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Determination of lactulose content of milk
Détermination de la teneur en lactulose dans le lait

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung des Gehaltes
an Lactulose von Milch fest. Der Lactulosegehalt dient zur
Charakterisierung der Warmebehandlung von Milch und
ermoglicht die Unterscheidung von pasteurisierter Milch,
UHT (ultrahocherhitzter)-Milch und Sterilmilch.

2 Begriff
Lactulosegehalt

Unter dem Lactulosegehalt von Milch wird der nach dem in
dieser Norm beschriebenen Verfahren bestimmte Gehalt an
Lactulose, angegeben in mg Lactulose je 100 g der Probe, ver-
standen.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

In dem von Fett und EiweiB befreiten, waBrigen Extrakt der
Probe werden die Disaccharide Lactose und Lactulose mit
Hilfe von B-D-Galactosidase (-Gal) in die jeweiligen Mono-
saccharide Galactose und Glucose bzw. Galactose und Fruc-
tose gespalten.

Die freigesetzte Fructose ist dem Gehalt an Lactulose dquiva-
lent.

-Gal
Lactose + H,O E“—_" Galactose + Glucose )

-Gal
Lactulose + H,O E—_’ Galactose + Fructose  (2)

Da Lactose in wesentlich gréBerer Menge in der Milch vor-
kommt als Lactulose, wiirde die nach der Spaltung vorhande-
ne Glucose die Fructosebestimmung stéren. Deshalb wird die
Glucose durch Glucoseoxidase (GOD) in Gegenwart von
Sauerstoff weitgehend zu Gluconséure oxidiert. Dadurch ist
es moglich, geringe Mengen Lactulose neben einem Uber-
schuB an Lactose zu bestimmen.

GOD
Glucose + H,0 + Oy = Gluconsaure + H,05 (3)

Das zunéchst zugesetzte und das im Verlauf von Reaktion (3)
entstehende Wasserstoffperoxid wird durch Katalase zer-
stort, wobei diese Reaktion gleichzeitig dazu beniitzt wird,
den fir die Oxidation der Glucose benétigten Sauerstoff
nachzuliefern.

Katalase
2H709 «——= 2H,0 + O,

(4)

Zusammenhang mit dem Amtlichen Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG L 01.00-31 siehe Erlduterungen.

Die restliche, nicht oxidierte Glucose und die aus der Spal-
tung der Lactulose vorhandene Fructose werden dann durch
Hexokinase (HK) in Gegenwart von Adenosintriphosphat
(ATP) phosphoryliert.

HK

Glucose + ATP = Glucose-6-P + ADP (5)

HK
Fructose + ATP = Fructose-6-P + ADP (6)

Das entstandene Glucose-6-phosphat wird durch Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) in Gegenwart von
NADP* zum 6-Phosphogluconat oxidiert (7), wobei die MeB-
groBe NADPH entsteht, deren Extinktion nach Beendigung
der Reaktion (7) bei 340 nm gemessen wird.

G6P-DH
Glucose-6-P + NADP* =—= 6-P-Gluconat

+ NADPH + H* 7)

Danach wird durch Zugabe des Enzyms Phosphogiucose-lso-
merase (PGl) Fructose-6-phosphat zu Glucose-6-phosphat
isomerisiert (8) und dieses nach Reaktion (7), wie beschrie-
ben, oxidiert. Durch das erneut entstehende NADPH steigt
die Extinktion an, die wieder bei 340 nm gemessen wird. Die
Extinktionsdifferenz ist proportional zum Gehalt an Fructose
und damit proportional zum Gehalt an Lactulose.

Fructose-G-P_i__q Glucose-6-P 8
Um zu vermeiden, daB eventuell vorliegende freie Fructose
bei der Bestimmung miterfaBt wird, fithrt man einen Blindwert
mit, dem keine B-Galactosidase zugefligt wird und dessen
Extinktionsdifferenz von der Extinktionsdifferenz der Probe
subtrahiert wird. Der so korrigierte Wert wird zur Berechnung
des Lactulosegehaltes herangezogen.

4 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das fur die

Probelosung verwendete Wasser muB mindestens die Rein-

heit von destilliertem Wasser aufweisen. Zur Herstellung der

Enzymldsungen und der Pufferldsungen ist frisch bidestillier-

tes Wasser zu verwenden.

Anmerkung 1: Fiir die zur Fructosebestimmung bendétigten
Reagenzien (siehe Abschnitt 4.5 bis Abschnitt 4.17)
befinden sich Fertigreagenzien im Handel, bei deren
Verwendung die Arbeitsvorschrift der Reagenzien-
hersteller zu beriicksichtigen ist.

Anmerkung 2: Alle Bezeichnungen fiir Enzyme entsprechen
den Empfehlungen der IUB (International Union of
Biochemistry) - Commission of Enzymes (CE).

Fortsetzung Seite 2 bis 4

NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
im DIN Deutsches Institut fiir Normung eV.
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4.1 Zinksulfat-Losung

30 g Zinksulfat, ZnSO, - 7H,0, werden mit Wasser zu 100 ml
gelost.

4.2 Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Losung

15 g Kaliumhexacyanoferrat (I}, K4 [Fe(CN)g] - 3 H,O, werden
mit Wasser zu 100 ml gelost.

4.3 Pufferlosung A, pH 7,5

480 g Di-Natriumhydrogenphosphat, Na,HPO,, 086 g
Natrium-dihydrogenphosphat, NaH,PO,4 - H2O, und 0,10 g
Magnesiumsulfat, Mg SO4 - 7H,0, werden in 80 ml Wasser
gelost. Falls erforderlich, wird der pH-Wert mit Natronlauge,
c(NaOH) =1 mol/l, auf 7,5 eingestellt. AnschlieBend wird auf
100 ml aufgefullt (ausreichend fur etwa 15 Ansétze).

4.4 Pufferlosung B, pH 7,6

14,0 g Triethanolamin-hydrochlorid und 0,25 g Magnesiumsul-
fat, Mg SO, - 7H, O, werden in 80 ml Wasser geldst. Falis erfor-
derlich, wird der pH-Wert mit Natronlauge, c(NaOH)=1mol/l,
auf 7,6 eingestellt und anschlieBend auf 100 ml aufgefiillt
(ausreichend fiir etwa 60 Anséatze).

4.5 Pufferlosung C

40 ml der Pufferlosung B nach Abschnitt 4.4 werden auf
100 ml verdunnt (ausreichend fir etwa 50 Ansatze).

4.6 Natriumhydrogencarbonat, NaHCO,
4.7 Wasserstoffperoxid-Losung, v = 30%1)
4.8 Octanol-1

4.9 Natronlaugen, c(NaOH)=0,33 mol/l,und c(NaOH) =
1 mol/l

4.10 [(-D-Galactosidase (-GAL)

aus E.coli (EC 3.2.1.23), Kristallsuspension, 5 mg/ml in Ammo-
niumsulfat-Losung (Konzentration 3,2 mol/l), 30 U/mg?)
(25 °C; Lactose als Substrat) bzw. 300 U/mg 2) (37 °C; 2-Nitro-
phenyl-p-D-galactosid als Substrat).

Die Suspension ist bei 4 °C 1 Jahr haltbar.

4.11 Glucose-Oxidase (GOD)

aus Aspergillus niger (EC 1.1.3.4), Reinheitsgrad Il, Lyophilisat,
200 U/mg 2) (25 °C) bzw. 230 U/mg2) (37 °C; Glucose als Sub-
strat).

Das Enzym ist bei 4 °C mindestens 1 Jahr haltbar.

4.12 Oxidationslosung

20 mg Glucose-Oxidase nach Abschnitt 4.11 in 1 ml Wasser
losen.

Die L6sung ist unmittelbar vor Gebrauch frisch herzustellen.

4.13 Katalase

aus Rinderleber (EC 1.11.1.6), Kristallsuspension, 20 mg/mt in
Wasser (stabilisiert), 65 KU/mg?2) (25 °C, H,O, als Substrat).
Die Losung ist bei 4 °C 1 Jahr haltbar.

1) Massenanteil

2) Die Enzymaktivitat wird zur Zeit noch in Internationalen
Einheiten (U) angegeben. 1 U ist die Enzymaktivitét, die bei
einer Temperatur von 25 °C unter optimalen Bedingungen
eine Substratmenge von 1 pmol je min umsetzt.

4.14 Hexokinase(HK)/Glucose-6-phosphat-Dehy-
drogenase(G6P-DH)-Enzymgemisch

aus Hefe (EC 2.7.1.1 und EC 1.1.1.49), Suspension in Ammo-

niumsulfat-Losung, ¢ = 3,2 mol/l 1), HK: 2 mg/ml, 140 U/mg?2)

(25°C, Glucose und ATP als Substrate) G6P-DH: 1 mg/ml,

140 U/mg?) (Glucose-6-phosphat als Substrat).

Das Enzymgemisch ist bei 4 °C 1 Jahr haltbar.

4.15 Phosphoglucose-lsomerase (PGl)-Suspen-
sion
aus Hefe (EC 5.3.1.9)

Suspension in Ammoniumsulfat-Lésung, ¢ = 3,2 mol/l 1),
2 mg/ml, 350 U/mg?2) (25 °C; Fructose-6-phosphat als Sub-
strat).

Die Suspension ist bei 4 °C aufzubewahren und nicht langer
als 1 Jahr verwendbar.

4.16 Adenosin-5’-triphosphat(ATP)-Losung

50 mg Adenosin-5'-triphosphat-Dinatriumsalz und 50 mg
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3, in 1 ml Wasser Idsen.

Die Losung ist bei 4 °C aufzubewahren und nicht langer als
3 Wochen verwendbar.

4.17 Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat
(NADP)-Losung

10 mg Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat-Dinatrium-
salz in 1 ml Wasser |6sen.

Die L6sung ist bei 4 °C aufzubewahren und nicht langer als
3 Wochen verwendbar.

5 Geriate
5.1 Analysenwaage

5.2 MeBkolben, Nennvolumen 10 ml, 20 mi, 100 ml
5.3 Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 50 ml
5.4 Trichter, Nenndurchmesser 55 mm

5.5 Faltenfilter, Nenndurchmesser 125 mm und Nenn-
durchmesser 70 mm

5.6 Wasserbad oder Trockenschrank, einstellbar auf
40+ 2)°C

5.7 Spektralphotometer, geeignet zum Messen bei
340 nm.

Anmerkung: Es kénnen auch Spektrallinien-Filterphotome-
ter, die eine Messung bei 365 bzw. 334 nm (Hg-Lam-
pen) gestatten, verwendet werden. Die Extinktions-
koeffizienten flir NADPH (siehe Abschnitt 8.1) betra-
gen dann 3,5 bzw. 6,18 (L - mmol™ - cm™).

5.8 MeBkiivetten, Schichtdicke 10 mm

5.9 Pipetten, zur enzymatischen Analyse geeignet, Nenn-
volumen 20 pl, 50 pl, 100 pl, 500 ut, 1 mL, 2 m(, 5 ml, 10 ml

5.10 MeBpipette, 2 ml, 10 ml

6 Probenahme
Nach DIN 10 327 (z. Z. Entwurf)
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