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ROZHODNUTIE RADY
zo 14. novembra 1992,

stanovujiice metddy analyzy a skdsok tepelne oSetreného mlieka urceného na priamu ludskd
spotrebu

(92/608/EHS)

RADA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zalozeni Eurépskeho hospodarskeho
spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 85/397[ES z 5. augusta 1985
o zdravotnych a veterindrnych problémoch ovplyviujiicich
obchod s tepelne osetrenym mliekom vnttri spolocenstva ('),
najmd na jej ¢ldnok 11 ods. 6,

so zretelom na navrh Komisie,

kedze podla ¢lanku 11 ods. 6 smernice 85/397/EHS ma Rada
ustanovit podrobné opatrenia na vykon kontrol ustanovenych
v ¢lanku 11 ods. 2; kedZe dcelom tychto kontrol, ktoré vyko-
ndvaji prevadzkarne pod dohladom a zodpovednostou drad-
ného orgdnu a s pravidelnymi kontrolami zo strany tohto
tiradného organu, je zabezpecit stlad s poziadavkami smernice
85/397[EHS, a najmi poziadaviek, ktoré st ustanovené v jej
¢lanku 3 (A) ods. 3;

kedZe sti¢astou ustanovenia postupov kontrol je urcenie metdd,
ktoré sa majti pouzivat pri realizdcii tychto kontrol;

kedZe sa musia predpisat metddy stanovenia celkového obsahu
sudiny, obsahu tuku, obsahu beztukovej susiny, celkového
obsahu dusika, obsahu bielkovin a hustoty tepelne o$etreného
mlieka ur¢eného na priamu ludskd spotrebu;

() U. v. ES L 226, 24.8.1985, s. 13, naposledy zmenené a doplnené
smernicou 89/662/EHS (U. v. ES L 395, 30.12.1989, s. 13).

kedze z technickych dovodov je pociatocnou poziadavkou
ustanovit referenéné metddy analyzy a skusok, ktorymi sa ma
zabezpedit plnenie noriem predpisanych v ¢lanku 3 (A) ods. 3
smernice 85/397/EHS; kedZe je obzvldst dolezité vypracovat
§tidiu podmienok, v ktorych sa pouzivaji rutinné metédy
analyzy a skasok; kedZe dovtedy, kym nebude zndmy vysledok
tejto Studie, je povinnostou prislusnych organov dohliadat na
to, aby sa pouzivali vhodné rutinné metdédy s cielom zabez-
pecit plnenie uvedenych noriem;

kedze sacastou urcenia vySSie uvedenych metéd je najmi
urCenie analytickych postupov a stanovenie kritérii spolahli-
vosti, ¢im sa zabezpedi jednotny vyklad vysledkov,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTIE:

Clanok 1

Metédy analyzy a skasok tepelne oSetreného mlieka:

— stanovenie celkového obsahu susiny,

— stanovenie obsahu tuku,

— stanovenie celkového obsahu beztukovej susiny,

— stanovenie celkového obsahu dusika,

— stanovenie obsahu bielkovin,

— stanovenie mernej hmotnosti.
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Cldnok 2 Cldnok 4

. . i i » Toto rozhodnutie je adresované ¢lenskym $tdtom.
Implementdcia referenénych metéd analyzy a skasok, stano-
venie kritérii spolahlivosti a zber vzoriek sa musia vykondvat

podla pravidiel ustanovenych v prilohe L.
V Bruseli 14. novembra 1992

Za Radu
predseda
J. GUMMER

Cldnok 3

Metddy uvedené v ¢lanku 1 st ustanovené v prilohe II.
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2.2.

3.1.

3.2,

4.2.

5.1.

5.1.1.

PRILOHA I

VSEOBECNE USTANOVENIA

UvoD

Sa opisané viecobecné ustanovenia tykajice sa ¢inidiel, vybavenia, vyjadrenia vysledkov, presnosti a sprdv
o skaske. Prislusné orgdny clenskych $titov a oprdvnené laboratérid zodpovedné za odber vzorick a skasky
mlieka musia tieto ustanovenia re§pektovat.

CINIDLA

Voda

Vidy, ked sa uvddza voda na tcely vytvdrania roztokov, zriedovania alebo oplachovania, pouziva sa destilovand
voda, deionizovand voda alebo demineralizovand voda s asponl rovnocennou Cistotou, pokial nie je stanovené
inak.

Vzdy, ked sa uvddza ,roztok“ alebo ,zriedenie* bez dalsich ddajov, rozumie sa ,vodny roztok* alebo ,zriedenie
vodou*.
Chemikdlie

Vsetky chemikdlie maji uznand analytickd kvalitu, pokial nie je stanovené inak.

VYBAVENIE

Zoznam vybavenia

Zoznam vybavenia uvddzany pri roznych referenénych metédach obsahuje len tie polozky, ktoré maji
$pecidlne pouzitie a polozky podla konkrétnej Specifikdcie.

Analytické vihy

4Analytické vahy* sti vahy schopné merat hmotnost s presnostou na 0,1 mg.

VYJADRENIE VYSLEDKOV
Vysledky

Pokial nie je stanovené inak, vysledky uvddzané v sprave o skiiske (6) st stredné aritmetické hodnoty ziskané
z dvoch skusok, ktoré splnaju kritérium opakovatelnosti (5.1.1.) stanovené pre dant metodu. Ak kritérium
opakovatelnosti nie je splnené, skdska sa musi podla moznosti zopakovat alebo vysledok sa musi vyhldsit za
neplatny.

Vypocet percentudlnych hodnot

Okrem pripadov, ked je stanovené inak, je vysledok vypocitany v percentdch hmotnosti vzorky.

KRITERIA PRESNOSTI: OPAKOVATELNOST A REPRODUKOVATELNOST
Kritérid presnosti uvadzané v kazdej metdde st definované takto:

Opakovatelnost (r) je hodnota, pod ktorou sa nachddza absolitny rozdiel medzi vysledkami dvoch jednotlivych
skasok, ziskanymi tym istym postupom na zhodnom skdsobnom materidle, v rovnakych podmienkach (ten isty
operator, tie isté pristroje, to isté laboratérium a kratky casovy interval).

Reprodukovatelnost (R) je hodnota, pod ktorou sa nachddza absolitny rozdiel medzi vysledkami dvoch jednotli-
vych skasok ziskanymi tym istym postupom na zhodnom skiSobnom materidle, v roznych podmienkach
(r6zni operdtori, rozne pristroje, rozne laboratdrid afalebo rézne Casy).

Pokial nie je stanovené inak, pre kazdu jednotlivii metddu predstavuji hodnoty kritérii opakovatelnosti a repro-
dukovatelnosti kazdého postupu intervaly spolahlivosti 95 % podla definicie v I1SO 5725: 2. vydanie, 1986.

Potrebné porovnavacie skisky a Stddie by sa mali pldnovat a vykondvat v silade medzindrodnymi smerni-
cami.

SPRAVA O SKUSKE

V sprave o skaske sa uvddza pouzitd metéda analyzy, ako aj ziskané vysledky. Sprava okrem toho obsahuje
vietky podrobnosti pouzitého postupu, ktoré nie st stanovené v metdde analyzy, alebo ktoré st nepovinné,
ako aj vietky ostatné okolnosti, ktoré mohli ovplyvnit ziskané vysledky. V sprave o skuske sa uvddzaji vsetky
informdcie potrebné na tplnd identifikdciu vzorky.
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1. ODBER VZORIEK Z TEPELNE OSETRENEHO MLIEKA

1. ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Tento postup stanovuje referenénti metédu odberu, prepravy a skladovania vzoriek tepelne osetreného mlieka.

2. VSEOBECNE

Odber vzoriek z tepelne osetreného mlieka v cisternéch atd., vykondva skiseny operator, ktory predtym, nez
zacal odoberat vzorky mlieka, absolvoval vhodny vycvik.

Ak to prislusné organy alebo skasobné laboratérium uznaji za vhodné, vykonaji instruktdz pracovnikov
odberu vzoriek o technikich odberu vzoriek, aby zabezpecili, Ze vzorka bude reprezentativna pre celd dévku
a v sulade s nou.

Ak to prislusné organy alebo skasobné laboratérium uznaji za vhodné, vykonaji instruktdz pracovnikov
odberu vzoriek o oznacovani vzoriek, aby zabezpeili jednozna¢nd identitu vzoriek.

3. ZARIADENIA NA ODBER VZORIEK
3.1. Vseobecne

Zariadenia na odber vzoriek st vyrobené z nerezovej ocele alebo iného vhodného materidlu s primeranou
pevnostou a konstrukciou vhodnou na urceny tcel (miesanie, odber vzoriek atd’). Piesty a miesace na miesanie
kvapalin v nddobdch maji dostato¢ne velkii plochu na to, aby zabezpec1l1 primerané premieSanie vyrobku, ale
bez toho, aby sposobili vznik zatuchnutej chuti. Naberacky musia mat pevni rukovit a dostatocnt dlzku, ktord
umoziuje ziskat vzorku z akejkolvek hlbky nddoby. Objem naberacky nesmie byt mensi nez 50 ml.

Nédoby na vzorky a ich uzdvery by mali byt zo skla, vhodnych kovov alebo plastickych hmot.

Materidly, z ktorych s skonstruované zariadenia na odber vzoriek (vritane nddob a ich uzdverov), nesmi
sposobit Ziadnu zmenu, ktord by mohla ovplyvnit vysledky skasok. Vsetky povrchy zariadeni na odber vzoriek
a nddob na vzorky su Cisté a suché, hladké a bez prasklin a rohy st zaoblené.

4, TECHNIKA ODBERU VZORIEK
4.1. Vseobecne

Bez ohladu na skisky, ktoré sa majii vykonat, mlieko sa pred odberom vzoriek dokladne zamie$a bud manudlne
alebo mechanickymi prostriedkami.

Vzorka sa odoberie okamzite po zamieani pokial je mlieko este zerené.

Objem vzorky je primerany poziadavkdm skiisky. Pouzité nddoby na vzorky maja taky objem, aby sa vzorkou
takmer celkom naplnili, ¢im sa umozni riadne premiesanie ich obsahu pred zaciatkom skusky, ale zabrani sa
mateniu v priebehu prepravy.

42.  Manuiélny odber vzoriek

4.2.1. Odber vzorky z rozdeleného mnozstva

Ak sa mnozstvo mlieka, z ktorého sa ma odobrat vzorka, nachddza vo viac nez jednej nddobe, odoberte repre-
zentativnu vzorku z kazdej nddoby a zaznamenajte si mnozstvo mlieka, ku ktorému kazdd vzorka patri. Pokial
sa vzorky z kazdej nddoby nemaji skusat jednotlivo, zmieSajte Casti tychto reprezentativnych mnoZzstiev
s objemami, ktoré st Gmerné mnoZstvu v tej nddobe, z ktorej bola kazdd vzorka odobratd. Po zmiesani
odoberte vzorku (vzorky) z tychto spojenych dmernych mnozstiev.

4.2.2. Odber vzoriek z velkjch nddob — Skladovacie nddrZe, Zeleznicné a automobilové cisterny
4.2.2.1. Pred odberom vzorky mlieko vhodnym postupom premiesajte.

Na premiesanie obsahu velkych nddob alebo skladovacich nddrzi, Zelezni¢nych alebo automobilovych cisterien
sa odporica pouzit mechanické miesanie (4.2.2.2.).

Rozsah miesania je dmerny dobe, po ktort bolo mlicko v pokoji. Musi sa preukdzat, Ze Gcinnost pouzitého
postupu miesania je za akychkolvek konkrétnych okolnosti primerand dcelom plinovanej analyzy; kritérium
Gcinnosti miesania vyznamne ovplyviiuje podobnost medzi analytickymi vysledkami ziskanymi zo vzoriek
odobratych bud z roznych casti zésielok alebo z vystupu z nddrze v prislusnych casovych intervaloch v prie-
behu vypustania. Postup mieSania mlicka (neoSetreného mlieka alebo plnotu¢ného mlieka) sa povazuje za
Gcinny, ak je rozdiel obsahu tuku v dvoch vzorkich odobratych v tychto podmienkach mensi nez 0,1 %.
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Vo velkej nddobe so spodnym vypustnym otvorom sa modZe v mieste vypustania nachddzat malé mnozstvo
mlieka, ktoré dokonca ani po premiesani nie je reprezentativne pre cely obsah. Z tohto dovodu by sa mali
vzorky prednostne odoberat cez kontrolny otvor. Ak sa vzorky odoberajii z vypustného otvoru, md sa nechat
odtiect dostato¢né mnozstvo mlieka, aby sa zabezpecila reprezentativnost vzoriek pre celok.

4.2.2.2. Obsah velkych nddob alebo skladovacich nddrzi, Zelezni¢nych alebo automobilovych cisterien je mozné miesat:
— mechanickym miesacom zabudovanym do nddrzi a pohdnanym elektromotorom,

— vrtulou alebo miesa¢om pohdnanym elektromotorom a umiestnenym na kontrolnom otvore, pricom
miesac je zaveseny v mlieku,

— v pripade Zelezni¢nych alebo automobilovych cisterien recirkuldciou mlieka cez prepravnt hadicu pripo-
jent k vypustacim cerpadldm cisterien a vloZent cez kontrolny otvor,

— distym filtrovanym stlacenym vzduchom. Aby sa v tomto pripade zabréanilo vzniku zatuchnutej chuti, mal
by sa pouzit minimdlny tlak a objem vzduchu.

4.3. Odber vzoriek z tepelne oSetreného mlieka uréeného na priamu spotrebu v maloobchodnych obaloch

Vzorkami tepelne oSetreného mlieka uréeného na priamu spotrebu v maloobchodnych obaloch st celé herme-
tické balenia. Ak je to mozné, vzorky sa musia odobrat z baliaceho stroja alebo z chladnej miestnosti v osetro-
vacej prevadzke ¢o najskor po spracovani (v pripade pasterizovaného mlieka v ten isty den, v ktorom bolo
spracované).

Odoberaju sa vzorky kazdého druhu tepelne osetreného mlieka (pasteurizované, ultra vysoko ohriate a sterili-
zované) v poctoch zodpovedajiicich skdskam, ktoré budd vykonané a v silade s pokynmi vydanymi ski-
Sobnym laboratériom alebo prislusnym orgdnom.

5. IDENTIFIKACIA VZORKY

Vzorka sa oznadi identifikacnym kdédom na zdklade pokynov vydanych skasobnym laboratériom alebo
prislusnym orgdnom tak, aby sa dala lahko identifikovat.

6. KONZERVACIA, PREPRAVA A SKLADOVANIE VZORIEK

Podla druhu mlieka a pouzitého postupu analyzy vypracuje skiSobné laboratérium v stlade s prislusnym
vnutrodtitnym orgdnom pokyny tykajiice sa podmienok konzervacie (chemickd, tepelnd), prepravy, skladovania
a casu medzi odberom vzorky a analyzou mlieka.

V pokynoch st zahrnuté tieto body:

— V priebehu prepravy a skladovania sa musia prijat také bezpecnostné opatrenia, aby sa zabrénilo styku
s kontaminujicimi zdpachmi a styku s priamym slne¢nym svetlom. Ak je pouzitdi nddoba na vzorky
priehladnd, musf sa skladovat na tmavom mieste.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

6.1.

6.2.

6.3.

PRILOHA I

STANOVENIE CELKOVEHO OBSAHU SUSINY

ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Tento postup urcuje referencnd metddu stanovenia celkového obsahu susiny v mlieku.

DEFINICIA

Celkovy obsah susiny: Hmota, ktord zostane po skonceni stanoveného postupu sudenia, vyjadrend vo forme
percent hmotnosti.

PRINCIP

Odparenie vody zo skasobného mnozstva pri teplote 102 = 2 °C v susiacej peci.

PRISTROJOVE VYBAVENIE A LABORATORNE SKLO

Obvyklé laboratérne vybavenie, a najma:

Analytické vihy

Exikdtor vybaveny tcinnym desikdtorom (napriklad cerstvo vysuseny silikagel s indikdtorom obsahu vody).
Susiaca pec, ventilovand, termostaticky regulovand na teplotu 102 = 2 °C v celom jej pracovnom priestore.

Néadoby s plochym dnom s vyskou 20 az 25 cm, priemerom 50 az 75 mm a z vhodného materidlu vyba-
vené dobre tesniacimi, lahko odnimatelnymi vekami.

Kdpel' s vriacou vodou

Homogenizitor

PRIPRAVA SKUSOBNE] VZORKY

Ohrejte vzorku mlieka na teplotu 20 az 25 °C. Dokladne zamiesajte, aby ste zabezpecili homogénne rozloZenie
tuku v celej vzorke. Dajte pozor, aby ste nemiesali tak prudko, Ze by ste sposobili spenenie mlicka a mutenie
tuku. Ak zistite, Ze je tazké rozptylit vrstvu smotany, vzorku pomaly ohrejte na teplotu od 25 do 40 °C
a opatrnym mieSanim vmieSajte vietku smotanu priliehajicu k nddobe do mlieka. Vzorku rychlo ochladte na
teplotu 20 az 25 °C.

Podla potreby mozete na rozptylenie tuku pouzit homogenizdtor.

Ak vzorka obsahuje oddeleny kvapalny tuk alebo viditelné oddelené biele Castice nepravidelného tvaru prilieha-
juce k stendm néddoby, nie je mozné ocakdvat presné vysledky.

POSTUP

Priprava nddoby

Najmenej 30 mintt ohrievajte nidobu (4.4.) s vekom polozenym vedla nej v peci (4.3.) regulovanej na teplotu
102 + 2 °C. Polozte veko na nddobu a ihned ju preneste do exikdtora (4.2.), nechajte ju vychladnit na izbovi
teplotu (t. j. ochladzujte ju najmenej 30 mindt) a odvéZzte ju s presnostou na najblizsiu 0,1 mg.

SkiiSobné mnozstvo

Thned navdite 3 az 5 g pripravenej skdsobnej vzorky (5.) s presnostou na najblizsiu 0,1 mg do pripravenej
nadoby (6.1.).

Stanovenie obsahu

Nédobu vopred vysusujte 30 mintt ohrievanim v kipeli s vriacou vodou (4.5.).
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7.1.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

4.1.

Ohrievajte nidobu s vekom polozenym vedla nej v peci (4.3.) regulovanej na teplotu 102 + 2 °C po dobu 2
hodin. PoloZte veko na nddobu a vyberte ju z pece.

Nechajte ju vychladnat v exikdtore (4.2.) na izbovd teplotu (t. j. najmenej 30 minit) a odvdzte ju s presnostou
na najblizsiu 0,1 mg.

Nddobu znovu ohrievajte s vekom poloZenym vedla nej v peci po dobu jednej hodiny. Polozte veko na nddobu
a vyberte ju z pece. Nechajte ju ochladnit priblizne po dobu 30 mintt v exikdtore a odvazte ju s presnostou
na najblizsiu 0,1 mg.

Opakujte operdcie opisané v bode 6.3.4 dovtedy, kym rozdiel hmotnosti zistenych pri dvoch po sebe iddcich
vazeniach neklesne pod 0,5 mg. Zaznamenajte najnizsiu hmotnost.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Vypocet a vzorec

Vypocitajte celkovy obsah susiny v percentdch hmotnosti zo vzorca:
m; - My
m; - My

Wi = x 100

kde

W, = celkovy obsah susiny v g na 100 g,

m, = hmotnost nddoby a veka (pozri 6.1.), v gramoch,

m, = hmotnost nddoby, veka a skidobného mnozstva (pozri 6.2.), v gramoch,

m, = hmotnost nddoby, veka a vysuseného skisobného mnozstva (pozri 6.3.5.), v gramoch.

Zaokruhlite ziskand hodnotu na najblizsiu 0,01 % (percenta hmotnosti).

Presnost
Opakovatelnost r): 0,10 g celkového obsahu susiny na 100 g vyrobku.

Reprodukovatelnost (R): 0,20 g celkového obsahu susiny na 100 g vyrobku.
STANOVENIE OBSAHU TUKU

ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Tento postup urcuje referenénti metddu stanovenia obsahu tuku v surovom mlieku a v plnotu¢nom mlieku,
v Ciastocne odtu¢nenom mlieku a v odtu¢nenom mlieku.

DEFINICIA

Obsahu tuku v mlieku: vetok materidl, ktorého obsah je stanoveny urcenou metédou. Vyjadruje sa v percentich
hmotnosti.

PRINCIP

Amoniakovo etanolovy roztok skiSobného mnozstva sa extrahuje dietyléterom a petroléterom, rozptstadld sa
odstrdnia destiliciou alebo odparenim a stanovi sa hmotnost extrahovanej hmoty rozpustnej v petroléteri.
(Tento postup je bezne zndmy ako Roseho-Gottliebova metdda).

CINIDLA

Vsetky ¢inidld maji uznand analyticka kvalitu a po pouziti v slepej skaske nezanechdvajii ziadne vyhodnoti-
telné reziduum.

Vyskasajte kvalitu ¢inidiel a vykonajte postup stanovenia uréeny v bode 6.3. Ako tarovaciu nddobu pri vdZeni
pouzite prazdnu banku, kadicku alebo kovovii nddobu (5.8.) pripravend postupom opisanym v bode 6.4.
(umozni to urobit korekciu vysledku védzenia vzhladom na déinky vyvolané zmenami atmosférickych
podmienok). Ak je hmotnost rezidua korigovand na zdanlivii zmenu tara hmotnosti vyssia nez 2,5 mg, stanovte
samostatne hmotnost rezidua alebo rozpustadiel odparenim 100 ml dietyléteru (4.4.), resp. 100 ml petroléteru
(4.5.). Aj pri vdzeni pouzite tarovaciu nidobu. Ak je hmotnost rezidua vyssia nez 2,5 mg, ocistite rozpustadlo
destilaciou, alebo ho nahradte.

Roztok amoniaku obsahujici priblizne 25 % (m/m) NH,. Je mozné pouZit aj roztok amoniaku s vy3Sou
koncentraciou (pozri 6.5.1.a A.1.5.1.).
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4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

5.11.

5.12.

Etanol, najmenej 94 % (v/v). Je mozné pouzit etanol denaturovany metanolom za predpokladu, Ze je isté, Ze to
neovplyvni vysledky stanovenia obsahu.

Roztok kongo Cervenej alebo krezolovej Cervenej

Rozpustite 1 g kongo cervenej alebo krezolovej Cervenej vo vode a roztok zriedte doliatim do 100 ml.

Pozndmka: PouZitie tohto roztoku, ktory umozZiuje jasnejSie rozoznat rozhranie medzi rozptstadlom a vodnymi
vrstvami, je nepovinné (pozri 6.5.2.). Ostatné farebné vodné roztoky sa mézu pouzit za predpo-
kladu, Ze neovplyvnia vysledok stanovenia obsahu.

Dietyléter, bez peroxidov, neobsahuijtici viac nez 2 mgfkg antioxidantov a splfajiici poziadavky slepej skusky
(6.3).

Petroléter s lubovolnym rozsahom teplot varu od 30 do 60 °C.

Zmie$ané rozpastadlo pripravené kritko pred pouzitim zmieSanim rovnakych objemov dietyléteru (4.4.)

a petroléteru (4.5.).

PRISTROJOVE VYBAVENIE A LABORATORNE SKLO

Vystraha: ~ KedZe v priebehu postupu stanovenia sa pouZivaji prchavé horlavé rozpustadld, kazdy pouzity
elektricky pristroj musi splfiat poziadavky legislativnych predpisov tykajice sa pouzivania tychto
rozpustadiel.

Obvyklé laboratérne vybavenie a najma:

Analytické vihy

Odstredivka, ktord moze rotovat s bankami alebo skiimavkami (5.6.) na extrakciu tuku s rota¢nou frekvenciou
500 az 600 otdcok za minditu, ¢im sa pri vonkajSom konci baniek alebo skiimaviek vytvori gravita¢né pole 80
az 90 g.

Pozndmka: PouZitie odstredivky je nepovinné (6.5.5).

Destilaény alebo odparovaci pristroj, ktory umoziuje destilovat rozpuastadld a etanol z baniek alebo odpa-
rovat ich z kadiciek a nddob (pozri body 6.5.12.a 6.5.15.) pri teplote neprevysujiicej 100 °C.

Pec, elektricky ohrievand, s plne otvorenym ventilacnym otvorom (otvormi), ktord je mozné regulovat na
teplotu 102 £ 2 °C v celom jej pracovnom priestore. Pec je vybavend vhodnym teplomerom.

Vodny kiipel, ktory je mozné udrziavat na teplote 35 az 40 °C.

Extrakéné banky na tuk Mojonnierovho typu.

Pozndmka: TieZ je moZné pouZif skimavky na extrakciu tuku s vlozkou s kvapalinovym uzdverom alebo
s vlozkou od premyvacej flase, ale v tomto pripade je postup odlisny a je stanoveny v dodatku.

Banky (alebo skdmavky) si vybavené zabrisenymi sklenymi zdtkami alebo korkovymi zdtkami dobrej kvality
alebo inymi zdtkami, na ktoré nepdsobia pouzité rozpustadld. Korkové zdtky sa extrahuji dietyléterom (4.4.),
najmenej 15 mindt sa podrzia vo vode s teplotou 60 °C alebo viac, a potom sa nechaji vychladnit vo vode,
takzZe pri pouZiti si nasytené.

Stojan na drzanie baniek (alebo skiimaviek) na extrakciu tuku (pozri 5.6.).

Premyvacia flasa vhodnd na pouzitie so zmieSanym rozpastadlom (4.6.). Plastovd premyvacia flasa sa nesmie
pouzivat.

Zberné nddoby na tuk, napriklad varné banky (s plochym dnom) alebo Erlenmayerove banky s objemom
125 az 250 ml alebo kovové nddoby. Ak sa pouzivaji kovové nddoby, najlepsie je, ak sti vyrobené z nerezovej
ocele, maji ploché dno, najvhodnejsie s vypustou, priemer 80 az 100 mm a vysku priblizne 50 mm.

Varné pomocky, bez tuku, z neporézneho porceldnu alebo karbidu kremika alebo sklené gulocky (v pripade
kovovych nddob sti nepovinné).

Odmerné valce s objemami 5a 25 ml
Pipety, ciachované, s objemom 10 ml.

Klieste, vyrobené z kovu, vhodné na uchytenie baniek, kadiciek alebo nadob.
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.5.3.

POSTUP

Pozndmka: ~ Alternativny postup vyuZivajici skimavky na extrakciu tuku s vlozkou s kvapalinovym uzéverom
alebo s vlozkou od premyvacej flage (pozri pozndmka k bodu 5.6.) je opisany v dodatku.

Priprava skdasobnej vzorky

Upravujte teplotu laboratérnej vzorky priblizne na 35 az 40 °C po dobu 15 mindt, v pripade potreby pomocou
vodného kipela. Vzorku dokladne ale jemne premiesajte opakovanym prekldpanim nadoby so vzorkou, ale tak,
aby ste nesposobili spenenie alebo miitenie a rychlo ju ochladte na priblizne 20 °C.

Skasobné mnozstvo

Premiesajte skiSobnt vzorku (6.1.) tak, Ze nddobu jemne trikrdt alebo Styrikrdt preklopite a ihned navdzte 10
az 11 g skusobnej vzorky s presnostou na najblizsiu 0,1 mg, priamo alebo rozdielom, do jednej z extrakénych
baniek (5.6.).

Skasobné mnozstvo musi ¢o najdokonalejsie stiect do dolnej (malej) nddobky extrakénych baniek.

Slepd skigka

Sdcasne so stanovenim obsahu vykondvajte slept skisku tym istym postupom a s tymi istymi Cinidlami, ale
skiiSobné mnozstvo nahradte 10 az 11 g vody.

Zmena zdanlivej hmotnosti zbernej nddoby na tuk korigovand na zdanlivi zmenu hmotnosti kontrolnej nidoby
by nemala byt vicsia nez 2,5 mg.

Priprava zbernej nddoby na tuk

Vysusujte nddobu (5.9.) spolu s niekolkymi varnymi pomockami (5.10), ktorymi podporite mierny var v prie-
behu ndsledného odstranovania riedidla, v peci (5.4) po dobu jednej hodiny. Nechajte nddobu vychladndt (nie
v exikdtore, ale chrdnend pred prachom) na teplotu véhovne (v pripade sklenych nddob ich nechajte chladnit
najmenej jednu hodinu, v pripade kovovych nadob najmenej 30 mindt). Dajte pozor na to, aby teplota nekoli-
sala, pomocou kliesti polozte nddobu na véhu a odvdzte ju s presnostou na najblizsiu 0,1 mg.

Stanovenie obsahu

Pridajte 2 ml roztoku amoniaku (4.1.) alebo rovnocenny objem roztoku amoniaku s vy$Sou koncentriciou
a dokladne ho zmiesajte so skisobnym mnozstvom v malej nddobe banky. Po pridani amoniaku bezodkladne
vykonajte postup stanovenia obsahu.

Pridajte 10 ml etanolu (4.2) a jemne ale dokladne micsajte tak, Ze nechéte, aby obsah banky prudil vzad
a vpred medzi dvomi nddobami; dajte pozor, aby sa kvapalina nedostala prili§ blizko k hrdlu banky. V pripade
potreby pridajte dve kvapky roztoku kongo cervenej alebo krezolovej Cervenej (4.3.).

Pridajte 25 ml dietyléteru (4.4.), uzavrite banku korkovou zitkou nasytenou vodou alebo inou zitkou
navlhéenou vo vode (pozri 5.6.) a traste bankou silno, ale nie prili§ silno (aby ste zabranili tvorbe stdlych
emulzii), jednu mindtu, pricom banku drzte vo vodorovnej polohe tak, aby mald niddoba smerovala nahor.
Periodicky nechajte kvapalinu vo velkej nddobe pretekat do malej nddoby. Podla potreby ochladte banku
tecticou vodou, potom opatrne vyberte korkovii zatku alebo int zdtku a opldchnite ju a hrdlo banky malym
mnozstvom zmie$aného rozptstadla (4.6.) pomocou premyvacej flase (5.8.) tak, aby oplachovd kvapalina stekala

do banky.

Pridajte 25 ml petroléteru (4.5.), uzavrite banku znovu navlhéenou korkovou zitkou alebo inou zitkou
(navlh¢ite ju znovu ponorenim do vody) a 30 sekind jemne traste bankou tak, ako je opisané v bode 6.5.3.

Odstredujte uzavretti banku v odstredivke jednu az pit mintt pri rotacnou frekvencii 500 az 600 oticok za
mindtu ' (5.2.). Ak odstredivku nemdte k dispozicii (pozri pozndmku k bodu 5.2.), nechajte uzavretii banku
najmenej 30 mindt stdf v stojane (5.7.), kym nie je povrchova vrstva ¢ira a jasne oddelena od vodnej vrstvy.
Podla potreby ochladte banku tecticou vodou.

Opatrne vyberte korkovi zdtku alebo int zdtku a opldchnite ju a vnatro hrdla banky malym mnoZstvom
zmieSaného rozpustadla (4.6.) tak, aby oplachovd kvapalina stekala do banky.

Ak sa rozhranie nachddza pod dolnym okrajom hrdla banky, zvyste ho mierne nad tdto Grovef jemnym prilie-
vanim vody po bo¢nej stene banky, ulah¢ite tak zlievanie rozpustadla.

Drite extrakénd banku za mald nddobu a opatrne zlejte ¢o najviac povrchovej vrstvy do pripravenej zbernej
nddoby na tuk (6.4.), ktord v pripade baniek obsahuje niekolko varnych pomécok (5.10.) (v pripade kovovych
nddob st varné pomocky nepovinné), pritom dajte pozor, aby ste nezliali ni¢ z vodnej vrstvy.

Opldchnite vonkajsiu stenu hrdla extrakénej banky malym mnozstvom zmieSaného rozpustadla (4.6.), opla-
chovii kvapalinu zberajte do zbernej nddoby na tuk a ddvajte pozor na to, aby sa zmiesané rozpustadlo nepre-
lialo ponad vonkajsiu stenu extrakénej banky.

V pripade potreby moézete rozputstadlo alebo jeho Cast odstranit z nddoby destildciou alebo odparenim tak, ako
je opisané v bode 6.5.12.
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6.5.9. K obsahu extrakénej banky pridajte 5 ml etanolu (4.2.) tak, Ze etanolom opldchnete vndtornd stenu hrdla
banky a obsah zmiesajte sposobom opisanym v bode 6.5.2.

6.5.10. Opakovanim operdcii opisanych v bodoch 6.5.3. az 6.5.8. vritane, vykonajte druht extrakciu, ale pouzite len
15 ml dietyléteru (4.4.) a 15 ml petroléteru (4.5.) a na opldchnutie vndtornej steny hrdla extrakénej banky
pouzite éter. V pripade potreby zvyste rozhranie po stred hrdla banky, umoznite tym v zdvere ¢o najdokonalej-
sie zliat riedidlo.

6.5.11. Dalsim opakovanim operdcif opisanych v bodoch 6.5.3. az 6.5.8. vratane, vykonajte tretiu extrakciu, ale pouzite
len 15 ml dietyléteru (4.4.) a 15 ml petroléteru (4.5.); na oplachnutie vnutornej steny hrdla extrakénej banky
poutzite éter. V pripade potreby zvyste rozhranie po stred hrdla banky, umoznite tym v zdvere ¢o najdokonalej-
Sie zliat riedidlo.

V pripade odtu¢neného mlieka je mozné tretiu extrakciu vynechat.

6.5.12. Co najdokonalejsie odstraite rozpustadld (vritane etanolu) z banky destildciou alebo z kadicky alebo nddoby
odparenim (5.3.), priom pred zaciatkom destilicie opldchnite hrdlo banky malym mnoZzstvom zmieSaného
rozpustadla (4.6.).

6.5.13. Ohrievajte zbernti nddobu na tuk (pricom banka je polozend na boku, ¢im sa umozni dnik pér rozpustadla)
v peci jednu hodinu. Vyberte zbernti nddobu na tuk z pece, nechajte ju vychladnit (nie v exikdtore, ale chré-
nenti pred prachom) na teplotu véhovne (v pripade sklenych nddob ich nechajte chladniit najmenej jednu
hodinu, v pripade kovovych naddob najmenej 30 mindt) a odvédzte ju s presnostou na najblizsiu 0,1 mg.

Néadobu bezprostredne pred vdzenim neutierajte. Pomocou kliesti polozte nddobu na véhu, a najma dajte pozor
na to, aby teplota nekolisala.

6.5.14. Opakujte operdcie opisané v bode 6.5.13. dovtedy, kym hmotnost zbernej nddoby na tuk pri dvoch po sebe
idacich vazeniach neklesne alebo nevzrastie o 0,5 mg alebo o menej. Zaznamenajte minimdlnu namerand
hmotnost ako hmotnost zbernej nddoby na tuk a extrahovanej hmoty.

6.5.15. Pridajte do zbernej nddoby na tuk 25 ml petroléteru, aby ste overili, ¢i je extrahovand hmota tGplne rozpustnd
alebo nie. Mierne ohrievajte a miesajte rozpustadlo dovtedy, kym sa tuk nerozpusti.

Ak je extrahovand hmota tplne rozpustnd v petroléteri, za hmotnost tuku povazujte rozdiel medzi kone¢nou
hmotnostou nddoby obsahujicej extrahovan hmotu (6.5.14.) a jej pociato¢nou hmotnostou (6.4.).

6.5.16. Ak extrahovand hmota nie je dplne rozpustnd v petroléteri, alebo v pripade pochybnosti, Gplne vyextrahujte
tuk z nddoby opakovanym omyvanim petroléterom.

Nechajte usadit v3etky stopy nerozpustného materidlu a opatrne zlejte petroléter tak, aby ste neodliali Ziadny
nerozpustny materidl. Zopakujte tieto operdcie trikrat alebo viackrat, pritom oplachujte vnatornd stenu hrdla
nadoby petroléterom.

Nakoniec, opldchnite vonkajsiu stenu hornej ¢asti nddoby zmieSanym rozpustadlom tak, aby rozpustadlo nepre-
tieklo ponad vonkajsiu stenu nddoby. Odstrante pary petroléteru z nddoby ohrievanim nddoby v peci po dobu
jednej hodiny, nechajte ju vychladnut a odvazte ju postupom opisanym v bodoch 6.5.13.a 6.5.14.

Za hmotnost tuku povazujte rozdiel medzi hmotnostou stanovenou v bode 6.5.14. a touto konecnou
hodnotou hmotnosti.

7. VYJADRENIE VYSLEDKOV

7.1.  Vypolet a vzorec

Vypocitajte obsah tuku v percentich hmotnosti zo vzorca:

F — (my - m,) - (m; - my) % 100
my

kde

F = obsah tuku,

m, = hmotnost ski§obného mnozstva (6,2.), v gramoch,

m, = hmotnost zbernej nidoby na tuk a extrahovanej hmoty stanovend v bode 6.5.14, v gramoch,

m, = hmotnost pripravenej zbernej nddoby na tuk alebo, v pripade nerozpusteného materidlu, hmotnost
zbernej nddoby na tuk a nerozpustného rezidua stanovend v bode 6.5.16, v gramoch,

m,; = hmotnost zbernej nddoby na tuk pouzitej pri slepej skiske (6.3.) a vietkej extrahovanej hmoty stano-
venej v bode 6.5.14., v gramoch,

m, = hmotnost pripravenej zbernej nddoby na tuk (pozri 6.4.) pouzitej pri slepej skuske (6.3.) alebo, v pripade
nerozpusteného materidlu, hmotnost zbernej nidoby na tuk a nerozpustného rezidua stanovend v bode
6.5.16., v gramoch.

Zaznamenajte vysledok s presnostou na najblizsiu 0,01 %.
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7.2.  Presnost
7.2.1.  Opakovatelnost r):
— v pripade plnotu¢ného mlieka a Ciasto¢ne odtuéneného mlieka: 0,02 g tuku na 100 g vyrobku,
— v pripade odtu¢neného mlieka: 0,01 g tuku na 100 g vyrobku.
7.2.2.  Reprodukovatelnost (R):
— v pripade plnotu¢ného mlieka: 0,04 g tuku na 100 g vyrobku,
— v pripade ¢iastocne odtuc¢neného mlieka: 0,03 g tuku na 100 g vyrobku,

— v pripade odtu¢neného mlieka: 0,025 g tuku na 100 g vyrobku.

111 STANOVENIE CELKOVEHO OBSAHU BEZTUKOVE] SUSINY

1. ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI
Tento postup urcuje referenént metédu stanovenia celkového obsahu beztukovej susiny v tepelne oSetrenom
mlieku.

2. DEFINICIA A VYPOCET

Celkovy obsah beztukovej susiny musi byt vyjadreny v percentdch hmotnosti.
Obsah beztukovej susiny je:

Celkovy obsah beztukovej susiny (pozri ¢ast I) minus obsah tuku (pozri ¢ast II).

I\A STANOVENIE CELKOVEHO OBSAHU DUSIKA

1. ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI
Tento postup uruje referencni metédu stanovenia celkového obsahu dusika v surovom mlieku a v plno-
tu¢nom mlieku, v ¢iastoéne odtuénenom mlieku a v odtuénenom mlieku.

2. DEFINICIA
Celkovy obsah dusika v mlieku: obsah dusika vyjadreny v percentich hmotnosti stanoveny $pecifikovanou Kjel-
dahlovou metédou.

3. PRINCIP
Odvazené mnozstvo vzorky mlieka sa natrdvi koncentrovanou kyselinou sirovou a siranom draselnym
a sfranom mednatym ako katalyzdtorom, ¢im sa obsah dusika v organickych zlicenindch prevedie na obsah
siranu amoénneho. Amoniak sa uvolni pridanim roztoku hydroxidu sodného, potom sa destiluje a absorbuje
v roztoku kyseliny boéritej. Td sa titruje kyslym roztokom.

4, CINIDLA

41.  Siran draselny (K,SO,).

4.2.  Roztok siranu mednatého. Rozpustite 5,0 g pentahydritu siranu mednatého (CuSO, - 5H,0) vo vode
a zriedte roztok do 100 ml (pri 20 °C) v odmernej banke.

4.3.  Kyselina sirovd, najmenej 98 % (m/m) H,SO,.
4.4.  Roztok hydroxidu sodného, 47 % (m/m) 704 g NaOH/! (pri 20 °C).

Pozndmka: Je mozZné pouzit roztok hydroxidu sodného s niZsou koncentraciou, napriklad: 40 % (m/m) 572 gfl,
pri 20 °C; alebo 30 % (m/m) 399 gfl, pri 20 °C.

4.5.  Roztok kysliny boéritej. Rozpustite 40 g kyseliny boritej (H,BO,) v jednom litri horticej vody, nechajte
vychladnit a odlozte do flage z borokremicitého skla.

4.6.  Indikaény roztok. Rozpustite 0,01 g metylovej Cervenej, 0,02 g bromotymolovej modrej a 0,06 bromokrezo-
lovej zelenej v 100 ml etanolu. Roztok skladujte v uzavretej flasi z hnedého skla na chladnom a tmavom
mieste.

4.7.  Odmerny roztok

¢ (% H,S0,) alebo ¢ (HCl) = 0,1 mol/l normalizovany na najblizsiu 0,0001 mol/l.
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4.8.  Bezdusikatd sacharéza.
4.9.  Aménna sol, ¢istd, ako napriklad oxaldt aménny (NH,),C,0,, H,O alebo siran aménny (NH,),SO,.

4.10. Tryptofan (C,,H,,N,0,), fenacetin (C,,H,CH,CONH,) alebo lyzin monohydrochlorid alebo lyzin dihydrochlorid
(CH,,N,0, HCl alebo CH,,N,0, 2 HC).

Pozndmka: Cistota ¢inidiel v bodoch 4.9 a 4.10. by mala mat vyssiu kvalitu nez je ,analytickd trieda Cistoty*.
Mal by sa pouzivat certifikovany roztok aménnej soli (4.9.), ak je k dispozicii.
5. PRISTROJOVE VYBAVENIE A LABORATORNE SKLO
Obvyklé laboratérne vybavenie a najmi:
5.1.  Kjeldahlove banky s objemom 500 ml.
5.2.  Vhodné varné pomdocky, napriklad sklené gulocky s priemerom priblizne 5 mm, Hengarove granule, pemza.
5.3.  Byreta alebo automatickd pipeta, ktorou sa dé preniest 1,0 ml.
5.4.  Ciachované odmerné valce, sklené, s objemami 50, 100 a 250 ml.

5.5.  Pristroj na trivenie v naklonenej polohe (priblizne 450) s elektrickymi ohrieva¢mi alebo plynovymi hordkmi,
ktoré neohrievajii banky nad hladinou ich obsahu, so systémom odsdvania vyparov.

5.6.  Destila¢ny pristroj, vyrobeny z bérokremicitého skla, ku ktorému je mozné pripojit Kjeldahlovu banku (5.1.),
pozostévajiici z Gcinnej rozstrekovacej hlavy pripojenej k G¢innému kondenzatoru s rovnou vnitornou
trubkou a vystupnou trubkou, ktord je pripojend k jeho dolnému koncu; spojovacie trubky a zdtka (zdtky)
tesne prilichaji a najvhodnejsie je, ak st vyrobené z neoprénovej gumy.

5.7.  Pipeta alebo automatickd pipeta, ktorou sa dd preniest 0,10 ml.
5.8.  Erlenmayerove banky, s objemom 500 ml, ciachované na hodnote 200 ml.
5.9.  Byretas objemom 50 ml, ciachovand po 0,1 ml, maximélna chyba + 0,05 ml

5.10. ZvicSovacie sklo, na odéitanie Gdajov z byrety (5.9.).
5.11. pH meter.

5.12. Automatickd byreta.

6. POSTUP

6.1.  Vlozte do Kjeldahlovej banky (5.1.) varnd pomocku (5.2.) (napr. tri sklené gulocky), 15 g siranu draselného
(4.1.), 1,0 ml roztoku sirnu mednatého (4.2.), priblizne 5 g vzorky mlicka (odvdzenej s presnostou na najbliz-
§iu 0,001 g) a 25 ml kyseliny sirovej (4.3.). Kyselinou zmyte z hrdla banky vsetok roztok siranu mednatého,
siranu draselného alebo mlieko a jemne miesajte obsah banky.

Pozndmka: PretoZe organickd ldtka v priebehu varu spotrebovdva kyselinu sirovii, pouZite na trdvenie 30 ml H,SO,
namiesto 25 ml, ak mlicko obsahuje viac nez 5,0 % (m/m) tuku. Mali by ste to urobif aj pocas slepej
skusky.

6.2.  Ohrievajte kazdu Kjeldahlovu banku v pristroji na trdvenie (5.5) velmi mierne, spociatku tak, aby vietka ¢ierna
pena zostala vnttri banky. Ked pociatocné spenenie zmizne a objavia sa vydatné biele vypary, varte intenzivne
(vypary kyseliny budt kondenzovat do polovice vysky hrdla banky) dovtedy, kym nezostant Ziadne cierne
castice a kym produkt natrdvenia nenadobudne ¢iru bledd modro-zelend farbu. Potom varte mierne najmenej
1,5 hodiny. Zapamatajte si tieto poziadavky:

a) Doba, za ktorti sa natrdvenina stane ¢rou, by nemala byt dlhsia nez jedna hodina a celkovd doba natravo-
vania nesmie byt kratsia nez 2,5 hodiny. Ak je na dosiahnutie ¢irosti potrebny dlhsi ¢as nez jedna hodina,
celkova doba trdvenia sa primerane predlzi.

b) Pridany siran draselny podporuje natravovanie, pretoze zvySuje teplotu varu zmesi. Ak je zvyskovy objem
H,SO, na konci doby natravovania mens$i nez priblizne 15 ml, je mozné, Ze prislo k strate dusika
v dosledku nadmerného ohriatia. Ak ohrievate plynom, ohrievajte banku na platni z tepelnoizola¢ného
materidlu s kruhovym otvorom s takym priemerom, aby sa volny plamen dotykal iba tej Casti banky, ktord
sa nachddza pod povrchom kvapalného obsahu (5.5.).



03/zv. 13

Uradn}'f vestnik Eur6pskej tnie

327

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

¢) Ak sa Cierne Castice dostanti do hrdla banky a nezmyjt sa do banky kyselinou, ktord cirkuluje v priebehu
pociatocnych fiz doby intenzivneho varu (je mozné ulahcit to otd¢anim banky), nechajte banku dostato¢ne
vychladnat a opatrne ju omyte minimalnym mnoZzstvom vody. Potom pokracujte v trdveni vy3sie opisanym
sposobom.

Ked st Kjeldahlove banky chladné, pridajte do kazdej 300 ml vody (pozri pozndmka) tak, aby ste opatrne omyli
hrdlo banky a dokladne premiesajte obsah, ¢im zabezpecite rozpustenie krystilov, ktoré sa oddelili. Pridajte
niektord varnti pomocku (5.2.), ktorou zabezpecite rovnomerny var. Potom pridajte do kazdej banky 70 ml
roztoku hydroxidu sodného (4.4.) (pozri pozndmka) jemnym nalievanim roztoku dolu naklonenym hrdlom
banky tak, aby sa v banke vytvorila spodnd vrstva; nezamocte hornti ¢ast hrdla roztokom hydroxidu sodného.

Pozndmka:  Je nevyhnutné, aby bol celkovy objem vody a hydroxidu sodného 370 ml, aby bolo mozZné tesne predtym, nez
pride k nepravidelnému varu (,birlivy var) (6.4.), nazhromazdit priblizne 150 ml destildtu. TakZe, ak sa
(m/m), objem pridanej vody sa primerane zmensi. Napriklad, ak sa md pridat 85 ml 40 % (m/m)
alebo 125 ml 30 % (m/m) roztoku hydroxidu sodného, objem pridanej vody je 285 ml, resp.
245 ml.

Thned pripojte kazdd Kjeldahlovu banku k destilacnému pristroju (5.6.). Zabezpecte, aby bol hrot vystupnej
trubky z kondenzdtora ponoreny do 50 ml roztoku kyseliny béritej (4.5.) spolu s 0,20 ml (5 — 6 kvapiek)
indika¢ného roztoku (4.6.), ktory je cely obsiahnuty v Erlenmayerovej banke (5.8.). Rychlym krazenim dokladne
zamieSate obsah kazdej Kjeldahlovej banky a privedte ich do varu, ale spociatku mierneho, aby ste zabrénili
nadmernému speneniu. Po zachyteni 100 az 125 ml destildtu spastajte kazda Erlenmayerovu banku nadol, kym
sa hrot vystupnej trubky z kondenzdtora nenachddza priblizne 40 mm nad znackou 200 ml. Pokracujte
v kazdej destildcii, kym sa neza¢ne nepravidelny var (,birlivy var) a potom ihned prestante ohrievat. Odpojte
kazdd Kjeldahlovu banku a opldchnite hrot kazdej vystupnej trubky z kondenzitora malym mnozstvom vody,
pricom oplachovi vodu zachytdvajte do Erlenmayerovej banky. Zapamatajte si tieto poziadavky:

a) Rychlost destildcie je takd, aby v Case, ked sa zacne nepravidelny var (,barlivy var), bolo nazhromazdenych
priblizne 150 ml destildtu, objem obsahu kazdej Erlenmayerovej banky potom bude priblizne 200 ml.

b) Kazdy kondenzator by mal mat takd tG¢innost, aby teplota obsahu kazdej Erlenmayerovej banky v priebehu
destildcie neprekrocila 25 °C.

Titrujte kazdy destildt Standardnym odmernym roztokom (4.7.) dovtedy, kym pH nedosiahne hodnotu
4,6 + 0,1, pouzite pH meter a podla potreby automatickii byretu. Pridanie indika¢ného roztoku pomdha
kontrolovat, ¢i titrdcia prebieha sprévne. Od¢itajte kazd hodnotu z byrety s presnostou na najblizsiu 0,01 ml
pomocou zvicSovacieho skla (5.10.), vyhnete sa tym chybe paralaxy.

Titrdciu mozno vykondvat len s indikaénym roztokom. Titrujte dovtedy, kym farba destilitu nezodpoveda farbe
roztoku obsiahnutého v Erlenmayerovej banke pripraveného pred kritkym ¢asom zo 150 ml vody, do ktorej
bolo pridanych 50 ml roztoku kyseliny boritej a 0,20 ml indika¢ného roztoku (5.8.).

Vykonajte slept skusku postupom podla bodov 6.1. az 6.5. vrtane s tym, Ze pri tomto postupe namiesto
vzorky mlieka pouZijete 5 ml destilovanej vody spolu s priblizne 0,1 g sachardzy (4.8.).

Pozndmka:  Titrdcia destildtu zo slepej skisky si bude vyzadovat len velmi maly objem $tandardného odmerného
roztoku (4.7.).

Pravidelne kontrolujte presnost postupu pomocou dvoch skusok vytaznosti postupom podla bodov 6.1. az 6.5.
vratane.

Pomocou skiisobného mnozstva pripraveného z 0,15 g oxaldtu aménneho alebo siranu aménneho (4.9.) odvé-
zeného s presnostou na najblizsiu 0,001 g spolu s 0,1 g sacharézy (4.8.) skontrolujte, ¢i v dosledku nadmer-
ného tepla alebo mechanickych tnikov v priebehu destilacie nedochddza k strate dusika.

Percento vytaznosti dusika musi byt medzi 99,0 a 100,0 %.

Nizsie alebo vyssie vysledky budt naznacovat chyby v postupe afalebo nepresnt koncentréciu Standardného
roztoku (4.7.).

Pomocou skisobného mnozstva pripraveného z 0,20 g cistého tryptofanu, 0,35 g fenacetinu alebo 0,20 g
lyzin hydrochloridu (4.10.) skontrolujte, ¢i je postup travenia dostato¢ny na to, aby sa nim uvolnil vietok bielko-
vinovy dusik. Vietky operdcie vaZenia by sa mali vykondvat s presnostou na najblizsiu 0,001 g. Malo by sa
ziskat najmenej 98 — 99 % dusika.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA

Pri prici s koncentrovanou kyselinou sirovou a hydroxidom sodnym a pri manipuldcidch s Kjeldahlovymi
bankami majte vZdy obleceny laboratorny plast, nasadené bezpecnostné okuliare a kyseline odolné rukavice.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

9.1.

9.2.

9.3.

V priebehu destildcie nikdy nenechajte Kjeldahlove banky bez dozoru. Kvoli moznému nebezpeciu okamzite
skoncite s destildciou, ak obsah banky ,buri“ prili§ intenzivne. Ak pride k strate napdjania trvajiicej viac nez
dve aZ tri mindty, spustite zberndi banku nadol natolko, aby sa destila¢ny hrot dostal von z kvapaliny.

VYJADRENIE VYSLEDKOV
Vypocet a vzorec:

Vypocitajte obsah dusika (W) vyjadreny v gramoch dusika na 100 g vyrobku zo vzorca:

1,40 (V - Vo) ¢
m

Wy =

W, = obsah dusika.

V = objem $tandardného odmerného roztoku kyseliny v mililitroch pouzity v priebehu operécie stanovenia.
V, = objem $tandardného odmerného roztoku kyseliny v mililitroch pouzity v priebehu slepej skasky.

¢ = koncentricia §tandardného odmerného roztoku kyseliny (4.7.) vyjadrend v moloch na liter.

m = hmotnost skidobného mnozstva v gramoch.

Zaokrihlite vysledok na najblizsiu 0,001 g na 100 g.

Presnost
Opakovatelnost r): 0,007 g na 100 g.

Reprodukovatelnost (R): 0,015 g na 100 g.

UPRAVENE POSTUPY

Namiesto pristroja na natravovanie a Kjeldahlovych baniek opisanych v 5.5 a 5.1 pouzite blokovy pristroj na
natravovanie vybaveny valcovymi bankami. V tomto pripade musi byt kvoli zisteniu moznych problémov kazdd
Skvrna skontrolovand jednotlivo (6.7.).

Pouzitie parnej destilicie namiesto priameho ohrevu baniek (6.4.). Ak pristroj neumoziuje pouzit destilovand
vodu, mali by ste dat pozor na to, aby voda neobsahovala kyslé alebo alkalické prchavé latky.

Namiesto 5 g (6.1.) je mozné pouzit skiiSobné mnozstvo 1 g mlieka (semi-makro Kjeldahlova metéda) za pred-

pokladu, ze:

— mnozstva Cinidiel pouzitych na mineralizdciu (6.1.): H,SO,, CuSO,, 5 H,0, K,SO,, sa zmensia v rovnakom
pomere (1/5).

— celkovd doba trdvenia (6.2.) sa skrdti na 75 mindt.

— mnozstvo roztoku hydroxidu sodného (6.3.) sa zmensi v rovnakom pomere (1/5).

— musi sa pouzif §tandardny roztok kyseliny (4.7.) s niZSou koncentraciou (0,02 az 0,03 mol/l).

Pozndmka: VyulZitie jednej alebo viaceryjch z tychto volitelnych moznosti je prijatelné, len ak st hodnoty opakovatel-

nosti (8.2.1.) a vysledky dvoch skaSok presnosti (6.7.) v sdlade s poziadavkami stanovenymi
v tejto metdde.

STANOVENIE OBSAHU BIELKOVIN

ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Tento postup urcuje referenént metédu stanovenia obsahu bielkovin v tepelne osetrenom mlieku (¢ldnok 3
bod A ods. 3 smernice 85/397/EHS).

DEFINICIA

Obsah bielkovin: Hodnota ziskand vyndsobenim celkového obsahu dusika vyjadreného v percentdch hmotnosti
a stanoveného v stlade s metédou opisanou v oddieli IV bod 3 vhodnym koeficientom.

VYPOCET

Obsah bielkovin v mlieku v percentdch hmotnosti = 6,38 x celkovy obsah dusika v mlieku v %.
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VI

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

6.1.

STANOVENIE MERNE] HMOTNOSTI

ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Tento postup urcuje referenénti metédu stanovenia mernej hmotnosti surového mlieka a plnotu¢ného mlieka,
Ciastocne odtuéneného mlieka a odtu¢neného mlieka pri teplote 20 °C.

DEFINICIA

Mernd hmotnost mlieka je pomer hmotnosti ur¢itého objemu mlieka pri teplote 20 °C k hmotnosti rovnakého
objemu vody pri teplote 20 °C.

PRINCIP

Mernd hmotnost pri teplote 20 °C sa stanovuje hustomerom.

PRISTROJOVE VYBAVENIE A LABORATORNE SKLO

Obvyklé laboratérne vybavenie a najma:

Hustomer

Hydrostaticky hustomer je pristroj pozostdvajtici zo skleného plavdka, ktory je na dolnom konci siroky a tazky.
K hornému koncu plavdka je siosovo s plavdkom pripojend sklend tycka valcového tvaru, pricom horny

a dolny koniec tycky je uzavrety.

Skleny plavék obsahuje zdtaz (olovo, ortut atd.), ktorej icelom je menit hmotnost hustomera. Na tycke je vyzna-
¢end stupnica ciachovand od 1,025 do 1,035 g/ml.

Hustomer by sa mal kontrolovat pyknometrickou metédou pomocou pyknometra s objemom priblizne
100 ml vybaveného presnym teplomerom.

Valce (sklené alebo z nerezovej ocele).

Mali by mat minimdlne rozmery:
— vnatorny priemer priblizne 35 mm

— vnutornd vyska priblizne 225 mm.
Vodny kipel regulovany na teplotu 20 + 0,1 °C.
Vodny kipel regulovany na teplotu 40 * 2 °C.

Teplomer ciachovany po 0,5 °C.

POSTUP

PremieSajte vzorku prekldpanim nddoby, aby sa tuk rozptylil a vlozte ju do vodného kipela (4.4.). Nechajte
vzorku ohriat na teplotu 40 °C a udrziavajte tdto teplotu pat miniut. Dokladne premieSajte opatrnym prekld-
panim nddoby a zabezpecte homogénne rozlozenie tuku. Ochladte v druhom vodnom kiipeli (4.3.) na 20 °C.

Vzorku opatrnym prekldpanim dokladne premiesajte a pritom dajte pozor, aby do nej nevnikol vzduch. Vylejte
mlieko do valca (4.2), ktory drzte nakloneny, ¢im sa vyhnete tvorbe peny alebo bublin. Pouzite dostato¢né
mnozstvo vzorky tak, aby ste zabezpecili, Ze po vloZeni hustomeru (4.1.) do valca trocha mlieka z valca vytecie.
Opatrne zatlacte hustomer do mlieka, a ked dosiahne rovnovdznu polohu, nechajte ho volne plévat. Postavte
valec do zvislej polohy. Hustomer musi byt umiestneny v strede stlpca kvapaliny a nemal by sa dotykat stien
valca.

Ked hustomer dosiahne rovnovazny stav, odéitajte hodnotu na stupnici na hornej ¢asti menisku.

Thned po od¢itani hodnoty na hustomere vlozte do vzorky teplomer (4.5.) a od¢itajte teplotu s presnostou na
0,5 °C. Teplota sa nesmie odlisovat od 20 °C o viac nez + 2 °C.

KOREKCIA NA TEPLOTU

Ak teplota vzorky mlieka pocas merania jeho mernej hmotnosti nie je presne 20 °C, vysledok sa musi skorigovat
pric¢itanim hodnoty 0,0002 k stanovenej mernej hmotnosti za kazdy stupen Celzia nad hodnotou 20 °C alebo

od¢itanim hodnoty 0,0002 od stanovenej mernej hmotnosti za kazdy stupen Celzia pod hodnotou 20 °C. Tito
korekcia je platnd len vtedy, ak sa teplota vzorky mlieka nelisi od 20 °C o viac nez 5 °C.
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7. VYJADRENIE VYSLEDKOV

Metdda vypoctu a vzorec na vypocet mernej hmotnosti vzorky je vyjadreny v g/ml odtu¢neného mlieka pri
teplote 20 °C; vzorec vyzerd takto:

1000 x mv - MG x mv 0,92 mv (1 000 - MG)

1000 - M 920 -MG x mv
0,92
kde
mv = mernd hmotnost vzorky od¢itand na hustomere (5.4.) v g/l
MG = obsah tuku vo vzorke v gfl
0,92 = hustota tuku.
8. PRESNOST

8.1.  Opakovatelnost (r): 0,0003 g/ml.
8.2.  Reprodukovatelnost (R): 0,0015 g/ml.
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Dodatok

(k prilohe 1I)

ALTERNATIVNY POSTUP VYU,ZI'VA]IjCI SKUMAVKY NA EXTRACIU TUKU S VLOZKOU S KVAPALI-

Al

A.l.1.

Al1.2.

Al1.3.

A.l.4.

A.1.5.

A.1.5.1.

A.1.5.2.

A.1.5.3.

A.1.5.4.

A.1.5.5.

A.1.5.6.

A.1.5.7.

A.1.5.8.

NOVYM UZAVEROM ALEBO S VLOZKOU OD PREMWACE] FLASE

POSTUP

Priprava skdsobnej vzorky

Pozri 6.1.

SkiiSobné mnoZstvo
Postupujte spésobom opisanym v bode 6.2., ale pouzite skiimavky na extrakciu tuku (pozri 5.6.).

Skasobné mnozstvo musi ¢o najdokonalejsie stiect do spodnej Casti extrakénej skiimavky.

Slepd skdska

Pozri 6.3.

Priprava zbernej nidoby tuku

Pozri 6.4.

Stanovenie obsahu

Pridajte 2 ml roztoku amoniaku (4.1.) alebo rovnocenny objem roztoku amoniaku s vy$Sou koncentrciou
a dokladne ho zmieSajte s predbezne oSetrenym skdSobnym mnoZstvom v spodnej Casti skamavky. Po
pridani amoniaku bezodkladne vykonajte postup stanovenia obsahu.

Pridajte 10 ml etanolu (4.2.) a jemne ale dokladne ho zmiesajte so zmesou v spodnej ¢asti skamavky. V' pri-
pade potreby pridajte dve kvapky roztoku konzskej ¢ervenej alebo krezolovej cervenej (4.3.).

Pridajte 25 ml dietyléteru (4.4.), uzavrite skimavku korkovou zdtkou nasytenou vodou alebo inou zdtkou
navlhcenou vo vode (pozri 5.6.) a traste skiimavkou silno, ale nie prilis silno (aby ste zabranili tvorbe stélych
emulzif), jednu mindtu, pricom skiimavku opakovane prekldpajte. Skimavku podla potreby ochladte tecticou
vodou, potom opatrne vyberte korkovi zdtku alebo int zdtku a oplichnite ju a hrdlo skiimavky malym
mnozstvom zmie$aného rozpustadla (4.6.) pomocou premyvacej flase (5.8.) tak, aby oplachovd kvapalina
stekala do skiimavky.

Pridajte 25 ml petroléteru (4.5.), uzavrite skiimavku znovu navlh¢enou korkovou zitkou alebo inou zitkou
(navlhcite ju znovu ponorenim do vody) a 30 sekind jemne traste skimavkou tak, ako je opisané v A.1.5.3.

Odstredujte uzavretd skiimavku v odstredivke jednu az pdt mindt pri rotacnej frekvencii 500 az 600 otdcok
za minGtu (5.2.). Ak odstredivku nemdte k dispozicii (pozri pozndmku k bodu 5.2.), nechajte uzavretd
skiimavku najmenej 30 mindt stit v stojane (5.7.), kym povrchovd vrstva nie je ¢ira a jasne oddelend od
vodnej vrstvy. Podla potreby ochladte skiimavku te¢tiicou vodou.

Opatrne vyberte korkovt zdtku alebo int zdtku a opldchnite ju a hrdlo skimavky malym mnoZstvom zmie-
$aného rozpustadla tak, aby oplachové kvapalina stekala do skiimavky.

Zasuiite do skiamavky vlozku s kvapalinovym uzdverom alebo vlozku od premyvacej flase a zatldcajte dlhy
vnttorny limbus vlozky nadol dovtedy, kym sa vstup nenachddza priblizne 3 mm nad rozhranim medzi
vrstvami. Vnttorny limbus vlozky je rovnobezny s osou extrakénej skiimavky.

Opatrne zlejte povrchovi vrstvu zo skimavky do pripravenej zbernej nddoby na tuk (6.4.), ktord v pripade
baniek obsahuje niekolko varnych pomécok (5.10.) (v pripade kovovych nddob st varné pomécky nepo-
vinné), pritom dajte pozor, aby ste nezliali ni¢ z vodnej vrstvy. Oplachnite vystup z vlozky malym mnoz-
stvom zmie$aného rozputstadla a oplachovi kvapalinu zberajte do zbernej nddoby na tuk.

Uvolnite vlozku od hrdla skiimavky, vlozku trochu nadvihnite a opldchnite spodnd cast jej dlhého vndtor-
ného limbu malym mnozstvom zmiesaného rozpustadla. Spustite vlozku, znovu ju zasunte a prelejte opla-
chovi kvapalinu do zbernej nddoby na tuk.

Oplachnite vystup z vlozky malym mnozstvom zmiesaného rozpustadla a oplachovt kvapalinu zberajte do
nadoby. V pripade potreby mozete rozpustadlo alebo jeho cast odstranit z nadoby destildciou alebo odpa-
renim tak, ako je opisané v bode 6.5.12.
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A.1.5.9. Opit uvolnite vlozku od hrdla, trochu ju nadvihnite a pridajte k obsahu skiimavky 5 ml etanolu, pricom
etanol vyuzite na oplichnutie dlhého vnitorného limbu vlozky a zamieSajte sposobom opisanym v bode
A.1.5.2.

A.1.5.10. Opakovanim operdcii opisanych v bodoch A.1.5.3. az A.1.5.8. vykonajte druhil extrakciu, ale pouZite len
15 ml dietyléteru (4.4.) a 15 ml petroléteru (4.5.). Na oplachnutie dlhého vniitorného limbu vlozky pocas
vyberania vlozky zo skimavky po predchddzajiicej extrakcii pouzite éter.

A.1.5.11. Dal§fm opakovanim operécii opisanych v bodoch A.1.5.3. az A.1.5.8. vritane vykonajte tretiu extrakciu, ale
pouzite len 15 ml dietyléteru a 15 ml petroléteru a oplachnite dlhy vnatorny limbus vlozky sposobom
opisanym v bode A 1.5.10.

V pripade odtucneného mlieka je mozné tretiu extrakciu vynechat.

A.1.5.12. Postupujte sposobom opisanym v bodoch 6.5.12 az 6.5.16.



