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(Aschaffenburgi ja Milleni meetod)

1. Kasutusala
Meetod vbimaldab maarata fosfataasi aktiivsust koorepulbris, taispiimapulbris, vaherasvases
piimapulbris ja 16ssipulbris.

2. Méaaratlus

Fosfataasi aktiivsus selle lisa tahenduses on aktiivse aluselise fosfataasi sisaldus piimapulbris.
See valjendataks@-nitrofenooli kogusena mikrogrammides the milliliitri piimapulbrist
taastatud piima kohta selle meetodi kohaselt pulbri analttsimise korral.

3. POhimdote

Pulbrilise piimatoote fosfataasi aktiivsus maaratakse aluselise fosfataasi vbime jargi vabastada
naatriump-nitrofenuilfosfaadist p-nitrofenooli. Etten&dhtud tingimustel vabanevp-
nitrofenooli hulk maaratakse otse vordlemisel standardvarviklaasidega lihntsas komparaatoris,
kasutades peegeldunud valgust.

4. Reagendid

4.1.Naatriumkarbonaat-vesinikkarbonaatpuhverlahus (valmistamine: 3,5 g veevaba naatrium-
karbonaati ja 1,5 g naatriumvesinikkarbonaati lahustatakse vees ja lahuse maht viiakse mdote-
kolvis veega 1000 ml-ni).

4.2. Puhversubstraatlahtigvalmistamine: 1,5 g dinaatriupitrofeniiilfosfaati lahustatakse
naatriumkarbonaat-vesinikkarbonaatpuhverlahuses ja lahuse maht viiakse modtekolvis eel-
nimetatud puhverlahusega 1000 ml-ni).

4.3. Tsinksulfaadilahus (valmistamine: 30,0 g tsinksulfaati Zp®B@ustatakse vees ja lahuse
mabht viiakse mddtekolvis veega 100 ml-ni).

4.4.Kaaliumheksatstuanoferraat(ll)lahus (valmistamine: 17,2 g kaaliumheksatstianoferraat(ll)-
trintdraati K4[Fe(CNg]x3H.0O lahustatakse vees ja lahuse maht viiakse mootekolvis veega
1000 m-ni).

5. Seadmed ja vahendid

5.1. Analuutilised kaalud.

5.2. Veevann, mis vBimaldab hoida temperatuuri 371 °C.

5.3. Standardvarvi klaasidega, mis on kalibreeritud mikrogramnpetagofenooli jargi 1 mi
piima kohta, spetsiaalse kettaga ja kahe 25 mm mddtekivetiga komparaator.

5.4. Filterpaber.



6. TOO kaik

6.1. Ettevaatusabinduna tuleb véltida katse tegemisktsets paikesevalguses. Parast
kasutamist tuhjandatakse katseklaasid, loputataksega, pestakse kuuma leeliselist
detergenti sisaldava veega ja loputatakse puhtan&ukraaniveega. Seejarel loputatakse
katseklaasid veega ja kuivatatakse enne kasutamipetid loputatakse kohe péarast
kasutamist pohjalikult Gle killma kraaniveega, setjéeega ja kuivatatakse enne kasutamist.
Katseklaasi korgid loputatakse kohe parast kasstgmdhjalikult Gle kuuma kraaniveega ning
keedetakse seejarel kaks minutit vees. Iga pramokg kasutatakse eraldi pipetti, valtides
sulje sattumist sellesse.

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

6.3.Puhtasse kuiva katseklaasi pipeteeritakse 15 migyahbstraatlahust ning 2 ml alapunkti
6.2 jargi taastatud piima, segatakse katseklaabetipdorates |abi ja asetatakse katseklaas
kaheks tunniks temperatuuril 37+1 °C olevale venilanSeejarel vbetakse katseklaas vee-
vannilt ning katseklaasi lisatakse 0,5 ml tsinksadfilahust, loksutatakse tugevalt ning
jaetakse kolmeks minutiks seisma. Lisatakse O0,5kadliumheksatsianoferraat(ll)lahust,
segatakse pohjalikult ning filtreeritakse labi viadd filterpaberi. Selge filtraat kogutakse
puhtasse katseklaasi.

6.4. Filtraat viiakse komparaatori 25 mm mdootekuvetti gpetsiaalset ketast kasutades
vorreldakse vordluslahust filtraadiga.

6.5. M60tmisel kasutatav vordluslahus valmistatakse aseit  alapunktides 6.2 ja 6.3
kirjeldatud viisile, asendades alapunktis 6.3 nahet taastatud piima fosfataasi
inaktiveerimiseks hoolikalt keedetud, alapunkti gPgi taastatud piimaga. Proovilahus ja
vordluslahus valmistatakse thel ajal.

7. Tulemuste esitamine

7.1. p-nitrofenoolisisalduseks mikrogrammides taastatiighg the milliliitri kohta vdetakse

komparaatori lugem.

7.2.Kahe Uheaegse vai jarjestikuse sama proovi maaeamismuste erinevus voib olla kuni
2 ug vabanenudp-nitrofenooli alapunkti 6.2 jargi taastatud piimanl kohta samades
tingimustes sama anallilsitegija maaratuna.

! Puhversubstraatlahus sailib kiilmikus 4 °C v6i neual temperatuuril stabiilsena vahemalt
Uks kuu. Vaiksemgi ebastabiilsus on margatav kellagirvuse tekkest. Lahust, mis

komparaatoris 25 mm modtekivetis destilleeritud stetes méddetuna uletab varvuslugemi
10 g, ei soovitata kasutada.



