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1. Kasutusala
Meetod vbimaldab maarata fosfataasi aktiivsust koorepulbris, taispiimapulbris, vaherasvases
piimapulbris ja l16ssipulbris.

2. Maaratlus

Fosfataasi aktiivsus selle lisa tahenduses on aktiivse aluselise fosfataasi sisaldus piimapulbris.
See vdljendatakse fenoolikogusena mikrogrammides the milliliitri piimapulbrist taastatud
piima kohta selle meetodi kohaselt pulbri analtitisimise korral.

3. POhimdote

Pulbrilise piimatoote fosfataasi aktiivsus madaratakse fosfataasi vdéime jargi vabastada
dinaatriumfenuulfosfaadist fenooli. Ettenahtud tingimustel vabaneva fenooli hulk mé&aratakse
Gibbsireagendi toimel tekkiva varvi spektrofotomeetrilisel méétmisel.

4. Reagendid

4.1. Baariumboraathudroksiidi puhverlahus, mille pH on 10,6+0,1 temperatuurii 20 °C
(valmistamine: 25,0 g baariumhidroksiidi Ba(@¥BH,O lahustatakse vees ning lahuse maht
viiakse 500 ml-ni. 11,0 g boorhapetBD; lahustatakse vees ning lahuse maht viiakse 500
ml-ni. Mdlemad lahused soojendatakse temperatuurini 50 °C ja segatakse kokku, segu
loksutatakse ja  jahutatakse  toatemperatuurini. Seejarel reguleeritakse  pH
baariumhidroksiidiga vaartuseni 10,6+0,1 ning filtreeritakse. Lahust sailitatakse tihedalt
suletud mahutis. Enne kasutamist lahjendatakse puhverlahust veega vahekorras 1:1).

4.2. Varviilmutuspuhverlahus (valmistamine: vees lahustatakse 6,0 g naatriummetaboraati
NaBQO, v0i 12,6 g naatriummetaboraattetrahtdraati Na&iBL,O ja 20,0 g naatriumkloriidi

NacCl ning lahuse maht viiakse 1000 ml-ni).

4.3. Puhversubstraatlahus (valmistamine: 0,5 g dinaatriumfenidlfosfaattetrahidraati
NaCsHsPOsx 4H,O lahustatakse 4,5 ml varviilmutuspuhverlahuses, lisatakse 2 tilka
Gibbsireagenti ja jaetakse 30 minutiks seisma. Varvunud lahust ekstraheeritakse 2,5 ml
butanooliga, vajaduse korral varviekstraktsiooni korrates. Parast eraldamist jaetakse butanool
korvale. Lahust voib sailitada kulmikus mitu paeva. Enne lahuse kasutamist korratakse varvi
ilmutamist ja butanooliga ekstraheerimist. 1 ml saadud lahust pipeteeritakse 100 ml
moodtekolbi ja kolb taidetakse baarium-boraathidroksiidpuhverlahusega kuni kriipsuni.
Puhversubstraatlahus valmistatakse vahetult enne kasutamist).



4.4. Sadesti (valmistamine: 3,0 g tsinksulfaatheptahatdanSQx7H,0 ja 0,6 g vask(ll)-
sulfaatpentahtdraati CugbH,0 lahustatakse vees ning lahuse maht viiakse vE@@anl-
ni).

4.5Gibbsireagent (valmistamine: 10 ml-s 96% etanolalisistatakse 0,040 g 2,6-dibromo-
kinoon-1,4-kloroimiidi OxGH2Br,xNCI. Lahust sdilitatakse kilmikus tumedas klaastiad
varvuse muutumise korral asendatakse reagent uuega)

4.6.Varvilahjenduspuhverlahus (valmistamine: 10 ml viimutuspuhverlahust lahjendatakse
mahuni 100 ml).

4.7. Vask(ll)sulfaadilahus (valmistamine: 0,05 g vasjisilifaatpentahiudraati Cug<bH,O
lahustatakse vees ja lahuse maht viiakse veeganlt@i).

4.8. Fenooli standardlahus, kontsentratsiooniga 0,Zvgdmistamine: 0,200+0,001 g puhast
fenooli lahustatakse vees ja lahuse maht viiakegarendotekolvis 100 ml-ni. Saadud lahust
voib kulmikus sailitada mitu kuud. Sellest lahuse®ttakse 10 ml ning lahjendatakse veega
100 ml-ni).

4.9.Keedetud destilleeritud vesi.

4.10.Butanool.

5. Seadmed ja vahendid

5.1.Analldtilised kaalud.

5.2.Veevann, mis on reguleeritud temperatuurile 371 °C

5.3. Spektrofotomeeter, mis sobib mé6tmiseks lainepigkG40 nm.
5.4.Filterpaber &hleicher and Schull 597, Whatman 42 vGi samavaarne).
5.5.Veevann, mis vbimaldab hoida temperatuuri 100 °C.

5.6. Alumiiniumfoolium.

6. TOO kaik

6.1. Ettevaatusabinfuna tuleb anallilsi tegemisel vatitdast paikesevalgust. Kasutatavad
klaasndud, korgid ja teised abivahendid, naiteketai eemaldamisvahendid, peavad olema
vaga puhtad. Soovitatav on neid veega loputadaeg@akvdi auruga téodelda. Voimaliku
fenoolisisalduse t6ttu tuleb valtida plastmassmikile ja muude esemete kasutamist. Silje
fosfataasisisalduse t6ttu tuleb hoolikalt hoidudigega saastamisest.

6.2. Pulbrist piima taastamiseks kaalutakse 10 g uuaitgwoovi tdpsusega 0,1 g ja
lahustatakse 90 ml vees. Proovi lahustamisel eitéohperatuur tletada 35 °C.

6.3.1 ml taastatud piima viiakse katseklaasi, lisatak®enl puhversubstraatlahust, segatakse
ja asetatakse katseklaas temperatuuril 37+1 °Cal@leveevannile ning lastakse aeg-ajalt
segades veevannil 60 minutit inkubeeruda. Seejaiekse katseklaas kohe keevale
veevannile, Uhtlase kuumutamise tagamiseks kaetakstseklaas ja veevann
alumiiniumfooliumiga, kuumutatakse kaks minutit @injahutatakse kilmas vees
toatemperatuurini.

6.4. Lisatakse 1 ml sadestit, segatakse ja filtreergdibi kuiva filterpaberi, jattes kdrvale
esimese labijooksu, kuni selge filtraadi saamiséitraadist viiakse 5 ml katseklaasi,
lisatakse 5 ml varviilmutuspuhverlahust ja 0,1 mbl@ireagenti ning segatakse. Lahus
jAetakse varvuse tekkimiseks 30 minutiks toatentperde seisma, valtides otsest
paikesevalgust.

6.5. Saadud lahuse optiline tihedus moddetakse lainapék 610 nm alapunktis 6.6
kirjeldatud vdrdluslahuse suhtes. Kui optiline the Uuletab kdrgeimat punkti
kalibreerimiskdveral, korratakse katset, lahjengaddapunkti 6.2 jargi taastatud piima
alapunkti 6.6 jargi kuumutatud taastatud piimaga.

6.6. Optilise tiheduse mdotmisel kasutatav vordluslakasmnistatakse Uhel ajal proovi-
lahusega. Vordluslahus valmistatakse sarnaseltvpaboise valmistamisele, kuid alapunktis



6.3 nimetatud taastatud piim asendatakse fosfataakiiveerimiseks kuumutatud taastatud
piimaga. Selleks vbetakse katseklaasi 1 ml alap@Rtjargi taastatud piima ning asetatakse
see fosfataasi inaktiveerimiseks kohe keevale veeln kuumutades seda jargnevalt kahe
minuti véltel. Katseklaasi Uhtlase kuumutamise maigaks kaetakse katseklaas ja veevann
alumiiniumfooliumiga. Parast kuumutamist jahutatakatseklaas kiilmas vees toatempera-
tuurini ning toimitakse alapunktides 6.3 ja 6.4édotatud viisil.

7. Kalibreerimisgraafiku koostamiseks valmistatakskbkeerimislahused. Nelja 100 ml-sse
maootekolbi pipeteeritakse vastavalt 1, 3, 5 ja 1Ganooli standardlahust ning lisatakse vett
mahuni 100 ml, saadud lahused sisaldavad vast2yv@|t10 ja 2Qug fenooli hes milliliitris.
Voetakse 5 katseklaasi, millest Uhte pipeteeritdksal vett ning tlejaanud nelja vastavalt 1
ml igast saadud lahusest, saades seeria katseldsfasinis sisaldavad 0, 2, 6, 10 ja &)
fenooli. Seejarel lisatakse igasse katseklaasi 1 wakk(ll)sulfaadilahust, 5 ml
varvilahjenduspuhverlahust, 3 ml vett ja 0,1 ml leilbeagenti ning segatakse. Lahused
jAetakse varvuse tekkimiseks 30 minutiks toatentperde seisma, valtides otsest
paikesevalgust. Fenooli sisaldavate lahuste optilinedus mdddetakse fenoolita lahuse
suhtes. Koostatakse graafik, mille abstsisstekaletakse fenoolikogused mikrogrammides
ning ordinaatteljele neile vastavad optilise tieeluaartused.

8. Tulemuste esitamine

8.1. Proovilahuse fenoolisisaldus mikrogrammides legakkalibreerimisgraafiku abil
vastavalt proovilahuse optilisele tihedusele. Rasfsi aktiivsus valjendatuna fenooli
kogusena mikrogrammides 1 ml alapunkti 6.2 jargstatud piima kohta arvutatakse jargmise
valemi jargi:

fosfataasi aktiivsus = 2,4 R,

kusP on kalibreerimisgraafikult leitud proovilahuse fetikogus mikrogrammides.

Kui proovilahust lahjendati, korrutatakse saadudnws lahjendusteguriga.

8.2.Kahe Uheaegse vdi jarjestikuse sama proovi maaeamiismuste erinevus voib olla kuni
2 ug vabanenud fenooli 1 ml alapunkti 6.2 jargi taastgpiima kohta samades tingimustes
sama analuusitegija maaratuna.





