstfedéného mléka a mléka
suSeného nizkotu¢ného a plnotu¢ného byla stanovena
opakovatelnost stanoveni laktosy z deseti individudlnich
stanoveni jednoho typu vzorku. Vypocet opakovatelnosti
byl proveden jednak pro vysledky stanoveni bez korekce na
vnitini standard melezitosy, tak s korekci na vnitini stan-
dard (Tabulka I). S vyhodnocenim obsahu laktosy pomoci
vnitfniho standardu do$lo k ocekdvanému vyznamnému
zpresnéni stanoveni, které se projevilo snizenim hodnoty
RSD (Tabulka I).

Mlécné vzorky, které byly pouzity pro stanoveni opako-
vatelnosti byly zaroven podrobeny analyze na IR analyza-
toru FT 2 (Tabulka II). Nejvétsi rozdil mezi praimérnymi
hodnotami koncentrace laktosy naméfené IR analyzatorem
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Tab. I Opakovatelnost stanoveni laktosy technikou HPLC
pro pasterované (PM), odstfedené (OM), susené
nizkotu¢né (SNM) a suSené pinotu¢né miéko (SPM)

oM SNM SPM

slIS - slIS - slIS
Primér | 475 | 465 | 500 | 4,96 | 49,0 | 489 | 39,5 | 388
(0/100 g)
SMODCH | 0,06 | 0,05 | 0,05 | 0,03 | 048 | 029 | 0,39 | 0,19
(/100 g)?
RSD® 1,36 [ 1,10 | 0,93 | 060 | 0,99 | 059 | 0,99 | 0,49

* SMODCH je smérodatna odchylka deseti individudlnich stanoveni.
® RSD je relativni smérodatna odchylka.

a technikou HPLC s pouZzitim vnitfniho standardu pro
tekutd mléka, byl zjiStén ve vzorku odstfedéného mléka
a to 0,04 g/100 g. U suSeného mléka byl nejvétsi rozdil
mezi metodami zjiStén u mléka nizkotuéného a to
o 1,1 g/100 g. Spravnost stanoveni obsahu laktosy ve
vzorku nizkotuéného suSeného mléka byla ovéfena refe-
ren¢ni enzymatickou metodou (viz Metody a postupy)
a vysledna hodnota obsahu laktosy 48,8 g/100 g se liSila od
HPLC stanoveni pouze o 0,1 g laktosy na 100 g vzorku.

Tab. Il Stanoveni laktosy IR analyzdtorem FT 2 a technikou
HPLC ve vzorcich pasterovaného (PM),
odstredéného (OM), susené nizkotuéného (SNM)
a suseného plnotué¢ného miéka (SPM)

PM oM SNM SPM
g/100g 9/100g g/100g  g/100g

HPLC 4,65 4,96 489 38,8

IR? 4,66 5,00 50,0 39,0

2 Vysledky jsou primérem ze dvou stanoveni.

Spravnost stanoveni HPLC metody byla dale ovérena
analyzou referencniho materidlu zmrazeného syrového
mléka od firmy Muva Kempten. Deklarovana hodnota kon-
centrace laktosy v referenénim materidlu muva-RO-0717
byla 4,730 + 0,054 g/100 g. Primérna experimentalné
stanovena hodnota obsahu laktosy v referenénim materidlu
4,70 g/100 g (s korekci na IS, ctyfi paralelni stanoveni)
potvrdila, Ze zavedend metoda poskytuje spravné vysledky.
Byla vypocitana hodnota rozsifené kombinované nejistoty

méfeni 0,093 g laktosy/100 g vzorku z vysledkd méfeni
referenéniho materidlu s pfidavkem vnitfniho standardu
a jeho udavanych referenc¢nich hodnot.

V modelovych vzorcich pasterovaného a odstfedéného
mléka s upravenym obsahem mlécné suSiny byl stanoven
obsah laktosy. Na pfipravu modelovych vzorkt byly
pouzity vzorky pasterovaného mléka rizné tucnosti
upravené michanim odstfedéného a plnotuéného mléka
a smetany. Modelové vzorky byly upraveny na tucnost
v rozsahu 2,5 az 5,0 g tuku/100 g vzorku. Mlé¢na suSina
vzorku byla dale upravena pridavkem bilkoviny (bilkovin-
ny koncentrat viz Materidl a metody), laktosy a deminera-
lizované vody (Tabulka III). V Tabulce III jsou uvedeny
obsahy tuku, bilkoviny a celkové suSiny pfipravenych
modelovych vzorkl stanovené na IR analyzatoru FT 2.
Stanoveni laktosy u téchto vzorkti bylo provedeno
soubézné na IR analyzatoru FT 2 a technikou HPLC
(Tabulka III). Mezi obéma technikami byla zjisténa dobra
shoda vysledki, kdy nebyl prekrocen rozdil v obsahu lak-
tosy u jednotlivych vzorkia o 0,08 g/100 g pro pasterované
a odstfedéné mléko.

Za ucelem optimalizace pfipravy mléénych materialti
s navySenym obsahem bilkoviny v suSiné byl vyzkousSen pfi-
davek tekutych retentati RB a RO a suseného nizkotuéného
a plnotuného mléka. PouZito bylo pasterované mléko
(Tabulka I), ke kterému byl pfimichan pfidavek RB, RO,
SNM a SPM tak, aby v namichané smési byl obsah bilkovin

Tab. IV Obsah bilkoviny a laktosy v pdvodnim
pasterovaném miéce (PM), retentdtech (RB a RO)
a suseném nizkotuéném (SNM) a plnotu¢ném
mléce (SPM)

Vzorek PM RB RO SNM  SPM
g/100g g/100g g/100g g/100g g/100g
Bilkovina® 3,12 6,09 9,99 34,2 28,9
Laktosa PM RB RO SNM SPM
HPLC 4,65° 4,56 5,53 48,9b 38,8b
Enzymaticky - 4,59 5,57 48,8 38,6

@ stanoveno podle CSN 57 0530.
B primérnd hodnota je stanovena z deseti individudlnich stanoveni vzorku,
ostatni vysledky jsou primérem ze dvou stanoveni.

Tab. lll Obsah tuku, bilkoviny a celkové suSiny stanovené IR a laktosy stanovené IR a HPLC v mlécnych smésich

S upravenym obsahem mlécné susiny

Pasterované mléko

Laktosa

] pridavek
9/100g na 1000 ml mléka
4,80 4,88 bilk. konc. 1 (6,5 g)
4,72 4,79 bilk. konc. 1 (4 g)
4,717 471 bilk. konc. 1 (3 g)
4,97 4,93 laktosa (3 g)
4,43 4,39 demi. voda (50 ml)
418 412 demi. voda (125 ml)

Laktosa
HPLC IR

pridavek

tuk bilkovina celk. susina
9/100 g g/100 g 9/100 g
1 2,52 3,73 11,73
2 2,96 Bi5]] 11,94
3 3,16 3,40 12,07
4 3,49 3,20 12,31
5 4,41 3,01 12,53
6 5,01 2,84 12,70
Odstredéné mléko
bilkovina celk. susina
g/100 g g/100 g
7 0,05 3,06 8,42
8 0,14 3,33 9,33

9/100g 9/100g na 1000 ml mléka
473 477 demi. voda (50 ml)
513 517 SNM (4 g)

Vysledky jsou primérem ze dvou stanoveni.

Vi
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Tab. V Obsah laktosy v mlééném vzorku s pfidavkem retentat( (RB a RO) a su$eného nizkotuéného (SNM) a plnotuéného

miéka (SPM) technikou HPLC

Laktosa RB RO SNM SPM

g100g 1 2 3 1
HPLC 459 4,60 459 4,65 4,66
Bilance® 4,65 4,64 4,63 4,67 4,69

4,93 5,20 5,60 4,94 5,23 5,66
4,89 519 5,63 4,90 5,20 5,67

Vysledky jsou primérem ze dvou stanovent.

® vypoctend predpoklddana koncentrace laktosy vychazejici z hmotnostni bilance hodnot laktosy v piivodnim materidlu a jednotlivych pridavcich stanovené technikou HPLC a ovéfené

enzymatickym stanovenim laktosy.

navySen na 3,3 % ve vzorkcich oznacenych 1 (RB 1, RO 1,
SNN 1 a SPM 1); 3,5 % (ve vzorkcich oznacenych 2) a 3,8 %
(ve vzorcich oznacenych 3). V tabulce IV je uveden obsah
bilkovin a laktosy v piivodnich materidlech.

Vysledky stanoveni obsahu laktosy v modelovych
mlécnych vzorcich se zménénym obsahem bilkoviny
v susSiné technikou HPLC jsou uvedeny v tabulce V. Pfi
navySeni mlécné bilkoviny pridavkem retentatti a suSeného
mléka mize dochazet ke zméné obsahu laktosy v zavislosti
na jejim obsahu v piivodnim materidlu. Ve vzorcich s pfi-
davkem retentiti k vyznamné zméné obsahu laktosy
nedochazi. V ptivodnim mléce byl stanoveny obsah laktosy
4,65 g/100 g a v modelovych vzorcich byl obsah stanoven
v rozmezi 4,59 az 4,73 g/100 g. Vysledky odpovidaly pred-
poklddanému obsahu laktosy vypocitané hmotnostni
bilanci z technikou HPLC stanovenych hodnot laktosy
v puvodnim materidlu (pasterovaném mléce) a v jed-
notlivych pridavcich. Spravnost stanoveni laktosy ve
vzorku pasterovaného mléka byla ovéfena soubéznym
stanovenim obsahu laktosy v referenénim materidlu
zmrazeného syrového mléka muva-RO-0717 (viz vyse). Ve
vzorcich retentati RO a RB a suSenych mlék SNM a SPM
byla spravnost stanoveni laktosy technikou HPLC ovéfena
enzymatickym stanovenim laktosy (viz Material a metody;
Tabulka IV). Vyznamny narast obsahu laktosy, v rozmezi
4,93 az 5,66 g/100 g, byl zaznamenan ve vzorcich s pii-
davkem suSenych mlék. Vysledky stejné jako u pfidavku
retentatd odpovidaly pfedpokladané hmotnostni bilanci.

Zaver

Pro stanoveni laktosy v mlé¢nych vzorcich se zménénym
obsahem mlééné suSiny byla uspésné verifikovana
a pouzita metoda stanoveni laktosy technikou vysokoucin-
né kapalinové chromatografie s vnitfnim standardem
monohydratu D(+)-melezitosy. Bylo zjiSt€éno a hmotnostni
bilanci ptivodnich materialti ovéfeno, Ze testované navyseni
obsahu bilkovin v mlééné matrici pfidavkem retentdatu RO
a RB nema vyznamny vliv na obsah laktosy v ptivodnim
mléce. V pripadé navySeni obsahu bilkovin suSenym
mlékem nizkotu¢nym a plnotuénym byl zaznamenin
vyznamny narst obsahu laktosy, v rozmezi o 0,28 az
1,01 g/100 g v zavislosti na pridavku suseného mléka.

Podéekovdni
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CERSTVYCH SYRU Z POHLEDU
MOZNE TVORBY STAFYLO-
KOKOVYCH ENTEROTOXINU
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Doc. MVDr. Bohumira Janstova, Ph.D.
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Fresh cheeses safety from the prospective
of staphylococcal enterotoxin production

Abstrakt

Cilem této studie bylo hodnoceni rtstu S. aureus a tvor-
by stafylokokovych enterotoxinti v podminkdch modelu-
jicich prostredi Cerstvych syrd a porovnani vyslednych
rustovych kiivek s kfivkami programu prediktivni mikro-
biologie. Prostiedi cerstvych syrt bylo modelovano v Brain
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