MINISTARSTVO POLJOPRIVREDE,
RIBARSTVA I RURALNOG RAZVOJA
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Na temelju clanka 94. stavka 2. Zakona o hrani (»Narodne novine« br. 46/07, 155/08),
ministar poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja donosi

PRAVILNIK

O METODAMA UZORKOVANJA I ANALIZA JESTIVIH KAZEINA 1
KAZEINATA]1]

I. OPCE ODREDBE
Clanak 1.

Ovim se Pravilnikom propisuju metode uzorkovanja te metode analiza jestivih kazeina i
kazeinata.

Clanak 2.

Metode uzorkovanja jestivih kazeina i1 kazeinata iz Pravilnika o jestivim kazeinima i
kazeinatima (»Narodne novine« br. 80/07)[2] propisane su u Prilogu 1. ovoga Pravilnika.

Clanak 3.

Metode analiza jestivih kazeina i1 kazeinata propisane su u Prilogu 2. ovoga Pravilnika.

II. ZAVRSNE ODREDBE

Clanak 4.
Prilozi 1. 1 2. tiskani su uz ovaj Pravilnik 1 njegov su sastavni dio.

Clanak 5.
Danom stupanja na snagu ovoga Pravilnika prestaju vaziti odredbe Pravilnika o metodama
uzimanja uzoraka te kemijskih i fizikalnih analiza bjelan¢evinastih proizvoda za prehrambenu
industriju (»Narodne novine« br. 53/91, 158/03).

Clanak 6.

Ovaj Pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana objave u »Narodnim novinama.
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PRILOG 1.

METODE UZORKOVANJA ZA KEMIJSKE ANALIZE JESTIVIH KAZEINA
I KAZEINATA NAMIJENJENIH ZA KONZUMACIJU

I. OPCE ODREDBE

1. Osoblje
Uzorkovanje provodi ovlaStena kvalificirana osoba, sukladno posebnim propisima.
2. Pecacenje i oznacavanje uzoraka

Svaki uzorak, uzet za sluzbenu uporabu, mora se zapecatiti na mjestu uzimanja i oznaciti
sukladno posebnim propisima.

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.

4. Zapisnik

Uz uzorke se prilaze zapisnik sukladno posebnim propisima.

5. Oprema za uzorkovanje

Sva oprema za uzorkovanje mora biti izradena od odgovaraju¢eg materijala prikladne
¢vrstoce, koji ne uzrokuje promjene uzorka koje bi mogle utjecati na rezultate ispitivanja, i ne
smije uzrokovati promjene uzoraka tijekom uzorkovanja. Preporuca se upotreba nehrdajuceg

celika.

Sve povrSine moraju biti glatke 1 bez pukotina, a svi rubovi zaobljeni. Oprema za uzorkovanje
mora udovoljavati zahtjevima propisanima za svaki proizvod koji se uzorkuje.

6. Posude za uzorkovanje

Posude 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 utjecati na rezultate



analiza i ispitivanja. Prikladni materijali ukljucuju staklo, neke metale i neke vrste plastike.
Posude bi po mogucénosti trebale biti neprozirne. Ukoliko su prozirne ili propustaju svjetlost,
posude sa sadrzajem moraju se pohraniti na tamnom mjestu.

Posude i poklopci moraju biti €isti 1 suhi. Oblik 1 volumen posude moraju udovoljavati
zahtjevima propisanima za proizvod ¢iji se uzorak uzima.

Mogu se koristiti plasticne posude za jednokratnu upotrebu, plastiéne posude, laminati
ukljuc¢ujué¢i aluminijsku foliju ili prikladne plasti¢ne vre¢ice s odgovaraju¢im nacinima
zatvaranja.

Sve posude, osim plasti¢nih vre¢ica, moraju biti ¢vrsto zatvorene ili prikladnim ¢epom ili
metalnim ili plasticnim poklopcem s navojima, po potrebi s hermeticnim plasticnim
zatvara¢em. Svi Cepovi ili zatvaraCi koji se koriste moraju biti netopljivi, otporni na
djelovanje masti 1 ne smiju imati sposobnost apsorpcije te ne smiju utjecati na miris, aromu,

svojstva ili sastav uzorka.

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

7. Postupak uzorkovanja

Posude za uzorke moraju se zatvoriti odmah nakon uzorkovanja.

8. Cuvanje uzoraka

Preporucena temperatura za Cuvanje razlicitih kazeina i kazeinata ne smije biti ve¢a od 25° C.
9. Prijevoz uzoraka

Uzorci se moraju §to je moguce prije otpremiti u laboratorij u kojem se vrsi ispitivanje (po
moguénosti unutar 24 sata nakon uzorkovanja).

Tijekom prijevoza potrebno je sprije€iti izlaganje mirisima koji mogu kontaminirati uzorak,
izlaganje direktnoj sun¢evoj svjetlosti i temperaturama ve¢im od 25° C.

II. METODA UZORKOVANIJA JESTIVIH KAZEINA I KAZEINATA
1. Opseg i podrucje primjene

Ovom se metodom opisuje uzimanje uzoraka jestivih kiselih kazeina, jestivih slatkih kazeina i
jestivih kazeinata za kemijsku analizu.

2. Oprema
Vidjeti Poglavlje 1. tocku 5. ovoga Priloga.

2.1. Sonde



Dovoljne duljine da dosegnu do dna posude s proizvodom. Sonde moraju udovoljavati
zahtjevima iz Poglavlja III. ovoga Priloga.

2.2. Zlica, spatula ili lopatica

Napunjena do vrha.

2.3. Posude za uzorke

Vidjeti Poglavlje I. to¢ku 6. ovoga Priloga.

3. Postupak

3.1. Opcenito

Tijekom ili neposredno prije uzimanja uzoraka za analizu apsorpcija vode iz atmosfere u
sadrzaj posude za uzorke mora biti minimalna. Nakon uzorkovanja posudu ponovno ¢vrsto
zatvoriti.

3.2. Postupak

3.2.1. 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, ukoliko je to potrebno, posuda nagnuta ili
polozena na jednu stranu. Otvor okrenuti prema dolje i upotrijebiti ravnomjernu silu
prodiranja. Kada dosegne dno posude, sondu rotirati za 180°, izvu¢i sadrzaj 1 isprazniti u
posudu za uzorke. Kako bi se dobio uzorak mase najmanje 200 g, postupak ponoviti jednom
ili viSe puta. Posudu za uzorke zatvoriti odmah nakon zavrSenog uzorkovanja. Uzorkovanje se
vr$i na istoj seriji.

3.2.2. Uzimanje uzoraka proizvoda pakiranih za maloprodaju

Netaknute 1 neotvorene pretpakovine mogu se smatrati uzorcima. Ukoliko je to moguce, uzeti
jednu ili viSe pretpakovina iz iste serije kako bi se dobio uzorak mase najmanje 200 g.

Ukoliko to nije moguce, upotrijebiti drugu metodu za dobivanje reprezentativnog uzorka.
3.2.3. Zastita, Cuvanje i prijevoz uzoraka
Vidjeti Poglavlje I. tocke 8.1 9. ovoga Priloga.

III. SONDE ZA UZORKOVANIJE JESTIVIH KAZEINA [ KAZEINATA

1. Vrste sonda

a) Tip A: duga (Slika 1.)



b) Tip B: kratka (Slika 2.)

2. Materijali

Ostrica 1 tijelo sonde moraju biti izradeni od glatkog metala, po moguénosti nehrdajuceg
celika. Drzak duge sonde mora po moguénosti biti izraden od nehrdajuceg celika. Kratka
sonda ima odvojivi drveni ili plasti¢ni drzak sa kukom u obliku bajuneta u ostrici.

3. Konstrukcija

3.1. Oblik, materijal i vanjski dio moraju omoguciti 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 otar kako bi se olak$alo uzimanje uzoraka.

4. Osnovne dimenzije

Sonde moraju biti sukladne sljede¢im dimenzijama (dozvoljeno je odstupanje od 10%):

Tip Al Tip B

duga kratka
Duljina ostrice 800 mm ||400 mm
Debljina metala oStrice 1 do2 mmj|/1 do2 mm
Unutarnji promjer ostrice kod Siljka 18 mm 32 mm
Unutarnju promjer ostrice kod drska ili tijela||22 mm 28 mm
Sirina otvora kod §iljka 4 mm 20 mm
Sirina otvora kod drika ili tijela 14 mm 14 mm

5. Napomena
5.1. Kod manje sipkih praSaka sonde se mogu umetnuti okomito. Sonde tipa A se potpuno
napune vrtnjom i mogu se izvu¢i okomito. Sonde tipa B se potpuno napune tijekom umetanja

1 moraju se izvu¢i u kosom polozaju kako bi se sprijecili gubici na donjem kraju.

5.2. Kod sipkih praSaka, posude moraju biti nagnute, sonde umetnute u gotovo vodoravnom
poloZzaju s otvorom prema dolje, a izvucene s otvorom prema gore.

Slika 1. SONDA TIP A
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Slika 2. SONDA TIP B
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PRILOG 2.

I. PREGLED METODA ANALIZA JESTIVIH KAZEINA [ KAZEINATA



I. ODREDIVANIJE VODE U:
— kiselim kazeinima
} Metoda 1.

— slatkim kazeinima

— kazeinatima

II. ODREDIVANIJE KOLICINE BIELANCEVINA U:
— kiselim kazeinima
} Metoda 2.

— slatkim kazeinima

— kazeinatima

I1I. ODREDIVANIJE KISELOSTI, TITRIMETRIJSKI, U:
Metoda 3.
— kiselim kazeinima

IV. ODREDIVANIJE PEPELA (ukljucujuéi P205) U:
Metoda 4.
— kiselim kazeinima
Metoda 5.
— slatkim kazeinima

V. ODREDIVANIJE pH U:
Metoda 6.
— kazeinatima

II. METODE ANALIZA SASTAVA JESTIVIH KAZEINA I KAZEINATA
1. Priprema uzorka za analizu
1.1. Opce odredbe
Masa uzorka dopremljenog u laboratorij na analizu ne smije biti manja od 200 g.
1.2. Priprema uzorka za analizu u laboratoriju
1.2.1. Temeljito promijeSati 1 razbiti grude u laboratorijskom uzorku protresajuéi i
preokre¢uc¢i posudu vise puta (ukoliko je potrebno, nakon $to je Citav uzorak prenesen u
hermeticki zatvorenu posudu dovoljnog volumena (volumena dva puta veéeg od volumena

uzorka) kako bi se omogucio ovaj postupak).

1.2.2. Prenijeti reprezentativni dio uzorka odnosno priblizno 50 g temeljito promijesanog
laboratorijskog uzorka (1.2.1.) u ispitno sito (3.3.).

1.2.3. Ukoliko 50 g uzorka potpuno ili gotovo potpuno (najmanje 95% mase) prode kroz sito
(3.3.), za odredivanje upotrijebiti uzorak pripremljen pod to¢kom 1.2.1.



1.2.4. U suprotnom, samljeti 50 g uzorka u uredaju za mljevenje (3.4.), dok uzorak ne
zadovolji kriterij prolaza kroz sito (1.2.3.). Prosijani uzorak odmah prenijeti u hermeticki
zatvorenu posudu dovoljnog volumena (dva puta veéeg od volumena uzorka) i temeljito
promijeSati opetovanim protresanjem 1 preokretanjem. Tijekom tih postupaka potrebno je
poduzeti mjere kako bi se sprijecila bilo kakva promjena udjela vode u uzorku.

1.2.5. Nakon $to je ispitni uzorak pripremljen, $to je brze moguce nastaviti s odredivanjem.
1.3. Posude

Uzorak cuvati u hermeticki zatvorenoj posudi.

2. Reagensi

2.1. Voda

2.1.1. Ukoliko se voda koristi kao otapalo, za razrjedivanje ili za pranje, treba koristiti
destiliranu ili demineraliziranu vodu najmanje jednake Cistoce.

2.1.2. Pojam »otapanje« ili »razrjedivanje«, bez navodenja bilo kakvog drugog reagensa,
podrazumijeva otapanje u vodi ili razrjedivanje vodom.

2.2. Kemikalije

Sve kemikalije koje se koriste moraju biti priznate analiticke Cistoce, osim gdje je drugacije
navedeno.

3. Oprema
3.1. Popis opreme

Popis opreme sadrzi samo opremu za specijalnu upotrebu te opremu koja zahtijeva posebnu
specifikaciju.

3.2. Analiticka vaga

Pojam »analiti¢ka vaga« odnosi se na vagu to¢nosti najmanje 0,1 mg.

3.3. Ispitno sito

Ispitna sita koja se upotrebljavaju moraju imati odgovaraju¢i poklopac, moraju biti promjera
200 mm 1 izradena od zi¢anog materijala nominalne veli¢ine otvora 500 pm. Dozvoljena
odstupanja od nominalne veli¢ine otvora i promjeri zice propisani su normom HRN ISO
3310-1:2008 (Ispitna sita: Tehnicki zahtjevi i ispitivanja — 1. dio: Ispitna sita izradena od

metalne ZiCane mreze). Sita moraju imati posudu za prikupljanje.

3.4. Uredaj za mljevenje



Za mljevenje laboratorijskog uzorka, ukoliko je potrebno (vidjeti tocku 1.2.4. ovoga
Poglavlja), bez stvaranja prekomjerne topline i bez gubitka ili apsorpcije vode, ne smije se
upotrebljavati mlin cekicar.
4. Izrazavanje rezultata

4.1. Rezultati

Rezultat naveden u analitiCkom izvjes¢u predstavlja srednju vrijednost dobivenu iz najmanje
dva odredivanja koja zadovoljavaju kriterij ponovljivosti za tu metodu.

4.2. Izracun

Ukoliko nije drugacije navedeno, rezultat mora biti izrazen kao postotak.

5. IzvjeSc€e o ispitivanju

U izvjeS¢u 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 obvezni,
kao 1 sve okolnosti koje su mogle utjecati na dobivene rezultate. Izvjesce o ispitivanju mora

sadrzavati sve informacije potrebne za potpunu identifikaciju uzorka.

METODA 1.
ODREDIVANIJE UDJELA VODE

1. Opseg i podrucdje primjene

Ovom se metodom odreduje udio vode u:

— kiselim kazeinima,

— slatkim kazeinima,

— kazeinatima.

2. Definicija

Udio vode u kazeinima i kazeinatima je gubitak mase odreden opisanom metodom.

3. Princip

Masa ostatka uzorka za ispitivanje odreduje se nakon suSenja pri atmosferskom tlaku u
suSioniku pri 102 £ 1° C do konstantne mase. Gubitak mase izrazava se kao postotak mase
uzorka.

4. Oprema

4.1. Analiticka vaga



4.2. Posudice s ravnim dnom, izradene od materijala koji ne korodira u uvjetima ispitivanja
primjerice nikla, aluminija, nehrdajuceg Celika ili stakla. Posudice moraju imati poklopce koji
koji se mogu Cvrsto 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 tlaku s odgovaraju¢om ventilacijom i termostatski
reguliranom temperaturom od
102 + 1° C. Temperatura mora biti jednaka u cijelom suSioniku.

4.4. Eksikator s aktivnim silikagelom s indikatorom prisutnosti vode ili odgovarajué¢im
sredstvom za susenje.

4.5. Odgovarajuc¢i pribor za rukovanje posudicama, primjerice laboratorijska klijesta.
5. Postupak

5.1. Priprema uzorka

Postupiti kako je opisano u tocki 1.2. ovoga Poglavlja.

5.2. Priprema posudica

Otvorene posudice i poklopce (4.2.) zagrijavati u suSioniku (4.3.) pri temperaturi 102 = 1° C,
najmanje 1 sat.

5.2.2. Zatvorene posudice ostaviti da se ohlade u eksikatoru (4.4.) do sobne temperature i
zatim izvagati s tocnos¢u od 0,1 mg (mO0).

5.3. Uzorak za analizu

Odvagati 3 do 5 g uzorka (5.1.) u posudicu. Posudicu zatvoriti poklopcem 1 izvagati s
to¢noscu od 0,1 mg (m1).

5.4. Odredivanje

5.4.1. Otvorenu posudicu s poklopcem staviti u susionik (4.3.) na temperaturu 102 = 1° C,
cetiri sata.

5.4.2. Zatvorenu posudicu ostaviti da se ohladi u eksikatoru (4.4.) do sobne temperature i
zatim izvagati s to¢nos¢u od 0,1 mg.

5.4.3. Otvorenu posudicu s poklopcem zagrijavati u suSioniku jedan sat. Zatim ponoviti
postupak opisan u tocki 5.4.2.

5.4.4. Ukoliko je masa iz tocke 5.4.3. manja od mase iz toc¢ke 5.4.2. za viSe od 1 mg, ponoviti
postupak opisan u tocki 5.4.3.

Ukoliko se masa poveca, pri izracunu (6.1.) upotrijebiti najmanju zabiljezenu masu.

Konac¢na zabiljezena masa je m2 (g). Ukupno vrijeme suSenja ne smije biti dulje od Sest sati.



6. Izrazavanje rezultata
6.1. Metoda izracuna

Gubitak mase suSenjem, izrazen kao postotak mase uzorka, izraCunava se na sljede¢i nacin:

m oMo

3

pri ¢emu je:
m0 = masa posudice i poklopca nakon postupka opisanog u tocki 5.2., u gramima

ml = masa posudice, poklopca i uzorka prije suSenja (postupak opisan u tocki 5.3.), u
gramima

m2 = masa posudice, poklopca i uzorka nakon suSenja (postupak opisan u tocki 5.4.3. ili
5.4.4.), u gramima

Izracunati gubitak mase suSenjem s tocnos¢u od 0,01%.

6.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju odredivanja koja provodi isti analitiar, istovremeno ili
neposredno jedno za drugim, na istom uzorku te pod istim uvjetima, ne smije biti ve¢a od 0,1

g vode na 100 g proizvoda.

Ova dopustena razlika izmedu dva rezultata trebala bi biti postignuta u 95% slucajeva kada je
metoda ispravno izvedena.

METODA 2.
ODREPIVANIJE UDJELA BJELANCEVINA

1. Opseg i podrucdje primjene

Ovom se metodom odreduje udio bjelancevina u:
— kiselim kazeinima,

— slatkim kazeinima,

— kazeinatima.

osim onih koji sadrZze amonijev kazeinat ili druge amonijeve ili duSikove neproteinske
spojeve.

2. Definicija

Udio bjelancevina je umnozak udjela dusika, odredenog opisanom metodom, sa faktorom
6,38 1 izrazen u postotku.



3. Princip

Uzorak razgraditi mjeSavinom kalijevog sulfata i sumporne kiseline, uz bakrov(II) sulfat kao
katalizator, kako bi se organski dusik pretvorio u amonijev ion. Amonijak se destilira i
apsorbira u otopinu borne kiseline 1 zatim titrira standardnom otopinom kloridne kiseline.
MnoZenjem udjela dusika sa faktorom 6,38 dobiva se udio bjelancevina.

4. Reagensi

4.1. Sumporna kiselina, koncentrirana, gustoce 1,84 g/mL.

4.2. Bezvodni kalijev sulfat (K2SO4).

4.3. Bakrov(II) sulfat pentahidrat (CuSO4 x SH20).

4.4. Saharoza (C12H22011).

4.5. Borna kiselina, otopina 40 g/L.

4.6. Natrijev hidroksid, koncentrirana vodena otopina 30% (m/m), bez karbonata.

4.7. Kloridna kiselina, 0,1 mol/L.

4.8. Mijesani indikator

Pomijesati jednaki volumen 2 g/L metilnog crvenila otopljenog u najmanje 95%-tnom(v/v)
etanolu i 1 g/L otopine metilenskog modrila u najmanje 95%- tnom (v/v) etanolu.

5. Oprema
5.1. Analiti¢ka vaga
5.2. Kjeldahlova tikvica, 500 mL.

5.3. Uredaj za digestiju s Kjeldahlovom tikvicom (5.2.) u nagnutom poloZaju te uredajem za
zagrijavanje kojim se ne zagrijava dio tikvice iznad povrSine tekuceg sadrzaja.

5.4. Hladilo s ravnom unutarnjom cijevi.
5.5. Odvodna cijev sa sigurnosnim ventilom povezana sa donjim dijelom hladila (5.4.)
spojkom od brusenog stakla ili gumenom cjev¢icom. Ukoliko se upotrebljava gumena

cjevcica, stakleni krajevi moraju biti blizu jedan drugome.

5.6. Glava za unos, povezana s Kjeldahlovom tikvicom (5.2.) 1 hladilom (5.4.) pomocu
mekane, ¢vrsto prijanjaju¢e gume ili drugih odgovarajucih ¢epova.

5.7. Erlenmeyerova tikvica, 500 mL.

5.8. Graduirane menzure, 50 i 100 mL.



5.9. Bireta, 50 mL, graduirana na 0,1 mL.

5.10. Pomagala za vrenje

5.10.1. Za digestiju: komadi¢i tvrdog porculana ili staklene kuglice.
5.10.2. Za destilaciju: svjeze zareni kamencici za vrenje.

6. Postupak

6.1. Priprema uzorka

Postupiti kako je opisano u tocki 1.2. ovoga Poglavlja.

6.2. Ispitivanje prisutnosti amonijevog iona

Ukoliko postoji sumnja da je prisutan amonijev kazeinat ili drugi amonijev spoj, potrebno je
provesti sljedecu probu.

U Erlenmeyerovu tikvicu odvagati 1 g uzorka, a zatim dodati 10 mL vode i 100 mg
magnezijevog oksida. Sa stijenki isprati magnezijev oksid i tikvicu zatvoriti plutenim ¢epom.
Izmedu plutenog Cepa i1 vrata tikvice staviti komadi¢ navlazenog crvenog lakmus papira.
Pazljivo promijesati sadrzaj tikvice i zagrijati tikvicu u vodenoj kupelji pri temperaturi 60 do
65° C. Ukoliko se boja lakmus papira promijeni u plavu unutar 15 minuta, prisutan je
amonijak i metodu nije moguce primijeniti (vidjeti tocku 1.).

6.3. Slijepa proba

Paralelno s odredivanjem udjela dusika u uzorku, provesti slijepu probu sa 0,5 g saharoze
(4.4.) umjesto uzorka, koriste¢i isti uredaj, iste koli¢ine svih reagensa i isti postupak kako je
opisano u tocki 6.5. Ukoliko je utrosak 0,1 mol/L kiseline pri titraciji ve¢i od 0,5 mL,

......

6.4. Uzorak za analizu

U Kjeldahlovu tikvicu (5.2.) prenijeti 0,3 do 0,4 g uzorka (6.1.), izvaganoga s to¢noscu od 0,1
mg.

6.5. Odredivanje

6.5.1. U tikvicu staviti nekoliko komadic¢a porculana ili staklenih kuglica (5.10.1.) i priblizno
10 g bezvodnog kalijevog sulfata. Dodati 0,2 g bakrovog(Il) sulfata (4.3.) 1 isprati vrat tikvice
s malo vode. Dodati 20 mL koncentrirane sumporne kiseline (4.1.). Promijesati sadrzaj
tikvice. Lagano zagrijavati u uredaju za digestiju (5.3.) dok pjenjenje ne prestane, ostaviti da
lagano vrije dok se otopina ne razbistri i pojavi stabilna blijeda zeleno-plava boja. Tijekom
zagrijavanja povremeno okretati tikvicu. Nastaviti vrenje 1 regulirati zagrijavanje tako da se
pare kondenziraju na sredini vrata tikvice. Nastaviti zagrijavanje jo§ 90 minuta tako da ne
dode do lokalnog pregrijavanja. Ostaviti da se ohladi do sobne temperature i pazljivo dodati
priblizno 200 mL vode i nekoliko kamenci¢a za vrenje (5.10.2.). Promijesati i ponovno
ohladiti.



6.5.2. U Erlenmeyerovu tikvicu (5.7.) prenijeti 50 mL borne kiseline (4.5.) i Cetiri kapi
indikatora (4.8.). Promijesati 1 staviti tikvicu ispod hladila (5.4.) tako da vrh odvodne cijevi
(5.5.) bude uronjen u bornu kiselinu. Pomocu graduirane menzure (5.8.) u Kjeldahlovu
tikvicu dodati 80 mL otopine natrijevog hidroksida (4.6.) Tijekom tog postupka drzati tikvicu
u nagnutom polozaju kako bi otopina natrijevog hidroksida tekla uz stjenku tikvice i formirala
donji sloj. Odmah povezati Kjeldahlovu tikvicu sa hladilom pomocu glave za unos (5.6.).

Lagano rotirati Kjeladahlovu tikvicu kako bi se promijeSao sadrzaj. Na pocetku lagano
zagrijavati do vrenja pazeci da ne dode do pjenjenja. Nastaviti s destilacijom tako da se 150
mL destilata sakupi za priblizno 30 minuta. Temperatura destilata ne smije biti veca od 25° C.
Priblizno dvije minute prije zavrSetka destilacije spustiti Erlenmeyerovu tikvicu tako da vrh
odvodne cijevi ne bude uronjen u otopinu kiseline i isprati vrh s malo vode. Prekinuti
zagrijavanje, ukloniti odvodnu cijev 1 isprati unutarnje i vanjske stjenke s malo vode,
sakupljajuc¢i vodu u Erlenmeyerovu tikvicu.

6.5.3. Titrirati destilat u Erlenmeyerovoj tikvici standardnom volumetrijskom otopinom
kloridne kiseline (4.7.).

7. Izrazavanje rezultata
7.1. Formula i metoda izrac¢una

Koli¢ina bjelancevina u uzorku, izrazena kao postotak mase uzorka, izracunava se na sljedeci
nacin:

(7, =7 be T 1o 1000 638 _ 8032 (1 = Jue T
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pri cemu je:

V1 = volumen standardne volumetrijske otopine kloridne kiseline (4.7.) utroSene pri
odredivanju, u mL

V2 = volumen standardne volumetrijske otopine kloridne kiseline (4.7.) utroSene za slijepu
probu (6.3.), u mL

T = koncentracija standardne volumetrijske otopine kloridne kiseline (4.7.), u mol/L

m = masa ispitivanog uzorka, u gramima

Izracunati udio bjelancevina s to¢noséu od 0,1%.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju odredivanja koja provodi isti analitiar, istovremeno ili
neposredno jedno za drugim, na istom uzorku te pod istim uvjetima, ne smije biti ve¢a od 0,5

g bjelan¢evina na 100 g proizvoda.

Ova dopustena razlika izmedu dva rezultata trebala bi biti postignuta u 95% slucajeva kada je
metoda ispravno izvedena.



METODA 3.
TITRIMETRIJSKO ODREDIVANIJE KISELOSTI

1. Opseg i podrudje primjene
Titrimetrijskom metodom odreduje se kiselost kiselih kazeina.
2. Definicija

Titracijska kiselost kiselih kazeina je volumen (mL) 0,1 mol/L standardne otopine natrijevog
hidroksida potrebne za neutralizaciju vodenog ekstrakta 1 g proizvoda.

3. Princip

Vodeni ekstrakt uzorka se dobiva i filtrira pri 60° C. Filtrat se titrira standardnom otopinom
natrijevog hidroksida koriste¢i fenolftalein kao indikator.

4. Reagensi

Iz vode koja se koristi u postupku ili za pripremu reagensa prije upotrebe mora biti uklonjen
ugljikov dioksid zagrijavanjem do vrenja 10 minuta.

4.1. Otopina natrijevog hidroksida, 0,1 mol/L.

4.2. Otopina indikatora fenolftaleina, 10 g/L u etanolu (95% v/v), neutraliziranom u odnosu
na indikator.

5. Oprema
5.1. Analiticka vaga

5.2. Erlenmeyerova tikvica, 500 mL, s bruSenim vratom i staklenim ¢epom od brusenog
stakla.

5.3. TrbusSasta pipeta, 100 mL.

5.4. Pipeta, primjerena za mjerenje 0,5 mL otopine indikatora.

5.5. Erlenmeyerova tikvica, 250 mL.

5.6. Menzura, 250 mL.

5.7. Bireta, graduirana na 0,1 mL.

5.8. Vodena kupelj, s moguénosc¢u reguliranja temperature na 60 + 2° C.
5.9. Odgovarajuc¢i filter.

6. Postupak



6.1. Priprema uzorka za ispitivanje
Postupiti kako je opisano u tocki 1.2. ovoga Poglavlja.
6.2. Uzorak za analizu

U Erlenmeyerovu tikvicu (5.2.) odvagati priblizno 10 g uzorka za analizu (6.1.) s to¢nos¢u od
10 mg.

6.3. Odredivanje

Pomoc¢u menzure (5.6.) dodati 200 mL svjeze prokuhane i ohladene vode, prethodno zagrijane
na 60° C. Tikvicu zatvoriti cepom, okretanjem promijesati sadrzaj i staviti u vodenu kupelj na
60° C (5.8.) 30 minuta. Priblizno svakih 10 minuta protresti tikvicu. Filtrirati 1 ohladiti filtrat
na priblizno 20° C. Filtrat mora biti bistar.

Pipetom (5.3.) prebaciti 100 mL ohladenog filtrata u Erlenmeyerovu tikvicu (5.5.). Pipetom
(5.4.) dodati 0,5 mL otopine indikatora fenolftaleina (4.2.). Titrirati standardnom

volumetrijskom otopinom natrijevog hidroksida do pojave blijede ruziCaste boje koja se
zadrzava najmanje 30 sekundi. Odrediti 1 zapisati volumen s tocnos¢u 0,01 mL.

7. Izrazavanje rezultata
7.1. Formula i metoda izra¢una

Titracijska kiselost kiselih kazeina izraCunava se na sljedeci nacin:
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pri cemu je:
V = volumen utrosene standardne volumetrijske otopine natrijevog hidroksida (4.1.), u mL

T = koncentracija utroSene standardne volumetrijske otopine natrijevog hidroksida (4.1.), u
mol/L

m = masa uzorka za analizu, u gramima

Rezultat se izrazava na dva decimalna mjesta.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju odredivanja koja provodi isti analitiar, istovremeno ili
neposredno jedno za drugim, na istom uzorku te pod istim uvjetima, ne smije biti ve¢a od

0,02 mL 0,1 mol/L natrijevog hidroksida na 1 g proizvoda.

Ova dopustena razlika izmedu dva rezultata trebala bi biti postignuta u 95% slucajeva kada je
metoda ispravno izvedena.



METODA 4.
ODREDIVANIJE PEPELA
(uklju€ujuéi P205)

1. Opseg i podrucje primjene

Ovom se metodom odreduje udio pepela (ukljucujuci P205) u kiselim kazeinima.

2. Definicija

Udio pepela (ukljucuju¢i P205) je udio pepela odreden opisanom metodom.

3. Princip

Uzorak se spaljuje pri 825 + 25° C u prisutnosti magnezijevog acetata kako bi se vezao sav
fosfor organskog podrijetla. Kona¢ni udio pepela izracuna se nakon vaganja ostatka i
oduzimanja mase pepela koji potjeCe od magnezijevog acetata.

4. Reagensi

4.1. Otopina magnezijevog acetata tetrahidrata, 120 g/L.

Otopiti 120 g magnezijevog acetata tetrahidrata [Mg (CH3CO2)2 x 4H20O] u vodi i dopuniti
vodom do 1 L.

5. Oprema

5.1. Analiti¢ka vaga

5.2. TrbusSasta pipeta, 5 mL.

5.3. Posudice od kvarca ili platine, promjera priblizno 70 mm i dubine 25 do 50 mm.

5.4. Susionik, S mogucénoscu reguliranja temperature na
102+ 1°C.

5.5. Mufolna pe¢, s moguénoscu reguliranja temperature na 825 + 25° C.
5.6. Vodena kupelj

5.7. Eksikator s aktivnim silikagelom s indikatorom prisutnosti vode ili odgovaraju¢im
sredstvom za susSenje.

6. Postupak
6.1. Priprema uzorka

Vidjeti toc¢ku 1.2. ovoga Poglavlja.



6.2. Priprema posudica

Zagrijavati dvije posudice (A, B) (5.3.) u mufolnoj pe¢i na temperaturi 825 + 25° C, 30
minuta. Pricekati da se posudice malo ohlade, a zatim ih staviti u eksikator (5.7.) da se ohlade
na sobnu temperaturu. Izvagati posudice s to¢nos¢u 0,1 mg.

6.3. Uzorak za analizu

Odvagati priblizno 3 g uzorka (6.1.) s tocnos¢u 0,1 mg u jednu od pripremljenih posudica (A).
6.4. Odredivanje

Pipetom (5.2.) dodati to¢no 5 mL otopine magnezijevog acetata (4.1.) u posudicu (A) tako da
sav uzorak bude natopljen 1 ostaviti stajati 20 minuta. U drugu posudicu (B) pipetom (5.2.)
dodati tocno 5 mL otopine magnezijevog acetata (4.1.). Ispariti sadrzaj obje posudice (A i B)
do suhoga u kipu¢oj vodenoj kupelji (5.6.). Zatim obje posudice staviti u suSionik (5.4.) na

temperaturu 102 + 1° C, 30 minuta.

Zagrijavati posudicu A na slabom plamenu, vru¢oj ploci ili pod infracrvenom lampom dok
uzorak potpuno ne pougljeni, pazeci pri tome da se ne zapali.

Obje posudice (A i B) prenijeti u mufolnu pe¢ (5.5.) 1 zagrijavati na temperaturu 825 + 25° C
najmanje 1 sat, dok sav ugljen iz posudice A ne nestane. Pri¢ekati da se posudice malo
ohlade, a zatim ih staviti u eksikator (5.7.) da se ohlade na sobnu temperaturu. Izvagati
posudice s tocnos¢u 0,1 mg.

Ponavljati postupak zagrijavanja priblizno 30 minuta, u mufolnoj pe¢i (5.5.), hladenja i
vaganja do konstantne mase (u granicama 1 mg) ili do pocetka povecavanja mase. Zapisati
najnizu masu.

7. Izrazavanje rezultata

7.1. Metoda izraGuna

Udio pepela, ukljuc¢uju¢i P20S5, izrazen kao postotak mase, izraCunava se na sljede¢i nacin:
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:
pri cemu je:

m0 = masa uzorka, u gramima

ml = masa posudice A i ostatka, u gramima
m?2 = masa posudice A, u gramima

m3 = masa posudice B 1 ostatka, u gramima

m4 = masa posudice B, u gramima



Konacni rezultat izracunati s tocnoscéu 0,01%.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju odredivanja koja provodi isti analitiar, istovremeno ili
neposredno jedno za drugim, na istom uzorku te pod istim uvjetima, ne smije biti ve¢a od 0,1

gna 100 g proizvoda.

Ova dopustena razlika izmedu dva rezultata trebala bi biti postignuta u 95% slucajeva kada je
metoda ispravno izvedena.

METODA 5
ODREDIVANIJE PEPELA
(uklju€ujuéi P205)

1. Opseg i podrudje primjene

Ovom se metodom odreduje udio pepela (ukljucujuci P205) u slatkim kazeinima.
2. Definicija

Udio pepela (ukljucuju¢i P205) je udio pepela odreden opisanom metodom.

3. Princip

Uzorak se spaljuje pri temperaturi 825 + 25° C do konstantne mase. Ostatak se vaze i izrazava
kao postotak mase uzorka.

4. Oprema

4.1. Analiticka vaga

4.2. Posudica od kvarca ili platine, promjera priblizno 70 mm i dubine 25 do 50 mm.
4.3. Mufolna pe¢, sa ventilacijom 1 moguénosc¢u reguliranja temperature na 825 + 25° C.

4.4. Eksikator s aktivnim silikagelom s indikatorom prisutnosti vode ili odgovarajué¢im
sredstvom za susenje.

5. Postupak
5.1. Priprema uzorka
Postupiti kako je opisano u tocki 1.2. ovoga Poglavlja.

5.2. Priprema posudice



Zagrijavati posudicu (4.2.) u mufolnoj pe¢i na temperaturi 825 + 25° C, 30 minuta. Pricekati
da se posudica malo ohlade, a zatim ju staviti u eksikator (5.7.) da se ohladi na sobnu
temperaturu. Izvagati posudicu s to¢noscéu 0,1 mg.

5.3. Uzorak za analizu

U posudicu odvagati priblizno 3 g uzorka (5.1.) s to¢nos¢u 0,1 mg.

5.4. Odredivanje

Zagrijavati posudicu na slabom plamenu, vrucoj plo¢i ili pod infracrvenom lampom dok
uzorak potpuno ne pougljeni, pazeci pri tome da se ne zapali.

Posudicu prenijeti u mufolnu pe¢ (4.3.) na temperaturu 825 + 25° C i zagrijavati najmanje 1
sat, dok sav ugljen iz posudice ne nestane. Pricekati da se posudica malo ohladi, a zatim ju
staviti u eksikator (4.4.) da se ohladi na sobnu temperaturu. Izvagati posudicu s tocnos¢u 0,1
mg.

Ponavljati postupak zagrijavanja priblizno 30 minuta, u mufolnoj pe¢i (4.3.), hladenja i
vaganja do konstantne mase (u granicama 1 mg) ili do pocetka povecavanja mase. Zapisati
najnizu masu.

6. Izrazavanje rezultata

6.1. Metoda izracuna i formula

Udio pepela, ukljuc¢uju¢i P20S5, izrazen kao postotak mase, izraCunava se na sljede¢i nacin:
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pri ¢emu je:

m0 = masa uzorka, u gramima

ml = masa posudice i ostatka, u gramima

m2 = masa posudice, u gramima

Kona¢ni rezultat izracunati s to¢nos¢u 0,01%.

6.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju odredivanja koja provodi isti analitiar, istovremeno ili
neposredno jedno za drugim, na istom uzorku te pod istim uvjetima, ne smije biti ve¢a od

0,15 gna 100 g proizvoda.

Ova dopustena razlika izmedu dva rezultata trebala bi biti postignuta u 95% slucajeva kada je
metoda ispravno izvedena.



METODA 6.
ODREDIVANIJE pH VRIJEDNOSTI

1. Opseg i podrudje primjene
Ovom se metodom odreduje pH vrijednost kazeinata.
2. Definicija

pH vrijednost kazeinata je pH vodene otopine kazeinata pri 20° C odreden opisanom
metodom.

3. Princip
Elektrometrijsko odredivanje pH vrijednosti vodene otopine kazeinata pomoc¢u pH metra.
4. Reagensi

Voda koja se koristi za pripremu reagensa ili u postupku (6.) mora biti svjeze destilirana, bez
apsorbiranog ugljikovog dioksida.

4.1. Puferske otopine, za bazdarenje pH metra (5.2.)

Dvije standardne puferske otopine s pH vrijednostima pri 20° C, izraZzenima na dva decimalna
mjesta, kojima se to¢no odreduje pH vrijednost ispitivanog uzorka, primjerice ftalatna
puferska otopina s pH vrijednosti priblizno 4 i boraksova puferska otopina s pH vrijednosti
pribliZzno 9.

5. Oprema

5.1. Vaga, s to¢nos¢u 0,1 g.

5.2. pH metar, najmanje osjetljivosti 0,05 pH jedinica, s odgovaraju¢om bazdarenom
elektrodom, primjerice staklenom elektrodom 1 kalomel elektrodom ili drugom referentnom
elektrodom.

5.3. Termometar, s to¢nosc¢u 0,5° C.

5.4. Erlenmeyerova tikvica, 100 mL, s ¢epom od brusenog stakla.

5.5. Casa, 50 mL.

5.6. Mjesalica.

5.7. Caga, za mjesalicu (5.6.), 250 mL.

6. Postupak

6.1. Priprema uzorka



Postupiti kako je opisano u tocki 1.2. ovoga Poglavlja.
6.2. Odredivanje
6.2.1. Bazdarenje pH metra

Podesiti temperaturu puferskih otopina (4.1.) na 20° C i bazdariti pH metar sukladno uputama
proizvodaca.

Napomene:
1. Bazdarenje treba provesti za vrijeme 20 minuta stajanja otopine (vidjeti tocku 6.2.2.).

2. Pri ispitivanju serije uzoraka provjeravati bazdarenost pH metra jednom ili viSe standardnih
otopina najmanje svakih 30 minuta.

6.2.2. Priprema otopine za ispitivanje

U casu (5.7.) odvagati 5 g uzorka (6.1.), dodati 95 mL vode i mijeSati mijeSalicom (5.6.) 30
sekundi. Otopinu pustiti da stoji 20 minuta pri temperaturi priblizno 20° C, pokrivenu satnim
stakalcem.

6.2.3. Mjerenje pH

6.2.3.1. U casu (5.5.) uliti priblizno 20 mL otopine i odmah ocitati pH vrijednost tekucine
pomocu pH metra (5.2.). Prije mjerenja potrebno je elektrodu pazljivo isprati vodom.

6.2.3.2. Izmjeriti pH.
7. Izrazavanje rezultata
7.1. Zapisivanje pH vrijednosti

Kao pH vrijednost otopine kazeinata ocitati vrijednost na kazalu pH metra na najmanje dva
decimalna mjesta.

7.2. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju odredivanja koja provodi isti analitiar, istovremeno ili
neposredno jedno za drugim, na istom uzorku te pod istim uvjetima, ne smije biti ve¢a od
0,05 pH jedinica.

Ova dopustena razlika izmedu dva rezultata trebala bi biti postignuta u 95% slucajeva kada je
metoda ispravno izvedena.

[1] Pravilnikom se preuzimaju odredbe Direktive Komisije 86/424/EEZ od 15. srpnja 1986. o
metodama uzorkovanja za kemijske analize jestivih kazeina 1 kazeinata 1 Direktive Komisije
85/503/EEZ od 25. listopada 1985. o metodama analiza jestivih kazeina i kazeinata


http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2009_06_70_1723.html#footnote-29081-1-backlink

[2] Pravilnikom su preuzete odredbe Direktive Vijeca 83/417/EEZ od 25. srpnja 1983. o
uskladivanju zakonodavstva drzava Clanica o odredenim mlije¢nim proteinima (kazeinima i
kazeinatima) namijenjenima za prehranu ljudi


http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2009_06_70_1723.html#footnote-29081-2-backlink

