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DEUTSCHE NORM

Bestimmung des Lactose- und Galactosegehalts
von Milch und Milchprodukten

Enzymatisches Verfahren

DIN
10 344

Determination of lactose and galactose content of milk and milk products; enzymic method
Détermination de la lactose et de la galactose dans le lait et les produits laitiers; méthode enzymatique

1 Anwendungsbereich

Das in dieser Norm festgelegte Verfahren ist bei Miich
und Milchprodukten, auch bei Anwesenheit anderer
Zucker, anwendbar.

2 Begriffe
2.1 Lactosegehalt
Unter dem Lactosegehalt von Milch und Milchprodukten

wird der nach dieser Norm bestimmte Gehalt an Lactose
in g/100 g der Probe verstanden.

2.2 Galactosegehalt

Unter dem Galactosegehalt von Milch und Milchpro-
dukten wird der nach dieser Norm bestimmte Gehalt an
Galactose in g/100 g der Probe verstanden.

3 Kurzbeschreibung

In dem von Fett und Eiweil befreiten, warigen Extrakt
der Probe wird Lactose durch das Enzym [-Galactosidase
zu Glucose und Galactose gespalten. Galactose wird in
Gegenwart des Enzyms Galactose-Dehydrogenase durch
Nikotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) zu Galactonsaure
oxidiert. Die Menge der bei dieser Reaktion gebildeten
reduzierten Form des Nicotinamid-adenin-dinucleotids
(NADH) wird durch Messung des Extinktionsanstiegs in
der Probenlosung bei 340 nm bestimmt und ist der vor-
handenen Galactose proportional. in einem Parallel-
ansatz wird die vorhandene freie Galactose ohne Spaltung
der Lactose in gleicher Weise durch Oxidation zu Galac-
tonsdure bestimmt. Die Differenz der Extinktionen
zwischen der Probe, die mit §-Galactosidase behandelt
wurde, und der Probe ohne Spaltung der Lactose ist
proportional der aus Lactose freigesetzten Galactose und
somit auch dem Lactosegehalt der Probe.

4 Bezeichnung des Verfahrens

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung des Lactose-
und Galactosegehalts von Milch und Milchprodukten
nach dieser Norm (A):

Prifung DIN 10344 — A

5 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemi-
kalien zu verwenden. Das fiir die Probenldsung verwen-
dete Wasser mul mindestens die Reinheit von destil-
liertem Wasser haben. Zur Herstellung der Enzymldsungen
ist frisch bidestilliertes Wasser zu verwenden.

5.1 Zinksulfat-Losung

30g Zinksulfat, ZnSO4 - 7H20, werden mit Wasser zu
100 ml geldst.

5.2 Kaliumhexacyanoferrat(II)-Losung

159 Kaliumhexacyanoferrat(Il}, K4 [Fe(CN)g] - 3 H-0,
werden mit Wasser zu 100 ml gelost.

5.3 Natronlauge, Konzentration 0,25 mol/l

5.4 Citrat-Pufferlésung

2,849 Trinatriumcitrat-2-hydrat, 625 mg Magnesiumsulfat
(MgSO4 - 7H20) und 42 mg Citronensaure werden mit
40 ml bidestilliertem Wasser gelost. Der pH-Wert soll 6,6
betragen und wird gegebenenfalls mit einigen Tropfen
Schwefelsdure (Konzentration 2mol/l) oder Natron-
lauge (Konzentration 0,1 mol/l) eingestellt. Mit bidestil-
liertem Wasser wird auf 50 ml aufgefiilit.

Die Losung ist bei 4 °C 3 Monate lang haltbar.

5.5 Kaliumdiphosphat-Pufferlosung

8,3g Kaliumdiphosphat, K4P207, werden in 40 ml bi-
destilliertem Wasser geldst, mit Schwefelsaure (Konzen-
tration 2mol/l) wird der pH-Wert auf 8,6 eingestellt.
AnschlieBend wird mit Wasser auf 50 ml aufgefiillt.

Die Losung ist bei 4 °C 2 Monate lang haltbar.

5.6 Nicotinamid-adenin-dinucleotid(NAD)-L6sung
35 mg NAD werden in 7 mlL Citrat-Pufferldsung geldst.
Die Ldsung ist bei 4 °C mindestens 3 Wochen lang haltbar.
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5.7 [-Galactosidase-Suspension

aus E.coli, (EC 3.2.1.23); Kristallsuspension, 5 mg/ml in
Ammoniumsulfat-Lésung (Konzentration 2,2 mol/L),
30 U/mg (=~ 500 mkat/kg) 1)

Die Suspension ist bei 4 °C 12 Monate lang haltbar.

5.8 [-Galactose-Dehydrogenase-Suspension

aus Pseudomonas fluorescens, (EC 1.1.1.48); Suspension

5mg/ml in Ammoniumsulfat-Losung (Konzentration

2,2 mol/l}, 5 U/mg (=~ 83 mkat/kg) 1)

Die Suspension ist bei 4 °C 12 Monate lang haltbar.

Anmerkung: Es befinden sich Fertig-Reagenzien im
Handel, bei deren Verwendung die Arbeitsvor-
schrift der Praparatehersteller zu beriicksichtigen
ist.

6 Gerite

Bei der Verwendung von Mel3geraten sind die eichrecht-
lichen Vorschriften zu beachten.

6.1 Analysenwaage

6.2 Pipetten, zur enzymatischen Analyse geeignet,
Nennvolumen 2ml, 1 ml, 100 pl und 20 pl.

6.3 MeRkolben, Nennvolumen 100 ml
6.4 Faltenfilter, Nenndurchmesser 150 mm

6.5 Spektralphotometer, geeignet zum Messen bei

340 nm

Anmerkung: Es konnen auch Spektralphotometer, die
eine Messung bei 365 bzw. 334 nm {Hg-Lampen)
gestatten, verwendet werden. Die Extinktions-
koeffizienten fiir NADH (sieche Abschnitt 9.1)
betragen dann 3,4 bzw. 6,18 (L -mmol—1.cm—1).

6.6 MeBkiivetten, Schichtdicke 10 mm

7 Probenahme
Nach DIN 10327

8 Durchfithrung

8.1 Die Probe wird vor der Untersuchung gut durch-
gemischt, um eine reprasentative Untersuchungsprobe
zu erhalten.

1) Die Enzymaktivitat wird zur Zeit noch in Internatio-

nalen Einheiten (U) angegeben. 1U ist die Enzym-
aktivitdt, die bei einer Temperatur von 25°C unter
optimalen Bedingungen eine Substratmenge von
1 pmol Substrat je min umsetzt.
Die von der IUB (International Union of Biochemistry)
und der IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) empfohlene Einheit Katal (kat,
mkat, pkat, nkat usw.) hat sich in der Bundesrepublik
Deutschland noch nicht durchgesetzt. 1 U entspricht
zahlenmaBig = 16,7 nkat. Alle Bezeichnungen fir
Enzyme entsprechen den Empfehlungen der 1UB-
Commission of Enzymes (CE).

8.2 Etwa 1g der Probe werden auf £ 0,1 mg eingewogen
und in den MeBkolben gebracht. Pastdse Proben werden
in einer Reibschale mit Wasser vermengt und mit wenig
Wasser in den MeRkolben iibergespiilt. 50 ml Wasser
werden zugegeben und mit der Probe gut vermischt.
Anmerkung: Die Lactosekonzentration im Filtrat nach
Abschnitt 8.4 soll zwischen 0,05 und 1g/l liegen;
sind groBere oder kleinere Lactosemengen zu
erwarten, ist das Verhdltnis der Einwaage zur
GroBe des MeBkolbens entsprechend zu wihlen,

8.3 1ml der Zinksulfat-Lésung und 1 ml der Kalium-

hexacyanoferrat{Il)-Lésung werden nacheinander hinzu-

gegeben. Nach jeder Zugabe wird kraftig durchgeschiittelt.

Die Mischung wird mit Natronlauge gegen Indikator-

papier neutralisiert. Mit Wasser wird bis zur Marke auf-

gefiilit, der Kolbeninhalt durchgeschiittelt und 15 min
lang stehengelassen.

Anmerkung: Es kdnnen auch kleinere Mengen bzw. nied-
rigere Konzentrationen der Fallungsreagenzien
nach den Abschnitten 5.1 und 5.2 verwendet
werden, sofern sich klare Filtrate bei der Filtra-
tion ergeben (siehe Abschnitt 8.4).

8.4 Der Kolbeninhalt wird durch ein trockenes Falten-
filter filtriert. Falls erforderlich, wird nochmals filtriert,
bis sich ein klares Filtrat ergibt.

8.5 Blindwertbestimmung, Galactosebestimmung und
Lactosebestimmung werden parallel durchgefihrt.

8.5.1 Blindwertbestimmung

8.5.1.1 In eine Kiivette werden einpipettiert:
— 0,20 ml NAD/Citrat-Pufferldsung

— 0,02 ml S-Galactosidase-Suspension

— 1,00 mt Kaliumdiphosphat-Pufferlosung
— 2,00 ml Wasser, bidestilliert

Der Kivetteninhalt wird durchgemischt und etwa 15 min
lang stehengelassen.

8.5.1.2 Die Extinktion (E.g) der Losung wird im
Spektralphotometer bei 340 nm gegen Luft gemessen.

8.6.1.3 Es werden 0,02 ml der Galactose-Dehydro-
genase-Suspension in die Kiivette gegeben und mit dem
Inhalt vermischt. Das Reaktionsgemisch wird 30 min
lang stehengelassen.

8.5.1.4 Die Extinktion (E,p)} der Lsung wird im Spek-
tralphotometer bei 340 nm gegen Luft gemessen.

8.5.2 Galactosebestimmung

Es wird die freie Galactose erfa3t. Diese Bestimmung
kann entfallen, wenn keine freie Galactose in der Probe
vorhanden ist.

8.5.2.1 In eine zweite Kiivette werden einpipettiert:

— 0,20 mlL NAD/Citrat-Pufferlésung

— 0,10 mt Fiitrat

— 1,00 ml Kaliumdiphosphat-Pufferlésung

— 1,92 ml Wasser, bidestilliert

Der Kiivetteninhalt wird durchgemischt und etwa 15 min
lang stehengelassen.

8.6.2.2 Die Extinktion (E,g) der L&sung wird im
Spektralphotometer bei 340 nm gegen Luft gemessen.
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