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ROZPORZADZENIE MINISTRA ROLNICTWA | ROZWOJU WSI"

z dnia 8 lipca 2004 r.

w sprawie szczegotowych wymagan w zakresie jakosci handlowej oraz metod analiz niektorych rodzajow
mleka zageszczonego i mleka w proszku, przeznaczonego do spozycia przez ludzi?

Na podstawie art. 15 pkt 2 i art. 34 pkt 2 ustawy
z dnia 21 grudnia 2000 r. o jakosci handlowej artyku-

1 Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziatem admini-
stracji rzadowej — rynki rolne, na podstawie 8 1 ust. 2
pkt 3 rozporzadzenia Prezesa Rady Ministréow z dnia
11 czerwca 2004 r. w sprawie szczegdétowego zakresu
dziatania Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Dz. U. Nr 134,
poz. 1433).

Przepisy niniejszego rozporzadzenia wdrazajg postano-

wienia:

— dyrektywy 2001/114/WE z dnia 20 grudnia 2001 r. odno-
szgcej sie do niektérych rodzajéw mleka utrwalonego
przez czesciowe lub catkowite odwodnienie, przezna-
czonego do spozycia przez ludzi (Dz. Urz. WE L 15
z 17.01. 2002),

— dyrektywy 79/1067/EWG z dnia 13 listopada 1979 r.
ustanawiajgcej wspolnotowe metody analiz do bada-
nia niektorych rodzajow mleka utrwalonego przez cze-
$ciowe lub catkowite odwodnienie, przeznaczonego do
spozycia przez ludzi (Dz. Urz. WE L 327 z 24.12.1979).

Dane dotyczace ogtaszania aktow prawa Unii Europej-

skiej, zamieszczone w niniejszym rozporzadzeniu, dotycza

ogtoszenia tych aktéw w Dzienniku Urzedowym Unii Eu-
ropejskiej — wydanie specjalne.

2

tow rolno-spozywczych (Dz. U. z 2001 r. Nr 5, poz. 44,
z p6zn. zm.3)) zarzadza sie, co nastepuje:

8 1. 1. Szczegdtowe wymagania w zakresie jakosci
handlowej niektérych rodzajow mleka zageszczonego
i mleka w proszku sa okreslone w zatgczniku nr 1 do
rozporzadzenia.

2. Metody analiz niektoérych rodzajow mleka za-
geszczonego i mleka w proszku sg okreslone w zatgcz-
niku nr 2 do rozporzadzenia.

§ 2. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: w z. D. Oleszczuk

3) Zmiany wymienionej ustawy zostaty ogtoszone w Dz. U.
z 2001 r. Nr 154, poz. 1802, z 2002 r. Nr 135, poz. 1145
i Nr 166, poz. 1360, z 2003 r. Nr 208, poz. 2020 i Nr 223,
poz. 2220 i 2221 oraz z 2004 r. Nr 42, poz. 386 i Nr 96,
poz. 959.
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Zataczniki do rozporzadzenia Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 8 lipca 2004 r. (poz. 1723)

Zatacznik nr 1

SZCZEGOLOWE WYMAGANIA W ZAKRESIE JAKOSCI HANDLOWEJ NIEKTORYCH RODZAJOW
MLEKA ZAGESZCZONEGO | MLEKA W PROSZKU

1. Mleko zageszczone jest produktem ptynnym,
stodzonym albo niestodzonym:

1) otrzymywanym bezposrednio przez czesciowe
usuniecie wody z mleka, z mleka catkowicie albo
czesciowo odttuszczonego albo mieszaniny tych
produktow;

2) z ewentualnym dodatkiem $mietanki lub mleka
w proszku, z tym ze dodatek mleka w proszku nie
moze przekroczy¢ w produktach gotowych 25 % cat-
kowitej suchej masy;

3) z ewentualnym dodatkiem witamin;

4) utrwalonym przez:

a) obrobke cieplng, w tym sterylizacje i UHT,
w przypadku mleka zageszczonego niestodzo-
nego,

b) dodanie sacharozy, w przypadku mleka zagesz-
czonego stodzonego.

2. Mleko zageszczone niestodzone powinno spet-
nia¢ nastepujagce wymagania w zakresie jakosci hand-
lowej:

1) zawartosé ttuszczu:

a) nie mniej niz 15 % — w przypadku mleka za-
geszczonego petnottustego,

b) nie mniej niz 7,5 % — w przypadku mleka za-
geszczonego,

c¢) nie mniej niz 1 % i mniej niz 7,5 % — w przypad-
ku mleka zageszczonego czesciowo odttuszczo-
nego,

d) nie wiecej niz 1 % — w przypadku mleka za-
geszczonego odttuszczonego;

2) zawarto$¢ catkowitej suchej masy mleka:

a) nie mniej niz 26,5 % — w przypadku mleka za-
geszczonego petnottustego,

b) nie mniej niz 25 % — w przypadku mleka za-
geszczonego,

c) nie mniej niz 20 % — w przypadku mleka za-
geszczonego czesciowo odttuszczonego,

d) nie mniej niz 20 % — w przypadku mleka za-
geszczonego odttuszczonego.

3. Mleko zageszczone stodzone zawierajace doda-
tek sacharozy, taki jak cukier potbiaty, cukier biaty lub

cukier rafinowany powinno spetniaé¢ nastepujace wy-
magania w zakresie jakosci handlowej:

1) zawartosé ttuszczu:

a) nie mniej niz 8 % — w przypadku mleka zagesz-
czonego stodzonego,

b) nie mniej niz 1 % i mniej niz 8 % — w przypad-
ku mleka zageszczonego czesciowo odttuszczo-
nego stodzonego,

c) nie wiecej niz 1 % — w przypadku mleka za-
geszczonego odttuszczonego stodzonego;

2) zawartos$¢ catkowitej suchej masy mleka:

a) nie mniej niz 28 % — w przypadku mleka za-
geszczonego stodzonego,

b) nie mniej niz 24 % — w przypadku mleka zagesz-
czonego czesciowo odttuszczonego stodzonego,

¢) nie mniej niz 24 % — w przypadku mleka za-
geszczonego odttuszczonego stodzonego.

4. W procesie technologicznym mleka zageszczo-
nego stodzonego dopuszcza sie dodawanie laktozy
w ilosci nieprzekraczajgcej 0,03 % masy w stosunku
do produktu gotowego.

5. Mleko w proszku jest produktem statym:

1) otrzymywanym bezposrednio przez usuniecie wo-
dy z mleka, z mleka catkowicie albo cze$ciowo od-
ttuszczonego, ze $mietanki albo mieszaniny tych
produktéw;

2) z ewentualnym dodatkiem witamin;

3) utrwalonym przez odwadnianie.

6. Mleko w proszku powinno spetniaé¢ nastepujace
wymagania w zakresie jakosci handlowej:

1) zawarto$¢ wody — nie wiecej niz 5 % masy;
2) zawartosé ttuszczu:

a) nie mniej niz 42 % — w przypadku mleka
w proszku kremowego ($§mietanki w proszku),

b) nie mniej niz 26 % i mniej niz 42 % — w przy-
padku mleka w proszku petnego,

c) wiecej niz 1,5 % i mniej niz 26 % — w przypad-
ku mleka w proszku czesciowo odttuszczonego,

d) nie wiecej niz 1,5 % ttuszczu — w przypadku
mleka w proszku odttuszczonego.
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Zatacznik nr 2

METODY ANALIZ NIEKTORYCH RODZAJOW MLEKA ZAGESZCZONEGO | MLEKA W PROSZKU

l. PRZEPISY OGOLNE

1. W celu przygotowania probki mleka zageszczo-
nego niestodzonego do analizy laboratoryjnej doko-
nuje sie nastepujacych czynnosci:

1) zamknieta puszke z mlekiem po wytrzasnieciu
i odwrdceniu otwiera sie i powoli przelewa sie
mleko do pojemnika ze szczelnym wieczkiem,
mieszajac je przez kilkakrotne przelewanie;

2) po upewnieniu sig, ze caty ttuszcz i mleko przywie-
rajgce do $cianek i dna puszki zostaty wprowadzo-
ne do prébki, pojemnik zamyka sig;

3) w przypadku gdy zawartosé nie jest jednolita, po-
jemnik ogrzewa sie w tazni wodnej w temperatu-
rze 40 °C przez dwie godziny;

4) pojemnik wytrzasa sie energicznie co 15 minut;

5) pojemnik wyjmuje sie z fazni wodnej i schtadza do
temperatury pokojowej;

6) wieczko zdejmuje sie, doktadnie miesza sie zawar-
tos¢ pojemnika tyzka albo topatka;

7) w przypadku gdy wydzielit sie ttuszcz, nie bada sie
probki;
8) probke przechowuje sie w chtodnym miejscu.

2. W celu przygotowania probki mleka zageszczo-
nego stodzonego do analizy laboratoryjnej dokonuje
sie nastepujacych czynnosci:

1) w przypadku mleka w puszce:

a) zamknietg puszke z mlekiem ogrzewa sie w tazni
wodnej w temperaturze od 30 °C do 40 °C przez
okotfo 30 minut,

b

~

puszke otwiera sie i starannie miesza sie zawar-
tosé tyzka albo topatkg ruchami w gore, w dét
i okreznie tak, aby uzyskaé jednorodng miesza-
nine warstwy gornej i dolnej,

c) po upewnieniu sig, ze pozostate mleko przyle-
gajace do scian i dna puszki zostato wtaczone
do probki, catg zawartos$é puszki przelewa sie do
drugiego pojemnika ze szczelnym wieczkiem,

d

e

pojemnik zamyka sie i przechowuje w chtod-
nym miejscu;

2) w przypadku mleka w tubie:

a) koniec tuby odcina sie i przelewa sie jej zawar-
tos$¢ do pojemnika ze szczelnym wieczkiem,

b) tube rozcina sie wzdtuz, a caty produkt przyle-
gajacy do wewnetrznej powierzchni tuby ze-
skrobuje sie i starannie miesza z zawartoscia
pojemnika,

c) pojemnik przechowuje sie w chtodnym miejscu.

do

3. W celu przygotowania prébki mleka w proszku
analizy laboratoryjnej dokonuje sie nastepujacych

czynnosci:

1) mleko w proszku przenosi sie do czystego, suche-

go pojemnika ze szczelnym wieczkiem, o pojem-
nosci dwukrotnie wiekszej od objetosci prébki;

2) po niezwtocznym zamknieciu pojemnika starannie

miesza sie jego zawartosé przez wielokrotne wy-
trzasanie i odwracanie;

3) w celu zminimalizowania absorpcji wody podczas

przygotowywania probki nalezy unikaé¢ wystawia-
nia probki mleka na bezposrednie oddziatywanie
powietrza atmosferycznego.

METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI SUCHEJ
MASY ORAZ SUCHEJ MASY BEZTtUSZCZOWEJ
W MLEKU ZAGESZCZONYM (suszenie w tempera-
turze 99 °C)

1. Metoda oznaczania zawartosci suchej masy

w mleku zageszczonym, zwana dalej ,metoda”, pole-

ga

na rozcienczeniu prébki mleka zageszczonego wo-

da, wymieszaniu z piaskiem i wysuszeniu w tempera-

tur

ze 99 °C + 1 °C; masa po wysuszeniu stanowi sucha

mase i jest wyrazana jako utamek masowy probki
w procentach.

2. Zawartos$¢ suchej masy w mleku zageszczonym

oznacza zawartos¢ suchej masy oznaczong niniejszg
metoda.

3. W metodzie uzywa sie podstawowego sprzetu

laboratoryjnego oraz:

1)

2)

6)

wagi analitycznej umozliwiajgcej wazenie z do-
ktadnoscia co najmniej do 0,1 mg;

naczynek wagowych o $rednicy od 60 mm do 80 mm,
wysokosci okoto 25 mm, wykonanych z metalu ta-
kiego, jak nikiel, aluminium albo stal nierdzewna,
z dobrze dopasowanymi, tatwo zdejmowanymi
wieczkami;

suszarki pod cisnieniem atmosferycznym, dobrze
wentylowanej, z termostatyczng regulacjg tempe-
ratury 99 °C + 1 °C, zapewniajacej jednolita tempe-
rature w catej suszarce;

eksykatora zawierajagcego swiezo aktywowany zel
krzemionkowy ze wskaznikiem zawartosci wody
albo réwnorzedny $rodek osuszajacy;

szklanych pateczek, sptaszczonych na jednym
koncu, o dtugosci dopasowanej do wielkosci na-
czynek wagowych;

wrzgcej tazni wodnej.
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4. W metodzie wykorzystuje sie wode destylowa-
ng, demineralizowang albo o co najmniej rownorzed-
nej czystosci.

5. W metodzie uzywa sie piasku kwarcowego albo
piasku morskiego o wielkosci ziaren od 0,18 mm do
0,5 mm, przechodzacych przez sito o wielkosci oczek
od 180 pm do 500 pym, potraktowanego kwasem chlo-
rowodorowym, odpowiadajgcego nastepujgcej probie
kontrolnej:

1) w naczynku wagowym umieszcza sie okoto 25 g pia-
sku;

2) odkryte naczynko wagowe wraz z wieczkiem umiesz-
cza sie w suszarce i suszy przez dwie godziny;

3) naczynko wagowe wraz z wieczkiem przenosi sie
do eksykatora, schtadza do temperatury pokojo-
wej i wazy z doktadnoscig do 0,1 mg;

4) dodaje sie 5 ml wody, suszy ponownie w suszarce
przez dwie godziny, schtadza i ponownie wazy;

5) réznica mas pomiedzy dwoma wazeniami nie mo-
ze przekroczy¢ 0,5 mg;

6) w przypadku negatywnego wyniku proby kontrol-
nej piasek zalewa sie 25 % roztworem kwasu chlo-
rowodorowego i odstawia na 3 dni, od czasu do
czasu mieszajac;

7) ptucze sie woda do zaniku odczynu kwasnego lub
gdy woda ptuczgca bedzie wolna od chlorkow;

8) suszy sie w temperaturze 160 °C i powtarza sie
probe kontrolng, o ktérej mowa w pkt 1—b5.

6. W celu oznaczenia zawartosci suchej masy
w mleku zageszczonym dokonuje sie nastepujacych
czynnosci:

1) w naczynku wagowym umieszcza sie okoto 25 g pia-
sku i szklang pateczke;

2) odkryte naczynko wagowe wraz z wieczkiem umiesz-
Cza sie w suszarce i suszy przez dwie godziny;

3) naczynko wagowe przykrywa sie wieczkiem, prze-
nosi do eksykatora, schtadza do temperatury po-
kojowej i wazy z doktadnoscig do 0,1 mg, a mase
odnotowuje sig¢ jako m;

4) przechylajagc naczynko wagowe, przesuwa sie pia-
sek na jedna strone naczynka wagowego, a na wol-
na powierzchnige przenosi sie okoto 1,5 g prébki
mleka zageszczonego stodzonego albo 3,0 g mleka
zageszczonego niestodzonego, naczynko wagowe
przykrywa sie wieczkiem i wazy z doktadnoscig do
0,1 mg, a masg odnotowuje sig jako m;;

5) wieczko zdejmuje sie, dodaje sie 5 ml wody, mie-
sza sie ptyny za pomoca szklanej pateczki, a na-
stepnie miesza sie piasek i czes¢ ptynng; szklang
pateczke pozostawia sie¢ w mieszaninie;

6) naczynko wagowe umieszcza sie we wrzacej tazni
wodnej do czasu, az woda odparuje; czas odparo-
wania wody powinien wynosi¢ okoto 20 minut; za-
wartosé miesza sie od czasu do czasu za pomoca
szklanej pateczki, utrzymujac mase dobrze napo-

wietrzong tak, aby schnac, nie zbrylata sig; szklang
pateczke pozostawia sie w naczynku wagowym;

=

przykryte wieczkiem naczynko wagowe suszy sie
w suszarce przez 90 minut;

8) naczynko wagowe przenosi sie do eksykatora,
schtadza do temperatury pokojowej i wazy z do-
ktadnoscig do 0,1 mg;

9) naczynko wagowe ponownie umieszcza sie W su-
szarce i po jego odkryciu suszy sie je wraz z wiecz-
kiem przez godzing, a nastepnie powtarza sie
czynnosci, o ktérych mowa w pkt 8;

10

-~

czynnosci, o ktérych mowa w pkt 9, powtarza sie,
az roznica mas pomiedzy dwoma kolejnymi waze-
niami bedzie mniejsza niz 0,5 mg lub az masa za-
cznie wzrastag;

11

~

do obliczen przyjmuje sie najnizszg uzyskang ma-
s¢ odnotowang jako m,,.

7. Zawartos¢ suchej masy w probce oblicza sie we-
dtug wzoru:

m,—m
2 0
——x 100
my—my
gdzie:
m, — oznacza mase naczynka wagowego wraz
z wieczkiem, piaskiem i szklang pateczka,
w gramach,
m, — oznacza mase naczynka wagowego wraz

z wieczkiem, piaskiem, szklang pateczkg i préb-
ka przed suszeniem, w gramach,

m, — oznacza mase naczynka wagowego wraz
z wieczkiem, piaskiem, szklang pateczkg i préb-
ka po suszeniu, w gramach

— i wyraza sie jako utamek masowy probki w procen-
tach.

8. Zawartosé suchej masy mleka w mleku zagesz-
czonym stodzonym oblicza sie poprzez odjecie od su-
chej masy oznaczonej wedtug niniejszej metody za-
wartosci sacharozy oznaczonej wedtug metody, o kto-
rej mowa w czesci IV.

9. Zawartos¢ suchej masy bezttuszczowej mleka
w mleku zageszczonym stodzonym oblicza sie poprzez
odjecie od suchej masy oznaczonej wedfug niniejszej
metody zawartosci sacharozy oznaczonej wedtug me-
tody, o ktérej mowa w czesci IV, i zawartosci ttuszczu
oznaczonej wedtug metody, o ktérej mowa w cze-
sci VIII.

10. Zawartosé suchej masy bezttuszczowej w mle-
ku zageszczonym niestodzonym oblicza sie poprzez
odjecie od suchej masy oznaczonej wedfug niniejszej
metody zawartosci ttuszczu oznaczonej wedtug meto-
dy, o ktérej mowa w czesci VIII.

11. Powtarzalnos$é dla metody jest réznicg pomie-
dzy wynikami dwoéch oznaczan przeprowadzonych
rownolegle albo w krétkim odstepie czasu, na tej sa-
mej probce, przez tego samego analityka i w tych sa-
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mych warunkach, ktdéra nie powinna przekraczaé
0,2 g suchej masy na 100 g produktu.

12. Z analizy laboratoryjnej sporzadza sie protokot,
ktéry powinien zawieraé:

1) nazwe zastosowanej metody;
2) uzyskane wyniki;

3) wszystkie czynnosci niewymienione w metodzie
lub uznane za nieobowigzkowe, tagcznie ze szcze-
gotami kazdej okolicznosci, ktéra mogta wptynaé
na wyniki oznaczania;

4) informacje niezbedne do petnego zidentyfikowa-
nia prébki.

13. Wynik zamieszczony w protokole analizy labo-
ratoryjnej powinien spetniaé kryteria powtarzalnosci
okreslone dla metody.

. METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI WODY
W MLEKU W PROSZKU (suszenie w temperaturze
102 °C)

1. Metoda oznaczania zawarto$ci wody w mileku
w proszku, zwana dalej ,metoda”, polega na oznacza-
niu pozostatosci masy prébki po suszeniu w suszarce
pod cisnieniem atmosferycznym w temperaturze
102 °C = 1 °C do statej masy; ubytek masy jest wyra-
zany jako utamek masowy probki w procentach.

2. Zawarto$¢ wody w mleku w proszku oznacza
ubytek masy podczas suszenia oznaczony niniejszg
metoda.

3. W metodzie uzywa sie podstawowego sprzetu
laboratoryjnego oraz:

1) wagi analitycznej umozliwiajgcej wazenie z do-
ktadnoscig co najmniej do 0,1 mg;

2) naczynek wagowych o srednicy od 60 mm do 80 mm,
wysokosci okoto 25 mm, wykonanych z metalu takie-
go, jak nikiel, aluminium albo stal nierdzewna, z do-
brze dopasowanymi, tatwo zdejmowanymi wieczka-
mi;

3) suszarki pod ci$nieniem atmosferycznym, dobrze
wentylowanej, z termostatyczng regulacja tempe-
ratury 102 °C = 1 °C, zapewniajacej jednolitg tem-
perature w catej suszarce;

4) eksykatora zawierajacego $wiezo aktywowany zel
krzemionkowy ze wskaznikiem zawartosci wody
albo réwnorzedny $rodek osuszajacy.

4. W celu oznaczenia zawartosci wody w mleku
w proszku dokonuje sie nastepujacych czynnosci:

1) odkryte naczynko wagowe umieszcza sie wraz
z wieczkiem w suszarce i suszy przez okoto godzi-

ne;

2) przykryte wieczkiem naczynko wagowe przenosi
sie do eksykatora, schtadza do temperatury poko-
jowej i wazy z doktadnosciag do 0,1 mg, a mase od-
notowuje sig¢ jako m;

3) do naczynka wagowego przenosi sie okoto 2 g préb-
ki mleka w proszku, naczynko wagowe przykrywa sie
wieczkiem i mozliwie jak najszybciej wazy z doktad-
noscig do 0,1 mg, a mase odnotowuje sig jako m;;

4) odkryte naczynko wagowe wraz z wieczkiem
umieszcza sie w suszarce i suszy przez dwie godzi-

ny;

5) przykryte wieczkiem naczynko wagowe przenosi
sie do eksykatora, schtadza do temperatury poko-
jowej i mozliwie jak najszybciej wazy z doktadno-
$cig do 0,1 mg;

6) naczynko wagowe ponownie umieszcza sie w su-
szarce i po jego odkryciu suszy sie je wraz z wiecz-
kiem przez godzing, a nastepnie powtarza sie
czynnosci, o ktérych mowa w pkt 5;

7) czynnosci, o ktérych mowa w pkt 6, powtarza sie,
az ubytek masy w dwoch kolejnych wazeniach nie
przekroczy 0,5 mg lub az masa zacznie wzrasta¢;

8) do obliczeh przyjmuje sie najnizszg uzyskang ma-
se odnotowang jako m,,.

5. Zawarto$é wody w prébce oblicza sie wedtug
wzoru:

m,—m
—2 94100
my—m,
gdzie:
m, — oznacza masg naczynka wagowego wraz
z wieczkiem, w gramach,
m, — oznacza mase naczynka wagowego wraz
z wieczkiem oraz probka, w gramach,
m, — oznacza masg naczynka wagowego wraz
z wieczkiem oraz probka po ostatnim suszeniu,

w gramach

— i wyraza sie jako utamek masowy prébki w procen-
tach.

6. Powtarzalno$¢ dla metody jest roznicg pomie-
dzy wynikami dwéch oznaczan przeprowadzonych
rownolegle albo w krotkim odstepie czasu, na tej sa-
mej probce, przez tego samego analityka i w tych sa-
mych warunkach, ktdéra nie powinna przekraczaé
0,1 g wody na 100 g produktu.

7. Z analizy laboratoryjnej sporzadza sie protokét,
ktéry powinien zawierag:

1) nazwe zastosowanej metody;
2) uzyskane wyniki;

3) wszystkie czynnosci niewymienione w metodzie
lub uznane za nieobowigzkowe, tagcznie ze szcze-
gotami kazdej okolicznosci, ktéra mogta wptynaé
na wyniki oznaczania;

4) informacje niezbedne do petnego zidentyfikowa-
nia probki.

8. Wynik zamieszczony w protokole analizy labora-
toryjnej powinien spetniaé kryteria powtarzalnosci
okreslone dla metody.
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IV. METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI SACHAROZY
W MLEKU ZAGESZCZONYM StODZONYM
(METODA POLARYMETRYCZNA)

1. Metoda oznaczania zawartosci sacharozy w mle-
ku zageszczonym stodzonym, zwana dalej ,metodg”,
oparta jest na inwersji Clergeta i polega na potrakto-
waniu prébki mleka zageszczonego stodzonego kwa-
sem chlorowodorowym, ktéry powoduje catkowitg
hydrolize sacharozy, a nie powoduje hydrolizy laktozy
i innych cukrow. Zawartosé sacharozy jest oznaczana
na podstawie réznicy skrecalnosci optycznej roztworu
przed i po inwersji. Klarowny filtrat prébki, bez muta-
rotacji spowodowanej przez laktoze, otrzymuje sie
przez potraktowanie roztworu amoniakiem, nastepnie
neutralizacje i sklarowanie go przez sukcesywne do-
dawanie roztwordow octanu cynku i heksacyjanozela-
zianu(ll) potasu.

2. Zawartos¢ sacharozy w mleku zageszczonym
stodzonym oznacza zawarto$¢ sacharozy oznaczong
niniejszg metoda.

3. W metodzie uzywa sie podstawowego sprzetu
laboratoryjnego oraz:

1) wagi umozliwiajgcej wazenie z doktadnoscia co
najmniej do 10 mg;

2) rurki polarymetrycznej o doktadnie wzorcowanej
dtugosci 2 dm;

3) polarymetru albo sacharymetru o nastepujacych
cechach:

a) polarymetru ze $wiattem sodowym albo pola-
rymetru z zielonym $wiattem rteciowym —
lampa rteciowa z pryzmatem lub specjalnym
filtrem Wrattena N 77 A — z doktadnoscia od-
czytu co najmniej do 0,05 stopni katowych,

b) sacharymetru z miedzynarodowg skalg cukro-
wg, z biatym Swiattem przepuszczonym przez
filtr 15 mm 6 % roztworu dwuchromianu pota-
su albo swiattem sodowym, z doktadnoscig od-
czytu co najmniej do 0,1 na miedzynarodowej
skali cukrowej;

4) tazni wodnej o temperaturze 60 °C = 1 °C.

4. W metodzie wykorzystuje sie wode destylowa-
ng, demineralizowang albo o co najmniej rownorzed-
nej czystosci oraz nastepujace odczynniki odpowiada-
jace jakosci analityczne;j:

1) roztwor octanu cynku, o stezeniu 1 mol/l, uzyskany
przez rozpuszczenie w wodzie 21,9 g krystaliczne-
go 2 - hydratu octanu cynku (Zn(C,H;0,), - 2 H,0)
i 3 ml kwasu octowego lodowatego i uzupetnienie
woda do objetosci 100 ml;

2) roztwor heksacyjanozelazianu(ll) potasu, o steze-
niu 0,25 mol/l, uzyskany przez rozpuszczenie
w wodzie 10,6 g krystalicznego heksacyjanozela-
zianu(ll) potasu K,[Fe(CN)gl - 3 H,0 i uzupetnienie
woda do 100 ml;

3) roztwor kwasu chlorowodorowego, o stezeniu
6,35 = 0,20 mol/l, czyli o stezeniu od 20 % do

22 % (m/m) lub o stezeniu 5,0 =+ 0,2 mol/l, czyli
o stezeniu od 16 % do 18 % (m/m);

4) roztwér amoniaku, o stezeniu 2,0 = 0,2 mol/l, czyli
o stezeniu 3,5 % (m/m);

5) roztwér kwasu octowego, o stezeniu 2,0 + 0,2 mol/l,
czyli o stezeniu 12 % (m/m);

6) btekit bromotymolowy — roztwér o stezeniu
1 % (m/v) w etanolu.

5. W celu znormalizowania sposobu wykonania
oznaczania, odczynnikdw i sprzetu przeprowadza sie
nastepujgce oznaczanie kontrolne:

1) w dwoch powtdrzeniach dokonuje sie czynnosci,
o ktérych mowa w ust. 6, z uzyciem mieszaniny
100 g mleka petnego i 18 g czystej sacharozy albo
mieszaniny 110 g mleka odttuszczonego i 18 g czys-
tej sacharozy; kazda mieszanina odpowiada 40 g mle-
ka zageszczonego o zawartosci 45 % sacharozy;

2) oblicza sie zawartos¢ sacharozy przy zastosowa-
niu wzoréw okreslonych w ust. 7, podstawiajac:

a) we wzorze 1:
— za milo$¢ uzytego mleka,
— za F zawartos$¢ ttuszczu w uzytym mleku,
— za P zawartos$¢ biatka w uzytym mleku,

b) we wzorze 2 za m — wartosé 40,00;

3) srednia uzyskanych wartosci powinna wynosié
45 % + 0,2 %.

6. W celu oznaczenia zawartosci sacharozy w mle-
ku zageszczonym stodzonym dokonuje sie nastepujg-
cych czynnosci:

1) do szklanej zlewki o pojemnosci 100 ml odwaza
sig, z doktadnoscig do 10 mg, okoto 40 g dobrze
wymieszanej probki;

2) dodaje sie 50 ml wody o temperaturze od 80 °C do
90 °C i doktadnie miesza;

3) mieszanine przenosi sie ilosciowo do kolby po-
miarowej o pojemnosci 200 ml, poptukujac zlew-
ke kilkakrotnie woda o temperaturze 60 °C, az ob-
jeto$é mieszaniny w kolbie wyniesie od 120 ml do
150 ml, nastepnie miesza sie jg i schtadza do tem-
peratury pokojowej;

4) dodaje sie 5 ml rozcienczonego roztworu amonia-
ku, ponownie miesza i odstawia kolbe na 15 mi-
nut;

5) amoniak neutralizuje sie przez dodanie réwno-
waznej ilosci rozcienczonego roztworu kwasu
octowego, a nastepnie miesza; rownowazng ilosé
mililitréw kwasu octowego potrzebnego do neu-
tralizacji amoniaku oznacza przez miareczkowanie
roztworu amoniaku wobec btekitu bromotymolo-
wego jako wskaznika;
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6) dodaje sie 12,5 ml roztworu octanu cynku, ostroznie
mieszajgc przez obracanie lekko pochylonej kolby;

.

dodaje sie 12,5 ml roztworu heksacyjanozelazianu(ll)
potasu, ostroznie mieszajgc przez obracanie lekko
pochylonej kolby;

®

zawartos$¢ kolby podgrzewa sie do temperatury
20 °C i uzupetnia do 200 ml woda o temperaturze
20 °C;

9) podczas wykonywania czynnosci, o ktérych mowa
w pkt 1—8, wode i odczynniki dodaje sie w taki
sposob, aby unikngé powstawania pecherzykow
powietrza, a zawarto$¢é miesza sie przez obracanie
kolby, a nie przez wytrzasanie;

10

-

w przypadku gdy w trakcie dodawania wody lub
odczynnikdw pojawig sie pecherzyki powietrza,
przed uzupetnieniem zawartosci kolby woda, usu-
wa sie je przez krotkotrwate potaczenie kolby
z pompa prozniowa i obracanie kolby;

11

~

kolbe zamyka sie suchym korkiem, a zawartosé
miesza sie starannie przez energiczne wytrzasa-
nie;

12

~

kolbe odstawia sie na kilka minut, a nastepnie
przesacza sie mieszanine przez suchy sgczek z bi-
buty filtracyjnej, odrzucajgc pierwsze 25 ml filtra-
tu;

13

-

oznacza sie polaryzacje bezposrednia, czyli skrecal-
nos$¢ optycznag filtratu w temperaturze 20 °C + 1 °C;

14

-~

przeprowadza sig¢ inwersjg, wykonujac nastepujg-
ce czynnosci:

a) do kolby pomiarowej o pojemnosci 50 ml od-
mierza sie pipeta 40 ml filtratu, o ktérym mowa
w pkt 12,

b

~

dodaje sie 6,0 ml roztworu kwasu chlorowodo-
rowego, o stezeniu 6,35 mol/l, albo 7,5 ml roz-
tworu kwasu chlorowodorowego, o stezeniu
5,0 mol/l,

c) kolbe umieszcza sie w tazni wodnej o tempera-
turze 60 °C na 15 minut w taki sposdb, aby cata
banka kolby byta zanurzona,

d

ey

zawartos$é¢ kolby miesza sie ostroznie ruchem
okreznym przez 5 minut; w tym czasie zawar-
tos¢ kolby powinna osiggngé temperature tazni,

e) kolbe schtadza sie do temperatury 20 °C, a na-
stepnie uzupetnia do 50 ml woda o temperatu-
rze 20 °C,

f) zawartosé kolby miesza sie, a nastepnie kolbe
odstawia sie na godzine w temperaturze 20 °C;

15

-

oznacza sie polaryzacje po inwers;ji, czyli skrecal-
nos$¢ zinwertowanego roztworu w temperaturze
20 °C = 0,2 °C; w przypadku gdy temperatura cie-
czy w rurce polarymetrycznej, oznaczona jako T,
rézni sie podczas pomiaru o wiecej niz 0,2 °C, na-
lezy uwzgledni¢ poprawke temperatury zgodnie
z ust. 9.

7. Zawartosé sacharozy w probce oblicza sie we-
dtug wzorow:

m
(1) v=——(1,08F+1,55P)

100
D-1/25] V—v V
( = X X %
4 Lxm
gdzie:
S — oznacza zawartos$¢ sacharozy,
m — oznacza mase probki, w gramach,
F — oznacza zawarto$¢ ttuszczu w probce, w pro-
centach,

P — oznacza zawarto$é biatka (N x 6,38) w prébce,

w procentach,

oznacza poprawke na objetosé osadu powsta-
tego podczas klarowania, w mililitrach,

— oznacza objetosé, do ktorej rozcienczono prob-
ke przed filtracjg, w mililitrach,

oznacza bezposredni odczyt na skali polaryme-
tru (polaryzacja przed inwersj3),

oznacza odczyt na skali polarymetru po inwersiji,
— oznacza dtugosé rurki polarymetrycznej, w de-
cymetrach,

oznacza wspotczynnik inwersji okreslony zgod-
nie z ust. 10.

<
|

T <
|

'\ —
|

8. W przypadku gdy w metodzie zastosowano od-
wazone doktadnie 40 g mleka zageszczonego i polary-
metr ze S$wiattem sodowym, stopniami katowymi
i rurkg polarymetryczng o dtugosci 2 dm, a pomiaru
dokonano w temperaturze 20 °C + 0,1 °C, zawarto$é
sacharozy w mleku zageszczonym stodzonym mozna
rowniez obliczyé wedtug nastepujacego wzoru:

S=(D-1,251) x (2,833 -0,00612 F — 0,00878 P)
9. W przypadku gdy oznaczenia polaryzacji po in-

wersji dokonano w temperaturze innej niz 20 °C, wy-
nik, o ktérym mowa w ust. 8, mnozy sie przez:

(1 +0,0037 (T - 20))

gdzie T oznacza temperature zinwertowanego roztwo-
ru w rurce polarymetryczne;j.

10. Wartos$¢ wspotczynnika inwersji Q dla réznych
zrodet swiatta, z uwzglednieniem poprawek dla steze-
nia i temperatury, oblicza sie w nastepujacy sposdb:

1) w przypadku Swiatta sodowego i polarymetru ze
stopniami katowymi:

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

2) w przypadku zielonego $wiatta rteciowego i pola-
rymetru ze stopniami katowymi:

Q =1,0392 + 0,0007 (C -9) - 0,0039 (T - 20);
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3) w przypadku biatego $wiatta z filtrem dwuchro-
mianowym i sacharymetrem ze stopniami mig-
dzynarodowej skali cukrowej:

Q =2,549 + 0,0017 (C-9) - 0,0095 (T - 20)
— gdzie:
C — oznacza procentowag catkowitg zawartosé

cukréow w roztworze zinwertowanym, we-
dtug odczytu polarymetrycznego,

T — oznacza temperature zinwertowanego roz-
tworu podczas odczytu polarymetrycznego

— procentowg catkowitg zawartosé¢ cukrow C
w zinwertowanym roztworze mozna obliczyé
na podstawie bezposredniego odczytu i jego
zmiany po inwersji w zwykty sposdb, stosu-
jac normalne wartosci dla skrecalnosci wta-
sciwej sacharozy, laktozy i cukru inwertowa-
nego; poprawka dotyczaca stezenia, taka jak
0,0006 (C - 9), jest doktadna tylko wtedy, gdy
C wynosi okoto 9; dla mleka zageszczonego,
kiedy C jest bliskie 9, mozna ja pominag,

— odchylenia temperatury od 20 °C o 1 °C stwa-
rzajg matg réznice w odczycie bezposrednim,
ale wahania powyzej 0,2 °C przy odczycie po
inwersji wymagajg poprawki, ktdra jest doktad-
na tylko dla temperatur w przedziale 18 °C do
22 °C.

11. Powtarzalno$é dla metody jest réznicg pomie-
dzy wynikami dwodch oznaczan przeprowadzanych
rownolegle albo w krétkim odstepie czasu, na tej samej
prébce, przez tego samego analityka i w tych samych
warunkach, ktéra nie powinna przekraczaé 0,3 g sacha-
rozy na 100 g mleka zageszczonego stodzonego.

12. Z analizy laboratoryjnej sporzadza sie protokot,
ktéry powinien zawierac:

1) nazwe zastosowanej metody;
2) uzyskane wyniki;

3) wszystkie czynnosci niewymienione w metodzie
lub uznane za nieobowigzkowe, tacznie ze szcze-
gotami kazdej okolicznosci, ktéra mogta wptynaé
na wyniki oznaczania;

4) informacje niezbedne do petnego zidentyfikowa-
nia probki.

13. Wynik zamieszczony w protokole analizy labo-
ratoryjnej powinien spetniaé kryteria powtarzalnosci
okreslone dla metody.

V. METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI
MLEKOWEGO | MLECZANOW W MLEKU
W PROSZKU

KWASU

1. Metoda oznaczania zawartosci kwasu mlekowe-
go i mleczanow w mleku w proszku, zwana dalej ,me-
toda”, polega na jednoczesnym usunieciu z roztworu
probki ttuszczu, biatka i laktozy poprzez dodanie siar-
czanu miedzi i wodorotlenku wapnia, a nastepnie jego
przefiltrowaniu; kwas mlekowy i mleczany w filtracie

sg przeksztatcane w aldehyd octowy przy uzyciu stezo-
nego kwasu siarkowego(VI) w obecnosci siarczanu(VI)
miedzi(ll); zawarto$¢ kwasu mlekowego oznacza sie
kolorymetrycznie przy uzyciu p-hydroksydwufenylu;
zawartos$¢ kwasu mlekowego i mleczanéw jest wyra-
zana w miligramach kwasu mlekowego na 100 g su-
chej masy bezttuszczowe;j.

2. Zawarto$é kwasu mlekowego i mleczanéw
w mleku w proszku oznacza zawartos¢ kwasu mleko-
wego i mleczandow w przeliczeniu na kwas mlekowy,
oznaczong niniejszg metoda.

3. W metodzie uzywa sie podstawowego sprzetu
laboratoryjnego oraz:

1) wagi analitycznej umozliwiajgcej wazenie z do-
ktadnoscig co najmniej do 0,1 mg;

2) spektrofotometru odpowiedniego do odczytéow
przy dtugosci fali 570 nm;

3) tazni wodnej o temperaturze 30 °C + 2 °C;
4) mozdzierza i ttuczka do mozdzierza;

5) bibuty filtracyjnej, takiej jak Schleicher i Schull 595,
Whatman 1 albo réwnorzednej;

6) probowek ze szkta pyreksowego albo réwnorzed-
nych, o $srednicy 25 mm i dtugosci 1560 mm;

7) wrzacej tazni wodnej.

4. Sprzet szklany wykorzystywany w metodzie po-
winien by¢ idealnie czysty i przeznaczony wytgcznie
do niniejszego oznaczania; sprzet szklany zawierajacy
pozostatosci osadu powinien by¢ optukany przed
umyciem stezonym kwasem chlorowodorowym.

5. W metodzie wykorzystuje sie wode destylowa-
ng, demineralizowang albo o co najmniej rownorzed-
nej czystosci oraz nastepujace odczynniki odpowiada-
jace jakosci analitycznej:

1) roztwdr siarczanu(VI) miedzi(ll) otrzymywany
przez rozpuszczenie w wodzie 250 g siarczanu(VI)
miedzi(ll) (CuSO, - 5 H,0) i uzupetnienie wodg do
objetosci 1 000 ml;

2) zawiesiny wodorotlenku wapnia przygotowane bez-
posrednio przed uzyciem w nastepujacy sposob:
a) 300 g wodorotlenku wapnia (Ca(OH),) rozciera
sie w mozdzierzu z wodg i uzupetnienia woda
do objetosci 900 ml,

b) 300 g wodorotlenku wapnia (Ca(OH),) rozciera
sie w mozdzierzu z wodg i uzupetnienia woda
do objetosci 1 400 mi;

3) roztwor kwasu siarkowego(V1) i siarczanu(VI) mie-
dzi(ll) otrzymywany przez dodanie do 300 ml kwa-
su siarkowego(VI) (H,SO,), o stezeniu od 95,9 %
do 97,0 % (m/m), 0,6 ml roztworu siarczanu(VI)
miedzi(ll);

4) roztwér  p-hydroksydwufenylu  (CgHgCzH,OH)
przygotowany w nastepujacy sposob:

a) rozpuszcza sie przez wytrzasanie i tagodne
ogrzewanie 0,75 g p-hydroksydwufenylu w 5 ml
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wodnego roztworu wodorotlenku sodu zawiera-
jacego 5 g NaOH w 100 ml,

b) roztwér rozciencza sie woda w kolbie pomiaro-
wej do 50 ml, a nastepnie przechowuje sie go
w butelce z ciemnego szkta, w ciemnym
i chtodnym miejscu,

c) roztworu nie stosuje sie, jezeli jego kolor uleg-
nie zmianie lub pojawi sie zmetnienie; maksy-
malny okres trwatosci roztworu wynosi 72 go-
dziny;

5) roztwdér wzorcowy kwasu mlekowego, ktéorego
1 ml odpowiada 0,1 mg kwasu mlekowego, otrzy-
mywany bezposrednio przed uzyciem przez roz-
puszczenie w wodzie, w kolbie pomiarowej,
0,1067g mleczanu litu (CH;CHOHCOOLI) i uzupet-
nienie wodg do 1 000 ml;

6) wzorzec regenerowanego mleka przygotowany
w nastepujacy sposob:

a) przeprowadza sie analize kilkunastu probek wy-
sokiej jakosci mleka w proszku,

b) do przygotowania krzywej wzorcowej wybiera sie
prébke o najnizszej zawartosci kwasu mlekowe-
go, zawierajacg nie wiecej niz 30 mg kwasu mle-
kowego na 100 g suchej masy bezttuszczowej,

c) przeprowadza sie czynnosci okreslone w ust. 8
pkt 2 i 4.

6. Réwnoczesnie z oznaczaniem zawartosci kwasu
mlekowego i mleczanow w préobce, przeprowadza sie
probe slepg, umieszczajgc 30 ml wody w skalowanej
probéwce o pojemnosci 50 ml i wykonujac kolejno
czynnosci okreslone w ust. 8 pkt 7—15; w przypadku
gdy wynik proby $Slepej przekracza rownowartosé
20 mg kwasu mlekowego w 100 g suchej masy bez-
ttuszczowej, odczynniki sprawdza sig, a zanieczyszczo-
ne wymienia sie.

7. Podczas oznaczania zawartosci kwasu mlekowe-
go i mleczanéw w mleku w proszku nalezy unikaé za-
nieczyszczenia probki, szczegodlnie sling lub potem.

8. W celu oznaczenia zawartosci kwasu mlekowe-
go i mleczanéw w mleku w proszku dokonuje sie na-
stepujacych czynnosci:

1) oznacza sie zawarto$¢ suchej masy bezttuszczo-
wej probki w gramach przez odjecie od 100 zawar-
tosci ttuszczu oznaczonej przy zastosowaniu me-
tody, o ktérej mowa w czesci IX, i zawartosci wo-
dy oznaczonej przy zastosowaniu metody, o ktorej
mowa w czesci lll;

1000
2) odwaza sie
(a—10)
gdzie ,a” jest rowne zawartosci suchej masy bez-
ttuszczowej probki oznaczonej zgodnie z pkt 1;

g probki z doktadnoscig do 0,1 g,

3) probke dodaje sie do 100 ml wody i doktadnie
miesza;

4) 5 ml otrzymanego roztworu odmierza sie pipeta
do skalowanej probowki o pojemnosci 50 ml
i uzupetnia woda do okoto 30 ml;

5) dodaje sie powoli, wytrzasajac, 5 ml roztworu
siarczanu(VI) miedzi(ll), a nastepnie probéwke od-
stawia sie na 10 minut;

6) dodaje sie powoli, wytrzgsajgc, 5 ml zawiesiny
wodorotlenku wapnia, o ktérej mowa w ust. 5
pkt 2 lit. a, albo 10 ml zawiesiny wodorotlenku
wapnia, o ktérej mowa w ust. 5 pkt 2 lit. b;

7) roztwdr uzupetnia sie woda do 50 ml, wytrzgsa
energicznie, a nastepnie odstawia sie probéwke
na 10 minut;

8) roztwor filtruje sie; pierwszg porcje filtratu odrzu-
ca sie;

9) odmierza sie pipetg 1 ml filtratu do probowki;

10) przy uzyciu biurety albo wyskalowanej pipety do-
daje sie do probowki 6,0 ml roztworu kwasu siar-
kowego(VI) i siarczanu(VI) miedzi(ll), a nastepnie

roztwor miesza sie;
11

~

probowke ogrzewa sie we wrzacej tazni wodnej
przez 5 minut, a nastepnie schtadza do temperatu-
ry pokojowej pod biezacg wodg;

12

~

dodaje sie 2 krople odczynnika p-hydroksydwufe-
nylu i energicznie wytrzasa tak, aby odczynnik roz-
prowadzi¢ réwnomiernie w catej cieczy;

13

-~

probéwke umieszcza sie na 15 minut w tazni wod-
nej w temperaturze 30 °C = 2 °C, wytrzgsajac od
czasu do czasu;

14

~

probéwke umieszcza sie na 90 sekund we wrzgcej
tazni wodnej, a nastepnie schtadza do temperatu-
ry pokojowej pod biezagcg wodg;

15

-~

dokonuje sie pomiaru wartosci absorbancji wo-
bec préby sSlepej, o ktérej mowa w ust. 6, w ciggu
trzech godzin przy dtugosci fali 570 nm;

16

-~

w przypadku gdy wartos¢ absorbancji przekracza
wartosé najwyzszego punktu na krzywej wzorco-
wej, o ktédrej mowa w ust. 9, oznaczanie powtarza
sie, stosujagc odpowiednie rozcienczenia filtratu
otrzymanego zgodnie z pkt 8.

9. Przygotowuje sie krzywa wzorcowa, dokonujgc
nastepujacych czynnosci:

1) do pieciu skalowanych probdéwek o pojemnosci
50 ml odmierza sie pipetg po 5 ml mleka regene-
rowanego;

2) do probowek, o ktérych mowa w pkt 1, odmierza sie
pipeta odpowiednio 0 ml, 1 ml, 2 ml, 3 mli 4 ml roz-
tworu wzorcowego kwasu mlekowego, aby otrzy-
macé stezenia odpowiednio 0 mg, 20 mg, 40 mg,
60 mg i 80 mg kwasu mlekowego w 100 g suchej
masy bezttuszczowej mleka w proszku;

3) roztwory uzupetnia sie woda do okoto 30 ml i doko-
nuje sie czynnosci okreslonych w ust. 8 pkt 6—15;

4) dokonuje sie pomiaru wartosci absorbancji wzor-
cow, o ktorych mowa w pkt 2, wobec proby slepej
przy dtugosci fali 570 nm;
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5) na podstawie odczytéw nanosi sie na wykres war-
tosci absorbancji dla ilosci kwasu mlekowego,
o ktorych mowa w pkt 2;

6) przez naniesione punkty przeprowadza sie najbliz-
szg im linie prosta i wykresla sie krzywa wzorcowa
przez réwnolegte przesuwanie otrzymanej linii
prostej tak, aby przechodzita przez punkt wyjscio-
wy.

10. Zawartos¢ kwasu mlekowego i mleczanow
w mleku w proszku oblicza sie, korzystajac z krzywej
wzorcowej, przeksztatcajgc warto$é absorbancji od-
czytanej zgodnie z ust. 8 pkt 15 albo 16 na miligramy
kwasu mlekowego w 100 g suchej masy bezttuszczo-
wej probki.

11. W przypadku gdy w trakcie oznaczania rozcien-
czano filtrat zgodnie z ust. 8 pkt 16, otrzymany wynik
absorbancji nalezy pomnozy¢ przez wspotczynnik roz-
cienczenia.

12. Powtarzalnos$¢ dla metody jest réznicg pomie-
dzy wynikami dwdch oznaczan wykonanych réwnole-
gle albo w kréotkim odstepie czasu, na tej samej prob-
ce, przez tego samego analityka i w tych samych wa-
runkach, ktéra nie powinna przekracza¢ 8 mg kwasu
mlekowego w 100 g suchej masy bezttuszczowej dla
zawartosci do 80 mg; dla wyzszych wartosci roznica ta
nie powinna przekraczaé 10 % najnizszej wartosci.

13. Z analizy laboratoryjnej sporzadza sie protokot,
ktdry powinien zawierac:

1) nazwe zastosowanej metody;
2) uzyskane wyniki;

3) wszystkie czynnosci niewymienione w metodzie
lub uznane za nieobowigzkowe, tgcznie ze szcze-
gotami kazdej okolicznosci, ktéra mogta wptynaé
na wyniki oznaczania;

4) informacje niezbedne do petnego zidentyfikowa-
nia probki.

14. Wynik zamieszczony w protokole analizy labo-
ratoryjnej powinien spetniaé kryteria powtarzalnosci
okreslone dla metody.

VI. METODA OZNACZANIA AKTYWNOSCI FOSFATAZY
W MLEKU W PROSZKU (ZMODYFIKOWANA METODA
SANDERSA | SAGERA)

1. Metoda oznaczania aktywnosci fosfatazy w mle-
ku w proszku, zwana dalej ,metoda”, polega na okres-
leniu zdolnosci fosfatazy do uwalniania fenolu z feny-
lofosforanu dwusodu; ilo$¢ uwolnionego fenolu ozna-
czana jest przez spektrofotometryczny pomiar barwy
wywotanej przez odczynnik Gibba.

2. Aktywnosé fosfatazy w mleku w proszku jest
miarg ilosci aktywnej fosfatazy alkalicznej obecnej
w produkcie, oznaczonej niniejszg metoda, i jest ona
wyrazona jako ilo$¢ fenolu w pg, uwalnianego przez
1 ml mleka regenerowanego.

3. W metodzie uzywa sie podstawowego sprzetu
laboratoryjnego oraz:

1) wagi analitycznej umozliwiajgcej wazenie z do-
ktadnoscig co najmniej do 0,1 mg;

2) tazni wodnej z termostatyczng regulacjg tempera-
tury, o temperaturze 37 °C = 1 °C;

3) spektrofotometru odpowiedniego do odczytéow
przy dtugosci fali 610 nm;

4) bibuty filtracyjnej, takiej jak Schleicher i Schull 597,
Whatman 42 albo réwnorzednej;

5) wrzacej tazni wodnej;

6) folii aluminiowej.

4. W metodzie wykorzystuje sie wode destylowa-
ng, demineralizowang albo o co najmniej rownorzed-
nej czystosci oraz nastepujace odczynniki odpowiada-
jace jakosci analityczne;j:

1) roztwdér A — bufor — wodorotlenek boranowo-ba-
rowy o pH 10,6 £ 0,1 w temperaturze 20 °C, przy-
gotowany w nastepujacy sposob:

a) rozpuszcza sie 25,0 g 8 - hydratu wodorotlenku
baru (Ba(OH), - 8 H,0) w wodzie i rozciencza do
500 ml,

rozpuszcza sie 11,0 g kwasu ortoborowego
(H;BO3) w wodzie i rozciericza wodg do 500 ml,

b

-~

c) roztwory, o ktérych mowa w lit. a i b, ogrzewa
sie do temperatury 50 °C, miesza sie, wytrzasa,
a nastepnie schtadza do temperatury pokojo-
wej,

d) pH doprowadza sie do 10,6 = 0,1 przy uzyciu
roztworu wodorotlenku baru, nastepnie roz-
twor filtruje sie i przechowuje w szczelnie za-
mknietym pojemniku,

e) przed uzyciem bufor rozciencza sie takg sama
iloscig wody;

2) roztwor B — bufor wywotujacy barwe otrzymywa-
ny przez rozpuszczenie 6,0 g metaboranu sodu
(NaBO,) albo 12,6 g (NaBO, - 4 H,0) i 20,0 g chlor-
ku sodu (NaCl) w wodzie i rozcienczeniu woda do
1000 ml;

3) roztwor C — roztwor substratu buforowego przy-
gotowany w nastepujgcy sposob:

a) rozpuszcza sie 0,5 g fenylofosforanu dwusodu
(Na,C,HzPO, - 2 H,0) w 4,5 ml roztworu B; do-
daje sie dwie krople roztworu E, odstawia na
30 minut, a nastepnie wywotuje sie barwe przy
uzyciu 2,5 ml butanolu; w przypadku gdy jest to
konieczne, wywotanie barwy powtarza sie; po
rozdzieleniu odrzuca sie butanol; roztwér moz-
na przechowywaé kilka dni w chtodziarce,
a przed uzyciem ponownie wywotuje sie bar-
we,

b) do kolby pomiarowej o pojemnosci 100 ml od-
mierza sie pipeta 1 ml roztworu, o ktérym mo-
wa w lit. a, i uzupetnia sie roztworem A,
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c) roztwoér buforowy, o ktorym mowa w lit. b,
przygotowuje sie tuz przed uzyciem;

4) roztwér D — odczynnik stracajacy, otrzymywany
przez rozpuszczenie w wodzie 3,0 g siarczanu(VI)
cynku (ZnSO, - 7 H,0) i 0,6 g siarczanu(VIl) mie-
dzi(ll) (CuSO, - 5 H,0) i uzupetnienie wodg do
100 ml;

5) roztwdr E — odczynnik Gibba otrzymywany przez
rozpuszczenie 0,040 g 2,6-dwubromochinonu
1,4-chloroimidu OCzH,Br,NCI w 10 mI 96 % etano-
lu; roztwor przechowuje sie w ciemnej szklanej
butelce w chtodziarce; w przypadku odbarwienia
nie nalezy go uzywag;

6) bufor rozcienczenia barwy otrzymywany przez
rozciehczenie do 100 ml woda 10 ml roztworu B;

7) roztwdr siarczanu(VI) miedzi(ll) otrzymywany
przez rozpuszczenie w wodzie 0,05 g siarczanu(VI)
miedzi(ll) (CuSO, - 5 H,0) i uzupetnienie woda do
100 ml;

8) roztwor wzorca fenolowego przygotowany w na-
stepujacy sposob:

a) 0,200 g + 0,001 g czystego fenolu rozpuszcza
sie w wodzie i uzupetnia woda do 100 ml w kol-
bie pomiarowej,

b) roztwdr moze byé przechowywany w chtodziar-
ce przez kilkanascie miesiecy,

¢) 10 ml roztworu rozciehcza si¢ wodg do 100 ml,

d) rozcienczony roztwoér zawiera 200 pg fenolu
w 1 ml i moze byé stosowany do przygotowy-
wania bardziej rozciehczonych roztworéw;

9) wode destylowang, przegotowana;

10) n-butanol.

5. Podczas oznaczania aktywnosci fosfatazy nalezy
zachowacd nastepujac srodki ostroznosci:

1) nalezy unikaé bezposredniego oddziatywania pro-
mieni stonecznych;

2) szkto, korki i materiaty stuzace do oznaczania po-
winny by¢ idealnie czyste; zaleca sig, aby byty ptu-
kane i wyparzane woda albo parg;

3) nalezy unikaé stosowania materiatow z tworzywa
sztucznego takich jak korek, poniewaz moga za-
wierac fenole;

4) nalezy unika¢ zanieczyszczenia $lina.

6. W celu oznaczenia aktywnosci fosfatazy w mle-
ku w proszku dokonuje sie nastepujacych czynnosci:

1) odwaza sie 10 g proébki z doktadnoscig do
0,1 g i rozpuszcza sie ja w 90 ml wody, przy czym
temperatura regeneracji proszku nie moze prze-
kroczy¢ 35 °C;

2) do dwodch probéwek odmierza sie po 1 ml prébki
mleka regenerowanego przygotowanego zgodnie
z pkt 1;

3) jedng z probowek ogrzewa sie we wrzgcej tazni
wodnej przez 2 minuty; probéwke i taznie wodna
przykrywa sie folig aluminiowa tak, aby cata pro-
béwka byta ogrzewana;

4) probéwke schtadza sie do temperatury pokojowe;j
w zimnej wodzie;

5) probowki, o ktérej mowa w pkt 4, uzywa sie do
przeprowadzenia proby slepej;

6) w kolejnych czynnosciach obie probowki traktuje
sie w identyczny sposéb;

7) dodaje sie po 10 ml roztworu C, miesza zawartosé
probéwek, a nastepnie wstawia sie je do tazni
wodnej o temperaturze 37 °C = 1 °C;

8) probowki inkubuje sie w tazni wodnej przez jedna
godzine, od czasu do czasu wytrzgsajac;

9) probéwki przenosi sie niezwtocznie do wrzacej taz-
ni wodnej i ogrzewa sie przez 2 minuty, a nastep-
nie schtadza zimna woda do temperatury pokojo-
wej;

10) dodaje sie po 1 ml roztworu D i miesza sie zawar-
tos¢ probdéwek;

11) roztwory przesacza sie przez suchg bibute filtracyjna;

12) odrzuca sie pierwsze porcje filtratéw az do uzyska-
nia klarownej cieczy;

13) do probéwek odmierza sie po 5 ml kazdego filtra-
tu;

14) dodaje sie po 5 ml roztworu B i po 0,1 ml roztwo-
ru E, a nastepnie miesza sie zawartosci probowek;

15) probdéwki odstawia sie na 30 minut w temperatu-
rze pokojowej w ciemne miejsce, do czasu, az po-
jawi sie barwa;

16) dokonuje sie pomiaru wartosci absorbancji roz-
tworu probki wobec proby Slepej przy dtugosci fa-
li 610 nm;

17) w przypadku gdy warto$é absorbancji roztworu
znajduje sie powyzej wartosci probki wzorcowej,
o ktorej mowa w ust. 7, zawierajacej 20 ug fenolu,
oznaczanie powtarza sie po wczesniejszym roz-
cienczeniu probki mleka regenerowanego odpo-
wiednig objetoscig tego mleka ostroznie ogrzane-
go do wrzenia zgodnie z pkt 3 i 4, w celu unieczyn-
nienia obecnej fosfatazy.

7. Przygotowuje sie krzywa wzorcowa, dokonujac
kolejno nastepujacych czynnosci:

1) do czterech kolb pomiarowych o pojemnosci 100 ml
odmierza sie 1 ml, 3 ml, 5 mli 10 ml roztworu wzor-
cowego, o ktorym mowa w ust. 4 pkt 8, i uzupet-
nia woda do 100 ml; roztwory te zawierajg odpo-
wiednio 2 ug, 6 pug, 10 pg i 20 pg fenolu w 1 mi;

2) do kolejnych probéwek odmierza sie pipeta 1 ml
wody dla proby slepej i po 1 ml kazdego roztworu
wzorcowego, o ktérych mowa w pkt 1, aby uzy-
skacé serie prébek zawierajgcych 0 ug, 2 ug, 6 ug,
10 yg i 20 pg fenolu;
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3) odmierza sie pipetg kolejno do kazdej probdéwki
1 ml roztworu siarczanu(VI) miedzi(ll), 5 ml roz-
tworu buforowego rozcienczenia barwy, 3 ml wo-
dy i 0,1 ml roztworu E, a nastepnie miesza sie za-
wartos¢ probowek;

4) probdéwki odstawia sie na 30 minut w temperatu-
rze pokojowej w ciemne miejsce;

5) dokonuje sie pomiaru wartosci absorbancji roz-
tworéw w kazdej z proboéwek wobec proby slepej
przy dtugosci fali 610 nm;

6) wykresla sie krzywa wzorcowg, zestawiajac warto-
$ci absorbancji dla ilosci fenolu w pg okreslonych
w pkt 2.

8. Aktywnos¢ fosfatazy w prébce oblicza sie w na-
stepujacy sposob:

1) z krzywej wzorcowej odczytuje sie ilo$¢ pg fenolu
dla wartosci absorbancji uzyskanych zgodnie
z ust. 6 pkt 16;

oblicza sie aktywnos$¢ fosfatazy, wyrazonag
w pg fenolu na 1 ml mleka regenerowanego, we-
dtug nastepujacego wzoru:

)

aktywnos¢ fosfatazy = 2,4 x P

gdzie P oznacza ilo$¢ fenolu uzyskang zgodnie
z pkt 1, w mikrogramach;

S

w przypadku gdy w trakcie wykonywania analizy
rozcienczano roztwér zgodnie z ust. 6 pkt 17,
otrzymany wynik, o ktérym mowa w pkt 2, mnozy
sie przez wspotczynnik rozcienczenia.

9. Powtarzalnos$é¢ dla metody jest roznicg pomiedzy
wynikami dwdéch oznaczan, przeprowadzonych réwno-
legle albo w krétkim odstepie czasu, na tej samej prob-
ce, przez tego samego analityka i w tych samych wa-
runkach, ktéra nie powinna przekracza¢ 2 pg fenolu
uwolnionego przez 1 ml mleka regenerowanego.

10. Z analizy laboratoryjnej sporzadza sie protokot,
ktéry powinien zawierac:

1) nazwe zastosowanej metody;
2) uzyskane wyniki;

3) wszystkie czynnosci niewymienione w metodzie
lub uznane za nieobowigzkowe, tacznie ze szcze-
gotami kazdej okolicznosci, ktéra mogta wptyngé
na wyniki oznaczania;

4) informacje niezbedne do petnego zidentyfikowa-
nia probki.

11. Wynik zamieszczony w protokole analizy labo-
ratoryjnej powinien spetniaé kryteria powtarzalnosci
okreslone dla metody.

VIl. METODA OZNACZANIA AKTYWNOSCI FOSFATAZY
W MLEKU W PROSZKU
(METODA ASCHAFFENBURGA | MULLENA)

1. Metoda oznaczania aktywnosci fosfatazy w mle-
ku w proszku, zwana dalej ,metoda”, polega na roz-
cienczeniu regenerowanej probki mleka substratem

buforowym przy pH 10,2 i inkubacji w temperaturze
37 °C przez dwie godziny; cata fosfataza alkaliczna
obecna w prébce bedzie w tych warunkach uwalniaé
p-nitrofenol z dodanego p-nitrofenylofosforanu dwu-
sodu; uwolniony p-nitrofenol jest oznaczany przez
bezposrednie pordwnania z wzorcowymi szkietkami
barwnymi w komparatorze przy zastosowaniu $wiatta
odbitego.

2. Aktywnosé fosfatazy w mleku w proszku jest
miarg ilosci aktywnej fosfatazy alkalicznej obecnej
w produkcie, oznaczonej niniejszg metoda, i jest ona
wyrazona jako ilosé p-nitrofenolu w mikrogramach,
uwalnianego przez 1 ml mleka regenerowanego.

3. W metodzie uzywa sie podstawowego sprzetu
laboratoryjnego oraz:

1) wagi analitycznej umozliwiajgcej wazenie z do-
ktadnoscig co najmniej do 0,1 mg;

2) tazni wodnej z termostatyczng regulacja tempera-
tury 37 °C £ 1 °C;

3) komparatora z krazkiem zawierajagcym wzorcowe
szkietka barwne wyskalowane w pg p-nitrofenolu
w 1 ml mleka oraz naczynka o wymiarach 2 mm
na 25 mm;

4. W metodzie wykorzystuje sie wode destylowa-
ng, demineralizowang albo o co najmniej rownorzed-
nej czystosci oraz nastepujace odczynniki odpowiada-
jace jakosci analityczne;j:

1) roztwér buforowy wodoroweglanu i weglanu so-
du otrzymywany przez rozpuszczenie w wodzie
w kolbie pomiarowej 3,5 g bezwodnego weglanu
sodu i 1,5 g wodoroweglanu sodu i uzupetnienie
woda do 1 000 ml;

2) substrat buforowy otrzymywany przez rozpusz-
czenie w kolbie pomiarowej 1,5 g p-nitrofenylo-
fosforanu dwusodu w roztworze buforowym,
o ktérym mowa w pkt 1, i uzupetnienie tym roz-
tworem buforowym do 1 000 ml;

3) roztwory klarujace:

a) roztwor siarczanu(VI) cynku otrzymywany przez
rozpuszczenie w kolbie pomiarowej 30,0 g siar-
czanu(VI) cynku (ZnSQ,) i uzupetnienie woda
do 100 ml,

b) roztwor heksacyjanozelazianu(ll) potasu otrzy-
mywany przez rozpuszczenie w kolbie pomia-
rowej 17,2 g heksacyjanozelazianu(ll) potasu
K4[Fe(CN)gl - 3 H,O i uzupetnienie woda do
100 ml.

5. Podczas oznaczania aktywnosci fosfatazy nalezy
zachowacd nastepujac srodki ostroznosci:

1) probowki powinny byé oprdéznione, wyptukane
w wodzie wodociggowej, umyte w gorgcej wodzie
zawierajgcej detergent alkaliczny, starannie wy-
ptukane w czystej goracej wodzie wodociggowej,
a nastepnie wyptukane w wodzie, o ktérej mowa
w ust. 4, i wysuszone przed uzyciem;
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2) pipety powinny byé wyptukane w czystej, zimnej
wodzie wodociggowej natychmiast po uzyciu,
a nastepnie przeptukane wodga, o ktérej mowa
w ust. 4, i wysuszone przed uzyciem;

3) korki probowek powinny by¢ doktadnie wyptukane
w gorgcej wodzie wodociggowej tuz po uzyciu
a nastepnie zanurzone we wrzacej wodzie na 2 mi-
nuty;

4) roztwor substratu buforowego jest stabilny przez
co najmniej miesigc, jezeli jest przechowywany
w chfodziarce w temperaturze 4 °C lub nizszej;
wszelka niestabilno$¢ jest sygnalizowana przez
powstanie zo6ttego zabarwienia; przed uzyciem
roztworu powinna byé przeprowadzona proéba
kontrolna barwy; w zwigzku z tym, ze prébe odczy-
tuje sie zawsze wobec zagotowanej probki kontro-
Inej zawierajgcej ten sam roztwor substratu bufo-
rowego, zaleca sie, aby nie uzywac roztworu, jesli
daje on odczyt barwny powyzej 10 pg przy odczy-
cie w 25 mm naczynku komparatora wobec wody
destylowanej w drugim 25 mm naczynku;

5) nalezy uzywac¢ oddzielnej pipety do kazdej probki
i unika¢ zanieczyszczenia pipety $ling;

6) probki nie wystawia sie na bezposrednie oddziaty-
wanie promieni stonecznych.

6. W celu oznaczenia aktywnosci fosfatazy w mle-
ku w proszku dokonuje sie nastepujacych czynnosci:

1) rozpuszcza sie 10 g mleka w proszku w 90 ml wo-
dy, przy czym temperatura podczas rozpuszczania
nie moze przekroczyé¢ 35 °C;

2) do czystej, suchej probowki odmierza sie pipeta
15 ml substratu buforowego;

3) dodaje sie 2 ml regenerowanej probki, o ktérej mo-
wa w pkt 1;

4) probowke zamyka sie korkiem, miesza przez od-
wracanie i umieszcza w tazni wodnej o temperatu-
rze 37 °C = 1 °C;

5) jednocze$nie umieszcza sie w tazni wodnej pro-
bowke kontrolng zawierajgcg 15 ml substratu bu-
forowego i 2 ml ogrzanej do wrzenia prébki rege-
nerowanej, o ktorej mowa w pkt 1;

6) po dwoch godzinach wyjmuje sie obie probdéwki
z tazni wodnej;

7) dodaje sie po 0,5 ml roztworu siarczanu(VI) cynku,
a nastepnie probowki zamyka sie korkami, wytrza-
sa energicznie i odstawia na 3 minuty;

8) dodaje sie po 0,5 ml roztworu heksacyjanozelazia-
nu(ll) potasu i starannie miesza;

9) otrzymane roztwory filtruje sie przez karbowany
sgczek z bibuty filtracyjnej, a klarowne filtraty zbie-
ra sie w czystych probowkach;

10) filtraty przenosi sie do 25 mm naczynek i porow-
nuje w komparatorze filtrat prébki z filtratem zago-
towanej probki kontrolnej.

7. Aktywnos¢ fosfatazy w prébce okresla sie przez
bezposredni odczyt wyniku uzyskanego zgodnie
z ust. 6 pkt 10 i wyraza jako ilosé pg p-nitrofenolu
w 1 ml prébki regenerowane;.

8. Powtarzalno$¢ dla metody jest roznicg pomie-
dzy wynikami dwéch oznaczan przeprowadzonych
rownolegle albo w krétkim odstepie czasu, na tej sa-
mej probce, przez tego samego analityka i w tych
samych warunkach, ktéra nie moze przekraczaé
2 pg p-nitrofenolu, uwolnionego przez 1 ml mleka re-
generowanego.

9. Z analizy laboratoryjnej sporzadza sie protokot,
ktéry powinien zawieraé:

1) nazwe zastosowanej metody;
2) uzyskane wyniki;

3) wszystkie czynnosci niewymienione w metodzie
lub uznane za nieobowigzkowe, tacznie ze szcze-
gotami kazdej okolicznosci, ktéra mogta wptyngé
na wyniki oznaczania;

4) informacje niezbedne do petnego zidentyfikowa-
nia probki.

10. Wynik zamieszczony w protokole analizy labo-
ratoryjnej powinien spetniaé kryteria powtarzalnosci
okreslone dla metody.

11. W przypadku oznaczania aktywnosci fosfatazy
w mleku w proszku moze byé zastosowana zmodyfi-
kowana metoda Sandersa i Sagera albo metoda
Aschaffenburga i Mullena, przy czym w protokole ba-
dan nalezy wskazaé, ktéora metoda zostata zastoso-
wana.

VIIl. METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI TLUSZCZU
W MLEKU ZAGESZCZONYM (METODA ROSE-
-GOTTLIEBA)

Zawartos$é ttuszczu w mleku zageszczonym ozna-
cza sie zgodnie z metodg okreslong w Normie PN-EN
ISO 1737: 2002 Mleko zageszczone i mleko zageszczo-
ne stodzone — Oznaczanie zawartosci ttuszczu — Me-
toda grawimetryczna (Metoda odwotawcza).

IX. METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI TLUSZCzZU
W MLEKU W PROSZKU (METODA ROSE-
-GOTTLIEBA)

Zawartos$é ttuszczu w mleku w proszku oznacza sie
zgodnie z metodg okreslong w Normie PN-EN
ISO 1736: 2002 Mleko w proszku i przetwory mleczne
w proszku — Oznaczanie zawartosci ttuszczu — Meto-
da grawimetryczna (Metoda odwotawcza).



