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CIYXBEHU I'TACHUK buX

Ionenjespak, 4. 11. 2013.

Na osnovu ¢lana 17. stav 2. i ¢lana 72. Zakona o hrani
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 50/04) i ¢lana 17. Zakona o
Vijecu ministara Bosne i Hercegovine ("SluZbeni glasnik BiH",
br. 30/03, 42/03, 81/06, 76/07, 81/07, 94/07 i 24/08), Vijece
ministara Bosne i Hercegovine, na prijedlog Agencije za
sigurnost hrane Bosne i Hercegovine, u saradnji s nadleznim
organima entiteta i Bréko Distrikta Bosne i Hercegovine, na 62.
sjednici odrzanoj 3. septembra 2013. godine, donijelo je

PRAVILNIK
O METODAMA UZORKOVANJA | ANALIZA
UGUSCENOG (KONDENZIRANOG) MLIJEKA |
MLIJEKA U PRAHU NAMIJENJENOG ZA ISHRANU
LJUDI

DIO PRVI - OPCE ODREDBE

Clan 1.
(Predmet)

Pravilnikom o metodama uzorkovanja i analiza ugus¢enog
(kondenziranog) mlijeka i mlijeka u prahu namijenjenih za
ishranu ljudi (u daljnjem tekstu: Pravilnik) propisuju se metode
uzorkovanja i analiza ugud¢enog (kondenziranog) mlijeka i
mlijeka u prahu.

Clan 2.
(Uzorkovanje)

Metode uzorkovanja ugus¢enog (kondenziranog) mlijeka i
mlijeka u prahu propisane su u Aneksu I., koji je sastavni dio
ovog pravilnika.

Clan 3.
(Analize)

Analize za provjeru kriterija navedenih u Aneksu 1., koji
je sastavni dio ovog pravilnika, provodit ¢e se u skladu s
postupcima opisanim u Aneksu Ill., koji je sastavni dio ovog
pravilnika.

Clan 4.
(Alternativne metode analize)

Kada su za fizikalno-hemijske analize odredene
alternativne metode, uzorak se moZe analizirati po jednoj od
mogudih metoda, a izvjestaj o ispitivanju mora sadrzavati naziv
upotrijebljene metode iz Aneksa Ill., koji je sastavni dio ovog
pravilnika.

DIO DRUGI - PRIJELAZNE | ZAVRSNE ODREDBE

Clan 5.
(SluZbene kontrole)

SluZzbene kontrole i inspekcijski nadzor provode se na

nacin kako je to propisano vazec¢im propisima.
Clan 6.
(Prestanak vaZenja odredbi)

Danom stupanja na snagu ovoga Pravilnika prestaju vaZiti
odredbe koje se odnose na metode uzorkovanja i fizikalno-
kemijske analize ugu3¢enog (kondenziranog) mlijeka i mlijeka
u prahu Pravilnika o metodama uzimanja uzoraka te metodama
kemijskih i fizikalnih analiza mlijeka i mlije¢nih proizvoda

("Sluzbeni list SFRJ", broj 32/83 i "Sluzbeni glasnik RBiH",
broj 2/92) i odredbe koje se odnose na uguSceno
(kondenzirano) mlijeko i mlijeko u prahu Uputstva o nacginu
uzimanja uzoraka za vr3enje analiza i superanaliza namirnica i
predmeta opcée upotrebe ("Sluzbeni list SFRJ", broj 60/78, i
"Sluzbeni glasnik RBiH", broj 2/92).

Clan7.
(Primjena Pravilnika)

Mlijeko uzorkovano i analizirano u skladu s odredbama
propisa navedenim u ¢lanu 6. ovog pravilnika moze se stavljati
na trziSte 12 mjeseci od dana stupanja na snagu ovog
pravilnika.

Clan 8.
(Stupanje na snagu)

Ovaj pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana

objavljivanja u "Sluzbenom glasniku BiH".

VM broj 224/13 Predsjedavajuci
3. septembra 2013. godine Vijeca ministara BiH
Sarajevo Vjekoslav Bevanda, s. r.

ANEKS 1.

METODE UZORKOVANJA UGUSCENOG
(KONDENZIRANOG) MLIJEKA | MLIJEKA U PRAHU
ZA HEMIJSKE ANALIZE

I. Op¢e odredbe

1. Upravno uputstvo

1.1. Osoblje

Uzorkovanje provodi ovlasteno kvalificirano lice, u
skladu s posebnim propisima.

1.2. Pecacenje i oznacavanje uzoraka

Svaki uzorak, uzet za sluzbenu upotrebu, mora se
zapecatiti na mjestu uzimanja i oznaciti u skladu s posebnim
propisima.

1.3. Broj uzoraka

Za analizu je potrebno istovremeno pripremiti najmanje
dva jednaka reprezentativna uzorka. Postupak i broj uzetih
uzoraka propisan je posebnim propisima.

Uzorci se nakon uzorkovanja moraju $to je moguce prije
otpremiti u laboratorij.

1.4. Zapisnik

Uz uzorke se prilaze zapisnik u skladu s posebnim
propisima.

2. Oprema za uzorkovanje

Sva oprema za uzorkovanje mora biti izradena od
prikladnog materijala odgovarajuce ¢vrstoce, koji ne uzrokuje
promjene uzorka koje bi mogle uticati na rezultate ispitivanja, i
ne smije uzrokovati promjene uzoraka tokom uzorkovanja.
Preporucuje se upotreba nehrdajuceg celika.

Sve povrSine moraju biti glatke i bez pukotina, a svi
rubovi zaobljeni. Oprema za uzorkovanje mora zadovoljavati
zahtjeve propisane za svaki proizvod koji se uzorkuje.

3. Spremnici za uzorkovanje

Spremnici i poklopci za uzorke moraju biti izradeni od
materijala i takve konstrukcije da primjereno Stite uzorak i u
njemu ne uzrokuju promjene koje bi mogle uticati na rezultate
analiza ili ispitivanja. Prikladni materijali ukljucuju staklo, neke
metale i neke vrste plastike. Spremnici bi po moguénosti
trebalo da budu neprozirni. Ako su prozirni ili propustaju
svjetlost, spremnici sa sadrZajem moraju biti pohranjeni na
tamnom mjestu.

Spremnici i poklopci moraju biti ¢isti i suhi. Oblik i
volumen spremnika moraju zadovoljavati zahtjeve propisane za
proizvod ¢iji se uzorak uzima.

Mogu se Kkoristiti plasti¢ni spremnici za jednokratnu
upotrebu, plasti¢ni spremnici, laminati ukljucujuci aluminijsku
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foliju ili prikladne plasti¢ne vrecice s odgovaraju¢im nacinima

zatvaranja.
Svi spremnici, osim plasti¢nih vrecica, moraju biti ¢vrsto
zatvoreni ili prikladnim ¢epom ili metalnim ili plasti¢nim

poklopcem s navojima, po potrebi s hermetickim plasticnim
zatvaracem. Svi cepovi ili zatvaraci koji se koriste moraju biti
netopivi, otporni na djelovanje masti i ne smiju imati
sposobnost apsorpcije te ne smiju uticati na miris, aromu,
svojstva ili sastav uzorka.

Cepovi moraju biti izradeni ili prekriveni materijalima bez
mirisa i koji nemaju sposobnost apsorpcije.

4. Postupak uzorkovanja

Spremnici za uzorke moraju se zatvoriti odmah nakon

uzorkovanja.
5. Pohranjivanje uzoraka
Preporucene temperature za pohranjivanje uzoraka

ugusc¢enog (kondenziranog) mlijeka i mlijeka u prahu ne smiju
biti veée od 25°C. Vrijeme pohrane uzoraka prije analize
uslovljeno je temperaturom na kojoj su uzorci pohranjeni.

6. Prijevoz uzoraka

Uzorci se moraju Sto je mogucée prije otpremiti u
laboratorij u kojem se obavlja ispitivanje (po moguénosti unutar
24 sata nakon uzorkovanja).

Tokom prijevoza potrebno je zastititi uzorke od izlaganja
stranim mirisima koji mogu kontaminirati uzorke, izlaganja
direktnoj suncevoj svjetlosti te izlaganja temperaturama ve¢im
od 25°C.

1. METODA 1. UZORKOVANJA UGUSCENOG
(KONDENZIRANOG) MLIJEKA

1. Obim i oblast primjene

- uguséeno (kondenzirano) ekstramasno mlijeko,

- uguscéeno (kondenzirano) mlijeko,

- uguscéeno (kondenzirano) djelimi¢no obrano mlijeko,

- ugusc¢eno (kondenzirano) obrano mlijeko,

- ugusc¢eno (kondenzirano) zasladeno mlijeko,

- ugus¢eno (kondenzirano) zasladeno djelimi¢no

obrano mlijeko,

- uguscéeno (kondenzirano) zasladeno obrano mlijeko.

2. Oprema

2.1. Opcenito

Vidjeti tacku 2. Poglavlja I. ovog aneksa.

2.2. Klipovi i mjeSalice

Klipovi ili mjeSalice, za mijeSanje tekucina u velikim
spremnicima, moraju imati dovoljno veliku povrSinu kako bi
izazvali odgovarajuce mijeSanje proizvoda bez pojave uZeglog
okusa. S obzirom na razli¢ite oblike i veli¢ine spremnika, ne
moZe se preporuciti odredeni oblik Klipova za sve namjene, ali
klipovi moraju biti oblikovani na na¢in da se izbjegne grebanje
unutradnje povrSine spremnika tokom mijeSanja. Prikladan
materijal opisan je u tacki 2. Poglavlja I. ovog aneksa.

Oblik prikladnog Klipa preporu¢enog za mijeSanje
tekucina u kantama ili limenkama ima sljedece dimenzije (slika
1.): disk promjera 150 mm na kojem je, u krugu promjera 100
mm, Sest probuSenih rupa promjera 12,5 mm. Sredina diska
priévri¢ena je na metalnu Sipku, ¢iji je drugi kraj rucke u obliku
petlje. Duzina Sipke, ukljuéujuéi ru¢ku, mora iznositi otprilike 1
m.

Prikladan klip za upotrebu u malim spremnicima ima
priblizno sljede¢e dimenzije (slika 2.): Sipka duZine ne manje
od 2 m, s diskom promjera 300 mm na kojem je, u krugu
promjera 230 mm probu$eno 12 rupa promjera 30 mm.

Za mijeSanje sadrzaja velikih spremnika preporucuje se
mehanicko mijeSanje ili mijeSanje cistim komprimiranim
zrakom. Tokom mijeSanja potrebno je osigurati da su pritisak i

volumen zraka minimalni radi sprecavanja pojave uZeglog
okusa.

Napomena:

Kada je odredbama ovog pravilnika propisana upotreba
»Cistog komprimiranog zraka«, potrebno je upotrebljavati
komprimirani zrak iz kojeg su uklonjeni svi kontaminanti
(ukljucujuéi ulje, vodu i praSinu).

2.3. Mjesalica

Sirokih o3trih rubova, dovoljne duZine da dopire do dna
spremnika u koji je proizvod pohranjen, jednog ruba
oblikovanog po moguénosti tako da odgovara obliku spremnika
(vidjeti sliku 3.).

2.4. Kutlage

Kutlaca velicine i oblika prikladnih za uzimanje uzorka,
graficki je prikazana na slici 4. Kutla¢a mora imati ¢vrstu ru¢ku
duZine najmanje 150 mm. Kapacitet kutlace ne smije biti manji
od 50 mL. Prednost je ako je rucka savijena. StoZasti oblik
Soljice omogucava dobro polaganje kutlaca.

Alternativno se moze upotrijebiti kutlata jednakog
kapaciteta, ali naporednih strana raspodijeljenih u pet jednakih
odsjecaka, ¢&ime se olakSava uzorkovanje medusobno
razmjernih koligina poSiljki pohranjenih u vise spremnika.

2.5. Sipka

Okrugla, duZine priblizno 1 m i promjera 35 mm.

2.6. Spremnici

Za poduzorkovanje kapaciteta 5 L, sa Sirokim otvorom.

2.7. KaSika ili Spatula

Sirokih ostrih rubova

2.8. Spremnici za uzorke

Vidjeti tacku 3. Poglavlja I. ovog aneksa.

3. Postupak

3.1. Uzorkovanje ugusé¢enog (kondenziranog) mlijeka

Masa uzorka ne smije biti manja od 200 g.

3.1.1. Proizvod temeljito promijeSati Kklipom ili
mijeSalicom, ili mehanickim mijeSanjem, ili prelijevanjem iz
jednog spremnika u drugi, ili upotrebom ¢istog komprimiranog
zraka (vidjeti napomenu pod tackom 2.2.), dok proizvod ne
postane dovoljno homogen.

Kutlaéom uzeti uzorak odmah nakon mijeSanja. Ako
postizanje odgovarajuce homogenosti predstavlja problem,
uzorke uzeti iz razlicitih dijelova spremnika u kojem je
proizvod pohranjen, do ukupne mase najmanje 200 grama.
(Ako uzorak predstavlja smjesu poduzoraka, to je potrebno
istaknuti na etiketi uzorka i u popratnom dokumentu).

3.1.2. Uzorkovanje malih pretpakovina namijenjenih za
maloprodaju

NeoStecena i neotvorena pretpakovina moze predstavljati
uzorak. Jedna ili viSe pretpakovina iz iste serije ili lota moZe se
uzeti kao uzorak na nacin da ukupna koli¢ina uzorka nije manja
od 200 g.

3.2. Uzorkovanje uguscéenog (kondenziranog) zasladenog
mlijeka

3.2.1. Op¢enito

Uzorkovanje iz spremnika u kojima su pohranjene velike
koli¢ine uguséenog (kondenziranog) mlijeka moZze biti izuzetno
teSko, posebno kada proizvod nije dovoljno homogeniziran i
kada je jako viskozan. Probleme pri uzorkovanju moZe
uzrokovati prisustvo velikih kristala saharoze ili laktoze ili
taloZenje razlicitih soli unutar proizvoda ili na zidovima
spremnika, a uzrok problema moZze biti i zgruSana tvar. Ovakve
okolnosti utvrdit ¢e se kada se Sipka uroni u spremnik u koji je
proizvod pohranjen i izvadi nakon $to je ispitana $to je moguce
veca dodirna povrsSina. Ako kristali Secera nisu ve¢i od 6 mm,
oni pri uzorkovanju ne bi smjeli uzrokovati teSkoce. Ako
proizvod nije homogeniziran, tu ¢injenicu treba istaknuti na
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etiketi uzorka i u popratnom dokumentu. Kako se ugus¢eno
(kondenzirano) zasladeno mlijeko ¢esto pohranjuje na sobnoj
temperaturi, za dobivanje reprezentativnog uzorka preporuéuje
se uzorkovani sadrZaj zagrijati na temperaturu od najmanje
20°C.

3.2.2. Postupak

Masa uzorka ne smije biti manja od 200 g.

- otvoreni spremnici

Prethodno temeljito o¢iS¢en i osuSen poklopac otvoriti
samo na jednom kraju kako bi se sprijecilo da u sadrZaj upadne
strana tvar. Sadrzaj spremnika promijeSati pomoc¢u mije3alice
(Slika 3.) Zidove i dno spremnika treba sastrugati lopaticom,
kako bi se odstranio onaj dio proizvoda koji je na njih prionuo.
Sadrzaj spremnika temeljito promijeSati kombinacijom kruznih
i okomitih pokreta, pomoéu mijeSalice usmjerene dijagonalno,
pri ¢emu treba paziti da u uzorak ne ude zrak. MijeSalicu potom
izvaditi, a ugusc¢eno (kondenzirano) mlijeko koje na nju prianja
lopaticom ili kaSikom prebaciti u spremnik kapaciteta 5 L
(2.6.). MijeSanje i vadenje mijeSalice potrebno je ponavljati sve
dok se ne prikupi 2 do 3 L sadrzaja. Ovu koli¢inu treba mijeSati
sve dok ne postane homogena, a potom uzeti uzorak od
najmanje 200 grama.

- zatvorene metalne bacve, zacepljene na kraju ili
postrance

1z razloga opisanih u tacki 3.2.1., uzorkovanje kroz rupu
predvidenu za ¢ep prikladno je samo ako se radi o ugus¢enom
(kondenziranom) mlijeku koje lagano tece i koje je ujednagene
konzistencije. SadrZaj treba izmijeSati uvodenjem Sipke kroz
rupu predvidenu za ¢ep, koju se nakon ispitivanja dodirne
povrSine i mijeSanja u svim smjerovima koliko je moguce,
izvuce i potom uzorak pripremi na nacin opisan u tacki 3.2.1.
Alternativno se moZe dopustiti da sadrzaj istice u prikladni
spremnik, pri ¢emu se treba pobrinuti da iz metalne bacve
istece Sto je moguce viSe njenog sadrzaja. Nakon mijeSanja
mijeSalicom, uzorak se uzima kako je opisano u tacki 3.2.1.

3.2.3. Uzorkovanje malih pretpakovina namijenjenih za
maloprodaju

Neoste¢ena i neotvorena pretpakovina moze predstavljati
uzorak. Jedna ili vide pretpakovina iz iste serije ili lota moZe se
uzeti kao uzorak na nacin da ukupna koli¢ina uzorka nije manja
od 200 g.

3.3. Zaétita, cuvanje i prijevoz uzoraka

Vidjeti tacke 5. i 6. Poglavlja I. ovog aneksa.

I11. METODA 2. UZORKOVANJA MLIJEKA U PRAHU

1. Obim i oblast primjene

Ovom metodom opisuje se uzorkovanje za hemijske
analize:

- punomasnog mlijeka u prahu,
obranog mlijeka u prahu,
djelimi¢no obranog mlijeka u prahu,

- ekstramasnog mlijeka u prahu.

2. Oprema

Vidjeti tacku 2. Poglavlja I. ovog aneksa.

2.1. Sonde dovoljne duzine da mogu dosegnuti dno
spremnika s proizvodom.

Prikladne su sonde koje zadovoljavaju zahtjeve iz
Poglavlja IV. ovog aneksa.

2.2. Lopatica, kaSika ili Spatula Sirokih ostrih rubova.

2.3. Spremnici za uzorke

Vidjeti tacku 3. Poglavlja I. ovog aneksa.

3. Postupak

3.1. Opcenito

Tokom ili neposredno prije uzimanja uzoraka za analizu
moguénost apsorpcije vlage iz zraka potrebno je svesti na

minimum. Nakon uzorkovanja spremnik ponovo &vrsto
zatvoriti.

3.2. Uzorkovanje

Masa uzorka koji se uzima za analizu ne smije biti manja
od 200 g.

Cistu i suhu sondu utisnuti u proizvod, tako da je, ako je
to potrebno, spremnik nagnut ili poloZen na jednu stranu. Otvor
okrenuti prema dolje i upotrijebiti ravnomjernu silu prodiranja.
Kada dosegne dno spremnika, sondu rotirati za 180°, izvuci
sadrZaj i isprazniti u spremnik za uzorke. Ponoviti onoliko puta
koliko je potrebno da se dobije uzorak mase najmanje 200 g.
Spremnik za uzorke zatvoriti odmah nakon zavrSenog
uzorkovanja.

3.2.1. Uzorkovanje malih pretpakovina namijenjenih za
maloprodaju

NeoStecena i neotvorena pretpakovina moZe predstavljati
uzorak. Jedna ili viSe pretpakovina iz iste serije ili lota moZe se
uzeti kao uzorak na nacin da ukupna koli¢ina uzorka nije manja
od 200 g.

Napomena:

Kod proizvoda oznacenih oznakom »instant«, cijela
neotvorena pretpakovina predstavlja uzorak.

3.3. Zadtita, ¢uvanje i prijevoz uzoraka

Vidjeti tacke 5. i 6. Poglavlja I. ovog aneksa.

1V. SONDE ZA UZORKOVANJE MLIJEKA U PRAHU
1Z VELIKIH SPREMNIKA

1. Vrste sonda

a) Tip A:duga

b)  Tip B: kratka

(vidjeti sliku 5.)

2. Materijali

Oéstrica i tijelo sonde moraju biti izradeni od glatkog
metala, po mogucnosti nehrdajuceg celika. Drzak duge sonde
mora po moguénosti biti izraden od nehrdajuceg celika. Kratka
sonda ima odvojivi drveni ili plasti¢ni drzak s kukom u obliku
bajoneta u ostrici.

3. Konstrukcija

3.1. Oblik, materijal i vanjski dio moraju biti takvi da
omogucavaju lagano ¢iS¢enje sonde.

3.2. Istaknuti dio oStrice sonde tipa A mora biti dovoljno
ostar kako bi posluZio kao strugac.

3. 3. Siljak ostrice mora biti dovoljno ostar kako bi se
olak3alo uzimanje uzoraka.

4. Osnovne dimenzije

Sonde moraju biti u skladu sa sljede¢cim dimenzijama
(dozvoljeno je odstupanje od 10 %):

Tip Aduga | Tip B kratka
DuZina oStrice 800 mm 400 mm
Debljina metala oStrice 1do2mm 1do2mm
Unutradnji promjer oStrice kod Siljka 18 mm 32mm
Unutradnji promjer oStrice kod dr3ka ili tijela 22 mm 28 mm
Sirina otvora kod Siljka 4 mm 20 mm
Sirina otvora kod dr3ka il tijela 14 mm 14 mm

5. Napomena o upotrebi sondi

5.1. Kod manje sipkog praha sonde mogu se umetnuti
okomito. Sonde tipa A potpuno se napune vrtnjom i mogu se
izvu¢i okomito. Sonde tipa B potpuno se napune tokom
umetanja i moraju se izvuéi u kosom poloZaju kako bi se
sprijecili gubici na donjem kraju.

5.2. Kod sipkog praha, spremnici moraju biti nagnuti,
sonde umetnute u gotovo vodoravnom polozaju s otvorom
prema dolje, a izvucene s otvorom prema gore.
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Slika 1. Preporuceni klip za limenke i kante (dimenzije u
milimetrima)

Slika 2. Preporuceni klip za male spremnike (dimenzije u
milimetrima)

Slika 3. MjeSalica prikladna za mijeSanje ugus¢enog
(kondenziranog) mlijeka

Slika 4. Kutlaca prikladna za tekucine (kapaciteta veceg
od 50 ml, s ru¢kom duzine najmanje 150 mm)

Slika 5. Sonde za mlijeko u prahu (sve dimenzije su u

milimetrima)

ANEKS I1. »
PREGLED METODA ANALIZA UGUSCENOG
(KONDENZIRANOG) MLIJEKA | MLIJEKA U PRAHU

1. Opce odredbe
I1. Odredivanje suhe tvari u:

Ugusc¢enom (kondenziranom) ekstramasnom mlijeku
(upotrebom Metode 1, Aneks I11.),

Ugus¢enom (kondenziranom) mlijeku (upotrebom
Metode 1, Aneks I1.),

Uguséenom (kondenziranom) djelimi¢no obranom
mlijeku (upotrebom Metode 1, Aneks I11.),
Ugus¢enom (kondenziranom) obranom mlijeku
(upotrebom Metode 1, Aneks I11.),

Ugus¢enom (kondenziranom) zasladenom mlijeku
(upotrebom Metode 1, Aneks I11.),

Uguséenom (kondenziranom) zasladenom
djelimi¢no obranom mlijeku (upotrebom Metode 1,
Aneks 111.),

Uguséenom (kondenziranom) zasladenom obranom
mlijeku (upotrebom Metode 1, Aneks I11.),

I11. Odredivanje vlage u:

Ekstramasnom mlijeku u prahu (upotrebom Metode
2, Aneks 111.),

Punomasnom mlijeku u prahu (upotrebom Metode 2,
Aneks 111.),

Djelimiéno obranom mlijeku u prahu (upotrebom
Metode 2, Aneks I11.),

Obranom mlijeku u prahu (upotrebom Metode 2,
Aneks 111.),

IV. Odredivanje masti u:

Uguséenom (kondenziranom) ekstramasnom mlijeku
(upotrebom Metode 3, Aneks I11.),
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- Uguséenom (kondenziranom) mlijeku (upotrebom
Metode 3, Aneks I11.),

- Ugus¢enom (kondenziranom) djelimi¢no obranom
mlijeku (upotrebom Metode 3, Aneks 111.),

- Ugus¢enom  (kondenziranom) obranom mlijeku
(upotrebom Metode 3, Aneks Il1.),

- Uguséenom (kondenziranom) zasladenom mlijeku
(upotrebom metode 3, Aneks I11.),

- Ugus¢enom (kondenziranom) zasladenom djelimi-
¢no obranom mlijeku (upotrebom Metode 3, Aneks
1),

- Ugus¢enom (kondenziranom) zasladenom obranom
mlijeku (upotrebom Metode 3, Aneks l111.),

- Ekstramasnom mlijeku u prahu (upotrebom Metode
4, Aneks 111.),

- Punomasnom mlijeku u prahu (upotrebom Metode 4,
Aneks 111.),

- Djelimi¢no obranom mlijeku u prahu (upotrebom
Metode 4, Aneks I11.),

- Obranom mlijeku u prahu (upotrebom Metode 4,
Aneks I11.),

V. Odredivanje saharoze u:

- Uguséenom (kondenziranom) zasladenom mlijeku
(upotrebom Metode 5, Aneks 111.),

- Uguséenom (kondenziranom) zasladenom
djelimi¢no obranom mlijeku (upotrebom Metode 5,
Aneks 111.),

- Uguséenom (kondenziranom) zasladenom obranom
mlijeku (upotrebom Metode 5, Aneks I11.),

VI. Odredivanje mlije¢ne kiseline i laktata u:

- Ekstramasnom mlijeku u prahu (upotrebom Metode
6, Aneks I11.),

- Punomasnom mlijeku u prahu (upotrebom Metode 6,
Aneks 111.),

- Djelimi¢no obranom mlijeku u prahu (upotrebom
Metode 6, Aneks Il1.),

- Obranom mlijeku u prahu (upotrebom metode 6,
Aneks I11.),

VII. Odredivanje aktivnosti fosfataze u:

- Ekstramasnom mlijeku u prahu (upotrebom metode
7ili 8, Aneks I11.),

- Punomasnom mlijeku u prahu (upotrebom metode 7
ili 8, Aneks IIL.),

- Djelimi¢no obranom mlijeku u prahu (upotrebom
metode 7 ili 8, Aneks I11.),

- Obranom mlijeku u prahu (upotrebom metode 7 ili
8, Aneks Il11.),

ANEKS 11I.
METODE ANALIZA SASTAVA UGUSCENOG
(KONDENZIRANOG) MLIJEKA | MLIJEKA U PRAHU
NAMIJENJENIH ZA KONZUMACIJU

OPCE ODREDBE

1. PRIPREMA UZORKA ZA ANALIZU

1.1. Uguséeno (kondenzirano) ekstramasno mlijeko

Uguséeno (kondenzirano) mlijeko

Uguséeno (kondenzirano) djelimi¢no obrano mlijeko

Ugusceno (kondenzirano) obrano mlijeko

Protresti i preokrenuti zatvorenu limenku. Otvoriti
limenku i polagano preliti mlijeko u drugi spremnik, koji se
mozZe hermeti¢ki zatvoriti, mijeSaju¢i ga ponovljenim
prelijevanjem. Paziti da sva mast i mlijeko koji prijanjaju na
zidove i krajeve limenke budu pomijeSani sa uzorkom. Zatvoriti
spremnik. Ako proizvod nije homogeniziran, zagrijati spremnik
u vodenom kupatilu na temperaturi 40°C. SnaZno protresti
svakih 15 minuta. Nakon dva sata, ukloniti spremnik iz

vodenog kupatila i ostaviti da se ohladi do sobne temperature.
Ukloniti poklopac i temeljito promijeSati sadrzaj spremnika
kaSikom ili 3patulom (ako se mast odvojila, uzorak se ne
ispituje). Pohraniti na hladnom mjestu.

1.2. Ugusceno (kondenzirano) zasladeno mlijeko

Ugusc¢eno (kondenzirano) zasladeno djelimiéno obrano
mlijeko

Uguséeno (kondenzirano) zasladeno obrano mlijeko

Limenke: Zagrijati zatvorenu limenku u vodenom
kupatilu pri temperaturi od 30-40°C pribliZzno 30 minuta.
Otvoriti limenku i temeljito promijeSati sadrZaj Spatulom ili
kaSikom ¢ineci pokrete gore, dolje i kruznim pokretima kako bi
se gornji i donji slojevi dobro pomijeSali s ukupnim sadrzajem.
Paziti da ostatak mlijeka koji prianja na zidove i krajeve
limenke bude umijeSan u uzorak. Koliko god je moguce, preliti
sadrzaj u drugi spremnik koji ima poklopac za hermeti¢ko
zatvaranje. Zatvoriti spremnik i pohraniti na hladnom mjestu.

Tube: Prerezati kraj tube i izliti sadrzaj u spremnik koji
ima poklopac za hermeti¢ko zatvaranje. Zatim prerezati tubu po
duzini, sastrugati sav materijal koji prijanja za unutradnji zid i
pazljivo pomijeSati sa ostatkom sadrZaja. Pohraniti na hladnom
mjestu.

1.3. Ekstramasno mlijeko u prahu

Punomasno mlijeko u prahu

Djelimi¢no obrano mlijeko u prahu

Obrano mlijeko u prahu

Presipati mlijeko u prahu u gisti, suhi spremnik (s
poklopcem za hermetic¢ko zatvaranje) volumena dva puta veceg
od volumena uzorka. Odmah zatvoriti spremnik i temeljito
promijeSati mlijeko u prahu ponovljenim protresanjem i
okretanjem spremnika. Tokom pripreme uzorka koliko god je

mogucée izbjegavati izlaganje uzorka atmosferi kako bi
apsorpcija vlage bila minimalna.

2. REAGENSI

2.1. Voda

2.1.1. Ako se voda koristi kao rastvarac, za razrjedivanje
ili za pranje, treba koristiti destiliranu ili demineraliziranu vodu
istog stepena ¢istoce.

2.1.2. Bez navodenja bilo kakvog drugog reagensa, pojam
»rastvaranje« podrazumijeva rastvaranje u vodi, »rastvor«
vodeni rastvor i »razrjedivanje« razrjedivanje vodom.

2.2. Hemikalije

Sve hemikalije koje se koriste moraju biti potvrdene
analiticke ¢istoce, osim gdje je drugacije navedeno.

3. OPREMA

3.1. Spisak opreme

Spisak opreme sadrZi samo opremu za specijalnu upotrebu
te opremu koja zahtijeva posebnu specifikaciju.

3.2. Analiti¢ka vaga

Pojam "analiticka vaga" odnosi se na vagu ta¢nosti
najmanje 0,1 mg.

4. 1ZRAZAVANJE REZULTATA

4.1. Izracunavanje

Ako nije drugacije navedeno, rezultat mora biti izrazen
kao maseni udio u uzorku zapremljenom u laboratoriju.

4.2. Broj znacajnih brojeva

Rezultat ne smije sadrZavati viSe znacajnih brojeva nego
Sto je opravdano preciznoS¢u metode Koja se primjenjuje.

5. 1ZVIJESTAJ O ISPITIVANJU

U izvjestaju o ispitivanju navodi se upotrijebljena metoda
analize i dobiveni rezultati. Osim toga, navode se svi detalji
postupka koji nisu opisani u metodi analize ili koji nisu
obavezni, kao i sve okolnosti koje su mogle uticati na dobivene
rezultate. IzvjeStaj o ispitivanju mora sadrZavati sve informacije
potrebne za potpunu identifikaciju uzorka.
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METODA 1. ODREPIVANJE UDJELA SUHE TVARI

(Susionik 99°C)

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom metodom odreduje se udio suhe tvari u:

- uguséenom (kondenziranom) ekstramasnom

mlijeku,

- uguscenom (kondenziranom) mlijeku,

- ugus¢enom (kondenziranom) djelimi¢éno obranom

mlijeku,

- ugus¢enom (kondenziranom) obranom mlijeku,

- ugus¢éenom (kondenziranom) zasladenom mlijeku,

- uguscenom (kondenziranom) zasladenom djelimi¢no

obranom mlijeku,

- ugu¢enom (kondenziranom) zasladenom obranom

mlijeku.

2. DEFINICUA

Udio suhe tvari u ugus¢éenom (kondenziranom) mlijeku je
udio suhe tvari odreden opisanom metodom.

3. PRINCIP

Poznata koli¢ina uzorka razrjeduje se vodom, mijesa s
pijeskom i suSi pri temperaturi od 99 + 1°C. Masa nakon
suSenja je masa suhe tvari i izratunava se kao postotak mase
uzorka.

4. REAGENSI

Kremeni ili morski pijesak, tretiran hloridnom kiselinom
(velicina zrnaca: 0,18-0,5 mm, koja prolaze kroz sito veli¢ine
otvora 500 pm i zadrZavaju se na situ veli¢ine otvora 180um).
Pijesak mora zadovoljavati sljedeci kontrolni test:

Zagrijavati priblizno 25 g pijeska u suSioniku (5.3.), dva
sata, kako je opisano u tackama 6.1. do 6.3. Dodati 5 mL vode,
ponovo zagrijavati u suSioniku dva sata, ohladiti i izvagati.
Razlika izmedu dvije odvage ne smije biti veca od 0,5 mg.

Ako je potrebno, tretirati pijesak 25%-nom hloridnom
kiselinom tri dana, uz povremeno mijeSanje. Ispirati vodom do
nestanka kisele reakcije ili dok voda za ispiranje vise ne
sadrzava hloride. Osusiti pri temperaturi od 160°C i ponovo
testirati kako je navedeno.

5. OPREMA

5.1. Analiti¢ka vaga

5.2. Posudice s ravnim dnom, po moguc¢nosti izradene od
nikla, aluminija ili nehrdajuceg celika. Posudice moraju imati
poklopce koji se mogu ¢vrsto zatvoriti, ali i lako ukloniti.
Primjerene dimenzije su promjer 60 do 80 mm i dubina
pribliZzno 25 mm.

5.3. SuSionik za suSenje pri atmosferskom pritisku s
odgovaraju¢com ventilacijom i termostatski reguliranom
temperaturom od 99 + 1° C. Temperatura mora biti jednaka u
cijelom suSioniku.

5.4. Eksikator s aktivnim silikagelom s indikatorom
prisustva vode ili odgovaraju¢im sredstvom za susenje.

5.5. Stakleni Stapici, spljoSteni na jednom kraju, duzine
koja pristaje unutradnjosti metalnih posudica.

5.6. Kipuce vodeno kupatilo.

6. POSTUPAK

6.1. U posudicu (5.2.) staviti priblizno 25 g pijeska (4.) i
kratki stakleni Stapi¢ (5.5.).

6.2. Bez prekrivanja posudice i sadrzaja poklopcem,
staviti posudicu sa sadrzajem i poklopac u suSionik (5.3.) i
zagrijavati dva sata.

6.3. Posudicu zatvoriti poklopcem i prenijeti u eksikator
(5.4.) Ostaviti da se ohladi na sobnu temperaturu i izvagati s
tacno3¢u od 0,1 mg (MO).

6.4. Nagnuti posudicu kako bi se pijesak skupio na jednoj
strani posudice. U prazni dio posudice staviti priblizno 1,5 g
uguséenog (kondenziranog) zasladenog mlijeka, odnosno 3,0 g

ugus¢éenog (kondenziranog) mlijeka. Posudicu zatvoriti
poklopcem i izvagati s ta¢no$¢u od 0,1 mg (M1).

6.5. Skinuti poklopac, dodati 5 mL vode i pomocu
staklenog Stapica promijeSati tekucine, a zatim pijesak i tekuci
dio. Stapi¢ ostaviti u mjesavini.

6.6. Posudicu staviti u vodeno kupatilo (5.6.) dok voda ne
ispari, Sto obi¢no traje 20 minuta. Povremeno Stapi¢em
promijeSati mjeSavinu kako bi masa bila dobro prozracena i
kako se ne bi stvrdnula kad se osusi. Stapi¢ poloZiti u posudicu.

6.7. Staviti posudicu i poklopac u suSionik na 1 sat i 30
minuta.

6.8. Posudicu zatvoriti poklopcem i prenijeti u eksikator
(5.4.). Ostaviti da se ohladi do sobne temperature i izvagati s
ta¢no$éu od 0,1 mg.

6.9. Ponovo staviti posudicu i poklopac u suSionik,
otklopiti posudicu i otkrivenu posudicu i poklopac zagrijavati
jo§ jedan sat.

6.10. Ponoviti postupak opisan u tacki 6.8.

6.11. Ponavljati postupak opisan u tackama 6.9. i 6.10.
dok razlika u masi izmedu dva uzastopna vaganja ne bude
manja od 0,5 mg ili dok se masa ne poveca. Ako se masa
poveca, pri izracunavanju (7.1.) upotrijebiti najmanju
zabiljeZenu masu. Konacna zabiljeZena masa je M2 (g).

7. 1ZRAZAVANJE REZULTATA

7.1. Metoda izra¢unavanja

Udio suhe tvari, izrazen kao postotak mase uzorka,
izratunava se na sljedeci nacin:

M; — My
X 100
My — My

pri ¢éemu je:

MO = masa posudice, poklopca i pijeska nakon postupka
opisanog u tacki 6.3., u gramima

M1 = masa posudice, poklopca, pijeska i uzorka nakon
postupka opisanog u tacki 6.4., u gramima

M2 = masa posudice, poklopca, pijeska i osuSenog uzorka
nakon postupka opisanog u tacki 6.11., u gramima

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti veca od 0,2 g
suhe tvari na 100 g proizvoda.

8. IZRACUNAVANJE UKUPNE SUHE TVARI
MLIJEKA | BEZMASNE SUHE TVARI MLIJEKA

8.1. Udio ukupne suhe tvari u uguscenom
(kondenziranom) zasladenom mlijeku izradunava se na sljedeci
nacin:

Od udjela ukupne suhe tvari (prema Metodi 1, Aneks I11.)
oduzeti udio saharoze (prema Metodi 5, Aneks I11.).

8.2. Udio bezmasne suhe tvari u uguséenom
(kondenziranom) zasladenom mlijeku izradunava se na sljedeci
nacin:

Od udjela ukupne suhe tvari (prema Metodi 1, Aneks I11.)
oduzeti udio saharoze (prema Metodi 5, Aneks I11.) i udio masti
(prema Metodi 3, Aneks III,).

8.3. Udio bezmasne suhe tvari u uguséenom
(kondenziranom) mlijeku izracunava se na sljedeci nagin:

Od udjela ukupne suhe tvari (prema Metodi 1, Aneks I11.)
oduzeti udio masti (prema Metodi 3, Aneks I11.).

METODA 2. ODREDPIVANJE UDJELA VLAGE
(SuSionik 102°C)
1. OBIM | OBLAST PRIMJENE
Ovom metodom odreduje se gubitak mase suSenjem u:
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ekstramasnom mlijeku u prahu,
punomasnom mlijeku u prahu,
djelimi¢no obranom mlijeku u prahu,

- obranom mlijeku u prahu.

2. DEFINICIA

Udio vode je gubitak mase suSenjem odreden opisanom
metodom.

3. PRINCIP

Masa ostatka uzorka za analizu odreduje se nakon suSenja
pri atmosferskom pritisku u suSioniku pri temperaturi 102 +
1°C do konstantne mase. Gubitak mase izrazava se kao
postotak mase uzorka.

4. OPREMA

4.1. Analiticka vaga

4.2. Posudice, po moguc¢nosti izradene od nikla, aluminija,
nehrdajuceg celika ili stakla. Posudice moraju imati poklopce
koji se mogu ¢&vrsto zatvoriti, ali i lako ukloniti. Primjerene
dimenzije su promjer 60 do 80 mm i dubina priblizno 25 mm.

4.3. SuSionik za suSenje pri atmosferskom pritisku s
odgovaraju¢com ventilacijom i termostatski reguliranom
temperaturom od 102 + 1° C. Temperatura mora biti jednaka u
cijelom susioniku.

4.4. Eksikator s aktivnim silikagelom s indikatorom
prisustva vode ili odgovaraju¢im sredstvom za susenje.

5. POSTUPAK

5.1. Otvorenu posudicu (4.2.) s poklopcem staviti u
suSionik (4.3.) i zagrijavati pribliZzno jedan sat.

5.2. Zatvorenu posudicu ostaviti da se ohladi u eksikatoru
(4.4.) do sobne temperature i zatim izvagati s ta¢no3¢u od 0,1
mg (MO).

5.3. U posudicu dodati priblizno 2 g mlijeka u prahu,
zatvoriti posudicu i $to je brze moguce izvagati s tacnoS¢u od
0,1 mg (M1).

5.4. Otvorenu posudicu s poklopcem staviti u suionik dva

sata.

5.5. Zatvorenu posudicu ostaviti da se ohladi u eksikatoru
(4.4.) do sobne temperature i zatim $to je brze moguce izvagati
s tacnod¢u od 0,1 mg.

5.6. Otvorenu posudicu s poklopcem zagrijavati u
susioniku jedan sat.

5.7. Ponoviti postupak opisan u tacki 5.5.

5.8. Ponavljati postupak opisan u tatkama 5.6. i 5.5. dok
razlika u masi izmedu dva uzastopna vaganja ne bude manja od
0,5 mg ili dok se masa ne poveca. Ako se masa poveca, pri
izracunavanju (6.1.) upotrijebiti najmanju zabiljeZzenu masu.
Konacna zabiljeZzena masa je M2 (g).

6. IZRAZAVANJE REZULTATA

6.1. Metoda izra¢unavanja

Gubitak mase suSenjem, izrazen kao postotak mase,
izracunava se na sljedeci nagin:

My —M; 100
—ee
M, - M,

pri cemu je:

MO = masa posudice i poklopca nakon postupka opisanog
u tacki 5.2., u gramima

M1 = masa posudice, poklopca i uzorka nakon postupka
opisanog u tacki 5.3., u gramima

M2 = masa posudice, poklopca i kona¢nog uzorka nakon
postupka opisanog u tacki 5.5., u gramima

6.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti ve¢a od 0,1 g
vode na 100 g proizvoda.

METQDA 3. ODREDPIVANJE UDJELA MASTI U
UGUSCENOM (KONDENZIRANOM) MLIJEKU
(Metoda Rdése-Gottlieb)

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom se metodom odreduje udio masti u:

- uguscenom (kondenziranom)

mlijeku,

- uguscenom (kondenziranom) mlijeku,

- ugus¢éenom (kondenziranom) djelimiéno obranom

mlijeku,

- ugus¢enom (kondenziranom) obranom mlijeku,

- uguscenom (kondenziranom) zasladenom mlijeku,

- uguséenom (kondenziranom) zasladenom djelimi¢no

obranom mlijeku,

- ugus¢éenom (kondenziranom) zasladenom obranom

mlijeku.

2. DEFINICA

Udio masti u ugus¢enom (kondenziranom) mlijeku je udio
masti odreden opisanom metodom.

3. PRINCIP

Udio masti odreduje se ekstrakcijom masti iz amonijevog
alkoholnog rastvora uzorka dietil eterom i petroleterom,
isparavanjem rastvaraca i vaganjem ostatka te izracunavanjem
postotka mase uzorka prema Rdse-Gottliebovom postupku.

4. REAGENSI

Svi reagensi moraju zadovoljavati zahtjeve definirane
slijepom probom (6.1.). Ako je potrebno, reagensi mogu biti
ponovo destilirani u prisustvu priblizno 1 g mlije¢ne masti na
100 mL rastvaraca.

4.1. Rastvor amonijaka, priblizno 25% (m/m) NH;
(qustoce priblizno 0,91 g/mL pri 20°C) ili jaci rastvor poznate
koncentracije.

4.2. Etanol, 96 £ 2% (v/v) ili, ako on nije na raspolaganju,
etanol denaturiran metanolom, etil metil ketonom il
petroleterom.

4.3. Dietil eter, bez peroksida.

Napomena 1.

Za odredivanje prisustva peroksida u mali cilindar sa
staklenim ¢epom, koji je potrebno isprati eterom, dodati 10 mL
etera i 1 mL svjeze pripremljenog 10%-tnog rastvora kalijevog
jodida. Protresti i ostaviti da stoji jednu minutu. Zuta boja ne
smije se pojaviti ni u jednom sloju.

Napomena 2.

Dietil eter moZe se ocuvati bez peroksida dodatkom
mokre cinkove folije koju je potrebno potpuno umogiti u
razrijedeni kiseli rastvor bakrovog sulfata jednu minutu te zatim
isprati vodom. Za 1 L upotrijebiti priblizno 8000 mm2 cinkove
folije, razrezati na trake dovoljne duZine da mogu dosezati
najmanje do polovine spremnika.

4.4. Petroleter, s rasponom vrenja od 30-60°C.

4.5. MijeSani rastvara¢ koji se priprema neposredno prije
upotrebe mijeSanjem jednake koli¢ine dietil etera (4.3.) i
petroletera (4.4.) (u slu¢aju da je naznacena upotreba mijeSanog
rastvaraca, on se moze zamijeniti dietil eterom ili petroleterom).

5. OPREMA

5.1. Analiticka vaga

5.2. Odgovarajuce epruvete ili tikvice za ekstrakciju s
¢epovima od bruSenog stakla ili drugim zatvarag¢ima otpornim
na djelovanje rastvaraca koji se koriste.

5.3. Tikvice tankih zidova i ravnog dna, 150-250 mL.

5.4, Sudionik za suSenje pri atmosferskom pritisku s
odgovaraju¢com ventilacijom i termostatski reguliranom
temperaturom od 102 + 1° C.

5.5. Granule za vrenje, bez masti, koje se pri upotrebi ne
drobe, neporozne, npr. staklene kuglice ili komadic¢i silicijevog

ekstramasnom
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karbida (upotreba ovog materijala nije obavezna, vidjeti tacku
6.2.1.).

5.6. Sifon (odvodna cijev) koja odgovara epruvetama za
ekstrakciju.

5.7. Centrifuga (nije obvezna).

6. POSTUPAK

6.1. Slijepa proba

Paralelno s odredivanjem udjela masti u uzorku, provesti
slijepu probu sa 10 mL vode, koriste¢i istu aparaturu za
ekstrakciju, iste koligine svih reagensa i isti postupak opisan
ovom metodom, osim postupka opisanog pod tackom 6.2.2.
Ako slijepa proba prelazi 0,5 mg, provjeriti reagense te necisti
reagens ili reagense ogistiti ili zamijeniti.

6.2. Odredivanje

6.2.1. Osusiti tikvicu (5.3.) (ako je potrebno zajedno s
nekoliko granula za vrenje (5.5.) kako bi se postiglo lagano
vrenje tokom uklanjanja rastvaraca koje slijedi) u susioniku 30-
60 minuta. Ostaviti tikvicu da se ohladi do sobne temperature i
izvagati s tacnoS¢u od 0,1 mg.

6.2.2. PromijeSati pripremljeni uzorak i odmah izvagati, s
tacnod¢u od 1 mg, 4-5 g uzorka ili 2-2,5 g zasladenog uzorka,
direktno u aparaturu za ekstrakciju. Dodati vode do 10,5 mL i
paZljivo promijeSati uz lagano zagrijavanje (40-50°C) dok se
proizvod potpuno ne rasprsi. Odredivanje je potrebno ponoviti
ako uzorak nije potpuno rasprsen.

6.2.3. Dodati 1,5 ml amonijaka (25%) (4.1.) ili
odgovarajuci volumen jaceg rastvora i dobro promije3ati.

6.2.4. Dodati 10 mL etanola (4.2.) i promijeSati tekucine
njezno, ali temeljito u nezatvorenoj aparaturi.

6.2.5. Dodati 25 mL dietil etera (4.3.) i ohladiti pod
mlazom tekuce vode. Zatvoriti aparaturu, snazno protresti i
okretati viSe puta jednu minutu.

6.2.6. Pazljivo ukloniti ¢ep i dodati 25 mL petroletera
(4.4)) Koriste¢i prvih nekoliko mililitara za ispiranje cepa i
unutradnjosti vrata aparature, tako da se tekucina nakon
ispiranja slijeva u aparaturu. Zatvoriti aparaturu cepom i
protresati i okretati viSe puta 30 sekundi. Ne smije se previse
snazno protresati ako se ne provodi centrifugiranje pod tackom
6.2.7.

6.2.7. Ostaviti aparaturu da stoji dok gornji sloj tekucine
ne postane bistar i jasno se ne odijeli od donjeg vodenog sloja.
Alternativno  provesti odvajanje  koriste¢i odgovarajucu
centrifugu (5.7.).

Napomena:

Pri upotrebi centrifuge koju ne pokrece trofazni motor,
moZe doc¢i do iskrenja i stoga je potreban oprez kako bi se
izbjegla eksplozija ili poZar zbog eterskih para koje mogu
izlaziti iz, naprimjer, napukle epruvete.

6.2.8. Ukloniti ¢ep, isprati ¢ep i unutradnjost vrata tikvice
s nekoliko mililitara mijeSanog rastvaraca (4.5.) tako da se
tekucina nakon ispiranja slijeva u aparaturu. PaZljivo prenijeti
§to je moguce viSe supernatanta dekantiranjem ili pomocu
sifona (5.6.) u pripremljenu tikvicu (6.2.1.).

Napomena:

Ako se ne upotrebljava sifon, moZe biti potrebno dodati
malo vode kako bi se povecala povrSina izmedu dva sloja i
olak3alo dekantiranje.

6.2.9. Isprati vanjsku i unutradnju stranu vrata aparature ili
vrh i donji dio sifona s nekoliko mililitara mijeSanog rastvaraca
(4.5.) tako da se tekucina s vanjske strane vrata slijeva u
tikvicu, a tekuc¢ina s unutraSnje strane vrata i sifona u aparaturu
za ekstrakciju.

6.2.10. Provesti drugu ekstrakciju ponavljajuci postupak
opisan u tackama od 6.2.5. do 6.2.9. ukljucivo, ali Kkoristeci
samo 15 mL dietil etera i 15 mL petroletera.

6.2.11. Provesti tre¢u ekstrakciju ponavljajuci postupak
opisan u tacki 6.2.10., ali bez zadnjeg ispiranja.

Napomena:

Treéa ekstrakcija nije obavezna pri analizi uzoraka
ugudcenog (kondenziranog) obranog mlijeka i ugus¢enog
(kondenziranog) zasladenog obranog mlijeka.

6.2.12. Pazljivo ispariti ili ukloniti destilacijom Sto vise
rastvaraca (ukljucujuci etanol). Ako je kapacitet tikvice malen,
potrebno je ukloniti nesSto rastvaraca, kako je navedeno, nakon
svake ekstrakcije.

6.2.13. Kada se viSe ne osjeti miris rastvaraca, tikvicu s
boc¢ne strane staviti u susionik i zagrijavati jedan sat.

6.2.14. lzvaditi tikvicu iz suSionika, ostaviti da se ohladi
do sobne temperature i izvagati s taéno$¢u od 0,1 mg.

6.2.15. Ponoviti postupak opisan u ta¢. 6.2.13. 1 6.2.14. uz
zagrijavanje u trajanju od 30 do 60 minuta dok razlika u masi
izmedu dva uzastopna vaganja ne bude manja od 0,5 mg ili dok
se masa ne poveca. Ako se masa poveca, pri izracunavanju
(7.1.) upotrijebiti najmanju zabiljezenu masu. Konacna
zabiljeZzena masa je M1 (g).

6.2.16. Dodati 15-25 mL petroletera kako bi se potvrdilo
da je ekstrahirana tvar potpuno topiva. Lagano zagrijavati i
rotirati dok se mast ne otopi.

6.2.16.1. Ako je ekstrahirana tvar potpuno topiva u
petroleteru, masa masti je razlika izmedu masa odredenih u tac.
6.2.1.16.2.15.

6.2.16.2. Ako je prisutna bilo koja netopiva tvar, ili u
slucaju sumnje, potpuno ekstrahirati mast iz tikvica
ponovljaju¢i ispiranje toplim petroleterom, tako da se prije
svakog dekantiranja netopive tvari istaloZe. Isprati vanjski dio
vrata tikvice tri puta. Zagrijavati tikvicu, postavljenu na bo¢nu
stranu u suSioniku jedan sat. Ostaviti da se ohladi do sobne
temperature kao prije (6.2.1.) i izvagati s taénos¢u od 0,1 mg.
Masa masti je razlika izmedu mase odredene u tacki 6.2.15. i
ove kona¢ne mase.

7. IZRAZAVANJE REZULTATA

7.1. 1zracunavanje

Masa ekstrahirane masti izrazene u g izracunava se na
sljede¢i nagin:

(M;—M;)— (B — B;)

Udio masti u uzorku, izraZen kao postotak, izracunava se
na sljedeci nacin:

(M — M;)— (B —B;)
S

X 100

pri ¢emu je:

M1 = masa tikvice M s masti nakon postupka opisanog u
tacki 6.2.15., u gramima

M2 = masa tikvice M nakon postupka opisanog u tacki
6.2.1. ili u slucaju netopive tvari ili sumnje nakon postupka
opisanog u tacki 6.2.16.2., u gramima

Bl = masa tikvice B slijepe probe nakon postupka
opisanog u tacki 6.2.15., u gramima

B2 = masa tikvice B nakon postupka opisanog u tacki
6.2.1. ili u slucaju netopive tvari ili sumnje nakon postupka
opisanog u tacki 6.2.16.2., u gramima

S = masa upotrijebljenog uzorka, u gramima

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti veca od 0,05 g
masti na 100 g proizvoda.
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METODA 4. ODREDPIVANJE UDJELA MASTI U
MLIJEKU U PRAHU
(Metoda Rdése-Gottlieb)

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom metodom odreduje se udio masti u:
- ekstramasnom mlijeku u prahu,

- punomasnom mlijeku u prahu,
djelimi¢no obranom mlijeku u prahu,

- obranom mlijeku u prahu.

2. DEFINICUA

Udio masti u mlijeku u prahu je udio masti odreden
opisanom metodom.

3. PRINCIP

Udio masti odreduje se ekstrakcijom masti iz amonijevog
alkoholnog rastvora uzorka dietil eterom i petroleterom,
isparavanjem rastvaraca i vaganjem ostatka te izracunavanjem
postotka mase uzorka prema Rése-Gottliebovom postupku.

4. REAGENSI

Svi reagensi moraju zadovoljavati zahtjeve definirane
slijepom probom (6.1.). Ako je potrebno, reagensi mogu biti
ponovo destilirani u prisustvu priblizno 1 g mlije¢ne masti na
100 mL rastvaraca.

4.1. Rastvor amonijaka, priblizno 25% (m/m) NH;
(gustoce priblizno 0,91 g/mL pri 20°C) ili jaci rastvor poznate
koncentracije.

4.2. Etanol, 96 + 2% (v/v) ili, ako on nije na raspolaganju,
etanol denaturiran metanolom, etil metil ketonom ili
petroleterom.

4.3. Dietil eter, bez peroksida.

Napomena 1.

Za odredivanje prisustva peroksida u mali cilindar sa
staklenim ¢epom, koji je potrebno isprati eterom, dodati 10 mL
etera i 1 mL svjeze pripremljenog 10%-tnog rastvora kalijevog
jodida. Protresti i ostaviti da stoji jednu minutu. Zuta boja ne
smije se pojaviti ni u jednom sloju.

Napomena 2.

Dietil eter moZe se ocuvati bez peroksida dodatkom
mokre cinkove folije koju je potrebno potpuno umogiti u
razrijedeni kiseli rastvor bakrovog sulfata jednu minutu te zatim
isprati vodom. Za 1 L upotrijebiti priblizno 8000 mm? cinkove
folije, razrezati na trake dovoljne duzine da mogu dosezati
najmanje do polovine spremnika.

4.4. Petroleter, s rasponom vrenja od 30-60°C.

4.5. MijeSani rastvara¢ koji se priprema neposredno prije
upotrebe mijeSanjem jednake kolicine dietil etera (4.3.) i
petroletera (4.4.) (u slu¢aju da je naznacena upotreba mijeSanog
rastvaraca, on se moze zamijeniti dietil eterom ili petroleterom).

5. OPREMA

5.1. Analiticka vaga

5.2. Odgovarajuce epruvete ili tikvice za ekstrakciju s
¢epovima od brusenog stakla ili drugim zatvarac¢ima otpornim
na djelovanje rastvaraca koji se koriste.

5.3. Tikvice tankih zidova i ravnog dna, 150-250 mL.

5.4. SuSionik za suSenje pri atmosferskom pritisku s
odgovaraju¢om ventilacijom i termostatski reguliranom
temperaturom od 102 + 1° C.

5.5. Granule za vrenje, bez masti, koje se pri upotrebi ne
drobe, neporozne, npr. staklene kuglice ili komadici silicijevog
karbida (upotreba ovog materijala nije obavezna, vidjeti tacku
6.2.1).

5.6. Vodeno kupatilo, temperature 60-70°C.

5.7. Sifon (odvodna cijev) koji odgovara epruvetama za
ekstrakciju.

5.8. Centrifuga (nije obavezna).

6. POSTUPAK

6.1. Slijepa proba

Paralelno s odredivanjem udjela masti u uzorku, provesti
slijepu probu s 10 mL vode, koriste¢i istu aparaturu za
ekstrakciju, iste koli¢ine svih reagensa i isti postupak opisan
ovom metodom, osim postupka opisanog pod tackom 6.2.2.
Ako slijepa proba prelazi 0,5 mg, provjeriti reagense te necisti

6.2. Odredivanje

6.2.1. Osusiti tikvicu (5.3.) (ako je potrebno zajedno s
nekoliko granula za vrenje (5.5.), kako bi se postiglo lagano
vrenje tokom uklanjanja rastvaraca koje slijedi) u suSioniku
(5.4.) 30-60 minuta. Ostaviti tikvicu da se ohladi do sobne
temperature i izvagati s tacno3¢u od 0,1 mg.

6.2.2. S tatnoS¢u od 1 mg izvagati priblizno 1 g
punomasnog mlijeka u prahu ili priblizno 1,5 g djelimi¢no
obranog ili obranog mlijeka u prahu, direktno u aparaturu za
ekstrakciju (5.2.). Dodati 10 mL vode i paZljivo promijeSati dok
se mlijeko u prahu potpuno ne rasprsi (za neke uzorke potrebno
je zagrijavanje).

6.2.3. Dodati 1,5 ml amonijaka (25%) (4.1.) ili
odgovarajuc¢i volumen jaceg rastvora i zagrijavati u vodenom
kupatilu (5.6.) 15 minuta pri temperaturi 60-70°C, povremeno
mijeSajuci. Ohladiti npr. pod mlazom tekuce vode.

6.2.4. Dodati 10 mL etanola (4.2.) i promije3ati tekucine
pazljivo, ali temeljito u nezatvorenoj aparaturi.

6.2.5. Dodati 25 mL dietil etera (4.3.) i ohladiti pod
mlazom tekuce vode. Zatvoriti aparaturu, snazno protresti i
okretati viSe puta jednu minutu.

6.2.6. Pazljivo ukloniti ¢ep i dodati 25 mL petroletera
(4.4)) Koriste¢i prvih nekoliko mililitara za ispiranje cepa i
unutradnjosti vrata aparature, tako da se tekucina nakon
ispiranja slijeva u aparaturu. Zatvoriti aparaturu c¢epom i
protresati i okretati viSe puta 30 sekundi. Ne smije se previse
snazno protresati ako se ne provodi centrifugiranje pod tackom
6.2.7.

6.2.7. Ostaviti aparaturu da stoji dok gornji sloj tekucine
ne postane bistar i jasno se ne odijeli od donjeg vodenog sloja.
Alternativno  provesti  odvajanje  koriste¢i odgovarajucu
centrifugu (5.7.).

Napomena:

Pri upotrebi centrifuge koju ne pokrece trofazni motor,
moZe doc¢i do iskrenja i stoga je potreban oprez kako bi se
izbjegla eksplozija ili poZzar zbog eterskih para koje mogu
izlaziti iz, naprimjer, napukle epruvete.

6.2.8. Ukloniti ¢ep, isprati ¢ep i unutraSnjost vrata tikvice
aparature s nekoliko mililitara mijeSanog rastvaraca (4.5.) tako
da se tekucina nakon ispiranja slijeva u aparaturu. PaZljivo
prenijeti Sto je moguce viSe supernatanta dekantiranjem ili
pomocu sifona (5.7.) u pripremljenu tikvicu (6.2.1.).

Napomena:

Ako se ne upotrebljava sifon, moze biti potrebno dodati
malo vode kako bi se povecala povrSina izmedu dva sloja i
olak3alo dekantiranje.

6.2.9. Isprati vanjsku i unutradnju stranu vrata aparature ili
vrh i donji dio sifona s nekoliko mililitara mijeSanog rastvaraca
(4.5.) tako da se tekucina s vanjske strane vrata slijeva u
tikvicu, a teku¢ina s unutrasnje strane vrata i sifona u aparaturu
za ekstrakciju.

6.2.10. Provesti drugu ekstrakciju ponavljajuci postupak
opisan u ta¢. od 6.2.5. do 6.2.9. ukljucivo, ali koriste¢i samo 15
mL dietil etera i 15 mL petroletera.

6.2.11. Provesti tre¢u ekstrakciju ponavljajuci postupak
opisan u tacki 6.2.10., ali bez zadnjeg ispiranja (6.2.9.).

Napomena:

Trec¢a ekstrakcija nije obavezna pri analizi uzoraka
obranog mlijeka u prahu.
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6.2.12. Pazljivo ispariti ili destilacijom ukloniti Sto vise
rastvaraca (ukljucujuci etanol). Ako je kapacitet tikvice malen,
potrebno je ukloniti nedto rastvaraca, kako je navedeno, nakon
svake ekstrakcije.

6.2.13. Kada ne bude primjetan miris rastvaraca, tikvicu s
boc¢ne strane staviti u susionik i zagrijavati jedan sat.

6.2.14. Izvaditi tikvicu iz suSionika, ostaviti da se ohladi
do sobne temperature i izvagati s taéno$¢u od 0,1 mg.

6.2.15. Ponoviti postupak opisan u ta¢. 6.2.13. i 6.2.14. uz
zagrijavanje u trajanju od 30 do 60 minuta dok razlika u masi
izmedu dva uzastopna vaganja ne bude manja od 0,5 mg ili dok
se masa ne poveca. AKo se masa poveca, pri izracunavanju
(7.1.) upotrijebiti najmanju zabiljezenu masu. Konacna
zabiljeZena masa je M1 (g).

6.2.16. Dodati 15-25 mL petroletera kako bi se potvrdilo
da je ekstrahirana tvar potpuno topiva. Lagano zagrijavati i
rotirati dok se mast ne otopi.

6.2.16.1. Ako je ekstrahirana tvar potpuno topiva u
petroleteru, masa masti je razlika izmedu masa odredenih u
tackama 6.2.1. i 6.2.15.

6.2.16.2. Ako je prisutna bilo koja netopiva tvar, ili u
slu¢aju sumnje, potpuno ekstrahirati mast iz tikvica
ponovljajuéi ispiranje toplim petroleterom, dopustajuci da se
prije svakog dekantiranja netopive tvari istaloze. Isprati vanjski
dio vrata tikvice tri puta. Zagrijavati tikvicu, postavljenu na
boénu stranu u suSioniku jedan sat. Ostaviti da se ohladi do
sobne temperature kao prije (6.2.1.) i izvagati s ta¢noS¢u od 0,1
mg. Masa masti je razlika izmedu mase odredene u tacki 6.2.15.
i ove kona¢ne mase.

7. 1ZRAZAVANJE REZULTATA

7.1. 1zracunavanje

Masa ekstrahirane masti izrazene u g izracunava se na
sljede¢i nagin:

(M;—M;)— (B — B;)

Udio masti u uzorku, izraZzen kao postotak, izraéunava se
na sljededi nacin:

pri ¢emu je:

M1 = masa tikvice M s masti nakon postupka opisanog u
tacki 6.2.15., u gramima

M2 = masa tikvice M nakon postupka opisanog u tacki
6.2.1., ili u slu¢aju netopive tvari ili sumnje nakon postupka
opisanog u tacki 6.2.16.2., u gramima

Bl = masa tikvice B slijepe probe nakon postupka
opisanog u tacki 6.2.15., u gramima

B2 = masa tikvice B nakon postupka opisanog u tacki
6.2.1. ili u slucaju netopive tvari ili sumnje nakon postupka
opisanog u tacki 6.2.16.2., u gramima

S = masa upotrijebljenog uzorka, u gramima

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti ve¢a od 0,2 g
masti na 100 g proizvoda iskljuéuju¢i obrano mlijeko u prahu
kod kojeg razlika ne smije biti ve¢a od 0.1 g masti na 100 g
proizvoda.

METODA 5. ODREPIVANJE UDJELA SAHAROZE
(POLARIMETRIJSKA METODA)

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom metodom odreduje se udio saharoze u:

- ugus¢enom (kondenziranom) zasladenom mlijeku,

- uguscenom (kondenziranom) zasladenom djelimi¢no

obranom mlijeku,

- ugus¢enom (kondenziranom) zasladenom obranom

mlijeku.

Uzorci ne smiju sadrzavati invertni Secer.

2. DEFINICA

Udio saharoze u ugus¢enom (kondenziranom) zasladenom
mlijeku je udio saharoze odreden opisanom metodom.

3. PRINCIP

Ova metoda zasniva se na principu Clergetove inverzije,
laganog tretiranja uzorka kiselinom koja izaziva potpunu
hidrolizu saharoze te gotovo nikakvu hidrolizu laktoze ili
drugih Secera.

Udio saharoze dobiva se iz promjene opticke aktivnosti
rastvora.

Bistri filtrat uzorka, bez mutarotacije laktoze, priprema se
na nacin da se rastvor tretira amonijakom, nakon ¢ega slijedi
neutralizacija i bistrenje dodavanjem rastvora cinkovog acetata
i kalijevog heksacijanoferata(ll). U dijelu filtrata saharoza se
hidrolizira na poseban nacin.

1z rotacije filtrata prije i poslije inverzije, udio saharoze
izraéunava se pomocu odgovarajuce formule.

4. REAGENSI

4.1. Rastvor cinkovog acetata, 1mol/L.

Rastvoriti 21,9 g kristaliziranog cinkovog acetata
dihidrata Zn(C,H30,), x 2H,0 i 3 mL ledene siréetne kiseline u
vodi i nadopuniti vodom do 100 mL.

4.2. Rastvor kalijevog heksacijanoferata(ll), 0,25 mol/L

Rastvoriti 10,6 g kristaliziranog kalijevog
heksacijanoferata(ll) trihidrata K4[Fe(CN)s] x 3H,O u vodi i
nadopuniti vodom do 100 mL.

4.3. Rastvor hloridne kiseline, 6,35 + 0,20 mol/L (20-
22%) ili 5,0 £ 0,2 M (16-18%).

4.4. Rastvor amonijaka, 2,0 + 0,2 mol/L (3,5%).

4.5 Rastvor sircetne kiseline, 2,0 £ 0,2 mol/L (12%).

4.6. Indikator bromtimol plavilo, 1%-tni (m/v) rastvor u
etanolu.

5. OPREMA
5.1. Vaga ta¢nosti 10 mg.
5.2. Polarimetrijska cijev, 2 dm, taéno kalibrirane duZine.
5.3. Polarimetar ili saharimetar:
a) Polarimetar s natrijevom svjetlosti ili Zivinom
zelenom svjetlosti (svjetiljka sa Zivinim parama s
prizmom ili specijalni Wrattenov zaslon br. 77 A), s
tacno3¢u od najmanje 0,05 ugaonih stepeni,
b)  Saharimetar s medunarodnom Se¢ernom ljestvicom,
s bijelom svjetlosti koja prolazi kroz 15 mm filter
6%-tnog rastvora kalijevog bikromata, ili natrijeve
svjetlosti, s taénoS¢u od najmanje 0,1° na
medunarodnoj 3ecernoj ljestvici.
5.4. Vodeno kupatilo, regulirano na 60 + 1°C.
6. POSTUPAK
6.1. Kontrolno odredivanje
S ciljem standardizacije postupka, reagensa i opreme,
provesti kontrolno odredivanje u dva paralelna odredivanja,
kako je opisano u nastavku, koriste¢i mjeSavinu 100 g mlijeka i
18 g ciste saharoze ili mjeSavinu 110 g obranog mlijeka i 18 g
Ciste saharoze od kojih svaka odgovara 40 g uguscenog
(kondenziranog) mlijeka sa 45% saharoze. lzracunati udio
saharoze pomoc¢u formula navedenih u tacki 7. koriste¢i u
formuli 1. koli¢inu odvaganog mlijeka te udio masti i
bjelancevina u tom mlijeku umjesto M, F i P, a u formuli 2.
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umjesto M vrijednost 40,00. Srednja vrijednost dobivenih
vrijednosti ne smije se razlikovati za vise od 0,2% od 45,0%.

6.2. Odredivanje

6.2.1. lzvagati priblizno 40 g dobro izmijeSanog uzorka u
staklenu ¢asSu od 100 mL s ta¢nod¢u od 10 mg. Dodati 50 mL
vruée vode (80-90°C) i dobro promijeSati.

6.2.2. Kvantitativno prenijeti mjeSavinu u odmjernu
tikvicu od 200 mL ispiru¢i ¢aSu dodatnim koli¢inama vode
temperature 60°C do ukupnog volumena izmedu 120 mL i 150
mL. PromijeSati i ostaviti da se ohladi do sobne temperature.

6.2.3. Dodati 5 mL razrijedenog rastvora amonijaka (4.4.).
Ponovo promijeSati i ostaviti da stoji 15 minuta.

6.2.4. Neutralizirati amonijak dodavanjem ekvivalentne
koli¢ine razrijedenog rastvora sircetne kiseline (4.5.).
Prethodno odrediti tacan broj mililitara titracijom rastvora
amonijaka koriste¢i bromtimol plavilo kao indikator (4.6.).
PromijeSati.

6.2.5. Dodati 12,5 mL rastvora cinkovog acetata (4.1.)
lagano mijeSajuci rotiranjem nagnute tikvice.

6.2.6. Dodati 125 mL rastvora  kalijevog
heksacijanoferata(ll) (4.2.) na isti nacin kao i rastvor acetata.

6.2.7. SadrZaj tikvice temperature 20°C dopuniti vodom
iste temperature (20°C) do 200 mL.

Napomena:

Tokom bilo koje do sada opisane faze, potrebno je
dodavati vodu ili reagense na nac¢in da se izbjegne stvaranje
mjehurica, a iz istog je razloga potrebno mijeSanje obavljati
rotiranjem tikvice, a ne potresanjem. Ako se prisustvo
mjehuri¢a primijeti prije nadopunjavanja do 200 mL, moZe ih
se ukloniti privremenim spajanjem tikvice na vakuum-pumpu i
rotiranjem tikvice.

6.2.8. Zacepiti tikvicu
promijeSati snaznim potresanjem.

6.2.9. Ostaviti da stoji nekoliko minuta i zatim profiltrirati
preko suhog filter-papira. Prvih 25 mL filtrata baciti.

6.2.10. Direktna polarizacija: odrediti opticku rotaciju
filtrata pri 20 + 1°C.

6.2.11. Inverzija: otpipetirati 40 mL gore dobivenog
filtrata u odmjernu tikvicu od 50 mL. Dodati 6,0 mL 6,35
mol/L hloridne kiseline ili 7,5 mL 5,0 mol/L hloridne kiseline
(4.3.).

Tikvicu staviti u vodeno kupatilo na 60°C, 15 minuta
pazeci pritom da cijeli trbuSasti dio tikvice bude uronjen.
MijeSati kruznim pokretima prvih pet minuta pri ¢emu bi
sadrzaj tikvice trebao dosti¢i temperaturu vodenog kupatila.
Ohladiti do 20°C i dopuniti do oznake vodom temperature
20°C. Promijesati i ostaviti da stoji jedan sat na toj temperaturi.

6.2.12. Invertna polarizacija

Odrediti rotaciju invertnog rastvora pri 20 + 0,2°C.
(Medutim, ako se temperatura T tekué¢ine u polarizacijskoj
cijevi razlikuje za vise od 0,2°C tokom mjerenja, potrebno je
provesti korekciju temperature prema tacki 7.2.).

7. IZRAZAVANJE REZULTATA

7.1. Metoda izradunavanja

Udio saharoze izra¢unava se na sljedeci nacin:

suhim ¢epom i temeljito

pri cemu je:
S = udio saharoze
M = masa izvaganog uzorka, u gramima

F = postotak masti u uzorku

P = postotak bjelancevina u uzorku

V = volumen na koji se uzorak razrjeduje prije filtracije, u
mL

v = korekcija za volumen taloga koji se stvara tokom
bistrenja, u mL

D = direktno ogcitanje polarimetra (polarizacija prije
inverzije)

| = ocitanje polarimetra nakon inverzije

L = duZina polarimatrijske cijevi, u dm

Q = faktor inverzije ¢ije su vrijednosti navedene u tacki
7.2.

Napomene:

(@) Kada se odvaga tacno 40,00 g uguséenog
(kondenziranog) mlijeka i kada se upotrebljava polarimetar s
natrijevom svjetlosti, ugaonim stepenima i polarimetrijskom
cijevi duzine 2 dm na 20,0 + 0,1 °C, udio saharoze normalnog
ugusc¢enog (kondenziranog) mlijeka (C = 9) moZze se izracunati
na sljededi nacin:

(b) Ako se invertna polarizacija mjeri pri temperaturi
razli¢itoj od 20°C, vrijednosti je potrebno pomnoziti sa:

(1+ 0,0037(T — 20))

7.2. Vrijednosti faktora inverzije Q

Sljede¢im formulama izracunavaju se tacne vrijednosti
faktora inverzije Q, za razlicite izvore svjetlosti s korekcijama
koncentracije i temperature:

Natrijeva svjetlost i polarimetar s ugaonim stepenima:

Zivina zelena svjetlost i polarimetar s ugaonim stepenima:

Bijela svjetlost s dikromatskim filterom i saharimetar sa
stepenima medunarodne Secerne skale:

U gornjim formulama:

C = postotak ukupnih e¢era u invertnom rastvoru nakon
polarizacije

T = temperatura invertnog rastvora pri polarimetrijskom
ocitanju

Napomena 1.

Postotak ukupnih Sec¢era C u invertnom rastvoru moze se
izracunati iz direktnog ocitanja i promjene nakon inverzije na
uobicajeni nagin, koriste¢i uobicajene vrijednosti za specifi¢ne
rotacije saharoze, laktoze i invertnog Secera.

Korekcija 0,0006 (C-9) itd. je tacna samo kada je C
priblizno 9; za normalno ugus¢eno (kondenzirano) mlijeko ova
korekcija moZe se zanemariti, buduéi da je C blizu 9.

Napomena 2.

Odstupanje temperature od 20°C za 1°C predstavlja malu
razliku kod direktnog ocitanja, ali odstupanje vece od 0,2°C
kod invertnog ocitanja zahtijeva korekciju. Korekcija — 0,0033
(T-20) itd. je tacna samo izmedu 18°C i 22°C.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
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istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti ve¢a od 0,3 ¢
saharoze na 100 g ugusc¢enog (kondenziranog) mlijeka.

METODA 6. ODREPIVANJE MLIJECNE KISELINE |
LAKTATA

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom metodom odreduje se udio mlijecne kiseline i
laktata, izrazenih kao mlije¢na kiselina, u:

- ekstramasnom mlijeku u prahu,
punomasnom mlijeku u prahu,

- djelimi¢no obranom mlijeku u prahu,

- obranom mlijeku u prahu.

2. DEFINICUA

Udio mlije¢ne kiseline i laktata u mlijeku u prahu je udio
mlijeéne kiseline i laktata, izrazenih kao mlije¢na kiselina,
odreden opisanom metodom.

3. PRINCIP

Masti, bjelancevine i laktoza istovremeno se uklanjaju iz
rastvora uzorka dodavanjem bakrovog sulfata ili kalcijevog
hidroksida nakon ¢ega slijedi filtracija.

Mlije¢na kiselina i laktati u filtratu prevode se u
acetaldehid koncentriranom sumpornom kiselinom uz prisustvo
bakrovog(ll) sulfata.

Udio mlije¢ne kiseline odreduje se kolorimetrijski uz
upotrebu p-hidroksidifenila.

Udio mlije¢ne kiseline i laktata izraZzava se u mg mlijecne
kiseline na 100 g bezmasne suhe tvari.

4. REAGENSI

4.1. Rastvor bakrovog(ll) sulfata

Rastvoriti 250 g bakrovog(ll) sulfata (CuSO, x 5H,0) u
vodi i razrijediti vodom do 1000 mL.

4.2. Suspenzija kalcijevog hidroksida.

4.2.1. Smrviti 300 g kalcijevog hidroksida (Ca(OH),) u
tarioniku s vodom, Kkoriste¢i ukupno 900 mL. Suspenzija mora
biti svjeZe pripremljena prije upotrebe.

4.2.2. Suspenzija kalcijevog hidroksida

Smrviti 300 g kalcijevog hidroksida (Ca(OH),) u tarioniku
s vodom, koriste¢i ukupno 1400 mL. Suspenzija mora biti
svjeze pripremljena prije upotrebe.

4.3. Sumporna kiselina — rastvor bakrovog(ll) sulfata

K 300 mL sumporne kiseline, 95,9-97,0% (m/m) H,SO,,
dodati 0,5 mL rastvora bakrovog(ll) sulfata (4.1.).

4.4. Rastvor p-hidroksidifenila (C¢HsCgH4OH)

Potresanjem i laganim zagrijavanjem rastvoriti 0,75 g p-
hidroksidifenila u 5 mL vodenog rastvora natrijevog hidroksida,
koji sadrzi 5 g NaOH na 100 mL. U odmjernoj tikvici razrijediti
vodom do 50 mL. Rastvor ¢uvati u boci od smedeg stakla na
tamnom i hladnom mjestu. Ne upotrebljavati rastvor ako dode
do promjene boje ili zamucenja. Maksimalna trajnost rastvora
je 72 sata.

4.5. Standardni rastvor mlijecne kiseline

Neposredno prije upotrebe rastvoriti 0,1067 g litijevog
laktata (CH;CHOHCOOLI) u vodi i razrijediti u odmjernoj
tikvici do 1000 mL. 1 mL ovog rastvora odgovara 0,1 mg
mlijecne kiseline.

4.6. Standardno rekonstituirano mlijeko

Unaprijed analizirati nekoliko uzoraka mlijeka u prahu
visokog kvaliteta. Za izradu baZzdarne krivulje izabrati uzorak s
najmanjom koli¢inom mlijec¢ne Kiseline, koji sadrzi najvise 30
mg mlijecne kiseline na 100 g bezmasne suhe tvari. Provesti
postupak opisan u ta¢. 6.2.1. i 6.2.2.

5. OPREMA

5.1. Analiti¢ka vaga

5.2. Spektofotometar s mogué¢noS¢u ocitanja na talasnoj
duZini 570 nm.

5.3. Vodeno kupatilo temperature 30 + 2°C.

5.4. Tarionik i tucak.

5.5. Filter-papir (Schleicher i Schull 595, Whatman 1 ili
papir jednakog kvaliteta).

5.6. Epruvete od pireksa ili jednakog kvaliteta (dimenzije
25 x 150 mm).

Napomena:

Sve stakleno posude i pribor moraju biti potpuno disti i
namijenjeni za upotrebu samo u ovom odredivanju. Prije pranja
stakleno posude i pribor koji sadrze ostatke taloga isprati
koncentriranom hloridnom kiselinom.

6. POSTUPAK

6.1. Slijepa proba

Provesti slijepu probu tako da se 30 mL vode stavi u
graduiranu epruvetu od 50 mL i provesti postupak opisan u tac.
6.2.4. do 6.2.11. uklju¢ivo. Ako slijepa proba s vodom prelazi
ekvivalentnu koli¢inu od 20 mg mlije¢ne kiseline na 100 g
bezmasne suhe tvari, potrebno je provjeriti reagense i negiste
reagense ili reagens zamijeniti. Slijepu probu provesti paralelno
s analizom uzorka.

6.2. Odredivanje

Napomena:

Izbjegavati kontaminaciju necisto¢ama, posebno slinom i
znojem.

6.2.1. Odrediti koli¢inu bezmasne suhe tvari a (u

gramima) uzorka oduzimanjem koli¢ine masti (odredene prema
Metodi 4) i koli¢ine vode (odredene prema Metodi 2) od 100.

. 1000
6.2.2. Odvagati a10)

Ovu koli¢inu uzorka dodati u 100 mL vode i temeljito
promijesati.

6.2.3. 5 mL dobivenog rastvora otpipetirati u graduiranu
epruvetu od 50 mL i razrijediti vodom do pribliZno 30 mL.

6.2.4. Potresajuci epruvetu polagano dodati 5 mL rastvora
bakrovog(ll) sulfata (4.1.) i ostaviti da stoji 10 minuta.

6.2.5. Potresaju¢i epruvetu, polagano dodati 5 mL
suspenzije kalcijevog hidroksida (4.2.1.) ili 10 mL suspenzije
kalcijevog hidroksida (4.2.2.).

6.2.6. Razrijediti vodom do 50 mL, snaZno protresti.
Ostaviti da stoji 10 minuta, a zatim profiltrirati. Baciti prvi dio
filtrata.

6.2.7. Otpipetirati 1 mL filtrata u epruvetu (5.6.).

6.2.8. U epruvetu dodati 6,0 mL rastvora sumporne
kiseline-bakrovog(ll) sulfata pomoc¢u birete ili graduirane
pipete. PromijeSati.

6.2.9. Zagrijavati u kipuéem vodenom Kkupatilu pet
minuta. Ohladiti na sobnu temperaturu pod mlazom tekuce
vode.

6.2.10. Dodati dvije kapi reagensa p-hidroksifenila (4.4.) i
snazno protresti kako bi se reagens ravnomjerno rasirio u
tekudini. Staviti epruvetu u vodeno kupatilo na 30°C + 2°C i
ostaviti 15 minuta uz povremeno potresanje.

6.2.11. Staviti epruvetu u kipuée vodeno kupatilo 90 se-
kundi. Ohladiti na sobnu temperaturu pod mlazom tekuce vode.

6. 2.12. Izmjeriti apsorbanciju u odnosu na slijepu probu
(6.1.) unutar tri sata na talasnoj duzini navedenoj u tagki 5.2.

6. 2.13. Ako je apsorbancija veéa od najvise tacke
standardne krivulje, ponoviti test koriste¢i odgovarajuci
razrijedeni filtrat dobiven u tacki 6.2.6.

6.3. Priprema standarda

6.3.1. Otpipetirati 5 mL rekonstituiranog mlijeka (4.6.) u
pet graduiranih epruveta od 50 mL. U epruvete otpipetirati 0, 1,
2, 314 mL standardnog rastvora (4.5.) kako bi se dobio raspon
standarda koji odgovaraju 0, 20, 40, 60 i 80 mg dodate mlije¢ne
kiseline na 100 g bezmasne suhe tvari mlijeka u prahu.

6.3.2. Razrijediti vodom do priblizno 30 mL i provesti
postupak opisan u ta¢. od 6.2.4. do 6.2.11.

g uzorka s ta¢nos¢u od 0,1 g.
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6.3.3. Izmjeriti apsorbanciju standarda (6.3.1.) u odnosu
na slijepu probu (6.1.) na talasnoj duZini navedenoj u tacki 5.2.
Unijeti u graf apsorbancije za kolicine mlije¢ne Kiseline iz
tacke 6.3.1., odnosno 0 mg, 20 mg, 40 mg, 60 mg i 80 mg na
100 g bezmasne suhe tvari. Povuci pravac koji najbolje prolazi
tackama i izraditi standardnu krivulju pomicanjem pravca
paralelno na nacin da prolazi kroz ishodiste.

7. IZRAZAVANJE REZULTATA

7.1. Metoda izraéunavanja

Preradunati apsorbanciju izmjerenu u ta¢. 6.2.12. ili
6.2.13. u mg mlijecne kiseline na 100 g bezmasne suhe tvari u
uzorku sluze¢i se standardnom krivuljom. Dobiveni rezultat
pomnoziti s faktorom razrjedivanja u slucaju razrjedivanja
filtrata prema tacki 6.2.13.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti ve¢a od 8 mg
mlije¢ne Kiseline na 100 g bezmasne suhe tvari za koli¢ine do
80 mg. Za vecée vrijednosti, ova razlika ne smije biti ve¢a od
10% najmanje vrijednosti.

METODA 7. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI
FOSFATAZE
(Modificirani Sanders-Sagerov postupak)

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom metodom opisuje se odredivanje aktivnosti
fosfataze u:

- ekstramasnom mlijeku u prahu,
punomasnom mlijeku u prahu,
djelimi¢no obranom mlijeku u prahu,

- obranom mlijeku u prahu.

2. DEFINICA

Aktivnost fosfataze mlijeka u prahu je mjerilo kolicine
prisutne aktivne alkalne fosfataze. lzrazava se kao koligina
fenola u pg koji se oslobada iz 1 mL rekonstituiranog mlijeka,
odredena opisanom metodom.

3. PRINCIP

Aktivnost fosfataze mlijeka u prahu odreduje se
sposobnod¢u fosfataze da oslobodi fenol iz dinatrijevog fenil
fosfata. Koli¢ina otpustenog fenola, pod propisanim uslovima,
odreduje se spektrofotometrijskim mjerenjem boje razvijene
Gibbovim reagensom.

4. REAGENSI

4.1. Rastvor A

Pufer barijev borat hidroksid: pH 10,6 + 0,1 pri 20°C.

Rastvoriti 25,0 g barijevog hidroksida (Ba(OH), x 8H,0)
u vodi i razrijediti do 500 mL.

Rastvoriti 11,0 g borne kiseline (H3BO3) u vodi i
razrijediti do 500 mL.

Zagrijati oba rastvora do 50°C i promijeSati. Protresti i
ohladiti mjeSavinu na sobnu temperaturu. Podesiti pH na 10,6 +
0,1 pomocu rastvora barijevog hidroksida i filtrirati. Rastvor
pohraniti u dobro zatvorenoj posudi. Prije upotrebe razrijediti
pufer s jednakom koli¢inom vode.

4.2. Rastvor B

Pufer za razvijanje boje

Rastvoriti 6,0 g natrijevog metaborata (NaBO,) (ili 12,6 g
NaBO, x 4H,0) i 20,0 g natrijevog hlorida (NaCl) u vodi i
razrijediti vodom do 1000 mL.

4.3. Rastvor C

Rastvor puferskog supstrata.

4.3.1. Rastvoriti 0,5 ¢ dinatrijevog fenil fosfata
(Na,CeHsPO, x 2H,0) u 4,5 mL rastvora B (4.2.). Dodati 2
kapi rastvora E (4.5.) i ostaviti da stoji 30 minuta. Ekstrahirati
boju sa 2,5 mL butanola (4.10). Ako je potrebno, ponoviti

ekstrakciju boje. Nakon odvajanja butanol baciti. Ova rastvor
moZe se ¢uvati nekoliko dana u hladnjaku. Prije upotrebe jo$
jednom razviti i ekstrahirati boju.

4.3.2. Otpipetirati 1 mL ovog rastvora u odmjernu tikvicu
od 100 mL i dopuniti do oznake rastvorom A. Puferski rastvor
pripremiti neposredno prije upotrebe.

4.4. Rastvor D

Sredstvo za taloZenje

Rastvoriti 3,0 g cinkovog sulfata (ZnSO4 x 7H,0) i 0,6 g
bakrovog(ll) sulfata (CuSO,4 x 5H,0) u vodi i dopuniti vodom
do 100 mL.

4.5. Rastvor E

Gibbov reagens

Rastvoriti 0,040 g 2,6-dibromokinona -1,4-hloroimida
(OC¢H,Br,NCI) u 10 mL 96%-tnog etanola. Rastvor ¢uvati u
boci od tamnog stakla u hladnjaku. Ovaj reagens baciti kada
izgubi boju.

4.6. Pufer za razrjedivanje boje

Razrijediti 10 mL rastvora B (4.2.), pufera za razvijanje
boje, vodom do 100 mL.

4.7. Rastvor bakrovog sulfata

Rastvoriti 0,05 g bakrovog(ll) sulfata (CuSO,4 x 5H,0) u
vodi i dopuniti vodom do 100 mL.

4.8. Standardni rastvor fenola

Rastvoriti 0,200 + 0,001 g cistog fenola u vodi i dopuniti
vodom do 100 mL u odmjernoj tikvici. Ovaj rastvor moze se
¢uvati nekoliko mjeseci u hladnjaku.

Razrijediti 10 mL ovog rastvora vodom do 100 mL. Ovaj
razrijedeni rastvor sadrzi 200 pg fenola u 1 mL i moZe se
upotrijebiti za pripremu jace razrijedenih rastvora.

4.9. Kipuc¢a destilirana voda

4.10. n-butanol.

5. OPREMA

5.1. Analiticka vaga

5.2. Vodeno kupatilo, s
temperaturom od 37 £ 1°C.

5.3. Spektofotometar s mogué¢noS$¢u ocitanja na talasnoj
duZini 610 nm.

5.4. Filter-papir (Schleicher i Schull 597, Whatman 42 ili
filter-papir jednakog kvaliteta).

5.5. Kipuce vodeno kupatilo.

5.6. Aluminijska folija.

6. POSTUPAK

Mjere opreza:

1. Izbjegavati direktno izlaganje suncevoj svjetlosti.

2. Sve stakleno posude i pribor, ¢epovi i materijal za
odstranjivanje moraju biti potpuno ¢isti. Preporucuje se
ispiranje i prokuhavanje u vodi ili obrada parom.

3. lzbjegavati upotrebu plasti¢énih materijala (primjerice
¢epova) jer mogu sadrzavati fenole.

4. Slina sadrzi fosfatazu stoga se kontaminacija slinom u
tragovima mora pazljivo izbjegavati.

6.1. Priprema uzorka

6.1.1. S taénoS¢u od 0,1 g odvagati 10 g uzorka i rastvoriti
u 90 mL vode. Temperatura za rastvaranje praha ni u kojem
sluéaju ne smije biti visa od 35°C.

6.2. Odredivanje

6.2.1. U svaku od dvije epruvete staviti 1 mL rekonstitu-
iranog mlijeka pripremljenog kako je opisano u tacki 6.1.1.

6.2.2. Zagrijavati jednu od epruveta u kipucoj vodi dvije
minute. Prekriti epruvetu i vodeno kupatilo (5.5.) ili, naprimjer,
¢aSu aluminijskom folijom (5.6.) kako bi se osiguralo
zagrijavanje cijele epruvete. Hladnom vodom ohladiti na sobnu
temperaturu. Ovu epruvatu upotrijebiti za slijepu probu. U svim
postupcima koji slijede s obje epruvete postupati jednako.

termostatski  reguliranom
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6.2.3. Dodati 10 mL rastvora C (4.3.2.). PromijeSati i
staviti epruvetu u vodeno kupatilo na 37°C (5.2.).

6.2.4. Inkubirati 60 minuta u vodenom kupatilu uz
povremeno potresanje.

6.2.5. Epruvete odmah prebaciti u kipuée vodeno kupatilo
(5.5.) i zagrijavati dvije minute, a zatim ohladiti na sobnu
temperaturu hladnom vodom.

6.2.6. Dodati 1 mL rastvora D (4.4.), promijeSati i filtrirati
preko suhog filter-papira. Bacati prve filtrate sve dok se ne
dobije bistra tekucina.

6.2.7. 5 mL svakog filtrata staviti u epruvete, dodati 5 mL
rastvora B (4.2.) i 0,1 mL rastvora E (4.5.). Promije3ati.

6.2.8. Ostaviti da se boja razvija 30 minuta ne izlazudi
tekuéinu direktnoj suncevoj svjetlosti.

6.2.9. Izmjeriti apsorbanciju rastvora uzorka u odnosu na
slijepu probu, na talasnoj duZini navedenoj u tacki 5.3.

6.2.10. Ponoviti odredivanje ako je apsorbancija visa od
apsorbancije standardnog uzorka sa 20 pg fenola pripremljenog
kako je opisano u tacki 7.

Ako se ta granica prede, razrijediti odgovarajuc¢i volumen
rekonstituiranog mlijeka prema tacki 6.1.1. s odgovarajuc¢im
volumenom mlijeka koje je paZljivo prokuhano kako je opisano
u tacki 6.2.2. kako bi se inaktivirala prisutna fosfataza.

7. IZRADA STANDARDNE KRIVULJE

7.1. U ¢etiri odmjerne tikvice od 100 mL otpipetirati 1, 3,
5 i 10 mL standardnog rastvora razrijedenog kako je opisano u
tacki 4.8. i dopuniti vodom do oznake. Ovi rastvori sadrze 2, 6,
10 i 20 pg fenola po mL.

7.2. U epruvete otpipetirati 1 mL vode ili 1 mL svakog
standardnog rastvora (7.1.) kako bi se dobila serija uzoraka koji
sadrze 0 (vrijednost slijepe probe koja se dobiva upotrebom 1
mL vode)- 2-6-10 i 20 pg fenola.

7.3. U svaku epruvetu redom otpipetirati 1 mL rastvora
bakrovog(ll) sulfata (4.7.), 5 mL puferskog rastvora za razrjedi-
vanje boje (4.6.), 3 mL vode i 0,1 mL rastvora E. PromijeSati.

7.4. Ostaviti epruvete 30 minuta na sobnoj temperaturi ne
izlazu¢i ih direktnoj suncevoj svjetlosti.

7.5. lzmjeriti apsorbanciju rastvora u svakoj epruveti, u
poredenju s vrijednoS¢u slijepe probe, na talasnoj duZzini
navedenoj u tacki 5.3.

7.6. lzraditi standardnu krivulju uno3enjem vrijednosti
apsorbancije zavisno od Kkoli¢ine fenola u pg kako je navedeno
u tacki 7.2.

8. IZRAZAVANJE REZULTATA

8.1. Izracunavanje

8.1.1. Preracunati vrijednosti odredene u tacki 6.2.9. u pg
fenola sluzedi se standardnom krivuljom.

8.1.2. Izradunati aktivnost fosfataze izrazenu u pg fenola
po mL rekonstituiranog mlijeka prema sljede¢oj formuli:

Aktivnost fosfataze = 2,4 x P

pri cemu je:

P = koli¢ina fenola, prema tacki 8.1.1., u ug

8.1.3. Ako je bilo potrebno razrjedivanje, navedeno u
tacki 6.2.10., pomnoziti rezultat dobiven u tacki 8.1.2. s
faktorom razrjedivanja.

8.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti veca od 2 pg
fenola oslobodenog iz 1 mL rekonstituiranog mlijeka.

METODA 8. ODREPIVANJE AKTIVNOSTI FOSFATAZE
(Aschaffenburg-Mdllen-ov postupak)

1. OBIM | OBLAST PRIMJENE

Ovom metodom opisuje se odredivanje aktivnosti
fosfataze u:

- ekstramasnom mlijeku u prahu,

punomasnom mlijeku u prahu,
djelimi¢no obranom mlijeku u prahu,

- obranom mlijeku u prahu.

2. DEFINICIJA

Aktivnost fosfataze mlijeka u prahu je mjerilo Kkolicine
alkalne fosfataze prisutne u proizvodu. Izrazava se kao koli¢ina
p-nitrofenola u pg koji se oslobada iz 1 mL rekonstituiranog
uzorka, pod opisanim uslovima.

3. PRINCIP

Rekonstituirani uzorak razrjeduje se puferskim supstratom
pri pH 10,2 i inkubira pri temperaturi od 37°C dva sata. Alkalna
fosfataza prisutna u uzorku u tim okolnostima oslobada p-
nitrofenol iz dodanog dinatrijevog p-nitrofenol fosfata.
Oslobodeni p-nitrofenol odreduje se direktnim usporedivanjem
sa standardnim obojenim staklima u jednostavhom komparatoru
uz upotrebu reflektirane svjetlosti.

4. REAGENSI

4.1. Puferski rastvor natrijevog karbonata-bikarbonata

Rastvoriti 3,5 g bezvodnog natrijevog karbonata i 1,5 g
natrijevog bikarbonata u vodi i razrijediti vodom do 1000 mL u
odmjernoj tikvici.

4.2. Puferski supstrat

Rastvoriti 1,5 g dinatrijevog p-nitrofenilfosfata u puferu
natrijevom karbonatu-bikarbonatu (4.1.) i razrijediti puferom
(4.1.) do 1000 mL u odmjernoj tikvici.

Ova rastvor stabilan je ako se ¢uva u hladnjaku (< 4°C)
mjesec dana, ali na tako pohranjenim rastvorima mora se
provesti kontrolno ispitivanje boje (vidjeti tacku 6., Mijere
opreza br. 3).

4.3. Rastvori za bistrenje.

4.3.1. Rastvor cinkovog sulfata

Rastvoriti 30,0 g cinkovog sulfata (ZnSO4) u vodi i
razrijediti vodom do 100 mL u odmjernoj tikvici.

4.3.2. Rastvor kalijevog heksacijanoferata(ll)

Rastvoriti 17,2 g kalijevog heksacijanoferata(ll) trihidrata
(K4Fe(CN)e x 3H,0) i razrijediti vodom do 100 mL u
odmjernoj tikvici.

5. OPREMA

5.1. Analiti¢ka vaga

5.2. Vodeno kupatilo, s
temperaturom od 37 £ 1°C.

5.3. Komparator, sa specijalnim diskom koji sadrzi
standardna obojena stakla kalibrirana u pg p-nitrofenola po mL
mlijeka i kivete dimenzija 2 x 25 mm.

6. POSTUPAK

Mjere opreza:

1. Nakon upotrebe, epruvete isprazniti, isprati vodom,
oprati u vruc¢oj vodi koja sadrzi alkalni deterdzent te zatim
temeljito isprati ¢istom vru¢om teku¢om vodom. Na kraju, prije
upotrebe epruvete isprati vodom i osusiti.

2. Pipete temeljito isprati ¢istom hladnom teku¢om vodom
odmah nakon upotrebe, zatim isprati vodom i osusiti prije
upotrebe.

3. Cepove epruveta temeljito isprati vrucom tekuéom
vodom odmah nakon upotrebe te zatim staviti u kipu¢u vodu
dvije minute.

4. Rastvor puferskog supstrata (4.2.) trebalo bi da ostane
stabilan najmanje mjesec dana ako se cuva u hladnjaku na
temperaturi od 4°C ili niZoj. Bilo kakva nestabilnost oznacena
je pojavom Zute boje. Dok se rezultati ispitivanja uvijek
ocitavaju u odnosu na prokuhani kontrolni uzorak koji sadrzi
isti rastvor puferskog supstrata, upotreba rastvora ne
preporucuje se ako je vrijednost boje veca od 10 pg kada se
o¢ita u Kiveti komparatora duZine 25 mm u odnosu na
destiliranu vodu u drugoj kiveti duZine 25 mm.

termostatski  reguliranom
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5. Upotrebljavati posebnu pipetu za svaki uzorak i
izbjegavati kontaminaciju pipete slinom.

6. Tokom ispitivanja uvijek treba izbjegavati izlaganje
suncevoj svjetlosti.

6.1. Priprema uzorka

Rastvoriti 10 g praha u 90 mL vode. Temperatura za
rastvaranje praha ne smije biti visa od 35°C.

6.2. Odredivanje

6.2.1. Otpipetirati 15 mL puferskog supstrata (4.2.) u
¢istu, suhu epruvetu, te dodati 2 mL rekonstituiranog uzorka
(6.1.) koji se ispituje. Zacepiti epruvetu, promijeSati okretanjem
i staviti u vodeno kupatilo na 37°C.

6.2.2. Istovremeno, u vodeno kupatilo staviti kontrolnu
epruvetu koja sadrzi 15 mL puferskog supstrata i 2 mL
prokuhanog rekonstituiranog uzorka slicnog onome Kkoji se
ispituje.

6.2.3. Nakon dva sata izvaditi obje epruvete iz vodenog
kupatila, dodati 0,5 mL cinkovog sulfata za talozenje (4.3.1.),
ponovo zacepiti, snazno protresti i ostaviti da stoji tri minute.
Dodati 0,5 mL kalijevog heksacijanoferata(ll) za talozenje
(4.3.2.), temeljito promijeati i filtrirati kroz nabrani filtar papir
i skupiti bistri filtrat u ¢istu epruvetu.

6.2.4. Prebaciti filtrat u 25 mm kivetu i uporediti s
filtratom prokuhanog kontrolnog uzorka u komparatoru
koristec¢i poseban disk (5.3.).

7. IZRAZAVANJE REZULTATA

7.1. Izra¢unavanje

Direktno ocitanje dobiveno u tacki 6.2.4. biljezi se kao pg
p-nitrofenola po mL uzorka ili po mL rekonstituiranog uzorka.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva odredivanja koja provodi isti
analiticar, istovremeno ili neposredno jedno za drugim, na
istom uzorku te pod istim uslovima, ne smije biti ve¢a od 2 g
p-nitrofenola oslobodenog iz 1 mL rekonstituiranog mlijeka.






