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ABSTRAKT

Cilem prispeévku je popsat odlisnosti a kritické body v postupech Upravy vzorku, odebiranych za ucelem stanoveni obsahu laktozy
enzymovou metodou. Metoda vyuzivajici komercni analyticky kit K-LACGAR (Megazyme, IE) je odvozena od metody AOAC 984.15 a je
zalozena na enzymove rizenych biochemickych reakcich. Detekce koncového produktu je provadéna spektrofotometricky pri 340 nm,
v nasem pripadé na pristroji Specord 200 Plus (Analytik Jena, DE). Vzorky zahrnovaly primarné rizné mlécné vyrobky od tekutych
(mléko, smetana), pres polotuhé (jogurty, kefiry, cottage), az po tuhé matrice (tvrdé dlouho zrajici syry, mlécna cokolada).
Analyzovany byly i vzorky spadajici do kategorie vyrobku bezlaktozovych Ci s nizkym obsahem laktozy, definovanych v ceské legislative

Vyhlaskou €. 54/2004 Sb. v platném znéni..
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Material a metodika

Odbér vzorkl byl provadén primarné z trini sité CR. U vzorkd
dlouho zrajicich syru byly odbéry provadény primo ze skladu
vyrobce pred uvedenim do trzni sité. Vlastni stanoveni obsahu
laktdzy u vSech vzorku probéhlo v den odbéru. Do vysetreni
bvly vzorky uchovavany v chladnicce pri teploté 4-6 °C.

Pristrojové vybaveni:

* homogenizator IKA Ultra Turrax DI 25 Basic (IKA-Werke, DE)

* analytické vahy Boeco BAS 31 Plus (Boeckel + Co, DE)

* magneticka michacka s regulaci teploty MLW typ RH3 (MLW, PL)
* chlazena odstredivka Hermle Z 326 K (Hermle Labortechnik, DE)
* vodnilazen GFL 1002 (Gessellschaft fir Labortechnik, DE)

* Trepacka IKA yellowline TTS2 (IKA-Werke, DE)

« spektrofotometr Specord 200 Plus (Analytik Jena AG, DE)

Metoda A
Vhodna pro tekuté, polotuhé i tuhé vzorky vetsiny
potravinovych matric s vyjimkou nizko-laktozovych a

bezlaktozovych vyrobku.

Postup:

* U polotuhych matric (Cottage apod.) homogenizace tyCovym
dispergatorem

 Navazka 0,5 — 10 gramu, dle povahy matrice
* Pridavek 60 ml destilované vody

e Zahrev 15 min ve vodni lazni (tekuté matrice), nebo na
magnetické michacce s ohrevem (polotuhé a tuhé matrice)

* Prevedeni vzorku do odmeérné banky o objemu 100 ml
* Carezzovo srazeni a uprava pH rozokem hydroxidu sodného
* Doplnéni destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml

e Po 5 — 30 minutach filtrace pres papir Whatman No. 1
(Whatman International, UK)

 Pro vlastni stanoveni se odebere 0,2 ml Cireho filtratu

Metoda B

Je primarné urcena pro vzorky potravinovych matric s nizkym
obsahem laktozy, Ci bezlaktozove potraviny. Lze ji pouzit i pro
klasické mlécné vyrobky, ale v takovém pripadé je treba ziskany
filtrat vhodné naredit pred vlastnim spektrofotometrickym
merenim.

Postup:

* Navazka 1 g, nebo 1 ml (dle povahy matrice) do uzaviratelné
centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml

* Pridavek 4 ml destilované vody

 Pridavek 1 ml cerstvé pripraveného roztoku borohydridu
sodného

* Uzavreni zkumavky a promichani na trepacce

* Inkubace ve vodni lazni 30 minut pri 40°C

* Neutralizace pridavkem 2,5 ml 0,2 M kyseliny octové
* Centrifugace 10 minut pri 3000 rpm a 4°C

* U matric kde vznika krehka povrchova vrstva lehcich castic je
treba vzorek jesté zfiltrovat pres papir Whatman No. 1

* Pro vlastni stanoveni se odebere 0,2 ml filtratu, mirné
zakaleni filtratu nema vliv na presnost vysledkau.

Spektrofotometrie

Podminky meéreni:

* Vlnova délka 340 nm

* Teplota 25°C

* Jednorazové PMMA kyvety o délce hrany 1 cm

* Nulovani pristroje proti prazdné kyvetové prostore

Zaver
U metody A jsou kritickymi faktory teplota matrice a doba
nutna pro ziskani homogenniho vzorku pro navazovani, dale
spravné vysrazeni proteinu a finalni dprava pH vzorku. U
metody B je kritickym faktorem stari roztoku borohydridu, jeho
spravna priprava a skladovani vychozi latky pro jeho pripravu.
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