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摘　要　提出的牛乳乳果糖含量测定的快速酶法 ,在 ISO标准酶法基础上改变了乳果糖水解步骤 ,即培养时间 1

h ,培养温度 50 ℃,β2半乳糖苷酶添加量 300 U。试验结果表明 ,该法牛乳乳果糖平均回收率 9816 % ,相对标准偏差

< 5 % ,且将乳果糖含量测定周期缩短至 6 h ( ISO标准酶法为 15 h)。对 35种市场随机采购的 U HT灭菌乳进行的

快速酶法与 ISO标准酶法对比试验结果表明 ,牛乳乳果糖含量测定结果差异不显著 ( P = 0133) ;带菌条件下 (未使

用无菌工作台 ,实验室及试验器皿未进行紫外消毒) ,快速酶法测定的乳果糖质量浓度比 ISO标准酶法高 4 %～

20 %( P < 0101) ,说明 ISO标准酶法测定过程中样品受微生物影响 ,而快速酶法没有受到微生物影响。对生鲜牛

乳、奶粉、巴氏杀菌乳及 U HT灭菌乳中乳果糖含量的测定结果表明 ,快速酶法适于不同加工工艺牛乳乳果糖含量

的测定。快速酶法测定周期短、结果准确 ,适于批量样品测定。该法降低了微生物污染的几率 ,在操作环境不能达

到无菌要求时应采用快速酶法。
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Rapid enzyme determination of lactulo se in milk
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Abstract　A new ass ay for the determination of lactulos e in milk s amples was develop ed by optimizing the previous ISO

enzyme method. Lactulos e was hydrolyzed into fructos e and galactos e at 50 ℃for 1 h byβ2galactosidase of 300 units in

this proposed method. The recovery efficiency of the new method was 9816 % and RSD < 5 %. The new method can

highly reduce the te sting time from 15 h to 6 h. There was no significant difference for lactulose in 35 commercial milk

sample s between this new method and ISO method ( P = 0133) . Under the pollution of potential microorganism condi2
tions (without the use of sterile workstations , laboratory and pilot ve ssels did not conduct UV disinfection) , the concen2
tration of lactulose detected by the new method was higher than that by the ISO method ( P < 0101) . It indicate s that

the milk sample s are affected by the microorganisms in the proce ss of the determination of lactulose in milk sample s by

ISO method , but not by the new method. Re sults showed that it was suitable for the determination of lactulose in milk

sample s subjected to heat treatments of different intensity , such as raw milk , pasteurized milk and UHT milk. The new

method is rapid and accurate , and can prevent microbial contamination effectively. When an aseptic operating environ2
ment can not be achieved , the new method is a good choice .
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　　乳果糖是衡量牛乳加热温度和判定复原乳的重

要指标[122 ]。生乳加热灭菌过程会造成蛋白质和脂

类的水解和部分维生素的损失 ,会破坏矿物元素的

平衡及热敏性生物活性物质 ,以及发生梅拉德反应

等 ,影响牛乳及其产品的品质[3 ]。许多国家以及国

际组织都选用一些与热处理强度相关的指标来衡量
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液态乳的热损害程度 ,评价液态乳加工质量[4 ] ,乳

果糖就是其中重要的指标。

目前 ,乳果糖含量的测定有气相色谱法[5 ]、高

效液相色谱法[6 ]、荧光法[7 ]、微分 p H 计法[8 ]和酶

法[9 ]等 ,其中高效液相色谱法和酶法较为成熟 ,国

际标准化组织 ( ISO)和国际乳品联合会 ( IDF)相继

颁布了这 2 种方法的检测标准《Heat2t reated Milk2
determination of Lactulose Content2method Using

High2performance2liquid Chromatography 》 ( ISO

1186821997 ) [6 ]和《Milk2determination of Lactulose

Content2Enzymatic Method》( ISO 1128522004) (下称

ISO标准酶法) [9 ]。其中高效液相色谱法乳果糖检

出限大于 200 mg/ L [6 ] ,不利于低浓度乳果糖样品的

检测。ISO标准酶法虽准确度高、检出限低 ,但其关

键步骤 ,“利用β2半乳糖苷酶水解乳果糖”的培养温
度为 40 ℃[9 ] ,而牛乳中绝大多数微生物最适生长温

度一般为 20～45 ℃。笔者采用该方法对牛乳中乳

果糖含量进行测定时发现 ,若试验器皿洁净度不高 ,

或试验环境中微生物较多 ,极易产生微生物污染而

导致乳果糖测定值偏低 ;此外该方法测定周期过长

(15 h) [10 ] ,不利于进行批量测定。

根据酶促反应动力学原理 ,升高培养温度和加

大酶的添加量可加速酶的反应速度。已有研究证

明 :温度越高、酶添加量越大 ,乳果糖完全水解所需

培养时间越短[10 ] ;多种β2半乳糖苷酶对乳糖水解作
用的最适宜温度为 43～53 ℃,较低温度会影响果糖

的生成[11 ] ;米曲霉来源的β2半乳糖苷酶的最适温度
为 55 ℃[12 ]。这些研究结果皆与 ISO标准酶法中乳

果糖水解温度、时间等条件不一致。

为此 ,本研究参照 ISO 标准酶法及上述研究 ,

对 ISO标准酶法中乳果糖水解步骤进行了改进 ,提

出一种牛乳乳果糖含量的酶法快速测定方法 (下称

快速酶法) 。

1　材料与方法

111　材料

试验用牛乳样品有 :生鲜牛乳 ,由中国农业科学

院北京畜牧兽医研究所试验牛场提供 ;巴氏杀菌乳

和 U HT灭菌乳 ,购自家乐福超市 ;工业奶粉 ,市场

购买 ,按照总固形物质量分数 12 %配制成复原乳。

112　主要试剂与仪器

主要试剂包括 :β2半乳糖苷酶 (β2Galactosidase ,

EC31211123 ,Sigma G5160) 、葡萄糖氧化酶 ( Glucose

oxidase ( GOD ) , f rom Aspergillus niger , EC

1111314 ,Fluka 49180) 、过氧化氢酶 ( Catalase , EC

11111116 ,Fluka 60630) 、己糖激酶和葡萄糖262磷酸
脱氢酶 ( Hexokinase and Glucose262phosphate Dehy2
drogenase , EC 2171111 + 11111149 , Sigma H8629) 、

磷酸葡萄糖异构酶 ( Phosphoglucose isomerase ,

PGI , EC 5131119 , Sigma F2688) 。其他试剂均为

分析纯。

主要仪器为紫外/可见光分光光度计 Beckman2
DU800和生化培养箱 Cole2Parmer 39050265。

113　试验方法

快速酶法的试剂配制、试验步骤及结果计算 ,除

乳果糖水解步骤外均与 ISO酶法相同。

1)回收率测定。在新鲜生乳中添加不同质量浓

度(5～600 mg/ L )的乳果糖标准液 ,采用快速酶法

进行乳果糖标准回收率测定 ,检测该方法的可行性。

2)快速酶法与 ISO 标准酶法比较。对市场上

随机采购的 U HT灭菌乳进行快速酶法与 ISO标准

酶法对比试验 ,其结果采用配对样品 t 检验法进行

统计 ,分析试验环境对 2种方法的影响。

3)快速酶法的实际应用。采用快速酶法对各种

牛乳样品乳果糖含量进行测定 ,探讨该方法的实际

应用效果。

乳果糖水解步骤如下。

快速酶法 :取样品澄清液 5100 mL 放入 10 mL

容量瓶中 ,加入 300 Uβ2半乳糖苷酶悬浮液 ,摇匀 ,

加盖 ,50 ℃培养 1 h。

ISO酶法 :取样品澄清液 5100 mL 放入 10 mL

容量瓶中 ,加入 75 Uβ2半乳糖苷酶悬浮液 ,摇匀 ,加

盖 ,40 ℃培养 10 h。

114　数据统计分析

采用 SAS910 数理统计软件进行数据处理 ,所

有数据均为平均值±标准差。对比试验数据采用配

对法 t 检验法。

2　试验结果与讨论

211　回收率的测定

从表 1 可以看出 ,当牛乳中加入的乳果糖标准

溶液质量浓度低于 30 mg/ L 时 ,回收率为 85 %～

115 % ,相对标准偏差 > 5 % ;质量浓度高于 30 mg/ L

时 ,回收率为 95 %～105 % ,相对标准偏差 < 5 %。

平均回收率为 9816 %。该方法的准确性可满足测

定不同牛乳样品中乳果糖的需要。
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表 1　牛乳乳果糖回收率测定结果 ( n = 3)

Table 1　Recoveries of different amounts of lactulose added to raw milk ( n = 3)

乳果糖质量浓度/ (mg/ L)

标准溶液 实测结果
回收率/ %

相对标准

偏差/ %

5 4. 32±0. 24 86. 38 10. 34

10 11. 17±1. 55 111. 73 7. 83

20 22. 77±10. 24 113. 84 9. 15

30 31. 55±1. 65 105. 15 3. 55

50 49. 92±0. 52 99. 85 0. 11

100 100. 95±0. 57 100. 95 0. 67

150 149. 52±1. 79 99. 68 0. 23

200 200. 47±0. 51 100. 24 0. 17

300 291. 51±1. 99 97. 17 2. 03

400 382. 50±0. 98 95. 62 3. 16

500 478. 44±4. 71 95. 69 3. 12

600 595. 25±2. 61 99. 21 0. 56

212　快速酶法与 ISO标准酶法对比试验

对 35 种市场随机采购的 U HT灭菌乳进行快

速酶法与 ISO标准酶法对比试验 ,乳果糖质量浓度

测定结果分别为 ( 361168 ±15199) 和 ( 361106 ±

15114) mg/ L ,标准误差 SE = 117 ,差异不显著 ( P >

0105) 。

为了探讨微生物对乳果糖测定产生的影响 ,对

相同 U HT灭菌乳样品 ( n = 26)同时进行 2 种方法

的乳果糖测定 ,试验采取粗放型操作 (不采用无菌工

作台 ,实验室和所用器皿没有用紫外线杀菌 ,所有试

剂配制和试验用水皆为蒸馏水 ,没有进行灭菌) 。采

用 ISO标准酶法测定的样品乳果糖水解培养 10 h

取出后容量瓶中可见絮状沉淀 ,溶液混浊 ;而采用快

速酶法的样品乳果糖水解培养 1 h取出后容量瓶内

液体澄清 ,无絮状沉淀。快速酶法和 ISO标准酶法

测定的乳果糖质量浓度分别为 (43919 ±2212)和

(39913±2313) mg/ L , SE = 311 ,差异极显著 ( P <

0101) 。快速酶法测定的乳果糖质量浓度普遍比

ISO标准酶法高 4 %～20 % ,说明 ISO 标准酶法测

定过程中 ,牛乳中存在的或被外界条件感染的中温

微生物大量繁殖 ,并在此过程中吞噬糖类 ,从而使结

果偏低 ;而快速酶法测定过程中样品没有受微生物

的影响而产生污染。在操作环境不能达到无菌要求

时 ,应采用快速酶法。

213　快速酶法在乳果糖含量检测中的应用

利用快速酶法对市场上购买的不同种类牛乳和

自己制备的不同加工工艺的牛乳样品进行测定 ,检

验结果见图 1。乳果糖质量浓度检测结果与国外相

关文献报道一致[5 ,8 ,13 ] ,说明快速酶法可以准确测

出包括生鲜牛乳和巴氏杀菌乳在内的不同加工工艺

牛乳的乳果糖含量 ;同时 ,可用乳果糖质量浓度作为

指标区分巴氏杀菌乳和 U HT灭菌乳。

图 1　不同种类牛乳中乳果糖质量浓度的分布

Fig. 1　Concentrations of lactulose in different kinds of milks

3　结　论

本文中提出的牛乳乳果糖含量测定的快速酶法

检测速度较快 , 与 ISO标准酶法相比 ,将样品整个

测定周期由 15 h缩短为 6 h ;由于提高了培养温度 ,

缩短了培养时间 ,降低了微生物污染几率 ,不易造成

检测误差。快速酶法适用于批量样品测定 ,并且满

足不同加工工艺牛乳乳果糖含量的测定要求。
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