112 Utedni véstnik Evropské unie 03/sv. 4
31979L1067
24.12.1979 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI L 327/29

PRVNI SMERNICE KOMISE
ze dne 13. listopadu 1979,

kterou se stanovi analytické metody Spole€enstvi pro zkouSeni urlitych druhiéi zahusténého
a suSeného mléka urceného k lidské spotiebé

(79/1067 [EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodatského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 76/118/EHS ze dne 18. pro-
since 1975 o sblizovani pravnich pfedpisti clenskych statd
tykajicich se urcitych druht zahusténého a suSeného mléka
ureného k lidské spotiebé (), a zejména na cldnek 11
uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze ¢ldnek 11 smérnice 76/118/EHS poza-
duje, aby slozeni urcitych druht zahu$téného a suseného
mléka bylo ovéfovano analytickymi metodami Spolecenstv;

vzhledem k tomu, Ze je Zddouci pfijmout prvni fadu metod,
jejichZ ovétovani bylo dokonceno;

vzhledem k tomu, Ze opatieni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potraviny,

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1
Clenské stity pfijmou viechna opatieni nezbytnd k tomu, aby

analyzy nezbytné pro ovéfeni kritérii stanovenych v priloze
I byly provadény metodami popsanymi v piiloze II.

(") Uf.vést. L 24, 30.1.1976, s. 9.

Cldnek 2

Pokud jsou pro jednotlivd stanoveni uvedeny alternativni
metody, muze byt vzorek analyzovdn kteroukoliv z téchto
metod. V protokolu o zkousce vzorku podle pfilohy II musi
byt pouzitd metoda uvedena.

Cldnek 3
Clenské stity uvedou v G&innost prévni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici do osmndcti

mésici od ozndmeni této smérnice. Neprodlené o tom
uvédomi Komisi.

Cldnek 4

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 13. listopadu 1979.

Za Komisi
Etienne DAVIGNON

clen Komise
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PRILOHA I

ROZSAH POUZITI PRVNICH ANALYTICKYCH METOD SPOLECENSTVI PRO SMERNICI O URCITYCH
DRUZICH ZAHUSTENEHO A SUSENEHO MLEKA

I. Obecnd ustanoveni

IL. Stanoveni susiny

— v zahus$téném neslazeném vysokotuéném mléce (metodou 1 uvedenou v piiloze II),

— v zahusténém neslazeném mléce (metodou 1 uvedenou v piiloze II),

— v zahusténém neslazeném &dstecné odtu¢néném mléce (metodou 1 uvedenou v pifloze II),
zahusténém neslazeném odtuénéném mléce (metodou 1 uvedenou v piiloze II),
zahusténém slazeném mléce (metodou 1 uvedenou v piiloze II),

zahus§téném slazeném Cdstené odtu¢néném mléce (metodou 1 uvedenou v piiloze II),

\
< < < <

zahusténém slazeném odtu¢néném mléce (metodou 1 uvedenou v priloze 1I).

1. Stanoveni vlhkosti
— v suSeném vysokotu¢ném mléce (metodou 2 uvedenou v piloze 1I),
— v suSeném plnotuéném mléce (metodou 2 uvedenou v piiloze I),
— v suSeném Cdstecné odtuénéném mléce (metodou 2 uvedenou v piiloze I),

— v suSeném odtuénéném mléce (metodou 2 uvedenou v piiloze II).

v. Stanoveni tuku

— v zahusténém neslazeném vysokotu¢ném mléce (metodou 3 uvedenou v pifloze 1I),

— v zahusténém neslazeném mléce (metodou 3 uvedenou v pfiloze II),

— v zahusténém neslazeném &dstecné odtuc¢néném mléce (metodou 3 uvedenou v pifloze 1),
zahusténém neslazeném odtuénéném mléce (metodou 3 uvedenou v piiloze II),
zahu$téném slazeném mléce (metodou 3 uvedenou v piiloze II),

zahusténém slazeném Cdste¢né odtu¢néném mléce (metodou 3 uvedenou v piiloze II)

< < < <

zahusténém slazeném odtu¢néném mléce (metodou 3 uvedenou v piiloze II),
— v suSeném vysokotu¢ném mléce (metodou 4 uvedenou v piloze 1I),

— v suSeném plnotuéném mléce (metodou 4 uvedenou v piiloze II),

— v suSeném &astecné odtu¢néném mléce (metodou 4 uvedenou v piiloze 1),

— v suSeném odtu¢néném mléce (metodou 4 uvedenou v piiloze II).

V. Stanoveni sacharézy
— v zahusténém slazeném mléce (metodou 5 uvedenou v pfiloze II),
— v zahusténém slazeném &dstecné odtuénéném mléce (metodou 5 uvedenou v piiloze 1I),

— v zahusténém slazeném odtu¢néném mléce (metodou 5 uvedenou v pfiloze II).

VL Stanoveni kyseliny mlééné a mléénanis
— v suSeném vysokotu¢ném mléce (metodou 6 uvedenou v piloze 1I),
— v suSeném plnotuéném mléce (metodou 6 uvedenou v piiloze II),
— v suSeném Cdstecné odtucénéném mléce (metodou 6 uvedenou v piiloze II),

— v suSeném odtuénéném mléce (metodou 6 uvedenou v piiloze II).

VIL.  Stanoveni aktivity fosfatdzy
— v suSeném vysokotu¢ném mléce (metodou 7 nebo 8 uvedenou v priloze II),
— v suSeném plnotuéném mléce (metodou 7 nebo 8 uvedenou v piiloze II),
— v suSeném c&astecné odtu¢néném mléce (metodou 7 nebo 8 uvedenou v piiloze 1I),

— v suSeném odtu¢néném mléce (metodou 7 nebo 8 uvedenou v piiloze II).
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PRILOHA II

ANALYTICKE METODY TYKAJICI SE SLOZENI URCITYCH DRUHU ZAHUSTENYCH A SUSENYCH

1.1

1.2

1.3

2.2

MLECNYCH VYROBKU URCENYCH K LIDSKE SPOTREBE

OBECNA USTANOVEN{

PRIPRAVA VZORKU K CHEMICKE ANALYZE

Zahusténé neslazené vysokotuéné mléko
Zahusténé neslazené mléko
Zahusténé neslazené Casteéné odtuénéné mléko

Zahusténé neslazené odtu¢néné mléko

Uzaviend plechovka se protiepe a opakované obrati. Plechovka se otevie a mléko se zvolna pielije do druhé
nddoby (vzorkovnice), kterd je hermeticky uzaviratelnd, a promichd se opakovanym pfelévinim. Je tieba
zajistit, aby byl do vzorku vmichdn veskery tuk a veskeré mléko ulpivajici na sténdch, vicku a na dné
plechovky. Nadoba se uzavie. Pokud obsah neni homogenni, nddoba se zahfivd na vodni ldzni pfi 40 °C.
Kazdych 15 minut se nddoba dukladné protiepe. Po dvou hodindch se nddoba z vodni ldzné vyjme a nechd
se vychladnout na laboratorni teplotu. Vicko se sejme a obsah nddoby se dikladné promiché 1zickou nebo
Spachtli (pokud doslo k oddéleni tuku, zkousku nelze provadét). Nddoba se ulozi v chladu.

Zahusténé slazené mléko
Zahu$téné slazené Castecné odtucnéné mléko

Zahu$téné slazené odtuénéné mléko

Plechovky: Uzaviend plechovka se zahiivd na vodni ldzni pfi teploté 30 az 40 °C po dobu 30 minut. Po
otevieni plechovky se mléko peclivé promichd $pachtli nebo lzici krouzivymi pohyby a pohyby nahoru
a dolt, aby se horni a spodni vrstvy dokonale promisily s celym obsahem. Je tfeba zajistit, aby bylo do
vzorku vmichdno veskeré mléko ulpivajici na sténdch, vicku a na dné plechovky. Obsah se kvantitativné
pfevede do druhé nddoby opatiené vzduchotésnym vickem. Nddoba se uzavie a ulozi v chladu.

Tuby: Konec tuby se ufizne a jeji obsah se pievede do nddoby opatfené vzduchotésnym vickem. Tuba se
podélné roziizne a materidl ulpély na vnitinich sténdch se seskrdbne a s ostatnim obsahem opatrné
promichd. Nddoba se ulozi v chladu.

SuSené vysokotuéné mléko
Susené plnotucné mléko
SuSené iste¢né odtucénéné mléko

Susené odtuénéné mléko

Susené mléko se pievede do Cisté a suché nadoby (opatfené vzduchotésnym vickem), kterd md dvojndsobny
objem, neZ je objem prasku. Nddoba se ihned uzavie a opakovanym tfepanim a obracenim se vzorek fadné
promichd. Béhem piipravy vzorku je nutno co moznd nejvice zabranit, aby bylo susené mléko vystaveno
vzduchu, aby se sniZila absorpce vlhkosti na minimum.

REAKCNI CINIDLA

Voda

Pokud je zminovana voda pro tcely rozpousténi, fedéni nebo myti, musi byt pouzita voda destilovand nebo
demineralizovand alespori rovnocenné ¢istoty.

Pokud je v textu odkaz na ,rozpousténi“ nebo ,fedéni“ bez dalstho upfesnéni, rozumi se ,rozpousténi ve
vodé“ a ,fedéni vodou*.

Chemikdlie

Vsechny pouzivané chemikalie musi byt alespon €istoty p.a., pokud neni uvedeno jinak.
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3.1

3.2

4.1

4.2

PRISTROJE A POMUCKY

Seznamy piistrojit a pomiicek

Seznamy piistroji a pomiicek obsahuji pouze polozky urcené ke zvldstnimu pouziti a polozky se zvlastni
specifikaci.

Analytické vihy

Analytické vdhy s presnosti vazeni alesponi na 0,1 mg.
VYJADRENI VYSLEDKU

Vypocet procent

Neni-li uvedeno jinak, vysledky se vyjadiuji v procentech hmotnosti vzorku dodaného do laboratofe.

Pocet platnych &islic

Vysledek nesmi obsahovat vice platnych &islic, nez ke kolika opraviiuje presnost pouzité analytické metody.

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce musi byt uvedena pouzitd analytickd metoda a ziskané vysledky. Kromé toho mus{
byt uvedeny vSechny podrobnosti postupu, které nejsou v této metodé uvedeny nebo jsou volitelné, a také
jakékoliv okolnosti, které mohly ovlivnit ziskané vysledky.

Protokol o zkou$ce musi obsahovat viechny tdaje potfebné pro tplnou identifikaci vzorku.

METODA 1: STANOVENI OBSAHU SUSINY

(susarna 99 °C)

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouZi ke stanoven{ obsahu susiny:

— v zahu$téném neslazeném vysokotu¢ném mléce,

— v zahudténém neslazeném mléce,

— v zahusténém neslazeném ¢édstecné odtucnéném mléce,
— v zahu$téném neslazeném odtu¢néném mléce,

— v zahusténém slazeném mléce,

— v zahusténém slazeném ¢astecné odtu¢néném mléce,

— v zahu$téném slazeném odtucnéném mléce.

DEFINICE

Obsah susiny v zahusténém mléce: obsah susiny stanoveny uvedenou metodou.

PODSTATA METODY

Zndmé mnozstvi vzorku se zfedi vodou, smichd s piskem a usu$i pii teploté 99 °C + 1 °C. Hmota zbyva-
jici po vysuseni vzorku znamend hmotu susiny a vyjadfuje se v procentech hmotnosti vzorku.

REAKCNI CINIDLA

Kfemenny nebo moisky pisek upraveny kyselinou chlorovodikovou (velikost zrn: 0,18 az 0,5 mm, tj. takovd
zrna, kterd projdou sitem s velikosti ok 0,5 mm a jsou zadrzena sitem s velikosti ok 0,18 mm). M¢l by
splnovat pozadavky nize uvedené kontrolni zkousky:

Asi 25 g pisku se zahiivd v susdrné (5.3) asi 2 hodiny podle postupu uvedeného v bodech 6.1 az 6.3. Po
pfidan{ asi 5 ml vody se pisek znovu zahfivd 2 hodiny v susdrné, zchladi se a znovu zvazi. Rozdil téchto
dvou hmotnosti nesmi prekrocit 0,5 mg.
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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 piipadé nutnosti se pisek ponechd ponofeny v dvacetipétiprocentni kyseliné chlorovodikové po dobu ti{
dnt a obcas se promichd. Poté se promyvd vodou, dokud nezmizi kyseld reakce, pfipadné dokud neni
promyvaci voda bez chléru. Pisek se vysusi pii 160 °C a vySe uvedend zkouska se zopakuje.

PRISTROJE A POMUCKY
Analytické vahy.

Kovové misky, nejlépe niklové, hlinfkové nebo z korozivzdorné oceli. Misky musi mit dobfe tésnici, ale
snadno odnimatelnd vicka. Vhodné jsou misky o priiméru 60 az 80 mm a vysce asi 25 mm.

Dobfe odvétrand susdrna pracujici pii  atmosférickém tlaku, s termostatickou regulaci teploty
(99 °C £ 1 °C). Teplota by méla byt rovnomérna v celém pracovnim prostoru.

Exsikdtor s Cerstvé aktivovanym silikagelem s indikdtorem obsahu vlhkosti nebo s jinym rovnocennym
vysousedlem.

Sklenéné tycinky s jednim plochym koncem a o takové délce, aby je bylo mozné snadno umistit do kovové
misky (5.2).

Vrouci vodn{ ldzen.

POSTUP
Do misky (5.2) se umist{ asi 25 g pisku (4) a krdtkd tycinka (5.5).
Oteviend miska s obsahem a vicko se po dobu 2 hodin susi v susdrné (5.3).

Miska se uzavie vickem, pfenese se do exsikdtoru (5.4), nechd se vychladnout na teplotu vdhovny a zvazi se
s presnosti na 0,1 mg (M,).

Miska se nakloni a pisek se pfesune na stranu. Na uprdzdnéné misto se prenese asi 1,5 g vzorku zahusté-
ného slazeného mléka nebo 3,0 g zahusténého neslazeného mléka. Miska se uzavie vickem a zvazi se
s pfesnostina 0,1 mg (M,).

Vicko se odejme, piilije se 5 ml vody a obsah se zamichd tyc¢inkou. Nejdfive se zamichaji tekutiny a poté
pisek s tekutinami. Tycinka se ve smési ponechd.

Miska se umisti na vrouci vodni ldzen (5.6) a voda se nechd odpafit. Obvykle to trvd 20 minut. Smés se
obcas promichd tycinkou, aby byla dobfe provzdusnénd a aby neztuhla v pevnou hmotu. Ty¢inka se polozi
do misky.

Miska i vicko se umisti do susdrny na dobu 1,5 hodiny.

Miska se piikryje vickem, pfesune do exsikdtoru (5.4), nechd se vychladnout na teplotu vihovny zvdzi se
s pfesnostina 0,1 mg.

Zavtend miska se premisti do susdrny, vicko se odklopi a miska i vicko se jesté hodinu zahiivaji v susdrné.
Zopakuje se postup popsany v bodé 6.8.

Postup popsany v bodech 6.9 a 6.10 se opakuje tak dlouho, dokud rozdil hmotnosti dvou po sobé nésleduji-
cich vdzeni neni mensf nez 0,5 mg nebo dokud se hmotnost neza¢ne zvétSovat. Dojde-li ke zvétseni hmot-
nosti, pouzije se ve vypoctu (7.1) nejnizsi zjisténd hmotnost. Kone¢nd hmotnost se oznaci jako M, (v gra-
mech).
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7. VYJADREN{ VYSLEDKU

7.1 Postup vypoétu

Obsah susiny vyjidfeny v procentech hmotnosti vzorku je ddn vzorcem:

M x 100
M, - M,

M, = hmotnost misky, vicka a pisku (g) po provedeni postupu 6.3,

=
I

hmotnost misky, vicka, pisku a vzorku (g) po provedeni postupu 6.4,

M, = hmotnost misky, vicka, pisku a vysuseného vzorku (g) po provedeni postupu 6.11.

7.2 Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdrovenn nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 0,2 g suSiny na 100 g vyrobku.

8. VYPOCET OBSAHU CELKOVE MLECNE SUSINY A TUKUPROSTE MLECNE SUSINY

8.1 Celkovy obsah mlé¢né susiny v zahu$téném slazeném mléce se vypocitd takto:

Celkovy obsah susiny (podle metody 1 uvedené v piiloze 1) minus obsah sacharézy (podle metody 5
uvedené v piiloze II).

8.2 Obsah tukuprosté mlécné susiny v zahusténém slazeném mléce se vypocita takto:

Celkovy obsah susiny (podle metody 1 uvedené v pifloze 1) minus obsah sachardzy (podle metody 5
uvedené v piiloze II) a obsah tuku (podle metody 3 uvedené v piiloze II).

8.3 Obsah tukuprosté mlécné susiny zahusténého neslazeného mléka se vypocitd takto:

Celkovy obsah susiny (podle metody 1 uvedené v piiloze II) minus obsah tuku (podle metody 3 uvedené
v priloze II).

METODA 2: STANOVENI VLHKOSTI

(susdrna 102 °C)

1. PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke stanoveni ibytku hmotnosti pfi vysouseni:
— su$eného vysokotu¢ného mléka,

— suseného plnotu¢ného mléka,

— suSeného ¢dstecné odtu¢néného mléka,

— sudeného odtu¢néného mléka.

2. DEFINICE

Obsah vlhkosti: tbytek hmotnosti suSenim vzorku stanoveny touto metodou.

3. PODSTATA METODY

Stanovi se ubytek hmotnosti zkudebniho vzorku po vysuSeni v susdrné pii atmosférické teploté
102 °C £ 2 °C do konstantni hmotnosti. Ubytek hmotnosti se vypocitd v procentech hmotnosti vzorku.
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4.

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

PRISTROJE A POMUCKY
4.1. Analytické vahy.

Misky, nejlépe niklové, hlinikové, z korozivzdorné oceli nebo sklenéné. Misky musi mit dobfe tésnici, ale
snadno odnimatelnd vicka. Vhodné jsou misky o priiméru 60 azZ 80 mm a vySce asi 25 mm.

Dobfe odvétrand suSdrna pracujici pi  atmosférickém tlaku, s termostatickou regulaci teploty
(102 °C £ 1 °C). Teplota by méla byt rovnomérnd v celém pracovnim prostoru.

Exsikdtor s Cerstvé aktivovanym silikagelem s indikdtorem obsahu vlhkosti nebo jinym rovnocennym
vysousedlem.

POSTUP
Oteviend miska (4.2) s vickem se umisti do susdrny (4.3) a zahiiva se po dobu asi 1 hodiny.

Miska se uzavie vickem a prenese do exsikdtoru (4.4), kde se nechd vychladnout na teplotu vahovny a zvdzi
se s presnosti na 0,1 mg (M,,).

Do misky se pfevedou asi 2 g vzorku sueného mléka, miska se co nejrychleji uzavie a zvdzi s pfesnosti na
0,1 mg (M,).

Miska se otevie a spolu s vickem se umisti do susdrny, kde se ponechd po dobu 2 hodin.

Miska se uzavie vickem, pfenese do exsikdtoru, nechd se vychladnout na teplotu vahovny a co nejrychleji se
zvazi s pfesnostina 0,1 mg.

Miska se otevie a spolu s vickem zahfivd v susdrné po dobu 1 hodiny.
Zopakuje se postup v bod¢ 5.5.

Postup v bod¢ 5.6 a 5.5 se opakuje tak dlouho, dokud rozdil hmotnosti dvou po sobé ndsledujicich vazeni
neni mensi nez 0,5 mg nebo dokud se hmotnost nezacne zvétsovat. Dojde-li ke zvétSeni hmotnosti, pouzije
se ve vypoctu (6.1) nejnizsi zjisténd hmotnost. Kone¢nd hmotnost se oznaci jako M, (v gramech).

VYJADRENI VYSLEDKU

Postup vypoctu

Ubytek hmotnosti pfi vysouseni vzorku vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocte podle vzorce:

M x 100
M; - M,

kde:

=
I

hmotnost misky a vicka (g) po provedeni postupu 5.2.,

M, = hmotnost misky, vicka a vzorku (g) po provedeni postupu 5.3,

M, = hmotnost misky, vicka a konecného vzorku (g) po provedeni postupu 5.5.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 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: STANOVENI OBSAHU TUKU V ZAHUSTENEM MLECE (PODLE ROSE-GOTTLIEBA)

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu tuku:

— v zahu$téném neslazeném vysokotu¢ném mléce,

— v zahu$téném neslazeném mléce,

— v zahudténém neslazeném ¢édstecné odtucnéném mléce,
— v zahu$téném neslazeném odtuc¢néném mléce,

— v zahusténém slazeném mléce,

— v zahuiténém slazeném castecné odtuénéném mléce,

— v zahu$téném slazeném odtu¢néném mléce.

DEFINICE

Obsah tuku v zahu$téném mléce: obsah tuku stanoveny touto metodou.

PODSTATA METODY
Obsah tuku se stanovi jeho extrakci z amoniakalné alkoholového roztoku vzorku diethyetherem a petrole-

therem, ndslednym odpafenim rozpoustédel, zviZzenim zbytku a vypoctem v procentech hmotnosti vzorku
podle pravidla Rose-Gottlieba.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi vyhovovat pozadavkiim stanovenym v bodé tykajicim se slepého pokusu (6.1).
V piipadé nutnosti se ¢inidla redestiluji za pfitomnosti 1 g mlééného tuku na 100 ml rozpoustédla.

Roztok amoniaku obsahujici asi 25 % hmot. NH, (hustota pti 20 °C je pfiblizné 0,91 g/ml) nebo silngjsi
roztok o zndmé koncentraci.

96 = 2 % ethanol nebo, neni-li k dispozici, ethanol denaturovany methanolem, ethylmethylketonem nebo
petroletherem.

Diethylether neobsahujici peroxidy.

Pozndmka 1:

Zkouska na obsah peroxidl se provede tak, Ze se k 10 ml etheru v malém sklenéném vilci opatfeném
zdtkou a predem vypldchnutém etherem pfidd 1 ml Cerstvé pripraveného desetiprocentniho roztoku jodidu
draselného, obsah se protfepd a ponechd 1 minutu stit. Zluté zabarven{ kterékoliv vrstvy je nepiipustné.

Pozndmka 2:

Z diethyletheru lze odstranit peroxidy vlozenim vlhké zinkové félie, kterd byla predtim na 1 minutu zcela
ponofena do ziedéného okyseleného roztoku siranu médnatého a poté oplichnuta vodou. Na litr se pouzije
asi 8 000 mm? zinkové félie v podobé prouzkd, jejichz délka dosahuje alespont do poloviny nadoby.
Petrolether s bodem varu v rozmezi 30 az 60 °C.

Smésné rozpoustédlo, pfipravené kritce pred pouzitim smichdnim stejnych objemt diethyletheru (4.3)
a petroletheru (4.4). (Pokud je uvedeno pouziti smésného ¢inidla, mtize byt ¢inidlo nahrazeno samotnym
diethyletherem nebo petroletherem).

PRISTROJE A POMUCKY

Analytické véhy.

Vhodné extrakéni zkumavky nebo banky opatiené zabrousenymi sklenénymi zdtkami nebo jinymi uzavéry,
které jsou odolné proti pouZivanym rozpoustédlam.

Tenkosténné banky s plochym dnem o objemu 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

Dobie odvétravand susdrna pracujici pii atmosférickém tlaku, s termostatickou regulaci teploty (nastavend na
teplotu 102 °C + 1 °Q).

Varnd téliska zbavend tuku, neporézni a pii pouziti se nedrobici, napiiklad sklenéné kulicky nebo kousky
karbidu kfemiku (pouzit{ materidlu je volitelné, viz bod 6.2.1).

Sifon s moznosti ptipojeni na pouzivané extrakéni zkumavky.

Odstfedivka (volitelnd).

POSTUP

Slepy pokus

Soucasné se stanovenim obsahu tuku ve vzorku se provede slepy pokus s 10 ml vody, s pouzitim stejného
typu extrakéntho zafizeni, stejnych reak¢nich ¢inidel (véetné jejich mnozstvi) a podle stejného postupu, ktery
je popsan déle, s vyjimkou bodu 6.2.2. Pokud vysledek slepého pokusu pfesahuje hodnotu 0,5 mg, méla by
byt ¢inidla zkontrolovdna a znecisténd ¢inidla by méla byt precisténa nebo vyménéna.

Stanoveni

Banka (5.3) (je-li to nezbytné, spolecné s varnymi télisky (5.5) usnadiujicimi klidny var v prubéhu ndsled-
ného odpafovéani rozpoustédel) se susi v susdrné (5.4) po dobu 0,5 az 1 hodiny. Baika se poté nechd
vychladnout na teplotu véhovny a zvdzi se s presnosti na 0,1 mg.

Pripraveny vzorek se promichd a ihned se s pfesnosti na 1 mg navdzi 2 az 2,5 g vzorku (jednd-li se
o mléko slazené), popiipadé 4 az 5 g vzorku (jednd-li se o mléko neslazené) piimo nebo diferenéné do
extrakéni zkumavky nebo bariky (5.2). Navdzka se doplni vodou do 10,5 ml a opatrné se protiepe pii
mirném zahiivani (40 az 50 °C), dokud se vyrobek zcela nerozpusti. Vzorek musi byt zcela dispergovan,
jinak se musi stanoveni zopakovat.

Pridd se 1,5 ml dvacetipétiprocentniho amoniaku (4.1) nebo piislusné mnozstvi koncentrovanéjstho roztoku
a vse se dikladné promicha.

Pridd se 10 ml ethanolu (4.2) a tekutiny se opatrné, ale diikladné promichaji v oteviené extrakéni barice.

Pridd se 25 ml diethyletheru (4.3) a extrakéni banka se ochladi pod tekouci vodou, uzavie se a dikladné se
po dobu 1 minuty protfepdva a pfevraci.

Extrakéni banka se opatrné odzdtkuje a pfidd se 25 ml petroletheru (4.4) tak, aby prvnich nékolik mililitra
opldchlo zatku a vnitfek hrdla baniky a aby tato tekutina stékala do banky. Extrakéni banka se opét zazatkuje
a po dobu 30 sekund se protiepava a prevraci. Nepouziva-li se v postupu 6.2.7 odstiedovéni, neprotiepava
se piili§ silné.

Extrakéni banka se nechd stit tak dlouho, dokud vrchni vrstva etheru nenf ¢ird a jasné oddélend od spodni
vodni vrstvy. K separaci je mozno pfipadné pouzit vhodnou odstiedivku (5.7).

Pozndmka:

Pfi pouziti odstredivky, kterd neni pohdnéna tifizovym motorem, mize dojit k jiskfeni, a v tom piipadé¢ je
tieba ddvat pozor, aby etherové péry unikajici napiiklad z prasklé zkumavky neexplodovaly nebo se nevzni-
tily.

Extrakéni banika se odzdtkuje a vnitfek hrdla banky se vyplichne nékolika mililitry smésného rozpoustédla
(4.5) tak, aby tato kapalina stékala do banky. Dekantaci nebo pomoci sifonu (5.6) se do pfipravené banky
(6.2.1) opatrné prevede z extrakéniho banky co nejvice supernatantu.

Pozndmka:

Pokud se pievedeni neprovddi pomoci sifonu, mize byt potieba pfidat malé mnozstvi vody, aby se rozhrani
mezi dvéma vrstvami zvyraznilo, a tak se usnadnila dekantace.

Zevni i vnitfni sténa hrdla bariky a konec a spodni ¢dst sifonu se oplichne nékolika mililitry smésného
rozpoustédla (4.5). Kapalina z vnéjsi strany extrakéni bariky se nechd stéci do banky a kapalina z vnitin{
strany hrdla a ze sifonu do extrak¢niho banky.
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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

Provede se druhd extrakce opakovdnim postupii 6.2.5 az 6.2.9 vcetné, aviak pouze s pouzitim pouze 15 ml
diethyletheru a 15 ml petroletheru.

Provede se tieti extrakce opakovanim postupu 6.2.10, ale bez kone¢ného oplachovéni (6.2.9).
Pozndmka:
U rozbortt vzorkii zahusténého neslazeného odtucnéného mléka a zahusténého slazeného odtucénéného

mléka nenf tfeti extrakce povinnd.

Opatrné se odpaif nebo oddestiluje co nejvétsi mnozstvi rozpoustédla (véetné ethanolu). Jedna-li se o banku
malého objemu, bude nutno ur¢ité mnoZstvi rozpoustédla odstranit vySe popsanym postupem po kazdé
extrakei.

Neni-li jiz z banky citit rozpoustédlo, poloZte banku na bok a umistéte ji na 1 hodinu do susdrny.
Barka se vyjme ze susdrny, nechd se vychladnout na teplotu vahovny a zvézi se s pfesnosti na 0,1 mg.

Postupy 6.2.13 a 6.2.14 se zopakuji (pficemz doba zahfivdni se pohybuje mezi 30 a 60 minutami), dokud
rozdil hmotnosti ve dvou po sobé nasledujicich vaZenich neni mensi nez 0,5 mg nebo dokud se hmotnost
nezvétsi. Dojde-li ke zvétSeni hmotnosti, pouZije se ve vypoctu (7.1) nejnizsi zjisténd hmotnost. Kone¢nd
hmotnost se ozna¢i M, (v gramech).

Pridd se 15 az 25 ml petroletheru. Tak je mozno se pfesvédcit, zda je vyextrahovand hmota dokonale
rozpustnd. Rozpoustédlo se lehce zahtivd a promichdvd, dokud se viechen tuk nerozpusti.

Pokud je vyextrahovand hmota v petroletheru zcela rozpustnd, hmotnost tuku je ddna rozdilem mezi hmot-
nostmi stanovenymi v bodech 6.2.1 az 6.2.15.

Jsou-li piitomny nerozpustné latky nebo existuji-li pochybnosti, provede se Gplné odstranéni tuku z barnky
jejim opakovanym vyplachnutim teplym petroletherem a nerozpusténd hmota se nechd pfed kazdou dekan-
taci usadit. Hrdlo banky se tiikrdt opldchne. Po dobu jedné hodiny se barika polozend na bok zahfivd
v su§drng, poté se nechd vychladnout na teplotu véhovny stejné jako v piedchozim postupu (6.2.1) a zvazi
se s pfesnosti na 0,1 mg. Hmotnost tuku je ddna rozdilem mezi hmotnosti stanovenou v bodé 6.2.15
a touto konecnou hmotnosti.

VYJADRENI VYSLEDKU
Vypocet
Hmotnost extrahovaného tuku v gramech je

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

a obsah tuku ve vzorku vyjadfeny v procentech je

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

x 100

M, = hmotnost baiky M s tukem (g) ziskand postupem podle 6.2.15,

M, = hmotnost banky M (g) ziskand v bodé 6.2.1 nebo (je-li pfitomna nerozpusténa hmota nebo v piipadé
pochybnosti) v postupu 6.2.16.2,

B, = hmotnost banky B ve slepém pokusu (g) ziskand postupem podle 6.2.15,

B, = hmotnost bariky B (g) ziskand postupem podle 6.2.1 nebo (je-li pfitomna nerozpusténd hmota nebo
v piipadé pochybnosti) postupem 6.2.16.2,

S = hmotnost pouzitého vzorku (g).

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 0,05 g 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: STANOVEN] OBSAHU TUKU V SUSENEM MLECE
(PODLE ROSE-GOTTLIEBA)
PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu tuku:
— v suSeném vysokotu¢ném mléce,

— v su$eném plnotucném mléce,

— v sueném caste¢né odtu¢néném mléce,

— v suSeném odtucnéném mléce.

DEFINICE

Obsah tuku v suseném mléce: obsah tuku stanoveny touto metodou.

PODSTATA METODY
Obsah tuku se stanovi jeho extrakci z amoniakdlné alkoholového roztoku vzorku diethyletherem a petrole-

therem a ndslednym odpatfenim rozpoustédel, zvazenim zbytku a vypoctem v procentech hmotnosti vzorku
podle pravidla Rose-Gottlieba.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi vyhovovat pozadavkim stanovenym v bodé tykajicim se slepého pokusu (6.1).
V piipadé potieby se ¢inidla redestiluji za ptitomnosti 1 g mlééného tuku na 100 ml rozpoustédla.

Roztok amoniaku obsahujici asi 25 % hmot. NH, (hustota pii 20 °C je pfiblizné 0,91 g/ml) nebo silngjsi
roztok zndmé koncentrace.

96 = 2 % ethanol nebo, neni-li k dispozici, ethanol denaturovany methanolem, ethylmethylketonem nebo
petroletherem.

Diethylether neobsahujici peroxidy.

Pozndmka 1:

Zkouska na obsah peroxidt se provede tak, Ze se k 10 ml etheru v malém sklenéném vilci opatfeném
zdtkou a predem vyplachnutém etherem pfidd 1 ml Cerstvé piipraveného desetiprocentniho roztoku jodidu
draselného, obsah se protfepd a ponechd 1 minutu stit. Zluté zabarvenf kterékoliv vrstvy je nepiipustné.

Pozndmka 2:

Z diethyletheru Ize odstranit peroxidy vloZzenim vlhké zinkové fdlie, kterd byla predtim na 1 minutu zcela
ponofena do zfedéného okyseleného roztoku siranu médnatého a poté oplichnuta vodou. Na litr se pouzije
asi 8 000 mm? zinkové félie v podobé prouzkd, jejichz délka dosahuje alespon do poloviny nddoby.
Petrolether s bodem varu v rozmezi teplot 30 az 60 °C.

Smésné rozpoustédlo pripravené krdtce pfed pouzitim smichdnim stejnych objema diethyletheru (4.3)
a petroletheru (4.4). (Pokud je uvedeno pouZiti smésného ¢inidla, mtize byt ¢inidlo nahrazeno samotnym
diethyletherem nebo petroletherem).

PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy.

Vhodné extrakéni zkumavky nebo banky opatiené zabrousenymi sklenénymi zdtkami nebo jinymi uzdvéry,
které jsou odolné proti pouzivanym rozpoustédlim.

Tenkosténné bariky s plochym dnem o objemu 150 az 250 ml.

Dobfe odvétrdvand susdrna pracujici pii atmosférickém tlaku, s termostatickou regulaci teploty (nastavend na
teplotu 102 £ 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

Varnd téliska zbavend tuku, neporézni a pfi pouziti se nedrobici, napiiklad sklenéné kulicky nebo kousky
karbidu kiemiku (pouziti materidlu je volitelné, viz bod 6.2.1).

Vodni ldzefi umoziujici udrzovat teplotu v rozmezi 60 az 70 °C.
Sifon vhodny pro pouzité extrakéni zkumavky nebo banky.

Odsttedivka (volitelnd).

POSTUP

Slepy pokus

Soucasn¢ se stanovenim obsahu tuku ve vzorku se provede slepy pokus s 10 ml vody, s pouzitim stejného
typu extrakéniho zafizeni, stejnych reak¢nich ¢inidel (véetné jejich mnozstvi) a podle stejného postupu, ktery
je popsan déle, s vyjimkou bodu 6.2.2. Pokud vysledek slepého pokusu pfesahuje hodnotu 0,5 mg, méla by
byt ¢inidla zkontrolovdna a znecisténd cinidla by méla byt pfecisténa nebo vyménéna.

Stanoveni

Barika (5.3), popiipadé s varnymi télisky (5.5) (usnadiujicimi klidny var v prabéhu ndsledného odpafovani
rozpoustédla), se susi ptl hodiny aZ jednu hodinu v susdrné (5.4). Banka se poté nechd vychladnout na
teplotu vahovny a zvazi se s presnosti na 0,1 mg.

S piesnosti na 1 mg se pfimo v extrakéni barice (5.2) nebo diferen¢né navdzi ptiblizné 1 g suseného plno-
tuéného mléka nebo 1,5 g sudeného cdstecné nebo zcela odtuénéného mléka. K navdzce se pfidd 10 ml
vody a opatrné se michd az do tplného rozpusténi suseného mléka (nékteré vzorky mize byt potieba
zahfét).

Pridd se 1,5 ml amoniaku (25 %) (4.1) nebo piislusné mnozstvi koncentrovangjsiho roztoku a zahiiva se ve
vodni ldzni (5.6) po dobu 15 minut pii 60 az 70 °C za obcasného protiepdni. Poté se roztok ochladi napfi-
klad pod tekouci vodou.

Pridd se 10 ml ethanolu (4.2) a kapaliny se opatrné, ale diikladné promichaji v oteviené baiice.

Pridd se 25 ml diethyletheru (4.3). Poté se baiika ochladi pod tekouci vodou. Extrakéni baiika se poté uzavie
a dukladné se protiepavd a pievraci po dobu jedné minuty.

Extrakéni bafka se opatrné odzdtkuje a pfidd se 25 ml petroletheru (4.4) tak, aby prvni dévky etheru oplé-
chly zétku a hrdlo banky zevniti a aby tato tekutina stékala do banky. Bafka se zazdtkuje a protfepdvé
a prevraci se asi po dobu 30 sekund. Neprovddi-li se odstfedovdni (6.2.7), smés se neprotiepava piilis silné.

Extrak¢ni barika se postavi do stojanu a ponechd se tam tak dlouho, dokud se vrchni vrstva kapaliny nevycef{
a zietelné se neoddéli od vodni vrstvy. K oddéleni vrstev je mozno téZ pouzit vhodnou odstiedivku (5.8).

Pozndmka:

Pii pouziti odstredivky, kterd neni pohdnéna tifizovym motorem, mize dojit k jiskfeni, a v tom piipadé¢ je
tieba ddvat pozor, aby etherové péry unikajici napiiklad z prasklé zkumavky neexplodovaly nebo se nevzni-
tily.

Extrakéni banka se odzétkuje, zdtka i vnitfek hrdla se omyje nékolika mililitry smésného rozpoustédla (4.5)
tak, aby tekutina stékala do banky. Do pfipravené baiky (6.2.1) se dekantaci nebo pomoci sifonu (5.7)
pievede z extrakéni banky co nejvice supernatantu.

Pozndmka:

Pokud se nepouzije sifon, miiZe byt potfeba pfidat trochu vody, aby se rozhrani mezi dvéma vrstvami zvyra-
znilo, a tak se usnadnila dekantace.

Zevni i vnitin{ sténa hrdla baiky nebo spodni ¢ast sifonu se oplidchne nékolika mililitry smésného rozpous-
tédla. Tekutina z vnéjsi strany banky se jimd do banky a tekutina z vnitfni strany hrdla nebo ze sifonu se
jiméd do extrakéni banky.
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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

Provede se druhd extrakce opakovanim postupt 6.2.5 aZ 6.2.9 v¢etné, aviak pouze s 15 ml diethyletheru
a 15 ml petroletheru.

Provede se tieti extrakce opakovanim postupu 6.2.10, aviak bez konecného oplachovani (6.2.9).

Pozndmka:
U rozboru vzorkd suseného odtu¢néného mléka neni proveden tfeti extrakce povinné.

Opatrné se odpaif nebo oddestiluje co nejvétsi mnozstvi rozpoustédla (véetné ethanolu). Jednd-li se o baitku
malého objemu, bude nutno ur¢ité mnozstvi rozpoustédla odstranit vySe popsanym postupem po kazdé
extrakei.

Neni-li jiz z banky citit rozpoustédlo, barika se poloZzi na bok a umisti na 1 hodinu do susdrny.

Banka se vyjme ze su$drny, nechd se vychladnout na teplotu vahovny jako v pfedchozim postupu (6.2.1)
a zvazi se s presnostina 0,1 mg.

Postupy 6.2.13 a 6.2.14 se zopakuji, pficemz doba zahiivani se pohybuje mezi 30 a 60 minutami, dokud
rozdil hmotnosti pfi po sobé ndsledujicich vdZenich neni mensi nez 0,5 mg nebo dokud se hmotnost
nezvétd. Dojde-li ke zvétSeni hmotnosti, pouZije se ve vypoctu (7.1) nejnizsi zjisténd hmotnost. Kone¢nd
hmotnost se ozna¢i M, (v gramech).

Pridd se 15 az 25 ml petroletheru. Tak je mozno se pfesvédcit, zda je vyextrahovand hmota dokonale
rozpustnd. Rozpoustédlo se lehce zahtivd a promichdvd, dokud se viechen tuk nerozpusti.

Pokud je vyextrahovand hmota v petroletheru Gplné rozpustnd, hmotnost tuku je ddna rozdilem mezi hmot-
nostmi stanovenymi v bodech 6.2.1 az 6.2.15.

Je-li pfitomna nerozpustnd latka nebo existuji-li pochybnosti, provede se tiplné odstranéni tuku z barky jejim
opakovanym vyplachnutim teplym petroletherem a nerozpusténd hmota se nechd pred kazdou dekantaci
usadit. Hrdlo banky se tiikrdt opldchne.

Po dobu jedné hodiny se baika poloZend na bok zahfivd v susdrné, poté se nechd vychladnout na teplotu
véhovny stejné jako v pfedchozim postupu (6.2.1) a zvazi se s presnosti na 0,1 mg. Hmotnost tuku je ddna
rozdilem mezi hmotnosti stanovenou v bodé 6.2.15 a touto kone¢nou hmotnosti.

VYJADRENI VYSLEDKU
Vypocet
Hmotnost extrahovaného tuku (g) je

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

a obsah tuku ve vzorku vyjddteny v procentech je

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

x 100

kde:
M, = hmotnost banky M s tukem (g) ziskand postupem podle 6.2.15,

M, = hmotnost bariky M (g) ziskand postupem podle 6.2.1 nebo (je-li pfitomna nerozpusténd hmota nebo
v piipadé pochybnosti) postupem podle 6.2.16.2,

B, = hmotnost banky B ve slepém pokusu (g) ziskand postupem podle 6.2.15,

B, = hmotnost bariky B (g) ziskand postupem podle 6.2.1 nebo (je-li pfitomna nerozpusténd hmota nebo
v piipadé pochybnosti) postupem podle 6.2.16.2,

S = hmotnost pouzitého vzorku (g).
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7.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1

5.2

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 0,2 g tuku na 100 g vyrobku s vyjimkou suse-
ného odtu¢néného mléka, u kterého nesmi byt rozdil vétsi nez 0,1 g tuku na 100 g vyrobku.

METODA 5: STANOVENI OBSAHU SACHAROZY
(POLARIMETRICKA METODA)
PREDMET A OBLAST POUZIT!

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu sacharézy
— v zahusténém slazeném mléce,
— v zahusténém slazeném ¢astecné odtuénéném mléce,

— v zahu$téném slazeném odtucnéném mléce.

Vzorky nesméji obsahovat invertni cukr.

DEFINICE

Obsah sacharézy v zahusténém slazeném mléce: obsah sachardzy stanoveny touto metodou.

PODSTATA METODY

Metoda spo¢ivéd na principu inverze podle Clergeta, kdy zfedénd kyselina zcela hydrolyzuje sacharézu, nepu-
sobi v8ak na laktézu a jiné cukry. Obsah sachardzy se ziskd ze zmény optické otacivosti roztoku.

Ciry filtrdt vzorku, bez mutarotace laktézy, se ziskd ptsobenfm amoniaku, naslednou neutralizaci a vydi-
fenim postupnym pfiddvanim roztokd octanu zine¢natého a hexakyanozeleznatanu draselného.

V ¢asti filtrdtu se sacharosa specidlnim zptisobem hydrolyzuje.

Obsah sacharézy se vypocte pomoci prislusnych vzorct ze zmény optické otd¢ivosti filtritu pred hydrolyzou
a po hydrolyze sachardzy.

REAKCNI CINIDLA

Octan zineCnaty, 1M: roztok: 21,9 g krystalického dihydrdtu octanu zine¢natého, Zn(C,H,0,)2-2H,0,
a 3 ml ledové kyseliny octové se rozpusti ve vodé a doplni se do 100 ml vodou.

HexakyanozZeleznatan draselny, 0,25M roztok: 10,6 g krystalického trihydrdtu hexakyanozeleznatanu drasel-
ného, K,[Fe(CN),]-3H,0 se rozpusti ve vodé a doplni se do 100 ml vodou.

Kyselina chlorovodikovd, 6,35 * 0,20M roztok (20 az 22 %) nebo 5,0 * 0,2M roztok (16 az 18 %).
Amoniak, 2,0 £ 0,2M roztok (3,5 %).
Kyselina octovd, 2,0 £ 0,2M roztok (12 %).

Indikdtor bromthymolovd modf, 1 % (hmot./obj.) roztok v ethanolu.

PRISTROJE A POMUCKY
Véhy o citlivosti 10 mg.

Polarimetrickd trubice dlouhd 2 dm, s pfesné kalibrovanou délkou.
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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

Polarimetr nebo sacharimetr:

a) Polarimetr se sodikovou vybojkou nebo rtutovou zelenou vybojkou (lampa se rtutovymi parami a hra-
nolem nebo specidlnim filtrem Wratten Screen No 77 A), s piesnosti odectu alesponn 0,05 thlovych
stupid.

b) Sacharimetr s mezindrodni cukernou stupnici s bilym svétlem prochdzejicim filtrem tloustky 15 mm
naplnénym Sestiprocentnim roztokem dichromanu draselného nebo se sodikovym svétlem. Na sachari-
metru musi byt mozné odecitat s presnosti alespon na 0,1° mezindrodni cukerné stupnice.

Vodn{ ldzer nastavend na teplotu 60 °C + 1 °C.

POSTUP

ZkuSebni stanoveni

K ocejchovani postupu, reakénich Cinidel a piistrojii se provede dvoji zkusebni stanoveni nize uvedenym
zplisobem, se smési 100 g mléka a 18 g Cisté sachardzy nebo smési 110 g odtuénéného mléka a 18 g isté
sachardzy. Tato smés odpovidd 40 g zahu$téného mléka obsahujictho 45 % sacharézy. Obsah sacharézy se
vypocte podle vzorcil uvedenych v bodé 7. Ve vzorci 1 se za M, F a P dosadi navazené mnozstvi mléka,
obsah tuku a obsah bilkovin v tomto mléce a ve vzorci 2 se za M dosadi hodnota 40,00. Primér dvou
ziskanych hodnot se od hodnoty 45 % nesmi lisit o vice nez 0,2 %.

Stanoveni

Do sklenéné 100ml kddinky se navazi s pfesnosti na 10 mg pfiblizné 40 g dobfe promichaného vzorku.
Pridd se 50 ml horké vody (80 az 90 °C) a dobfe se promichd.

Smés se kvantitativné pfevede do odmérné 200ml banky a kaddinka se postupné vyplachuje teplou (60 °C)
vodou, dokud se nedosdhne celkového objemu 120 az 150 ml. Smés se promichd a ochladi na laboratorni
teplotu.

Pridd se 5 ml roztoku amoniaku (4.4). Smés se opét promichd a ponechd 15 minut stat.

Amoniak se neutralizuje p¥idavkem odpovidajictho mnozstvi nafedéného roztoku kyseliny octové (4.5). Jeji
pfesné mnozstvi se uréi predem titraci amoniaku za piitomnosti indikdtoru bromthymolové modii (4.6).
Zamicha se.

Za mirného michdni otd¢enim naklonéné barky se ptidd 12,5 ml roztoku octanu zine¢natého (4.1).

Stejnym zpusobem, jako byl pfiddn octan zine¢naty, se pfidd 12,5 ml roztoku hexakyanozeleznatanu drasel-
ného (4.2).

Obsah banky se vytemperuje na 20 °C a doplni se po rysku do 200 ml vodou 20 °C teplou.

Pozndmka:

Béhem dosud popsanych stadii musi byt veskerd voda nebo reakéni ¢inidla pfiddvany tak, aby se zabranilo
tvorbé vzduchovych bublin, a z tohoto diivodu musi byt veskeré michadni provddéno spiSe otdcenim nez
tiepanim. V piipadé, Ze se pfed doplnénim objemu na 200 ml zjisti pfitomnost vzduchovych bublin, mohou
byt bubliny odstranény docasnym napojenim bariky na vyvévu a otdcenim baky.

Barka se uzavie suchou zdtkou a dikladné se promichd silnym protfepanim.

Banka se ponechd nékolik minut stit a roztok se poté zfiltruje pfes suchy filtracni papir. Prvnich 25 ml
filtrdtu se odstrani.

Pfimd polarizace: stanovi se optickd otdcivost filtratu pfi 20 °C + 1 °C.

Inverze: do 50ml odmérné banky se odpipetuje 40 ml ziskaného filtrdtu. P¥idd se 6,0 ml 6,35M roztoku
kyseliny chlorovodikové nebo 7,5 ml 5,0M kyseliny chlorovodikové (4.3).

Barika se umisti na 15 minut do vodni ldzné vytemperované na 60 °C tak, aby byla ponofena az po hrdlo.
Bankou se prvnich 5 minut otaci, aby se obsah promichal a aby v této dobé dosédhl teploty vodni ldzné. Poté
se ochladi na 20 °C a doplni po rysku vodou o teploté 20 °C. Promichd se a pii této teploté se ponechd stit
jednu hodinu.
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6.2.12

7.1

7.2

Polarizace invertovaného roztoku
Stanovi se optickd otécivost invertovaného roztoku pii 20 °C + 0,2 °C. (V piipadg, Ze se teplota T kapaliny

v polarizacni trubici béhem méfeni lisi o vice nez 0,2 °C, musi se uplatnit korekce na teplotu uvedend nize
v bodé 7.2).

VYJADREN{ VYSLEDKU

Postup vypoctu

Obsah sachardzy se vypocte podle nize uvedenych vzorct:

M

l.v=-—"—"(108F +1.55P

"= 00 ¢ +155P)
5 g _D-1251 V-v VvV

Q V LxM

kde:
S = obsah sacharézy,
M = hmotnost navazky vzorku v gramech.
F = obsah tuku ve vzorku v procentech.
P = obsah bilkovin (N x 6,38) ve vzorku v procentech.
V = objem (ml), ve kterém byl vzorek rozpustén pred filtraci.

v = korekce na objem srazeniny vzniklé béhem cifeni (ml),
D = odecet udaje polarimetru, otacivost, pred inverzi,
[ = odecet polarimetru po inverzi,

L = délka polariza¢ni trubice (dm),
Q = inverzni faktor, jehoZ hodnoty jsou uvedeny niZze.

Pozndmky:

a) Pokud je hmotnost zahusténého mléka pfesné 40,00 g, polarimetr pracuje se sodikovym svétlem, odecitd
se v dhlovych stupnich a délka polarizacni trubice pfi teploté 20 °C + 0,1 °C je 2 dm, pak obsah
sachar6zy normalniho zahusténého mléka (C = 9) muze byt vypocitin podle tohoto vzorce:

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

b) Pokud se méFeni provadi pii jiné teploté T nez 20 °C, je tfeba ziskané hodnoty vyndsobit hodnotou:

(1 + 0.0037 (T-20).

Hodnoty inverzniho faktoru Q

Nize uvedené vzorce uddvaji pfesné hodnoty faktoru Q pro rizné zdroje svétla s korekcemi na koncentraci
a teplotu:

Sodikové svétlo a polarimetr se stupnici v dhlovych stupnich:
Q = 0,8825 + 0,0006 (C - 9) — 0,0033 (T — 20).

Zelené svétlo rtutové vybojky a polarimetr se stupnici v thlovych stupnich:

Q = 1,0392 + 0,0007 (C - 9) - 0,0039 (T - 20).

Bilé svétlo s dichromdtovym filtrem a sacharimetr se stupnici v mezindrodnich cukernych stupnich:
Q = 2,549 + 0,0017 (C - 9) - 0,0095 (T - 20).

Ve vyse uvedenych vzorcich:
C=

procentniho obsah veskerych cukrii v invertovaném roztoku podle polarimetrického odectu.

T = = teplota invertovaného roztoku v prubéhu polarimetrického méfeni.

Pozndmka 1:

Procentni obsah veskerych cukrt C v invertovaném roztoku lze vypocitat z piimého odectu a zmény po
inverzi obvyklym zpiisobem za pouZiti bézné uzivanych hodnot specifickych pro otécivost sacharosy, laktosy
a invertniho cukru.

Korekce 0,0006 (C - 9) atd. je sprdvnd pouze v piipadé, kdy C je piiblizné rovno 9. U normdlniho zahusté-
ného mléka mize byt tato korekce zanedbdna, protoze C je velmi blizké hodnoté 9.
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4.1

4.2

4.2.1

4.2.2

4.3.

4.4

Pozndmka 2:

Odchylka 1 °C od teploty 20 °C pfi odectu piimé polarizace zptisobuje malé rozdily pfi pfimém odectu, ale
odchylka pres 0,2 °C pfi odectu po inverzi vyzaduje korekci. Korekce 0,0033 (T — 20) atd. je spravnd pouze
v rozmezi teplot 18 az 22 °C.

Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 0,3 g sacharézy na 100 g zahusténého mléka.

METODA 6: STANOVENI OBSAHU KYSELINY MLECNE A MLECNANU

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu kyseliny mlécné a mlécnant vyjidieného jako obsah kyseliny
mlé¢né

— v suSeném vysokotu¢ném mléce,
— v su$eném plnotucném mléce,
— v sueném castecné odtuénéném mléce,

— v suSeném odtucnéném mléce.

DEFINICE

Obsah kyseliny mlééné a mlécnant v sueném mléce: obsah kyseliny mlééné a mlécnant vyjidieny jako
kyselina mlé¢nd stanoveny touto metodou.

PODSTATA METODY

Tuk, bilkovina a laktosa jsou soucasné odstranény z roztoku vzorku ptidinim siranu médnatého a hydro-
xidu vdpenatého s néslednou filtraci.

Kyselina mlécnd a mlécnany ve filtrditu se pfeméni na acetaldehyd koncentrovanou kyselinou sirovou za
piftomnosti siranu médnatého.

Obsah kyseliny mlécné se stanovi kolorimetricky na p-hydroxydifenyl.

Obsah kyseliny mlééné a mlécnand se vyjadii v mg kyseliny mlécné na 100 g tukuprosté susiny.

REAKCNI CINIDLA

Roztok siranu médnatého: v odmérné 1000ml barice se rozpusti 250 g siranu médnatého (CuSO,'5H,0) ve
vodé a doplni se po rysku vodou.

Suspenze hydroxidu vépenatého.

V teci misce se rozmélni 300 g hydroxidu vdpenatého [Ca(OH),] s celkem 900 ml vody. Suspenze by méla
byt pted pouzitim Cerstvé pfipravena.

Suspenze hydroxidu vdpenatého: 300 g hydroxidu vdpenatého [Ca(OH),] se rozmélni v tfeci misce s celkem
1400 ml vody. Suspenze by méla byt pred pouZitim Cerstvé pFipravena.

Roztok siranu médnatého a kyseliny sirové: 0,5 ml roztoku siranu médnatého (4.1) se piidd k 300 ml kyse-
liny sirové o koncentraci 95,9 az 97,0 % hmot.

Roztok p-hydroxydifenylu (C,H;C;H,OH): 0,75 g p-hydroxydifenylu se rozpusti tfepanim a mirnym ohii-
vanim v 5 ml vodného roztoku hydroxidu sodného obsahujictho 5 g NaOH ve 100 ml. V odmérné bance
se ndsledné zfedi na 50 ml vodou. Roztok se uchovdvd v ldhvi z hnédého skla na tmavém a chladném
misté. Roztok se nesmi pouZit, dojde-li ke zméné barvy nebo k zakaleni. Maximdlni doba skladovani je
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

Standardni roztok kyseliny mléc¢né: 0,1067 g mlécnanu lithného (CH,CHOHCOOLI) se rozpusti kritce pred
pouzitim v 1000 ml odmérné bance a doplni se po rysku vodou. 1 ml tohoto roztoku odpovidd 0,1 mg
kyseliny mlé¢né.

Standardni obnovené mléko: analyzuje se predem nékolik vzorkid vysoce kvalitniho suseného mléka. Pro
piipravu kalibra¢ni kiivky se vybere vzorek s nejnizZsim obsahem kyseliny mlécné, ktery neobsahuje vice nez

30 mg kyseliny mlécné na 100 g tukuprosté susiny. Postupuje se postupem popsanym nize v bodech 6.2.1
a 6.2.2.

PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy.

Spektrofotometr s moznosti méfeni pfi vlnové délce 570 nm.

Vodni lazen o teploté 30 °C £ 2 °C

Treci miska a tloucek.

Filtra¢ni papir (Schleicher and Schull 595, Whatman 1 nebo ekvivalentni).

Zkumavky ze skla pyrex nebo odpovidajici (rozméry 25 x 150 mm).

Pozndmka:

Vsechny sklenéné pomtcky musi byt naprosto €isté a ur¢ené pouze pro toto stanoveni. Zbytky sraZenin se
pfed mytim odstrani kyselinou chlorovodikovou.

POSTUP

Slepy pokus

Slepy pokus se provede tak, Ze se do 50ml odmérného vélce odméfi 30 ml vody a postupuje se podle bodt
6.2.4 az 6.2.11 vcetné. Pokud vysledek slepého pokusu stanoveny proti vodé pievysuje ekvivalent 20 mg
kyseliny mlécné na 100 g tukuprosté susiny, méla by byt reak¢ni ¢inidla zkontrolovédna a znecisténd reakéni
¢inidla nebo ¢inidlo by mélo byt vyménéno. Slepy pokus se provadi soucasné s analyzou vzorku.

Stanoveni

Pozndmka:
Je tieba zabranit kontaminaci necistotami, zv1asté slinami nebo potem.

Stanoveni obsahu tukuprosté susiny (a) g ve vzorku se provede odectenim obsahu tuku (ziskaného metodou
4) a obsahu vlhkosti (ziskaného metodou 2) od ¢isla 100.

1000
(a-10)

Navdzi se g vzorku s piesnosti na 0,1 g. g Toto mnozstvi se pievede do 100 ml vody a diikladné

se promichd.

Z tohoto roztoku se odpipetuje 5 ml do 50ml odmérného vélce a ziedi se vodou na celkovy objem asi
30 ml

Za stélého protiepdvani se pomalu pfidd 5 ml roztoku siranu médnatého (4.1) a ponechd se 10 minut stdt.

Za stalého protiepavani se pomalu pfidd 5 ml suspenze hydroxidu vdpenatého (4.2.1) nebo 10 ml suspenze
hydroxidu vépenatého (4.2.2).

Ziedi se na 50 ml vodou, intenzivné se protfepe, nechd se 10 minut stit a poté se zfiltruje. Prvni &dsti
filtrdtu se odstrani.

Do zkumavky (5.6) se odpipetuje 1 ml filtratu.

Do zkumavky se délenou pipetou odpipetuje nebo pomoci byrety pfidd 6,0 ml roztoku siranu médnatého
v kyseliné sirové (4.3). Zamichd se.

Zahiiva se na vrouci vodni ldzni 5 minut. Pod tekouci vodou se ochladi na laboratorni teplotu.
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6.2.10  Pridaji se dvé kapky roztoku p-hydroxydifenylu (4.4) a intenzivné se protiepe, aby se ¢inidlo rovnomérné
rozptylilo do celé tekutiny. Zkumavka se 15 minut zahfivd na vodni ldzni 30 °C £ 2 °C teplé za obcasného
protiepani.

6.2.11  Zkumavka se nechd asi 90 sekund na vrouci vodni ldzni a pod tekouci vodou se ochladi na laboratorni
teplotu.

6.2.12  Béhem tif hodin se zmé&if optickd hustota proti slepému pokusu (6.1) pii vlnové délce uvedené v bodé 5.2.

6.2.13  Pokud je optickd hustota vyssi nez krajni bod kalibra¢ni kfivky, opakuje se pokus s pfiméfené naredénym
filtrdtem ziskanym postupem podle 6.2.6.

6.3 Sestrojeni kalibra¢ni k¥ivky

6.3.1 Do péti 50ml odmérnych vélct se odpipetuje po 5 ml obnoveného mléka (4.6). Do téchto vélct se pridd 0,
1, 2, 3 a 4 ml standardniho roztoku (4.5) tak, aby se ziskaly standardni roztoky odpovidajici 0, 20, 40, 60
a 80 mg pfidané kyseliny mlécné na 100 g tukuprosté susiny suseného mléka.

6.3.2 Roztoky se zfedi vodou na asi 30 ml a postupuje se podle postupti 6.2.4 az 6.2.11.

6.3.3 Zméii se optickd hustota standardd (6.3.1) proti slepému pokusu (6.1) pfi vinové délce uvedené v bodé 5.2.
Optickd hustota se vynese do grafu proti mnozstvi kyseliny mlécné dané podle bodu 6.3.1, tj. 0 mg, 20 mg,
40 mg, 60 mga 80 mg na 100 g tukuprosté susiny. Témito body se prolozi piimka a jejim rovnobéznym
posunutim se sestroji kalibra¢ni kiivka tak, aby prochdzela pocatkem.

7. VYJADRENI VYSLEDKU

7.1 7.1. Postup vypoctu

Optickd hustota naméfend v bodech 6.2.12 nebo 6.2.13 se pomoci kalibra¢ni kiivky prevede na obsah kyse-
liny mlécné v mg na 100 g tukuprosté susiny ve vzorku. Pokud byl filtrdt fedén podle bodu 6.2.13 vyndsobi
se vysledek faktorem zfedéni.

7.2 7.2. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsf nez 8 mg kyseliny mlééné na 100 g tukuprosté susiny
pro obsah do 80 mg. Pii vyssich hodnotdch obsahu tento rozdil nesmi byt vy3si nez 10 % nejnizsi hodnoty.

METODA 7: STANOVENI AKTIVITY FOSFATAZY
(UPRAVENA METODA PODLE SANDERSE A SAGERA)

1. PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke stanoveni aktivity fosfatdzy
— v suSeném vysokotu¢ném mléce,

— v suSeném plnotuéném mléce,

— v sueném caste¢né odtu¢néném mléce,

— v suSeném odtuc¢néném mléce.

2. DEFINICE

Aktivita fosfatdzy v suSeném mléce je mira piitomné aktivni alkalické fosfatdzy. Je vyjidiena jako mnozstvi
fenolu v pg uvolnéného 1 ml obnoveného mléka nize popsanym postupem.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

PODSTATA METODY

Aktivita fosfatdzy v suSeném mléce je ddna schopnosti fosfatizy uvoliovat urcité mnozstvi fenolu z dvoj-
sodné soli fenylfosforecnanu. Mnozstvi fenolu uvolnéného za predepsanych podminek je stanoveno spektro-
metrickym méfenim zabarveni vyvolaného pomoci Gibbova ¢inidla.

REAKCNI CINIDLA

Roztok A
Baryum-bordtovy tlumivy roztok: pH = 10,6 + 0,1 pii 20 °C.

V 500ml barice se rozpusti ve vodé 25,0 g hydroxidu barnatého (Ba(OH),8H,0) a doplni se po rysku
vodou.

V 500ml baiice se rozpusti ve vodé 11,0 g kyseliny borité (H,BO,) a doplni se po rysku vodou.

Oba roztoky se zahfeji na 50 °C a smisf se.

Smés se protiepe a ochladi na laboratorni teplotu.

Hodnota pH smési se upravi na 10,6 + 0,1 piidavkem roztoku hydroxidu barnatého a smés se zfiltruje.
Roztok se skladuje v tésné uzaviené nadobeé.

Pred pouzitim se tlumivy roztok zfedi stejnym objemem vody.

Roztok B

Tlumivy roztok pro vyvoldni zabarveni.

V 1000ml odmérné bance se rozpusti ve vodé 6,0 g metaboritanu sodného (NaBO,) (nebo 12,6 g
NaBO,4H,0) a 20,0 g chloridu sodného (NaCl) a doplni se po rysku vodou.

Roztok C

Roztok substrdtu a tlumivého roztoku.

Rozpusti se 0,5 g dihydrdtu dvojsodné soli fenylfosforecnanu (Na,C,H,PO,2H,0) ve 4,5 ml tlumivého
roztoku B (4.2). Pfidaji se dvé kapky roztoku E (4.5) a 30 minut se nechd stit. Vytvorené barvivo se extra-
huje 2,5 ml butanolu (4.10). V pfipadé nutnosti se extrakce barviva opakuje. Butanol se oddéli a odstrani.
Roztok je mozné skladovat v chladni¢ce nékolik dni. Vyvoldni zabarveni a extrakce barviva se tésné pred
pouzitim opakuji.

Do 100ml odmérné bariky se odpipetuje 1 ml tohoto roztoku a doplni se po rysku roztokem A. Roztok
substritu a tlumivého roztoku se pfipravi tésné pied pouzitim.

Roztok D

Srazeci ¢inidlo.

V 100ml odmérné bafice se rozpusti ve vodé 3,0 g siranu zinecnatého (ZnSO,7H,0) a 0,6 g siranu médna-
tého (CuSO,'5H,0) a doplni se po rysku vodou.

Roztok E

Gibbovo ¢inidlo.

Rozpusti se 0,040 g 2,6-dibromchinon-1,4-chlorimidu (O-C,H,Br,NCl) v 10 ml devadestiSestiprocentniho
ethanolu. Roztok se skladuje v tmavé lahvi v chladnicce. Pokud se odbarvi, zlikviduje se.

Tlumivy roztok pro ziedéni vzniklého zabarveni

Do 100ml odmérné banky se pievede 10 ml roztoku B (4.2) tlumivého roztoku pro vyvoldni zabarveni
a doplni se po rysku vodou.

Roztok siranu médnatého

Do 100ml odmérné bariky se pfevede 0,05 g siranu médnatého (CuSO,-5H,0), rozpusti se ve vodé a doplni
se po rysku vodou.

Standardni roztok fenolu

Ve 100ml odmérné barice se rozpusti 0,200 + 0,001 g cistého fenolu ve vodé a doplni se po rysku vodou.
Tento roztok lze uchovédvat nékolik mésicti v chladni¢ce. 10 ml tohoto zdsobniho roztoku se zfedi na
100 ml vodou. Tento zfedény roztok obsahuje 200 pg fenolu v 1 ml a maze byt pouZit pro pfipravu jesté

wixs

Destilovand, ptevarend voda.
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4.10

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

6.1

6.1.1

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.

PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy.

Vodni ldzenl udrzovand termostatem na teploté 37 °C + 1 °C.
Spektrofotometr umoznujici méfeni pii vinové délce 610 nm.

Filtra¢ni papir (Schleicher and Shull 597, Whatman 42 nebo odpovidajici).
Vrouci vodni ldzen.

Hlinikova folie.

POSTUP

Upozornéni::
1. Je tieba zamezit piistupu piimého slune¢niho svétla.

2. Vsechny sklenéné nddoby, zatky a manipulacni pomucky by mély byt dokonale ¢isté. Doporucuje se opld-
chnout je a vyvafit ve vodé nebo je ocistit parou.

3. Nesmi se pouzivat materidly z plasti (napiiklad zdtky), protoze by mohly obsahovat fenoly.

4. Sliny obsahujf fosfatdzu. Je tieba zabranit kontaminaci stopovym mnozZstvim slin.
Piiprava vzorku

Navézi se 10 g vzorku s presnosti na 0,1 g a rozpusti se v 90 ml vody. Pii rozpousténi suseného mléka
nesmyi teplota v zZddném piipadé piekrocit 35 °C.

Stanoveni
Do kazdé ze dvou zkumavek se vnese 1 ml obnoveného mléka, ptipraveného podle bodu 6.1.1.

Jedna ze zkumavek se zahffvd dvé minuty na vrouci ldzni. Zkumavky a vodni ldzen (5.5), nebo napiiklad
kddinka s vrouci vodou se zakryji hlinikovou f6lii (5.6), aby se zajistilo prohfiti celého obsahu zkumavky.
Provede se ochlazeni pod tekouci vodou na laboratorni teplotu. Tato zkumavka se pouzije pro provedeni
slepého pokusu. Nasledujici zpracovani se provede stejné pro obé zkumavky.

Pridd se 10 ml roztoku C (4.3.2). Roztok se zamichd a zkumavka se umisti do 37 °C teplé vodni 1dzné (5.2).
Inkubuje se po dobu 60 minut ve vodni lazni za pravidelného promichani.

Zkumavky se ihned prenesou na vrouci vodni ldzen (5.5) a dvé minuty se zahfivaji; ochladi se studenou
vodou na laboratorni teplotu.

Do kazdé ze zkumavek se pfidd 1 ml roztoku D (4.4), promichd se a filtruje pfes suchy filtra¢ni papir; prvni
filtraty se odstranuji, dokud neni ziskdna ¢ird kapalina.

Do zkumavek se pfenese 5 ml filtrdtu, pfidd se 5 ml roztoku B (4.2) a 0,1 ml roztoku E (4.5). Zamichd se.
Za pokojové teploty mimo pimé slunecni svétlo se po dobu 30 minut nechd vyvijet zabarveni.
MEéfi se optickd hustota roztoku vzorku proti slepému pokusu pii vinové délce uvedené v bodé 5.3.

Stanoveni se opakuje, pokud optickd hustota roztoku piesdhne optickou hustotu standardu obsahujictho
20 pg fenolu pripraveného podle bodu 7.

Pokud je tato hranice pfekrocena, rozfedi se pfiméfeny objem obnoveného mléka podle bodu 6.1.1 pFimé-
fenym objemem mléka dikladné pfevafeného podle bodu 6.2.2, pro deaktivaci pritomné fosfatdzy.
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

8.1.3

8.2

SESTROJENI KALIBRACNI KRIVKY

Do ¢ty 100ml odmérnych banék se odpipetuje 1, 3, 5 a 10 ml standardniho roztoku zfedéného podle bodu
4.8 a doplni se vodou po rysku. Tyto roztoky obsahuji 2, 6, 10 a 20 pg fenoluv 1 ml

K vytvoreni fady vzorkd obsahujicich 0 (slepy pokus), 2, 6, 10 a 20 pg fenolu se do zkumavek odpipetuje
1 ml vody nebo 1 ml z kazdého standardniho roztoku (7.1).

Do kazdé ze zkumavek se postupné odpipetuje 1 ml roztoku siranu médnatého (4.7), 5 ml tlumivého
roztoku pro zfedéni vzniklého zabarveni (4.6), 3 ml vody a 0,1 ml roztoku E (4.5). Zamichd se.

Zabarveni se nechd vyvijet 30 minut pii pokojové teploté bez ptistupu p¥imého slunecniho svétla.

Méfi se hodnota absorbance roztokti ve viech zkumavkdch proti slepému pokusu p#i vinové délce uvedené
v bodé¢ 5.3.

Kalibra¢ni kiivka se sestroji vynesenim hodnot absorbanci proti mnozstvi fenolu v pg, jak je uvedeno v bodé
7.2.

VYJADREN{ VYSLEDKU

Vypocet
Absorbance stanovend podle bodu 6.2.9 se ptevede na pg fenolu pomoci kalibra¢ni kiivky.

Aktivita fosfatizy vyjadiend v pg fenolu na ml obnoveného mléka se vypocte pomoci nize uvedeného
vzorce:

aktivita fosfatdzy = 2,4 x P,
kde P = mnozstvi fenolu v pg podle bodu 8.1.1.

Pokud se provddélo fedéni podle bodu 6.2.10, vyndsobi se vysledek ziskany podle bodu 8.1.2 fedicim
faktorem.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 2 pg fenolu uvolnéného 1 ml obnoveného mléka.

METODA 8: STANOVEN[ AKTIVITY FOSFATAZY
(PODLE ASCHAFFENBURGA A MULLENA)

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouZi ke stanoveni aktivity fosfatdzy
— v suSeném vysokotuéném mléce,

— v suSeném plnotucném mléce,

— v sudeném c&astecné odtuénéném mléce,

— v suSeném odtucnéném mléce.

DEFINICE

Aktivita fosfatizy v suseném mléce je mira mnozstvi aktivni alkalické fosfatizy ve vyrobku. Je vyjddfena
mnozstvim p-nitrofenolu v pg uvolnénym 1 ml obnoveného mléka za popsanych podminek.

PODSTATA METODY

Obnoveny vzorek se ziedi roztokem substritu a tlumivého roztoku o pH = 10,2 nechd se inkubovat po
dobu dvou hodin pfi teploté 37 °C. Alkalickd fosfatdza piitomnd ve vzorku za téchto podminek uvolni p-
nitrofenol z ptidaného dvojsodné soli p-nitrofenylfosforecnanu. Uvolnény p-nitrofenol se stanovi pfmym
porovnanim se sklenénou $kdlou barevnych standard v jednoduchém kompardtoru pomoci odrazeného
svétla.
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4.1

4.2

4.3

5.1

5.2

5.3

6.1

REAKCNI CINIDLA
Tlumivy roztok uhli¢itanu sodného a hydrogenuhli¢itanu sodného.

V 1000ml odmérné bance se rozpusti 3,5 g bezvodého uhli¢itanu sodného a 1,5 g hydrogenuhli¢itanu
sodného ve vodé a doplni se vodou po rysku.

Roztok substrdtu a tlumivého roztoku.

V 1000ml odmérné barice se rozpusti 1,5 g dvojsodné soli p-nitrofenylfosfore¢nanu v tlumivém roztoku
uhli¢itanu sodného a hydrogenuhlicitanu sodného (4.1) a doplni se po rysku tlumivym roztokem (4.1).

Tento roztok je stabilni po dobu 1 mésice, pokud se uchovévd se v chladnicce pii teploté nizsi nez 4 °C.
Doporucuje se provést kontrolni zkousku na barvu takto uchovévanych roztokd — viz bod 6, upozornéni 3.

Cificf roztoky.
Roztok siranu zine¢natého.

Ve 100ml odmérné bance se rozpusti 30,0 g siranu zine¢natého (ZnSO,) ve vodé a doplni se vodou po
rysku.

Roztok hexakyanoZeleznatanu draselného.

V odmérné 100ml bance se rozpusti 17,2 g trihydrdtu hexakyanozZeleznatanu draselného (K,Fe(CN);-3H,0)
ve vodé a doplni se vodou po rysku.

PRISTROJE A POMUCKY
Analytické vahy.
Vodni ldzefi udrzovand termostatem na teploté 37 °C + 1 °C.

Kompardtor se specidlnim kotou¢em obsahujicim standardni barevnd skla kalibrovand v pg p-nitrofenolu na
ml mléka a dvé 25mm kyvety.

POSTUP

Upozornéni::
1. Zkumavky musi byt po pouziti vyprazdnény, oplachnuty vodou, umyty horkou vodou obsahujici alkalické
odmastovace a oplachnuty horkou cCistou tekouci vodou. Pfed pouzitim musi byt oplichnuty vodou

a osuSeny.

Pipety musi byt okamzit¢ po pouziti opldchnuty pod studenou tekouci vodou. Pfed pouzitim musi byt
opldchnuty vodou a osuseny.

2. Zatky ke zkumavkdm musi byt po pouziti peclivé oplichnuty pod horkou tekouci vodou a nésledné dvé
minuty povareny.

3. Roztok substrtu a tlumivého roztoku (4.2) zlstdvé stabilni nejméné jeden mésic, pokud je skladovin
v chladnicce pii teploté nejvyse +4 °C. Projevem nestability roztoku je vytvofeni Zzlutého zabarveni.
ProtoZe se porovndni provadi se svafenym kontrolnim vzorkem obsahujicim stejny tlumivy roztok, dopo-
rucuje se, aby roztok nebyl pouzivan, jestlize vykazuje zabarveni pfesahujici 10 pm pfi pouziti 25mm
kyvety v kompardtoru a s destilovanou vodou v druhé 25mm kyveté.

4. Pro kazdy vzorek se pouzije jind pipeta a je tieba zabranit kontaminaci vzorku slinami.

5. V pribéhu stanovent je tieba zabréanit piistupu piimého slune¢niho svétla.
Piiprava vzorku

V 90 ml vody se rozpusti 10 g suSeného mléka. Teplota pfi rozpousténi nesmi piekrocit 35 °C.
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6.2
6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

7.1

7.2

Stanoveni

Do cisté a suché zkumavky se odpipetuje 15 ml tlumivého roztoku (4.2) a pfidaji se 2 ml obnoveného
vzorku (6.1) ke stanoveni. Zkumavka se uzavie zdtkou, obracenim se promichd a umisti se do vodni ldzné
(5.2) o teploté 37 °C.

Soucasné se do vodni ldzné umisti kontrolni zkumavka s 15 ml tlumivého roztoku a 2 ml svafeného obno-
veného vzorku, podobné jako je tomu u zkusebniho vzorku.

Po dvou hodindch se obé zkumavky z vodni ldzné vyjmou, pfidd se 0,5 ml siranu zine¢natého jako sraze-
ctho ¢inidla (4.3.1), zkumavky se uzaviou zdtkami, intenzivné se protiepou a ponechaji se 3 minuty stit.
Pridd se 0,5 ml roztoku hexakyanoZeleznatanu draselného jako cifictho ¢inidla (4.3.2), dikladné se zamichd
a zfiltruje se pres filtracni sklddany papir (5.4). Jimd se Ciry filtrdt do ¢isté zkumavky.

Filtrdt se pfevede do 25mm kyvety a porovnd se s filtritem svafeného kontrolniho vzorku v kompardtoru
pii pouziti specidlniho disku (5.3).

VYJADRENI VYSLEDKU

Vypocet

Pfimy odecet podle bodu 6.2.4 se zaznamend jako pg p-nitrofenolu na ml vzorku nebo na ml obnoveného
vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych zdroven nebo rychle za sebou z téhoz vzorku timtéz
pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 2 pg p-nitrofenolu uvolnéného 1 ml obnoveného
mléka.



