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Til
Statens Husdyrbrugsudvalg.

Paa Foranledning af Landbrugsministeriets Erhvervsdirektorat og
med searlig Bevilling til Arbejdets Udferelse blev der for et Aars Tid
siden her i det kemiske Laboratorium paabegyndt en Undersogelse af
Fosfataseprovens Anvendelighed til Kontrol med Vallens Lavpasteuri-
sering under de her i Landet almindelige Forhold.

Som et forste Resultat af dette Arbejde fremsendes hoslagt en Rede-
gorelse for en Rackke Undersogelser over Fosfatasepreoven i al Alminde-
lighed, idet jeg henstiller til Udvalget, at den offentliggeres som en
Beretning fra Forsegslaboratoriet.

Kebenhavn, Marts 1944.

A. C. Andersen.

Ovennaevnte Redegorelse har veeret forelagt Statens Husdyrbrugs-
udvalg og er godkendt til Offentliggerelse i Forsegsvirksomhedens Pub-

likationer.
Odense, April 1944,

Johs. Petersen-Dalum,
Formand.
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A. Om Kontrol med M=lkens
og Mejeriprodukternes Pasteurisering.

Ved
A. C. Andersen.

Siden det ved Lov af 26. Marts 1898 om Foranstaltninger til Bekeem-
pelse af Tuberkulose hos Hornkveeg for ferste Gang blev paabudt, at
Mejerierne skulde pasteurisere al Skummetmalk og Kernemeelk, der
udleveres til Kreaturfade, har Kontrollen med Overholdelsen af dette
Paabud veeret baseret paa den Storch’ske Prove, som grunder sig paa
folgende Forhold.

Al raa Maxlk indeholder Peroxydase, hvorved forstaas et Enzym,
som er i Stand til at overfare It fra et Overilte il et eller andet Stof,
der let optager Ilt. Hvis man derfor setter lidt Brintoverilte og lidt
Parafenylendiamin til en Preve raa Melk, vil dennes Peroxydase
bevirke, at der overfores Ilt fra Brintoverilten til Parafenylendiaminet;
at en saadan Iltoverfersel har fundet Sted, viser sig ved, at Blandingen
antager en blaa Farve. Saafremt Malken derimod ferst har veeret op-
varmet blot en ganske kort Tid til over 80 °, vil dens Peroxydase vare
odelagt; ved Tilseetning af Brintoverilte og Parafenylendiamin kan der
da ingen Iltoverfersel finde Sted, og Blandingen beholder Melkens
hvide Farve uforandret. '

Den Storch’ske Prgve stiller kun smaa Krav med Hensyn til Appa-
rater og Kemikalier, saaledes at den er billig at benytte, og den er
samtidig meget let og hurtig at udfere i Laboratoriet. En Analytiker
kan uden Vanskelighed underspge i Hundredvis af Mealkeprever om
Dagen, og da Metoden i en gvet Analytikers Heender saa at sige ingen
Usikkerhedsmomenter indeholder, kan man vanskeligt faa en bedre
Metode til Brug ved Kontrol med Pasteuriseringsbestemmelsernes Qver-
holdelse.

For ikke at give positiv Reaktion — d. v. s. Reaktion for utilstreekke-
lig Opvarmning — skal Malken imidlertid have veeret opvarmet til
over 80 ° i en passende, men dog ret kort Tid. En saadan Temperatur
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har vist sig at vaere hajere end nedvendigt for at gere Malken smittefri,
og den bibringer Malken en Smag, som mange finder ubehagelig, lige-
som den hgje Temperatur ogsaa er temmelig haardhsndet over for
Malkens Proteinstoffer og Vitaminer, Som Fglge heraf er en Pasteuri-
sering, der lader sig kontrollere ved den Storch’ske Preve, mindre
velegnet, naar Talen er om Melk til Menneskefede, og der har derfor
i Aarenes Legb veeret sat meget Arbejde ind paa at finde andre Metoder
til med forneden Sikkerhed at afgere, om Mwelk har varet underkastet
en saadan Opvarmning, at den uden at have veaeret opvarmet saa sterkt,
at den ikke laengere giver positiv Reaktion ved den Storch’ske Prove,
dog alligevel kan betragtes som smittefri.

De senere Aars Undersogelser har vist, at saadanne Metoder kan
baseres paa et andet i Maolken tilstedeveerende Enzym, Fosfafase, som
gdelzegges ved en noget lavere Teémperatur end den ovenomtalte
Peroxydase, og som er karakteriseret ved under passende Omstaendig-
heder at kunne spalte visse sammensatie Fosforsyreforbindelser.

Undersogelser herhjemme (1) og i Udlandet har godtgjort, at al
raa Malk indeholder Fosfatase. Der kan ganske vist veere betydelig
Forskel paa Fosfatasemangden i de enkelte Kgers Melk, men noget
Fosfatase er der altid, og i Blandinger al flere Kgers Malk vil det
forskellige Fosfataseindhold i de enkelie Kgers Malk i nogen Grad
udlignes, og naturligvis udlignes desto mere, jo flere Koers Maxlk der
indgaar i Blandingen (sml. S. 33).

Som] alle andre Enzymer odeleegges Fosfatase ved Opvarmning til
en passende Temperatur i en passende Tid. Jo laengere Tid Mamlken
holdes opvarmet, des lavere kan Temperaturen veere. Der kraves saa-
ledes /2 Time ved 63 °, men kun nogle Sekunder ved 73 ° for at gde-
leegge Fosfatasen, og det treffer sig nu saa heldigt, at Varmebehand-
linger, som netop adelegger Fosfatasen, kan anses for fuldt tilstraek-
kelige til at gere Mealken smittefri.

Saafremt man paa en overkommelig Maade med forneden Sikker-
hed kan konstatere Tilstedevaerelsen af tilstraekkeligt smaa Mangder
Fosfatase, vil en betryggende Pasteuriseringskontrol derfor kunne
baseres paa en Undersogelse af, om den pasteuriserede Malk endnu
indeholder Fosfatase.

Som Resultat af de senere -Aars Arbejde er der efterhaanden frem-
kommet flere Metoder til Paavisping af, om den opvarmede Malks
Fosfatase er sdelagt eller ej, og nye Metoder, resp. nye:Modifikationer



af @oldre Metoder synes stadig at fremkomme. Disse Metoder er i
Modsatning til den Storch’ske temmelig komplicerede, og Udfaldet af
Underspgelserne kan paavirkes ved smaa Andringer i Fremgangs-
maaden, hvilket imidlertid fra forskellig Side er blevet betragtet som
en Fordel, fordi det derigennem er muligt i nogen Grad at »afstemmex«
Analyseforskriften — og dermed altsaa Analyseresultaterne — efter
de Krav, som man onsker at stille til Pasteuriseringens Effektivitfet.

Saafremt en Pasteuriseringskontrol skal baseres paa en Paavisning
af, om Maelkens Fosfatase er odelagt eller ej, er det derfor ikke nok
at foreskrlve at aktiv Fosfatase ikke maa kunne paavises i Meelken
efter Pasteurlsermgen Det maa paabydes ikke alene hvilken Metode,
der skal benyttes ved Fosfatasens Paavisning, men det maa i alle Enkelt-
heder fastseettes, hvorledes Proven skal udferes, og denne Forskrift maa
Analytikeren ngje overholde.

~ Fosfatasens Navn er afledet af dens Evne til at spalte visse Fosfor-
syreforbindelser — Fosforsyreestere — under Vandoptagelse, og der
dannes da Fosforsyre og det Stof, hvormed denne var forbundet,

En Paavisning af Tilstedevaerelsen af Fosfatase kan derfor baseres
paa en Paavisning enler af den ved Fosfatasevirkningen frigjorte
Fostorsyre eller af det Stof, som Fosforsyren forud var forbundet med,
og som er blevet frigjort sammen med denne.

Det forste Princip — Paavisning af den frigjorte Fosforsyre —
var det fgrst anvendte, og det er i 1937 herhjemme benvyitet af Stein (2)
i hans Modifikation af Kay og Graham’s oprindelige Metode (3).
Da al Melk imidlertid fra Naturens Haand indeholder Fosforsyre i
ikke helt ubetydelige Ma:ngder, kan det ikke ved en simpel kvalitativ
Reaktion afgores, om der under Indvirkning af Fosfatase er fraspaltet
Fosforsyre. Det er ngdvendigt at udfere kvantitative Fosforsyrebestem-
melser saavel i en Prove af selve den Malk, der foreligger til Under-
segelse, som i en Prove af samme Malk, efter at denne har henstaaet
med Fosforsyreester en passende Tid under passende Omstendigheder
(Temperatur, Surhedsgrad m.m.), saaledes at den Mzngde Fosfatase,
som eventuelt maatte veere til Stede, har kunnet udfolde sin Virkning,
d. v.s. frigore Fosforsyre, Ud fra Differensen mellem Resultaterne af
disse kvantitative Fosforsyrebestemmelser skal det saa afgeres, om der
er fraspaltet Fosforsyre, d. v. s.,, om den undersggte Malk indeholdt
Fosfataso eller ej, altsaa om Malkens Pasteurisering har veeret til-
straekkelig,
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Nu ligger det i Sagens Natur, at denne Differens i Gransetilfal-
dene — d.v.s. i saadanne Tilfwelde, hvor Maelken kun mangler lidt
i at veere beherigt pasteuriseret — maa veaere. lille i Forhold til Meel-
kens naturlige Fosforsyreindhold, og dens Sterrelse vil da blive meget
staerkt paavirket af den uundgaaelige Usikkerhed (den saakaldte til-
feeldige Fejl) paa hver af de enkelte kvantitative Fosforsyrebestemmel-
ser. Steins Metode er derfor hverken sarlig felsom eller seerlig paa-

lidelig i Graenseomraadet.

Denne Omstendighed i Forbindelse med, at den kvantitative Fos—
forsyrebestemmelse i sig selv er temmelig kompliceret og tidsrevende,
kan det formentlig tilskrives, at Steins Metode til Paavisning og
Bestemmelse af Fosfatase hidtil ikke har fundet sterre Anvendelse i
Praksis, end Tilfeldet er.

Det andet Princip — Paavisning af det Stof, som var forbundet
med Fosforsyren, og som blev frigjort sammen med denne: ved- den
eventuelle Tilstedeveerelse af Fosfatase — ligger til Grund for. .de
Metoder, der i de seneste Aar er fremkommet og underseggt saavel her
hjemme som i Udlandet. Som Resultat af disse Undersgge‘lser forelig-
ger en hel Rakke Metoder, der dog i storre eller mindre Grad er
Modifikationer af en nyere Metode af Kay og Graham (4). Den vig-
tigste af disse er utvivlsomt Scharers Metode (5), der har tiltrukket
sig megen Opmeerksomhed og veeret underkastet ret indgaaende Efter-
provninger, saaledes bl. a. fra dansk og svensk Side (6, 7, 8) med til-
syneladende gode Resultater, men der er dog ogsaa fremkommet Ind-
vendinger mod Metoden, her hjemme saaledes fra Statens Forsegs-
mejeri (9).

Scharers Metode foreligger i to forskellige Former, nemlig som
formentlig mere nojagtig Laboratoriemetode og som Hurtigmetode, hvil-
ken sidste skulde kunne anvendes ambulant. Grundlinierne for begge
er folgende.

Til en Prave af den Melk, der skal undersages, saettes en passende
»Stedpudeblanding« og noget Dinatriumfenylfosfat, hvorefter Blandin-
gen hensaettes i Termostat ved 37 ° i en foreskreven Tid. Derpaa til-
sattes et specielt Reagens (Dibromkinonklorimid, Gibb’s Reagens).

Saafremt Malkens Opvarmning har veret en saadan, at der endnu
er Fosfatase til Stede, vil noget af Dinatriumfenylfosfatet under Hen-
standen ved 37 © veere blevet spaltet til Natriumfosfat og Fenol, og
dette sidste vil med det tilsatte specielle Reagens danne en Forbindelse
(Dibromindofenol), som er blaa.



11

Fremkomsten af en blaa Farve viser altsaa, at der har veeret aktiv
Fosfatase i Maslken — d. v. s., at Melken ikke har veret forskriftsmaes-
sigt opvarmet. Jo mere Fosfatase, der var tilbage i Melken, des mere
Fenol dannes der, og desto kraftigere blaa bliver Blandingen. Mzngden
af frigjort Fenol — og dermed altsaa paa en vis Maade Mangden af
tilstedeveerende Fosfatase i Malken — bestemmes ved Sammenligning
af den fremkomne blaa Farve med de Farver, der fremkommer, naar
Reagenset sattes til Oplesninger med kendt Fenolindhold.

Jo nermere Mzmlken er ved at have veeret forskriftsmeessig opvar-
met, des mindre Fosfatase vil der veere tilbage i dem, og des svagere
vil den ved Reaktionen dannede Farve derfor ogsaa veaere. Da Farve-
styrken tillige kan paavirkes ved smaa Afvigelser fra den for Reaktio-
nens Udfgrelse foreskrevne Fremgangsmaade, er det af B‘etydning, at
den givne Forskrift fglges meget ngje. . ‘

Selv om Melken har vaeret aldrig saa omhyggeligt pasteuriseret,
og selv om man ved Udferelsen af Fosfatasepreven ngje folger For-
skriften, vil der dog ved Reaktionen altid fremkomme en svag Farve-
tone. Ved Afgorelsen af, om en given Malkepreve har veeret tilstraek-
keligt opvarmet eller ej, vil det derfor veere nedvendigt at bedemme,
om den fremkomne Farve er staerkere eller svagere end en vis Norm,
der maa fastsaettes under Hensyn dels til de Krav, der gnskes opfyldt
ved Malkens Pasteurisering, og dels til den Forskrift, der skal falges
ved Fosfataseproven. A

En Vanskelighed ved Fosfataseprovens Anvendelse til Kontrol med
Pasteuriseringsbestemmelsernes Overholdelse har det vaei'et, at saa godt
som alle foreliggende Forskrifter gaar ud paa, at Malken skal under-
spges i frisk Tilstand — helst selve Produktionsdagen; kan dette ikke
gennemfepres, maa Proverne opbevares isafkelede, indtil Undersegelse
kan finde Sted. Fosfataseproven er derfor hovedsagelig blevet gennem-
arbejdet med Henblik paa dens Anvendelse ved Kontrollen med Pasteu-
riseringen af den Konsummeelk (Drikkemeelk og anden Husholdnings-
meelk), der leveres til stgrre Byer, hvor Forgkrifter for Provetagning
og Undersogelse ifglge Sagens Natur lettest kan overholdes. De fleste
Undersogelser er derfor ogsaa udfert med Sedmaelk, men man har dog
veeret klar over, at selv om Fosfatasen ved at felge Malkefedtet for-
trinsvis samler sig i Fleden, bliver der dog tilstraekkeligt Fosfatase
tilbage i Skummetmaelken til, at Fosfatasepraven ogsaa kan benyttes
til Kontrol med Skummetmalkens Pasteurisering.
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Ved en Rakke Undersagels‘er i Sverige over Fosfataseprevens An-
vendelighed til Kontrol med Konsummalkens Pasteurisering kom
G. Sjostrom (8) i Aaret 1939 til det Resultat, at Meaelk, der skal under-
soges for Fosfatase efter Steins Metode, meget vel kan konserveres,
og da bedst med Kaliumdikromat, medens Konserveringsmidler ikke
kan anvendes til Prever, der skal underseges efter Scharers Metode.

To Aar senere offentliggjorde K. E. Thomé en kort Undersegelses-

reekke til Belysning af Fosfataseprevens Anvendelighed over for Valle

(10). Ifglge Resultaterne af disse Undersegelser gaar der tilstreekkelig
Fosfatase over i Vallen til at muliggere Fosfatasepreovens Anvendelse,
men det er nedvendigt, at Vallen underssges — eller konserveres til
Undersegelse efter Steins Metode — inden den er blevet for sur, thi
med Vallens tiltagende Syrning synker Fosfataseaktiviteten, hvorved
en eventuelt utilstreekkelig Pastéurisering unddrager sig Paavisning.
Ved de af Thomé offentliggjorte Underspgelser var de friske Prover
blevet undersegt baade efter Steins og Scharers Metoder, men de (med
Kaliumdikromat) konserverede kun efter Steins Metode, idet Thomé
ligesom Sjostrom ger geeldende, at Scharers Metode ikke kan anvendes
ved konserverede Praver.

I Sverige, hvor Pasteuriseringsbestemmmelserne i vidt Omfang kan
andres ved kongelig Anordning, blev det — formentlig paa Grundlag
af Sjostroms og Thomés Undersogelsesresultater — ved Kundgorelse
af 22. Maj 1942 fastsat, at Mzlk, Flede eller Valle, der falder ind under
Pasteuriseringspaabudet, fra 1. Juli 1942 at regne skal veere hgj-
pasteuriseret, lavpasteuriseret eller langtidspasteuriseret, saaledes at
forstaa, at hejpasteuriserede Produkter ikke maa give positiv Reaktion
ved Storchs Preve, medens lav- eller langtidspasteuriserede ikke maa
give positiv Reaktion ved Steins Fosfatasepreve.

For Kaernemalk og alle Surmalksprodukter (Yoghurt m. m.) er det
i Sverige udtrykkeligt foreskrevet, at de altid skal vaere fremstillet af
hejpasteuriseret Melk eller Flgde. Ved Mealkens eller Flpdens Syrning
pdelegges nemlig Fosfatasen, og dermed er det udelukket at bygge en
Kontrol med de sure Malkeprodukters betryggende Pasteurisering paa
en Fosfataseprove.

Hvad Valle angaar, er Hgjpasteurisering, saa vidt vides, endnu
:stadig paabudt i de faa Distrikter (»ldn<) i Sverige, hvor Valle for Ti-
den kraves pasteuriseret. Det synes imidlertid at veere Hensigten, at
Lav- eller Langtidspasteurisering ogsaa skal kunne godkendes for Valle,
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og da dette ifglge Thomés ovennaevnte Underspgelser er forbundet med
nogle Vanskeligheder, er det allerede nu foreskrevet, at Progver af Valle
kun maa udtages under eller umiddelbart efter Afslutningen af Ostnin-
gen — forudsat at det ikke er Vallen, men Ostemaelken som pasteurise-
res. For saa vidt selve Vallen derimod pasteuriseres efter Ostningens
Afslutning, skal Preverne udtages umiddelbart efter Pasteuriseringen.

Naar Steins Fosfatasepreve, trods dens Ulemper, i Sverige er fast-
sat som den afgorende Prgve, d. v. s. som den Prave al lav- og lang-
tidspasteuriseret Mealk skal kunne bestaa, staar dette sikkert i For-
bindelse med, af man har ensket alle afgerende Fosfataseundersogel-
ser udfert i eet eneste Laboratorium, nemlig Statens lantbrukskemiska
Kontrollanstalt ved Stockholm, af Preverne for at kunne forsendes til
naevnte Kontrollanstalt maa konserveres, og af Steins Metode ifglge
Sjostroms Undersogelser er den eneste af de efterprévede Metoder, som
med Sikkerhed kan bringes i Anvendelse over for konserveret Malk.

Som tidligere anfert er Steins Metode meget omstaendelig og tids-
rovende, og for ikke at overbehyrde Statens lantbrukskemiska Kontroll-
anstalt har man saa truffet den Ordning, at der af Malkeprodukter,
som skal underkastes Fosfataseprove, altid udtages Dobbeltpraver, saa
vidt muligt paa et saadant Tidspunkt af Dagen, at en forelebig Under-
segelse kan gennemfores samme Dag. Preverne skal af Prevetageren
uopholdelig indleveres til det neermeste Laboratorium eller Apotek,
hvormed Sundhedsstyrelsen har truffet Overenskomst. Her underkastes
den ene af Proverne, uden at veere konserveret, omgaaende en Fosfatase-
prave efter Scharers Hurtigmetode, og dersom denne Undersogelse
skennes at give til Resultat, at den paabudte Pasteurisering ikke har
fundet Sted, indsendes Dubletpreven i konserveret Tilstand til Statens
lantbrukskemiska Xontrollanstalt, hvor den afgerende (retsgyldige)
Undersogelse gennemfores efter Steins Metode.

Her i Danmark er der i Tidens Leob vedtaget forskellige Love om
Bekaempelse af Tuberkulose hos Husdyrene, men disse Love blev samlet
til een ved Lov Nr. 346 af 29. Juli 1942 om Beke&empelse af Tuberkulose
hos Kveeg, Svin og Fjerkre. Ifelge denne Lov lyder Pasteuriserings-
paabudet paa, at ethvert Mejeri er pligtigt at underkaste al Flade og
Melk, hvoraf der tilvirkes Smer, og al Skummetmelk, der ikke be-
nyttes til Tilvirkning af Ost, samt Valle en saadan Opvarmning, at
Floden, Maelken og Vallen hverken straks efter Opvarmningen eller
senere giver Reaktion med Parafenylendiamin og Brintoverilte (Storchs




14

Prave) eller ved anden af Landbrugsministeren foreskreven Prgve. Des-
uden er det Mejerierne forbudt at udlevere saadanne Produkter som
Returmelk fra Bysalg, Affaldsmeelk, Malkerester, Spildemalk og lig-
nende, medmindre disse Produkter farst har veeret underkastet en gan-
ske tilsvarende Opvarmning,

Herved er Pasteuriseringspaabudet blevet udvidet til ogsaa at. om-
fatte Valle, idet der i de senere Aar er iagttaget Tilfslde, som tyder
paa, at tuberkulss Smitte er blevet overfort gennem Valle.

Man havde tenkt sig Vallens Pasteurisering hovedsagelig gennem-
fort ved Tilledning af Damp til den Beholder, hvori Vallen opsamles.
Herimod blev der imidlertid fra Mejeribrugets Side efter Lovens Ved-
tagelse fremfort Betaznkeligheder under Henvisning til det ved en saa-
dan Fremgangsmaade foregede Breendselsforbrug, og der blev samtidig
stillet Forslag om, at man for Vallens Vedkommende nejedes med at
kreve Lavpasteurisering gennemfart, hvilket Krav vilde kunne opfyl-
des gennem Lavpasteurisering af Ostemaelken.

Til Kontrol med saadan Lavpasteurisering mente man, at Fosfatase-
proven kunde anvendes, men under Hensyn til dels, at denne Prove
endnu ikke kunde betragtes som tilstreekkeligt underbygget for Formaa-
let, og dels, at ogsaa Lavpasteuriseringen vilde krseve Brandselsmang-
der, som det under Krigen kunde blive vanskeligt at fremskaffe, bemyn-
digedes Landbrugsministeren ved Lov Nr. 439 af 31, Oktober 1942 til at
undtage Valle fra Pasteuriseringspaabudet — dog ikke for mere end
eet Aar ad Gangen. I Medfor af denne Bemyndigelse er Bestemmelsen
om Vallens Pasteurisering da blevet suspenderet, forst til 1. Oktober
1943 og derefter til 1. Oktober 1944, samtidig med at Forsegslabora-
toriets kemiske Afdeling blev anmodet om at tage op til naermere Un-
derspgelse Spsrgsmaalet om, hvorvidt en Kontrol med Vallens Lav-
pasteurisering under de her i Landet foreliggende Omstaendigheder kan
gennemifgres paa Grundlag af Fosfatasepreven. Efter at de forngdne
Midler var stillet til Raadighed til Lenning af Assistance, blev de on-
skede Undersogelser paabegyndt forst paa Aaret 1943,

Den Metode, som det — uanset Sjostroms og Thomés ovennavnte
Resultater — ved de af Forsegslaboratoriet paabegyndte Underspgelser
Jaa nermest at forsege bragt i Anvendelse, var Scharers Laboratorie-
metode, saaledes som den er beskrevet af Jepsen og Madelung i deres
indgaaende Arbejde over nogle Fosfatasemetoders Forhold over for
Konsummalk (7). For at opnaa det nsdvendige direkte Kendskab til
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denne Metode og derigennem ogsaa forngden Erfaring med Hensyn til
Resultaternes Reproducerbarhed blev der derfor gennemifprt en Rakke
Bestemmelser af Fosfatase i pasteuriseret Skummetmalk, hvortil der

var sat smaa, men bekendte M@ngder raa Sgdmalk — et Omraade
hvor Metodens Anvendelse ikke skulde give Anledning til seerlige Van-
skeligheder. '

En Rakke Underspgelser af denne Art ferte imidlertid til den Slut-
ning, at Resultaterne ikke kunde anses for tilfredsstillende paa det for
Metodens Anvendelighed som Grundlag for retslige Afgprelser mest
betydningsfulde Omraade, nemlig Grzenseomraadet mellem paa den
ene Side tilstrackkeligt pasteuriseret Malk og paa den anden Side Meelk,
som kun manglede lidt i at veere tilstrackkeligt pasteuriseret. Som en
vaesentlig Kilde til Usikkerhed maa navnes felgende: Naar der kun er
ganske lidt aktiv Fosfatase i Malken, bliver der kun fraspaltel meget
lidt Fenol; den ringe Fenolmsngde kan med det tilsatte Reagens kun
give Anledning til Dannelsen af en ret svag Farve, og denne viste
sig da jeevnligt, men ikke altid, at veere af en hel anden Farvetone
end de Farvestandarder, som den skulde sammenlignes med, og som
blev forskriftsmeessigt fremstillet af svage, vandige Fenoloplesninger af
kendt Koncentration. End ikke de svageste af selve disse Farvestandar-
der fik altid samme Farvetone, idet de undertiden blev gronlige i Stedet
for blaa.

Et Forseg paa efter foreliggende Litteraturangivelser at erstatte de
af kendte Fenolkoncentrationer fremstillede Farvestandarder med Blan-
dinger af Oplgsninger af farvede uorganiske Salte (Kobber-, Kobolt-
og Jernsalte) faldt heller ikke tilfredsstillende ud.

Det kan i denne Forbindelse neevnes, at der fra amerikansk Side

er berettet om Forseg, hvor 13 forskellige Laboratorier undersegte de

samme 6 omhyggeligt pasteuriserede Malkeprover efter samme Arbejds-
forskrift (Scharers Hurligmetode) og med Anvendelse af samme Rea-
gensoplesninger og samume Farvestandarder, og at kun 7 af de 13 La-
boratorier kom til det — rigtige — Resultat: at alle 6 Prgver var til-
straekkeligt opvarmede (11).

For at undgaa den direkte Brug af Farvestandarder blev det for-
sogt at maale Farvestyrken ved Hjazlp af et Pulfrich-Fotometer, Der er
ganske vist — som ogsaa Sjostrom (8) har gjort opmarksom paa —
ikke Proportionalitet mellem de blaa vandige Oplesningers Lysabsorp-
tion (Ekstinktion) og de Fenolmangder, som Dibromindofenolet svarer
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til; men denne Vanskelighed kunde man nok komme uden om gennem
en eksperimentel Fastlegning af en Kurve, som under de givne For-
sogsbetingeiser udtrykker Afhaengigheden mellem Ekstinktion og Fenol-
maengde, idet man saa af Kurven vilde kunne afleese den til en funden
Ekstinktion svarende Fenolmaengde. Sterre Betenkelighed voldte det,
at det undertiden var vanskeligt at faa de Oplesninger, hvis Ekstink-
tion skulde maales, saa klare og blanke, som det maa forlanges, for at
en Absorptionsmaaling skal kunne give paalidelige Resultater. Saavel
Winther (6) som Jepsen og Madelung (7) angiver ogsaa lejlighedsvis
at have haft Vanskelighed ved at faa klare Filtrater ved Scharers La-
boratoriemetode — de har imidlertid med Rette ikke lagt videre Veegt
paa denne Omstendighed, fordi de ikke gjorde Filtraterne til Genstand
for optiske Maalinger.

For den paatenkte Undersegelse af Fosfataseprovens Anvendelig-
hed over for Valle maatte det imidlertid anses for paakravet at raade
over en virkelig sikker Metode til Bestemmelse af selv ganske smaa
Fosfatasemesengder, selv om Sikkerheden kun kunde opnaas paa Bekost-
ning af Metodens Enkelhed.

Den paa Statens Forsggsmejeri udarbejdede Metode, om hvilken
der endnu kun foreligger en forelobig Meddelelse (9), turde man ikke
regne med at anvende over for Valle; Metoden — som for gvrigt er
temmelig kompliceret, hvilket dog selviglgelig ikke udelukker dens
Anvendelse ved afgerende Underspgelser — beror nemlig paa en Ud-
feeldning af Fosfatasen sammen med noget af Meelkens Protein med
paafolgende Paavisning af Fosfatasen i Bundfaldet, og det tor ikke for-
udsattes, at der altid i Valle vil veere Protein nok til, at den for Pro-
vens Anvendelighed og Udfaldets Paalidelighed nedvendige Udfald-
ning vil fremkomine.

I et senere Arbejde (12) har Scharer foreslaaet at skserpe Udfaldet
af Fosfataseproven efter hans Hurtigmetode gennem en Udrystning
af det dannede Dibromindofenol med Butylalkohol; ligesom Farvens Til-
stedeveerelse eller Tkke-Tilstedevacrelse lettere og sikrere bedgmmes i et
saadant butylalkoholisk Udtraek end i den tyndere, vandige Oplgsning,
var det muligt, at man ogsaa med Fordel vilde kunne foretage foto-
metrisk Bestemmelse paa Udtrackket i Stedet for paa den gennem La-
boratoriemetoden ved Fealdning .med Blyacetat og Filtrering vundne
vandige Oplesning.

Civilingenigr H. Vestesen, som var engageret fil at bistaa ved de
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gnskede Undersggelser over Fosfataseprevens Anvendelighed til Kon-
trol med Vallens Lavpasteurisering under de her i Landet foreliggende
Omstendigheder, gik derfor i Gang med dels at undersgge Muligheden
for at grunde en virkelig kvantitativ Bestemmelse af de ved Scharers
Fosfatasepreve dannede smaa Fenolmaengder paa en Ekstraktion af
Dibromindofenolet med Butylalkohol med paafelgende Maaling af det
butylalkoholiske Udtraek i Pulfrich-Fotometret, og dels at undersege
andre af de foreliggende Modifikationer af Scharers Metode.

Det viste sig snart, at der var adskillige Vanskeligheder at bekeempe,
navnlig 1 Forbindelse med Ekstraktionen for ved denne at faa helt
klare Ekstrakter, men omsider lykkedes det Vestesen at overvinde disse
Vanskeligheder og naa frem til en tilstreekkelig paalidelig Metode.

I det felgende vil Hr. Vestesen beskrive den Metode, som hans Ar-
bejde ha,r fort til, og som,- bortset fra Ekstraktionen og den derpaa
grundede fotometriske Maaling, neermest er en Modifikation af Aschaf-
fenburg og Neave’s Metode (13), der igen er en Modifikation af Scha-
rers Hurtigmetode.

Den omhandlede Metode vil blive benyttet ved de kommende Under-
sogelser over Muligheden af under de her i Landet almindelige For-
hold at grunde en Kontrol med Vallens tilbgrlige Pasteurisering paa
en Bestemmelse af dens Indhold af Fosfatase. Naar vi uden at afvente
Resultaterne af disse Undersogelser har valgt allerede nu i alle Enkelt-
heder at offentliggere den Metode, som vi mener med Fordel at kunne
benytte og derfor ogsaa agter at benytte, skyldes det den Interesse for
Fosfatasebestemmelse, som for Tiden er til Stede ogsaa her hjemme,
og som bl. a. er kommet til Udtryk gennem de senere Aars Publikationer.

-Det er i avrigt ikke Tanken, at den beskrevne Metode bor bringes
i Anvendelse paa alle til Undersggelse for Pasteuriseringsgrad i Kon-
trolgjemed udtagne Prover af Mealk og/eller Valle — dertil er den,
dens mange betydelige Fordele tiltrods, dog lidt for omstendelig.

Metoden maa derimod anses for seerdeles velegnet til sikker og af-
gorende Bestemmelse af Fosfataseindholdet i saadanne Praver, om hvis
behprige Lav- eller Langtidspasteurigering der ud fra forelgbige Prover
er Grund til at tvivle.



B. En Metode til Bestemmelse af
Fosfatase i Malk.

Ved
H. Vestesen.

Ved Analysens Udfarelse benyttes falgende:

Kemikalier.

1) Dinatriumfenylfosfat. Saafremt Praparatet indeholder frit Fenol,
maa dette fjernes ved Vaskning med Ather, hvorefter Praparatet
terres, forst i Luften, senere i Ekssiccator. I Stedet for selve
Dinatriumfenylfosfatet kan benyttes »Ewo’s Fosfatasetabletter T«,
der gaar i Handelen i to Sterrelser.

2) Dibromkinonklorimid, resp. »Ewo’s Fosfatasetabletter Il«.

3) Vandfrit, normalt Natriumkarbonat, NaaCOjg.

4) Surt Natriumkarbonat, Natriumbikarbonat, NaHCOj3.

5) Kloroform.

" 6) 93 pCt.’s Alkohol.

7) Normal Butylalkohol, n-Butanol. Den almindelige Handelsvare
fraktioneres, bedst med en lille Kolonne, efter Tilsatning af 1 ml
Natronlud pr. | Butanol. Den Fraktion, der gaar over mellem 114 °
og 116 °, anvendes. Fraktionerne med lavere Kogepunkt kan med
Fordel samles og rektificeres.

8) Aithylather.

9) Benzol, ren.

Oplesninger,

1) Pufferoplasning. 2.2 g vandfrit, normalt Natriumkarbonat + 8,7 g
Natriumbikarbonat opleses ad 1 1 i destilleret Vand. Oplesningen
meettes med Kloroform. '

2) Puffersubstrat. 1 lille »Ewo’s Tablet I« — eller 0,055 g Dinatrium-
fenylfosfat — opleses i 50 ml Pufferoplesning. (Substratoplasnin-
gen fremstilles frisk hver Dag).
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3) Reagensoplosning. 1 »Ewo’s Tablet I1« — eller 0,0133 g Dibrom-
kinonklorimid — oplegses 1 2 ml Alkohol. (Fremstilles frisk hver
Dag). _

4) Ekstraktionsveedske. 100 mi Benzol -~ 150 ml Zther -+ n-Butanol
ad 11

Andet Tilbeher.

1) Reagensglas: Leengde 180 mm; Diameter (indv.) 16 mm. Hertil gode
Gummipropper.

2) Pipetter: 0,5 mi, 1 mil, 5 ml og 10 ml. Hertil Vatfiltre. Se S. 21.

3) To Vandtermostater, den ene indstillet paa 25°, den anden paa
37°. '

4) Ekstraktionsapparat. (Se Fotografi og Detailtegning S. 26—27).

5) Afsugningsapparat. (Se skematisk Tegning S. 27).

6) Pulfrich-Fotometer.

Forskrift for Analysens Udfarelse.
Afmaaling.

Da Flade indeholder mere Fosfatase end den Malk, hvorfra Flgden
stammer, maa Me=lkeproven blandes meget omhyggeligt, umiddelbart
for Afpipettering til Analyse foretages, om fornedent ved forsigtig
Vugning af Flasken under Opvarmning til 37 °—40 © og derpaa folgen-
de Afkeling.

Der afpipetteres (Vatfilter! Se S. 21) 1 ml Meelk i hvert af 2 Rea-
gensglas, A og B. Glasset B anbringes i Vandbad ved 80 ° i 5 Minutter
for at inaktivere eventuelt tilstedevarende Fosfatase.

Inkubation.

Til begge Glas sattes efter Afkeling 2 Draaber Kloroform og 10 m!
Puffersubstrat, (Vatfilter!). Reagensglassene lukkes med Gummiprop-
per, omrystes kraftigt og anbringes i Termostat ved 37 ° i nejagtigt
90 Minutter. Derefter afbrydes Inkubationen, ved at Glassene anbrin-
ges 5 Minutter i Vandbad ved 80 °.

Indofenoldannelse.

Efter Forlgbet af de 5 Minutter hensattes Glassene en halv Snes
Minutter i en Beholder med Vand af Stuetemperatur, hvorefter 0,5 ml
Reagensoplasning tilsaettes med en 0,5-ml-Pipette (Vatfilter!), idet hvert
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af Glassene rystes under Tilsetningen, saa at Reagenset hurtigt blandes
med Veedsken i Glasset, Derneest tilproppes Glassene, vendes op og ned
et Par Gange og anbringes i Termostat ved 25 °, hvor de staar i 1 Time.

Til Modvirkning af Emulsionsdannelse ved den paafelgende Eks-
traktion anbringes Glassene derefter 1/s+ Time ved 37 ©; dette kan dog
undlades ved Undersggelser af Skummetmselk.

Farveekstraktion.

Efter at Glassene igen er vendt op og ned et Par Gange, pipetteres
der 5 ml Ekstraktionsveedske ned i hvert af dem. Medens Vadsken
lgber ud af Pipetten, holdes dennes Spids ind mod Reagensglassets
Side. Glassene anbringes i Ekstraktionsapparatet, idet man forsigtigt
forer dem ned i vandret Stilling. Der ekstraheres i 1 Time, hvorunder
Glassene roterer 70 & 80 Gange i Minuttet. Efter Ekstraktionen tages
Glassene forsigtigt ud af Apparatet, rejses langsomt op i lodret Stilling,
anbringes i et Stativ, og derefter suges det gverste, klare Vadskelag
over i et rent Glas ved Hjzlp af et seerligt udtrukket og hagjet Glasrer,
se S. 29.

Ekstinktionsmaaling.

Ekstinktionen af de saaledes Iremkomne klare Oplesninger maales
i et Pulfrich-Fotometer med Filter S. 61. Der foretages 4 Indstillinger
med tilherende Aflaesninger, og Middeltallet af de afleste Veerdier om-
regnes til Ekstinktion pr. cm, Resultatet fremkommer som Differensen
mellem de omregnede Vaerdier for Glassene A og B.

Fenolmwngden, som svarer til den dannede Mz:ngde Dibromindofenol,
faas, udtrykt i mg Fenol pr. ml Melk, ved Multiplikation af den fundne
Ekstinktion pr. cm med 0,0146, idet der har vist sig at vare Propor-
tionalitet mellem Fenolmeengde og Ekstinktion pr. cm, naar Bestemmel-
sen udferes som ovenfor beskrevet, se herom S. 30.

Bemarkninger vedrerende Metodens enkelte Afsnit,

Afpipetteringen.

Da der til hver Bestemmelse kun benyttes 1 ml Malk, er det til
Opnaaelse af god Reproducerbarhed ved Analyserne ngdvendigt, at man
er meget omhyggelig med Afpipetteringen saavel som med at blande
hver enkelt Mzlkeprove, saaledes at den er homogen, naar der pipet-
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teres af. De benyttede Pipetter skal vere omhyggeligt rensede med
Krom-Svovlsyre.

For at undgaa, at der kommer Spytfosfatase i Analysen, foretages
Afpipetteringen — og 1 evrigt alle forekommende Afpipetteringer —
med et Vatfilter i Pipettens gvre Ende. Dette sker nemmest ved, at man
med en lille Stump Gummislange af passende Kaliber hafter et kort
Stykl?e Glasror med lgst stoppet Bomuld til Pipettens Mundstykke.

Inkubationen,

I Analyseforskriften er det anfert, at Pufferoplosningen meettes med
Kloroform, og at der yderligere tilsettes 2 Draaber Kloroform til
Analyseblandingen. Denne Foranstaltning foretages for at hindre sub-
stratspaltende Bakterier i at virke under Inkubationen. Ved Undladelse
af Kloroformtilseetning har vi nemlig iagttaget, at der lejlighedsvis
kan optrade falske Reaktioner for Fosfatase.

Naar der, som det fremgaar af Kemikalielisten, anvendes en Kar-
bonatpuffer i Stedet for den af Scharer angivne Boratpuifer, skyldes
dette dels, at Fremstillingen af en Karbonatpuffer er enklere, dels
ogsaa at man med Karbonatpufferen kan anvende en langt sterre Total-
koncentration — og derved opnaa en sterre Pufferkapacitet — end ved
Boratpufferen, idet Karbonatet i Modsstning til Boratet ikke heemmer
Fosfatasevirkningen.

Til Fastleeggelse af den rette Brintionkoncentration anvender
Agschaffenburg og Neave (13) en tynd Oplesning af normalt Natrium-
karbonat. Dette lader sig ogsaa nok geore, saa lenge der alene er Tale
om Undersogelse af frisk, normal Malk, men dersom Metoden tillige
skal kunne bruges over for flere Dage gamle, konserverede Meelke-
prover — hvilket jo er Forudseetningen for de af os paabegyndte Un-
dersegelser —, ligger Sagen anderledes. I saadan Melk vil der nemlig
i Almindelighed trods Konserveringen have udviklet sig noget Syre,
og det er derfor nedvendigt, at Pufferen er i Besiddelse af en til-
streekkelig Kapacitet til, at Forholdet mellem dens »Syre«- og »Base«-
Mangder ikke i storre Udstreekning sendres ved den i Meelken eventuelt
tilstedevaerende Syremaengde.

Den angivne Karbonatpuffer er med Hensyn til Brintionkoncentra-
tion og Pufferkapacitet indstillet saaledes, at pH i Pufferen uden Til-
stedeveerelse af Meelk er ca. 9,25, og at Formindskelsen i pH ved Til-
swtning af 1 ml frisk Melk til 10 ml Puffer er ca. 0,05. Under de
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samme Omstendigheder vil Formindskelsen, foraarsaget af gammel
kaliumdikromatkonserveret Malk, ifglge vore Erfaringer vaere mindre
end 0,10 pH-Enheder, forudsat at Malken blev konserveret, medens
den endnu var frisk. Under denne Forudsatning vil pH altsaa i enhver
Analyse komme til at ligge mellem Ydervaerdierne 9,15 og 9.25.

Ved Valget af denne pH-Vardi, som er noget mindre end den saed-
vanligt foreskrevne Veerdi paa ca. 9,6, er der taget saerligt Hensyn til
Forholdene ved Fenolreaktionen, hvorom nsermere nedenfor (S. 38).

Indofenoldannelsen (Fenolreaktionen).

Det anvendte Fenolreagens (Dibromkinonklorimid, Gibb’s Reagens)
er et ret instabilt Stof, som navnlig i Oplesning destrueres ved Hen-
stand under Dannelse af brune Forbindelser. Derfor er det i Analyse-
forskriften anfert, at Reagensoplgsningen ber fremstilles frisk, hver
Dag den skal bruges. Det har endvidere vist sig, at Reagenset er seerlig
instabilt i den alkaliske Malkeblanding, hvori det skal reagere med det
eventuelt tilstedevaerende Fenol. Saxtter man Reagens til en fortyndet
puffereret Meelkeblanding, vil der derfor efter en forholdsvis kort Tids
Forleb neppe vere paaviselige Mangder af udestrueret Dibromkinon-
klorimid tilbage.

Ved Arbejde med de forskellige Modifikationer af Scharers Metode
bemarker man snart, at der efter Reagenstilseetningen foruden det blaa
Indofenol ogsaa dannes Stoffer med gulbrune eller redbrune Farver.
Det er klart, at der ved disse Stoffers Opstaaen sker et Tab af Reagens.
Det lader sig derfor ikke gare uden videre at legge stokiometriske Be-
tragtninger til Grund for Fastleggelsen af den Reagensmangde, der
skal anvendes i Analysen.

En kvantitativ Bestemmelse af det ved Fosfatasevirkningen dan-
nede Fenol kreever naturligvis, at alt Fenol omdannes til Dibromindo-
fenol. Om dette Maal er naaet, kan konstateres ved, at Ekstinktionen
for en given Fenolmangde ikke fortsat vokser med stigende Maengder
af Reagens. Til Fastseettelse af den for Opnaaelsen af dette Formaal
nedvendige Reagensmaongde er der udfert flere Forseg, ved hvilke der
til konstante Mangder Fenol i puffereret Malkeblanding blev sat sti-
gende Mangder Reagens.

Med disse Forseg for Oje Ifremstilledes en Oplesning af ca. 1,5 g
krystalliseret Fenol i 1 1 destilleret Vand, og Oplesningens ngjagtige
Indhold af Fenol bestemtes efter Koppeschaars Metode, se herom Tread-
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wells Lehrbuch der analytischen Chemie, Bd. 1I, Quantitative Analyse
(1821). Ud fra denne Stamoplesning fremstilledes derefter ved Fortyn-
ding Fenoloplesninger af de gnskede Koncentrationer, som bragtes til
at reagere med vekslende Reagensmengder, hvorefter det dannede
Dibromindofenol ekstraheredes og maaltes i Fotometeret,

For hvert Led i hvert Forsag udfertes en »Blindpreve«, d. v. s. en
ganske tilsvarende Bestemmelse uden Fenol, saaledes at den Ekstink-
tion, der hidrerte fra andre Aarsager end det dannede Indofenol, kunde

fradrages.

Ekstinktionens Afhengighed af Reagensmeengden.

Kurvetavie 1.

I hosstaaende Kurvetavle 1 gengiver den fuldt optrukne Kurve Re-
sultatet af et saadant Forseg, hvor der var tilsat 0,020 mg Fenol pr. ml
frisk, pasteuriseret Mzelk. Til Portioner & 1 ml af denne Meelk -+ 10 ml
Pufferoplasning sattes henholdsvis 2—4—6—8—12 og 18 Draaber
Reagensoplesning, svarende til henholdsvis 0,39 — 0,78 — 1,17 — 1,56
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— 2,34 og 3,51 mg Dibromkinonklorimid, medens den stekiometriske
(beregnede) Meengde udger kun 0,063 mg.

Det fremgaar af Kurven, dels at Ekstinktionen til at hegynde med
vokser med stigende Reagensmangder (svarende til, at Indofenoldan-
nelsen i dette Omraade er ufuldsteendig) for senere at blive konstant,
uafhengig af Reagensmangden, og dels at den nedvendige Reagens-
meengde er overordentlig meget storre end den beregnede Maengde.

Gaar man ud fra, at Forklaringen herpaa skal seges i en Destruk-
tion af Reagenset i Analyseblandingen, maaske i Form af en Omsatning
med Bestanddele af Maelken, vil der vaere Tale om et Kapleh mellem
to Processer: paa den ene Side Reagensets Destruktion — paa den
anden Side Indofenoldannelsen. Da langt Sterstedelen af Reagenset er
forsvundet efter en Times Forleb, skal altsaa ogsaa Indofenoldannelsen
veere tilendebragt inden for dette Tidsrum. Da endvidere Indofenolets
Dannelseshastighed er voksende med stigende Reagenskoncentration,
gzlder det om, at Begyndelseskoncentrationen af Reagens er saa stor,
at Indofenolreaktionen kan naa at forlgbe til Ende, inden alt Reagens
er forsvundet fra Oplesningen. Det er derfor foreskrevet ovenfor, at
Blandingen af Analysen og Reagenset beor ske saa hurtigt som muligt.

Naar Dibromkinonklorimidet anvendes til Fenolbestemmelse i van-
dige Pufferoplesninger, der ikke indeholder Malk, behoves der et meget
mindre Reagensoverskud for at faa alt Fenol omdannet til Indofenol,
se hertil den punkterede Kurve paa Kurvetavle 1, som viser et ganske
tilsvarende Forseg, kun uden Malk — altsaa i ren, vandig Oplesning.
Dette er ganske i Overensstemmelse med, hvad andre har fundet ved
Scharers Laboratoriemetode, idet det Gang paa Gang er konstateret,
at den udviklede Farvestyrke for samme Ma:ngde Fenol er veesentligt
mindre i Melkefiltratet end i de rene vandige Fenolstandarder — et
Faenomen, der er blevet karakteriseret som »Malkens hemmende Virk-
ninge, se saaledes 34. Beretning fra Statens Forsggsmejeri (9).

I Analyseforskriften er det angivet, at der til hver Fosfataseprove
skal bruges 0,5 ml Reagensoplesning (= 3,3 mg Dibromkinonklorimid),
skent dette efter Kurvetavle 1 er betydeligt mere, end der udkraeves for
at faa Indofenolreaktionen til at lgbe til Ende. Aarsagen hertil er dels,
at forskellige Melkeprover kan udvise en lidt forskellig »hsemmende
Virkning«, og at Overskud af Reagens ikke skader, naar der er Melk
til Stede, dels ogsaa at konserverede Mselkeprover virker adskilligt mere
sheemmende« end friske, se herom S. 38—39.
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Ved Scharers almindelige Laboratoriemetode lader det sig ikke uden
videre gore at foroge Reagensmaengden. Selv om man nemlig gaar
bort fra at bedemme Prevens Udfald ved kolorimetrisk Sammenligning
med Fenolstandarder og anvender en egentlig optisk Maaling — altsaa
en Ekstinktionsbestemmelse — vil Reagensets Destruktionsprodukter
ved deres store Egenekstinktion medfegre for stor Usikkerhed. Naar
dette ikke er Tilfzeldet ved den her beskrevne Ekstraktionsmetode, er
Aarsagen den, at Mealkens Bestanddele i meget veaesentlig Grad tilbage-
holder Reagensets Destruktionsprodukter, saa at de ikke gaar med
Dibromindofenolet over i Ekstraktionsveedsken.

Ekstraktionen. ,

De forste Forspg med Ekstraktion af Indofenolfarvestoffet foregik
efter den i Aschaffenburg og Neaves Fosfatasemetode angivne Frem-
gangsmaade: Naar Farveudviklingen var til Ende, tilsattes ren Butyl-
alkohol, og Reagensglassene vendtes paa den foreskrevne Maade op og
ned det foreskrevne Antal Gange. Glassene fik derefter Lov til at staa et
Stykke Tid, for at de to Faser skulde skille sig saa meget ud fra hin-
anden, at en til Maaling i Fotometret tilstraekkelig stor Meengde af den
butylalkoholiske Oplesning kunde trsekkes af i klar Tilstand.

Me=lkefortyndingen og Butanolen udviste imidlertid alt for stor
Tendens til Emulsionsdannelse, og den dannede Emulsion var meget
stabil, saaledes at Afsugning af den butylalkoholiske Oplesning i mange
Tilfaelde var uigennemforlig selv efter leengere Tids Henstand. Ved den
af Aschaffenburg og Neave foreskrevne Metodik har man for evrigt
kun ringe Mulighed for at bringe Farvestoffet i sikker Fordelingslige-
veegt mellem de to Faser, og det er derfor klart, at Vending af Glassene
selv med et bestemt foreskrevet Antal Vendinger er for ureproducerbar
til, at man herpaa kan basere en negjagtig Bestemmelse af Maengden af
det dannede Indofencl.

Man gik derfor over til at lade Ekstraktionsprocessen foregaa ved
Hjelp af et til dette Formaal konstrueret Apparat — se Figur 1, der
viger et Apparat til 10 Reagensglas ad Gangen.

Princippet er det ganske simple, at man lader Reagensglasset med
Indhold af Analyseblanding og Ekstraktionsveedske rotere i vandret
Stilling om Glassets Loengdeakse. Herved tilvejebringes en Stromning i
begge Faser, saaledes at stadig nye Veedskedele kommer i Bersring med
hverandre, uden at de to Vadskelag rystes sammen,
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Figur 1.

Som det fremgaar af hosstaaende skematiske Tegning (Figur 2),
hviler hvert Reagensglas-paa to Steder, A og B. Et Tveersnit gennem
A viser, hvorledes Glasset holdes paa Plads i en Udskaering i Traeet ved
Hjezlp af en Staalfjeder. Den roterende Beveagelse frembringes ved en
Elektromotor, som trekker en Rakke Tandhjul, og Rotationen overfores
til Glasset ved B, idet Glasset stikkes ind i den ene Ende af et paa
Omdrejningsaksen siddende Stykke Gummislange.

Der prgvedes forst med ren Butanol som FEkstraktionsvadske. Det
lykkedes hurtigt at indstille Omdrejningshastigheden saaledes, at der
ikke dannedes Emulsion, og det voldte ingen Vanskelighed at bestemme
den Tid, ved hvilken der ikke gik mere Farve over i Ekstraktionsmidlet
— saaledes at Ligeveogten altsaa havde indstillet sig.

Rotationen og den dermed forbundne intime Bergring mellem Mzlke-
fasen og Butanolfasen bevirkede imidlertid, at der vandrede ganske
fine Mealkepartikler over i Butanolfasen. Naar Butylalkoholen blev truk-
ket af, var den derfor ikke helt klar, hvilket bevirkede, at Maalingen i
Pulfrich-Fotometret blev upaalidelig.

Efter en stor Mengde forgeves Forseg viste det sig, at en Tilsset-
ning af Benzol til Butylalkoholen hindrede denne i at optage Meelke-
partikler. Benzoltilssetningen havde imidlertid samtidig den ubehage-
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lige Virkning, at Tendensen til Skum- eller Emulsionsdannelse blev for-
gget, hvilket dog kunde modvirkes ved en Tilsesetning af Zther.

En Rsekke Forseg med de tre Komponenter, Butylalkohol, Benzol
og Zther, i forskelligt Blandingsforhold ferte efterhaanden frem til
Ekstraktionsveedske S. 19 angivne Sammens®tning, der har staaet
sin Prave ved alle senere udforte Undersegelser af Melk.

En Foregelso af Rotationshastigheden ud over de S. 20 foreskrevne
70 & 80 Omdrejninger pr. Minut er ikke tilraadelig, naar Emulsions-
dannelse skal undgaas.

Til Bestemmelse af Rotalionstiden er der udfert flere Forsegsreek-
ker, hvor et “Antal Reagensglas med Analyseblanding, i hvilke der var
udviklet lige store Maengder Indofenol, ekstraheredes med lige store
Maengder Ekstraktionsvaedske, men med varierende Ekstraktionstider.
Resultaterne af et saadant Forseg fremgaar af hosstaaende Kurve 2,
der viser, at Ekstinktionen til at begynde med vokser med Tiden og
senere holder sig konstant. Det ses, at Ekstraktionen er fuldstendig

Ekstinktionens Afheengighed af Rotationstiden wved 70 Omdrejwinger
pr. Minut.

Kurvetavle 2.
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efter ca. trekvart Times Forleb — ved 70 Omdrejninger pr. Minut —;,
men da fortsat Ekstraktion ikke skader, er der af Sikkerhedshensyn i
Analysegangen foreskrevet 1 Times Rotationstid ved 70 4 80 Omdrej-
ninger pr. Minut. '

Til Aftraekning af det farvede Butanollag efter Rotationen har vi
som foran anfert anvendt et udtrukket (udvendig Diameter 1 a 1,5 mm)
og bojet Glasror, se foranstaaende Figur 3. Ved Hjelp af en Vandluft-
pumpe bringes der et lille Undertryk i det Reagensglas, hvortil Ekstrak-
ten skal suges over. Af Figuren fremgaar, at Rerets nederste Ende er
bejet saaledes, at Veedskestremmen under Afsugningen bevager sig
nédad. Denne Forholdsregel er truffet for at forhindre, at der suges
noget af det underste Vaedskelag med over.

Under normale Forhold vil man naturligvis foretraekke et passende
tyndt Metalrer i Stedet for det tynde Glasror, Saadanne Ror kan imid-
Jertid ikke fremskaffes i @jeblikket.

Den ‘beskrevne Metode til Afsugning har den Fordel, at den er
praktisk og let at arbejde med. Naar Reret blot er tilstraekkelig tyrﬁit,
kraves der paa Grund af dets ringe indre Overflade ingen saerlige For-
anstaltninger til dets Rensning mellem de enkelte Afsugninger. '

Ekstinktionsmaalingen. : :

Ved denne benyttes et Pulfrich-Fotometer, og der foretages, som
foran anfert, 4 Indstillinger med tilhprende Aflesninger, idet der efter
de to forste flyttes om paa Kuvettrerne, saaledes at den, som for var i
hajre Synsfelt, nu kommer over i venstre, og omvendt. Sammenlignings-
Xkuvetten skal indeholde ren Ekstraktionsviedske, og Feltet med Dibrom-
indofenoloplesningen skal altid veere stillet paa fuld Lysstyrke. Ved
hveranden Indstilling feres Kontrolfeltet fra storre Lysstyrke til mindre
— ved de gvrige fra mindre Lysstyrke til storre. Der maales med Filter
S 61, og Ekstinktionen pr. cm beregnes af Middeltallet af de 4 Aflses-
ninger ved Division med Lagtykkelsen, maalt i cm.

Oplesningerne af Dibromindofenol i Ekstraktionsveedsken er hiold-
bare, ogsaa ved Henstand i Lyset, saaledes at Ekstinktionsmaalingerne
ikke ngdvendigvis skal udfores samme Dag. Skal de opbevares til neeste
Dag, maa de dog naturligvis henstaa i omhyggeligt tilproppede Glas.

Fosfataseaktivitelen.
Som Maal for Fosfataseaktiviteten kunde man i Praksis meget vel
direkte anvende den fundne Ekstinktion pr, cm Vadskelag. Det er imid-
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lertid blevet almindeligt at udtrykke Fosfataseaktiviteten ved den fra-
spaltede Fenolmaengde, og denne kan man regne sig til ved en simpel
Multiplikation af Ekstinktionen pr. cm med Faktoren 0,0146, hvorved
Fenolmangden faas udtrykt i mg Fenol pr. ml Malk. At der bestaar
en retliniet Afhesengighed mellem Fenolmangden og Ekstinktionen pr.
cm, illustreres af hosstaaende Kurvetavle 3.

Ekstinktionens Afheengighed af Fenolmengden.

Kurvetavle 3.

Anmerkning.

Hvis man i serlig Anledning vil arbejde ved pH ca. 9,6 i Stedet
for, som her foreskrevet, ved pH ca. 9,2, kan Pufferoplosningen frem-
stilles af 4,6 g vandfrit, normalt Natriumkarbonat + 6,8 g Natrium-
bikarbonat, oplest i destilleret Vand ad 1 L. v

Gaar man i evrigt frem efter Forskriften, vil man under disse
Forhold finde en hgjere Fosfataseaktivitet, men naar Inkubationstiden
nedsaettes til 1 Time, faar man samme Resultat som ved Inkubation i
1t/2. Time ved pH 9,2.



C. Om Anvendeligheden
af den af H. Vestesen
udarbejdede Metode til Bestemmelse af Fosfatase
i frisk og i konserveret Melk.

Ved
A, C. Andersen.

(De nedenfor omtalte Analyser er paa faa Undtagelser nger udfert af
Civilingeniprerne H. Vestesen og G. Mandal-Bertelsen).

1. Metodens Sikkerhed.

Af Overensstemmelsen mellem samtidig udfarte Dobbeltbestemmel-
ser kan beregnes, at Middelfejlen paa Middeltallet af to Fosfatasebe—
stemmelser svarer til en Fenolmangde paa 0,00018 mg pr. ml Malk
ved en fraspaltet Mengde paa omkring 0,02 mg pr. ml, og til en Fenol-
mengde paa 0,00014 mg pr. ml Mazlk ved en fraspaltet Maengde paa
omkring 0,01 mg pr. ml.

Fosfatasemeengder, som fraspaller Fenolmeengder af den anferte
Storrelsesorden, kan altsaa uden Vanskelighed bestemmes kvantitativt
med en Middelfejl paa nogle faa Procent af Vardien.

Til umiddelbar Vurdering af Metodens Sikkerhed tjener fglgende
Forsoeg.

Pasteuriseret Skummetmelk, som yderligere var opvarmet til 80 ° i
Laboratoriet og derefter afkelet igen, blev tilsat 0,5 pCt. raa Sedmelk
(Bernemealk), hvorefter Blandingens Indhold af Fosfatase bestemtes
efter foranstaaende Forskrift af 4 forskellige Analytikere, af hvilke de
ta aldrig for havde arbejdet med Metoden. Hver af Analytikerne udferte
to Bestemmelser, og Resultaterne af samtlige Bestemmelser er sam-
menstillet i hosstaaende Tabel 1, udtrykt i mg ved Fosfatasevirkningen
fraspaltet Fenol pr. ml Malk.

Metodens Paalidelighed kan ogsaa demonstreres gennem en Under-
sagelse af, hvor smaa Indblandinger af raa Melk i kogt Maelk der med

e e e .
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Tabel 1.
4 forskellige Analytikeres Fosfatasebestemmelser i samme Malk
(0,5 pCt. raa Malk i kogt Malk).

. Fundet mg Fenol
Analytiker pr. ml Melk

0,0121

v 0,0121 } 0,012
0,0110

M 0.0112 } 0,011
0,0116

T 00116 } 0,012
0,0114

¢ 00117 } 0,012

Sikkerhed kan paavises. Hertil fremstilledes 5 Blandinger af indkebt
pasteuriseret Meelk (der til yderligere Sikkerhed blev opvarmet til 80 °
i Laboratoriet og afkglet igen) med henholdsvis 0,1 pGt. — 0,25 pCt. —
0,5 pCGt. — 0,75 pCt. og 1,0 pCt. raa Meelk (B@rnemaelk), og i hver af
disse Blandinger udfortes af 2 Analytikere Fosfatasebestemmelse efter
Forskriften, Nogle Dage efter — og derfor med en anden Portion raa
Melk — gentoges Forseget paa ganske samme Maade. Resultaterne
af Bestemmelserne findes sammenstillet i hosstaaende Tabel 2, udtrykt
i mg ved Fosfatasevirkningen fraspaltet Fenol pr. ml Malk, De to
Analytikefe er betegnet ved henholdsvis V og M. ‘

Tabel 2.
2 forskellige Analytikeres Fosfatas-ebestemmelselj i Malkeprover med
forskelligt Indhold af raa Meelk,

. mg fraspaltet Fenol pr. ml Malk
pCt. raa Malk
indblandet i Forseg 1 Forseg 11
kogt Meelk
v M v M

0,1 0,003 0,002 0,002 0,002
0,25 0,005 0,005 0,004 0,004
0,5 0,010 0,009 0,008 0,008
0,75 0,014 0,013 0,012 0,012
1,0 0,017 0,017 0,015 0,016
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Tilstedeveerelsen af 0,1 pCt. raa Malk i effektivt pasteuriseret Malk
lader sig altsaa med Sikkerhed paavise ved Metoden — i hvert Fald
naar den raa Msa:lk har et Fosfataseindhold som den Bernemelk, der
blev anvendt i disse Forsog (sml. nedenfor).

Til Sammenligning kan anfores, at Stein (2) angiver ved sin Metode
at kunne paavise en Tilblanding paa 0,4—0,6 pCt. raa M=lk, og at
Jepsen og Madelung (7) kommer til det Resultat, at’ Steins Metode giver
tydeligt Udslag for en Tilsetning af 1 pCt. raa Malk, medens Scharers
setning af 0,2 pCt. raa Meelk.

Det maa i denne Forbindelse tages i Betragtning, at den raa Malks
Fosfataseindhold ikke er konstant. Som allerede omtalt S. 8 er der
Forskel paa Fosfataseindholdet i de enkelte Koers Malk, hvilken For-
skel dog i nogen Grad vil veere udlignet i Blandinger al Mealk fra flere
Koer, og naturligvis udlignet desto mere, jo flere Kgers Malk der
indgaar i Blandingen. Ikke des mindre vil Fosfataseindholdet i almin-

delig Blandingsmalk, saaledes som denne udgaar fra Mejerierne, kunne _

variere ret betydeligt. Stein (2) fandt saaledes ved Undersegelse af al-
mindelig dansk Konsummelk til Tider indtil 70 pCt. mere Fosfatase
end til andre Tider, og Jepsen og Madelung (7) har ved Undersogelse
af Blandingsmelken fra 5 store Beseetninger fundet Variationer paa
teet ved 100 pCt. i Fosfataseindholdet.

For ogsaa ved Hjzlp af den heromhandlede Metode at sgge dette
Forhold belyst, har vi til forskellige Tider bestemt Fosfataseindholdet
i den almindelige raa Barnemsalk, der forhandles i Kgbenhavn. Frem-
gangsmaaden herved var den, at 99 Dele Maelk, som i Lahoratoriet var
opvarmet til over 80 ° og afkelet igen, blandedes med 1 Del af den raa
Bogrnemalk, hvorefter Fosfataseindholdet bestemtes i Blandingen.

Resultaterne af disse Bestemmelser er sammenstillet i hosstaaende
Tabel 3, der — foruden yderligere at illustrere Overensstemmmelsen mel-
lem Dobbeltbestemmelser — viser Fosfataseaktiviteter svarende til fra
0,018 til 0,032 mg ved Fosfalasevirkningen fraspaltet Fenol,

Disse Variationer i Fosfataseindhold svarer altsaa ganske til, hvad
Stein (2) saavel som Jepsen og Madelung (7) tidligere har fundet, sml.
ovenfor. '

Saafremt det ovenfor i Tabel 2 gengivne Forsag var blevet udfort
paa et Tidspunkt, da Bernemalken indeholdt Fosfatase svarende til
0,032 i Stedet for til 0,016 mg Fenol, vilde Indblandingen af 0,1 pCt.
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Tabel 3.
Fosfatasebestemmelser i hejpasteuriseret Meelk med en Tilsetning af
: 1 pCt. raa Mealk (Bornemeelk).

Dato mg Fenol pr. ml Mealk Dato mg Fenol pr. ml Malk
12-11 43 8:83;2 } 0,028 212 43 8:83% } 0,027
16-11 43 8:8333 } 0,027 8-12 43 &gggg } 0,030
16-11 43 8:8323 } 0,028 10-12 43 8:8?)32 } 0,030
18-11 43 8:8338 } 0,029 14-12 43 8:83(1”; } 0,031
19-11 43 8:82%2 } 0,032 41 44 8:8323 } 0,029
23-11 43 o } 0,029 10-1 44 e } 0,029
24-11 43 8;8323 } 0,026 13-1 44 8283% } 0,032
26-11 43 8:832; } 0,026 31-1 44 8:8%3 } 0,024
20-11 43 e } 0,028 16-3 44 8z8}§§ } 0,018
30-11 43 8:833‘3 } 0,028 21-3 44 ot } 0018

raa Maelk selvfglgelig have givet et endnu sterre Udslag, d. v. s. man
vilde med samme Sikkerhed have kunnet eftervise en Indblanding paa
mindre end 0,1 pCt. raa Malk i den pasteuriserede.

I den foran givne Analyseforskrift er Inkubationstiden fastsat til
90 Minutter, men Metoden kan, om egnskes, gores meget mere fintmeer-
kende gennem en Forlengelse af Inkubationstiden, Som Eksempel er i
hosstaaende Kurvetavlie 4 gengivet Resultaterne af et Forseg, hvortil er
anvendt kogt Meelk med et Indhold af 0,5 pCt. raa Bernemealk. Der er
benyttet Inkubationstider paa /2, 1, 2 og 3 Timer, medens Analysefor-
skriften er fulgt paa alle andre Punkter.

Af Kurven ses, at Ekstinktionen — og dermed altsaa den fundne
Fenolmeengde — inden for det foreliggende Omraade er nogenlunde
proportional med Inkubationstiden, saaledes at man ved at forpge.




35

i

Kurvetavle 4.

Inkubationstiden fra de foreskrevne 90 Minutter til 3 Timer vilde faa
neesten dobbelt saa stor en Ekstinktion pr. cm og altsaa ogsaa en naesten
dobbelt saa stor Fenolmeengde fraspaltet.

T den foran beskrevne Form, altsaa med en Inkubationstid paa
11/2 Time, maa Metoden imidlertid anses for at veere fuldt ud tilstreekke-
lig fintmeerkende — den er i hvert Fald, saa vidt det kan ses, i denne
Henseende alle hidtil beskrevne Metoder overlegen, samtidig med at
Resultatet fremirseder som et ohjektivt Maaleresultat i Stedet for at
hvile paa et subjektivt Sken. Da en Forlengelse af Inkubationstiden
desuden betvder en uensket Forlaengelsé af den Tid, der medgaar til
Gennemforelsen af en Analyse, har vi ikke fundet tilstreekkelig Anled-
ning til at foreskrive en lwngere Inkubationstid end 90 Minutter.

Som neermere omtalt foran (se S. 20) fremkommer Resultatet af en
Fosfatasebestemmelse efter den heromhandlede Metode som Forskellen i
maalt Ekstinktion pr. cm (eller i deraf beregnet mg Fenol pr. ml. Maelk)
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mellem A (den foreliggende Melkepreve) og B (en inaktiveret Portion
af samme Meelk). En veesentlig Fordel ved Metoden er, at der gennem
en saadan Blindpreove korrigeres for den Farve, som altid optraeder i
storre eller mindre Grad, men som ikke kan fares tilbage til Fenol,
fraspaltet det tilsatte Substrat (Dinatriumfenylfosfat) ved Indvirkning
af tilstedevaerende Fosfatase.

Det skal i denne Forbindelse bemerkes, at G. Sjostrom i sit flere
Gange citerede Arbejde (8) angiver, at de inaktiverede Prover ved hans
Underspgelser viste en Farve, svarende til omkring 0,0025 mg Fenol,
og at ogsaa Sjostrom treekker det ved Blindpreven fundne Fenolindhold
fra, det ved den aktive Preve fundne Fenolindhold og kun betragter
Differensen som et Udtryk for den til Undersegelse foreliggende Maclks
Fosfataseaktivitet. '

Ved de efter den heromhandlede Metode hidtil anstillede Fosfatase-
bestemmelser har »Blindpreverne« hegjst haft en Ekstinktion pr. em paa
0,25, svarende til 0,0035 mg Fenol pr. ml Malk. Der er her ikke Tale
om en konstant Veerdi; Blindveerdien svinger tveertimod fra Prave til
Prave, og Variationerne kan hidrere fra Forskelligheder saavel i Malke-
proverne som i det anvendte Reagens (Dibromkinonklorimid). Ved af-
gorende Underspgelser — og da ikke mindst ved Undersogelser til rets-
lig Brug — maa det derfor anses for absolut paakravet at korrigere
for Blindveaerdien for derigennem at udelukke enhver Mulighed for
Abnormiteter hos de til Undersogelse foreliggende Mealkeprover saavel
som hos det til de paagaldende Undersggelser benyitede Reagensprae-
parat.

Det bor ogsaa bemsrkes, at en af Grundene til, at Statens Forsegs-
mejeri har taget Afstand fra Scharers almindelige Laboratoriemetode,
netop er, at Metoden mangler forngden Blindveerdikorrektion. I For-
spgsmejeriets 38. Beretning (1943), S. 26, skriver Svend Hartmann og
Karl Andersen saaledes: »Forsegsresultaterne i denne Rapport er rent
forelobige, idet Undersagelserne fortsettes. Hovedformaalet er at finde
en brughar og reproducerbar Hurtigmetode til ngjagtig Fastleeggelse
af Mejeriprodukternes Varmebehandling. De Anker, vi i 1941 har rejst
mod den almindelige 3 Timers Scharer Metode, viser sig at vaere beret-
tigede, vaesentlig paa Grund af manglende Blindkontrol og uregelmeessig
Farveindikation med Gibbs Indikator.«

Om den i nerveerende Beretning beskrevne og neermere omtalte
Metode kan kaldes en Hurtigmetode, kan naturligvis omtvistes, men
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at Metoden giver sikre og reproducerbare Resultater, anser vi for
bevist, 1 hvert Fald naar Talen er om Undersogelser af Sgdmeelk og
Skummetmaelk.

2. Konserveringsmidlernes Indflydelse,

I den flere Gange citerede 2. Meddelelse fra de svenske Mejeri-
forsog (8) har G. Sjostrom ogsaa givet Meddelelse om en Rakke Under-
sogelser over forskellige Konserveringsmidlers Indvirkning paa Fos-
fataseaktiviteten. Ifglge disse Undersegelser er Kaliumdikromat det
bedst egnede Konserveringsmiddel, og dets Tilstedeveerelse angives af
Sjostrém at vaere uden direkte Indflydelse paa den ved Steins Metode
fundne Fosfataseaktivitet. Hvad Scharers Laboratoriemetode angaar,
er Forholdet ifalge Sjostrom derimod et andet, idet der her allerede
ved selve Tilsatningen af Kaliumdikromatet sker en Formindskelse af
Fosfataseaktiviteten; men den saaledes formindskede Fosfataseaktivitet
holder sig derefter nogenlunde konstant, i hvert Fald i nogle Dage. Om
Scharers Hurtigmetode angiver Sjostrom, at Farveudslaget paavirkes
af Kaliumdikromatets Egenfarve, saaledes at negative Fosfataseprover
viser en gulgrgn, positive derimod en blaagren Farve, dog er Omslaget
knapt saa tydeligt som ved ikke-konserverede Praver.

Sjostrém er af den Opfattelse, at der bestaar en afgjort Forskel
mellem Kaliumdikromatets Indflydelse paa Enzymspaltningen af hen-
holdsvis Glycerylfosfat (Steins Metode) og Fenylfosfat (Scharers Me-
tode) — en Forskel som kan tenkes at hidrere fra, at mere end eet
Enzym deltager i Spaltningsprocessen.

Ved vore Undersegelser kunde vi bekrafte Sjostroms Iagttagelse af,
at en Malkeprogves Fosfata,seaktivitét, maalt under samme Betingelser
som ved Scharers almindelige Metode, umiddelbart nedsasttes ved en
‘Tilsetning af Kaliumdikromat til Malken. Vi kom imidlertid snart til
«det Resultat, at det ikke var selve den enzymatiske Proces, der paa-
virkedes af Kalinmdikromatets Tilstedeveerelse, men derimod Fenol-
reaktionen, d. v.s. Reaktionen mellem det ved Fosfatasevirkningen fri-
gjorte Fenol og det derefter tilsatte Reagens: Dibromkinonklorimid.
‘Naar henses til den hammende Virkning paa nsvnte Fenolreaktion,
som Karl Andersen og Svend Hartmann (9) har paavist for forskellige
Stoffers Vedkommende, er der heller intet meerkeligt heri. Maalet maatte
derfor blive at soge Reaktionsbetingelserne saaledes andret, at Kalium-
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dikromatets hammende Virkning nedsattes mest muligt og helst' helt
opheevedes.

Gennem en Reekke Forseg lykkedes dei Vestesen at naa ogsaa.
dette Maal, Efter at Pufferoplgsningens Sammens®tning var sendret,
saaledes at pH nedsattes til ca. 92 (sml. S. 22), viste det sig nem-
lig, at der af en given Masmngde Fenol dannedes samme Mangde Di-
bromindofenol, hvad enten Reaktionen forlgb i Nervaerelse ai frisk,
ukonserveret Melk, eller gammel, med 0,2 pGt. Kaliumdikromat konser—
veret Meelk. "

Ekstinktionens Afhcengighed af Reagensmengden.

Kurvetavle 5.

I hosstaaende Kurvetavle 5 er som Eksempel vist Resultaterne af
et Forseg, udfert med frisk Melk (den fuldt optrukne Kurve) og med
14 Dage gammel, med 0,2 pCt. Kaliumdikromat konserveret Melk (den.
punkterede Kurve), Til begge Slags Malk blev der sat Fenol og Puffer,
saaledes at der i en Rakke Glas fandtes 1 ml Melk -+ 0,020 mg
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Fenol + 10 ml Puffer (af Sammensatning som anfgrt S. 18), og til hvert
af disse Glas sattes derefter henholdsvis (2) — 4 — 6 — 8 — 10) —
(12) — (14) og 18 Draaber Reagensoplesning, svarende til. henholdsvis
0,39) — 0,78 — 1,17 — 1,56 — (1,95) — (2,34) — (2,73) og 3,51 mg
Dibromkinonklorimid, medens den stekiometrisk beregnede Maengde ud-
gor kun 0,063 mg.

Af Kurven ses, at Ekstinktionen for den gamle, konserverede Mealks
Vedkommende vokser langsommere med stigende Reagensmaengder, end
Tilfaeldet er for den friske Meelks Vedkommende. Ved et Forbrug paa
omkring 12 Draaber Reagens, svarends til ca. 2,34 mg Dibromkinon-
klorimid, falder de to Kurver dog praktisk taget sammen, idet Afvigel-
serne her maa siges at falde inden for den uundgaaelige tilfeeldige
Usikkerhed. :

Det ligger i Sagens Natur, at forskelhge Maalkepmver ikke kan
forventes at have helt den samme haemmende Virkning. Hertil kommer,
at Kaliumdikromatets Indflydelse maa forudseettes at variere noget fra
Prove til Prove, og at den ifelge de indhestede Erfaringer kan vokse
med Prpvernes Alder. Da heller ikke selve det anvendte Fenolreagens
(Dibromkinonklorimidet) kan paaregnes altid at forholde sig helt ens,
idet det synes at veere noget ubestandigt selv ved Opbevaring i fast
Form, er der til hver Pregve foreslaaet anvendt 0,5 ml Reagensoplesning,
svarende til ca. 3,3 mg Dibromkinonklorimid. Efter alt foreliggende
at demme kan man nemlig derved forudseatte at veere paa, den sikre
Side med Hensyn til Reaktionens Forleb. .

I hosstaaende Tabel 4 findes.sammenstillet nogle Resultater af
Bestemmelser af Fosfataseaktivitet i Malkeprover saavel i frisk Til-
stand som efter Tilsetning af 0,2 pCt. Kaliumdikromat, og for sidst-
naevnte Provers Vedkommende tillige efter at Proverne havde henstaaet
med Kaliumdikromat i kortere eller laengeré Tid ved Stuetemperatur.

Som det fremgaar af Tabellen har hverken selve Tilsstningen af
0,2 pCt. Kaliumdikromat eller de saaledes konserverede Provers Hen-
stand i 2'4 3 Uger ved Stuetemperatur bevirket en Nedgang af Betyd-
ning i Provernes Fosfataseaktivitet.

Mzlk, der er konserveret med Kaliumdikromat, kan som hekendt
ikke kontrolleres ved Hjmlp af den Storch’ske Prgve, fordi selve Kalium- -
dikromatet reagerer kraftigt med de Storch’ske Reagenser. En Tilsaet-
ning af 1 pCt. Natriumbenzoat kan imidlertid bevare Malken frisk i
flere Dage, og en saadan Tilsetning er uden Indvirkning paa den
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Tabel 4,
Fundet mg Fenol pr. ml Malk ved Fosfatasebestemmelse til forskellig
Tid i 3 Melkeprever, som opbevaredes ved Stuetemperatur,
konserveret med 0,2 pCt. Kaliumdikromat,

Dato Frisk | Kons. Dato Frisk | Kons. Dato Frisk | Kons.
8-2 44 | 0,011 | 0,011 | 15-2 44 | 0,010 — 29-2 44 | 0,009 | 0,008
10-2 44 0,010 | 16-2 44 0,009 1-3 44 0,009
11-2 44 0,010 | 17-2 44 0,009 2-3 44 0,008
14-2 44 0,010 }.22-2 44 0,009 3-3 44 0,009
18-2" 44 0,010 | 25-2 44 |- 0,009 8-3 44 0,009
21-2 44 0,009 | 28-2 44 0,009 | 13-3 44 0,008

28-2 44 0,010 1-3 44 0,010

: 2-3 44 0,009

3-3 44 0,009

Storch’ske Pragve. Da det lejlighedsvis kan veere af Betydning at kunne
underkaste en Malkepreve baade den Storch’ske Prove og Fosfatase-
preven, blev der i Tilknytning til de ovenomtalte Bestemmelser udfert
nogle Forseg til Belysning af Natriumbenzoatets Indvirkning saavel
paa selve Fenolbestemmelsen som paa Fosfatasereaktionen som Hel-
hed betragtet. ,
Benzoatets Indvirkning paa selve Fenolbestemmelsen ses af fol-
gende Forseg, hvortil benyttedes frisk Malk, Ma:lk konserveret med
0,2 pCt. Kaliumdikromat og Mealk konserveret med 1 pCt. Natrium-
benzoat. I alle Tilfelde var der tilsat 0,020 mg Fenol pr. ml Malk, og
Fenolbestemmelserne udfertes med 10 ml Pufferoplgsning - 1 ml
Melk 4 0,5 ml Fenolreagens (Dibromkinonklorimid). Af de fundne
Ekstinktioner — som altid efter Korrektion for Blindveerdien — bereg-
nedes folgende Veaerdier for Mengden af tilsat Fenol pr. ml Malk.

3
Frisk, ukonserveret Meelk ............ { 3:3223 6 } 0,020 mg
0,0203
Melk med 0,2 pCt. Kaliumdikromat .. [ ’ l 0,020 mg
l 0,0200 ]
Meelk med 1 pCt. Natriumbenzoat . ... I 0:0197 1 0.020 mg
| 00199 |
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Heraf kan drages den Sluining, at Natriumbenzoat ligesom Kalium-
dikromat ingen neevnevaerdig. skadelig (heemmende) Virkning har paa
selve Fenolbestemmelsen.

Benzoatets Indflydelse paa Fosfatasereaktionen som Helhed frem-
gaar af hosstaaende Tabel 5, hvori er sammenstillet nogle Resultater
af Bestemmmelse af Fosfataseaktivitet i Maelkeprover saavel i frisk Til-
stand som efter Tilsaetning af 1 pCt. Natriumbenzoat — for sidstnzevnte
Provers Vedkommende tillige efter Henstand ved Stuetemperatur i ind-
til 2 Uger. ‘

Tabel 5.
Fundet ‘mg Fenol pr. ml M&lk ved Fosfatasebestemmelse til forskellig
Tid i 2 Malkeprover, som opbevaredes ved Stuetemperatur,
konserveret med 1 pCt. Natriumbenzoat.

Dato Frisk Kons. Dato Frisk Kons.

8-2 44 0,011 0,011 29-2 44 0,009 0,009

10-2 44 0,011 1-3 44 0,009
11-2 44 0,010 2-3 44 0,009
14-2 44 0,009 3-3 44 0,008
21-2 44 0,007 8-3 44 0,007
13-3 44 0,006

Det ses af Tabellen, at selve Tilseetningen af Natriumbenzoalet ingen
kendelig Indflydelse har haft paa Fosfataseaktiviteten, men at denne
paa den anden Side begynder at synke efter faa Dages Forlgb. Resul-
taterne bekraefter saaledes det gammelkendte Forhold, at Natrium-
benzoat ikke er saa godt et Konserveringsmiddel som Kaliumdikromat.

3. Afsluttende Bemarkninger.

Som allerede bergrt S. 17 har det ikke veaeret Tanken, at den i denne
Beretning beskrevne Metode skal bringes i Anvendelse over for alle til
Undersagelse for Pasteurisering udtagne Malke- eller Valleprgver,
men kun over for saadanne Prover, om hvis behorige Lav- eller Lang-
tidspasteurisering der er Grund til at tvivle,

Af de til Kontrol med Pasteuriseringsbestemmelsernes’ Overholdelse
udtagne” Prever vil ssmdvanligvis kun et meget lille Antal veere util-
strackkeligt. opvarmet. Det er derfor formaalstjenligt at anvende.en min-
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dre kompliceret — og dermed mere overkommelig — Metode til en for-
ste Gennemgang af samtlige foreliggende Prgver for derigennem at faa
forngden Oplysning om, hvilke af dem der er Grund til at underkaste
en mere indgaaende Undersagelse. At de hurtige Metoder samtidig er
mindre paalidelige, gor i denne Sammenhaeng ikke saa meget, naar blot
de Prgver, som ved denne fgrste Gennemgang giver Anledning til Tvivl
om Pasteuriseringens forskriftsmeaessige Gennemfgrelse, bagefter bliver
omhyggeligt undersogt efter den mere komplicerede, men til Gengald
ogsaa sikre Metode. .

Saa lenge de udtagne Prover foreligger i frisk, ukonserveret Til-
stand, eller i hvert Fald kun konserveret med Natriumbenzoat, kan
man til en saadan forelgbig Undersagelse med Fordel benytte Scharers
Hurtigmetode, saaledes som det f. Eks. sker i Sverige. Det er imidlertid
meget muligt, at den af Forsegsmejeriet (1) fremdragne, af Ohmori
foreslaaede Anvendelse af Dinatrium-p-Nitrofenylfosiat som Substrat
vil vise sig seerlig formaalstjenlig i denne Henseende.

Hvis Proverne derimod er konserveret med Kaliumdikromat, lader
Ohmori’s Modifikation sig ikke anvende; derimod vil Scharers Hurtig-
metode nok kunne anvendes, naar den kombineres med en Udrystning’
med Butylalkohol. Man vil naturligvis ogsaa — og tilmed bedre —
kunne benytte den i nmrveaerende Beretning omhandlede Metode i af-
kortet Form, og derved altsaa som en Slags Hurtigmetode, idet man
nedseetter Inkubationstiden til ¥ Time samt undlader den kvantitative
Ekstraktion 1 Ekstraktionsapparatet med paafolgende Maaling i Foto-
metret for i Stedet at tilsaette lidt (2—5 ml) Ekstraktionsveedske og
langsomt og forsigtigt at vende op og ned paa Glassene en halv Snes
Gange. Af den Farve, som Ekstraktionsvaedsken antager, vil man uden
stgire Vanskelighed kunne skenne, om der er Anledning til at under-
kaste den paageldéende Melkeprave en indgaaende Underspgelse.

Hvor meget Fosfatase den pasteuriserede Meelk maa indeholde, uden
at Pasteuriseringsforskrifterne kan anses for overtraadt, maa fastssettes
i Forbindelse med Fastsattelse af den Forskrift, hvorefter Fosfatase-
bestemmelsen skal udferes.



Sammendrag.

Efter en kortfattet Redegorelse for saavel den Storch’ske Prove som
de senere tilkomne Fosfataseprover og den ferstes Fortrin og Mangler
i Sammenligning med de sidstes er de danske og de svenske Pasteuri-
seringspaabud gjort til Genstand for en kort Omtale, i hvilken Forbin-
delse den i 1942 stedfundne Nyordning af den svenske Pasteuriserings-
kontrol ogsaa er bergrt. Der er herunder peget paa, at de forskellige
Fosfatasemetoder ikke forer ti] samme Resultat, og at det ogsaa for den
enkelte Metode galder, at Resultatet afhznger af, hvorledes Under-
sogelsen udferes.

Saafremt en Pasteuriseringskontrol skal baseres paa en Fosfatase-
bestemmelse, er det derfor nodvendigt at foreskrive ikke alene, hvilken
Metode der skal benyites, men det maa i alle Detailler foreskrives,
hvorledes Undersogelsen skal udferes og Resultaterne tydes.

Der er derefter givet en detailleret Arbejdsforskrift for en her i
Laboratoriet gennemarbejdet Fosfatasebestemmelsesmetode, der bygger
paa Aschaffenburg og Neave's Modifikation af Scharers Fosfataseprove,
og det er vist, at denne Metode giver fuldt ud reproducerbare Resultater;
disse fremkommer som objektive Maaleresultater i Stedet for at hvile
paa subjektive Sken. Metoden maa anses for den for Tiden mest vel-
egnede til afgerende Undersegelse af, om en given Malkepreve inde-
holder mere Fosfatase, end der kan tolereres, naar Malken skal betrag-
tes som pasteuriseret.

I Modseetning til Scharers Fosfataseprove paavirkes den forelig-
gende Metode ikke neevneverdigt af Tilstedevaerelsen af Kaliumdikro-
mat. Det er herved muligt at konservere de til Fosfatasehestemmelse
udtagne Malkeprover, saafremt de snskes opbevaret {il senere Under-
sogelse resp. forsendt til et andetsteds beliggende Laboratorium.
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UDDRAG

af Oversigten over hidtil udsendte Beretninger

fra Landskonomisk Forspgsiaboratorium.

C. Beretninger fra Forspgslaboratoriets kemiske Afdeling.

1883.
1883. 2.
1885. 3.
1910. 70.
1910. 71.
1886. 8.
1890. 18.
1895. 32.
1896. 36.
1901. 48.
1905. 57.
1918. 101,
1919. 102.
1921. 106.
1926. 120.
") Ved

. Mejeriforseg®).
1) Centrifuger m. 1.

1. Ber. a. Kraftforbrug ved Burmeister & Wains lille og de Lavals

til dette.

Centrifuger. b. Skumningsforssg med de samme Centrifuger.
¢. Almindelige Bemarkninger om Centrifuger. d. Anvendelse
af skummet Malk til Foder for Kalve og Svin. (Udsolgt).
a. Fodring af Kalve og Grise med skummet Malk fra Cen-
{rifuge og Batter. b. Holdbarhed af centrifugeret og ikke-
centrifugeret M=elk. ¢. Forogelse af centrifugeret Malks Hold-
barhed ved Opvarmning. (Udsolgt).

A. Is, Better og Centrifuge. Tandrup, Ravnholt, Lustrup-
holm og Ladelundgaard. B. Better og forskellige Slags Fade.
C. Smorudbytte Morgen og Aften. (Udsolgt).
Sammenlignende Forseg med Centrifuger. (2 Kr.).
Aktieselskabet Titans nye Centrifuge. (50 Ore).

2) Flogde 0og Smor.

. Afkoling af Smar. (50 @re).

Nogle Undersogelser over Fledens Syrning. (Udsolgt).
Syrningsforseg. (50 @re).

Undersogelser over Konsistensfejl hos Smerret samt over
Smorrets og Malkekuglernes Bygning., (Udsolgt).
Smgrudbyttet ved Fremstilling af vasket fersk Smer i Sam-
menligning med alm. salt Smor samt Forseg over, hvilken
Indflydelse Udluftningen af den sede Malk har paa Smer-
rets Finhed og Holdbarhed. (50 Ore).

Udiuftning af ¥Flede med Ulanders Melkerenser. Disbrow-
kernen, (50 Gre).

Forssg med kombinerede Keerner. A. Kernens Fyldnings-
grad. B. Renkarningstallet. C.1) (50 Ore).

{"ortsatte Undersagelser over Fremstillingen af Syrevaekkere.
1 Kr.).

Ostesurt Smer. Den sterke Skylnings Indflydelse paa Smor-
rets kemiske Sammenseatning og Kvalitet. (Udsolgt).
Kombinerede Kerner: Kearningstemperaturens og Flodefed-
mens Indflydelse paa Renkarningen m. m. (50 Ore). *

Forsegsmejeriets Opretteise i 1923 overgik de egentlige Mejeriforseg

1} Se III. »Kemiske Undersagelser-.




1886. 7.
1907. 61.
1910. 69.
1914. 86.
1919. 103.
1891, 22.
1895. 35.
1899. 43.
1900. 47.
1910. 71.
1887. 9.
1902. 54
.
1893. 28.
1895. 33.
1883
1885. 4.
1885. 6.
1895. 31.

Ber.

Ber.

Ber.

De

Ber.

46

3) Ost.

To Osteudstillingsiorspg med Ost af skummet Mealk fra Is-
og Centrifugemaelkerier. (Udsolgt).

A. Forseg med Ostning af pasteuriseret Meelk. B.Y) (1 Kr.).
Forseg med Paraffinering af Ost. (Udsolgt).

A. Ostning af Malk af forskellig Fedme. B. Ostesagens Ud-
vikling i Danmark. C. Forseg med »Universalpasteuren«, D.
Tabeller over Smerudbyttet af Malk og Flede. (50 Ore).

A. Ostning af raa, af momentant pasteuriseret og af lang-
tidspasteuriseret Malk. B. Ostens Svindforhold. C. Daobbelt-
analyser. (1 Kr.).

4) Pasteurisering.

a.?) b. Pasteurisering af ssd Meelk og Flede samt An-
vendelse af god Syre som Middel til Bekempelse af forskel-
lige Melke- og Smerfejl. ¢. Holdbarhedsforseg med pasteu-
riseret Malk. (1 Kr.).

Et selvregulerende Pasteuriseringsapparat. (50 Ore).

Forsog med Pasteuriseringsapparater, (1 Kr.).

Forspg med Pasteuriseringsapparater (fortsat). (1 Kr.).
Opvarmning af sed Mealk og Flede til 120 4 130 ° C. (50 Ore).

5) Andre Beretninger.

Betaling af sgd Mealk i Feellesmejerier efter sTForskel i pCt.
Flade« (Differensheregning). (Udsolgt). Tilleg: Tabelveerk
med Tavle. (Udsolgt).

Lysanlaeg i Mejerier. (1 Kr.).

sammenhzngende Rakker af Smarudstillinger.

Samlet Beretning om de »sammenhangende Raekker af Smer-
udstillinger« 1889—1892. (Udsolgt).
Anden samlede Beretning om de »sammenhsengende Raek-
ker af Smerudstillinger<. (Udsolgt).

Hl. Kemiske Undersagelser.

. Tilleg til 1. Ber. a) Kemisk Sammensatning af nymalket Melk og

Ber.

skummet Ma®lk, Kernemeelk og Valle. b) Vanskelighed med at
faa Ma=lk., ¢) Malkenseringsvaerdi. (Udsolgt).

a.?2) b. Kemisk Undersegelse af Mealken fra Koeer med Yver-
tuberkulose, (Udsolgt).

Forelpbige Forseg over Fedmen af og Kontrol med den til
Fellesmejerier leverede Meelk. (Udsolgt).

Apparater til hurtig Fedtbestemmelse i Melk (Babcock’s,
Gerber’s og Lindstrem’s). (50 @re).

1) Se I11. »Kemiske Undersegelser«,
t) Se D. »Bakteriologiske Spergsmaale.




1898.

1L898.

1900.
1905.
1905.
1907.
1907.
1913.
1918.
1820.

1923.

1924.

1924.
1925,

1034.

1938.

1944.

1944.

41.
46.
56.
58.
61.
62.
83.
101.
105.

113.

115.

116.
118.

155.

1717.

208.
210.

Ber.
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En kemisk Prove til at afgere, om Malk eller Flode har vearet
opvarmet til mindst 80 ° C eller ikke. (Udsolgt).
Sammenlignende Undersegelser af forskellige Apparaters An-
vendelighed til Kontrollering af Malkens Fedme. (1 Kr.).
Smerfedtets Lysbrydningsevne, Jodlal og Indhold af flygtige
Syrer. (1 Kr.).

Forskellige Metoder til Fedthestemmelse i Mamlk, Malkens
Renskumning ved forskellig Temperatur. (50 Ore).

Den kemiske Analyse af Foderstoffer og dens Forhold ti}
Fodringsforsegene. (2 Kr.).

A.3) B. Metoder til Fedtbestemmelse i Malk., (1 Kr.).
Bestemmelse af Vandindholdet i Smar. (Udsolgt).

Om Ked- og Benmelfodringens Indflydelse paa Knoglesyste-
mets kemiske Beskaffenhed. (50 @re).

A. og B.3) C. Den fedtfri Mealkevaerdskes Sammensatning.
(50 Ore).

Undersogelser vedr. Hoybergs Metode til Bestemmelse af Fedt
i M&lk og Flede. (50 @re).

A, Den danske Komalks gennemsnitlige Sammensetning.
?. %es;emmelse af Fedt i Malk. C. Om Kvalstofbestemmelser.
1 Kr.).

Ostekontrolforseg. Bestemmelse af Fedt og Terstof i Ost

. (Udsolgt).
© Om Gerbers Metode til Bestemmelse af Fedt i Meaelk. (Udsolgt).

Sammens®tningen af dansk Smer og nogle Metoder til Under-
spgelse af Smorret. (50 Ore).

Fordejelighedsforssg med Malkekeer. I. Nogle Fodermidlers

Fordejelighed bestemt ved Forswog med Grupper af Malkekeer.
II. Om Bestemmelse af Proteinstoffernes Fordejelighed gen-
nem Dyreforseg og ved Hjeelp af Pepsin-Saltsyre. I1II. Om
Bestemmelse af Fordejelighed ved Edins saakaldte »Led-
kropp«s Metode. (3 Kr.).

Forseg med Lupin som Foder til Malkekeer. I., I1., IV.%) IIT.
Bestemmelse af Alkaloidindholdet i Lupin. (75 @re}.
Undersegelser over dansk.Smerfedt. (1 Kr.).

Om Fosfataseproven. (75 Ore).

5) Se 1. »Mejeriforsege«.

) Be A, I

. L., a. »Forskellige Fodermidler«.
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