Priloga 2
ANALITSKE METODE DEHIDRIRANEGA KONZERVIRANEGA MLEKA
1. SPLOSNO

2. DOLOCANJE SUHE SNOVI v:
- nesladkanem kondenziranem mleku z visoko vsebnostjo mas¢obe z uporabo metode | iz II. dela te
priloge,
- nesladkanem kondenziranem mleku z uporabo metode 1 iz II. dela te priloge,
- nesladkanem kondenziranem delno posnetem mleku z uporabo metode 1 iz I1. dela te priloge,
- nesladkanem kondenzirane posnetem mleku z uporabo metode 1 iz II. dela te priloge,
- sladkanem kondenziranem mleku z uporabo metode 1 iz II. dela te priloge,
- sladkanem kondenziranem delno posnetem mleku z uporabo metode 1 iz II. dela te priloge,
- sladkanem kondenziranem posnetem mleku z uporabo metode 1 iz II. dela te priloge.

3. DOLOCANJE VLAGE v:
susenem mleku z visoko vsebnostjo mascobe ali mleku v prahu z visoko vsebnostjo mas¢obe z uporabo metode
2 iz I11. dela te priloge,

- suSenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu z uporabo metode 2 iz I11. dela te priloge,

- suSenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu z uporabo metode 2 iz IIl. dela te
priloge,

- susSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu z uporabo metode 2 iz III. dela te priloge.

4. DOLOCANJE MASCOBE v:

- nesladkanem kondenziranem mleku z visoko vsebnostjo mascobe z uporabo metode 3 iz IV. dela te
priloge,

- nesladkanem kondenziranem mleku z uporabo metode 3 iz IV. dela te priloge,

- nesladkanem kondenziranem delno posnetem mleku z uporabo metode 3 iz I'V. dela te priloge,

- nesladkanem kondenziranem posnetem mleku z uporabo metode 3 iz IV. dela te priloge,

- sladkanem kondenziranem mleku z uporabo metode 3 iz IV. dela te priloge,

- sladkanem kondenziranem delno posnetem mleku z uporabo metode 3 iz I'V. dela te priloge,

- sladkanem kondenziranem posnetem mleku z uporabo metode 3 iz IV. dela te priloge,

- susenem mleku z visoko vsebnostjo mascobe ali mleku v prahu z visoko vsebnostjo mas¢obe z uporabo
metode 4 iz V. dela te priloge,

- suSenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu z uporabo metode 4 iz V. dela te priloge,

- suSenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu z uporabo metode 4 iz V. dela te priloge,

- suSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu z uporabo metode 4 iz V. dela te priloge.

5. DOLOCANJE SAHAROZE v:
- sladkanem kondenziranem mleku z uporabo metode 5 iz VI. dela te priloge,
- sladkanem kondenziranem delno posnetem mleku z uporabo metode 5 iz VI. dela te priloge,
- sladkanem kondenziranem posnetem mleku z uporabo metode 5 iz VI. dela te priloge.

6. DOLOCANJE MLECNE KISLINE IN LAKTATOV v:

- susenem mleku z visoko vsebnostjo mascobe ali mleku v prahu z visoko vsebnostjo mascobe z uporabo
metode 6 iz VII. dela te priloge,

- susenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu z uporabo metode 6 iz VII. dela te priloge,

- suSenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu z uporabo metode 6 iz VII. dela te
priloge,

- suSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu z uporabo metode 6 iz VII. dela te priloge.

7. DOLOCANJE AKTIVNOSTI FOSFATAZE v:

- susenem mleku v visoko vsebnostjo maScobe ali mlecnem prahu z visoko vsebnostjo mas¢obe z uporabo
metode 7 ali 8 iz VIII. oziroma IX. dela te priloge,

- suSenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu z uporabo metode 7 ali 8 iz VIII. oziroma
IX. dela te priloge,

- suSsenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu z uporabo metode 7 ali 8 iz
VIII. oziroma IX. dela te priloge,

- suSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu z uporabo metode 7 ali 8 iz VIII. oziroma IX. dela
te priloge.



I. SPLOSNE DOLOCBE
1. Priprava vzorca za kemijsko analizo

1.1 nesladkano kondenzirano mleko z visoko vsebnostjo mascobe
nesladkano kondenzirano mleko
nesladkano kondenzirano delno posneto mleko
nesladkano kondenzirano posneto mleko

Zaprto konzervo stresemo in obrnemo. Odpremo konzervo in pocasi zlijemo mleko v drugo posodo, ki se jo da
nepredusno zapreti, ter meSamo s ponavljajo¢im prelivanjem. Zagotoviti moramo, da je vsa preostala masc¢oba
in mleko, ki se trdno drzi sten in koncev konzerve premesana z vzorcem. Posodo zapremo. Ce vsebina ni
homogena, segrejemo posodo v vodni kopeli pri 40 °C. Mo¢no stresemo vsakih 15 minut. Po dveh urah
odstranimo posodo iz vodne kopeli in jo ohladimo na sobno temperaturo. Odstranimo pokrov in temeljito
premesamo vsebino posode z Zlico ali lopatico (Ce se je mascoba locila, se vzorca ne sme analizirati). Shranimo
na hladnem.

1.2 sladkano kondenzirano mleko
sladkano kondenzirano delno posneto mleko
sladkano kondenzirano posneto mleko

Konzerve: Zaprto konzervo segrevamo v vodni kopeli pri 30 do 40 °C priblizno 30 minut. Konzervo odpremo in
temeljito premesamo vsebino z lopatico ali Zlico z gibi navzgor, navzdol in kroznimi gibi, da dobimo dobro
mesanico zgornjih in spodnjih plasti z vso vsebino. Zagotoviti moramo, da je preostalo mleko, ki se drzi sten in
koncev konzerve vkljueno v vzorec. Kolikor je mogoce, vsebino prelijemo v drugo posodo z nepredusnim
pokrovom. Zapremo posodo in jo shranimo na hladno.

Tube: Prerezemo na vrhu in prelijemo vsebino v posodo z nepredu$nim pokrovom. Nato prerezemo tube po
dolzini. Postrgamo ves material, ki se drzi notranjosti in ga previdno zmeSamo s preostalo vsebino. Posodo
shranimo na hladno.

1.3 suseno mleko z visoko vsebnostjo mascobe ali mleko v prahu z visoko
vsebnostjo mascobe
suseno polno mleko ali polnomastno mleko v prahu
suseno delno posneto mleko ali delno posneto mleko v prahu
suseno posneto mleko ali posneto mleko v prahu

Mleko v prahu prenesemo v Cisto, suho posodo (z nepredusnim pokrovom), ki ima dvakratno prostornino mleka
v prahu. Posodo takoj zapremo in mleko v prahu temeljito premesamo s ponavljajo¢im tresenjem in obracanjem
posode. Med pripravo vzorca se je treba, kolikor je le mogoce, izogibati izpostavljanju mleka v prahu atmosferi,
da zmanjSamo absorpcijo vlage.

2. Reagenti

2.1 Voda
2.1.1 Kadar se omenja uporaba vode za raztapljanje, redéenje ali izpiranje, uporabljamo destilirano vodo ali
demineralizirano vodo vsaj enakovredne ¢istosti.
2.1.2 Kadar se omenja ‘raztapljanje’, ‘raztopina’ ali ‘red¢enje’ brez dodatnih navedb, to pomeni ‘raztapljanje v
vodi’, ‘raztopina v vodi’ in ‘red¢enje v vodi’.

2.2 Kemikalije
Vse uporabljene kemikalije morajo biti prepoznane kakovosti za analizo (p.a.), razen ¢e s to prilogo ni drugace
doloceno.

3. Oprema
3.1 Seznami opreme

Seznami opreme vsebujejo samo predmete za posebno uporabo in predmete s posebno specifikacijo.
3.2 Analitska tehtnica

Analitska tehtnica pomeni tehtnico s to¢nostjo 0,1 mg.



4. Podajanje rezultatov

4.1 Izracun odstotkov
Razen ¢e ni drugace doloceno, so rezultati izracunani kot masni delez, izrazen v odstotkih, glede na vzorec, ki ga
je prejel laboratorij.

4.2 Stevilo signifikantnih Stevilk
Rezultat ne sme vsebovati ve¢ signifikantnih Stevilk, kot je to upraviceno glede na natan¢nost uporabljene
analitske metode.

5. Preskusno porocilo

Preskusno poroc¢ilo mora navesti uporabljeno analitsko metodo kot tudi dobljene rezultate. Poleg tega mora
vsebovati vse podrobnosti postopka, ki niso opredeljeni v analitski metodi ali so opcija, kot tudi vse okolis¢ine,
ki bi lahko vplivale na dobljene rezultate. Preskusno poroc¢ilo mora podati vse informacije potrebne, za popolno
identifikacijo vzorca.

II. DOLOCANJE VSEBNOSTI SUHE SNOVI (susilnik 99 °C)
METODA 1

1. Namen in podro¢je uporabe
Ta postopek dolo¢a vsebnost suhe snovi v:
- nesladkanem kondenziranem mleku z visoko vsebnostjo mas¢obe
- nesladkanem kondenziranem mleku
- nesladkanem kondenziranem delno posnetem mleku,
- nesladkanem kondenziranem posnetem mleku,
- sladkanem kondenziranem mleku,
- sladkanem kondenziranem delno posnetem mleku,
- sladkanem kondenziranem posnetem mleku.

2. Definicija
Vsebnost suhe snovi v kondenziranem mleku: vsebnost suhe snovi kot je dolo¢ena z navedeno metodo.

3. Princip metode
Znano koli¢ino vzorca razred¢imo z vodo, premesamo s peskom in posus$imo na temperaturi 99 °C + 1 °C. Masa
po susenju je masa suhe snovi in se izratuna kot masni delez, izrazen v odstotkih, glede na vzorec.

4. Reagenti

Kremencev pesek ali morski pesek, obdelan z klorovodikovo kislino (velikost zrn: 0,18 do 0,5 mm, ki se preseje
skozi sito 500 mikronov in ki ostane na situ 180 mikronov). Le-ta mora ustrezati naslednjemu kontrolnemu
testu:

Dve uri segrevamo priblizno 25 g peska v susilniku (5.3), kot je opisano v 6.1 do 6.3. Dodamo 5 ml vode,
ponovno segrevamo v suSilniku dve uri, ohladimo in ponovno stehtamo. Razlika med dvema masama ne sme
preseci 0,5 mg.

Ce je potrebno, tri dni obdelujemo pesek s 25 % raztopino klorovodikove kisline, ter ob&asno premesamo.
Operemo z vodo, da ni vec¢ kisle reakcije ali dokler ni voda brez klorida. Posusimo pri 160 °C in ponovno
preskusimo, kot je navedeno zgoraj.

5. Oprema

5.1 Analitska tehtnica

5.2 Kovinske posode, po moznosti iz niklja, aluminija ali nerjaveCega jekla. Posode morajo imeti
pokrove, ki se dobro prilegajo in se z lahkoto odstranijo. Posode primerne dimenzije imajo premer od 60 do
80 mm in globino priblizno 25 mm.

5.3 Susilnik za suSenje pri atmosferskem tlaku, z dobrim prezraevanjem, s termostatsko regulacijo
temperature na 99 °C £ 1 °C. Temperatura mora biti enakomerna v celotnem susilniku.

5.4 FEksikator, ki vsebuje sveze aktiviran silikagel z indikatorjem za vsebnost vode ali enakovredno
susilo.

5.5 Steklene palcke, splos€ene na enem delu, z dolzino, ki se prilagaja notranjosti kovinskih posodic
(5.2).

5.6 Vodna kopel, pri temperaturi vreli§¢a vode.



6. Postopek
6.1 V posodo (5.2) damo priblizno 25 g peska (4) in kratko stekleno palcko (5.5).

6.2 Ne da bi jo pokrili, posodo z vsebino in s pokrovom postavimo v susilnik (5.3) in segrevamo dve
uri.

6.3 Posodo pokrijemo s pokrovom in jo prenesemo v eksikator (5.4). Pustimo, da se shladi na sobno
temperaturo in natan¢no stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg (My).

6.4 Posodo nagnemo, da pesek zdrsne na eno stran posode. Na izpraznjeni prostor damo priblizno 1,5 g
vzorca sladkanega zgosc¢enega mleka ali 3,0 g nesladkanega kondenziranega mleka. Pokrijemo s pokrovom in
stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg (M,).

6.5 Odstranimo pokrov, dodamo 5 ml vode in s stekleno pal¢ko najprej premesamo tekoCini ter nato Se
pesek in tekoci del. Palcko pustimo v meSanici.

6.6 Postavimo posodo v vrelo vodno kopel (5.6), dokler voda ne izpari. To ponavadi traja 20 minut. S
palcko obcasno premeSamo mesanico, da je masa dobro prezracena in da se ne sprime, ko je suha. Palcko
polozimo v posodo.

6.7 Posodo in pokrov postavimo v su$inik za eno uro in pol.

6.8 Ponovno pokrijemo posodo, jo prenesemo v eksikator (5.4) in pustimo, da se ohladi na sobno
temperaturo ter jo nato stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg.

6.9 Posodo in pokrov ponovno postavimo v susilnik, posodo odkrijemo in jo odkrito segrevamo s
pokrovom S$e eno uro.

6.10 Ponovimo postopek 6.8.

6.11 Ponovimo opisane postopke 6.9 in 6.10, dokler ni razlika v masi dveh zaporednih tehtanj manj kot
0,5 mg ali dokler se masa ne poveca. Ce pride do porasta mase, v izracunu (7.1) uporabimo najnizjo dobljeno
maso. Kon¢na zabelezena masa naj bo M,, izrazena v g.

7. Podajanje rezultatov
7.1 Metoda izracuna
Vsebnost suhe snovi, izracunane kot masni delez, izrazen v odstotkih, glede na vzorec, se izraza kot:

MXIOO

1 o

kjer je:

M, — masa posode, pokrova in peska po postopku 6.3, v g;

M; — masa posode, pokrova, peska in vzorca po postopku 6.4, v g;

M, — masa posode, pokrova, peska in posuSenega vzorca po postopku 6.11, v g.

7.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, izvedenih istocasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 0,2 g suhe snovi na 100 g izdelka.

8. Izracun skupne suhe snovi mleka in suhe snovi mleka brez mascobe
8.1 Skupna vsebnost suhe snovi sladkanega kondenziranega mleka se doloci z:
skupna suha snov (dobljena z metodo 1, II. dela) - saharoza (dobljena z metodo 5, II. dela).

8.2 Vsebnost suhe snovi sladkanega kondenziranrga mleka brez mascobe se doloci z:

skupna suha snov (dobljena z metodo 1, II. dela) - ( vsebnost saharoze dobljena z metodo 5, I1. dela) in vsebnost
mascobe (dobljena z metodo 3, I1. dela).

8.3 Vsebnost suhe snovi nesladkanega kondenziranega mleka brez mascobe se dolo¢i z:
skupna suha snov (dobljena z metodo 1, II. dela) - vsebnost masc¢obe (dobljena z metodo 3, II. dela).



III. DOLOCANJE VLAGE (susilnik 102 °C)
METODA 2

1. Namen in podro¢je uporabe
Ta metoda doloca izgubo mase po susenju:
- suSenega mleka z visoko vsebnostjo mascobe ali mleka v prahu z visoko vsebnostjo mascobe,
- suSenega polnega mleka ali polnomastnega mleka v prahu,
- suSenega delno posnetega mleka ali delno posnetega mleka v prahu,
- suSenega posnetega mleka ali posnetega mleka v prahu.

2. Definicija
Vsebnost vlage: izguba mase po suSenju, kot je dolo¢ena z navedeno metodo.

3. Princip
Preostala masa preiskovanega dela se doloci po susenju pri atmosferskem tlaku v suSilniku pri 102 °C £+ 1°C do
konstantne mase. Izguba mase se izracuna kot masni delez, izrazen v odstotkih, glede na vzorec.

4. Oprema

4.1 Analitska tehtnica.

4.2 Posode, ki so po moznosti iz niklja, aluminija, nerjavecega jekla ali stekla. Posode morajo imeti
pokrove, ki se dobro prilegajo, vendar se z lahkoto odstranijo. Primerne dimenzije so: premer 60 do 80 mm in
globina priblizno 25 mm.

4.3 Susilnik za suSenje pri atmosferskem tlaku, z dobrim prezracevanjem, s termostatsko regulacijo
temperature (pri 102 °C £ 1°C). Temperatura mora biti enakomerna v celotnem susilniku.

4.4 Eksikator, ki vsebuje sveze aktiviran silikagel z indikatorjem za vsebnost vode ali ekvivalentno
susilo.

5. Postopek
5.1 Odstranimo pokrov s posode (4.2) in postavimo posodo skupaj s pokrovom v suSilnik (4.3) ter segrevamo
priblizno eno uro.

5.2 Posodo pokrijemo in le-to prenesemo v eksikator (4.4). Pustimo, da se ohladi na sobno temperaturo in
stehtamo s tocnostjo 0,1 mg (M,).

5.3 V posodo damo 2 g posusenega vzorca mleka, posodo pokrijemo s pokrovom in pokrito posodo ¢im hitreje
stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg (M,).

5.4 Posodo odkrijemo in jo postavimo skupaj s pokrovom v susilnik za dve uri.

5.5 Ponovno pokrijemo posodo, ter pokrito prenesemo v eksikator, pustimo, da se ohladi na sobno temperaturo
in ¢im hitreje stehtamo s toc¢nostjo 0,1 mg.

5.6 Posodo odkrijemo in jo tako, skupaj s pokrovom, eno uro segrevamo v susilniku.
5.7 Ponovimo postopek 5.5.

5.8 Ponovimo postopka 5.6 in 5.5, dokler zmanjSanje mase med zaporednimi tehtanji ne preseze 0,5 mg ali
dokler se masa ne poveca. Ce pride do povecanja mase, v izracunu (6.1) uporabimo najnizjo dobljeno maso.
Zadnja zabelezena masa naj bo M,, izrazena v g.

6. Podajanje rezultatov
6.1 Metoda izracuna
Izgubo mase po susenju vzorca, izrazeno kot masni delez, izrazen v odstotkih, glede na vzorec, se izratuna po
naslednji formuli:
M, -M
—L —2x100

1 o
kjer je:
M, — masa posode in njenega pokrova po postopku 5.2, v g;
M; — masa posode, njenega pokrova in vzorca po postopku 5.3, v g;
M, — masa posode, njenega pokrova in kon¢nega vzorca po postopku 5.5, v g.



6.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, izvedenih istocasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 0,1 g vlage na 100 g izdelka.

IV. DOLOCANJE VSEBNOSTI MASCOBE V KONDENZIRANEM MLEKU (METODA ROSE-
GOTTLIEB)

METODA 3

1. Namen in podrocje uporabe
Ta metoda doloca vsebnost mascobe v:
- nesladkanem kondenziranem mleku z visoko vsebnostjo mascobe,
- nesladkanem kondenziranem mleku,
- nesladkanem kondenzirano delno posnetem mleku,
- nesladkanem kondenziranem posnetem mleku,
- sladkanem kondenziranem mleku,
- sladkanem kondenziranem delno posnetem mleku,
- sladkanem kondenziranem posnetem mleku.

2. Definicija
Vsebnost mascobe kondenziranega mleka: vsebnost maséobe kot je dolo¢ena z navedeno metodo.

3. Princip

Vsebnost mascobe dolo¢amo z ekstrakcijo mascobe iz amonialkalne alkoholne raztopine vzorca z dietiletrom in
petroletrom, ki ji sledi odhlapevanje topil in tehtanje preostanka in izracun masnega deleza, izraZenega v
odstotkih, glede na vzorec, skladno s principom Rose-Gottlieb.

4. Reagenti
Vsi reagenti morajo ustrezati zahtevam dolocenim v tocki slepi preskus (6.1). Kolikor je potrebno, lahko
reagente ponovno destiliramo v prisotnosti priblizno 1 g mle¢ne mascobe za 100 ml topila.

4.1 raztopina amoniaka, priblizno 25 % (m/m) NHj (gostota pri 20 °C priblizno 0,91 g/ml) ali moc¢nejsa
raztopina znane koncentracije.

4.2 etanol, 96 £ 2 % (v/v) ali, €e ta ni na razpolago, etanol denaturiran z metanolom, etil metil keton ali
petroleter.

4.3 dietileter, brez peroksida.

Opombe

1. Za testiranje na prisotnost peroksidov dodamo k 10 ml etra, v majhen valj s steklenim zamaskom, ki smo ga
prej sprali z etrom, 1 ml sveze pripravljene 10 % raztopine kalijevega jodida. Stresemo in pustimo stati 1 minuto.
V nobeni od obeh faz se ne sme pojaviti rumena barva.

2. Dietileter lahko ohranjamo brez peroksidov, tako da dodamo mokro cinkovo folijo, ki smo jo popolnoma
namo¢ili za eno minuto v razredéeno kislo raztopino bakrovega sulfata ter nato sprali z vodo. Na liter uporabimo
priblizno 8 000 mm? cinkove folije; razrezemo jo na trakove, ki so dovolj dolgi, da lahko seZejo vsaj do polovice
posode.

4.4 Petroleter, z vrelis¢em med 30 in 60 °C.

4.5 Mesano topilo, pripravljeno tik pred uporabo, tako da mesamo enaka volumna dietiletra (4.3) in
petroletra (4.4) (kadar je navedena uporaba meSanega topila, se le-ta lahko nadomesti z dietiletrom ali samo s
petroletrom).

5. Oprema

5.1 Analitska tehtnica.

5.2 Primerne epruvete ali bucke za ekstrahiranje z bruSenimi zamaski ali drugimi zamaski, odpornimi
na uporabljena topila.

5.3 Bucke, s tankimi stenami in ravnim dnom, s kapaciteto 150 do 250 ml.

5.4 Susilnik za suSenje pri atmosferskem tlaku, z dobrim prezraevanjem in s termostatsko regulacijo
(prilagojen za vzdrzevanje temperature pri 102 °C + 1 °C).

5.5 Vrelni kamencki, brez mascobe, ki med uporabo niso porozni in niso drobljivi, npr. steklene
kroglice ali delci silicijevega karbida (uporaba tega materiala je poljubna, glej 6.2.1).

5.6 Sifon (odvodna cev), ki se prilega epruvetam za ekstrahiranje.

5.7 Centrifuga (opcija).



6. Postopek

6.1 Slepi preskus
Istocasno ko dolocamo vsebnost mas¢obe v vzorcu, izvedemo tudi dolocanje v slepem vzorcu v 10 ml vode. Pri
tem uporabimo isto aparaturo za ekstrahiranje, iste reagente v istih koli¢inah in isti postopek, kot je opisan v
nadaljevanju, razen 6.2.2. Ce slepi vzorec presega 0,5 mg, je potrebno preveriti reagente ter neéisti reagent
oziroma reagente ocistiti ali zamenjati.

6.2 Dolocanje
6.2.1 Bucko (5.3) (Ce je potrebno, skupaj z nekaj vrelnimi kamencki (5.5), da pospeSimo rahlo vrenje med
odstranitvijo topil, ki sledi) posusimo v suSilniku (5.4) od pol do ene ure. Pustimo, da se bucka ohladi na
temperaturo tehtalnega prostora ter ohlajeno bucko stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg.

6.2.2 Premesamo pripravljeni vzorec in takoj odtehtamo, s tocnostjo 1 mg, 2 do 2,5 g sladkanega vzorca ali 4
do 5 g nesladkanega vzorca direktno, ali z diferencnim tehtanjem, v aparaturo za ekstrahiranje (5.2). Dodamo
10,5 ml vode in rahlo stresamo pri zmernem segrevanju (40 do 50 °C) dokler ni izdelek popolnoma razprsen.
Vzorec se mora popolnoma razprsiti, sicer je treba dolo¢anje ponoviti.

6.2.3 Dodamo 1,5 ml amoniaka (25 %) (4.1) ali odgovarjajoega volumna mocnejSe raztopine in dobro
premesamo.

6.2.4 Dodamo 10 ml etanola (4.2) in rahlo, vendar temeljito premesamo tekoCine v nezaprti aparaturi.

6.2.5 Dodamo 25 ml dietiletra (4.3). Ohladimo pod teko¢o vodo. Aparaturo zapremo in temeljito stresamo in
obra¢amo eno minuto.

6.2.6 Previdno odstranimo zamasek in dodamo 25 ml petroletra (4.4), nekaj ml ga uporabimo, da speremo
zamasek in notranjost vratu aparature, pri tem pa moramo paziti da raztopina po izpiranju odtece v aparaturo.
Zapremo, tako da ponovno zamasimo ter stresamo in obracamo 30 sekund. Ne smemo stresati preve¢ temeljito,
¢e v 6.2.7 ni predvidena uporaba centrifugiranja.

6.2.7 Aparaturo pustimo stati, dokler se gornja faza ne zbistri in jasno lo¢i od spodnje vodne faze. Alternativno
izvedemo separacijo z uporabo primerne centrifuge (5.7).

Opomba
Kadar se uporabi centrifuga, ki je ne poganja trifazni motor, lahko pride do iskrenja in je treba paziti, da ne pride
do eksplozije ali ognja zaradi eterskih hlapov, ki na primer, lahko prihajajo iz pocene epruvete.

6.2.8 Zamasek odstranimo. Zamasek in notranjost vratu aparature speremo z nekaj ml meSanega topila (4.5)
tako, da raztopina po izpiranju odtece v aparaturo. Gornjo fazo previdno prenesemo, kolikor jo je le mogoce,
tako da jo odlijemo ali uporabimo sifon (5.6) v pripravljeno bucko (6.2.1).

Opomba
Ce prenosa ne naredimo, tako da uporabimo sifon, je mogo&e dobro dodati malo vode, da pove¢amo povriino
med dvema fazama, ter tako lazje oddekantiramo.

6.2.9 Zunanjost in notranjost vratu aparature oziroma vrh in spodnji del sifona speremo z nekaj ml meSanega
topila (4.5). Po izpiranju naj raztopina tece iz zunanjosti aparature v bucko, raztopina iz notranjosti vratu in iz

sifona pa v aparaturo za ekstrahiranje.

6.2.10 Opravimo drugo ekstrakcijo, tako da ponovimo postopek od 6.2.5 do vkljuc¢no 6.2.9, pri tem uporabimo
samo 15 ml dietiletra in 15 ml petroletra.

6.2.11 Opravimo tretjo ekstrakcijo, tako da ponovimo postopek 6.2.10 vendar brez zadnjega izpiranja (6.2.9).
Opomba
Kadar analiziramo vzorce posnetega nesladkanega kondeziranega mleka in posnetega sladkanega

kondenziranega mleka, tretja ekstrakcija ni obvezna.

6.2.12  Previdno izparevamo ali oddestiliramo &im ved topila (vkljuéno etanola). Ce ima bucka majhno
kapaciteto, je potrebno, kot je navedeno zgoraj, po vsaki ekstrakciji odstraniti nekaj topila.

6.2.13 Kadar ni ve¢ znatnega vonja po topilu, bucko postrani polozimo v susilnik in segrevamo eno uro.



6.2.14 Bucko odstranimo iz susilnika, jo ohladimo do temperature tehtalnega prostora in tocno stehtamo s
toc¢nostjo 0, 1 mg.

6.2.15 Ponovimo postopek 6.2.13 in 6.2.14, s segrevanjem 30 do 60 minut, dokler razlika v masi med dvema
zaporednima tehtanjema ni manj kot 0,5 mg ali dokler se masa ne poveca. Ce pride do povecanja mase, v
izraunu (7.1) uporabimo najnizjo dobljeno maso. Zadnja zabelezena masa naj bo My, izrazena v g.

6.2.16 Da potrdimo, da je ekstrahirana snov popolnoma topna, dodamo 15 do 25 ml petroletra. Rahlo segrevamo
in premes$amo topilo, dokler se vsa mascoba ne raztopi.

6.2.16.1 Ce je ekstrahirana snov popolnoma topna v petroletru, je masa maiobe razlika med masami,
doloc¢enimi v 6.2.1 in 6.2.15.

6.2.16.2 Ce je prisotna katera koli netopna snov, ali ¢e smo v dvomih, popolnoma ekstrahiramo mascobi iz buck,
tako da ponovno izpiramo s toplim petroletrom, ter pred vsakim odlitjem pustimo, da se neraztopljeni material
posede. Zunanjost vratu bucke trikrat izperemo. V suSilniku eno uro segrevamo bucko, ki jo polozimo na stran,
potem jo kot prej (6.2.1) ohladimo na temperaturo tehtalnega prostora in stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg. Masa
mascobe je razlika med maso, dobljeno v 6.2.15 in to kon¢no maso.

7. Podajanje rezultatov
7.1 Izracun
Masa ekstrahirane mascobe je (v g):
M; - M) - (B1-By)
in vsebnost mascobe vzorca, izrazena v odstotkih, je:
(Ml B Mz) - (Bl - Bz)
S

x 100

kjer je:

M, — masa bucke M z mascobo po fazi 6.2.15, v g;

M, — masa bucke M po fazi 6.2.1 ali v primeru neraztopljenega materiala ali dvoma, po fazi 6.2.16.2, v g;
B, — masa bucke B slepega vzorca po fazi 6.2.15, v g;

B, — masa bucke B po fazi 6.2.1 ali v primeru neraztopljenega materiala ali dvoma, po fazi 6.2.16.2, v g;
S — masa uporabljenega vzorca v g,

7.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolo¢anj, izvedenih istoCasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 0,05 g mascobe na 100 g izdelka.

V. DOLOCANJE VSEBNOSTI MASCOBE V SUSENEM MLEKU (ROSE-GOTTLIEB METODA)
METODA 4

1. Namen in podro¢je uporabe
Ta metoda doloca vsebnost mascobe v:
- susenem mleku z visoko vsebnostjo mascobe ali mleku v prahu z visoko vsebnostjo
mascobe,
- suSenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu,
- susenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu,
- suSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu.

2. Definicija
Vsebnost mascobe suSenega mleka: vsebnost mascobe, kot je dolocena z navedeno metodo.

3. Princip metode

Vsebnost mascobe se doloca z ekstrakcijo mascobe iz amonialkalne raztopine vzorca z dietiletrom in
petroletrom, ki ji sledi izparevanje topil in tehtanje preostanka in izraGun masnega deleza, izraZzenega v
odstotkih, glede na vzorec, v skladu s principom Rdse-Gottlieb.



4. Reagenti
Vsi reagenti morajo ustrezati zahtevam, dolo¢enim v tocki slepi vzorec (6.1). Ce je potrebno, se reagente lahko
ponovno destilira v prisotnosti priblizno 1g mle¢ne mascobe na 100 ml topila.

4.1 Raztopina amoniaka, priblizno 25 % (m/m) NHj (gostota pri 20 °C je priblizno 0,91 g/ml), ali
mocnejsa raztopina znane koncentracije.

4.2 Etanol, 96 £ 2 % (v/v) ali, Ce to ni dosegljivo, etanol denaturiran z metanolom, etil metil keton ali
petroleter.

4.3 Dietileter, brez peroksida

Opombe

1. Za testiranje prisotnosti peroksidov dodamo 1 ml sveze pripravljene 10 % raztopine kalijevega jodida k 10 ml
etra v majhnem cilindru s steklenim zamaskom, ki smo ga predhodno sprali z etrom. Stresemo in pustimo stati
eno minuto. V nobeni fazi se ne sme pojaviti rumena barva.

2. Dietileter lahko ohranjamo brez peroksidov, tako da dodamo mokro cinkovo folijo, ki smo jo za eno minuto
popolnoma namocili v razredceni kisli raztopini bakrovega sulfata ter nato sprali z vodo. Na liter uporabimo
priblizno 8 000 mm? cinkove folije; razrezemo jo na trakove, ki so dovolj dolgi, da lahko seZejo vsaj do polovice
posode.

4.4 Petroleter, z obmocjem vrelis¢a med 30 in 60 °C.

4.5 Mesano topilo, pripravljeno tik pred uporabo, tako da me$amo enaka volumna dietiletra (4.3) in
petroletra (4.4) (kadar je indicirana uporaba meSanega topila, se ta lahko nadomesti z dictiletrom ali samo s
petroletrom).

5. Oprema

5.1 Analitska tehtnica.

5.2 Primerne epruvete ali bucke za ekstrahiranje z brusenimi zamaski ali drugimi zaporami, odpornimi
na uporabljena topila.

5.3 Bucke, s tankimi stenami in ravnim dnom, s kapaciteto 150 do 250 ml.

5.4 Susilnik za suSenje pri atmosferskem tlaku, z dobrim prezraevanjem in s termostatsko regulacijo
(ki omogoca vzdrzevanje temperature pri 102 °C + 1 °C).

5.5 Vrelni kamencki, brez mascobe, ki med uporabo niso porozni in niso drobljivi, npr. steklene
kroglice ali delci silicijevega karbida (uporaba tega materiala je poljubna, glej 6.2.1).

5.6 Vodna kopel, pri 60 do 70 °C

5.7 Sifon (odvodna cev), ki se prilega epruvetam za ekstrahiranje

5.8 Centrifuga (poljubna).

6. Postopek

6.1 Slepi preskus
Istocasno, ko doloc¢amo vsebnost mas¢ob v vzorcu, izvedemo tudi dolocanje v slepem vzorcu v 10 ml vode. Pri
tem uporabimo isto aparaturo za ekstrahiranje, iste reagente v istih koli¢inah in isti postopek, kot je opisan v
nadaljevanju, razen 6.2.2. Ce slepi vzorec presega 0,5 mg, je treba preveriti reagente ter nedisti reagent ali
reagente ocistiti ali zamenjati.

6.2 Dolocanje
6.2.1 Bucko (5.3) (skupaj z, Ce je potrebno, nekaj vrelnimi kamencki (5.5), da bi pospesili rahlo vrenje med
odstranjevanjem topil, ki sledi) posusimo v susSilniku (5.4), od pol do ene ure. Pustimo, da se bucka ohladi na
temperaturo tehtalnega prostora, potem pa jo ohlajeno stehtamo s to¢nostjo 0,1 mg.
6.2.2 Pripravljeni vzorec premesamo in takoj stehtamo priblizno 1 g polnomastnega mleka v prahu ali priblizno
1,5 g delno posnetega ali posnetega mleka v prahu, s tocnostjo 1 mg, direktno, ali z diferen¢nim tehtanjem, v
aparaturo za ekstrahiranje (5.2). Dodamo 10 ml vode in rahlo stresamo, dokler ni mleko v prahu popolnoma
razprseno (za nekatere vzorce je potrebno segrevanje).
6.2.3 Dodamo 1,5 ml amoniaka (25 %) (4.1) ali odgovarjajoc¢i volumen mocnejSe raztopine ter segrevamo na
vodni kopeli (5.6) 15 minut pri 60 do 70 °C, pri tem pa obCasno meSamo. Ohladimo, na primer pod tekoc¢o vodo.
6.2.4 Dodamo 10 ml etanola (4.2) in rahlo, vendar temeljito premeSamo tekoc€ine v nezaprti aparaturi.
6.2.5 Dodamo 25 ml dietiletra (4.3). Ohladimo pod tekoco vodo. Aparaturo zapremo in temeljito stresamo ter
obracamo eno minuto.
6.2.6 Previdno odstranimo zamasek in dodamo 25 ml petroletra (4.4), tako da s prvimi nekaj mililitri speremo
zamas$ek in notranjost vratu aparature, pri tem pa pazimo da raztopina po izpiranju odtece v aparaturo. Zapremo,
tako da ponovno zamagimo, ter stresamo in obradamo 30 sekund. Ce v 6.2.7 ni predvidena uporaba
centrifugiranja, ne smemo stresati prevec¢ temeljito.
6.2.7 Aparaturo pustimo stati, dokler se gornja faza ne zbistri in jasno lo¢i od spodnje vodne faze. Alternativno
izvedemo separacijo z uporabo primerne centrifuge (5.8).



Opomba
Kadar se uporabi centrifuga, ki jo ne poganja trifazni motor, lahko pride do iskrenja in je treba paziti, da ne pride
do eksplozije ali ognja zaradi eterskih hlapov, ki lahko prihajajo iz poc¢ene epruvete.

6.2.8 Zamasek odstranimo, ter potem le-tega in notranjost vratu aparature speremo z nekaj mililitri meSanega
topila (4.5) in dovolimo, da raztopina po izpiranju odtece v aparaturo. Gornjo fazo previdno prenesemo, kolikor
jo je le mogoce, tako da odlijemo ali uporabimo sifon (5.7) v pripravljeno bucko (6.2.1).

Opomba
Ce prenosa ne naredimo tako da uporabimo sifon, je mogote dobro da dodamo malo vode, da pove¢amo
povrsino med dvema fazama, ter tako lazje oddekantiramo.

6.2.9 Zunanjost in notranjost vratu aparature oziroma vrh in spodnji del sifona speremo z nekaj mililitri
mesanega topila. Po izpiranju naj raztopina teée iz zunanjosti aparature v bucko, raztopina iz notranjosti vratu in
iz sifona pa v aparaturo za ekstrahiranje.

6.2.10 Opravimo drugo ekstrakcijo, tako da ponovimo postopek od 6.2.5 do vklju¢no 6.2.9, pri tem uporabimo
samo 15 ml dietiletra in 15 ml petroletra.
6.2.11 Opravimo tretjo ekstrakcijo, tako da ponovimo postopek 6.2.10 vendar brez zadnjega izpiranja (6.2.9).

Opomba
Kadar analiziramo vzorce posusenega posnetega mleka v prahu tretja ekstrakcija ni obvezna.

6.2.12  Previdno izparevamo ali oddestiliramo &im ve¢ topila (vkljuéno etanola). Ce ima bucka majhno
kapaciteto je potrebno odstraniti nekaj topila, kot je navedeno zgoraj, po vsaki ekstrakciji.

6.2.13 Kadar ni ve¢ obcutnega vonja po topilu, bucko postrani polozimo v susilnik in segrevamo eno uro.

6.2.14 Bucko odstranimo iz suSilnika, jo ohladimo do temperature tehtalnega prostora, kot zgoraj navedeno
(6.2.1) in stehtamo s to¢nostjo 0, 1 mg.

6.2.15 Ponovimo 6.2.13 in 6.2.14, medtem ko segrevamo 30 do 60 minut, dokler razlika v masi med dvema
zaporednima tehtanjema ni manj kot 0,5 mg ali dokler se masa ne poveda. Ce pride do povedanja mase, v
izraCunu (7.1), uporabimo najnizjo dobljeno maso. Zadnja zabeleZena masa naj bo M,, izraZzena v g.

6.2.16 Da potrdimo, da je ekstrahirana snov popolnoma topna, dodamo 15 do 25 ml petroletra. Rahlo segrevamo
in premes$amo topilo, dokler se vsa masc¢oba ne raztopi.

6.2.16.1 Ce je ekstrahirana snov popolnoma topna v petroletru, je masa maiobe razlika med masami,
dolo¢enimi v fazah pod 6.2.1 in 6.2.15.

6.2.16.2 Ce je prisotna katera koli netopna snov, ali ¢e smo v dvomih, popolnoma ekstrahiramo mas&obi iz buck,
tako da ponovno speremo s toplim petroletrom, ter pred vsakim odlitjem pustimo, da se neraztopljeni material
posede. Zunanjost vratu bucke izperemo trikrat.

V suSilniku eno uro segrevamo bucko, ki jo polozimo na stran, potem pa jo kot prej (6.2.1) ohladimo na
temperaturo tehtalnega prostora in stehtamo s tocnostjo 0,1 mg. Masa mascobe je razlika med maso, dobljeno v
6.2.15 in to kon¢no maso.

7. Podajanje rezultatov
7.1 Izracun
Masa, v gramih, ekstrahirane mascobe je:
(M; - My) - (Bi-By)
in vsebnost mascobe vzorca, izrazena v odstotkih, je:
(MI 'Mz)'(Bl 'Bz)
S

x100

kjer je:

M, — masa bucke M z mascobo po fazi 6.2.15, v g;

M, — masa bucke M po fazi 6.2.1 ali, v primeru neraztopljenega materiala ali dvoma, po fazi 6.2.16.2, v g;
B;— masa bucke B slepega vzorca po fazi 6.2.15, v g;

B,— masa bucke B po fazi 6.2.1 ali v primeru neraztopljenega materiala ali dvoma, po fazi 6.2.16.2, v g;
S — masa uporabljenega vzorca, v g.



7.2 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, izvedenih istocasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 0,2 g mascobe na 100 g izdelka z izjemo posnetega mleka v
prahu, za katerega razlika ne sme presegati 0,1 g maScobe na 100 g izdelka.

VL DOLOCANJE VSEBNOSTI SAHAROZE (POLARIMETRIJSKA METODA)
METODA 5

1. Namen in podrocje uporabe
S to metodo dolo¢amo vsebnost saharoze v:
- sladkanem kondenziranem mleku,
- sladkanem kondenziranem delno posnetem mleku,
- sladkanem kondenziranem posnetem mleku.
Vzorci ne smejo vsebovati invertnega sladkorja.

2. Definicija
Vsebnost saharoze sladkanega kondenziranega mleka: vsebnost saharoze kot je dolo¢ena z navedeno metodo.

3. Princip metode

Metoda je osnovana na principu Clergetove inverzije, ki temelji na rahli obdelavi vzorca s kislino, ki povzroci
popolno hidrolizo saharoze, vendar pa skoraj ne hidrolizira laktoze ali drugih sladkorjev. Vsebnost saharoze se
dobi iz spremembe v rotaciji raztopine.

Bistri filtrat vzorca, brez mutarotacije laktoze, pripravimo tako, da raztopino obdelamo z amoniakom, sledi
nevtralizacija in bistrenje z zaporednim dodajanjem raztopin cinkovega acetata in kalijevega heksacianoferata II.
V delu filtrata se saharoza hidrolizira na poseben nacin.

Vsebnost saharoze izraCunamo iz rotacije filtrata pred in po inverziji z uporabo primernih formul.

4. Reagenti

4.1 Raztopina cinkovega acetata, 1 M: v vodi raztopimo 21,9 g kristaliziranega cinkovega acetata
dihidrata (Zn(C,H30,), - 2H,0) in 3 ml ledocetne kisline ter z vodo dopolnimo do 100 ml.

4.2 Raztopina kalijevega heksacianoferata (II), 0,25 M: v vodi raztopimo 10,6 g kristaliziranega
kalijevega heksacianoferata (1) trihidrata (K4[Fe(CN)e] - 3H,0) ter z vodo dopolnimo do 100 ml.

4.3 Raztopina klorovodikove kisline, 6,35 + 0,20 M (20 do 22 %) ali 5,0 £ 0,2 M (16 do 18 %)).

4.4 Raztopina amoniaka, 2,0 £ 0,2 M (3,5 %).

4.5 Raztopina ocetne kisline, 2,0 £ 0,2 M (12 %).

4.6 Indikator bromtimol modro, 1 % (m/v) raztopina v etanolu.

5. Oprema
5.1 Tehtnica, obcutljivost 10 mg.
5.2 Polarimetrijska cevka, 2 dm, s to¢no kalibrirano dolzino.
5.3 Polarimeter ali saharimeter:
a) polarimeter z natrijevo svetlobo ali zivosrebrno zeleno svetlobo (svetloba Zivosrebrnih hlapov s prizmo ali
posebni Wratten zaslon $t. 77 A), s to¢nostjo najmanj 0,05 kotnih stopinj.
b) saharimeter z mednarodno sladkorno lestvico, z uporabo bele svetlobe, ki gre skozi 15 mm filter 6 %
raztopine kalijevega dikromata, ali natrijeve svetlobe, s to¢nostjo najman;j 0,1 ° na mednarodni sladkorni lestvici.
5.4 Vodna kopel, ki omogoca vzdrzevanje temperature pri 60 °C + 1 °C.

6. Postopek

6.1 Kontrolno dolocanje
Da bi standardizirali postopek, reagente in aparature, izvedemo kontrolno doloCanje v dveh paralelnih
dolocitvah, kot je opisano spodaj in sicer tako da uporabimo meSanico 100 g mleka in 18 g Ciste saharoze ali
mesanico 110 g posnetega mleka in 18 g Ciste saharoze, vsaka odgovarja 40 g zgoS€enega mleka, ki vsebuje
45 9% saharoze. Vsebnost sladkorja izraGunamo, tako da uporabimo formulo pod 7 poglavjem, tega dela priloge,
in sicer tako da za M, F in P v formuli 1 uporabimo koli¢ino odvzetega mleka in vsebnost mascob in beljakovin
tega mleka in za M v formuli 2, vrednost 40,00. Razlika povpreénih dobljenih vrednosti ne sme biti ve¢ja od
0,2 % pri 45,0 %.

6.2 Dolocanje
6.2.1 Priblizno 40 g dobro premesanega vzorca odtehtamo s to¢nostjo 10 mg, v 100 ml stekleno caso. Dodamo
50 ml vroée vode (80 do 90 °C) in dobro premesamo.



6.2.2 Kvantitativno prenesemo mesanico v 200 ml merilno bucko, ¢aSo izpiramo veckrat z vodo pri 60 °C,
dokler ni celoten volumen med 120 in 150 ml. Preme$amo in ohladimo na sobno temperaturo.

6.2.3 Dodamo 5 ml razred¢ene raztopine amoniaka (4.4), ponovno premesamo in pustimo stati 15 minut.

6.2.4 Amoniak nevtraliziramo tako da dodamo ekvivalentno koli¢ino razredCene raztopine ocetne kisline (4.5).
Tocno porabo v ml dolo¢imo vnaprej s titracijo raztopine amoniaka, tako da uporabimo bromtimol modro kot
indikator. PremeSamo.

6.2.5 12,5 ml raztopine cinkovega acetata dodamo med rahlim meSanjem, tako da nagnjeno bucko vrtimo.

6.2.6 12,5 ml raztopine kalijevega heksacianoferata (II) (4.2) dodamo na enak nacin kot raztopino acetata.

6.2.7 Vsebino bucke ohladimo na 20 °C in z vodo dopolnimo do oznake, 200 ml, pri 20 °C.

Opomba

Med, do zdaj opisanimi fazami, je treba dodajati vodo ali reagent na tak nacin, da se ne tvorijo mehurcéki zato
pazimo, da me$amo vedno tako, da bugko rotiramo in ne stresamo. Ce ugotovimo prisotnost zraénih mehurékov
preden dopolnimo do volumna 200 ml, jih je mozno odstraniti tako, da bucko za kratek ¢as priklju¢imo na
vakuumsko ¢rpalko in jo rotiramo.

6.2.8 Bucko zamasimo s suhim zamaSkom in vsebino temeljito premesamo z mo¢nim stresanjem.

6.2.9 Pustimo stati nekaj minut in nato filtriramo skozi suh filter papir. Prvih 25 ml filtrata zavrzemo.

6.2.10 Direktna polarizacija: dolo¢imo opti¢no rotacijo filtrata pri 20 °C + 1 °C.

6.2.11 Inverzija: odpipetiramo 40 ml gornjega filtrata v 50 ml merilno bucko. Dodamo 6,0 ml 6,35 M
klorovodikove kisline ali 7,5 ml 5,0 M klorovodikove kisline (4.3).

Bucko postavimo za 15 minut na vodno kopel, ki ima 60 °C, pri ¢imer zagotovimo, da je celotno telo bucke pod
vodo. Mesamo tako, da prvih pet minut vrtimo. V tem ¢asu vsebina bucke doseze temperaturo kopeli. Ohladimo
na 20 °C in z vodo, s temperaturo 20 °C, dopolnimo do oznake. PremeS$amo in pustimo stati eno uro na tej
temperaturi.

6.2.12 Invertna polarizacija

Doloc¢imo rotacijo invertne raztopine pri 20 °C + 0,2 °C (vendar ¢e se med merjenjem temperatura T tekocine v
polarizacijski epruveti spremeni za ve¢ kot 0,2 °C, je treba uporabiti korekcijo temperature, ki je omenjena pod
7.2).

7. Podajanje rezultatov
7.1 Metoda izracuna
Vsebnost saharoze izraCunamo z naslednjo formulo:

M
1 =—— (1,08F +1,55P
(1 v 100( )
?) S=D_1’2SIXV_V>< \% (%)
Q A% LxM
kjer je:

S — vsebnost saharoze,

M — masa odtehtanega vzorca, v g,

F — odstotek mas¢obe v vzorcu,

P — odstotek beljakovin ( N x 6,38) v vzorcu,

V — volumen v ml, na katerega se vzorec razredci pred filtracijo,
v — korekcija v ml za volumen oborine, ki se tvori med bistrenjem
I — polarimetrijski od¢itek po inverziji,

L — dolZina polarimetrijske cevi, v dm,

Q — inverzijski faktor, katerega vrednosti so dane spodaj.

Opombe
a) Kadar odtehtamo to¢no 40,00 g kondenziranega mleka in uporabimo polarimeter z natrijevo svetlobo, kotnimi
stopinjami in 2 dm polarimetrijsko cevko pri 20,0 °C £ 0,1 °C, lahko vsebnost saharoze normalno zgo$¢enega
mleka (C =9) izratunamo na podlagi naslednje formule:

S=({D-1,251)x (2,833 - 0,00612 F - 0,00878 P)



b) Ce je invertna polarizacija merjena na temperaturi, ki ni 20 °C, se tevilke mnoZi s:
(1+40,0037 (T - 20).

7.2 Vrednosti inverzijskega faktorja Q
Tocne vrednosti za Q, za razlicne vire svetlobe, s popravki za koncentracijo in temperaturo, dobimo s pomocjo
naslednjih formul:
natrijeva svetloba in polarimeter s kotnimi stopinjami:
Q=0,8825+0,0006 (C -9) - 0,0033 (T - 20).

Zivosrebrna zelena svetloba in polarimeter s kotnimi stopinjami:
Q=1,0392 +0,0007 (C-9) - 0,0039 (T - 20).

Bela svetloba z dikromatnim filtrom in saharimetrom s stopinjami po mednarodni sladkorni lestvici:
Q=2,549+0,0017 (C-9) - 0,0095 (T - 20).

kjer je:
C — odstotek skupnega sladkorja v invertni raztopini kot je polarizirana,
T — temperatura invertirane raztopine pri polarimetrijskem od¢itku.

Opombe

1. Odstotek skupnega sladkorja C v invertirani raztopini se lahko izraCuna iz neposrednega odcitka in
spremembe inverzije na obic¢ajen nacin, z uporabo obi¢ajnih vrednosti za specifi¢ne rotacije saharoze, laktoze in
invertnega sladkorja.

Popravek 0,0006 (C - 9) itd., je tocen samo, kadar je C priblizno 9; za normalno kondenzirano mleko se to
korekcijo lahko zanemari, ker je C blizu 9.

2. Nihanje temperature pri 20 + 1 °C pomeni majhno razliko v neposrednem odc¢itku, medtem ko nihanja za vec
kot 0,2 °C v invertnem od¢itku zahteva korekcijo. Korekcija - 0,0033 (T - 20) itd., je to¢na samo med 18 °C in
22 °C.

7.3 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolo¢anj, izvedenih istocasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 0,3 g saharoze na 100 g kondenziranega mleka.

VII. DOLOCANJE VSEBNOSTI MLECNE KISLINE IN LAKTATOV

METODA 6

1. Namen in podrocje uporabe
Ta metoda dolo¢a mlecno kislino in laktate, izrazene kot mle¢na kislina, v:
- susenem mleku z visoko vsebnostjo mas¢obe ali mleku v prahu z visoko vsebnostjo mascobe,
- susenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu,
- susenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu,
- suSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu.

2. Definicija
Vsebnost mle¢ne kisline in laktatov v suSenem mleku: mle¢na kislina in laktati, izrazeni kot mle¢na kislina,
vsebnost doloCena z navedeno metodo.



3. Princip metode

Iz raztopine vzorca isto¢asno odstranimo mascobo, beljakovine in laktozo, tako da dodajamo bakrov sulfat in
kalcijev hidroksid, ter nato filtriramo.

Mlec¢na kislina in laktati v filtratu se s koncentrirano Zveplovo kislino v prisotnosti bakrovega II sulfata
spremenijo v acetaldehid.

Vsebnost mlecne kisline se dolo¢i kolorimetrijsko z uporabo p-hidroksidifenila.

Vsebnost mle¢ne kisline in laktatov je izrazena kot mg mle¢ne kisline na 100 g suhe snovi brez mascobe.

4. Reagenti

4.1 Raztopina bakrovega (Il) sulfata: raztopimo 250 g bakrovega (II) sulfata (CuSO,- 5H,0) v vodi in
razred¢imo z vodo do 1 000 ml.

4.2 Suspenzija kalcijevega hidroksida.

4.2.1 300 g kalcijevega hidroksida (Ca(OH),) stremo v terilnici z vodo; skupaj uporabimo 900 ml vode.
Suspenzijo moramo sveze pripraviti tik pred uporabo.

4.2.2 Suspenzijo kalcijevega hidroksida: 300 g kalcijevega hidroksida (Ca(OH),) stremo v terilnici z vodo, tako
da skupaj uporabimo 1 400 ml. Suspenzijo moramo sveze pripraviti tik pred uporabo.

4.3 Raztopina zveplove kisline - bakrovega (1) sulfata: K 300 ml zveplove kisline 95,9 do 97,0 %
(m/m) H,SO,4, dodamo 0,5 ml raztopine bakrovega (II) sulfata (4.1).

4.4 Raztopina p-hidroksidifenila (CsHsCsH,OH): raztopimo, tako da stresamo in rahlo segrevamo 0,75
g p-hidroksidifenila v 5 ml vodne raztopine natrijevega hidroksida , ki vsebuje 5 g NaOH na 100 ml. V merilni
bucki razred¢imo z vodo na 50 ml. Raztopino hranimo v steklenici iz rjavega stekla na temnem in hladnem. V
kolikor pride do spremembe barve ali motnosti raztopine ne smemo uporabiti. Najdalj$a doba uporabnosti je
72 ur.

4.5 Standardna raztopina mlecne kisline: v vodi raztopimo, tik pred uporabo, 0,1067 g litijevega laktata
(CH; CHOHCOOLI) in razred¢imo do 1 000 ml v merilni bucki. 1 ml te raztopine odgovarja 0,1 mg mle¢ne
kisline.

4.6 Standardno rekonstituirano mleko: vnaprej analiziramo ve¢ vzorcev visoko kvalitetnega susenega
mleka. Za pripravo umeritvene krivulje izberemo vzorec, ki ima najnizjo vsebnost mlecne kisline, ki ne vsebuje
ve¢ kot 30 mg mlecne kisline na 100 g suhe snovi brez mascobe. Upostevamo postopek opisan pod 6.2.1 in
6.2.2. spodaj.

5. Oprema
5.1 Analitska tehtnica.
5.2 Spektrofotometer primeren za odc¢itke pri valovni dolzini 570 nm.
5.3 Vodna kopel pri 30 °C £ 2 °C.
5.4 Terilnica in pestilo.
5.5 Filter papir (Schleicher in Schull 595, Whatman I ali enakovreden papir).
5.6 Epruvete iz pireksa ali enakovrednega materiala (dimenzije 25 x 150 mm).

Opomba
Vsa steklovina mora biti povsem Cista in namenjena izkljuéno uporabi za to dolocanje. Steklovino, ki vsebuje
ostanke oborine, pred pranjem speremo s koncentrirano klorovodikovo kislino.

6. Postopek

6.1 Slepi preskus
Slepi preskus izvedemo tako, da vlijemo 30 ml vode v 50 ml graduirane epruvete in s to epruveto postopamo kot
je opisano v 6.2.4 do vkljuéno 6.2.11. Ce slepi vzorec, merjen proti vodi, presega ekvivalentno koncentracijo 20
mg mlecne kisline na 100 g suhe snovi brez mascobe, je treba preveriti reagente ter neéisti reagent ali reagente
zamenjati. Slepi preskus izvedemo istocasno kot analizo vzorca.



6.2 Dolocanje
Opomba: Izogibamo se kontaminacije z necisto¢ami, posebno slino in znojem.

6.2.1 Dolo¢imo vsebnost suhe snovi brez mascobe (a) g vzorca tako da od 100 odStejemo vsebnost mascob (ki
jo dobimo z metodo 4) in vsebnost vlage (ki jo dobimo z metodo 2).
6.2.2 Stehtamo (1000 / (a-10)) g vzorca s to¢nostjo 0,1 g. Zatehtani koli¢ini vzorca dodamo 100 ml vode in
temeljito premeSamo.
6.2.3 5 ml dobljene raztopine odpipetiramo v 50 ml graduirano epruveto in razred¢imo z vodo do 30 ml.
6.2.4 Med stresanjem pocasi dodajamo 5 ml raztopine bakrovega (II) sulfata (4.1) in pustimo stati 10 minut.
6.2.5 Med stresanjem pocasi dodajamo 5 ml suspenzije kalcijevega hidroksida (4.2.1) ali 10 ml suspenzije
kalcijevega hidroksida (4.2.2).
6.2.6 Razred¢imo z vodo do 50 ml, temeljito stresamo in pustimo stati 10 minut. Nato filtriramo. Prvi del
filtrata zavrzemo.
6.2.7 1 ml filtrata odpipetiramo v epruveto (5.6).
6.2.8 Z bireto ali graduirano pipeto dodamo v epruveto 6,0 ml raztopine zveplove kisline-bakrovega (II) sulfata
(4.3). PremeSamo.
6.2.9 Segrevamo na vreli vodni kopeli pet minut. Pod teko¢o vodo ohladimo na sobno temperaturo.
6.2.10 Dodamo dve kapljici p-hidroksidifenil reagenta (4.4) in temeljito stresamo, da se reagent enakomerno
porazdeli po tekoCini. Epruveto postavimo na vodno kopel pri 30 °C + 2 °C, pustimo stati 15 minut in ob&asno
stresamo.
6.2.11 Epruveto postavimo na vrelo vodno kopel za 90 sekund. Pod teko¢o vodo ohladimo na sobno
temperaturo.
6.2.12 Izmerimo opti¢no gostoto proti slepemu vzorcu (6.1) v ¢asu treh ur pri valovni dolzini doloc¢eni pod 5.2.
6.2.13 Ce absorbanca presega absorbanco najvi§je totke standardne krivulje, ponovimo preskus, tako da
uporabimo ustrezno razredcen filtrat, ki ga dobimo pod 6.2.6.

6.3 Priprava standarda
6.3.1 Odpipetiramo po 5 ml rekonstituiranega mleka (4.6) v pet 50 ml graduiranih epruvet. V te epruvete
odpipetiramo 0, 1, 2, 3 in 4 ml standardne raztopine (4.5), da tako dobimo obmocje standardov, ki odgovarjajo 0,
20, 40, 60 in 80 mg dodane mle¢ne kisline na 100 g suhe snovi brez mas¢obe v susenem mleku.
6.3.2 Razred¢imo z vodo do priblizno 30 ml in postopamo, kot je opisano v fazah od 6.2.4 do 6.2.11.
6.3.3 Izmerimo absorbance standardnih raztopin (6.3.1) proti slepemu vzorcu (6.1) pri valovni dolzini, doloceni
pod 5.2. V diagramu izriSemo absorbanco proti koncentraciji mlec¢ne kisline, navedene v 6.3.1, t.j. 0 mg, 20 mg,
40 mg, 60 mg in 80 mg na 100 g suhe snovi brez mascobe. NariSemo premico, ki se najbolj prilega dobljenim
tockam in pripravimo standardno umeritveno krivuljo tako, da premico vzporedno premaknemo, da gre skozi
koordinatno izhodisce.

7. Podajanje rezultatov

7.1 Metoda izracuna
Absorbanco, ki jo izmerimo pod 6.2.12 ali 6.2.13, pretvorimo v mg mlecne kisline na 100 g suhe snovi brez
mascobe v vzorcu s pomocjo standardne umeritvene krivulje. Kadar je filtrat razred¢en na nacin, opisan v
6.2.13, rezultat pomnozimo s faktorjem red¢enja.

7.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, izvedenih istoCasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 8 mg mlecne kisline na 100 g suhe snovi brez mascobe za
vsebino do 80 mg. Za vi§je vrednosti ta razlika ne sme presegati 10 % najnizje vrednosti.



VII. DOLOCANJE AKTIVNOSTI FOSFATAZE (MODIFICIRAN SANDERS IN SAGER-JEV
POSTOPEK)

METODA 7

1. Namen in podrocje uporabe
Ta metoda opisuje dolocCanje aktivnosti fosfataze v:
- susenem mleku z visoko vsebnostjo mas¢obe ali mleku v prahu z visoko vsebnostjo
mascobe,
- suSenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu,
- susSenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu,
- susenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu.

2. Definicija
Aktivnost fosfataze suSenega mleka je merilo koli¢ine prisotne aktivne alkalne fosfataze. Izrazena je kot
koli¢ina fenola v pg, ki se sprosti iz 1 ml rekonstituiranega mleka, kot to doloc¢a spodaj opisan postopek.

3. Princip metode

Aktivnost fosfataze suSenega mleka je dolocena s sposobnostjo fosfataze, da sprosti fenol iz dinatrijevega
fenilfosfata. Koli¢ina sproscenega fenola, pod predpisanimi pogoji, se doloc¢a s spektrofotometri¢nim merjenjem
barve, ki jo razvije Gibbov reagent.

4. Reagenti

4.1 Raztopina A: pufer barijevega borat hidroksida: pH 10,6 + 0,1 pri 20 °C.
Raztopimo: 25,0 g barijevega hidroksida (Ba(OH), - 8H,0) v vodi in razred¢imo do 500 ml.
Raztopimo: 11,0 g borove kisline (H;BO3) v vodi in razred¢imo do 500 ml.
Obe raztopini segrejemo na 50 °C in preme$amo.
Stresamo in ohladimo mesanico na sobno temperaturo.
Z raztopino barijevega hidroksida naravnamo pH na 10,6 + 0,1 in filtriramo.
Raztopino shranimo v tesno zaprti posodi.
Pred uporabo razred¢imo pufer z enako koli¢ino vode.

4.2 Raztopina B: pufer za razvijanje barve.
6,0 g natrijevega metaborata (NaBQO,) (ali 12,6 g NaBO, - 4H,0) in 20,0 g natrijevega klorida (NaCl) raztopimo v
vodi in razred¢imo z vodo do 1 000 ml.

4.3 Raztopina C: raztopina pufernega substrata.
4.3.1 0,5 g dinatrijevega fenil fosfata (Na,C¢HsPO, - 2H,0) raztopimo v 4,5 ml raztopine B (4.2). Dodamo 2
kapljici raztopine E (4.5) in pustimo stati 30 minut. Barvo ekstrahiramo z 2,5 ml butanola (4.10). Ce je treba,
ekstrahiranje barve ponovimo. Butanol po separaciji zavrzemo. To raztopino lahko ve¢ dni hranimo v hladilniku.
Pred uporabo Se enkrat razvijemo in ekstrahiramo barvo.
4.3.2 Odpipetiramo 1 ml te raztopine v 100 ml merilno bucko in dopolnimo z raztopino A. Raztopino pufra
pripravimo neposredno pred uporabo.

4.4 Raztopina D: reagent za obarjanje.
3,0 g cinkovega sulfata (ZnSO, - 7H,0) in 0,6 g bakrovega (II) sulfata (CuSO, - 5H,0) raztopimo v vodi in
dopolnimo do 100 ml z vodo.

4.5 Raztopina E: Gibbov reagent
0,040 g 2,6-dibromkinona 1,4-kloroimida (O - C¢H,Br, - NCI) raztopimo v 10 ml 96 % etanola. Raztopino
shranimo v steklenico iz temnega stekla in jo hranimo v hladilniku. Ko se reagent razbarva, ga zavrzemo.

4.6 Pufer za redcenje barve
10 ml raztopine B (4.2), pufra za razvijanje barve, razred¢imo z vodo na 100 ml.

4.7 Raztopina bakrovega sulfata
0,05 g bakrovega (II) sulfata (CuSO, - 5H,0) raztopimo v vodi in dopolnimo do 100 ml z vodo.

4.8 Standardna raztopina fenola
0,200 + 0,001 g ¢istega fenola raztopimo v vodi in v merilni bucki dopolnimo z vodo do 100 ml. To raztopino
lahko hranimo ve¢ mesecev v hladilniku. Z vodo razred¢imo 10 ml te raztopine do 100 ml. Ta razredcena
raztopina vsebuje 200 pg fenola v 1 ml in se lahko uporabi za pripravo bolj razredcenih raztopin.

4.9 Destilirana voda - prevreta.

4.10 n-butanol



5. Oprema
5.1 Analitska tehtnica
5.2 Vodna kopel, termostatsko regulirana pri 37 °C £ 1 °C.
5.3 Spektrofotometer, primeren za odcitke pri valovni dolzini 610 nm.
5.4 Filter papir (Schleicher in Schull 597, Whatman 42 ali enakovreden filter papir).
5.5 Vodna kopel, vrela
5.6 Aluminijeva folija

6. Postopek

Varnostni ukrepi

1. Izogibati se je treba direktni son¢ni svetlobi.

2. Vsa steklovina, zamagki in material za odstranjevanje morajo biti popolnoma ¢isti. Priporo¢ljivo je, da se
sperejo in segrejejo v vodi do vrenja ali obdelajo s paro.

3. Izogibati se je treba uporabi plasticnih materialov (zamaskov na primer), ker lahko vsebujejo fenole.

4. Slina vsebuje fosfatazo, zato se je treba skrbno izogibati kontaminaciji s slino.

6.1 Priprava vzorca
6.1.1 S tocnostjo 0,1 g stehtamo 10 g vzorca in raztopimo v 90 ml vode. Temperatura za raztapljanje mleka v
prahu v nobenem primeru ne sme presegati 35 °C.

6.2 Dolocanje
6.2.1 V vsako od obeh epruvet odmerimo 1 ml rekonstituiranega mleka, pripravljenega kot je opisano v 6.1.1.
6.2.2 Eno od epruvet segrevamo dve minuti v vreli vodi. Z aluminijevo folijo (5.6) epruveto in vodno kopel
(5.5), ki je lahko tudi ¢asa, pokrijemo, tako da zagotovimo, da se segreva celotna epruveta. Ohladimo v hladni
vodi na sobno temperaturo. To epruveto uporabimo za slepi preskus. V vseh naslednjih postopkih z obema
epruvetama ravnamo enako.
6.2.3 Dodamo 10 ml raztopine C (4.3.2). Premesamo in epruveto postavimo v vodno kopel pri 37 °C (5.2).
6.2.4 Inkubiramo 60 minut v vodni kopeli, tako da ob¢asno stresamo.
6.2.5 Epruvete takoj prenesemo v vrelo vodno kopel (5.5) in segrevamo dve minuti; ohladimo na sobno
temperaturo v hladni vodi.
6.2.6 Dodamo | ml raztopine D (4.4), premeSamo in filtriramo skozi suhi filter papir; prvi filtrat zavrzemo,
dokler ne dobimo bistre tekocCine.
6.2.7 5 ml vsakega filtrata damo v epruvete, dodamo 5 ml raztopine B (4.2) in 0,1 ml raztopine E (4.5).
PremeSamo.
6.2.8 Pustimo, da se barva razvija 30 minut na sobni temperaturi, zas¢iteno od neposredne son¢ne svetlobe.
6.2.9 Izmerimo absorbanco raztopine vzorca, proti slepemu vzorcu, pri valovni dolzini, ki je navedena v 5.3.
6.2.10 Ce je absorbanca raztopine nad absorbanco standardne raztopine s koncentracijo 20 upg fenola,
pripravljene v skladu s postopkom opisanim v 7. poglavju tega dela priloge, dolo¢anje ponovimo.
Ce je ta meja preseZena, razred¢imo ustrezen volumen rekonstituiranega mleka v skladu s 6.1.1 s primernim
volumnom tega mleka, ki ga previdno segrejemo, kot je navedeno v 6.2.2, da inaktiviramo prisotno fosfatazo.

7. Priprava standardne umeritvene krivulje

7.1 'V stiri 100 ml merilne bu¢ke odpipetiramo 1,3,5, in 10 ml standardne raztopine, razredéene v
skladu s 4.8 in dopolnimo do oznake z vodo; te raztopine vsebujejo 2, 6, 10 in 20 ug fenola na ml.

7.2 'V epruvete odpipetiramo 1 ml vode ali 1 ml vsake standardne raztopine (7.1), da dobimo serijo
vzorcev, ki vsebujejo 0 (slepa vrednost, ki jo dobimo z uporabo 1 ml vode), 2, 6, 10 in 20 pg fenola.

7.3 'V vsako epruveto zaporedno odpipetiramo 1 ml raztopine bakrovega (II) sulfata (4.7), 5 ml
raztopine puferne raztopine (4.6), 3 ml vode in 0,1 ml raztopine E (4.5). PremeSamo.

7.4 Epruvete pustimo 30 minut na sobni temperaturi, za$¢itene pred neposredno soncno svetlobo.

7.5 Izmerimo absorbanco raztopin v vsaki od epruvet, v primerjavi s slepo vrednostjo, pri valovni
dolzini, navedeni v 5.3.

7.6  Pripravimo standardno umeritveno krivuljo, tako da nanaSamo vrednosti absorbance proti
koli¢inam fenola v ug, kot je navedeno v 7.2.



8. Podajanje rezultatov
8.1 Izracun
8.1.1 Z uporabo standardne umeritvene krivulje pretvorimo Stevilke pod 6.2.9 v ug fenola.
8.1.2 Izratunamo fosfatazno aktivnost, izrazeno kot pg fenola na ml rekonstituiranega mleka v skladu z
naslednjo formulo:
aktivnost fosfataze = 2,4 x P

kjer je:
P — vsebnost fenola v ug v skladu z 8.1.1

8.1.3 Ce je treba razred¢iti, kot je navedeno pod 6.2.10, pomnoZimo rezultat, ki ga dobimo v 8.1.2, s faktorjem
redcenja.

8.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolo¢anj, izvedenih istoCasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 2 pg fenola, spros¢enega iz 1 ml rekonstituiranega mleka.

IX. DOLOCANJE AKTIVNOSTI FOSFATAZE (ASCHAFFENBURGOV IN MULLENOV
POSTOPEK)

METODA 8

1. Namen in podro¢je uporabe
Ta metoda opisuje dolo¢anje aktivnosti fosfataze v:
- susenem mleku z visoko vsebnostjo mascobe ali mleko v prahu z visoko vsebnostjo mascobe,
- susenem polnem mleku ali polnomastnem mleku v prahu,
- suSenem delno posnetem mleku ali delno posnetem mleku v prahu,
- suSenem posnetem mleku ali posnetem mleku v prahu.

2. Definicija
Aktivnost fosfataze suSenega mleka je merilo koli¢ine aktivne alkalne fosfataze, ki je prisotna v izdelku. Izraza
se kot koli¢ina p-nitrofenola, v mikrogramih, spros¢enega iz 1 ml rekonstituiranega vzorca, pod opisanimi

pogoji.

3. Princip metode

Rekonstituirani vzorec je razred¢en s pufrovim substratom pri pH 10,2 in inkubiran pri temperaturi 37 °C dve
uri. Kakr$na koli alkalna fosfataza, ki je prisotna v vzorcu, bo iz dodanega dinatrijevega p-nitrofenil fosfata v teh
okolis¢inah sprostila p-nitrofenol. SproS¢eni p-nitrofenol se doloca z neposredno primerjavo s standardnimi
barvnimi stekli v enostavnem komparatorju, tako da uporabimo reflektirano svetlobo.

4. Reagenti

4.1 Raztopina pufra natrijevega karbonata-hidrogenkarbonata
Raztopimo 3,5 g brezvodnega natrijevega karbonata in 1,5 g natrijevega hidrogen karbonata v vodi in
razred¢imo z vodo do 1000 ml v merilni bucki.

4.2 Substrat pufra
Raztopimo 1,5 g dinatrijevega p-nitrofenilfosfata v pufru natrijevega karbonata-hidrogen karbonata (4.1) in
razred¢imo s pufrom do 1 000 ml v merilni bucki (4.1).
Ta raztopina je stabilna en mesec, kolikor je shranjena v hladilniku (< 4 °C), vendar se mora na tako shranjenih
raztopinah izvesti barvni kontrolni test — glej 6. poglavje tega dela priloge, varnostni ukrep §t. 3.

4.3 Raztopine za bistrenje
4.3.1 Raztopina cinkovega sulfata
Raztopimo 30,0 g cinkovega sulfata (ZnSO,) v vodi in v merilni bucki razred¢imo z vodo do 100 ml.
4.3.2 Raztopina kalijevega heksacianoferata (II)
17,2 g kalijevega heksacianoferata (II) trihidrata (K4Fe(CN)g - 3H,0) raztopimo v merilni bucki in razred¢imo z
vodo do 100 ml.



5. Oprema

5.1 Analitska tehtnica

5.2 Vodna kopel, termostatsko regulirana pri 37 °C + 1 °C.

5.3 Komparator s posebnim diskom, ki vsebuje standardna barvna stekla kalibrirana v ug p-nitrofenola
na ml mleka in 2 x 25 mm kivete.

6. Postopek

Varnostni ukrepi:

1. Po uporabi je treba epruvete izprazniti, izprati z vodo, oprati v vro¢i vodi, ki vsebuje bazi¢ni detergent, ter
nato dobro sprati in ocistiti z vroco tekoco vodo. Kon¢no jih je treba sprati v vodi in pred uporabo posusiti.

Takoj po uporabi je treba pipete temeljito sprati v €isti hladni teko¢i vodi, ter nato sprati v vodi in posusiti pred
uporabo.

2. Zamaske za epruvete je treba takoj po uporabi temeljito sprati v vroci tekoci vodi, ter nato v vreli vodi za dve
minuti.

3. Raztopina pufrovega substrata (4.2) ostane stabilna najmanj en mesec, ¢e je shranjena v hladilniku pri 4 °C ali
manj. Kakr$na koli nestabilnost se pokaze tako, da se pojavi rumena barva. Medtem ko se rezultati testa vedno
od¢itajo proti z prevretemu kontrolnemu vzorcu, ki vsebuje isto raztopino barvnega substrata, se priporoca, da se
ta raztopina ne uporabi, ¢e je barvni odcitek vec kot 10 pg, kadar ga od¢itamo v 25 mm kiveti v komparatorju
merjeno proti destilirani vodi v drugi 25 mm kiveti.

4. Za vsak vzorec uporabimo svojo pipeto in pazimo, da pipete ne kontaminiramo s slino.

5. Test se ne sme nikoli izpostaviti neposredni son¢ni svetlobi.

6.1 Priprava vzorca
10 g mleka v prahu raztopimo v 90 ml vode. Temperatura za raztapljanje mleka v prahu ne sme presegati 35 °C.

6.2 Dolocanje
6.2.1 V cisto, suho epruveto odpipetiramo 15 ml pufernega substrata (4.2), in dodamo 2 ml rekonstituiranega
vzorca (6.1) za testiranje. ZamaSimo epruveto, premesamo z obracanjem in postavimo v na vodno kopel pri
37°C (5.2).
6.2.2 Na vodno kopel istoCasno postavimo kontrolno epruveto, ki vsebuje 15 ml pufernega substrata in 2 ml
prevretega rekonstituiranega vzorca, ki je podoben tistemu, ki se testira.
6.2.3 Po dveh urah odstranimo obe epruveti iz vodne kopeli, dodamo 0,5 ml cinkovega sulfata za obarjanje
(4.3.1), ponovno zamasimo, temeljito stresamo in pustimo stati tri minute. Za obarjanje (4.3.2) dodamo 0,5 ml
kalijevega heksacianoferata (II), temeljito premeSamo in filtriramo skozi naguban filter papir (5.4) ter zberemo
Cisti filtrat v Cisto epruveto.
6.2.4 Filtrat prenesemo v 25 mm kiveto in ga v komparatorju primerjamo s filtratom prevretega kontrolnega
vzorca, tako da uporabimo poseben disk (5.3).

7. Podajanje rezultatov

7.1 Izracun
Neposreden odcitek, ki ga dobimo pod 6.2.4 je zabelezen kot pg p-nitrofenol na ml vzorca ali na ml
rekonstituiranega vzorca.

7.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, izvedenih istocasno ali drugo za drugim, na istem vzorcu, z istim
analitikom, pod enakimi pogoji, ne sme presegati 2 pug p-nitrofenola sproscenega iz 1 ml rekostituiranega mleka.



