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PRVA SMERNICA KOMISIE
z 13. novembra 1979

stanovujiica metédy rozborov spoloenstva na testovanie urcitého Ciastocne alebo celkom
dehydrovaného konzervovaného mlieka na Iudskd spotrebu

(79/1067/EHS)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurpskeho hospodérskeho
spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 76/118/EHS z 18. decembra
1975 o aproximdcii pravnych predpisov clenskych $titov tyka-
jucich sa ur¢itého Cciasto¢ne alebo celkom dehydrovaného
konzervovaného mlieka urceného na Iudskd spotrebu (),
a najmd na jej ¢lanok 11,

kedZe podla ¢ldnku 11 smernice 76/118/EHS sa pozaduje, aby
sa zloZenie urcitého Ciastocne alebo celkom dehydrovaného
konzervovaného mlieka overovalo metédami rozborov spolo-
censtva;

ked7e je Ziaduce prispdsobit Gvodnd sériu metdd s prihliad-
nutim na ukonéené prislusné vyskumy;

ked7e opatrenia ustanovené v tejto smernici st v stlade so
stanoviskom Staleho vyboru pre potraviny,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Clanok 1

Clenské staty podniknt vietky opatrenia potrebné na to, aby sa
zabezpedilo, Ze analyzy potrebné na overovanie kritérii uvede-
nych v prilohe I sa vykondvaju v silade s metédami opisa-
nymi v prilohe IL

() U.v.ESL 24, 30.1.1976, s. 49.

Cldnok 2

Ak st vymedzené alternativne met6dy na jednotnt chemicki
skasku, moéze sa vzorka analyzovat hociktorou metddou.
Sprava o vykonani testu uvedend v prilohe II musi uviest ta
met6du, ktord sa pouzila.

Cldnok 3
Clenské $tity prijma zdkony, iné prdvne predpisy a sprdvne
opatrenia potrebné na splnenie tejto smernice v rdmci 18
mesiacov od jej vyhldsenia. Bezodkladne o tom upovedomia
Komisiu.

Clanok 4

Této smernica je uréend ¢lenskym Stdtom.

V Bruseli 13. novembra 1979

Za Komisiu
Etienne DAVIGNON

clen Komisie
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PRILOHA I

ROZSAH PRVE] SMERNICE SPOLOCENSTVA O METODACH ROZBOROV NA URCITE CIASTOCNE ALEBO

ML

VL

VIL

CELKOM DEHYDROVANE KONZERVOVANE MLIEKO

Vseobecné ustanovenia

Stanovenie suSiny:

— v nesladenom kondenzovanom vysokotu¢nom mlieku (pouzitim metédy 1, priloha II),

— v nesladenom kondenzovanom mlieku (pouzitim met6dy 1, priloha II),

— v nesladenom kondenzovanom ¢iastocne odstredenom mlieku (pouzitim metddy 1, priloha II),

— v nesladenom kondenzovanom odstredenom mlieku (pouZitim metédy 1, priloha II),

— v sladenom kondenzovanom mlieku (pouzitim met6dy 1, priloha II),

— v sladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku (pouzitim metddy 1, priloha II),

— v sladenom kondenzovanom odstredenom mlieku (pouzitim metédy 1, priloha II).

Stanovenie vlhkosti:

— v suSenom vysokotu¢nom mlieku alebo vysokotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim metddy 2, priloha 1),
— v suSenom plnotuénom mlieku alebo plnotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim metddy 2, priloha II),

— v suSenom Ciastoéne odstredenom mlieku alebo ciastocne odstredenom praskovom mlieku (pouzitim
metddy 2, priloha II),

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku (pouzitim metddy 2, priloha II).
Stanovenie tuku:

— v nesladenom kondenzovanom vysokotu¢nom mlieku (pouzitim met6dy 3, priloha II),

— v nesladenom kondenzovanom mlieku (pouzitim met6dy 3, priloha II),

— v nesladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku (pouzitim metddy 3, priloha II),

— v nesladenom kondenzovanom odstredenom mlieku (pouZitim metédy 3, priloha II),

sladenom kondenzovanom mlieku (pouZitim metédy 3, priloha II),

sladenom kondenzovanom ciasto¢ne odstredenom mlieku (pouzitim metddy 3, priloha II),

sladenom kondenzovanom odstredenom mlieku (pouzZitim metddy 3, priloha II),

suSenom vysokotu¢nom mlieku alebo vysokotu¢nom praskovom mlieku (pouZzitim metddy 4, priloha II),

\
< < < < <

susenom plnotuénom mlieku alebo plnotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim met6dy 4, priloha 1I),

— v suSenom Ciasto¢ne odstredenom mlicku alebo Ciastoéne odstredenom praskovom mlieku (pouzitim
metddy 4, priloha II),

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku (pouzitim met6dy 4, priloha II).

Stanovenie sachar6zy:
— v sladenom kondenzovanom mlieku (pouzitim met6dy 5, priloha II),
— v sladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku (pouzitim metddy 5, priloha II),

— v sladenom kondenzovanom odstredenom mlieku (pouzitim metédy 5, priloha II),

Stanovenie kyseliny mlie¢nej a mlie¢nanov
— v suSenom vysokotu¢nom mlieku alebo vysokotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim metddy 6, priloha 1),
— v suSenom plnotuénom mlieku alebo plnotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim metddy 6, priloha II),

— v suSenom Ciastoéne odstredenom mlicku alebo ciastoéne odstredenom praskovom mlieku (pouzitim
metddy 6, priloha II),

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku (pouzitim metddy 6, priloha II).
Stanovenie aktivity fosfatdzy:

— v suSenom vysokotuénom mlieku alebo vysokotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim metddy 7 alebo 8,
priloha II),

— v suSenom plnotu¢nom mlieku alebo plnotu¢nom praskovom mlieku (pouzitim metédy 7 alebo 8, priloha
1),

— v suSenom Ciasto¢ne odstredenom mlicku alebo Ciastoéne odstredenom praskovom mlieku (pouzitim
metddy 7 alebo 8, priloha II),

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku (pouzitim met6dy 7 alebo 8, priloha
1n).
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PRILOHA II

METODY ROZBOROV TYKAJUCE SA ZLOZENIA URCITYCH CIASTOCNE ALEBO CELKOM DEHYDRO-

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

VANYCH MLIECNYCH VYROBKOV URCENYCH NA LUDSKU SPOTREBU

VSEOBECNE USTANOVENIA

PRIPRAVA VZORKY NA CHEMICKY ROZBOR

Nesladené kondenzované vysokotuéné mlieko
Nesladené kondenzované mlieko
Nesladené kondenzované iastoéne odstredené mlieko

Nesladené kondenzované odstredené mlieko

Uzatvorend nddobu zatrepte a obrétte. Nddobu otvorte a mlieko pomaly vylejte do druhej nddoby, ktord sa
dd hermeticky uzatvorit, pri mieSani opakujte preliatie. Zabezpecte, aby vsetky zvysky tuku a mlieka, ktoré
zostali na stendch a na dne kanvice, sa pomiesali so vzorkou. Uzavrite ndidobu. Ak obsah nie je homogénny,
tak nddobu zohrejte vo vodnom kdpeli pri 40 °C. Silne zatrepte kazdych 15 mindt. Po dvoch hodindch
vyberte nddobu z vodného kipela a nechajte ju vychladnit na izbovi teplotu. Odstrante poklop a obsah
nddoby dokladne premiesajte lyzicou alebo Spachtlou (ak sa tuk oddelil, tak sa vzorka nemd testovat). Skla-
dujte na chladnom mieste.

Sladené kondenzované mlieko
Sladené kondenzované ¢iasto¢ne odstredené mlieko

Sladené kondenzované odstredené mlieko

Kanvy: Uzatvorent kanvu zohrejte vo vodnom kipeli pri 30 °C — 40 °C pocas asi 30 minit. Kanvu otvorte
a obsah dokladne premiesajte $pachtlou alebo lyZicou, a to pohybmi smerom hore, dolu a krizivymi
pohybmi, aby sa ziskala dokladna zmes hornych aj spodnych vrstiev s celym obsahom. Zabezpecte, aby sa
zvys$ky mlieka, ktoré zostali na stendch a na dne kanvice, zamiesali so vzorkou. Pokial je to mozné, vlejte
obsah do druhej nddoby, ktord je zabezpecend vzduchotesnym uzédverom. Nddobu uzatvorte a skladujte na
chladnom mieste.

Tuby: Odrezte dno a obsah vylejte do nddoby opatrenej vzduchotesnym vieckom. Potom rozreZte tubu po
dlzke. Vyskrabte vSetok materidl z vntornej strany stien a dokladne ho premiesajte so zvysnym obsahom.
Nédobu skladujte na chladnom mieste.

SuSené vysokotuéné mlieko alebo vysokotutné priskové mlieko
Susené plnotucné mlieko alebo plnotu¢né priskové mlieko
SuSené Ciastocne odstredené mlieké alebo Ciasto¢ne odstredené priskové mlieko

SusSené odstredené mlieko alebo odstredené praskové mlieko
Praskové mlieko presypte do cistej suchej naddoby (so vzduchotesnym vieckom) s kapacitou dvojndsobku
objemu prdsku. Nddobu ihned uzatvorte a prdskové mlieko dokladne premiesajte opakovanym trepanim

a obracanim nddoby. Pocas pripravy vzorky treba, pokial mozno, zabrdnit, aby praskové mlieko nebolo
vystavené volnému ovzdusiu, aby sa, pokial mozno, minimalizovala absorpcia vlhkosti.

REAGENTY

Voda

Vidy pri zmienke o vode na rozpustanie, rozriedenie alebo umyvanie pouzije sa destilovand voda alebo
odmineralizovand voda aspoi ekvivalentnej Cistoty.

Vzdy pri zmienke o ,rozpastani, ,roztoku* alebo ,riedeni“ bez dalsicho oznacenia sa mysli ,rozpuistanie vo
vode®, ,roztok vo vode“ a ,zriedenie vo vode®.

Chemikdlie

Vsetky pouzité chemikélie musia mat uznand kvalitu analytického ¢inidla, pokial nie st inak blizsie Specifiko-
vané.
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3.1.

3.2.

4.1.

4.2

VYBAVENIE

Zoznam vybavenia

Zoznam vybavenia obsahuje iba tie polozky, ktoré maji $pecifické pouzitie a polozky so zvldstnou Specifikd-
ciou.

Analytickd viha

Analytickd vaha je takd véha, ktorou sa dd odvazit aspon 0,1 mg.
VYJADRENIE VYSLEDKOV

Vypocet percentudlneho podielu

S vynimkou osobitnej $pecifikdcie sa vysledky vypocitaji ako percentudlny podiel hmotnosti vzorky, ako ju
dostalo laboratérium.

Pocet dolezitych ddajov

Vysledok nemd obsahovat viac dolezitych tidajov, ako to oprdviiuje presnost pouzitej analytickej metdy.

SPRAVA O VYKONANI TESTU
Spréva bude uvddzat pouzitti metddu rozboru, ako aj ziskané vysledky.

Okrem toho sa zmieni o vsetkych podrobnostiach postupu, ktoré nie si Specifikované v metdde rozboru
alebo ktoré su volitelné, ako aj o vietkych okolnostiach, ktoré mohli mat vplyv na ziskané vysledky.

METODA 1: URCENIE OBSAHU SUSINY

(susiaren na 99 °C)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Této metdda urcuje obsah susiny:

— v nesladenom kondenzovanom vysokotu¢nom mlieku,

— v nesladenom kondenzovanom mlieku,

— v nesladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku,
— v nesladenom kondenzovanom odstredenom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom odstredenom mlieku.

DEFINICIA

Obsah susiny v kondenzovanom mlieku: obsah susiny, ako sa urcil $pecifikovanou metddou.

PRINCIP

Dané mnozstvo vzorky sa zriedi vodou, zmiesa s pieskom a vysusi pri teplote 99 °C + 1 °C. Hmotnost po
vysu$eni je hmotnost suSiny a vypocita sa ako percentudlny podiel hmotnosti vzorky.

REAGENTY

Kremenny piesok alebo morsky piesok upraveny kyselinou chlorovodikovou (velkost zrna: 0,18 az 0,5 mm,
ktory prejde cez 500-mikrénové sitko a zadrzi sa 180-mikrénovym sitkom). Md vyhovovat nasledujicej
kontrolnej skiske:

Zohrievajte asi 25 g piesku pocas dvoch hodin v susiarni (5.3), ako je opisané v bodoch 6.1. aZ 6.3. Pridajte
5 ml vody, znovu zohrievajte v susiacej peci dve hodiny, nechajte vychladnit a odvézte. Rozdiel tych dvoch
hmotnosti nemd presahovat 0,5 mg.



116

Uradn}'f vestnik Eur6pskej dnie

03/zv. 4

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

V pripade potreby nechajte piesok zreagovat s roztokom kyseliny chlorovodikovej pocas troch dni za prilezi-
tostného premiesania. Premyvajte vodou, pokial reakcia kyseliny nezmizne alebo az pokial voda z preplacho-
vania nebude bez chloridu. Suste pri 160 °C a zopakujte vyssie uvedend skasku.

ZARIADENIA
Analytickd vaha.

Kovové misky, najlepsie z niklu, hlinika alebo nehrdzavejicej ocele. Misky musia mat viecka, ktoré dobre
priliehaj, ale ktoré sa daju lahko otvorit. Vhodné rozmery si: priemer 60 az 80 mm a hlbka 25 mm.

Atmosférickd susiaren, dobre vetrand, termostaticky riadend regulovanim teploty pri 99 °C £ 1 °C. Teplota
v celej peci md byt rovnaka.

Exsikdtor s obsahom Cerstvo aktivovaného silikdtového gélu s indikdtorom obsahu vody alebo podobnd
susicka.

Sklené ty¢inky, splostené na jednom konci, také dlhé, aby vosli do kovovej misky (5.2).

Vodny kiipel varny.

POSTUP
Do misky (5.2) dajte asi 25 g piesku (4) a krdtku sklend tycinku (5.5).

Bez prikrytia misky a obsahu v nej umiestnite misku, obsah a viecko do susiarne (5.3) a zohrievajte pocas

dvoch hodin.

Prikryte vieckom a misku preneste do exsikdtora (5.4). Nechajte vychladnit na izbovd teplotu a presne
odvazte s presnostou 0,1 mg (M,).

Presunite piesok na jednu stranu misky. Do volného priestoru dajte asi 1,5 g vzorky sladeného kondenzova-
ného mliecka a 3,0 g nesladeného kondenzovaného mlieka. Prikryte a presne odvdzte s presnostou 0,1 mg
M,).

Odokryte, pridajte 5 ml vody a pomocou sklenej ty¢inky miesajte tekutiny a potom piesok a tekutinova
zlozku. Ty¢inku nechajte v zmesi.

Misku dajte do vodného kipela (5.6), az kym sa neodpari voda; toto zvycajne trvd 20 mindt. Z Casu na Cas
zmes premiesajte tyCinkou, aby sa hmota dobre prevzdusnila, tak aby po vysuseni nevytvérala kold¢. Ty¢inku
vlozte do misky.

Misku a viecko vlozte do susiarne na jeden a pol hodiny.

Prelozte viecko, preneste misku do exsikdtora (5.4). Nechajte vychladndit na izbovi teplotu a presne odvdzte
s presnostou 0,1 mg.

Prelozte misku s vieckom do susiarne, odokryte misku a zohrievajte aj s vieckom pocas dalsej hodiny.
Postup 6.8 opakujte.

Opisané postupy 6.9 a 6.10 opakujte az dovtedy, kym rozdiel v hmotnosti dvoch za sebou idtcich vdzeni
nebude mensi nez 0,5 mg alebo az kym sa hmotnost nezvysi. Ak sa zvysi hmotnost, tak pouzZite najnizsiu
hmotnost ziskand pri vypocitani (7.1). Posledny zdznam véhy nech je M, g.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Sposob vypoctu
Obsah susiny vypocitany ako percentudlny podiel hmotnosti vzorky je dany:

M, - M,
M; - M,

x 100

kde:

M, = hmotnost misky, viecka a piesku (g) po vykonani postupu 6.3;

M, = hmotnost misky, viecka, piesku a vzorky (g) po vykonani postupu 6.4;
M,

= hmotnost misky, viecka, piesku a vysusenej vzorky (g) po vykonani postupu 6.11.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni uskuto¢nenych sticasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke
tym istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekrocit 0,2 g susiny na 100 g vyrobku.

VYPOCET CELKOVEJ SUSINY MLIEKA A BEZTUKOVE] MLIECNE] SUSINY

Obsah celkovej susiny mlieka sladeného kondenzovaného mlieka je dany:

celkovou susinou (ziskanou metédou 1, priloha II) — sacharézou (ziskanou metddou 5, priloha II).

Obsah mlie¢nej beztukovej susiny nesladeného kondenzovaného mlieka je dany:

celkovou sudinou (ziskanou metédou 1, priloha II) — obsahom sacharézy (ziskany metédou 5, priloha II)
a obsahom tuku (ziskany metédou 3, priloha II).

Obsah mlie¢nej beztukovaj susiny nesladeného kondenzovaného mlicka je dany:

celkovou susinou (ziskanou metédou 1, priloha II) — obsahom tuku (ziskany metédou 3, priloha II).

METODA 2: URCENIE VLHKOSTI

(susiaren na 102 °C)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Touto metddou sa urcuje strata hmotnosti pri susent:

— suseného vysokotu¢ného mlieka alebo vysokotu¢ného praskového mlieka,

— suseného plnotucného mlieka alebo plnotu¢ného praskového mlieka,

— suSeného Ciasto¢ne odstredeného mlieka alebo Ciastocne odstredeného praskového mlieka,

— suseného odstredeného mlieka alebo odstredeného praskového mlieka.

DEFINICIA

Obsah vlhkosti: strata hmotnosti pri suSeni zistend podla blizsie urcenej metddy.

PRINCIP

Zvyskova hmotnost sktsanej davky sa urci po vysuseni pri atmosférickom tlaku v suiarni pri 102 °C £ 1°C
do konstantnej hmotnosti. Strata hmotnosti sa vypocita ako percentudlny podiel hmotnosti vzorky.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

6.1.

6.2.

ZARIADENIE
Analytickd vaha.

Misky, najlepsie z niklu, hlinika, nehrdzavejiicej ocele alebo skla. Misky musia mat viecka, ktoré dobre prilie-
hajt, ale ktoré sa daja lahko otvorit. Vhodné rozmery sti: priemer 60 az 80 mm a hlbka 25 mm.

Atmosférickd susiaren, dobre vetrand, termostaticky riadend regulovanim teploty (pri 102 °C £ 1 °C). Teplota
v celej susiarni ma byt rovnakad.

Exsikdtor s obsahom Cerstvo aktivovaného silikdtového gélu s indikdtorom obsahu vody alebo podobnym
desikantom.

POSTUP
Odokryte misku (4.2) a poloZte ju spolu s vieckom do susiarne (4.3) a zohrievajte pocas jednej hodiny.

Misku prikryte vieckom a zakrytd dajte do exsikdtora (4.4). Nechajte ju ochladit na izbovd teplotu a presne
odvazte s presnostou na 0,1 mg (M,).

Do misky dajte priblizne 2 g vzorky suseného mlieka, prikryte misku vieckom a prikryti ¢o najrychlejsie
presne odvdzte s presnostou na 0,1 mg (M,).

Odokryte misku a spolu s vieckom ju vloZte do susiarne na dve hodiny.

Prikryte vieckom, prikrytd misku prelozte do exsikdtora, nechajte ju vychladndt na izbovi teplotu a ¢o
najskor presne odvédzte s presnostou na 0,1 mg.

Misku odokryte a zohrievajte ju spolu s vieckom jednu hodinu v susiarni.
Postup 5.5 zopakujte.

Postupy 5.6 a 5.5 opakujte azZ dovtedy, kym zniZenie hmotnosti dvoch za sebou idicich vdZeni nebude
mensie nez 0,5 mg alebo aZ kym sa hmotnost nezvysi. Ak sa zvysi hmotnost, tak pouzZite najniziu ziskant
hmotnost pri vypocte (6.1). Posledny zdznam vahy nech je M, g.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Sposob vypoctu
Vypoditajte stratu hmotnosti pri suseni vzorky, vyjadrenti ako percentudlny podiel hmotnosti podla vzorca:

M x 100
M; - M,

kde:

=
I

hmotnost misky a viecka (g) po vykonani postupu 5.2;

M, = hmotnost misky, viecka a vzorky (g) po vykonani postupu 5.3;

M, = hmotnost misky, viecka a konec¢nej vzorky (g) po vykonani postupu 5.5.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiisok uskuto¢nenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym
istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekracovat 0,1 g vlhkosti na 100 g vyrobku.
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1.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2

5.3.

METODA 3: URCENIE OBSAHU TUKU V KONDENZOVANOM MLIEKU (METODA ROSE-GOTTLIEB)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Této metdda urcuje obsah tuku:

— v nesladenom kondenzovanom vysokotu¢nom mlieku,

— v nesladenom kondenzovanom mlieku,

— v nesladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku,
— v nesladenom kondenzovanom odstredenom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom odstredenom mlieku.

DEFINICIA

Obsah tuku v kondenzovanom mlieku: obsah tuku zisteny podla blizsie urcenej metddy.

PRINCIP
Obsah tuku sa urcuje extrakciou tuku z amoniakdlneho alkoholového roztoku vzorky dietyléterom a petrol-

éterom po odpareni rozpustadiel a vazenim zvyskov a vypoctom percenta hmotnosti vzorky podla principu
Rose-Gottlieb.

REAGENTY

Vsetky reagenty musia vyhovovat poziadavkdm blizsie uréenym v predbeznej skiuske (6.1). V pripade
potreby mozu byt reagenty redestilované v pritomnosti asi 1 g maslového tuku na 100 ml rozpustadla.

Roztok amoniaku, priblizne 25 % (m/m) NH, (hustota pri 20 °C priblizne 0,91 g/ml) alebo silnejsi roztok
zndmej koncentracie.

Etanol 96 £ 2 % (v[v) alebo ak nie je dostupny, etanol denaturovany metanolom, etyl metylketénom alebo
petroléterom.

Dietyléter bez peroxidu.

Pozndmka 1:

Na skiisku peroxidov pridajte asi 10 ml éteru v malej skimavke so sklenou zabrisenou zdtkou, ktord sa
predtym opldchla éterom, 1 ml Cerstvo pripraveného roztoku 10 % jodidu draselného. Zatrepte a nechajte
stdt jednu mindtu. V Ziadnej vrstve nemd byt vidiet Zltd farbu.

Pozndmka 2:

Dietyléter sa md uchovdvat bez peroxidov pridanim vlhkej zinkovej folie, ktord bola tGplne ponorend do zrie-
deného okysleného roztoku siranu mednatého na 1 mindtu a potom sa opldchla vodou. Na 1 liter pouzite
asi 8 000 mm? zinkovej folie; nareite na pasy takej dfzky, aby siahali asponi do polovice nidoby.

Petroléter s varnym pasmom medzi 30 °C a 60 °C.

ZmieSany roztok pripraveny kritko pred pouZitim zmieSanim rovnakého objemu dietyléteru (4.3) a petrol-

éteru (4.4) (v pripade, Ze je vyznacené pouzitie zmie$aného roztoku, moze sa nahradit bud dietyléterom alebo
samotnym petroléterom).

ZARIADENIE
Analytickd vaha.

Vhodné extrakéné skiimavky alebo flasticky zabezpecené vhodnymi sklenymi zabrisenymi zdtkami alebo
inymi uzdvermi, ktoré neticinkujd s pouzitymi roztokmi.

Flasticky s tenkymi stenami a plochym dnom, s kapacitou 150 az 250 ml.
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5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

Atmosférickd susiaren, dobre vetrand a termostaticky riadend (nastavend na teplotu 102 °C £ 1 °C).

Varné granule, bez tuku, neporézne, nedrobivé pri pouziti, napr. sklené gulocky alebo kisky karbidu silikonu
(pouzitie tohto materidlu je volitelné; pozri bod 6.2.1).

Sifén na pripojenie extrakénych skdmaviek.

Centriftiga (volitelné).

POSTUP

PredbeZni skiiska

Zérovei s urcovanim obsahu tuku vo vzorke vykonajte aj predbeznd skasku na 10 ml vody pouzitim toho
istého druhu extrakéného zariadenia, rovnakych reagentov v tom istom mnoZstve a toho istého postupu,
ako je dalej opisany, okrem bodu 6.2.2. Ak predbezna skiiska presahuje 0,5 mg, vtedy treba reagenty kontro-
lovat a znecisteny reagent alebo reagenty treba vycistit alebo nahradit.

Stanovenie

Suste flasticku (5.3) (spolu s niekolkymi varnymi granulami (5.5), ak je to potrebné, na podporu jemného
varenia pocas ndsledného odstrariovania rozpustadiel) v susiarni (5.4) pol hodiny az jednu hodinu. Flasticku
nechajte vychladndt na teplotu véhovne a presne odvazte vychladnutd flasticku s presnostou 0,1 mg.

Pripraventi vzorku premieSajte a ihned navdzte s presnostou 1 mg, 2 az 2,5 g vzorky, ak ide o sladent
vzorku, alebo 4 az 5 g vzorky, ak ide o nesladenti vzorku, priamo v extrakénom zariadeni, alebo ak si
rozdielne, do extrakéného zariadenia (5.2). Pridajte maximdlne 10,5 ml vody a jemne zatrepte pri slabom
nahrievani (40 °C az na 50 °C), az kym vyrobok dplne disperguje. Vzorka musi byt tplne dispergovand, ina¢
sa stanovenie musi opakovat.

Pridajte 1,5 ml amoniaku (25 %) (4.1) alebo zodpovedajtici objem silnejsicho roztoku a dobre zamiesajte.
Pridajte 10 ml etanolu (4.2) a tekutiny jemne premiesajte v neuzatvorenom zariadeni.

Pridajte 25 ml dietyléteru (4.3). Vychladte pod tec¢ticou vodou. Zariadenia uzatvorte a opakovane silne trepte
a obracajte pocas jednej mindty.

Opatrne odstrdnte zdtku a pridajte 25 ml petroléteru (4.4), pouzijic prvych niekolko mililitrov na oplach-
nutie zdtky vnitra hrdla zariadenia, tak aby oplachujiice mnozstvo tieklo do zariadenia. Uzatvorte nasadenim
zdtky a opakovane trepte a obracajte pocas 30 sekdnd. Netrepte prili§ silno, ak sa nemd pouzit centrifiiga
v bode 6.2.7.

Zariadenie nech je v pokoji, kym hornd vrstva tekutiny nebude jasnd a zretelne oddelend od dolnej vodnej
vrstvy. Eventudlne vykonajte separdciu pouzitim vhodnej odstredivky (5.7).

Pozndmka:

V pripade pouzitia odstredivky, ktord nie je pohdnana trojfizovym motorom, mozu vznikat iskry, a preto
treba ddvat pozor, aby sa zabrdnilo explozii alebo poziaru z éterovych vyparov vychddzajicich napriklad
z prasknutej skimavky.

Odstrante zatku, opldchnite ju, ako aj vnitro hrdla zariadenia niekolkymi mililitrami zmiesaného roztoku
(4.5) a nechajte to oplachujiice mnoZstvo stekat do zariadenia. Opatrne preneste ¢o najviac vstvy plavajticej
na povrchu dekantdciou alebo pomocou sifénu (5.6) do pripravenej flasticky (6.2.1).

Pozndmka:

Ak sa prendanie nerobi pomocou sifonu, je potrebné pridat trochu vody, aby sa zvysilo rozhranie medzi
tymi dvoma vrstvami a tak pomohlo dekantdcii.

Oplachnite vonkajsok a vnitro hrdla zariadenia alebo hornd a dolnd cast sifénu niekolkymi mililitrami
zmiesaného roztoku (4.5). Nechajte mnoZstvo oplachujice vonkajsok zariadenia stekat do nddobky a mnoz-
stvo oplachujice vnttro hrdla a sifon stekat do extrakéného zariadenia.
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6.2.10.

6.2.11.

6.2.12.

6.2.13.

6.2.14.

6.2.15.

6.2.16.

6.2.16.1.

6.2.16.2.

7.1.

7.2

Vykonajte druhti extrakciu opakovanim postupov 6.2.5 az 6.2.9 vritane, ale pouzite iba 15 ml dietyléteru
a 15 ml petroléteru.

Vykonajte tretiu extrakciu opakovanim postupu 6.2.10, ale vynechajte posledné oplachovanie (6.2.9).
Pozndmka:
Nie je povinné vykonat tito tretiu skisku, ak sa robia rozbory vzoriek odstredeného nesladeného kondenzo-

vaného mlieka a odstredeného sladeného kondenzovaného mlieka.

Opatrne odparte alebo oddestilujte o najviac roztoku (vratane etanolu). Ak je nddobka malého objemu, bude
potrebné odstranit roztok, ako je uvedené vyssie, po kazdej extrakcii.

Ak sa nevyskytuje Ziadny znacny zdpach rozpustadla, umiestnite flasku na jej miesto v suSiarni a hodinu
zohrievajte.

Vyberte nddobku zo susiarne, nechajte vychladniit na teplotu véhovne a presne odvédzte s presnostou na
0,1 mg.

Opakujte body 6.2.13 a 6.2.14 pocas vyhrievania 30 az 60 mindt, az kym rozdiel hmotnosti dvoch za sebou
nasledujticich vdzeni nebude mensi nez 0,5 mg alebo kym sa hmotnost nezvysi. Ak nastane zvysenie hmot-
nosti, pouzite najnizsiu ziskand hmotnost vypocitanim (7.1). Poslednd zaznamenand véha nech je M, g.

Pridajte 15 az 25 ml petroléteru, aby sa potvrdilo, Ze extrahovand latka je plne rozpustnd. Roztok jemne
zohrievajte a zamiesajte, kym sa vSetok tuk nerozpusti.

Ak je extrahovand ldtka plne rozpustnd v petroléteri, hmotnost tuku je rozdiel medzi vdZeniami urenymi na
stupnioch 6.2.1 a 6.2.15.

Ak je pritomnd nejakd nerozpustnd latka alebo v pripade pochybnosti tplne extrahujte tuk z flasiek opako-
vanym premyvanim teplym petroléterom, nechajiic nerozpustenti litku najprv usadit pred kazdou dekanti-
ciou. Vonkajsie hrdlo flasky trikrdt opldchnite. Flasku umiestnend na jej mieste v susiarni zohrievajte jednu
hodinu, nechajte vychladnit na teplotu vdhovne ako predtym (6.2.1) a odvézte s presnostou na 0,1 mg.
Hmotnost tuku je rozdiel medzi hmotnostou ziskanou v 6.2.15 a touto kone¢nou hmotnostou.

VYJADRENIE VYSLEDKOV
Vypocet
hmotnost extrahovaného tuku v gramoch je:

(M] - MZ) B (Bl - BZ)

a obsah tuku vo vzorke vyjadreny v percentich je:

M, -M,) - (B, - B,)
N

x 100

kde:
M, = hmotnost banky M s tukom (g), ziskand postupom podla 6.2.15;

M, = hmotnost banky M (g), ziskand v bode 6.2.1 alebo (ak je pritomnd nerozpustend hmota, alebo v pri-
pade pochybnosti) v postupe 6.2.16.2;

B, = hmotnost banky B v slepom pokuse (g), ziskand postupom podla 6.2.15;

B, = hmotnost banky B (g), ziskand postupom podla 6.2.1. alebo (ak je pritomnd nerozpustend hmota,
alebo v pripade pochybnosti) postupom 6.2.16.2;

S = hmotnost pouzitej vzorky (g).

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiok uskuto¢nenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym
istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekracovat 0,05 ¢ tuku na 100 g vyrobku.
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4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

METODA 4: URCENIE OBSAHU TUKU V SUSENOM MLIEKU (METODA ROSE-GOTTLIEB)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Tato metdda urCuje obsah tuku:

— v suSenom vysokotuénom mlieku alebo vysokotu¢nom praskovom mlieku,

— v suSenom plnotu¢nom mlieku alebo plnotu¢nom praskovom mlieku,

— v suSenom ciasto¢ne odstredenom mlieku alebo ¢iastocne odstredenom praskovom mlieku,

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku.

DEFINICIA

Obsah tuku susenych druhov mlieka: obsah tuku zisteny podla blizsie urcenej metddy.

PRINCIP
Obsah tuku sa urci extrakciou tuku z amoniakdlneho alkoholového roztoku vzorky s dietyléterom a petrol-

éterom s ndslednym odparovanim roztokov a vazenim zvysku a vypocitanim percenta hmotnosti vzorky
podla principu Rose-Gottlieba.

REAGENTY

Vsetky reagenty musia vyhovovat poziadavkdm blizsie uréenym v predbeznej skuske (6.1). V pripade
potreby mozu byt reagenty redestilované v pritomnosti asi 1 g maslového tuku na 100 ml rozpustadla.

Roztok amoniaku, priblizne 25 % (m/m) NH, (hustota pri 20 °C priblizne 0,91 g/ml) alebo silnejsi roztok
znamej koncentracie.

Etanol 96 + 2 % (v[v) alebo ak nie je dostupny, etanol denaturovany metanolom, etyl metylketénom alebo
petroléterom.

Dietyléter bez peroxidu.

Pozndmka 1:

Na skasku peroxidov pridajte asi 10 ml éteru v malej skiimavke so sklenou zabriisenou zitkou, ktord sa
predtym opldchla éterom, 1 ml cerstvo pripraveného roztoku 10 % jodidu draselného. Zatrepte a nechajte
stdt jednu mindtu. V Ziadnej vrstve nemd byt vidiet Zltd farbu.

Pozndmka 2:
Dietyléter sa md uchovédvat bez peroxidov pridanim vlhkej zinkovej folie, ktord bola tGplne ponorend do zrie-

deného okysleného roztoku siranu mednatého na 1 minttu a potom oplachnutd vodou. Na 1 liter pouzite
asi 8 000 mm? zinkovej folie, narezte na pasy takej dfzky, aby siahali asponi do polovice nidoby.

Petroléter s varnym pasmom medzi 30 °Ca 60 °C.

ZmieSané rozpustadlo pripravené kritko pred pouzitim zmie$anim rovnakého objemu dietyléteru (4.3)

a petroléteru (4.4) (v pripade, Ze je vyznacené pouzitie zmiesaného roztoku, méze sa nahradit bud dietyl-
éterom alebo samotnym petroléterom).

ZARIADENIE
Analytickd vaha.

Vhodné extrakéné skimavky alebo nddobky zabezpecené vhodnymi sklenymi zabrisenymi zdtkami alebo
inymi uzdvermi, ktoré neti¢inkuji s pouZitymi roztokmi.

Nadobky s tenkymi stenami a plochym dnom, s kapacitou 150 az 250 ml.

Atmosférickd susiaren, dobre vetrand a termostaticky riadend (nastavend na prevadzku pri 102 °C £ 1 °C).
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5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

Varné granule, bez tuku, neporézne, nedrobivé pri pouziti, napr. sklené gulocky alebo kisky karbidsilikonu
(pouzitie tohto materidlu je volitelné; pozri bod 6.2.1).

Vodny kipel pri 60 °C az 70 °C.
Sifén na pripojenie extrakénych skimaviek.

Centrifiga (volitelné).

POSTUP

PredbeZni skiiska

Zéaroven s urCovanim obsahu tuku vzorky vykondvajte aj predbeznt skdsku na 10 ml vody pouzitim toho
istého druhu extrakéného zariadenia, rovnakych reagentov v tom istom mnoZstve a toho istého postupu,
ako je dalej opisany, okrem bodu 6.2.2. Ak predbezna skiiska presahuje 0,5 mg, vtedy treba reagenty kontro-
lovat a znecisteny reagent alebo reagenty treba precistit alebo nahradit.

Stanovenie

Suste nddobku (5.3) [spolu s niekolkymi varnymi granulami (5.5), ak je to potrebné, na podporu jemného
varu pocas ndsledného odstranovania rozptstadiel] v susiarni (5.4) pocas pol hodiny az jednej hodiny. Flas-
ticku nechajte vychladnit na teplotu vdhovne a presne odvézte vychladnuta flasticku s presnostou 0,1 mg.

Presne odvézte s presnostou na 1 mg priamo v extrak¢nom zariadeni alebo pri rozdielnosti do extrakéného
zariadenia (5.2) asi 1 g plnotu¢ného praskového mlieka alebo 0,5 g Ciastocne odstredeného alebo odstrede-
ného praskového mlicka. Pridajte 10 ml vody a jemne zatrepte, aZ kym sa mlie¢ny praSok dplne rozptyli
(pri niektorych vzorkdch je mozZno potrebny ohrev).

Pridajte 1,5 ml amoniaku (25 %) (4.1) alebo zodpovedajici objem silnejsicho roztoku a zohrievajte
v tepelnom kipeli (5.6) pocas 15 mintt na 60 °C az 70 °C, prilezitostne potrepte. Dajte vychladnit napriklad
do tecicej vody.

Pridajte 10 ml etanolu (4.2) a tekutiny jemne premiesajte v neuzatvorenom zariadeni.

Pridajte 25 ml dietyléteru (4.3). Vychladte pod tecticou vodou. Zariadenie uzatvorte a opakovane silne trepte
a obracajte pocas jednej mindty.

Opatrne odstrante zdtku a pridajte 25 ml petroléteru (4.4), pouzijic prvych niekolko mililitrov na opldch-
nutie zdtky vnitra hrdla zariadenia, tak aby oplachujiice mnozstvo tieklo do zariadenia. Uzatvorte nasadenim
zdtky a opakovane trepte a obracajte pocas 30 sekdnd. Netrepte prili§ silno, ak sa nemd pouzit centrifiiga
v bode 6.2.7.

Zariadenie nech je v pokoji, kym hornd vrstva tekutiny nebude ¢ira a zretelne oddelend od dolnej vodnej
vrstvy. Eventudlne vykonajte separdciu pouzitim vhodnej odstredivky (5.8).

Pozndmka:

V pripade pouzitia odstredivky, ktord nie je pohdnand trojfizovym motorom, mozu vznikat iskry, a preto
treba ddvat pozor, aby sa zabranilo explozii alebo poziaru z éterovych vyparov vychddzajicich napriklad
z prasknutej skimavky.

Odstrante zdtku, opldchnite ju, ako aj vndtro hrdla zariadenia niekolkymi mililitrami zmieSaného roztoku
(4.5) a nechajte oplachujiice mnozstvo stekat do zariadenia. Opatrne preneste ¢o najviac vrstvy pldvajicej na
povrchu dekantéciou alebo pomocou sifénu (5.7) do pripravenej flasticky (6.2.1).

Pozndmka:

Ak sa prendsanie nerobi pomocou sifénu, bude mozno potrebné pridat trochu vody, aby sa zvysilo preni-
kanie medzi tymi dvoma vrstvami a tak pomohlo dekantécii.

Oplachnite vonkajsok a vnitro hrdla zariadenia alebo hornd a dolnd cast sifénu niekolkymi mililitrami
zmiesaného roztoku. Nechajte mnoZstvo oplachujice vonkajsok zariadenia stekat do flasticky a mnozstvo
oplachujtce vnitro hrdla a sifén stekat do extrakéného zariadenia.
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6.2.10.

6.2.11.

6.2.12.

6.2.13.

6.2.14.

6.2.15.

6.2.16.

6.2.16.1.

6.2.16.2.

7.1.

Vykonajte druhti extrakciu opakovanim postupov 6.2.5 az 6.2.9 vritane, ale pouzite iba 15 ml dietyléteru
a 15 ml petroléteru.

Vykonajte tretiu extrakciu opakovanim postupu 6.2.10, ale vynechajte posledné preplachovanie (6.2.9).

Pozndmka:
Nie je povinné vykonat tito tretiu skisku, ak sa robia rozbory vzoriek odstredeného suseného mlieka.

Opatrne odparujte alebo oddestilujte ¢o najviac rozpustadla (vritane etanolu). Ak je flaska malého objemu,
bude potrebné odstranit roztok, ako je uvedené vyssie, po kazdej extrakcii.

Ak sa nevyskytuje Ziadny znacny zdpach rozpustadla, umiestnite flasku na jej miesto v suSiarni a hodinu
zohrievajte.

Vyberte flasku zo susiarne, nechajte vychladnit na teplotu vdhovne ako predtym (6.2.1) a presne odvézte
s presnostou na 0,1 mg.

Opakujte body 6.2.13 a 6.2.14 pocas vyhrievania 30 az 60 mindt, az kym rozdiel hmotnosti dvoch za sebou
nasledujiicich vdzeni nebude mensi nez 0,5 mg alebo kym sa hmotnost nezvysi. Ak nastane zvysenie hmot-
nosti, pouzite najnizdiu zistend hmotnost pri vypoéitani (7.1). Poslednd zaznamenand hmotnost nech je
M, g

Pridajte 15 az 25 ml petroléteru, aby sa potvrdilo, Ze extrahovand latka je plne rozpustnd. Roztok jemne
zohrievajte a mieSajte, az kym sa vetok tuk nerozpusti.

Ak je extrahovand ldtka plne rozpustnd v petroléteri, tak hmotnost tuku je rozdiel medzi vahami urcenymi
na stupiioch 6.2.1 a 6.2.15.

Ak sa vyskytne nejakd nerozpustnd ldtka, alebo v pripade pochybnosti, Giplne extrahujte tuk z flasiek opako-
vanym umyvanim teplym petroléterom, nechajic nerozpustent latku najprv usadit pred kazdou dekantdciou.
Vonkajsie hrdlo flasky trikrdt opldchnite.

Flasku umiestnenti na jej mieste v susiarni zohrievajte jednu hodinu, nechajte vychladnit na teplotu vihovne
ako predtym (6.2.1) a odvdite s presnostou na 0,1 mg. Hmotnost tuku je rozdiel medzi hmotnostou
ziskanou v 6.2.15 a touto kone¢nou hmotnostou.

VYJADRENIE VYSLEDKOV
Vypocet
hmotnost extrahovaného tuku (g) je:

(M; - M,) - (B - By)

a obsah tuku vo vzorke, vyjadreny v percentich, je:

(M; - M,) - (B; - B,)
S

x 100

kde:
M, = hmotnost banky M s tukom (g), ziskand postupom podla 6.2.15;

M2 = hmotnost banky M (g), ziskand postupom podla 6.2.1 alebo (ak je pritomnd nerozpustend hmota,
alebo v pripade pochybnosti) postupom podla 6.2.16.2;

B, = hmotnost banky B v slepom pokuse (g), ziskand postupom podla 6.2.15;

B, = hmotnost banky B (g), ziskand postupom podla 6.2.1 alebo (ak je pritomnd nerozpustend hmota,
alebo v pripade pochybnosti) postupom podla 6.2.16.2;

S = hmotnost pouzitej vzorky (g).
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7.2

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiiSok uskuto¢nenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym

istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekracovat 0,2 g tuku na 100 g vyrobku s vynimkou
odstredené¢ho praskového mlieka, pri ktorom rozdiel nesmie presahovat 0,1 g tuku na 100 g vyrobku.

METODA 5: URCENIE OBSAHU SACHAROZY (POLARIMETRICKA METODA)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Této metdda urcuje obsah sachardzy:
— v sladenom kondenzovanom mlieku,
— v sladenom kondenzovanom ¢iasto¢ne odstredenom mlieku,

— v sladenom kondenzovanom odstredenom mlieku.

Vzorky nesmii obsahovat invertny cukor.

DEFINICIA

Obsah sacharézy v sladenom kondenzovanom mlieku: obsah sachardzy, ako je zisteny podla blizie urcenej
metddy.

PRINCIP

Této metdda je zaloZend na principe Clergetovej inverzie, jemnej tGprave vzorky kyselinou, ktord vykondva
tiplnd hydrolyzu sachardzy, ale nie laktdzy alebo inych cukrov. Obsah sachardzy sa ziska zmenou rotacnej
sily roztoku.

Cisty filtrt vzorky bez mutarotdcie laktézou sa pripravi tipravou roztoku amoniakom a néslednou neutrali-
zdciou a vycerenim postupnym priddvanim roztokov octanu zino¢natého a hexakyanozelezitanu draselného.

Sachar6za sa v Casti filtratu hydrolyzuje zvldstnym sposobom.

Z rotécie filtratu pred a po inverzii sa vypocita obsah sacharézy pouzitim vhodného vzorca.

REAGENTY

Roztok octanu zino¢natého, 1M: rozpustite 21,9 g krystalického octanu zino¢natého Zn(C,H,0,),2 H,0
a 3 ml ladovej kyseliny octovej vo vode a dopliite az do 100 ml vodou.

Roztok hexakyanozelezitanu draselného, 0,25 M: rozpustite 10,6 g krystalického hexakyanozelezitanu drasel-
ného K,[(FE(CN),]-3 H,0 vo vode a doplite do 100 ml vodou.

Roztok kyseliny chlérovodikovej, 6.35 £ 0,20 M (20 % az 22 %) alebo 5,0 £ 0,2 M (16 % az 18 %).
Roztok amoniaku, 2,0 £ 0,2 M (3,5 %).
Roztok kyseliny octovej, 2,0 £ 0,2 M (12 %).

Indikdtor bromotymolovd modrd, 1 % (m/v) roztok v etanole.

ZARIADENIE
Viha, citlivost 10 mg.

Polarimetrickd riirka, 2 dm, presne kalibrovanej dizky.
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5.3.

5.4.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

6.2.10.

6.2.11.

Polarimeter alebo sacharometer:

a) polarimeter so sodikovym svetlom alebo ortufovym zelenym svetlom (ortutovd vybojka so Specidlnym
osvetlovacim hranolom N 77 A) na ¢itanie s presnostou aspor 0,05 uhlovych stupnov;

b) sacharometer s medzindrodnou sacharimetrickou stupnicou, vyuzivajici biele svetlo prechddzajiice cez
filter 15 mm 6 % roztoku dvojchromanu draselného alebo sodikové svetlo na od¢itanie s presnostou
aspon 0,1° na medzindrodnej sacharimetrickej stupnici.

Vodny kiipel regulovany na 60 °C + 1°C.

POSTUP

Kontrolné stanovenie

Na tcely $tandardizdcie postupu, reagentov a zariadenia vykonajte dvakrdt kontrolnt skisku podla nizsie
uvedeného opisu, pouzijic zmes 100 g mlicka a 18 g Cistej sachardzy alebo zmes 110 g odstredeného
mlieka a 18 g Cistej sachardzy, kazdé zodpovedajice 40 g kondenzovaného mlieka obsahujiceho 45 %
sachardzy. Vypoditajte obsah cukru pouzitim vzorcov podla bodu 7, dosadzujiic za M, F a P vo vzorci 1
mnozstvo pouzitého mlieka a obsahu tuku a proteinu v tomto mlieku a vo vzorci 2 za M hodnotu 40,00.
Priemer zistenych hodnot sa nesmie 1iSit o viac nez 0,2 % zo 45,0 %.

Stanovenie

Odvézte s odchylkou 10 mg priblizne 40 g dobre zmiesanej vzorky do 100 ml sklenej kadicky. Pridajte
50 ml hortcej vody (80 °C az 90 °C) a dobre zamiesajte.

Preneste zmes kvantitativne do 200 ml odmernej nddobky, opléchnite kadicku postupnym mnozstvom 60 °C
teplej vody, az kym celkovy objem dosiahne 120 az 150 ml. Zmiesajte a nechajte vychladnit na izbova
teplotu.

Pridajte 5 ml zriedeného roztoku amoniaku (4.4). Znovu pomiesajte a potom nechajte stit 15 mindit.

Neutralizujte amoniak pridanim zodpovedajiicecho mnoZstva zriedeného roztoku kyseliny octovej (4.5).
Vopred urcite presny pocet ml titrdciou roztoku amoniaku s pouzitim bromotymolovej modrej ako indika-
tora (4.6). Premiesajte.

Za jemného mieania to¢enim naklonenej flasky pridajte 12,5 ml roztoku octanu zino¢natého (4.1).

Pridajte 12,5 ml roztoku hexakyanozelezitanu draselného (4.2) takym istym spésobom ako pri roztoku
octanu.

Obsah flasky upravte na 20 °C a dopliite do znacky 200 ml vodou 20 °C teplou.

Pozndmka:

Pocas ktoréhokolvek doteraz opisaného stupna sa voda alebo iné reagenty maji priddvat takym sposobom,
aby sa zabrdnilo vzniku bublin, a s tym istym ciefom kazdé micSanic sa md vykondvat radsej tocenim
nadobky ako trepanim. Ak sa vyskytnid vzduchové bubliny pred dosiahnutim objemu 200 ml, daji sa
odstrnit pomocou napojenia nidobky na vyvevu a otdcanim.

Flasku uzatvorte suchou zdtkou a dokladne premiesajte silnym trepanim.
Nechajte stat nickolko mintit a potom prefiltrujte cez suchy filtra¢ny papie. Vyhodte prvych 25 ml filtratu.
Priama polarizdcia: urcite optickd rotéciu filtratu pri 20 °C £ 1 °C.

Inverzia: pipetou dajte 40 ml vyssie ziskaného filtrdtu do 50 ml odmernej banky. Pridajte 6,0 ml 6,35 M
kyseliny chlorovodikovej alebo 7,5 ml 5,0 M kyseliny chlorovodikovej (4.3).

Banku umiestnite do vodného kipela pri 60 °C na 15 mintt tak, aby celd bankovd cast bola ponorend. Mie-
Sajte rotacnymi pohybmi pocas prvych piatich mindt, pocas ktorych by obsah flasky mal dosiahnut teplotu
kapela. Ochladte na 20 °C a objem dopliite vodou 20 °C. Miesajte a nechajte stat jednu hodinu pri tejto
teplote.
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6.2.12.

7.1.

7.2.

Invertnd polarizdcia

Urdite rotéciu invertovaného roztoku pri 20 °C + 0,2 °C. (Ale v pripade, Ze sa teplota T tekutiny v polari-
zacnej skimavke odliduje o viac nez 0,2 °C pocas merania, musi sa uplatnit tepelnd korekcia uvedend v bode
7.2).

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Spodsob vypoctu

Obsah sachardzy sa vypocita podla nizsie uvedenych vzorcov:

M

l.v=—(1.08F +1.55P

"= 00 ¢ * )
5 g _D-1251 V-v Vo

Q V LxM

kde:
S = obsah sachardzy;
M = hmotnost navazky vzorky v gramoch;
F = obsah tuku vo vzorke v percentéch;,
P = obsah bielkovin (N x 6,38) vo vzorke v percentdch;
V = objem (ml), v ktorom bola vzorka rozpustend pred filtrciou;

v = korekcia na objem zrazeniny vzniknutej behom ¢irenia (ml);
D = mensitel tidaja polarimetra, otdcavosti, pred inverziou;
[ = mensitel polarimetra po inverzii;

L = dfika polarizacnej trubice (dm);
Q = inverzny faktor, ktorého hodnoty st uvedené nizsie.

Pozndmky:

a) Ak je hmotnost zahusten¢ho mlieka presne 40,00 g, polarimeter pracuje so sodikovym svetlom, odcita sa
v uhlovych stupnioch a dlzka polarizacnej trubice pri teplote 20 °C £ 0,1 °C je 2 dm, tak sa obsah sacha-
rézy normalneho zahusteného mlieka (C = 9) moze vypocitat podla tohto vzorca:

S = (D-1.251) x (2.833 - 0.00612 F - 0.00878 P)

b) Ak sa meranie vykondva pri inej teplote T nez 20 °C, je potrebné ziskané hodnoty vyndsobit hodnotou:

(1 + 0.0037 (T-20).

Hodnoty faktora inverzie Q

Nasledujice vzorce uddvaji presné hodnoty pre Q, pre rozne zdroje svetla s korekciami na koncentraciu
a teplotu:

Sodikové svetlo a polarimeter s uhlovymi stupriami:

Q = 0,8825 + 0,0006 (C - 9) — 0,0033 (T — 20).

Ortutové zelené svetlo a polarimeter s uhlovymi stupfiami:
Q = 1,0392 + 0,0007 (C - 9) - 0,0039 (T — 20).

Biele svetlo s bichromdtovym filtrom a sacharimeter s medzindrodnou stupnicou na cukor:

Q = 2,549 + 0,0017 (C - 9) - 0,0095 (T — 20).

Pre vyssie uvedené vzorce plati:

C = percento vietkych cukrov v invertovanom roztoku ako polarizovanom,

T = teplota invertovaného roztoku pri polarimetrickom ¢itani.

Pozndmka 1:

Percetudlny podiel vsetkych cukrov C v invertovanom roztoku sa dd vypocitat z priameho od¢itania
a zmeny inverziou zvyCajnym sposobom, pouZijic zvycajné hodnoty pre 3pecifické rotdcie sachardzy,
lakt6zy a invertného cukru.

Korekcia 0,0006 (C - 9) atd. je presnd iba vtedy, ak C je priblizne 9; pri normalne kondenzovanom mlieku sa
tdto korekcia dd zanedbat, ak sa C priblizuje k 9.
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7.3.

4.1.

4.2

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

Pozndmka 2:
Varidcia teploty z 20 °C o 1 °C sposobuje maly rozdiel pri priamom od¢itani, ale varidcia vyse 0,2 °C pri
invertnom od¢itan{ vyzaduje korekciu. Korekcia — 0,0033 (T — 20) atd. je presnd iba medzi 18 °C a 22 °C.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiisok uskutocnenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym
istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekracovat 0,3 g sacharézy na 100 g kondenzova-
ného mlieka.

METODA 6: URCENIE OBSAHU KYSELINY MLIECNEJ A OBSAHU MLIECNANOV

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Této metdda urcuje obsah kyseliny mlie¢nej a mlie¢nanov vyjadrenych ako kyselina mliecna, a to:
— v suSenom vysokotu¢nom mlieku alebo vysokotuénom préskovom mlieku,

— v suSenom plnotu¢nom mlieku alebo plnotuénom praskovom mlieku,

— v suSenom ciasto¢ne odstredenom mlieku alebo ¢iasto¢ne odstredenom praskovom mlieku,

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku.

DEFINICIA

Obsah kyseliny mlie¢nej a mlie¢nanov v suSenom mlieku: obsah kyseliny mlie¢nej a mlie¢nanov vyjadreny
ako kyselina mlie¢na podla skasky blizsie urenou metédou.

PRINCIP

Tuk, protein a lakt6za sa odstrdnia stcasne z roztoku vzorky pridanim siranu mednatého a hydroxidu
vapnika a ndslednou filtraciou.

Kyselina mliecna a mlie¢nany vo filtrdte sa premenia na acetyldehyd pomocou koncentrovanej kyseliny
sirovej v pritomnosti siranu mednatého.

Obsah kyseliny mliecnej sa uréi kolorimetricky pouZitim p-hydroxydifenylu.

Obsah kyseliny mliecnej a mlie¢nanov sa vyjadri ako MG kyseliny mlie¢nej na 100 g beztukovej susiny.

REAGENTY

Roztok siranu mednatého: rozpustite 250 g siranu mednatého (CuSO,-5H,0) vo vode a zriedte na 1 000 ml
vodou.

Suspenzia hydroxidu vapnika

V trecej miske rozdrvte 300 g hydroxidu vapnika [Ca(OH),] s vodou, celkove pouzite 900 ml. Suspenzia sa
méd pripravit ¢erstvo pred pouZitim.

Suspenzia hydroxidu vépnika: v trecej miske rozdrvte 300 g hydroxidu vdpnika [Ca(OH),] s vodou, celkove
pouzite 1 400 ml. Suspenzia sa md pripravit Cerstvo pred pouZitim.

Roztok kyseliny sirovej — siranu mednatého: pridajte do 300 ml kyseliny sirovej, 95,9 % az 97,0 % (m/m)
H,SO,, 0,5 ml roztoku siranu mednatého (4.1).

Roztok p-hydroxydifenylu (C;H,C,H,OH): za stdleho trepania a slabého nahrievania rozpustite 0,75 g p-
hydroxydifenylu v 5 ml vodného roztoku hydroxidu sodného, obsahujiceho 5 g NaOH na 100 ml. Zriedte
do 50 ml vodou v odmernej banke. Roztok uschovajte vo flaske z hnedého skla na tmavom a chladnom
mieste. NepouZite pri zmene farby alebo vyskyte zdkalu. Skladovat maximalne 72 hodin.
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4.5.

4.6.

5.1.

5.2

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

Standardny roztok kyseliny mlie¢nej: kratko pred pouzitim rozpustite 0,1067 g mliecnanu litného
(CH,CHOHCOOLI) vo vode a zriedte na 1000 ml v odmernej banke. 1 ml tohto roztoku zodpovedd
0,1 mg kyseliny mliecnej.

Standardné rekonstituované (obnovené) mlieko: vopred urobte rozbor niekolkych vzoriek vysokokvalitného
suseného mlieka. Na pripravu kalibracnej krivky vyberte vzorku, ktord md najniz$i obsah kyseliny mliecnej,

neobsahujtc viac nez 30 mg kyseliny mliecnej na 100 g beztukovej susiny. Pokracujte postupom opisanym
nizsie v bodoch 6.2.1 a 6.2.2.

ZARIADENIE

Analytickd vaha.

Spektrofotometer vhodny na odéitanie pri vinovej dizke 570 nm.
Vodny kipel pri 30 °C + 2 °C.

Trecia miska a_ticik.

Filtra¢ny papier (Schleicher a Schull 595, Whatman 1 alebo podobne).

Skiimavky na testy, Pyrex alebo podobne (rozmery 25 x 150 mm).

Pozndmka:

Vsetky pomocky zo skla musia byt dokonale ¢isté a urcené iba na pouzitie na tito skisku. Pred umytim
opldchnite pomocky zo skla, obsahujtice vyzrdzané zvysky, koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou.

POSTUP

PredbeZna skiiska

Na vykonanie predbeznej skisky dajte 30 ml vody do 50 ml skdmavky so stupnicou a postupujte podla
opisu v bodoch 6.2.4 az 6.2.11 vratane. Ak sa pri merani vody v predbeznej skiiske prekro¢i ekvivalent
20 mg kyseliny mliecnej na 100 g beztukovej susiny, vtedy treba prekontrolovat reagenty a necisté reagenty
alebo reagent treba nahradit. Predbeznt skasku vykonajte sicasne s analyzou vzorky.

Stanovenie

Pozndmka:
Zabrante kontamindcii necistotami, hlavne slinami a sladkostami.

Urcite obsah beztukovaj susiny (a) g vzorky odpocitanim obsahu tuku (ziskaného metédou 4) a obsahu
vlhkosti (ziskaného metddou 2) od 100.

1000
(a-10)
a dokladne premiesajte.

Odvizte

g vzorky s presnostou na 0,1 g. Pridajte toto mnozstvo vzorky do 100 ml vody

Pipetou dajte 5 ml ziskaného roztoku do 50 ml skiimavky so stupnicou a zriedte vodou asi na 30 ml.
Pocas trepania pomaly priddvajte 5 ml roztoku siranu mednatého (4.1) a nechajte odstat 10 mindit.

Pocas trepania pomaly priddvajte 5 ml suspenzie hydroxidu védpenatého (4.2.1) alebo 10 ml suspenzie
hydroxidu vdpenatého (4.2.2).

Zriedte na 50 ml vodou, silne potrepte, nechajte odstdt na 10 mindt, potom prefiltrujte. Odhodte prvi cast
filtratu.

Pipetou dajte 1 ml filtrdtu do skiimavky (5.6).

Pomocou byrety alebo pipety so stupnicou pridajte do skiimavky 6,0 ml roztoku kyseliny sirovej — siranu
mednatého (4.3). Premiesajte.

Pocas piatich mintit zohrievajte vo vriacom kipeli. Vychladte pod te¢ticou vodou na izbovi teplotu.
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6.2.10.

6.2.11.

6.2.12.

6.2.13.

6.3.

7.1.

7.2

Pridajte dve kvapky reagentu p-hydroxydifenylu (4.4) a silne potrepte, aby sa reagent rovnako rozdelil do
celej tekutiny. Umiestnite skiimavku do vodného kdpela pri 30 °C + 2 °C; nechajte tam pocas 15 miniit
a z casu na cas potrepte.

Skiimavku dajte do vriaceho vodného kipela na 90 sekind. Vychladte pod tecticou vodou na izbovi teplotu.

Zmerajte opticki hustotu proti predbeinej skiske (6.1) do troch hodin pri vinovej dizke 3pecifikovane;
v bode 5.2.

V pripade, Zze optickd hustota je vyssia, neZ je najvyssi bod Standardnej krivky, vtedy zopakujte skisku
pouzitim adekvétneho zriedenia filtrdtu ziskaného podla 6.2.6.

Priprava Standardu

Pipetou dajte 5 ml rekonstituovaného mlieka (4.6) do piatich 50 ml skdmaviek so stupnicou. Pipetou dajte
do tychto skdmaviek jednotlivo 0, 1, 2, 3 a 4 ml $tandardného roztoku (4.5), aby sa ziskal rozsah stan-
dardov zodpovedajicich 0, 20, 40, 60 a 80 mg pridanej kyseliny mlie¢nej na 100 g beztukovej susiny suse-
ného mlieka.

Zriedte vodou asi na 30 ml a postupujte podla opisu v bodoch 6.2.4 az 6.2.11.

Zmerajte optické hustoty standardov (6.3.1) oproti predbeznému testu (6.1) pri vinovej dizke bliZsie urcenej
v bode 5.2. Zaznacte do diagramu optické hustoty proti mnozstvam kyseliny mlie¢nej danym v bode 6.3.1,
t. j. 0 mg, 20 mg, 40 mg, 60 mg a 80 mg na 100 g beztukovej susiny. Nakreslite najlepsiu vhodnt
priamku cez tieto body a vyznacte Standardnd krivku postivanim tejto Ciary paralelne k sebe takym
sposobom, aby prechddzala cez pociatok.

VYJADRENIE VYPOCTU

Spdsob vypoctu

Premeiite optickd hustotu namerand podla 6.2.12 alebo 6.2.13 na mg kyseliny mliecnej na 100 g beztukovej
susiny vo vzorke vo vztahu ku Standardnej krivke. Vyndsobte tento vysledok faktorom zriedenia v pripade,
ked' sa filtrdt zriedil podla bodu 6.2.13.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiisok uskuto¢nenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym
istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekracovat 8 mg kyseliny mlie¢nej na 100 g beztu-
kovej susiny pri obsahoch az do 80 mg. Pri vyssich hodnotdch nesmie rozdiel presahovat 10 % najnizicj
hodnoty.

METODA 7: STANOVENIE FOSFATAZOVE] AKTIVITY (UPRAVENY POSTUP PODLA SANDERSA A

SAGERA)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Této metdda opisuje skisku fosfatdzovej aktivity:

— v suSenom vysokotu¢nom mlieku alebo vysokotu¢nom praskovom mlieku,

— v suSenom plnotu¢nom mlieku alebo plnotuénom praskovom mlieku,

— v suSenom ciasto¢ne odstredenom mlieku alebo ¢iasto¢ne odstredenom praskovom mlieku,

— v suSenom odstredenom mlieku alebo odstredenom praskovom mlieku.

DEFINICIA

Aktivita fosfatdzy v suSenych druhoch mlieka je meradlom mnozstva pritomnej aktivnej alkalickej fosfatdzy.
Je vyjadrend ako mnozstvo fenolu v pg uvolnené 1 ml rekonstituovaného mliecka, ako to urCuje niZsie
uvedeny postup.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

PRINCIP

Aktivita fosfatdzy v suSenych druhoch mlieka je urcend schopnostou fosfatdzy uvoliiovat fenol z fenylfosfatu
sodného. Mnozstvo fenolu uvolnené podla predpisanych podmienok sa urci spektrofotometrickym meranim
farby vyvolanej Gibbovym reagentom.

REAGENTY

Roztok A

Tlmivy roztok boritanu barnatého: pH 10,6 * 0,1 pri 20 °C.

Rozpustite: 25,0 g hydroxidu barnatého [Ba(OH),-8H,0] vo vode a zriedte na 500 ml.
Rozpustite: 11,0 g kyseliny boritej (H,BO,) vo vode a zriedte na 500 ml.

Zohrejte obidva roztoky na 50 °C a zmieSajte.

Potrepte a nechajte vychladit na izbovi teplotu.

Nastavte pH na 10,6 * 0,1 pomocou roztoku hydroxidu barnatého a prefiltrujte.
Roztok skladujte v nddobe s tesniacou zitkou.

Pred pouzitim zriedte tImivy roztok rovnakym mnozstvom vody.

Roztok B:

Tlmivy roztok vyvoja farby.

Rozpustite: 6,0 g boritanu sodného (NaBO,) (alebo 12,6 g NaBO,4H,0) a 20,0 g chloridu sodného (NaCl)
vo vode a zriedte na 1 000 ml vodou.

Roztok C

Tlmivy substrdtovy roztok.

Rozpustite 0,5 g fenylfosfitu sodného (Na,C;H,PO,-2H,0) v 4,5 ml roztoku B (4.2). Pridajte 2 kvapky
roztoku E (4.5) a nechajte odstdt na 30 mindt. Farbu extrahujte pomocou 2,5 ml butanolu (4.10). V pripade
potreby opakujte extrakciu farby. Po separdcii oddelte butanol. Tento roztok sa dd uchovat po niekolko dni

v chladnicke. Vyviiite a extrahujte farbu este raz pred pouzitim.

Pipetou dajte 1 ml tohto roztoku do 100 ml odmernej banky a doplitte do objemu roztoku A. Tlmivy
roztok pripravte bezprostredne pred pouzitim.

Roztok D

Zrazadlo.

Rozpustite 3,0 g siranu zino¢natého (ZnSO,7H,0) a 0,6 g siranu mednatého (CuSO,5H,0) vo vode
a doplnte do 100 ml vodou.

Roztok E

Gibbov reagent.

Rozpustite 0,040 g 2,6-dibrémchinénu 1,4 — chlérimidu (0-C;H,BR,;NC1) v 10 ml 96 % etanolu. Roztok
skladujte vo flaske z tmavého skla v chladnicke. Tento reagent vyradte, ak sa odfarbil.

Tlmivy roztok farby

Zriedte 10 ml roztoku B (4.2), timivého roztoku vyvoja farby, na 100 ml vodou.

Roztok siranu mednatého

Rozpustite 0,05 ¢ siranu mednatého (CuSO,-5H,0) vo vode a dopliite do 100 ml vodou.

Standardny roztok fenolu

Rozpustite 0,200 + 0,001 g cistého fenolu vo vode a doplite do 100 ml vodou do odmernej banky. Tento
roztok sa dd niekolko mesiacov skladovat v chladnicke. Zriedte 10 ml tohto roztoku na 100 ml vodou.
Tento zriedeny roztok obsahuje 200 pg fenolu v 1 ml a dd sa pouZit na pripravu viacerych zriedenych
roztokov.

Vriaca destilovand voda.
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4.10.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

6.2.10.

N-butanol.

ZARIADENIE

Analytickd vaha.

Vodny kipel, termostaticky riadeny pri 37 °C £ 1 °C.

Spektrofotometer vhodny na odéitanie pri vinovej dizke 610 nm.

Filtra¢ny papier (Schleicher a Schull 597, Whatman 42 alebo ekvivalentny filtracny papier).
Vodny kdpel, varny.

Hlinikova f6lia.

POSTUP

Upozornenie:
1. Zabrénte priamemu vystaveniu slne¢nému svetlu.

2. Vsetky predmety zo skla, zdtky a prenosny materidl maji byt dokonale ¢isté. Odportca sa, aby sa oplachli
a vyvarili vo vode alebo aby sa oetrili parou.

3. Zabrénte pouzivaniu predmetov z plastickych latok (napriklad zatok), pretoze mozu obsahovat fenoly.

4. Sliny obsahuju fosfatdzu; preto treba dosledne zabrénit znecisteniu slinami.
Priprava vzorky

Odvdite s presnostou na 0,1 g 10 g vzorky a rozpustite ju vo vode. Teplota pri rozpustani za Ziadnych
okolnosti nesmie prekrocit 35 °C.

Stanovenie

Do kazdej z dvoch testovacich skimaviek dajte 1 ml obnoveného mlieka pripraveného podla postupu
uvedeného v bode 6.1.1.

Zohrejte pocas dvoch mintit jednu zo skiimaviek vo vriacej vode. Skimavku a vodny kipel (5.5) alebo napri-
klad pohdr s hlinikovou féliou (5.6) prikryte, aby ste sa uistili, Ze sa zohreje celd skimavka. Dajte vychladnat
do studenej vody na izbovii teplotu. Pouzite tito skimavku na predbeznti skiisku. Pri vSetkych dalsich operd-
cidch zaobchadzajte s obidvoma skiimavkami rovnako.

Pridajte 10 ml roztoku C (4.3.2). Pomiesajte a skiimavku polozte do vodného kipela pri 37 °C (5.2).
Udrzujte v termostate vodného kiipela pocas 60 mintit a periodicky potrepte.

Skiimavky ihned preneste do vriacecho vodného kiapela (5.5) a zohrievajte pocas dvoch mindt; nechajte
vychladndt v studenej vode na izbovi teplotu.

Pridajte 1 ml roztoku D (4.4), zamiesajte a prefiltrujte cez suchy filtracny papier; prvé filtrity odhodte, az
kym sa neziska Cistd tekutina.

Dajte 5 ml z kazdého filtritu do testovacich skimaviek, pridajte 5 ml roztoku B (4.2) a 0,1 ml roztoku E
(4.5). Premiesajte.

Nechajte vyvinit zafarbenie pri izbovej teplote pocas 30 mindt, mimo priameho dosahu slne¢ného svetla.

odmerajte optickt hustotu roztoku vzorky v porovnani s predbeznou skiskou pri vlnovej dlzke uvedenej
v bode 5.3.

Skusku zopakujte, ak optickd hustota roztoku je vyssia nez pri Standardnej vzorke s 20 pg fenolu priprave-
ného podla bodu 7.

Ak sa tento limit prekro¢i, zriedte vhodné mnozstvo obnoveného mlicka podla bodu 6.1.1 vhodnym mnoz-
stvom tohto mlieka opatrne prevareného, ako je uvedené v bode 6.2.2, aby sa pritomnd fosfatdza inaktivo-
vala.
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7.1.

7.2

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

8.1.3.

8.2.

PRIPRAVA STANDARDNE] KRIVKY

Do $tyroch 100 ml odmernych baniek dajte pipetou 1, 3, 5 a 10 ml $tandardného roztoku zriedeného
podla bodu 4.8 a objem dopliite vodou; tieto roztoky obsahuji jednotlivo 2, 6, 10 a 20 pg fenolu na ml.

Pipetou dajte 1 ml vody alebo 1 ml z kazdého Standardného roztoku (7.1) do testovacich skimaviek, aby sa
ziskala séria vzoriek obsahujicich 0 (hodnota pripravnej skisky ziskand pouzitim 1 ml vody) — 2 - 6 — 10
a 20 pg fenolu.

Postupne dajte pipetou do kazdej testovacej skimavky 1 ml roztoku siranu mednatého (4.7), 5 ml tlmivého
roztoku riedenia farby (4.6), 3 ml vody a 0,1 ml roztoku E (4.5). Zmie3ajte.

Nechajte skimavky stat pocas 30 mindt pri izbovej teplote, mimo priameho dosahu slne¢ného svetla.

Odmerajte absorbanciu roztokov v kazdej skimavke, porovnant s hodnotami predbeznej skaisky pri vinovej
dlzke oznacenej v bode 5.3.

Vypracujte $tandardnd krivku zaznacenim hodnot absorbancie v porovnani s mnozstvami fenolu v pg, ako
je uvedené v bode 7.2.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Vypocet
Premeite hodnoty uréené podla 6.2.9 na pg fenolu, odvoldvajic sa na Standardnt krivku.

Vypocitajte aktivitu fosfatdzy vyjadrenej ako pg fenolu na ml obnoveného mlieka podla nasledujiceho
vzorca:

aktivita fosfatizy = 2,4 ndsobené P
kde P = mnozstvo fenolu v pg podla bodu 8.1.1.

Ak treba zriedit, ako je uvedené v bode 6.2.10, vyndsobte vysledky ziskané v bode 8.1.2 faktorom riedenia.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiisok uskutocnenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym
istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekrocit 2 pg fenolu uvolneného 1ml obnoveného
mlieka.

METODA 8: URCENIE AKTIVITY FOSFATAZY (POSTUP PODIA ASCHAFFENBURGA A MULLENA)

ROZSAH A OBLAST UPLATNENIA

Této metdda opisuje urcenie aktivity fosfatazy:

— v suSenom vysokotu¢nom mlieku alebo vysokotuénom préskovom mlieku,

— v suSenom plnotu¢nom mlieku alebo plnotuénom praskovom mlieku,

— v suSenom ciasto¢ne odstredenom mlieku alebo ¢iasto¢ne odstredenom praskovom mlieku,

— v susenom odstredenom mlieku alebo odstredenom préskovom mlieku.

DEFINICIA

Aktivita fosfatdzy suSenych druhov mlieka je meradlom mnozstva aktivnej alkalickej fosfatdzy pritomnej vo
vyrobku. Je vyjadrend ako mnozstvo p-nitrofenolu v mikrogramoch uvolnené 1 ml obnovenej vzorky podla
opisanych podmienok.

PRINCIP

Vzorka obnoveného mlieka sa zriedi tlmivym substratom pri pH 10,2 a dd do inkubdtora pri teplote 37 °C
na dve hodiny. Kazd4 alkalickd fosfatdza pritomnd vo vzorke uvolni za tychto podmienok p-nitrofenol z pri-
daného p-nitrofenylfosfitu sodného. Uvolneny p-nitrofenol sa urc¢i priamym porovnanim so §tandardnymi
farebnymi sklami v jednoduchom kompardtore vyuZzivajiicom odrazené svetlo.
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

REAGENTY
Tlmivy roztok uhli¢itanu sodného.

Rozpustite 3,5 g bezvodého uhli¢itanu sodného a 1,5 g kyslého uhli¢itanu sodného vo vode a zriedte do
1 000 ml vodou v odmernej banke.

Tlmivy roztok.

Rozpustite 1,5 g p-nitrofenylfosfitu sodného v tlmivom roztoku uhli¢itanu sodného — kyslého uhlicitanu
sodného (4.1) a zriedte na 1 000 ml tlmivym roztokom (4.1) v odmernej banke.

Tento roztok je stily, ak sa skladuje v chladnicke (< 4 °C) pocas 1 mesiaca, pri takto skladovanych roztokoch
vak treba vykondvat test na kontrolu farby — pozri bod 6, vystrazné upozornenie ¢. 3.

Ciracie roztoky.
Roztok siranu zino¢natého.
Rozpustite 30,0 g siranu zino¢natého (ZnSO,) vo vode a zriedte do 100 ml vodou v odmernej banke.

Roztok kyanozelezitanu draselného (II).

Rozpustite 17,2 g kyanoZzelezitanu draselného (II) [K,Fe(CN),-3H,0] a zriedte do 100 ml vodou v odmernej
banke.

PRISTROJE
Analytickd véha.
Vodny kipel, termostaticky riadeny pri 37 °C £ 1 °C.

Komparétor so $pecidlnym diskom obsahujicim Standardné farebné skld kalibrované na pg p-nitrofenol na
ml mlicka a 2 x 25 mm kyvety.

POSTUP

Vystraha:
1. Pouzité skiimavky sa po pouZiti musia vyprdzdnit, oplichnut vodou, umyt v horicej vode obsahujtcej
alkalicky cistiaci prostriedok a ndsledne sa musia dokladne opldchnut v Cistej hortcej vode z vodovodu.

A nakoniec, pred pouzitim sa musia oplachnut vo vode a vysusit.

Pipety sa musia dokladne oplachnut v Cistej studenej vode z vodovodu ihned po pouziti, pred pouzitim
sa musia opldchnut a vysusit.

2. Zatky na skimavky sa musia dokladne oplichnut v horticej vode z vodovodu bezprostredne po pouZiti,
potom sa musia dat na dve minity do vriacej vody.

3. Tlmivy roztok (4.2) md zostat stabilny aspon pocas jedného mesiaca, ak sa skladuje v chladnicke pri 4 °C
alebo pri niz3ej teplote. Kazdd nestabilita sa vyznacuje vytvorenim Zltého zafarbenia. Ak sa vysledky testu
od¢itavaji na zdklade kontroly prevareného vyrobku s obsahom toho istého tlmivého roztoku, tak sa
odportica, aby sa roztok nepouzil, ak sa vyskytuje zafarbenie presahujice 10 pg, ak sa odcitava v prvej
25 mm kyvete v kompardtore pouzivajicom destilovant vodu v druhej 25 mm kyvete.

4. Pouzite samostatnd pipetu na kazdi vzorku a zabrdnte zne€isteniu pipety slinami.

5. Pokus nesmie byt nikdy vystaveny priamemu slnecnému svetlu.
Priprava vzorky

Rozpustite 10 g prasku v 90 ml vody. Teplota pri rozpustani prasku nesmie presahovat 35 °C.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

7.1.

7.2.

Stanovenie

Pipetou dajte 15 ml tlmivého roztoku (4.2) do cistej, suchej skimavky, potom pridajte 2 ml vzorky obnove-
ného mlieka (6.1), ktoré sa md testovat. Zazdtkujte skimavku, premiesajte obracanim a vlozte do vodného
kapela s teplotou 37 °C (5.2).

Sticasne vlozte do vodného kiipela kontrolnt skiimavku obsahujiicu 15 ml tlmivého substritu a 2 ml preva-
renej obnovenej vzorky, podobnej, ako sa testuje.

Po dvoch hodindch vyberte obidve skimavky z vodného kapela, pridajte 0,5 ml zrdzadla siranu zino¢natého
(4.3.1), zatvorte zdtkou, silne potrepte a nechajte odstdt na tri minuty. Pridajte 0,5 ml zrdzadla hexakyanoze-
lezitanu draselného (4.3.2), dokladne premiesajte a prefiltrujte cez skladany filtracny papier (5.4) a Cisty
filtrat zachytte do Cistej skimavky.

Filtrdt preneste do 25 mm kyvety a porovnajte s filtrdtom prevarenej testovanej vzorky v kompardtore
pouzitim Specidlneho disku (5.3).

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Vypocet

Priame od¢itanie ziskané podla bodu 6.2.4 sa zaznamend ako pg p-nitrofenolu na ml vzorky alebo na ml
obnovenej vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch skiisok uskuto¢nenych stcasne alebo rychlo za sebou na tej istej vzorke tym
istym analytikom za takych istych podmienok nesmie prekrocit 2 pg p-nitrofenolu uvolneného 1 ml obnove-
ného mlieka.



