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Forord.

Formélet med de forsgg, der er beskrevet i denne beretning, har varet at
udarbejde en hurtigmetode til bestemmelse af protein i malk. Med udarbejdelse
af en sddan metode vil det blive overkommeligt at foretage omfattende under-
spgelser over forhold, der kan gve indflydelse pd malkekvagets proteinproduktion,
hvilket vil vere af meget stor betydning pd grund af mealkeproteinets serstilling
som et meget vigtigt neringsstof i den menneskelige ernering.

Mzelkens indhold af protein kan pavirkes ved fodringen, men blot i begrenset
omfang. Det er derimod muligt at gge malkekvagets produktion af protein ved
i hgjere grad end hidtil at tage hensyn til denne produktionsegenskab i avisarbejdet.

Det er min opfattelse, at det ud fra en global betragtning vil vere af stor
veerdi, om der ved det fremtidige avlsarbejde inden for kvagbruget ikke alene
tages hensyn til avisdyrenes anleg for produktion af melkefedt, men at anleg
for produktion af malkeprotein ogsa tages i betragtning, si mulighederne for en
ggning af malkekveegets proteinproduktion udnyttes.

Den her omtalte hurtigmetode er gennem de sidste 3 &r benyttet ved en raekke
arbejder, der er offentliggjort i de beretninger og forsggsrapporter, der er anfgrt
side 68. Det fremgér heraf, at der er tale om en lang rekke biologiske under-
spgelser af forskellig art.

Metoden, der er udarbejdet af A. E. Haugen, er udmarket anvendelig i praksis,
og det er derfor mit hab, at den i fremtiden vil blive benyttet til fremme af malke-
kveegets proteinproduktion.

Kgbenhavn, september 1962,
P. E. Jakobsen.

Arbeidet med denne analysemetode er kommet i stand pa initiativ av professor
P. E. Jakobsen, Kgbenhavn, og er bygget pd hans idé. For at jeg har fitt overlatt
denne idé 4 arbeide med er jeg professor P. E. Jakobsen stor takk skyldig.

Norges Lantbruksvitenskapelige Forskningsrdd har stgttet meg gkonomisk da
jeg ved imgtekommenhet fra professor Johs. Hgie hadde permisjon ved Norges
Landbrukshggskole for & bearbeide materialet og skrive denne beretning.

Den lengste tiden jeg har arbeidet med analysemetoden, for det meste ved
siden av andre oppdrag ved Dyrefysiologisk Afdeling og ved Afdeling for Forsgg
med Svin, har jeg hatt ansettelse ved Landgkonomisk Forsggslaboratorium.

Under det avsluttende arbeide med utformingen av analysemetoden somme-
ren 1959 var laboratorieassistent frk. Nancy Heidemark min medarbeider og ytet
meg utmerket hjelp.

De vitenskapelige assistenter, agronomene K. Jensen, B. Lund Jensen og
M. Sgrensen har sgrget for uttaking og forsendelse av et stort antall melkeprgver
til bruk under uteksperimenteringen av metoden.

Tegning av kurver etc. er utfgrt av tegneren Poul H. Winther, Kgbenhavn.

Konsulent Arve Johannessen, Oslo, har gitt verdifulle rdd med hensyn til
spriket og har hjulpet meg med korrekturen.
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Uten her & kunne nevne alle som har vist meg vennlig imgtekommenhet under
mitt arbeide, vil jeg likevel fi nevne ni avdgde forsggsleder K. Hansen ved Afde-
ling for Kvaegforsgg, som jeg en tid hadde den glede & samarbeide med og som
jeg stér i stor takknemlighetsgjeld til for vennlighet og stgtte,

Statens Husdyrbrugsudvalg har velvilligst gitt tillatelse til at dette arbeide
offentliggjgres som beretning fra Landgkonomisk Forsggslaboratorium og alle
utgifter til medhjelp, kjemikalier, utstyr og trykning er dekket av denne institu-
sjon.

Jeg retter en hjertelig takk til alle, bide enkeltpersoner og institusjoner i Dan-
mark og Norge som har ytet meg hjelp og stgtte.

Vollebekk i september 1962,
Arvid E. Haugen.




1. Innledning.

Den analysemetode som skal omtales i det fglgende, er en kolorimetrisk
mikrometode. Melkeprgvene blir sendt fra gardene til analyselaboratoriet i
tgrr tilstand, oppsugd i filtrerpapir. Derved unngar en forsendelse av prgve-
flasker. Analysemetoden bygger forgvrig pa at melkeproteinet pa grunn av
proteinstoffenes amfolyttiske karakter vil binde seg med anionaktive farge-
stoffer i et medium av passende surhetsgrad.

Ved valg av fargestoff var det en rekke alternativer, men da amido-
svart 10 B lot til & vare velegnet, ble analysemetoden utformet for bruk av
dette fargestoft.

Arbeidet med uteksperimenteringen av analysemetoden og dens tilpas-
ning til bruk ved rutineanalyser i stgrre maélestokk, er utfgrt pd Forsggsla-
boratoriets Dyrefysiologiske Laboratorium.

I forbindelse med bearbeidingen av materialet, som fant sted etter at
forfatteren ble ansatt ved Norges Landbrukshggskole, er det ytterligere ut-
fgrt noen supplerende analyser. Ved velvillig imgtekommenhet har jeg fatt
sende melkeprgver oppsugd i filtrerpapir til Forsggslaboratoriets Dyrefysio-
logiske Laboratorium, hvor de er farget og malt. Det vesentligste av arbeidet
er utfgrt av laboratorieassistent fru Cornelia Banyai.

For supplerende analyser, som det var mest praktisk & utfgre pa stedet
(Nest siste avsnitt side 12 og tabell 5 og 6), har professor Peter Solberg vert s
vennlig & stille til disposisjon arbeidsplass pa Meieriinstituttets avdeling for
kjemi og bakteriologi ved Norges Landbrukshggskole.

Analysemetoden er tidligere kort beskrevet, Haugen (1959, 1961a og
1961b).

2. Oversikt over analysemetoden.

a. Melkeprgver pad 1/20 ml avsettes pa filtrerpapirstrimler, festet pd stativ.
Det avsettes 2 prgver for hver ku. Det er plass til prgver fra 7 kyr pa
en 415 mm lang og 40 mm bred filtrerpapirstrimmel.

b. Prgvene tgrkes og kan deretter legges i konvolutt og sendes som et van-
lig brev.

c. Proteinet fikseres til filtrerpapiret ved nedsenking 15 minutter i en
opplgsning av 1 9% sublimat i etanol og deretter 5 minutter i en opplgs-
ning av 1 0/y, sublimat i etanol.

d. Prgvene tgrkes ved hjelp av varmluftsvifte ved 30—40 °C,

e. Farging 30 minutter i en opplgsning av 70 g amidosvart 10B i 5.70 1
metanol, 4.50 1 vann og 1.00 1 iseddiksyre.




f. Utvasking umiddelbart etter fargingen i 4 trin, henholdsvis %2, 30, 45
og 45 minutter i en blanding av 5.70 1 metanol. 4.50 1 vann og 1.00 1
iseddiksyre.

g. Tgrking ved hjelp av varmluftsvifte.

h. Innen stativet med prgvene flyttes fra et denaturerings-, fargings- eller
utvaskingsbad, holdes stativet over badet for avdrypping ca. 2 minutt.

i. Filtrerpapirstrimlene klippes over mellom melkeprgvene og de enkelte
prever legges pa glass som péafylles 100 ml elueringsvaeske. Eluerings-
veesken bestdr av 5.7 1 metanol, 4.7 1 vann og 150 g vannfritt natrium-
karbonat. Elueringstid 20 timer. Glassene lukkes med propp for & hindre
fordamping.

j. Fargestyrken i eluatet méiles fotometrisk. Maksimal lysabsorpsjon ved
627.5 nm (my)1).

k. Proteininnholdet i melken bestemmes ut fra den malte optiske tetthet i
eluatet, ekstinksjonen?), ved hjelp av omregningstabell utarbeidet pa
grunnlag av parallellanalyser etter kjeldahlmetoden og den kolorimetri-
ske metode.

1. Etter trinn b og g er prgvene lagringsdyktige.

3. Konservering av melk til kolorimetrisk proteinbestemmelse.

I visse tilfelle, som nar det gjelder kontroll av analysearbeidet, kan det
vaere ngdvendig at flasker med melk sendes til laboratoriet.

For 4 unngé at melkeprgvene blir sure, mé de tilsettes et konserverings-
middel. Kaliumbikromat, som er vanlig brukt til konservering av melkeprg-
ver til fettbestemmelse, ser ut til & virke inn pd melkeproteinets evne til &
binde farge.

Sublimat er brukt av Steinsholt (1957) til konservering av melkeprgver
uten at proteinets fargebindingsevne er paviselig forandret.

Til konservering av kontrollprgver p4 50-~70 ml har en brukt 3 dréper
mettet, vandig opplgsning av sublimat. Denne konservering er ikke effektiv
for lengre tids lagring av melkeprgvene, men en har gnsket 4 holde den til-
satte mengde av dette meget giftige konserveringsmiddel si langt nede som
mulig.

4. Stgrrelsen av melkeprgvene.

Den mengde melk som kan absorberes i et lite omrade av et filtrerpapir,
er sterkt begrenset og dette setter en gvre grense for stgrrelsen av melkeprg-
vene. Pa den annen side vil det vare vanskelig 4 avmale et meget lite kvan-
tum melk tilstrekkelig ngyaktig. Ved bruk av tykt filtrerpapir oppnér en &
fa en stgrre melkeprgve absorbert, men dette har ikke gkt analysesikkerhe-

1)1 nm = 10 + 9 m,
2) Ekstinksjonen er den negative logaritme til prosent lystransmisjon.



ten. For melkeprgver pa 1/;, ml eller mer, har analysesikkerheten knapt
veert sd god som ved en prgvestgrrelse pd 1/,, ml. Det er derfor valgt & ar-
beide med en prgvestgrrelse pd 1/, ml ved den kolorimetriske proteinana-
lyse.

i

Fig. 1. Farget filtrerpapirstrimmel. Melkeprgver fra 6. kyr. ‘
Stained strip of filter paper. Milk samples from 6 cows.

For at konsentrasjonen pr. arealenhet filtrerpapir ikke skal bli ungdig stor
og for 4 oppna fullstendig absorpsjon av melkeprgven i filtrerpapiret, er det
ngdvendig & fordele prgven over et areal pa 3-4 cm2 (Fig. 1). Blir ikke
hele melkeprgven absorbert i filtrerpapiret, men blir liggende & tgrke ovenpa
dette, kan i verste fall deler av prgven falle av filtrerpapiret under analyse-
arbeidet. For alminnelig gjennomsnittsmelk spiller dette forhold liten rolle,
men kan veare arsak til analysefeil nar en arbeider med sarlig tgrrstoffrik
melk.

5. Fortynning av melk med hgyt proteininnhold.

Som nevnt side 13, er analysemetoden ikke sikker nir proteininnholdet
i prgvene er hgyere enn ca. 6 % . Melkeprgver som en venter vil ha serlig
hgyt proteininnhold, mé derfor fortynnes fgr pr@vene avsettes pa filtrerpa-
piret. Et fortynningsforhold pa 1 volum vann : 1 volum melk er brukt for
vanlig kumelk med hgyt proteininnhold. En slik blanding av melk og vann
vil ha lavere spesifikk vekt enn ufortynnet melk med tilsvarende proteininn-
hold, men dette vil bli oppveid av at en blanding av like volum melk og
vann vil inneholde litt over 50 vekt% melk. Analysefeil p.g.a. fortynningen
vil saledes vare uten betydning nar avmalingen av melk og vann utfgres
ngyaktig.

Analyse av kolostrummelk ser ut til & gi mest tilfredsstillende resultat
nar melken fortynnes med 2 deler vann.




Ved arbeidet med fortynnet melk har det p.g.a. konstantleddet i regres-
sjonsligningen (side 27), vart ngdvendig f@rst & sl opp i tabellen og finne
proteinprosenten i fortynningen og deretter foreta den ngdvendige omreg-
ning.

6. Uttaking av melkeprgver.
Behandlingen av melken fgr avmailing,

Melkeprgvene avmaéles ved ca. 20° C. Fgr prgvene tas ut, ma flgte og
melk vere fullstendig blandet. Har melken statt en tid, vil det ofte vare
ngdvendig & varme den opp for & f& melk og flgte blandet. Maksimumstem-
peraturen er satt til 40° C, samme temperatur som benyttes ved fettbestem-
melse i melk etter Gerber.

I Igpet av den tid det tar & f& oppvarmet melk avkjglt igjen, vil det stige
flgte opp til overflaten. Hver enkelt prgveflaske mé& derfor vendes opp ned
et par ganger umiddelbart fgr prgven tas ut.

Luftblerer i melken vil sjenere prgvetakingen og en bgr derfor unnga
kraftig rysting av prgveflaskene.

Utstyr til avinaling af melkeprgvene,

Ved de orienterende undersgkelsene ble det benyttet sprgyte til avmaling
av melken. En var imidlertid utsatt for at sprgytendlen ble tilstoppet av
slike fremmedlegemer som kan forekomme i melk.

En gikk sd over til & bruke 1/,, ml konstriksjonspipette, carlsberg-
pipette, Glick (1949). Denne type viste seg velegnet, selv om en heller ikke
na helt unngikk vanskeligheter med tilstopping. Det ble ogsa tidlig pd det
rene at ved bruk av meget tynnveggete pipetter, ville faren for brekkasje
vare stor nar arbeidet foregikk ute pa gérdene. I mange tilfeller var det
ogsa umulig & se at et mindre stykke av pipettespissen manglet, noe som
fgrte til feil ved avmalingen av melkeprgvene. Ved bruk av carlsbergpipet-
ter med kraftigere konstruksjon har en imidlertid vert lite sjenert av slike
vanskeligheter.

Kapillarpipette har ogs& vart forsgkt. Denne pipettetype er mer robust
enn carlsbergpipetten og det har ikke vert vanskeligheter p.g.a. tilstopping.
Kapillarpipetten ble prgvet av gvet personale under gode laboratorieforhold
og gav da noe darligere avmalingsngyaktighet enn carlsbergpipetten.

Ved det videre arbeide med analysemetoden er det derfor brukt carls-
bergpipette.

Avmaling av melkeprgvene.

Under det arbeide som ligger til grunn for denne beretning, har frem-
gangsmaten ved avmalingen av melkeprgvene vart fglgende:

Melken suges opp til den stdr et par mm over innsnevringen pé carls-
bergpipetten. I lgpet av den tid det deretter tar & lgfte pipetten fra prgvefla-
sken, vil melkesgylen falle til en ubetydelighet over nivastreken pé pipetten.
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Pipetten tgrres ren for melk utvendig ved at en plastsvamp klemmes
forsiktig sammen om pipetten og trekkes hurtig henover denne.

Etter avtgrringen kontrolleres det at det ikke er luftblerer i melken.

Fininnstillingen av melkesgylen i pipetten foregar ved at en lar pipette-
spissen forsiktig bergre hinden. Sazrlig ved arbeide med tgrrstoffrik melk
har denne metode for fininnstilling gitt ngyaktigere avmaling enn nir over-
skuddsmelk i pipetten fjernes ved & blases ut.

Nar melken skal overfgres til filtrerpapiret, lar en pipettespissen hvile
loddrett pa filtrerpapiret og melken bldses ut mens en lar pipetten gli lang-
somt henover filtrerpapiret. Nar den siste melken bléses ut av pipetten, bgr
denne trekkes henover tgrt papir for & unngd at sma melkedraper blir blést
utover og at noe av melken pa grunn av kapillarvirkning suges tilbake i pi-
petten. For & oppna fullstendig tgmming av pipetten, m& melken bldses ut
med jevnt, ikke for kraftig trykk.

Etter applikeringen strykes pipettespissen pa to sider mot kanten av
filtrerpapiret for at melk som p.g.a. adhesjon kan vere trukket opp utenpa
pipetten under applikeringen skal komme med i analysen. De fargede prik-
ker langs kanter av filtrerpapirstrimlene illustrerer dette (Fig. 1).

Det bgr vere en avstand mellom de enkelte melkeprgver pa ca. 1 cm.

Under den fortsatte praktiske bruk av analysemetoden ved Dyrefysio-
logisk Laboratorium blir melkesgylen innstillt ved & la pipettespissen forsik-
tig bergre den innvendige side av prgveflasken, hvoretter pipetten tgrres av
utvendig og melkeprgven avsettes pa filtrerpapiret, Jakobsen (1962).

Terking, oppbevaring og forsendelse av filtrerpapir med melkeprgver.

Filtrerpapir med melkeprgver vil vare tgrre fa timer etter at prgvene
er avsatt nar de star ved verelsetemperatur. Ved bruk av varmluftsvifte
med arbeidstemperatur pad 30-40° C, vil prgvene vare tgrre i lgpet av en
times tid. Maksimumstemperaturen er satt s lavt som 40° C for & vare
sikret mot mulige analysefeil pd grunn av oppvarming av melken.

Tgrre prgver kan oppbevares i flere méneder (Tabell 1 og Hovedtabell
IIT) og filtrerpapirstrimlene med prgvene kan brettes sammen og sendes i
vanlig konvolutt. For & vare sikret mot at noe av melkeprgvene skal bli
overfgrt fra ett filtrerpapir til et annet ved pavirkning av fuktighet under
forsendelsen, er filtrerpapirene blitt lagt enkeltvis i pergamylomslag.

Under tgrking og lagring ma filtrerpapirstrimlene beskyttes mot fluer,
da flueekskrementer vil binde amidosvart og derved fgre til for hgye ana-
lysetall.

7. Fiksering av melkeproteinet til filtrerpapiret.
Grassmann og Hannig (1952) fikserte serumprotein til elektroforeto-
grammer ved oppvarming til 100° C i 30 minutter og Schneider (1951) og
Jakobsen (1957) benyttet sublimat i etanol til fikseringen. For melkeprgver




Tabell 1. Melkeprgver oppbevart henholdsvis farget og ufarget.

Storage of stained and unstained milk samples.

Oppbevart ufarget, dager 36 90 35 89 29 83 28 82
Storage of unstained samples, days
Oppbevart farget, dager 54 2 54 2 54 2 54 2

Storage of stained samples, days

Ku nr. Ekst. Ekst. Ku nr. Ekst. Ekst. Ku nr. Ekst. Ekst, Ku nr. Ekst. Ekst.

9 345 349 17 352 351 34 298 296 36 256 .250

10 361 .369 34 313 312 36 .260 .260 38 281 271
I55 315 317 37 271 269 38 .281 276 J55 329 330
J56 337 337 38 291 290 J55 321 319 69 278 270
J57 309 309 J57 305 304 J58 402 411 75 391 .388
84 302 .300 J58 382 389 69 273 .270 84 289 .286
98 300 .300 70 261 .259 70 238 235 211 261 256
189 278 274 269 269 269 84 279 273 281 315 310

199 255 249 337 339 342 331 369 371 331 365 .361
336 365 370 342 369 363 337 342 344 337 344 348

Middel ................conls. 317 317 315 315 306 306 311 307

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 3 parallellanalyser.

oI
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fikk en ikke reproduserbare resultater ved & bruke Grassmann og Hannigs
metode, noe som kan bero pa at fikseringen ikke var fullstendig. En under-
spkelse av Lewin og Hillon (1956) tyder pa at de frie basiske proteingrup-
per i blodserum ikke blir blokkert av enkle kvikksglvforbindelser. Ved egne
undersgkelser tyder analysesikkerheten pi at sublimat er velegnet til fikse-
ring av melkeprotein til filtrerpapir (Fig. 5 og 6).

Tabell 2. Denaturering med HgCl, i etanol.
Denaturation by HgCl,, in ethanol.

%y HgCly 0.6 1.0 ) 2.5
Prove nr. Ekst. Ekst. Ekst.
1 299 299 .300
2 312 314 311
3 319 319 323
4 329 329 331
S 350 352 353
6 424 419 427
7 440 441 445
8 498 497 500
Middel 371 371 374

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 3 parallellanalyser.

En undersgkelse har vist at melkeprgver denaturert med 2.5 %, sublimat
i etanol bandt ca. 1 9% mer amidosvart enn prgver som var denaturert i en
opplgsning av 0.6 eller 1 9, sublimat (Tabell 2). For & unngi for stor tilblan-
ding av sublimat i fargen, valgte en imidlertid & benytte fglgende fremgangs-
mate ved fikseringen: De lufttgrre filtrerpapirstrimler holdes fgrst nedsenket
15 minutter i en opplgsning av ca. 1 % sublimat i etanol, s& 5 minutter i en
opplgsning av ca. 1 0/4, sublimat i etanol og tgrkes deretter ved varelse-
temperatur eller ved hjelp av varmluftsvifte.

Tgrketemperaturen har vert holdt under 40° C.

Foruten at en ved denatureringen far fiksert proteinet til filtrerpapiret,
vil denatureringsvasken trekke ut en betydelig del av melkefettet og derved
gjgre det lettere for fargeopplgsningen & trenge inn i prgvene.

Det ble ikke funnet nioen forskjell pa analyseresultatene enten en brukte
90 % eller absolutt etanol, men fordi denatureringsvaskene opptar vann
bade fra filtrerpapirene og fra atmosfaren, valgte en & bruke absolutt etanol
for at denatureringsvaeskene kunne brukes lenger, uten at vanninnholdet ble
av betydning. Fettet som trekkes ut av melkeprgvene, vil ogsa forurense de-
natureringsvasken.

Nar vaesken med ca. 1 % sublimat er brukt 50 ganger blir den skiftet ut
med vasken med 1 9/,, sublimat som tilsettes 1 % sublimat. Det blandes
ny denatureringsvaeske med 1 0/, sublimat. Ved denne fremgangsmate er
forbruket av denatureringsvaske ca. 1 ml pr. melkeprgve.

For at flere prgver kan behandles samtidig, blir filtrerpapirene fgr dena-
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tureringen spennt opp pd rammer med plass til 4 papirer og rammene sam-
les i et stativ for 10 rammer (Fig. 11).

8. Farging av serum- og melkeprotein.
Vanlig brukte fargestoffer.

Forskjellige kation- og anionaktive fargestoffers evne til & binde seg til
protein er blitt utnyttet til kvantitativ proteinanalyse i forbindelse med pa-
pirelektroforese. De mest brukte fargestoffer er amidosvart 10 B, brom-
fenolblatt, azocarmin, Wunderly (1953) og bromcresolgrgnt, Franglen (1953).

Til kvantitativ proteinanalyse av melk ved felling av proteinet med farge-
stoff har Moustgaard og Neimann-Sgrensen (1959) og Ashworth, Seales og
Erb (1960) brukt orange G. Det mest brukte fargestoff er imidlertid amido-
svart 10 B, Steinsholt, Dgvle og Solberg (1960), Posthumus (1960) og
Raadsveld (1961).

Forskijellige fargestoffers affinitet til protein.

Stor affinitet mellom farge og protein er fordelaktig, bdde fordi farge-
bindingen til selve filtrerpapiret blir av mindre betydning som feilkilde, og
fordi det oppnas stor forskjell i ekstinksjonsverdi mellom prgver med for-
skjellig proteininnhold — selv om det brukes et forholdsvis stort kvantum
elueringsvaeske for & minske avmalingsfeilen pa denne.

Pezold og Peiser (1953) har ikke funnet noen vesentlig forskjell mellom
amidosvart 10 B og bromfenolblatt nar det gjelder den mengde farge som
bindes til protein, mens de har funnet at det bindes atskillig mindre av azo-
carmin enn av ovennevnte fargestoffer.

Grassmann og Hannig (1954) har ved direkte fotometri, hvor en ikke
sjeneres av den destruksjon av fargestoff som enkelte elueringsvasker kan
forérsake, funnet at amidosvart 10 B bindes i stgrre mengde til protein enn
bédde bromfenolblatt og azocarmin.

Ved de ovenfor nevnte undersgkelser er forskjellige kvanta opplgsning
av blodserumprotein avsatt pa filtrerpapirstrimler, som sa er farget pa sam-
me mate som elektroforetogrammer.

Sommerfelt (1953) har i forbindelse med papirelektroforese funnet at
blodserumprotein farges sterkere av amidosvart 10 B enn av bromfenolblatt.

Ved egne undersgkelser med melkeprgver er det funnet at bromcresol-
grgnt gir stgrre optisk tetthet i eluatet enn amidosvart 10 B. En har da be-
nyttet samme teknikk som Franglen og Martin (1954) har angitt for farg-
ing av elektroforetogrammer med unntak av at en har denaturert proteinet
med sublimat og at bade fargings- og elueringstiden er forlenget til 5 timer.
For prgver med hgyere proteininnhold enn 5 % er det imidlertid ikke funnet
rettlinjet proporsjonalitet mellom proteininnholdet og ekstinksjonen i eluatet.

Sammenhengen mellom ekstinksjon ved farging med amidosvart 10 B
og prosent kjeldahlprotein er undersgkt for melkeprgver med' proteininnhold
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Fig. 2. Sammenhengen mellom prosent kjeldahl-protein og mengde amidosvart
bundet til 1/29 ml skummetmelk uttrykt ved ekstinksjonen.
The correlation between percentage of Kjeldahl-protein and the amount of Amido
black combined with 1[sg ml milk expressed as extinction.

fra ca. 0.9 % til ca. 7.6 %. Det er funnet rettlinjet proporsjonalitet opp til
et proteininnhold p& ca. 6 % (Fig. 2). Ved undersgkelsen er det benyttet
skummet melk med ca. 3.1 9% protein. For & skaffe prgver med lavere pro-
teininnhold, er melken fortynnet med vann og for & skaffe prgver med hgye-
re proteininnhold, er melken kondensert ved et undertrykk pa ca. 70 cm
kvikksglv. Det er brukt skummet melk med henblikk pd 4 unngd at even-
tuelle smgrklumper i den kondenserte melken skulle sjenere pipetteringen.

Proteinets fargebindingsevne,

Grassmann og Hannig (1952 og 1954), Pezold og Peiser (1953) og
Franglen og Martin (1954) har pavist at det bade bindes ulike mengder
farge pr. enhet serumalbumin og serumglobulin og pr. enhet av de forskjellige
serumglobuliner. Guillien og Hermann (1955), Simon (1957) og Heide og
Biel (1958) har funnet at proteinkonsentrasjonen i enkelte partier av et
elektroforetogram kan bli s& stor at fargebindingen ikke lenger er kvanti-
tativ og at dette forhold kan fgre til at albumininnholdet blir bestemt for
lavt i forbindelse med elektroforese av blodserum.

De undersgkelser som er utfgrt av fgrstnevnte forfattere tyder pd at
farging med amidosvart 10 B gir den prosentvis minste forskjell i registrert
fargebinding pr. enhet av de forskjellige serumproteiner.. En kan ikke se
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bort fra at amidosvart 10 B byr p& denne fordel ogsa ved farging av melke-
protein.

Det har ikke vert mulig & undersgke de forskjellige melkeproteiners
evne til & binde ulike fargestoffer pa4 grunn av vanskeligheter med & skaffe
rene melkeproteiner som er sd skansomt behandlet at en undersgkelse
umiddelbart ville ha gyldighet for frisk melk.

9, Farging med amidosvart 10 B for kvantitativ proteinbestemmelse
i melk,
Fargeopplgsningens sammensetning,

Grassmann og Hannig (1952) brukte ufortynnet metanol med 10 vo-
lum% iseddiksyre til fargings- og utvaskingsbad for elektroforetogram-
mer. 50 9% metanol tilsatt 10 9 iseddiksyre har ogs& vart brukt ved far-
ging med amidosvart 10 B, LKB (1956).

Fglgende fargebad er brukt ved den kolorimetriske proteinanalyse i
melk: 5.70 1 metanol, 4.50 1 vann, 1.00 1 iseddiksyre, 70 g amidosvart 10 B.

pH i fargeopplgsningen og gjentatt bruk av samme fargeopplgsning.

Schober og Hetzel (1956) har ved proteinbestemmelse i melk med ami-
dosvart etter fellingsmetoden funnet at fargebindingen avtar ganske betyde-
lig nar pH verdien i fargeoppldsningen stiger fra 2.2 til 3.5. Ved hgyere pH
enn 3.5 har de ikke funnet reproduserbare proteinverdier.

Nar en farger melkeprgver oppsugd i filtrerpapir med amidosvart, stiger
pH verdien i fargeopplgsningen ved gjentatt bruk av denne. Det ser imid-
lertid ikke ut til at en stigning i pH verdien i fargebadet fra ca. 2.9 i ny-
blandet opplgsning til ca. 3.6 etter 3 maneders bruk har pévirket analyse-
resultatet (Tabell 3). Grunnen til dette kan vere at fargebadet ikke inne-
holder opplgste stoffer som reagerer med melkeproteinet i konkurranse
med fargestoffet.

Under det kontinuerlige arbeide med proteinanalysene er fargebadet
skiftet ut etter & vere brukt ca. 100 ganger. Forbruket av fargeopplgsning er
ca. 0.5 ml pr. prgve.

Tabell 3. Proteinprosenten bestemt kolorimetrisk ved stigende pH i fargebadet
sammenholdt med % kjeldahlprotein. 26/5: pH 2.9. 21/8: pH 3.6.

Percentage of protein determined colorimetrically at increasing pH in dye solution
as compared with percentage of Kjeldahl-protein. May 26th: pH 2.9.
Aug. 21st: pH 3.6.

Analysedato 26/5 28/5 2/6 9/6 16/6 11/8 12/8 13/8 14/8 18/8 19/8 20/8 21/8
% prot. kolorim. .. 3.54 3.52 3.36 3.62 3.63 3.38 3.47 3.14 3.17 3.55 3.54 3.51 3.51
% » Kijeldahl .. 3.53 3.48 3.31 3.57 3.53 3.44 3.49 3.22 3.22 3.58 3.58 3.54 3.47

De anfgrte proteinprosenter er middel av 8-10 melkeprgver.




Tabell 4. Fargingstidens innflytelse pi fargebindingen.

Influence of duration of staining process on amount of stain combined with milk protein.

Farget

Stained 10 min. 20 min. 30 min. ; 40 min. 50 min.
Farge- Farge- Farge- Farge-
Se- Prove a b binding c binding d binding e binding
rie nr. Ekst. Ekst. % av a Ekst. % av a Ekst. % av a Ekst. % av a
1 1 322 333 103.4 337 104.7 338 105.0 .339 105.3
2 276 284 102.9 285 103.3 286 103.6 .288 104.3
3 319 336 105.3 338 106.0 340 106.6 342 107.2
4 280 .289 103.2 .291 103.9 294 105.0 293 104.6
Middel 299 311 104.0 313 104.7 315 105.4 316 105.7
2 1 281 285 101.4 .289 102.8
2 258 259 100.4 262 101.6
3 232 233 1004 236 101.3
4 327 338 103.4 .340 104.0
Middel 275 279 101.5 282 102.5

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 12 parallellanalyser.

Sl
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Oppspenning av filtrerpapirene.

Fgr fargingen ma det kontrolleres at filtrerpapirene er spent stramt opp
pé rammene, slik at de ikke bergrer hverandre. Kleber filtrerpapirene sam-
men under fargingsprosessen, vil bindingen av farge til melkeprgvene bli
nedsatt.

Fargingstiden,

En fargingstid pa4 10 minutter er benyttet for elektroforetogrammer av
Grassmann og Hannig (1952). Ved proteinbestemmelse i melk vil stoffkon-
sentrasjonen i filtrerpapiret vaere si stor at en forlengelse av fargingstiden
er ngdvendig for at den maksimale mengde farge skal bli bundet til pro-
teinet.

Det er forsgkt med fargingstider fra 10 til 50 minutter (Tabell 4). In-
nenfor dette tidsintervall stiger fargebindingen med fargingstiden, men den
stgrste stigning, 3—4 9%, er funnet ved en gkning av fargingstiden fra 10 til
20 minutter. Stigningen i fargebindingen ved en ytterligere gkning av farg-
ingstiden fra 20 til 30 minutter er ca. 1 %, og endda ca. 1 % ved gkning
fra 30 til 50 minutter.

Undersgkelsen tyder ogsd pa at gkningen i fargebinding ved forlengelse
av fargingstiden er stgrst for prgver med hgyt proteininnhold. Dette bekref-
tes av en mer omfattende undersgkelse, hvor det er funnet at regressjons-
linjen for ekstinksjon pa prosent kjeldahlprotein er steilere ved farging i 30
minutter enn ved farging i 10 minutter (Fig. 3, regressjonslinje 1 og 2).
Undersgkelsen bekrefter videre at regressjonslinjen ligger hgyere ved far-
ging i 30 minutter enn ved farging i 10 minutter.

Det er valgt & benytte en fargingstid pa 30 minutter ved det videre ar-
beide.

Utvasking,

Etter fargingen mi fargen vaskes ut av den del av filtrerpapiret hvor
det ikke er avsatt melk. Utvasking med metanol tilsatt 10 % iseddiksyre
gir liten utvasking av den fargen som er bundet til proteinet, men forbruket
av metanol vil vere relativt stort. Drevon (1954) har utarbeidet en ekstrak-
sjonsmetode for elektroforetogrammer som gjgr det mulig & nedsette vaeske-
forbruket betydelig. Metoden krever imidlertid ekstra handtering av filtrer-
papirene og er derfor ikke prgvd i forbindelse med proteinanalyse i melk,
da det er lagt vekt pad & gjgre analysemetoden lite arbeidskrevende. Ved a
erstatte en del av metanolen i vaskevaesken med vann, kan kjemikalieutgif-
tene settes ned, men utvaskingen av proteinbundet farge blir stgrre. For &
oppné reproduserbare analyseresultater ma derfor utvaskingstiden overhol-
des meget ngye nar det brukes vannholdig vaske. Dessuten gkes kravet til
ngyaktig avmailing av de enkelte ingredienser i veesken. Det forhold mellom
metanol og vann en velger & bruke har, i alle fall nir vanninnholdet ikke
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overstiger 50-60 %, ikke sett ut til & pavirke analysenes reproduserbarhet
nar bare blandingsforholdet holdes konstant.

For & gjgre analysemetoden sd billig som mulig, er det benyttet 50 %
metanol tilsatt 10 9 iseddiksyre til utvaskingen.

Etter at fargingen er avsluttet holdes stativet med filtrerpapirene over
fargekaret til avdrypping 12 minutt, hvoretter utvaskingen foretas som
angitt pa fig. 12 i fire bad. Fgrst 2 minutt i bad I under stadig heving og
senking av stativet. Deretter 30 minutter i bad II og si 45 minutter i hvert
av badene II og IV. Det har vist seg overflgdig & holde stativet i bevegelse
under utvaskingen i badene 1I, III og 1V. Innen prgvene flyttes fra ett bad
over i et annet holdes stativet en kort stund over badet for at det meste av
vaskevaesken kan renne av. Vasken fra bad I og II helles ut etter bruk,
mens vasken fra bad III og IV kan brukes til neste analyseserie som hen-
holdsvis bad I og II etter at ngdvendig etterfylling av vaske er foretatt.

For & fa fjernet all overflgdig farge fra stativ etc. md veaesken i de fire
utvaskingsbadene sté litt hgyere enn vasken i fargebadet og std helt over
klemmene som holder filtrerpapirene. For & holde kvantum vaske pr. filtrer-
papir konstant, er karene innvendig utstyrt med et nivimerke. Nar vasken
fra de to siste utvaskingsbad brukes om, har forbruket av vaskevaske vert
ca. 70 ml pr. enkelt-prgve ved 12 prgver pr. filtrerpapir og ca. 60 ml ved
14 prgver pr. filtrerpapir.

Straks prgvene er flyttet over i bad II, ma filtrerpapirstrimlene, som ut-
vider seg i vasken, strammes pa rammene slik at de ikke bergrer hverandre.
Strammingen foregar ved at papirholderne dreies ca. 30°. Avstanden mellom
filtrerpapirene er 18 mm. Ved & gke avstanden mellom rammene, ville en
slik stramming av filtrerpapirene vzre overflgdig, men ved en @gkning av
avstanden vil ogsd forbruket av vaskevaske gke.

Etter utvaskingen blir prgvene tgrket ved hjelp av varmluftsvifte. Tgrke-
temperaturen har vart holdt under 40° C for 4 unngé varmedestruksjon av
fargestoffet. Heller ikke under tgrkingen mé filtrerpapirene bergre hver-
andre.

For & motvirke at analyseresultatene blir pavirket av den mengde farge-
opplgsning som blir fgrt med stativ og rammer over i 1. utvaskingsbad, er
vasketiden i dette gjort kort, men likevel lang nok til at stativ og rammer
blir grundig skyllt og en del fargeopplgsning fjernet fra filtrerpapirstrimlene.

En sammenligning er gjort mellom den fargemengde som fortsatt er
bundet til proteinet etter endt utvasking nér trinn 1 i utvaskingen er slgyfet
(Fig. 3, regressjonslinje 2), og nar dette trinn er med (Fig. 3, regressjons-
linje 3).

Undersgkelsen viser at det er ca. 3 pct. mindre farge tilbake i proteinet
etter en utvasking i 4, enn etter en utvasking i 3 trinn. Dette m4 antas vesent-
lig & bero pd en lavere fargekonsentrasjon i de fglgende utvaskingsbad nar
trinn 1 tas med. '
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Fig. 3. Sammenhengen mellom prosent kjeldahl-protein og mengde amido-
svart bundet til 1/59 ml melk ved forskjellig fargingstid og forskjellig antall
utvaskinger uttrykt ved ekstinksjonen.

The correlation between percentage of Kjeldahl-protein and the amount of
Amido black combined with 1}so ml milk at different lengths of the staining
process and different numbers of rinsings expressed as extinction.

Regressjonslinje 2 er omtrent parallell med linje 3 (Fig. 3). Dette tyder
pa at forskjellen mellom den mengde farge som utvaskes fra proteinet ved
de to fremgangsmaéter er omtrent den samme enten proteininnholdet i melke-
prévene er hgyt eller lavt.

Fargekonsentrasjonen i vaskevasken pévirkes av antall filtrerpapir som
utvaskes i en gitt mengde vaske. Derfor mé antall filtrerpapir pr. analyse-
serie holdes konstant. Ledige plasser i stativet kan fylles ut med filtrerpapir
uten melkeprgver, da undersgkelser har vist at analyseresultatene ikke pa-
virkes av antall melkeprgver pr. analyseserie nar bare arealet av filtrerpapir
holdes konstant, idet den mengde farge som avgis fra melkeproteinet er
sveert liten.

Restfarge i filtrerpapiret.

De deler av filtrerpapiret hvor det ikke er avsatt melk blir ikke full-
stendig avfarget i lgpet av de 2 timer utvaskingen varer. Den fargemengde
som blir tilbake er imidlertid helt ubetydelig idet det dreier seg om en ekstink-
sjonsverdi pd ca. 0.0003 pr. cm? filtrerpapir. Dette tilsvarer ca. 0,003 pct.
protein. Analysefeil p.g.a. variasjoner i fargebindingen til papiret eller pa
grunn av ulik stgrrelse av de filtrerpapirstykker som bearer prgvene, vil
saledes vare uten betydning.
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Oppbevaring av fargede melkeprgver.

Undersgkelser tyder pé at fargede prgver holder seg uforandret i lang tid
nir de oppbevares tgrt og mgrkt. Det er ikke pavist sikker forskjell mellom
pr¢vér som er oppbevart farget i 2 dager og i 8 uker. (Tabell 1).

10. Kvantitativ maling av fargebindingen.
Direkte fotometri.

Blandt andre har Grassmann og Hannig (1952 og 1954) og Rgiger (1953)
vist at mengden av farge som er bundet til proteinfraksjonene pé et elektro-
foretogram, kan maéles ved hjelp av direkte fotometri. Metoden er arbeids-
sparende, men i forbindelse med den metodikk som er beskrevet i det fore-
gdende, har det ikke veaert mulig & bruke direkte fotometri pa grunn av den
store fargekonsentrasjon i feltene med absorbert melk.

Eluering. .

En mer omstendelig metode for bestemmelse av den bundne fargemengde
er benyttet av Turba og Enenkel (1930) og andre: Elektroforetogrammet
klippes over mellom de enkelte proteinfraksjoner, fargen trekkes ut med 0.1 n
NaOH og fargestyrken i eluatet males fotometrisk.

Franglen og Martin (1954) har imidlertid vist at amidosvart 10B er
ubestandig selv i 0.01 n NaOH.

Wunderly (1953) oppgir at en opplgsning av 5 pct. natriumkarbonat i
50 pct. metanol kan brukes til eluering av amidosvart.

Bestandigheten av amidosvart 10 B er undersgkt i en elueringsvaske av
5.7 1 metanol, 4.7 1 vann og 150 g vannfrit natriumkarbonat.

I en opplgsning av amidosvart-pulver i elueringsvaske har det i lgpet av
fa timer funnet sted en betydelig destruksjon av fargestoff bade ved 32° C
og 44° C. Ogsé ved 23° C har det foregatt en merkbar destruksjon av farge-
stoffet (Tabell 5).

Tabell 5. Amidosvart 10 B opplgst i elueringsvaeske og oppbevart
ved forskjellig temperatur.

Amido black 10 B, dissolved in eluting solution and stored
at different temperatures.

Oppbevaringstid 0 timer 3 timer 6 timer 19 timer 28 timer
Period of storing 0 hours 3 hours 6 hours 19 hours 28 hours
Oppbevarings-
temperatur
Storing
temperature Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst.
23°C 537 532 530 524 518
32°C .536 527 521 504 496
44° C .535 515 .509 467 446

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 2 parallellanalyser.

2%
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En ¢nsket ogsd & undersgke hvordan amidosvart som har vart bundet
til melkeprotein, forholder seg i elueringsvaesken. For i lgpet av kort tid
4 fa et eluat med passende fargekonsentrasjon, er et stgrre antall melke-
prgver eluert i 10 minutter i en forholdsvis liten mengde elueringsvaske.
Ved oppbevaring ved 23° C i 28 timer er det ikke konstatert noen nedgang
i fargestyrken. Ved oppbevaring ved 32° C er destruksjonen av fargestoffet
ubetydelig, mens det ved oppbevaring ved 44° C har vert en tydelig ned-
gang i fargestyrke allerede i 1gpet av 3 timer (Tabell 6).

Tabell 6. Eluerte melkeprgver oppbevart ved forskjellig temperatur,

Eluted milk samples stored at different temperatures.

Oppbevaringstid 0 timer?) 3 timer 6 timer 19 timer 28 timer
Period of storing 0 hours 3 hours 6 hours 19 hours 28 hours
Oppbevarings-
temperatur
Storing
temperature Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst.
23°C .543 544 541 541 544
32°C 544 .539 534 533 539
44° C 541 .528 525 .520 525

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 2 parallellanalyser.
1) 15 minutter ved 23° C fgr 1. méling.

Melkeprgver som er eluert pd vanlig méte og oppbevart ved varelse-
temperatur, har ved en annen undersgkelse ikke vist noen nedgang i ekstink-
sjonsverdi i tiden fra 24 til 48 timer etter at prgvene er pafylt elueringsvaske.
Etter at prgvene hadde statt ytterligere 4 dager i et solvindu, var fargestyrken
falt med ca. 5 %, noe som antagelig skyldes hgy temperatur og kraftig
belysning (Tabell 7).

Tabell 7. Eluerte melkeprgver oppbevart fdgrst i vanlig dagslys
og deretter i direkte sollys.

Eluted milk samples first subjected to ordinary daylight and then to direct sunlight.

I solvind
Oppbevaringsmite Skiermet mot direkte sollys Subjectedv lr?) 3irect
Storage Protected against direct sunlight sunlight
Oppbevaringstid 1 dag 2 dager 4 dager
Period of storing 1 day 2 days 4 days
Prove nr. Ekst. Ekst. Ekst.
1 252 252 237
2 277 ) 277 .264
3 320 318 307
4 .366 .367 351
5 396 397 376
6 439 440 422
Middel 342 342 326

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 6 parallellanalyser,
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Ovenstiende undersgkelse tyder séledes pa at den destruksjon av farge-
stoff som foregar i elueringsvasken i Igpet av et par dager er ubetydelig ved
temperaturer opp til ca. 30° C.

Etter eluering i 12 timer er det i enkelte tilfelle fortsatt konstatert farge
i filtrerpapiret. For & unngd feil p4 grunn av mangelfull eluering, er elue-
ringstiden satt til minimum 20 timer.

Filtrerpapirstykket i elueringsglasset vil hindre fullstendig diffusjon i
veesken. Selv etter lang elueringstid ma derfor glasset vendes opp ned noen
ganger fgr fargestyrken males for at en kan vere sikker pad at eluatet er
homogent. ‘ '

For eluering av de fargede melkeprgver er det brukt fglgende vaske:
5.7 1 metanol, 4.7 1 vann og 150 g vannfrit natriumkarbonat, subsidiert 5.7 1
metanol, 4.5 1 vann og 400 g natriumkarbonat med 2 mol. krystallvann. Til
elueringen er det benyttet 100 ml vaske pr. melkeprgve.

Mindre avvik i elueringsvaskens sammensetning har ikke sett ut til &
pavirke analyseresultatene.

Ekstinksjon

i

0,400F
0350+
0300

0250r 2

0200+
1
% protein (Kpetdont)
Prove nr 1 245
0150k - -2 320
-3 4,75
1 1 1 1 S . i —_L
600 670 620 630 640 650 660
A mp

Fig. 4. Lysabsorpsjonen i eluat fra melkeprgver ved
bglgelengder fra 600 til 660 nm.
Absorbtion of light in eluat from milk samples at
wavelengths ranging from 600 to 660 nm.
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Mailing av optisk tetthet i elueringsvaesken.

Den stgrste lysabsorpsjon i eluatet er funnet ved bglgelengden 627.5 nm,
men det er praktisk talt ingen forskjell i lysabsorpsjon innenfor omradet 625
630 nm (Fig. 4). Ved malingene er det brukt et Beckman DU spektrofoto-
meter og firkantet kuvette med 10 mm lysvei. Som referanse er det brukt
destillert vann.

11. Analysemetodens sikkerhet som laboratoriemetode for
proteinbestemmelse i melk fra enkeltkyr.
Fargetettheten i eluatet mélt med Beckman DU spektrofotometer.

Malingene er utfgrt ved bglgelengden 627.5 nm. Det er brukt kuvette og
referanse som ovenfor nevnt.

Den f@rste undersgkelse som ble foretatt etter at det var funnet fram til
en brukbar analyseteknikk, omfattet 127 melkeprgver, og det ble utfgrt
6 parallellanalyser for hver prgve (Hovedtabel I). I gjennomsnitt for samtlige
melkeprgver er middelavviket!) beregnet pa de enkelte ekstinksjoner—+-0.0036.
Overensstemmelsen mellom analyser utfgrt i samme serie er sdledes meget
god.

For & undersgke analyseresultatenes reproduserbarhet ble 2 serier ana-
lyser av de samme melkeprgver utfgrt pa forskjellig tidspunkt (Tabell 8 og
Hovedtabell II). Forskjellen mellom analysene uttrykt ved middelavviket?)
pa ekstinksjonene for tilsammen 78 melkeprgver i 8 prgveserier var +0.0051
og for 1 prgveserie som omfattet 52 melkeprgver +- 0.0043.

Foruten de tilfeldige avvik er det ogsd funnet nivaforskjell mellom ana-
lyser utfgrt pd forskjellig tidspunkt. N&r det unntas en enkelt prgveserie
pd 9 melkeprgver, hvor forskjellen mellom middeltallet to forskjellige ana-
lysedager var ca. 2.5 9%, var differansen mindre enn 1 %.

Selv om de differanser som ble funnet mellom prgver analysert pa for-
skjellig tidspunkt, stort sett var meget smi, ble undersgkelsene fortsatt.
Mellom 3 analyseserier fra 45 melkeprgver som ble farget samtidig, men
eluert og malt fotometrisk pa forskjellige dager var differansen ca. 0.5 %.
Av de samme melkeprgver ble 2 serier bade farget og malt pd forskjellig
tidspunkt. Mellom disse var differansen ca. 1 %. (Tabell 9 og Hovedtabell
II).

, _ m Xj = ekst. for j. parallellanalyse.
)s = ‘—m X; = middel-ekst. for j parallellanalyser.
n = antall melkeprgver.
q = antall parallellanalyser pr. melkeprgve.

73 a d = differansen mellom 2 kolorimetriske analyser.
2 s = l/ n n = antall melkeprgver.




Tabell 8. Analyseresultatenes reproduserbarhet.

Repeatability of analytical results.

Prgveserie, nr.  ............ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sample series, no.
Antall melkeprgver ........ 10 10 9 10 10 10 9 10 52
No. of milk samples
Analyseserie 1, ekst. middel .. 308 293 317 276 309 305 298 306 .340
Analytical series 1, average ext.
Analyseserie 2, ekst. middel . . 306 292 316 276 31t .303 290 307 338
Analytical series 2, average ext.
Differanse ....... ....... .002 .001 .001 .000 =.002 002 .008 -+0.01 002

Tabell 9. Analyseresultatenes reproduserbarhet (45 melkeprgver).

Repeatability of analytical results (45 milk samples).

Seriene farget samtidig, men malt pa forskj. dag, ekst. middel .................... - 336 335 337 -
Series stained simultaneously, but measured on diff. days, average ext.
Seriene bade farget og malt pa forskj. dag, ekst. middel .......................... 338 - - - 335

Series stained as well as measured on diff. days, average ext.

€C
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Det viser seg saledes at en méi regne med nivaforskjell mellom analyse-
resultatene fra forskjellige analyseserier. Det har ikke veert mulig & fastsla
grunnen til ovennevnte systematiske forskjell med sikkerhet, men det er en
rekke ting som kan ha vart arsak: Forskjellig avlesing av fotometret nir
forskjellige personer foretar mélingene, innstillingen av fotometret, sving-
ninger i temperaturen i farge- og vaskevaske, eller destruksjon av amido-
svart i elueringsvasken nir temperaturen i laboratoriet var hgy.

Pedersen (1961) har pekt p& at fargeinnholdet kan veare noe forskjellig
i de forskjellige fabrikasjonsserier av amidosvart. Fargebadet som brukes ved
denne analysemetode inneholder imidlertid s& stort overskudd av farge at
de vanlige svingninger i fargepreparatets renhet og vanninnhold ikke vil pa-
virke analyseresultatene.

Den systematiske forskjell som er funnet mellom analyser utfgrt pa for-
skjellig tidspunkt, er som det framgar av det foregdende, meget liten, i
middel mindre enn 1 % og er i flere tilfeller heller ikke signifikant. Ana-
lysenes reproduserbarhet mé derfor sies & vere tilfredsstillende.

Fargebindingen i melkeprgver fra enkeltkyr er sammenholdt med pro-
sent kjeldahlprotein. Undersgkelsene bekrefter at fargebindingen er rettlinjet
proporsjonal med prosent kjeldahlprotein innenfor et visst omrade. For be-
stemmelse av proteininnholdet ut fra méalt ekstinksjon er konfidensintervallet
for en analyse med 95 % konfidenssannsynlighet bestemt til 4 0.14 prosent-
enheter protein nir prgvene er farget i 10 minutter (Fig. 5). Ved farging
i 30 minutter er det tilsvarende konfidensintervall bestemt til - 0.12 (Fig. 6).
Det kan se ut som om farging i 30 minutter har gitt den stgrste analysesik-
kerhet. Dette kan imidlertid ikke tas som gitt, idet den fgrste undersgkelse,

% protein (Kjeidoht)

500k
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350k
300}
¥=10901x+0,16
2so- Konfidensgrense : 95 % konfidenssansynlighet
for en analyse.
i L P i 1
0,250 0300 0350 0400 0450
Lhstinksjon

Fig. 5. Sammenhengen mellom mengde amidosvart bundet til 159 ml
melk, uttrykt ved ekstinksjonen, og prosent kjeldahl-protein. Farging
10 min. 3 utvaskinger.

The correlation between the amount of Amido black combined with
1/50 ml milk, expressed as extinction, and percentage of Kjeldahl-
protein. Staining 10 min. 3 rinsings.
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Fig. 6. Sammenhengen mellom mengde amidosvart bundet til /29 ml
melk, uttrykt ved ekstinksjonen, og prosent kjeldahl-protein. Farging
30 min. 4 utvaskinger.
The correlation between the amount of Amido black combined with
1fo0 ml milk, expressed as extinction, and percentage of Kjeldahl-
protein, Staining 30 min. 4 rinsings.

som omfatter 127 prgver, er analysert over et tidsrom p& 3 méaneder, mens
den annen undersgkelse, som omfatter 100 melkeprgver, er utfgrt pa én dag.
Den fgrste undersgkelse omfatter melkeprgver fra 33, og den siste fra 84 kyr.

Fargetettheten i eluatet malt med Beckman C kolorimeter.

Da analysemetoden ble tatt i praktisk bruk, ble det anskaffet et Beckman
C kolorimeter med gjennomstrgmmingskuvette, fordi dette apparat er hurtig
4 arbeide med. Analysengyaktigheten kan imidlertid ikke ventes & vare sé
stor som for et spektrofotometer.

Da det pa davzrende tidspunkt ikke var mulig & skaffe firkantede gjen-
nemstrgmmingskuvetter i serier med ngyaktig samme lysvei, ble det brukt
rund gjennomstrgmmingskuvette av standardtype med 10 mm innvendig dia-
meter. Lysfiltret som ble benyttet, var det rgde standardfilter til apparatet
med maksimal transmisjon for lys med bglgelengden 660 nm. Malingene ble
utfgrt ved hjelp av bla-fglsom fotoselle med méleomrade 350 nm—660 nm.
Som referanse ble det brukt destillert vann.

For & fjerne vaskerester etter foregidende prgve, ble kuvetten skyllet en
gang med den nye prgve fgr denne ble mélt.

Ved de fgrste prgver en gjorde med apparatet, ble det funnet en be-
tydelig og signifikant forskjell mellom maéledager for regressjonen ekstinksjon
pa prosent kjeldahlprotein (Fig. 7). For prgver som var analysert pd samme
dag, var det derimot ikke vesentlig stgrre avvik enn ved nedenfor omtalte
undersgkelse.

Etter at det var foretatt en forbedring av fgringen for kuvetten og appa-
ratet var utstyrt med en ekstra spenningsstabilisator, var mélengyaktigheten
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Fig. 7. Fargetettheten i eluatet malt med Beckman C kolorimeter, orien-
terende undersgkelser. Regressjonslinjer for 3 analyseserier.
Optical density in eluate, measured with a Beckman C colorimeter,
preliminary trials. Regression lines for 3 series of analyses.
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Fig. 8. Sammenligning mellom Beckman DU spektrofotometer og
Beckman C kolorimeter for maling av fargetettheten i eluatet.

2 analyseserier av 100 melkeprgver mélt pa begge apparater.
Comparison between Beckmann DU spectrophotometer and Beck-
man C colorimeter for measurement of optical density in eluate.

2 analytical series of 100 milk samples measured with both apparatuses.
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vesentlig forbedret. Ved en undersgkelse som omfattet 100 melkeprgver, var
middelavviket mellom to analysedager beregnet pa ekstinksjonene -~ 0.0072.
(Hovedtabell IV). De samme to analyseserier ble malt pa Beckman DU
apparatet og for mélingene pé dette apparat var middelavviket 4 0.0040.

Regressjonslinjene for de to analyseseriene faller ikke helt sammen hver-
ken for Beckman C eller Beckman DU apparatet (Fig. 8). Da den samme
analyseserie har gitt de hgyeste ekstinksjonsverdier pa begge apparater, ligger
arsaken til denne, forgvrig ikke signifikante forskjell mellem analyseserier
utfgrt pd samme apparat sannsynligvis ikke utelukkende i ekstinksjonsma-
lingen. For malingene pd Beckman DU apparatet representerer avstanden
mellom regressjonslinjene ca. 0.02 prosentenheter protein. At regressjons-
linjene er noe steilere for prgver méalt med Beckman DU enn med Beck-
man C apparatet (Fig. 8) kan skrive seg fra at mélingene med f@rstnevnte
apparat er utfgrt ved tilnermelsesvis monokromatisk lys, mens det filter
som er brukt i Beckman C apparatet har relativt stor bandbredde.

I et materiale pa vel 300 melkeprgver som var innsendt til laboratoriet,
konservert med sublimat, ble proteinprosenten bestemt bade etter den kolori-
metriske metode ved bruk av Beckman C apparatet og etter Kjeldahls me-
tode (Hovedtabell V).

Omregningen fra ekstinksjon til prosent protein ble foretatt ved hjelp av
en tabell utarbeidet pd grunnlag av regressjonsligningen: Prosent protein =
ekstinksjonen X 11.156 + 0.10.

. Av praktiske grunner gir omregningstabellen bare proteininnholdet i trin
pa 0.05 prosentenheter. De forhgyingsfeil dette fgrer til, vil imidlertid veere
av liten praktisk betydning.

For hver analyseserie som er utfgrt, er det tatt med 4-8 melkeprgver
med kjent proteininnhold for & kunne pavise en eventuell nivaforskjell mel-
lom analyseseriene. I de tilfelle den gjennomsnittlige ekstinksjonsverdi for
kontrollprgvene har avveket mer enn + 0.005 enheter fra den fastlagte re-
gressjonslinje, er det foretatt korreksjon av de malte ekstinksjonsverdier.
Denne korreksjonsméte er fremfor alt enkel & bruke i praksis og med de
forholdsvis smé& korreksjoner som har forekommet, sjelden mer enn hva
som tilsvarer 0.10-0.15 prosentenheter protein, kan en regne med at kor-
reksjonen blir tilnzermet riktig ogsa for melkeprgver med proteininnhold som
avviker noksé meget fra gjennomsnittet for kontrollprgvene.

Ved den her nevnte undersgkelse ble det funnet et middelavvik!) pa
=+ 0.094 prosentenheter protein mellom analyseresultatene etter de to me-
toder. Forklaringen pé en del av avviket er at det ikke er fullt samsvar mel-
lom regressjonen ekstinksjon pé prosent kjeldahlprotein i dette materiale og
i det materiale som ligger til grunn for ovennevnte regressjonsligning. Den

/"2‘@ d = differansen mellom % protein bestemt kolorimetrisk
s = l og etter Kjeldahl.
antall melkeprgver.

n
n

I
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kolorimetriske analysemetode viste ved undersgkelsen i middel 0.01 prosent-
enheter protein mer enn kjeldahlmetoden for de prgver som hadde lavere
proteinprosent enn gjennomsnittet for materialet og 0.06 prosentenheter
lavere verdier enn kjeldahlmetoden for de prgver som hadde hgyere protein-
prosent enn gjennomsnittet (Tabell 10). Regressjonsligningene var imidlertid
ikke signifikant forskjellige og omregningstabellen er brukt uforandret i det
fglgende.

Tabell 10. Sammenligning mellom den kolorimetriske analysemetode

nir Beckman C Kkolorimeter er brukt og kjeldahlmetoden.

Comparison of the colorimetric method and the Kjeldahl method.
Beckman C colorimeter used.

Proteininnhold i melkeprgvene .. 2.82%-3.58% 3.59%-4.65% 2.82%-4.65%

Protein content of milk samples (sum)
Antall melkeprgver .......... 171 157 328
No. of milk samples ‘

Kjeldahl, % protein, middel . ... 3.29 3.91 3.59
Kolorimetrisk, % prot., middel . . 3.30 3.85 3.57
Differanse .................. -+ 0.01 0.06 0.02

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 2-3 parallellanalyser.

De undersgkelsene som er foretatt, viser at en mé regne med noe stgrre
usikkerhet pa analyseresultatene ved bruk av Beckman C kolorimeter enn
ved bruk av spektrofotometer. Overensstemmelsen med kjeldahlanalysen er
likevel sa vidt god at det m4a vare forsvarlig & bruke Beckman C kolorimeter
ved rutinebestemmelse av protein i melk.

12, Praktisk bruk av analysemetoden ved proteinbestemmelse
i melk fra enkeltkyr.

Ved bruk av analysemetoden for avkomsprgve- og forsgksstasjoner av-
satte assistentene pa stasjonene melkeprgvene pa filtrerpapirstrimler som ble
sendt til Dyrefysiologisk Laboratorium. P& laboratoriet ble analysearbeidet
utfgrt som beskrevet foran og ekstinksjonen i eluatet malt med Beckman C
kolorimeter. Det ble tatt to parallellanalyser for hver melkeprgve.

En kontrollerte arbeidet ved at det regelmessig ble sendt flasker med
melk til laboratoriet for kjeldahlanalyse. Fgr flaskene ble sendt, hadde assi-
stentene avsatt prgver av melken pa filtrerpapir pa4 samme mate som for de
@vrige kyr.

For 532 slike kontrollprgver (Hovedtabell VI)!) viste den kolorimetriske
analysemetode i middel 0.08 prosentenheter hgyere proteinverdi enn kjel-
dahlmetoden, og forskjellen var statistisk sikker. Middelavviket mellom ana-

1) En del av tallene i hovedtabell VI og ogsa noen av tallene i hovedtabell V
er ikke samlet av forfatteren, men skriver seg fra den fortsatte bruk av analyse-
metoden ved Forsggslaboratoriets Dyrefysiologiske Afdeling, Kgbenhavn.
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lyser utfgrt etter de to metoder var + 0.142 prosentenheter protein. Det er
ved denne undersgkelse brukt den samme tabell for omregning fra ekstink-
sjon til prosent protein og foretatt korreksjoner pd samme maite som omtalt
for Beckman C apparatet i foregéende avsnitt. En del av disse analysene er
utf@rt i samme tidsrum og tildels ogsd i samme melk som den undersgkelse
som er omtalt til slutt i foregdende avsnitt.

Arsaken til den noe dérligere overensstemmelse med kjeldahlanalysen
ved praktisk bruk av den kolorimetriske analysemetode enn ved bruk av
analysemetoden som ren laboratoriemetode, ma saledes sannsynligvis sgkes
i avmalingen av melkeprgvene. Det har vist seg at en del av de pipetter som
har vart brukt ikke har holdt den garanterte ngyaktighet, 4 0.5 %. Det er
ogsa konstatert at det i enkelte tilfelle har veert brukt pipetter med brukket
spiss, idet, det som tidligere nevnt, kan vare meget vanskelig & konstatere
slik skade p&d de mest tynnveggede pipetter. Avmalingen av melkeprgvene
pa stasjonene har vert utfgrt av ca. 50 personer og selv om sikkerheten i
arbeidet etter kort tids @gvelse var bra, kan en ikke se bort fra at noe av den
forskjell som er funnet mellom melkeprgver analysert etter de to metoder,
kan skyldes manglende rutine i den fgrste tiden.

Uten tvil har de ovennevnte vanskeligheter med pipettene vert arsak til
en del av analysefeilene. Det er derfor ikke foretatt en mer inngdende under-
spkelse av dette kontrollmaterialet, selv om det blev konstatert at analyse-
ngyaktigheten ved praktisk bruk av metoden i den f@rste tid ikke var si god
som nér alle ledd i analysen ble utfgrt pa laboratoriet.

13. Analysesikkerheten for melk med szrlig lavt eller swerlig
hgyt proteininnhold.
Melk med lavt proteininnhold.

Ved de forskjellige undersgkelser som har vert utfgrt, har det vart med
en del melkeprgver med proteininnhold under 3.0 %. Det er ikke noe som
tyder pa at regressjonen ekstinksjon pd prosent protein ikke er den samme
for proteinfattig melk, som for melk med hgyere proteininnhold (Fig. 2, 5
og 6).

For 26 melkeprgver med lavere proteininnhold enn 3.0 %, analysert
kolorimetrisk ved hjelp av Beckman C apparatet (Hovedtabell V og VI), gav
den kolorimetriske analyse i middel 0.02 prosentenheter hgyere proteinver-
dier enn kjeldahlanalysene. Middelavviket var |- 0.078 prosentenheter eller
-+ 2.7 % av det gjennomsnittlige proteininnhold, som for materialet var
292 9%.

Melk med hgyt proteininnhold.

Ved en mindre undersgkelse ble det, som tidligere omtalt, funnet at det
for prgver av kondensert, skummet melk var rettlinjet sammenheng mellom
proteininnhold og fargebinding opp til ca. 6 % protein (Fig. 2).

Melk med et proteininnhold pa 6 % vil i regelen veere si viskos at det er
vanskelig & fa fordelt 1/20 ml melk over et stgrre areal av filtrerpapiret enn
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ca. 3 cm2, Dette tilsvarer en proteinkonsentrasjon pa ca. 1 mg pr. cm2, Heide
og Biel (1958) har funnet at bindingen av amidosvart til serumalbumin ikke
er kvantitativ ved en proteinkonsentrasjon i Whatman filtrerpapir nr. 1 pa
0.2 mg protein pr. cm2, men fant kvantitativ fargebinding ved en protein-
konsentrasjon pa 0.07 mg pr. cm2.

Guillien og Hermann (1955) angir som grunn til at de ikke har funnet
kvantitativ binding av bromthymolblétt til serumprotein ved hgy protein-
konsentrasjon i elektroforetogrammer at proteinmolekylene ligger si tett
leiret at ikke alle fargebindende valenser kan nyttes. Ut fra denne formodning
kan det vere nerliggende & trekke den slutning at melkeprgvenes store
fargebindingsevne selv ved hgy proteinkonsentrasjon henger sammen med
at det mellom proteinmolekylene leires molekyler av melkens gvrige bestand-
deler som i stgrre eller mindre grad blir fjernet fra filtrerpapiret under dena-
turerings- og fargingsprosessen. En kan heller ikke se bort fra at forhold
som proteinkvalitet og behandlingen av pr@gvene fgr fargingen kan ha inn-
flytelse.

I det kontrollmaterialet som er analysert med Beckman C apparatet
(Hovedtabell V og VI) er det bare 17 melkeprgver som har hatt et protein-
innhold pa over 4.5 % og ingen av prg¢vene inneholdt over 5 % protein.
I middel for de 17 prgvene 1a den kolorimetriske analysemetode 0.03 pro-
sentenheter lavere i proteinverdi enn kjeldahlmetoden. Middelavviket var
=+ 0.215 prosentenheter eller 4 4.6 % av den gjennomsnittlige protein-
prosent, som for disse prgvene var 4.69. Undersgkelsen, som forgvrig er be-
heftet med noe usikkerhet av grunner som omtalt side 29, tyder pa at en ma
regne med stgrre avmalingsfeil pd melkeprgvene, bade relativt og totalt, for
tgrrstoffrik melk enn for melk med lavt eller middels tgrrstoffinnhold. Det er
ikke funnet systematiske feil som kan tilskrives den hgye proteinprosent.

Ved undersgkelsene er det som fgr nevnt benyttet kuvette med 10 mm
lysvei. Der det forekommer en del melkeprgver med hgyt proteininnhold,
kan det imidlertid vare en fordel & bruke kuvette med noe mindre lysvei,
f.eks. 8 mm. Derved vil en oppna at alle avlesninger vil forega innenfor det
omréde av kolorimeterets skala hvor intervallene er relativt store. En sikrer
seg ogsd at en arbeider innenfor det maleomrade pa kolorimeteret hvor
Lambert-Beers lov om rettlinjet sammenheng mellom fargekonsentrasjon og
lysvei pa den ene side og ekstinksjon pa den annen side gjelder, slik at det
for melkeprgver med ekstremt hgyt proteininnhold bare er fargebindingen
som er den usikre faktor.

14. Analyse av melk som avviker fra det normale.
Kolostrummelk.

Tabell 11 og 12 viser at de proteinverdier en far ved bruk av denne kolo-
rimetriske metode for analyser av ufortynnet kolostrummelk, er meget lavere
enn de verdier en far ved kjeldahlmetoden.
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Tabell 11. Kolostrummelk og melk fra kyr kort tid etter kalving.

Colostrum and milk from cows shortly after calving.

Ku nr. 14 16
/e protein /s protein

Tid Kolori- Kijel- Diffe- Kolori- Kiel- Diffe-
fra metrisk dahl ranse metrisk dahl ranse

kalving?) a b a-b a b a-b
13 timer2) - — - 5.63 12.49 = 6.86
20 » 5.65 15.10 = 945 - - -
30 > - - - 5.73 6.88 = 1.15
2 dggn3) 5.10 '5.41 = 0.31 4.83 4.91 -+ 0.08
3 > - - - 4.78 4.83 = 0.05
4 > 4.40 4.38 .02 4.70 4.81 = 0.11
5 » 4.32 4.50 = 0.18 4.63 4.68 = 0.05
6 » 4.04 4.09 = 0.05 4.62 4.59 0.03
7 » 3.99 4.06 -+ 0.07 4.47 4.41 0.06
8 » - - . - 4.36 4.29 0.07

Ku nr. 24 108
%/ protein °/y protein

Tid Kolori- Kijel- Diffe- Kolori- Kijel- Diffe-
fra metrisk dahl ranse metrisk dahl ranse

kalving?!) a b a-b a b a-b
15 timer 6.82 9.94 = 3.12 - - -
24 » — — - 6.61 7.52 = 091
40 > 6.02 6.43 = 041 5.04 524 = 0.20
3 dggn 5.20 5.53 =+ 0.33 4.44 4.69 = 025
4 > 5.12 5.46 = 0.34 4.48 4.47 0.01
5 » 5.02 5.23 = 0.21 4.49 4.43 0.06
6 > 4.93 5.03 = 0.10 - - -
7 > 4.70 4,77 = 0.07 3.87 3.80 0.07
8 » 4.47 4.44 0.03 3.91 3.94 = 0.03

1) Time from calving. 2y Hours. 3) Days.

Tabell 12, Kolostrummelk, 1. gangs melking etter kalving,
Colostrum, first milking after calving.

Fortynnet kolostrummelk

Ufortynnet kolostrummelk
Colostrum, deluted

Colostrum, undeluted

°/o protein _ Differanse % protein Differanse

Kolori- Kiel- olori- Kijel-

metrisk  dahl metrisk dahl
Ku nr. a b a+b %% a b a=+b %
J 33 8.19 11.40 =321 - 282 3.81 3.92 = 0.11 2.8
101 7.67 12.42 = 4.75 38.2 4.27 4.31 + 0.04 0.9
103 7.37 9.75 = 2.38 24.4 3.66 3.48 0.18 5.2
J 325 8.22 11.47 = 3.25 28.3 3.97 4.1 =+ 0.04 1.0

En del av forskjellen kan forklares ut fra at det ikke er rettlinjet propor-
sjonalitet mellom ekstinksjon og melkeprgvenes proteininnhold for stgrre
proteinprosenter enn ca. 6.0. Det er imidlertid temmelig store avvik ogsa for
melk med ca. 5 % kjeldahlprotein. Det kunne vere narliggende & tro, at
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avvikene for en del skyldes den kvalitative forskjell mellom proteinet i kolo-
strummelk og vanlig melk. Av tabell 12 fremgér det imidlertid, at nér kolo-
strummelken fortynnes med en passende mengde vann, kan det oppnés rela-
tivt god overensstemmelse.

Under analysearbeidet har det sett ut til, at den viskose kolostrummelk
ikke blir ordentlig absorbert i filtrerpapiret, slik at noe av melken blir liggende
som en hinne utenpd dette. Det vil da bli forholdsvis stor proteinkonsentra-
sjon pa et lite omrade av filtrerpapiret og det er dessuten fare for at noe av
den inntgrkede melk kan bli skyllet bort under analyseprosessene.

Tabell 13. Melk fra kyr kort tid etter kalving. Figskontroll to dager etter hverandre.
Milk from cows in an early stage of lactation. Milk record two days in succession.

1. kontroll 2. kontroll
Ist record 2nd record
Dager /o protein °/o protein
etter ————M8M8m8 —————— _
kalving Kolori- Kiel- Diffe- Kolori- Kjel- Diffe-
Days from metrisk dahl ranse metrisk dahl ranse
Ku nr. calving a b a=+b a b a+b
A 17 14 3.44 3.49 = 0.05 3.54 3.50 0.04
452 11 3.63 3.66 = 0.03 3.57 3.65 = 0.08
484 17 3.76 3.79 = 0.03 3.89 3.90 = 0.01
84 7 3.57 3.59 -+ 0.02 - - ' —
38 8 - - - 3.43 343 0
38 14 3.27 3.27 0 3.26 3.22 0.04
84 15 3.28 3.29 = 0.01 3.39 3.34 0.05
281 7 - — - 3.75 3.71 0.04
75 3 - - - 4.67 4.68 = 0.01

Undersgkelser tyder pa at en uten fortynning av melken kan bestemme
proteininnholdet med vanlig sikkerhet i alle fall en uke etter kalving (Tabell
11 og 13). ‘

Sinamelk.

Det er analysert melkeprgver fra 4 forskjellige kyr som var ved & holde
opp & melke, og for 3 av kyrne ble melken analysert 2 dager etter hverandre
(Tabell 14). For alle analyser viser den kolorimetriske bestemmelse lavere
proteininnhold enn kjeldahlmetoden uten at &rsaken er pavist.

Tabell 14. Analyser av sinamelk.
Analyses of milk from cows becoming dry.

1. kontroll 2. kontroll
Ist record 2nd record
% protein °/e protein
Kolori- Kiel- Diffe- Kolori- Kiel- Diffe-
metrisk dahl ranse metrisk dahl ranse
Ku nr a b a-+b a b a<+b
92 3.38 3.45 = 0.07 3.38 3.52 = 0.14
211 - - - 497 5.49 + 0.52
487 4.72 4.87 =+ 0.15 5.02 5.24 = 0.22

493 5.25 5.38 + 0.13 531 5.61 + 0.30




Tabell 15. Melk fra kyr med jurlidelser. Fjgskontroll to dager etter hverandre.

Milk from cows afflicted with udder ailments. Milk record two days in succession.

1. kontroll 2. kontroll
Ist record 2nd record
°/o protein % protein
Kolori- Kjel- Diffe- Kolori- Kiel- Diffe-
metrisk dahl ranse metrisk dahl ranse Anmerkninger
Ku nr. a b a=+b a b a+b Remarks
233 3.44 3.46 = 0.02 3.38 3.45 —= 0.07 kronisk mastitis
199 2.96 2.96 0 3.00 3.04 =+ 0.04 » >
293 2.97 2.96 0.01 3.12 3.15 = 0.03 akutt >
43 3.65 3.66 = 0.01 3.61 3.66 = 0.05 kronisk  »
67 2.76 2.84 =+ 0.08 2.74 2.85 =+ 011 skadet spene, blod i melken
177 3.25 3.36 =+ 0.11 3.20 3.37 = 0.17 coli-mastitis?
325 4.24 4.37 + 0.13 420 437 =+ 0.17 akutt mastitis, penicillinbeh.
344 4.22 4.06 0.16 3.82 4.06 = 0.24 » »
D52 3.37 3.37 0 3.43 3.34 0.09 kronisk mastitis, gr. f-strept.
D57 3.70 3.73 =+ 0.03 3.70 3.62 0.08 » > > »
403 4.00 4.36 =+ 0.36 4.38 4.37 0.01 akutt » > »

21 4.24 4.38 = 0.14 4.22 433 =011 > > » »

€€
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Melk fra kyr med jurlidelser.

Det er foretatt proteinanalyse 2 dager etter hverandre for 11 kyr med
mastitis og for 1 ku som hadde blodtilblandet melk pa grunn av en utvendig
skade (Tabell 15). Sdvel melkeprgvene fra sistnevnte ku, som de fleste prgver
fra kyr med akutt mastitis viste lavere proteininnhold etter den kolorimetriske
metode enn etter kjeldahlmetoden,

For de kyrs vedkommende, som har akutt mastitis, er det mulig at for-
klaringen ligger i, at klumper av puss og vevsrester, som forgvrig ogsa binder
amidosvart, lett blir skyllet vekk fra filtrerpapiret under analyseprosessene.

Varmebehandlet melk.

Det er ikke utfgrt en systematisk undersgkelse av hvilken innflytelse opp-
varming av melken har p& dens evne til & binde amidosvart, men for noen
fa prgver av vanlig kondensert helmelk har den kolorimetriske metode gjen-
nomgaende gitt lavere proteinverdier enn kjeldahlanalysene. Dette er i over-
ensstemmelse med hva som er funnet av Johnsen og Hadland (1959). Det er
nerliggende & anta at den nedsatte fargebinding skyldes oppvarmingen av
melken under steriliseringsprosessen.

Blasur melk.

Melk som er koagulert, kan ikke avmaéles med konstriksjonspipette, men
en kan i praksis fi med blésure melkeprgver & gjgre. Derfor er det av melk,
som er oppbevart ved 15° C, tatt prgver med mellomrom inntil melken har
koagulert. Det ble ikke funnet noen forskjel i fargebindingsevne mellom sgt
og blasur melk (Tabell 16).

Tabell 16. Analyser av sgt og blisur skummet melk oppbevart ved 15° C.
Analyses of sweet and sour, uncoagulated, skim milk kept in storage at 15° C.

Dogn fra
1. preve-

taking!) 0 fa 1%) 1Y 112 2 p 2 1/2%) 34
Prove nr. Ekst. Ekst. [Ekst. FEkst. FEkst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst.
258 259 258 257 .261 260 .261 258 257
291 291 291 290 294 291 294 290 289
334 333 314 332 333 330 336 3300 .324
372 372 369 371 371 370 376 370 -
396 387 392 390 395 391 396 388 381
415 410 419 415 413 410 413 409 405
426 421 422 424 427 422 424 420 421
443 441 436 440 446 440 441 432 439

Middel 367" 364 363 365 368 364 368  .362 -

XA ANDBWN =

1) Days from the first sampling.

Anmerkninger: Remarks:
2) Prgvene lukter surt. 2) Samples have a sour odour.
3) » begynner 4 koagulere. 3) » begin to coagulate.

4) Prgve 4 koagulert. Samtlige prgver  4) Sample 4 coagulated. All samples
koagulert 6 timer senere. coagulated 6 hours later.
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15. Gyldigheten av en regressjonsligning for bestemmelse av
proteininnholdet ut fra fargemengden som bindes av melken.
Innflytelsen av analyseteknikk og utstyr.

En regressjonsligning for omregning av ekstinksjonsverdiene som males
i eluatet, til prosent protein er, med de begrensninger som er angitt foran,
gyldig for analyser utfgrt etter samme fremgangsméte.

Det kan iikevel ikke uten videre regnes med at kolorimetere av samme
type gir ngyaktig samme maéleresultat. Forgvrig er kuvettens lysvei avgjg-
rende for lysgjennomgangen i prgven og fglgelig for kolorimeterets utslag.

Det mé derfor ved de enkelte laboratorier foretas bestemmelse av sam-
menhengen mellom melkens proteininnhold og den registrerte fargebinding.
Sikkerheten av dette grunnleggende arbeide vil vere avhengig av antall
melkeprgver som legges til grunn for beregningen, og av prgvenes fordeling
innenfor det intervall i prosent protein som skal benyttes som analyse-
omrade.

Betydningen av férasen.

Hvorvidt det kan oppnis stgrre analysesikkerhet ved & arbeide med en
regressjonsligning for hver férase er ikke undersgkt. Imidlertid har det vert
melk fra alle de tre danske melkeraser, R.D.M., S.D.M. og Jersey, med i de
undersgkelser som er gjort over analysemetodens sikkerhet og de relativt
snevre konfidensintervaller som er funnet ved bruk av Beckman DU appa-
ratet (Fig. 5 og 6), tyder ikke pa at det er meget 4 vinne ved & behandle de
tre nevnte féraser hver for seg.

16. Kontrollanalyser utfgrt etter Kjeldahl.

De ngdvendige kjeldahlanalyser i forbindelse med undersgkelsene er
utfgrt som rutineanalyser sammen med laboratoriets gvrige kjeldahlanalyser.
For hver melkeprgve er det utfgrt 2 parallellanalyser. Ved stgrre avvik mel-
lom parallellanalysene enn 1 9% er det utfgrt nye analyser. Ved omregning
fra total N til protein er det brukt faktoren 6.37.

17. Kjemikalier og analysevasker.

Kjemikalier.

Amidosvart 10 B (Amido-black) for elektroforese, Merck

Vannfritt natriumkarbonat, Nay COg, p.a. (mol.vekt 105.99)

Sublimat, HgCl,, p.a.

Iseddiksyre, C2H402, 99-100 % (farmakopestandard)

Etanol, C,H;OH, abs.

Metanol, CH;0H, p.a.

Metanol, CH;OH, ren, kontrollert vare for teknisk bruk (mé ikke gi

uklarhet ved tilsetning av dest. vann)

Vann, H, O, destillert eller avionisert.

3%
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Det er benyttet ledningsvann renset i ionbytterapparat med 3 sgyler
resiner:
Sdyle 1 Amberlite IR —-120 (H)
» 2 » IRA—-400 (OH) ;
» 3 » IR -120 (H) 4 Amberlite IRA—400 (OH)

Fikseringsvasker.
Fikseropplgsning 1 10 1 etanol tilsatt 79 g sublimat
» 2 10» » » 8 » »

Fargevzeske,

5.70 1 metanol (p.a.) og 2.00 1 vann blandes. 70 g amidosvart opplgses i
2.50 1 vann og 1.00 1 iseddiksyre. Blandingen av metanol og vann helles
langsomt i fargeopplgsningen under omrgring. P4 grunn av varmetoning i
veesken mé den st til avkjgling fgr bruk. Samtidig vil eventuelle uopplgselige
partikler synke til bunns, slik at de kan fjernes ved dekantering. pH verdien
i ubrukt fargevaske er ca. 2.90.

Vaskevaske.

5.70 1 metanol (ren), 4.50 1 vann og 1.00 1 iseddiksyre. Vasken avkjg-
les fgr bruk. Sammensetningen av vaskevasken er, som fgr nevnt, av stgrste
betydning for ahalyseresultatet, og under praktisk bruk av analysemetoden
bgr det fgres kontroll med blandingen ved hjelp av densimeter og pH-mé-
ling. Spesifikk vekt og pH i vaskevasken ved 20° C er henholdsvis 0.928
og ca. 2.70.

Elueringsvaske,

150 g vannfritt natrivmkarbonat opplgses i 4.7 1 vann og 5.7 1 metanol
(ren), tilsettes. Vasken avkjgles og filtreres. pH verdien i elueringsvasken
er ca. 11.5. '

18. Utstyr.

Det analyseutstyr som er beskrevet i det fglgende er dels ting som er
tatt i bruk av forfatteren da analysemetoden hgsten 1959 ble tatt i anven-
delse for rutineanalyser, dels er det ting som ble omtalt pd mgte i N.J.F.’s
husdyrseksjon sommeren 1961 som forslag til rasjonalisering av analysear-
beidet.

Registreringsskjemaer.

For registrering av analyseresultatene er det brukt skjemaer med karbo-
nisert bakside (Fig. 9) i‘blokker & 4 skjemaer for 4 fa det ngdvendige antall
kopier for arkivering og distribusjon uten ekstra skrivearbeide. P4 girdene
utfylles skjemaets hode og rubrikkene for kyrnes kjennemerke, samt flaske-
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Proteinbestemmelse i malk

Station .......... e et vt R R aan

Hold efter tyren

Prover udtaget den | 196 af

Fl.nr. Ko nr. | % protein 1 S 2 Gns. Anm,
Farvet / . Hueret | . Malt |
MBler.....coooooeeecceseeeeeeeeien SKEIVEL......ooooooceeereeeerrecrnerccrimsiionss REVISOMcvvovoeetiveoesossssseions
Korrektion.............veeemecvcsen

Fig. 9. Skjema for registrering og distribusjon av analyseresultatene.
Form for recording and distributing the analysis results.

nummer hvis dette ikke er det samme som kunummer, i overensstemmelse
med merkingen av filtrerpapirene. P3 laboratoriet pafgres de malte ekstink-
sjoner, prosent protein, etc.

Filtrerpapir.

Til oppsuging av melkeprgvene er det benyttet filtrerpapir, 415 X 40
mm, av fabrikatet Carl Schleicher & Schiill, (Selecta Nr. 2043 b Mgl.) Den-
ne filtrerpapirkvalitet er velegnet, men en billigere kvalitet i samme tykkelse
kan sannsynligvis brukes.

Ved hjelp av blyantstreker er filtrerpapiret delt opp i 6 eller 7 felter,
hvert felt med plass til 2 melkeprgver (Fig. 1). Denne inndeling kan ogsi
gjgres av fabrikken ved at det presses tverrgiende merker i filtrerpapir-
strimlene.

Pipette. .

Ved avméling av melkeprgvene er det brukt 1/, ml konstriksjonspipet-
te, carlsbergpipette, med + 0.5 % ngyaktighet. Det har vist seg ngdvendig
at pipettene har en relativt kraftig konstruksjon.




38

For & gjgre oppsugingen av melkeprgven mer bekvem og samtidig gjgre
det lettere & se nar melken er sugd tilstrekkelig hgyt opp i pipetten, er pipet-
ten forsynt med et ca. 10 em langt munnstykke av stiv gummislange.

Fig. 10 A. To typer stativer for opp-
spenning av filtrerpapirene under ap-
plikeringen av melkeprgvene.

Two types of frames for stretching
the filter papers during the application
of the milk samples.

Fig. 10 B.
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Plastsvamp.,
Til avtgrring av pipetten har en brukt et lite stykke skumplast, ca. 3 cm
tykt.

Stativ, rammer, papirholdere.

Under avpipetteringen av melkeprgvene er filtrerpapirene ved hjelp av
klyper festet til et stativ. Det har vart to typer stativer i bruk. Den ene sta-
tivtype (Fig. 10 A) bestir av en lgs ramme av plastovertrukket metaltrdd
som hviler pA en ramme av samme materiale. Rammen har samme dimen-
sjoner som nedennevnte glassramme. Stativ og rammer er forarbeidet av
maskinmester C. Albrechtsen, Dyrefysiologisk Afdeling. Det andet stativ
(Fig. 10 B), som er Konstruert av assistent Niels Gade, Gelballegard, Lun-
derskov, bestar av to tynne messingrgr festet i en treramme. Hvert av sta-
tivets to felter er 240 mm brede og har plass til 5 filtrerpapir.

Under det senere analysearbeide er filtrerpapirene festet til rammer av
6 mm glasstav. Rammene har plass til 4 filtrerpapir og maler 390 X 200
mm utvendig. I det lange 1gp vil rammer av rustfritt stal (syrefast) vare vel
s& fordelaktig som glassrammer. Filtrerpapirene er spent pd rammene med
rustfri stalklemmer av fabrikat Buch & Holm A/S, Kgbenhavn.

Fig. 11. Analysestativ av truvidur med
filtrerpapirstrimler festet til rammer
ved hjelp av klemmer av rustfritt stdl.
Innvendig mal 202 X 180 mm. Utven-
dig hgyde 450 mm.

Truvidur analysis rack, with filter
paper strips fastened to frames by
means of stainless steel clips. Internal
dimension 202 X 180 mm. External
hight 450 mm.

Samlestativ for rammene og analysekar.

For & kunne denaturere og farge et stgrre antall melkeprgver samtidig,
blir rammene med filtrerpapirene samlet i et stativ (Fig. 11). Stativet er
laget av 4 mm plate av truvidur, en polyester fra Dynamitt A.G. Innvendig



replacement replacement ——
+f% HgCly) N I v replucement—j
] [ ] |
Fikseropp- Fikseropp-~ Fargeopp- 1. vask. 2.vask. 3.vask. 4 vask.
lesning1. lesning 2. lgsning:
sg(':;?gn 1 soF\':tlir;gnZ, sole{ieon_ 13t rinsing. 2M rinsing, 3™ rinsing. 4th rinsing.
L 1 [ 1 1 |
Kasseres etter Brukes Kasseres etter Kasseres. Kasseres. Brukes Brukes
50 fulle 50 ganger. 100 fulle 1 gang. 1 gang.
stativer. stativer
To be discarded after To be used To be discarded after To be To be To be To be
50 full racks. 50 times. 100 full racks. discarded. discarded. used once. used once.

Fig. 12. De ngdvendige analysekar og bruken av analysevaskene. Karene av truvidur eller rustfritt stal.
Innvendig mal 190 X 210 x 430 mm.
The requisite analysis jars and use of the analysis liquids. Jars made of Truvidur or stainless steel.
Internal dimensions 190 X 210 X 430 mm.

oy
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i stativet er sideplatene pésveiset 10 mm brede lister av samme materiale
med 8 mm mellomrum som styring for rammene. Stativets bunn er perfo-
rert og to av sidene er apne for & unngd at kraftig strgmning i analysevee-
skene skal rive filtrerpapirstrimlene i stykker nér stativet flyttes fra bad
til bad.

Analysekarene (Fig. 12) er ogsa laget av truvidur, men de vil veere mer
solide om de forarbeides i rustfritt stal (syrefast).Karene er innvendig ut-
styrt med et nivadmerke tii rettledning ved ifyllingen av analysevaske. Kan-
ten av karene er planslipt og nér karene ikke er i bruk, er de dekket med
lokk for & hindre fordampning. Handtak p& karene vil lette handteringen.
Karene for vaskevaske bgr utstyres med tappekran for a lette tgmmingen.
Avlgp for vaesken kan skaffes ved at det monteres en renne med vannlas til
forkanten av bordet med analysekarene.

Stativ og analysekar er levert av firma Buch & Holm A/S, Kgbenhavn,
etter forfatterens skisser.

Varmluftsvifte.

Til tgrking av filtrerpapirene etter denaturerings- og utvaskingsprosessen
er det benyttet en hértgrker. Tgrketemperaturen er regulert ved hjelp av
avstanden mellom viften og stativet med prgvene.

Blandekar, filter og lagertanker for analysevaeskene.

Hyvis ikke analyseantallet er serlig stort, kan analyseveskene blandes pa
store flasker eller ved hjelp av en vanlig spannrgrer for melk i et rustfritt
stdlkar med tappekran. Forbruket av vaske- og elueringsvaske pr. melkeprgve
er imidlertid sa vidt stort, at en ved stgrre drift bgr ha blandekar med pro-
pellrgrer.

For filtrering av elueringsvaesken behgves ikke annet utstyr enn trakt
og filtrerpapir. For stgrre drift vil filtreringen kunne ordnes ved at et trykk-
filter, f.eks. et carlson-filter eller et seitz-filter, settes inn mellom blandekar
og lagertank.

For oppbevaring av analyseveskene kan en bruke beholdere av poly-
etylen eller rustfrit stil (syrefast). '

Blandekar og lagertanker til analysevaeskene ma ha tettsluttende lokk,
bade for & hindre at veskenes sammensetning skal forandres pa grunn av
fordampning og for at metanoldampen ikke skal fordrsake forgiftning.

Elueringsglass og stativer. . ¥

Erlenmeyerkolber, 100 ml med gummlpropp er blitt brukt ved eluering
av melkeprgvene. Under elueringsprosessen sto kolbene kronologlsk i kur-
ver av plastovertrukket jerntrad.

Ved & bruke reagensglass, 130 ml, i stativ er en gardert mot forveksling
av glassene uten at annen merking er ngdvendig enn stativets nummer av-
merket ved plassen for 1. glass i stativet.
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Da det utfgres 2 parallellanalyser for hver melkeprgve, vil det vere en

fordel med 2 rekker prgveglass i stativet, og hvis en gnsker & bruke det
senere omtalte pipetteringsapparat, vil 10 glass i hver rekke vare passe.

Apparatur for aviniling av elueringsveeske.

Under uteksperimenteringen av metoden, ble elueringsveesken avmalt
med en vanlig 100 ml automatpipette. Denne pipettetype er noe sen & ar-
beide med, men pa grunn av lang leveringstid pa annet egnet utstyr, ble den
ogsd benyttet etter at analysekapasiteten ved overgang til praktisk bruk av
metoden kom opp pi ca. 1000 prgver pr. dag.

For tiden brukes det en pipetteringsmaskin ved Forsggslaboratoriets
Dyrefysiologiske Afdeling. Maskinen fremstilles av firma Buch & Holm
A/S, Kgbenhavn, og er modifisert for avmaling av 100 ml elueringsvaeske
av firmaet i samarbeide med forsggsleder, cand. polyt. J. G. Hansen, Dyre-
tysiologisk Afdeling. Pipetteringsmaskinen (Fig. 13) er en stempelpumpe
som avmdler porsjonene av elueringsvaske enkeltvis i hurtig rekkefglge.

Det finnes ogsd en multi-ventilpipette (Fig. 14) for samtidig avméling av
en serie like store kvanta vaske, Johnsen og Hadland (1961). En 100 ml
ventilpipette, spesialslipt for ngyaktig avmaéling av 100 ml elueringsvaske

Fig. 13. Pipetteringsmaskin. Pipetting apparatus.
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Fig. 14. Multi-ventilpipette. Multi valve pipette.

er laget til denne apparattype av firma Fucoma, Berlin, etter skisse levert
av firma R. Bjgrnstad, Ski pr. Oslo. Med dette apparat fylles et antall glass
samtidig og apparatet kan utstyres med en eller to rekker pipetter.

Fotometer, skriver, etc.

Under utéksperimenteringen av analysemetoden ble fargetettheten i elu-
atet bestemt ved hjelp av et Beckman DU spektrofotometer med firkantet
kuvette med 10 mm lysvei. Som spenningsstabilisator og transformator ble
Struers Konstavolt benyttet.

Til rutineanalysene er brukt et Beckman C kolorimeter utstyrt med ap-
paratets rgde standardfilter med maksimal transmisjon for lys med bglge-
lengden 660 nm, og med bli-fglsom fotoselle med maleomride 350 nm —
660 nm.

P& grunn av store svingninger i nettspenningen, ble det tatt i bruk en
ekstra spenningsstabilisator for & holde apparatets driftstrgm pa ca. 220 V.
Beckman C apparatet kan ogsd brukes ved 110 V spenning og der det er
stor variasjon i nettspenningen, kan det brukes en vanlig stabilisator med
110 V sekundarspenning.

Til Beckman C apparatet er det brukt rund gjennomstrgmmingskuvette
med 10 mm innvendig diameter. Horisontal forskyvning av kuvetten kan
fgre til forandring av lysveien og for 4 gjgre styringen av kuvetten i kuvet-
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teholderen sikrere, ble kuvetten pésmeltet to sma, diametralt stilte glass-
knaster. Kuvetteholderen bgr limes fast til kolorimeteret. Bade nar det gjelder
stg fgring av kuvetten og for & kunne erstatte en knust kuvette med en an-
nen med n@gyaktig samme lysvei, vil det vare en fordel & benytte firkantede
giennomstrgmmingskuvetter, levert i garantert ensartede serier.

For 4 oppna hurtig tgmning av gjennomstrgmmingskuvetten, er denne
forbundet til er vannstrdlepumpe med en slange. Under avlesningen av ko-
lorimeteret, blir slangen klemt sammen ved hjelp av en fotpedal. Dette ut-
styr fgres av firma Struers, Kgbenhavn.

I Igpet av det siste ars tid er det bl.a. kommet et nytt Beckman spektro-
fotometer p4 markedet, modell DB. Forfatteren har ikke hatt mulighet for
& prgve dette apparatet med gjennomstrgmmingskuvette, men det er sann-
synlig at det vil vaere bedre egnet til bruk i forbindelse med analysemetoden
enn de to apparater som er nevnt foran.

De moderne automatiske skrivere vil registrere maleresultatet meget
hurtig og en unngir den mulighet for ukontrollerbar feilavlesning og feil-
skrivning som er tilstede ved visuell avlesning av fotometeret. Fgr malingen
av hver ny prgve, blir kuvetten skyllt med litt av prgven. For 4 unngé at
disse skyllinger blir registrert av skriveren, kan fotpedalen for vannstrile-
pumpen kobles til en bryter for skriverens servomotor.

Flasker og kassetter til forsendelse av kontrollprgver.

Ved forsendelse av melk fra girdene til kontrollanalyse etter kjeldahl-
metoden er det brukt glassflasker, 100 ml, med gummipropp. Flasker av
plast som téler varmesterilisering kan med fordel brukes. Prgveflaskene blir
merket ved hjelp av gummiproppene som er utstyrt med et rundt metall-
skilt med innpreget nummer. Nummerskiltet er festet med 2 metallstifter,
som gar et par cm ned i proppen. Merkesystemet er tidligere benyttet av
Taraldsen (1959).

Til emballering av flaskene under forsendelsen er det benyttet firkan-
tede treklosser med utboret hull til én flaske. Kassetten lukkes med en
kork, som sikres ved hjelp av klebgbz‘ind eller en snor. Kassetten er hgvlet
utvendig for at merkelapp og frimerke kan klebes direkte pa en av sidene.
For & beskytte flasken mot brekkasje, ma klaringen mellom flasken og kas-
setten vere minst mulig og det bgr legges vatt eller skumplast i bunnen av
kassetten.

19. Beskyttelsesforanstaltninger mot metanolforgiftning.

Da metanoldamp er giftig, m& det vare god ventilasjon i arbeidsloka-
lene og det bgr vare avtrekkshatt over farge- og vaskebadene og over pi-
petteringsapparatet. Tgrkingen av fargede prgver bgr foregd i skap med av-
trekk.

Der det dreier seg om store mengder analysevaske, ma det vere eget
lokale, med spesielt god ventilasjon, for blanding og lagring av analyseva-
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‘sker og lagring av metanol. Uvedkommende mé ikke ha adgang til meta-
nollageret.

Emballasje og tappekraner for metanol m& merkes tydelig med navnet
metanol og giftmerke. ‘

20. Sammendrag.

En ny kolorimetrisk metode for proteinbestemmelse i melk er beskrevet.
Utformingen av metoden er basert pa at proteinbestemmelsene utfgres pa
et analyselaboratorium, men da prgvene, som utgjgr 1/,, ml melk, kan sen-
des i tgrr tilstand, oppsugd i filtrerpapir, vil forsendelsesomkostningene va-
re minimale.

P4 laboratoriet farges filtrerpapirene med amidosvart etter samme prin-
sipp som ved farging av elektroforetogrammer. Den fargemengde som bin-
des til melkeproteinet, bestemmes ved at fargen trekkes ut med en eluerings-
vaske og fargetettheten i veesken males fotometrisk, En oversikt i 12 punkter
over analysemetoden finnes pa side 5 og 6.

Tgrre, ubehandlede melkeprgver kan oppbevares i lang tid nar de ikke
utsettes for fuktighet. Det samme gjelder fargede prgver som oppbevares
tgrt og mgrkt. Eluerte melkeprgver bgr ikke std mer enn et par dggn og
oppbevaringstemperaturen bgr ikke vare vesentlig hgyere enn 30° C.

Den Kklassiske kjeldahlanalyse er béde benyttet som sammenlignings-
grunnlag for & bestemme den kolorimetriske analysemetodes sikkerhet og
ved utarbeidelsen av formlene for omregning av de fotometriske maleresul-
tater til prosent protein. Hvor stor del av den forskjell som er funnet mel-
lom analyser, utfgrt etter de to metoder som kan fgres tilbake til kjeldahl-
analysene, er ikke undersgkt.

Ved de grunnleggende undersgkelser ble den kolorimetriske proteinbe-
stemmelse utfgrt ved hjelp av Beckman spektrofotometer model DU. Ved
to undersgkelser som omfattet ca. 100 melkeprgver, ble det ~ med 95 %
konfidenssannsynlighet for en analyse — funnet konfidensintervaller pa hen-
holdsvis + 0.12 og + 0.14 prosentenheter kjeldahlprotein. For vel 100
melkeprgver, hver med 6 parallellanalyser, var middellavviket pd de enkelte
ekstinksjoner ca. 4~ 1 % av maéleverdiene. 175 melkeprgver ble analysert 2
eller flere ganger med 3—6 parallellanalyser hver gang. Det ble funnet syste-
matisk forskjell mellom analyser utfgrt pa forskjellig tidspunkt. Denne for-
skjell var til dels helt ubetydelig, men undersgkelsen tyder pid at en mi
regne med slik systematisk forskjell av stgrrelsesorden ca. 1 % av male-
verdiene.

Det er ikke undersgkt hvorvidt det er noen forskjell mellom de forskjel-
lige feraser med hensyn til melkeproteinets fargebindingsevne. De relativt
snevre konfidensintervaller som er funnet i ovennevnte undersgkelser, hvor
det var med melk fra alle de tre danske melkeferaser, tyder ikke pa at der
er meget 4 vinne i analysesikkerhet ved & behandle hver rase for seg.

Etter at analysemetodens sikkerhet som laboratoriemetode for bestem-
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melse av proteininnholdet i melk fra enkeltkyr var undersgkt, ble metoden
tatt i praktisk bruk. For & kunne utfgre malingen av fargetettheten i eluerings-
vasken hurtig, ble et Beckman C kolorimeter med gjennomstrgmmingsku-
vette benyttet.

For ca. 300 melkeprgver hvor proteininnholdet er bestemt ved hjelp av
Beckman C apparat, er det funnet et middelavvik pd + 0.094 prosent-
enheter protein ved sammenligning med kjeldahlanalyse av de samme mel-
keprgver. Alle ledd i analysene ved denne undersgkelse er utfgrt pa labo-
ratoriet.

Under den praktiske bruk av analysemetoden tar assistentene pé gir-
dene ut melkeprgvene og avsetter dem pa filtrerpapiret, I forbindelse med
dette er det regelmessig blitt sendt melkeprgver til Dyrefysiologisk Labora-
torium for kontrollanalyse etter at assistenten pd garden fgrst har applikert
prover av melken. For ca. 500 slike kontrollprgver ble det funnet at den
kolorimetriske analyse i middel hadde gitt 0.08 prosentenheter hgyere pro-
teinverdier enn kjeldahlanalysen. Uttrykt ved middelavviket var forskjellene
mellom melkeprgver analysert etter de to metoder -}~ 0.142 prosentenheter
protein. En del av de forskjeller som er funnet skyldes at noen av de kon-
striksjonspipetter som har vert brukt var uegnede.

Erfaringene fra arbeidet med proteinanalysene har vist at ngyaktig av-
maling av en melkeprgve pd 1/,, ml krever gvelse og ngyaktighet hos prg-
vetakeren og en lys og hensiktsmessig arbeidsplass.

For skummet melk, kondensert ved lav temperatur, er det funnet rett-
linjet proporsjonalitet mellom ekstinksjon og proteininnhold fra ca. 1 9% til
ca. 6 9% protein. Det vil saledes vere ngdvendig & fortynne melkeprgver
med serlig hgyt proteininchold fgr analyseringen. For 17 melkeprgver med
proteininnhold mellom 4.5 % og 5 %, som er analysert ved hjelp av Beck-
man C apparatet, var middelavviket ved sammenligning med kjeldahlanalysen
+ 0.215 prosentenheter eller + 4.6 %. Dette tyder pa at en ma regne med
noe mindre avmalingsngyaktighet nar det tas prgve av tgrrstoffrik enn av
tgrrstofffattig melk.

Det er utfgrt en del analyser av melk som avviker fra det normale.
Proteininnholdet i kolostrummelk kan ikke bestemmes uten videre, men ved
fortynning av kolostrummelken med vann i forholdet 1 : 2 er det oppnadd
forholdsvis god overensstemmelse med kjeldahlanalysene. Undersgkelsen
tyder pa at proteininnholdet kan bestemmes med vanlig sikkerhet uten for-
tynning ca. en uke etter kalving. ,

Sinamelk fra 4 kyr er analysert og den kolorimetriske metode har gitt
noe lavere proteinprosenter enn kjeldahlmetoden.

Ogsa for melk fra kyr med jurlidelser ser det ut til at den kolorimetriske
proteinbestemmelse er mer usikker enn for vanlig melk.

Noen fi analyser av sterilisert, kondensert melk tyder pa at sterk var-
mebehandling av melken nedsetter melkeproteinets fargebindingsevne.
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En mindre undersgkelse over syrningsprosessens innvirkning pa farge-
bindingen i melken, tyder pa at sdsant melken ikke er koagulert, kan den
analyseres med samme sikkerhet som sgt melk. Koagulert melk kan, pa
grunn av vanskelighetene med avmalingen, ikke analyseres ved hjelp av
denne kolorimetriske metode. '

Kjemikalier og analysevasker, samt laboratorieutstyr og andre hjelpe-
midler til bruk under arbeidet med rutineanalyser av protein i melk er be-
skrevet i meldingen. '

21. Summary.
Introduction,

A colorimetrical method for determination of protein in milk is described.

The determination must be effected in an analytical laboratory, but as
the milk samples, which are i/20 ml in volume, can be sent in dry state,
absorbed into filter paper, the cost of dispatch will be very small.

At the laboratory the filter paper is stained by means of amido-black,
on the same principle as in the staining of electrophoretograms. The amount
of stain which is combined with the milk protein is determined by extracting
the stain by means of an eluting solution and then measuring photometrically
the degree of stain in the liquid.

The suitability of the method for protein determination in milk from
individual cows is examined.

Conservation of milk for colorimetrical protein analysis.

Research has indicated that K,Cro,O; affects the power of the milk
protein to bind the stain. Samples of fresh milk, which for purposes of
control have been sent to the laboratory, have therefore been given an
addition of 3 drops saturated, aqueous solution of HgCl, per 50~70 ml milk.
Conservation with this amount of HgCl, is effective only for a few days’
storage of the milk samples, unless these are refrigerated.

Taking of samples.

The milk samples are taken at about 20° C. Stored samples are heated
to 35-40° C, shaken and cooled. Just before the taking of the samples the
bottles are turned upside down a couple of times. Any formation of froth
will make an accurate measurement difficult.

For measurement of the samples use is made of a constriction pipette
holding 1/20 ml. The pipette is calibrated with an accurary of 4 0.5%.

The samples are applied to strips of filter paper measuring 415 > 40 mm
(Fig. 1). Filter paper of this size can be divided into as many as 7 fields,
each with space for two milk samples. Division of the filter paper into fields
can be performed by pencil strokes or by mechanically impressed transversal
lines. Selecta filter paper No. 2043 b Mgl, Schleicher & Schiill, was used
at the laboratory, but a cheaper kind may well be employed.
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Before applying the samples, the pipette is dried on the outside with
a plastic sponge. During application the pipette is passed slowly over the
filter paper, and, as the remainder of the milk is blown out of the pipette,
the latter is drawn along dry paper, in order to avoid small drops of milk
being blown about and any milk being drawn back into the pipette by
capillary action. After application the tip of the pipette is dried off on two
sides against the edge of the filter paper, in order that milk which may have
been drawn up along the outside of the pipette shall be included in the
analysis. The milk sample is distributed over an area of 3—4 cm?2. This is
particularly important when operating with milk having a high content
of solids.

Dilution of milk with high protein content.

The analytical method has not been found reliable for milk which has
a higher content of protein than approx. 6% (Fig. 2). Milk which is parti-
cularly rich in protein must therefore be diluted before the application.
Dilution with equal parts of water has been used.

Drying, storing and dispatch of filter paper containing milk samples.

Filter paper containing milk samples can be dried by allowing to stand
for a while at room temperature, or by means of a hot air fan working
with low temperature.

Dry samples can be kept for a long time (Table 1 and Main Table III).
During drying and storage the filter papers must be protected against insects,
as the excrements of these bind stain. :

Filter paper containing dried milk samples can be folded and sent in
an ordinary envelope.

Fixing of the milk protein to the filter paper.

The protein is fixed to the filter paper by immersion for 15 minutes
in 1% HgCl, in ethanol. Then the filter papers are immersed for 5 minutes
in 19/00 HgCl, in ethanol, in order to restrict the amount of HgCl, which
is transferred to the stain solution. After the fixing the filter paper is dried
in the way described in the foregoing section.

Staining of the milk samples,

Amido-black has been found suitable for the staining of milk samples.
One must count on some variations in stain content in the preparations
which are now on the market, but small deviations in stain concentration
will not affect the analysis results, as the staining solution contains a large
excess of pigment.

The stain solution is mixed in the following way: 5.70 1 methanol p.a.,
2.00 1 water are mixed and whilst being stirred, poured slowly into a
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solution of 70 g amido-black in 2.50 1 water and 1.00 I acid aceticum glaciale.
The pH in the stain solution is approximately 2.90.

The milk samples are kept immersed in the stain solution for 30 minutes.

To remove the stain from that part of the filter paper where no milk
is deposited, the following rinsing solution is used: 5.70 1 methanol, technical,
4.50 1 water and 1.00 1 acid aceticum glaciale. The specific weight and pH
of the rinsing solution at 20° C are approximately 0.928 and 2.70 respectively.
In practice the composition of the rinsing solution should be checked by
means of a densimeter and pH measurement. The rinsing solution is cooled
to room temperature before use. Use of the reagents is illustrated in Fig. 12.

The rinsing is effected in the following four stages: 1) The rack holding
the filter papers is moved up and down in the rinsing solution for half a
minute. 2) The same is repeated, without movement of the rack, for 30
minutes. 3) Ditto for 45 minutes. 4) Ditto for 45 minutes. The filter paper
strips must not touch one another during the staining, rinsing or drying
process. When an analysis rack (Fig. 11), with small distance between the
filter papers is used, the papers must be made taut after stage 1 in the rinsing
process, by turning the clips. The filter papers are dried by means of a hot air
fan operating with low temperature.

Stained milk samples which are stored in a dry place and in darkness can
be kept for a long time (Table 1).

Quantitative measurement of stain bond.

The strips of filter paper are cut across between the samples and the
separate pieces laid in test tubes, covered with 100 ml eluting solution,
closed with rubber stopper and allowed to stand for at least 20 hours.

The eluting solution used at the laboratory consists of 150 g Na,CO,,
anhydr., 4.7 1 water and 5.7 1 methanol, technical. The solution is cooled
and filtered before use. The pH of this eluting solution is approximately 11.5.

The optical density in the eluate is measured photometrically and the
wavelength should be 627.5 nm (Fig. 4). The eluation tubes are turned
upside down a couple of times before the measurement.

Amido-black which is dissolved in the eluting solution directly will, even
at room temperature, quickly decline in optical density (Table 5). Amido-
black which has first been combined with protein and subsequently dissolved
in eluting solution appears to be more stable, but at high temperature or
under strong illumination the intensity of colour will decrease (Tables 6
and 7). Eluted milk samples should therefore not be kept at temperatures
much higher than 30° C and not longer than 2 or 3 days.

Reliability of the analytical method as a laboratory method for protein
determination in milk from individual cows.

The classical Kjeldahl analysis has been used both as basis of comparison
for determining the reliability of the colorimetrical analytical method and




50

in the drawing up of formulas and tables for conversion of the photometrical
measurement results to percentage of protein. What proportion of the
differences found between analyses performed according to the two methods
that can probably be ascribed to errors in the Kjeldahl analysis, has not been
investigated.

In the conversion of percent Kjeldahl-N to percent Kjeldahl-protein, the
factor 6.37 has been used.

In the basic investigations the colorimetrical protein determination was
performed by means of a Beckman DU spectrophotometer, with cuvette
with 10 mm light-path. Distilled water was used as reference. In two
investigations comprising about 100 milk samples there were found, with
959 probability of reliability for an analysis, reliability intervals of + 0.12
and 4+ 0.14 percentage units Kjeldahl-protein respectively. For 127 milk
samples, each with 6 parallel analyses, the mean deviation, calculated
on the basis of the individual extinctions, was approx. + 1% of the
measurement figures. 175 milk samples were analysed twice or several times,
with 3—6 parallel analyses each time. Systematic differences were found
between the analyses performed on different days. These differences were
in some cases quite insignificant, but the investigations indicate that one
must reckon with such systematic differences to the extent of about 1% of
the measurement values (Tables 3, 8 and 9, Main Tables I, II, IIT and IV.
Figs 5 and 6).

In order to be able, in practical use of the analytical method to perform
quick measurements of the optical density in the eluate, use was made of
a Beckmann C colorimeter, with round through-flow cuvette with an inside
diameter of 10 mm. The red, standard filter, with maximum transmission
at wave-length 660 nm, was used, and the measurements were performed
by means of a blue-sensitive photo-cell having a measuring range of
350-660 nm. Distilled water was used as reference.

Between the two series of tests, the results of which are given in Figs 7
and 8 respectively, the apparatus has been fitted with an extra voitage
stabilisator, and the control of the cuvette in the adapter has been improved
by fusing on to the cuvette two small, diametrically placed, glass knobs.

In a material consisting of about 300 samples, where the protein content
is determined by means of the Beckman C apparatus and a conversion
table drawn up on the basis of another material, there was found a mean
deviation of 4 0.094 percentage units protein in comparison with the Kjel-
dahl analysis. All the steps of the analysis in the investigation were carried
out at the laboratory (Table 10, Main Table V).

Practical use of the analytical method in the determination of the protein
content in milk from individual cows. ‘
In application of the method samples of liquid milk are regularly sent
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to the laboratory for control analysis, after the workers at the farms having
taken samples in the usual way. In the case of approx. 500 such control
samples it was found that the colorimetrical analytical method had on an
average given 0.08 percentage units higher protein values than the Kjeldahl
method. Expressed as a mean deviation the difference was + 0.142 per-
centage units protein. A proportion of the differences found is due to the
fact that some of the constriction pipettes used were unsuitable, and for this
reason no thorough analysis of this material was carried out. (Main Table VI).

In the case of 17 milk samples with protein content between 4.5 and
5%, which were analysed by means of the Beckman C apparatus (Main
Tables V and VI), the mean deviation was - 0.215 percentage units in
comparison with the Kjeldahl analysis, or relatively 4+ 4.6%. This suggests
that it is necessary to reckon with a somewhat smaller degree of pipetting
accuracy when samples are taken from milk rich in solids than from milk
poor in solids. No systematic errors have been found which can be ascribed
to the high protein percentage.

No investigation has been made as to whether there is any difference
between the different breeds of cattle as regards the colour-binding power
of the milk., The relatively narrow intervals of reliability which have been
found in investigations including milk from the 3 Danish milk breeds
do not suggest that there is much to be gained in analytical certainty by using
a regression equation for each breed (Figs 5 and 6).

The work on the milk analyses shows that accurate measurement of a
milk sample of /20 ml requires practice and exactness in those performing
this work, and light and convenient premises.

Analysis of milk which deviates from the normal.

The protein content in colostrum cannot be determined immediately,
but by diluting it with water in the proportion 1 : 2 relatively good agreement
was found with the Kjeldahl analyses. Experience has shown that the protein
content can be determined with normal certainty about one week after
calving, without having to dilute the milk (Tables 11, 12 and 13).

Milk from 4 cows which were almost dry, was examined. The colori-
metrical method showed somewhat lower protein percentages than the
Kjeldahl method (Table 14).

Also in the case of milk from cows afflicted with udder ailments it
appears that the colorimetrical protein determination is less reliable than it
is for ordinary milk (Table 15).

Some few analyses which have been performed on sterilized, condensed
milk suggest that a strong heat treatment reduces the power of the milk
protein to bind amido black.

A small investigation of the effect of the acidifying process on the stain
bond in the milk shows that, unless the milk has coagulated, it can be

4*
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analysed with the same accuracy as fresh milk. Coagulated milk cannot be
analysed by means of the colorimetrical method, owing to the difficulty of
pipetting the milk off (Table 16).

Chemicals, appliances etc.

On page 35 a list is given of chemicals for making the various reagents,
and on pages 36—44 there is a description of the equipment taken into service
when the analytical method was adopted for routine analyses. Account
is also given of some suggestions for rationalization which were put forward
at the meeting of N.J.F.’s Livestock Section at Kalnes, Norway, 1961.
Some supplementary information is given below.

In the making of the reagents use has been made of de-ioniced water
which has passed through three columns of resins.

The form (Fig. 9) has a carbon back, and is made up into pads with
4 copies.

For stretching of the filter papers during application of the milk samples
two types of frames have been used (Fig. 10 A and 10 B). The frame at the
top has room for 4 filter papers and consists of a frame and a holder made
of plastic-covered metal wire. The frame at the bottom consists of two thin
brass tubes fastened to a wooden frame and has room for 10 filter papers.
The filter papers are fastened to the frame by means of ordinary clothes clips.

The frames used for stretching the filter papers during the analyses
(Fig. 11) measure 390 > 210 mm on the outside and the diameter of the
material of which they are made is 6 mm. The frames may be of glass or
of polished stainless steel. The clips are made of stainless steel.

The analysis rack (Fig. 11) is made of a 4 mm sheet of the polyester
Truvidur. For operating the frames the rack is fitted with lists, 10 mm wide,
made of Truvidur, and welded on at intervals of 8 mm. The rack can hold
10 frames.

The jars (Fig. 12) can be made of Truvidur or stainless steel. The four
jars for the rinsing solution should be fitted with a crane at the bottoum and
an outlet gutter with trap should be installed under the cranes. A hand lever
will facilitate moving of the jars.

The consumption of rinsing and eluting solutions is relatively large,
60-70 ml and 100 ml respectively per single analysis. For large-scale oper-
ation it will therefore be convenient to use mixing vats of stainless steel, with
lid and mechanical stirrer. Filtration of the eluting solution can be arranged
by placing a filter (for example, Carlson or Seitz) between the mixing vat
and the storage tank.

The pipetting device (Fig. 13) is a piston pump which measures off single
portions of 100 ml eluting solution rapidly. The multivalve pipette (Fig. 14)
measures off simultaneously a number of portions of eluting solution, and
the apparatus can be fitted with one or two rows of pipettes. Racks
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containing two rows of 10 reagent tubes holding 130 ml, are included in
the apparatus

To obtain rapid emptying of the through-flow cuvette during the photo-
metrical measurement, the cuvette is connected by a hose to a water-spraying
pump. For reading of the colorimeter the flow of liquid is stopped by
squeezing the hose with a foot pedal.

In the investigations use has, as already mentioned, been made of a
cuvette with 10 mm light path. Where the investigation relates to milk samples
with a high protein content it may be an advantage to use cuvettes with a
somewhat smaller light path, for example 8 mm, as all the readings will then
be taken within the range of the colorimetrical scale where the intervals are
relatively large. A further advantage is that the work proceeds within the
range of measurement on the colorimeter in which the Lambert-Beer’s law
holds good, even if it includes samples with an extremely high protein
content.

The reason why a round cuvette has been used for the Beckman C
apparatus is that rectangular through-flow cuvettes were unprocurable in
matched series at the time routine analyses were to be started.

Besides the two photometers mentioned earlier there is now on the
market an apparatus, the Beckman spectrophotometer DB, which seems well
fitted for use. There has not been opportunity to try the apparatus with a
through-flow cuvette.

If it is desired to use a recorder for registration of the measurement
results, the recorder’s servomotor can be coupled to a switch on the foot
pedal which regulates the flow of liquid from the cuvette.

For dispatch of the milk for control analysis, either glass bottles, or
plastic bottles which bear heat sterilization, may be used. For purposes of
identification, the bottles are fitted with a rubber stopper bearing a fixed
metal label with embossed number. As packing material is used a square
block of wood with hole for the bottle. The casette is closed with a cork held
in place by tape or string.

Out of regard for the risk of poisoning from methanol vapour, attention
must be given to the ventilation of the laboratory.
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23. Hovedtabeller.

Hovedtabell 1. Reproduserbarheten pa parallellanalyser innenfor samme analyse-
serie. Fargetettheten i eluatet milt med Beckman DU spektrofotometer.

Repeatability of parallel analyses within the same analytical series.
Optical density in eluate measured with a Beckman DU spectrophotometer.

Ku nr. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst.
Prgver uttat 26/5-59. Farget 14/6. Mélt 27/6.
1 336 327 334 339 326 332
9 343 338 332 333 330 334
43 325 323 325 324 329 324
44 330 332 331 332 327 324
47 278 278 279 283 282 275
88 290 291 293 289 290 285
277 309 310 311 311 307 306
281 286 280 284 281 283 280
287 315 313 316 317 312 317
289 297 295 .298 .300 294 299
Prgver uttat 28/5-59. Farget 13/6. Malt 1/7.
1 327 326 331 2331 333 330
9 324 328 325 324 325 330
43 321 319 320 317 314 316
44 329 328 330 321 .326 328
47 294 293 294 293 295 .293
88 291 296 293 293 292 293
277 311 308 309 .306 305 309
281 281 281 282 279 279 278
287 316 313 317 320 .307 316
295 .289 285 .288 288 .286 287
Prgver uttat 2/6-59. Farget 13/6. Malt 11/7.
1 323 323 320 318 .320 330
9 339 335 331 335 340 334
43 315 326 308 310 310 318
44 309 309 317 311 310 308
47 251 255 257 253 253 256
88 268 268 269 264 269 267
277 288 293 292 291 290 293
281 278 278 278 270 267 272
287 274 277 278 277 277 277
289 279 282 282 277 276 278
Prgver uttat 9/6-59. Farget 13/6. MAalt 14/7.
1 340 339 .340 333 338 342
9 336 334 337 335 333 330
43 333 .336 338 337 334 333
44 334 334 - .330 331 327
47 291 290 293 293 291 292
88 299 295 293 .293 293 290
277 315 321 317 319 314 320
281 .306 303 312 305 305 305

289 298 298 306 .298 301 299
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Hovedtabell I (fortsat).

Ku nr, Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst.
Prgver uttat 16/6-59. Farget 17/6. MA&lt 22/7.
1 338 .341 .339 .340 334 .347
9 .346 .339 345 .340 333 347
43 335 344 338 336 .340 340
44 327 332 330 .330 334 330
47 .289 291 295 291 289 1291
88 298 295 299 297 292 293
277 310 310 317 313 313 315
281 305 307 307 307 .306 306
287 318 322 318 314 314 314
289 .299 .304 305 295 295 296

Prgver uttat 11/8-59, Farget 13/8. MA&lt 18/8.

9 337 345 332 334 338 336

J. 28 327 - 331 347 332 331
J. 40 .287 .288 .286 293 293 .289
90 293 294 302 293 295 .299
171 .249 .249 252 246 246 .248
189 251 253 254 252 252 256
223 254 .260 262 259 260 262
J.342 350 348 347 344 339 .340

Prgver uttat 12/8-59. Farget 13/8. Méit 19/8.

9 .327 329 332 326 - 327

10 344 347 346 342 .341 .355

J. 28 337 350 349 339 337 334
J. 40 291 291 297 292 288 292
90 302 .298 303 .302 .298 305
91 287 .288 292 286 287 290
171 262 257 262 256 259 264
189 254 255 259 .280 254 260
223 264 263 264 263 261 267
J.342 353 345 353 .347 352 348

Prgver uttat 13/8-59. Farget 19/8. Malt 25/8.

J. 55 254 250 250 246 246 .250
J..56 303 298 304 295 304 .309
77 293 297 .301 296 299 299
88 273 274 273 271 273 275
171 237 242 .245 235 238 242
189 238 237 .240 238 237 237
199 265 .264 266 261 264 264
229 .243 244 .249 243 244 244
233 .288 288 .288 288 .288 292

343 334 342 331 334 321 322




Ku nr.

Prgver uttat 14/8-59. Farget 19/8. Mélt 25/8.

J. 55
J. 56
88
171
189
199
229
233
289
343

Prgver uttat 18/8-59. Farget

9
10
91

189
199
229
243
342
343
344

Prgver uttat 19/8-59. Farget

9
10
91

189
199
229
243
342
343
344

Ekst.

254
307
284
258
240
262
243
291
274
.343

331
361
294
.260
261
252
295
.337
355
.363

327
369
297
.263
263
248
297
352
353
354
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Hovedtabell I (fortsat).

Ekst.

251

312

283
258
239
259
246
291
279

19/8. Mélt 26/8.

326
354
297
261
263
252
293
339
354
.359

26/8. Malt 7/9.

322
372
293
263
263
244
299
341
342
358

Ekst.

255
.309
284
256
242
262
246
292
281
342

.328
369
295
261
262
254
292
337
363
359

322
369
293
259
264
244
299
336
342
354

Prgver uttat 20/8-59. Farget 25/8. Malt 4/9.

9

10

J. 60
85

91
189
199
229
331
344

327
371
321
314
.288
262
270
.248
335
339

321
.369
316
313
293
261
272
247
335
344

327
.366
320
311
294
261
271
.247
331
343

Ekst.

248
302

279
258
242

327
361
.293
258
258
.248
298
340
354
356

- .324

369
.295
259
263
243
297
334
344

327

317
314
292
257
269
.248
.340
331

Ekst.

252

311

279
257
239
262
243
.288
276
336

322
357
292
259
260
247
292
343
359
343

324
370
290
260
262
.243
297
333
344
351

327
.366
314
314
293
257
272
247
337
339

Ekst.

252

313

.285
261
242
263
247
.288
277
334

320

296
259
264
250
299
.343
353
321

324
371
290
.258
.263
242
295
334
341

321
360
308
314
294
258
270

246

342
339




Ku nr.

Prgver uttat 21/8-59. Farget 26/8. Malt
362
318
313
.288
283
.259
271
256
346
381

10

J. 60
85

91

95
189
199
229
331
344

Hovedtabell II. Reproduserbarheten pa analyseresultatene,

Ekst.

.363
323
318

285
.283
258
269
254
344
377
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Hovedtabell 1 (fortsat).

Ekst.

Ekst.

1/9.

357
319
314
287
281
.259
.269
252
342
381

Ekst.

.366

321

313

289
277

262

269
253
.349
.369

Ekst.

367
319
313
280
277
258
270
252
346
371

Ekst.

367
318
308
283
277
256
267
251
.349
368

Fargetettheten i eluatet milt med Beckman DU spektrofotometer.

Repeatability of analytical results.
Optical density in eluate, measured with a Beckman DU spectrophotometer.

Analyseserie
Prgveserie

Ovenstdende ekstinksjoner er middel av 6 parallellanalyser. ..

Ku nr.

1
9
43
44
47
88
277
281
287
289

91
189
199
229
243
342
343
344

1
Ekst.

330
326
318
327
294
293
308
.280
315
287

339
334
335
331
292
294
318
306
300

326
360
295
260
261
251
295
.340
356
350

2
Ekst.
336
326
319
.326
.288
.283
.306
278
313
.284

.338
330
328
326
292
294
323
.308
302

328
362
296
262
263
251
297
350
347
358

Prgveserie

2

6

Ku nr.

1
9
43
44
47
88
277
281
287
295

55

56
171
188
189
199
229
233
289
343

1
Ekst.
322
336
315
311
254
268
291
274
277
279

252
309
258
282
241
262
245
291
277
339

364
310
313
285
.280
259
.269
253
346
375

2
Ekst.
322
329
310
309
258

. 268

294
274
279
280

252
305
261
284
243
263
245
291
275
340

355
313
311
283
276
260
267
253
341
.366

5#




Analyseserie

Prgveserie Ku nr.

344

1
Ekst.

315
238
295
281
255
301
260
37
363

2
Ekst.

309
236
.289
275
.248
292
257
359
.345

Ovenstdende ekstinksjoner er middel

Analyseserie

Prgveserie Ku nr.

Ekst,

.365
337
327
340
283
408
.385
.388
364
299
422
367
394
357
314
305
321
.339
325
.396
293
.306
360
.320
306
364

Ekst.

364
332
328
337
283
409
381
.388
358
291
417
360
381
356
312
302
.320
336
324
.393
.288
307
355
317
309
362
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Prepveserie

Hovedtabell II (fortsat).

Ku nr.

43

67

92
177
199
211
233
293
325
344

av 6 parallellanalyser.

Proveserie

-
IS
(=]

el

279

281

283
1.330

Ovenstiende ekstinksjoner er middel av 3 parallellanalyser.

Ekst.

313
235
293
276
258
433
291
269
361
335

Ekst.

391
334
338
.368
321
311
.340
.329

364

381
371
376
332
305
414
330
277
305
298
313
331
316
305
308
291

342

Ekst.

.307
236
285
271
256
438
291
267
371
344

Ekst.

.386
331
332
364
316
311
341
328
362
384
369
374
333
303
424
.330
276
295
.298
310
330
315

.301
287
349
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Hovedtabell ITI. Reproduserbarheten pi analyseresultatene,
Fargetettheten i eluatet méilt med Beckman DU spektrofotometer.

Repeatability of analytical results.
Optical density in eluate, measured with a Beckman DU spectrophotometer.

Prgvene uttatt 3/8 10/8

Analyseserie 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Farget 16/8 24/8 24/8 24/8 10/9 16/8 24/8 24/8 24/8 109
Miilt 19/8 26/8 29 39 139 19/8 26[8 2/9 3/9 13/9

Ku nr. Ekst. Ekst. Ekst, Ekst. Ekst. Kunr. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst. Ekst.

8 309 305 3050 310 308 9 319 318 318 317 319
0 353 352 300 355 .352) 10 303 301 .298 .301 .298
18 325 323 323 0 323 321 135 363 361 359 362, .360
A25 305 296 294 298 .299 38 357 357 354 354 357
32 361 359 354 359 355 43 327 326 - .325 324 .325
33 334 331 329 334 331 44 283 287 284 285 289
34 370 364 358 365 364 157 350 350 353 352 344
37 330 324 322 326 325 J.s8 376 375 376 379 374
40 328 328 327 330 327 J61 362 361 361 363 362
41 389 384 384 390 385 64 265 269 261 .265 .264
42 345 347 345 352 342 367 380 375 381 377 371
43 362 358 358 360 .360 70 376 .374 375 378 377
409 299 294 292 298 295 @85 315 317 276 282 .275)
442 331 329 326 329 327 88 279 278 274 279 276
451 327 325 323 321 325 93 309 311 307 315 312
453 350 350 348 355 .349 94 278 276 277 280 275
454 325 325 324 325 326 106  .332 332 .334 332 335
466 364 359 356 356 359 225 325 327 326 331 324
469 363 352 355 357 358 235. 368 372 370 374 367
472 367 364 361 358 361 (283 326 .326 .310  .303  .298)
477 341 337 340 342 336 287 286 .284 280 .285  .283
479 340 337 335 336 .340 325 374 376 378 379 .381
485 346 339 341 347 . 339 330 .351 354 342 338 341
490 369 368 366 369 365 332 363  .360 364 .361 .359

Ku nr. 10, 85 og 283 er utelatt ved beregningene da en antar at det har skjedd en forbytting
av prgvene. . .

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 3 parallellanalyser.
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Hovedtabell IV, Reproduserbarheten pi analyseresultatene.
Fargetettheten i eluatet malt med Beckman C kolorimeter.
Repeatability of analytical results.

Optical density in eluate, measured with a Beckman C colorimeter.

Prgverne uttatt 17/5 24/5 3/8 10/8
Analyseserie 1 2 1 2 1 2 1 2
Farget 16/8 24/8 16/8 24/8 16/8 24/8 16/8 24/8
Malt 19/8 26/8 19/8 26/8 19/8 26/8 19/8 26/8
Kunr. Ekst. Ekst. Ku nr.  Ekst. Ekst. Kunr. Ekst. Ekst. Ku nr.  Ekst. Ekst.
10 347 347 9 279 302 8 298 .296 9 310 .305
37 322 321 14 349 343 10 339 333 10 296 291
38 323 319 . 18 377 .367 18 313 .313 135 352 342
40 326 325 31 326 319 A25 294 293 38 346 341
4 275 271 35 332 322 32 348 341 43 317 315
46 394 387 36 355 349 33 320 319 44 281 279
55 368 361 37 314 306 34 352 348 J57 339 332
58 377 369 38 297 303 37 314 315 J.58 365 357
61 350 .345 J40 316  .325 40 317 320 Je6l1 349 346
70 296  .286 43 323 316 41 366  .361 64 261 258
73 397 394 J57 351 344 42 330 329 167 365 355
75 349 343 J.58 361 .362 43 348 342 70 361 355
76 375 .360 J65 344 351 409 290 286 85 311 .304
85 343 341 J67 356 355 442 319 322 88 275 272
86 .303 300 69 .301 323 451 315 316 93 303 .300
92 297 295 70 275 298 453 331 331 94 274 273
101 316 .311 J73 0 .392 399 454 316 315 106 322 .321
102 331 324 85 313 319 466 348 344 225 321 316
105 320 314 88 252 271 469 342 339 235 354 .353
173 372 372 92 276 287 472 351 345 283 321 315
223 286 .280 95 280 290 477 326 322 287 282 279
235 300 299 101 290 301 479 327 326 325 360 .358
341 348 .339 104 312 321 485 330 .326 330 343 .338
343 311 305 225 295 302 490 351 349 332 351 344

279 297 295
281 300 .292
283 271 283
3330 325 332

De anfgrte ekstinksjoner er middel av 3 parallellanalyser.
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Hovedtabell V. Sammenligning mellom den kolorimetriske analysemetode og
kjeldahlmetoden. Beckman C kolorimeter er brukt.

Comparison of the colorimetric method and the Kjeldahl method.

Beckman C colorimeter used.

% protein % protein % protein % protein

Kolori- Kolori- Kolori- Kolori-

Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk
2.82 2.75 3.17 3.20 3.34 3.36 3.46 3.40
2.85 2.78 3.17 3.25 3.34 3.40 3.47 3.44
2.87 2.83 3.18 3.17 3.35 3.35 3.47 345
2.89 2.83 3.18 3.34 3.35 3.35 3.47 3.50
2.39 2.83 3.19 3.15 3.35 3.40 3.48 3.45
2.89 2.92 3.19 3.15 3.35 3.45 3.48 3.50
2.89 2.93 3.19 3.24 3.36 3.30 3.48 3.50
2.90 2.79 3.19 3.25 3.36 3.30 3.48 3.60
291 2.89 3.20 3.19 3.36 3.33 3.48 3.60
2.91 2.92 3.21 3.20 3.36 3.33 3.49 3.40
2.91 2.93 3.21 3.40 3.36 3.40 3.49 345
2.92 2.95 3.22 3.14 3.36 345 3.49 3.50
2.94 2.85 3.22 3.20 3.37 3.30 3.49 3.50
2.94 2.92 3.22 3.23 3.37 345 3.49 3.50
2.96 2.90 3.22 3.25 3.38 3.36 3.49 3.51
2.96 3.00 3.22 3.25 3.38 3.38 3.50 3.45
2.97 2.98 3.22 3.29 3.38 3.60 3.50 3.50
2.97 3.01 3.23 3.30 3.39 3.45 3.50 3.53
2.99 3.01 3.24 3.26 3.40 3.30 3.51 3.53
2.99 3.08 3.24 3.33 3.40 3.35 3.51 3.56
3.00 2.98 3.24 3.35 3.40 3.35 3.51 3.60
3.01 3.02 3.24 3.40 3.40 3.35 3.52 3.35
3.02 3.01 3.25 3.29 3.40 3.40 3.54 3.40
3.02 3.2 3.26 3.40 3.40 3.40 3.54 345
3.03 2.99 3.27 3.10 3.40 3.50 3.54 3.55
3.03 3.03 3.27 3.15 3.41 3.35 3.55 3.50
3.04 3.00 3.27 3.35 3.41 3.35 3.55 3.50
3.04 3.10 3.27 3.40 341 3.40 3.55 3.55
3.05 3.04 3.28 3.35 3.41 3.45 3.55 3.56
3.06 2.96 3.28 3.35 3.41 345 3.55 3.59
3.06 3.05 3.29 3.05 3.41 3.50 3.55 3.60
3.07 3.15 3.29 3.25 3.43 3.44 3.55 3.64
3.08 3.11 3.30 3.15 3.43 3.50 3.55 3.70
3.11 3.15 3.30 3.31 3.43 3.55 3.56 3.50
3.13 3.10 3.31 3.30 3.43 3.55 3.56 3.75
3.14 3.19 3.31 3.34 3.44 3.35 3.57 3.50
3.15 3.10 3.31 3.39 3.44 3.39 3.57 3.55
3.15 3.19 332 3.35 3.44 3.50 3.57 3.55
3.15 3.22 3.32 3.40 3.45 3.40 3.57 3.59
3.16 3.15 3.33 3.35 3.45 341 3.57 3.65
3.16 3.22 3.33 3.46 3.45 3.45 3.58 3.45
3.16 3.25 3.34 3.29 3.45 3.50 3.58 3.60
3.17 3.15 3.34 3.33 3.45 3.55 3.59 345
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Hovedtabell V (fortsatt).

% protein

% protein % protein % protein

Kolori- Kolori- Kolori- Kolori-

Kijeldahl . .metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk
3.59 3.55 371 3.70 3.89 3.85 4.03 3.85
3.59 3.60 3.72 3.70 3.89 3.90 4.04 3.75
3.59 3.65 3.72 3.70 3.89 3.90 4.04 393

3.59 3.65 3.72 3.75 3.90 3.70 4.04 4.08
3.59 3.65 3.72 3.80 3.90 3.80 4.07 4.05
3.60 3.65 3.72 3.80 3.90 3.85 4.08 4.00
3.61 3.50 3.73 3.60 3.91 3.60 4.08 4.00
3.61 3.50 3.73 3.71 391 3.81 4.09 4.00
3.61 3.54 3.73 3.85 391 3.84 4.09 4.10
3.61 3.60 3.75 3.65 3.9 3.70 411 3.89
3.61 3.65 3.75 3.70 3.92 3.80 4.12 4,05
3.62 355 3.75 3.78 3.92 3.84 4,12 4.30
3.62 "3.55 3.75 3.86 392 3.95 4.13 4.00
3.62 3.59 3.76 3.60 3.93 3.95 4.13 4.10
3.62 3.60 3.76 3.65 3.94 3.80 4.16 4.00
3.62 3.65 3.76 3.70 3.94 3.90 4,17 4.05
3.63 3.57 3.76 3.70 3.94 3.90 4.17 420
3.63 3.63 3.76 3.75 3.94 392 4.19 4.25
3.63 3.65 3.76 3.75 3.95 3.85 4.22 4.05
3.63 3.70 3.76 3.75 3.95 3.90 422 4.10
3.64 3.55 3.76 3.85 3.96 3.80 423 3.90
3.64 3.55 3.77 3.69 396 3.80 424 4.10
3.64 3.60 3.78 3.75 3.96 3.80 425 4.18
3.64 3.60 3.78 3.86 3.96 3.82 4.26 4.10
3.64 3.64 3.7% 3.70 3.96 3.89 4.28 4.20
3.64 3.74 3.79 3.75 ° 3.96 3.95 4.29 4,05
3.65 3.67 3.80 3.74 3.97 3.95 430 4.05
3.66 3.60 3.81 3.70 3.97 4.00 4.30 4.30
3.66 3.60 3.81 3.77 3.98 393 431 4.05
3.66 3.69 3.81 3.81 3.99 3.95 4.31 4.19
3.66 3.70 3.82 3.80 4.00 3.70 4.40 4.15
3.66 3.76 3.83 3.80 4.00 3.84 4.40 425
3.68 3.70 383 3.82 4.00 3.95 4.40 4.35
3.68 3.80 3.83 3.87 4.00 3.95 4.49 4.45
3.69 3.60 3.83 3.90 4.00 3.98 4.50 4.45
3.69 3.65 3.83 3.91 4.00 4.03 4.64 4.50
3.69 3.70 3.84 3.75 4.01 4.00 4.73 4.40
3.69 3.82 3.87 3.85 4,01 4.00 4.74 4.55
3.71 3.65 3.87 4.00 4.02 3.85 493 4.65
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Hovedtabell VI, Sammenligning mellom den kolorimetriske metode og
kjeldahlmetoden nir melkeprgvene til fgrstnevnte er applikert pa forsggsgirdene.
Comparison between the colorimetric method and the Kjeldahl method, when the
milk samples analyzed by the former method are applied at the experiment stations,

% protein % protein " % protein ' % protein
Kolori- Kolori- Kolori- Kolori-
Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk
2.85 2.95 3.23 3.40 3.40 3.40 3.48 3.55
2.86 2.95 3.24 3.35 3.40 3.40 3.48 3.60
2.95 3.10 3.24 345 3.40 345 3.48 3.65
2.96 3.00 3.25 3.45 3.40 3.45 3.48 3.65
2.96 3.10 3.26 325 3.40 3.55 3.48 3.65
2.97 3.15 326 - 340 3.40 3.60 3.48 3.80
3.01 3.00 3.26 3.45 3.40 3.65 3.49 345
3.02 3.05 3.27 3.25 3.41 345 3.49 3.55
3.03 3.05 3.27 3.40 3.41 3.45 3.49 3.60
3.03 3.05 3.27 345 3.41 3.50 3.49 3.65
3.04 3.15 3.27 3.50 3.41 3.55 3.49 3.70
3.04 3.15 3.28 3.40 3.41 3.60 3.50 3.40
3.05 3.15 3.29 3.35 3.41 3.60 3.50 3.50
3.06 3.15 3.29 3.40 3.41 3.60 3.50 3.55
3.07 3.20 3.29 345 3.41 3.65 3.50 3.55
3.08 3.15 3.30 3.50 3.41 3.65 3.50 3.55
3.08 3.40 3.31 3.30 343 3.50 3.50 3.55
3.09 3.15 331 3.40 343 3.50 3.50 3.90
3.11 3.15 3.32 3.30 343 3.55 3.51 3.40
3.13 3.25 3.32 345 3.43 3.55 3.51 3.60
3.13 3.35 3.33 335 343 3.55 3.51 3.70
3.13 340 3.33 3.35 3.43 3.60 3.52 3.45
3.13 3.50 3.33 3.40 3.44 3.50 3.52 3.55
3.15 3.25 3.33 3.45 3.44 3.60 3.52 3.60
3.16 3.35 3.34 3.35 3.44 3.60 3.52 3.60
3.17 3.25 3.34 345 3.44 3.65 3.52 3.65
3.17 3.30 3.34 345 345 3.40 3.52 3.65
3.17 335 3.34 3.65 345 3.55 3.53 3.70
3.17 3.35 3.35 3.30 345 3.55 3.53 3.70
3.17 3.40 3.35 3.50 345 3.60 3.54 3.40
3.19 3.20 3.35 3.55 3.45 3.60 3.54 3.55
3.19 3.25 3.35 3.65 3.45 3.60 3.54 3.60
3.19 335 3.35 3.65 345 3.60 3.54 3.70
3.19 3.40 3.36 3.40 3.46 3.50 3.54 3.75
3.20 330 | 3.36 345 3.46 3.55 3.55 3.45
3.20 3.35 3.36 3.50 3.47 3.55 3.55 3.45
3.21 3.30 3.36 3.55 3.47 3.60 3.55 3.60
3.21 335 3.37 3.45 3.47 3.65 3.55 3.65
3.21 3.40 3.37 345 3.47 3.70 3.55 3.65
3.21 345 3.37 3.45 3.48 3.40 3.55 3.70
322 3.10 3.38 3.40 3.48 3.50 3.55 3.70
3.22 3.30 -3.38 3.55 348 3.50 3.55 3.75
3.22 3.35 3.38 3.65 )
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Hovedtabell VI (fortsatt).

% protein % protein % protein % protein

’ Kolori- Kolori- Kolori- Kolori-

Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk
3.55 3.80 3.62 3.75 3.69 3.85 3.76 3.90
3.56 3.40 3.62 3.75 3.69 3.90 3.76 3.95
3.56 3.65 3.62 3.75 3.70 3.70 3.76 3.95
3.56 3.70 3.62 3.80 3.70 3.75 3.76 4.00
3.57 3.55 3.62 3.80 3.70 3.80 3.76 4.10
3.57 3.60 3.62 3.80 3.70 3.85 3.77 3.80
3.57 3.60 3.62 3.85 3.71 3.65 3.77 3.90
3.57 3.70 3.62 3.85 3.71 3.70 3.77 3.90
3.57 3.70 3.62 3.85 3.71 3.70 3.78 3.70
3.57 3.75 3.62 3.95 3.71 3.75 3.78 3.75
3.57 3.75 3.63 3.70 3.71 3.85 3.78 3.80
3.58 3.55 3.63 3.70 3.71 3.90 3.78 3.80
3.58 3.65 3.63 3.75 3.72 3.65 3.78 3.90
3.59 3.45 3.63 3.75 3.72 3.65 3.78 3.95
3.59 3.55 3.64 3.60 3.72 375 3.78 4.05
3.59 3.60 3.64 3.60 3.72 3.75 3.79 3.60
3.59 3.60 3.64 3.70 3.72 3.90 3.79 3.75
3.59 3.60 3.64 3.70 3.72 3.90 3.79 3.80
3.59 3.60 3.64 3.70 3.72 4.00 3.79 3.90
3.59 3.60 3.64 3.75 3.73 3.70 3.79 3.95
3.59 3.80 3.64 3.75 3.73 3.70 3.80 3.80
3.59 3.80 3.64 3.85 3.73 3.75 3.80 3.85
3.59 3.85 3.64 3.90 3.73 3.80 3.81 3.85
3.59 3.95 3.65 3.65 3.73 3.80 3.81 3.85
3.60 3.60 3.65 3.75 3.73 3.80 3.81 3.90
3.60 3.75 3.66 3.65 3.73 3.85 3.81 3.95
3.60 3.75 3.66 3.70 3.73 3.90 3.81 4.00
3.60 3.75 3.66 3.70 3.73 3.90 3.82 3.80
3.60 3.95 3.66 3.75 3.74 3.80 3.82 3.85
3.61 3.45 3.66 3.80 3.74 3.85 3.82 3.90
3.61 3.50 3.66 3.80 3.74 3.85 3.82 4.00
3.61 3.60 3.66 3.80 3.75 3.70 3.82 4.15
3.61 3.65 3.66 3.80 3.75 3.80 3.83 3.80
3.61 3.65 3.66 3.85 3.75 3.80 3.83 3.85
3.61 3.70 3.67 3.60 3.75 3.80 3.83 3.90
3.61 3.70 3.67 3.75 3.75 3.80 3.83 3.90
3.61 3.70 3.67 3.75 3.75 3.95 3.84 3.85
3.61 3.75 3.67 3.85 3.76 3.80 3.84 3.90
3.61 3.75 3.67 4.00 3.76 3.80 3.84 3.95
3.61 375 3.68 3.75 3.76 3.80 3.84 4.05
3.62 3.55 3.68 3.85 3.76 3.80 3.84 4.10
3.62 3.60 3.68 3.85 3.76 3.85 3.85 3.80
3.62 3.60 3.69 3.60 3.76 3.85 3.85 3.80
3.62 3.65 3.69 3.70 3.76 3.85 3.86 3.85
3.62 3.65 3.69 3.80 3.76 3.90 3.87 3.80
3.62 3.70 3.69 3.85
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Hovedtabell VI (fortsatt).

% protein % protein % protein % protein
Kolori- Kolori- Kolori- Kolori-
Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk Kjeldahl metrisk
3.87 3.85 3.95 4.10 4.03 4.05 4.22 4.45
3.87 3.90 3.95 4.10 4.03 4.10 4.23 4.10
3.87 3.95 395 4.10 4.04 4.05 423 4.25
3.87 3.95 3.95 4.10 4.04 4.10 424 4.10
3.87 4.00 3.96 3.70 4.04 4.10 4.24 4.20
3.87 4.00 3.96 3.90 4.04 4.30 424 4.25
3.87 4.10 3.96 3.90 4.06 4.00 4.24 4.60
3.88 3.75 3.96 3.95 4.06 4.10 425 4.35
3.89 3.75 3.96 4.00 4.06 4.15 4.25 4.50
3.89 3.80 3.96 4.05 4.06 4.50 4.26 4.15
3.89 3.85 3.96 4.05 4.07 4.40 4.26 4.15
3.89 3.90 3.96 4.10 4.08 4.00 4.26 4.30
3.89 3.95 3.96 4.10 4.08 4.10 4.27 4.25
3.89 4.00 3.96 4,10 4,08 4.10 427 4.30
3.89 4.00 3.96 4.25 4.08 4.20 4.27 4.35
3.89 4.00 3.97 3.90 4.09 4.05 4.28 4.10
3.89 4.05 3.97 3.95 4.10 4.05 4.29 4.30
3.89 4.05 3.97 3.95 4.10 420 4.30 4.20
3.89 4,10 3.97 4.00 4.10 4.25 4.30 4.30
3.90 3.70 3.97 4.00 4.10 4.25 431 4.20
3.90 3.75 3.97 4.00 4.12 4.10 4.34 4.25
3.90 3.90 3.97 4.05 4.12 4.15 4.40 4.35
3.90 3.95 3.97 4.25 4.12 4.15 4.40 4.40
3.90 4.00 3.97 435 4.12 4.35 4.40 4.45
3.90 4.00 3.98 3.90 4.13 4.25 4.41 4.50
3.90 4.00 3.98 4.35 4.14 4.20 4.42 4.40
391 3.55 3.99 4.05 4.15 4.10 4.42 4.55
3.91 3.95 3.99 4.05 4.15 4.20 4.45 4.45
391 3.95 3.99 4.05 4.16 4.15 4.48 4.70
3.91 4.00 3.99 4.10 4.16 4.45 4.49 4.50
391 4.05 3.99 4.25 4.16 4.45 4.49 4.55
3.92 3.80 3.99 4.35 4.17 4.15 4.50 4.55
3.92 3.80 4.00 3.85 4.17 4.20 451 4.50
392 3.90 4.00 3.85 4.17 425 4.52 4.55
392 3.90 4.00 3.95 4.17 4.40 4.55 4.70
3.92 4.00 4.00 4.05 4.17 4.45 4.57 4.75
3.92 4.05 4.00 4.05 4.19 4.25 4.62 4.65
393 4.05 4.00 4.10 4.19 425 4.62 4.70
3.94 395 4.01 4.10 4.19 4.30 4.64 4.65
3.94 4.05 4.01 4.15 4.20 4.45 4.64 5.00
3.94 4.10 4.01 4.25 4.21 4.20 4.71 4.55
3.94 4.20 4.02 3.70 4.21 425 4.73 4.85
3.95 3.95 4.02 4.05 422 4.10 4.78 5.00
395 4.00 4.02 4.10 422 4.15 4.85 4.45
3.95 4.00 4.03 4.00 422 425 493 4.70




68

Beretninger og forsggsrapporter vedrgrende arbejder, hvor den her
beskrevne hurtigmetode er omtalt eller har vzeret benyttet.

A. E. Haugen: Kvantitativ bestemmelse af protein i mzlk. Forsggslaboratoriets
arbog 1959, s. 371.

A. E. Haugen: En kolorimetrisk metode til kvantitativ proteinbestemmelse i
mjglk. Nordisk Jordbrugsforskning argang 43, 1961, s. 157.

A. E. Haugen: Protein content of cows’ milk. Effect of transition from indoor
feeding to grazing. Final report of the VIIIth international congress of ani-
mal production, Hamburg 1961, s. 145,

Kirsten Weidner: Indretning og drift af et laboratorium til kolorimetrisk pro-
teinbestemmelse. Forsggslaboratoriets drbog 1962, s. 369.

L. Hansen Larsen, K. Hansen og Ejner Nielsen: Afkomsprgver med tyre XV.
324. beretning fra forsggslaboratoriet, Kgbenhavn 1960.

Ejner Nielsen, Axel Nielsen og Bgrge Vesth: Afkomsprgver med tyre. Forsggs-
laboratoriets arbog 1961, s. 93.

Ejner Nielsen, Axel Nielsen og Bgrge Vesth: Afkomsprgver med tyre. Forsggs-

laboratoriets &rbog 1962, s. 123.
Ejner Nielsen: Afkomsprgver med tyre XVI. 329. beretning fra Forsggslabora-
toriet, Kgbenhavn 1962.
Ejner Nielsen: Afkomsprgver med tyre XVII. 335. beretning fra Forsggslabora-
toriet, Kgbenhavn 1963. .
Ejner Nielsen: Komalkens proteinindhold. Ugeskrift for Landmand 1962, (9)
s. 126.
Ejner Nielsen: The Correlation between the Percentage of Fat and Protein in
Milk from 1st Calf Cows at the Danish Progeny Testing Stations. XVI.
International Dairy Congress, Kgbenhavn 1962, s. 171.
J. Brolund Larsen og Konrad D. Christensen: Forsgg med malkekger. Foder-
fedtets indflydelse pd smgrrets konsistens. Forsggslaboratoriets &rbog 1961,
s. 15.
J. Brolund Larsen, S. Klausen og B. Lund Jensen: Forsgg med malkekger. For-
skellige maengder sildemel. Forsggslaboratoriets drbog 1961, s. 12.
J. Brolund Larsen, S. Klausen og B. Lund Jensen: Forsgg med malkekger. For-
skellige mangder renprotein til malkeproduktion, Forsggslaboratoriets &r-
bog 1961, s. 22,
J. Brolund Larsen, S. Klausen og C. Svensgaard: Forsgg med malkekger. Mode-
rate contra store mangder frisk roetop. Forsggslaboratoriets &rbog 1962,
s. 7. .

. Brolund Larsen, S. Klausen og C. Svensgaard: Forsgg med malkekger. For-
skellige mengder sildemel. Forsggslaboratoriets arbog 1962, s. 41.

J. Brolund Larsen, P. D. Mgller og S. Klausen: Forsgg med malkekger. Forskel-
lige mengder renprotein til melkeproduktion. Forsggslaboratoriets -arbog
1962, s. 52.

Preben E. Andersen og S. Klausen: Forsgg med malkekger. Forskellige mengder
renprotein til malkeproduktion. Forsggslaboratoriets arbog 1961, s. 24.
Preben E. Andersen og John Lykkeaa: Forsgg med malkekger. Roetopensilage

med forskelligt askeindhold. Forsggslaboratoriets arbog 1962, s. 11.
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Preben E. Andersen og John Lykkeaa: Forsgg med malkekger. Roer + roetop-
ensilage contra klgvergresensilage. Forsggslaboratoriets rbog 1962, s. 13.

Preben E. Andersen og John Lykkeaa: Forsgg med malkekger. Almindeligt kraft-
foder contra kraftfoderpiller. Forsggslaboratoriets arbog 1962, s. 37.

Preben E. Andersen og Marinus Sgrensen: Forsgg med malkekger. Forskudt
malketid ved 2 gange daglig malkning. Forsggslaboratoriets drbog 1961,
s. 29.

Preben E. Andersen og Marinus Sgrensen: The Influence of Milking Twice a
Day at Unequal Intervals upon Butterfat and Protein Content in Milk.
XVI. internationale mejerikongres, Kgbenhavn 1962, s. 192.

Preben E. Andersen og Marinus Sgrensen: Forsgg med malkekger. Roetop -
sukkerroeaffald, kunsttgrret contra ensileret. Forsggslaboratoriets arbog
1962, s. 17.

Preben E. Andersen og Marinus Sgrensen: Forsgg med malkekger. Roer contra
kunsttgrret klgvergras, Forsggslaboratoriets arbog 1962, s. 20.

Preben E. Andersen og Marinus Sgrensen: Forspg med malkekger. Kunsttgrret
klgvergrees, snittet contra formalet og pelleteret. Forsggslaboratoriets ar-
bog 1962, s. 25,

Preben E. Andersen og Marinus Sgrensen: Forspg med malkekger. Oliekager
contra korn. Forsggslaboratoriets arbog 1962, s. 57.
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B. Beretninger fra forségslaboratoriets dyrefysiologiske afdeling.

1899.
1917.
1923.
1929.
1933.
1935,
1935.

1936.
1936.
1938.

1939.
1940.

1941.
1943,
1945,

1945.

1946.

1947.
1948.

1949.
1949.

1950.
1952.

1954.

44. ber. Undersggelser over Fedtdannelse i Organismen ved intensiv Fedt-

94. —

fodring. (50 gre).
Respirationsapparatet, dets Betydning6g Anvendelse ved ratio-
nelle Forsgg over Hornkvagets Malkeydelse. (1 kr.).

111. ber. Om Neringsverdien af Roer og Byg til Fedning og om Nz-

131. -
151. -

162. -
163. -

170. -
171. -
180. -

184, —
193. -

196. —
204. -

215. -

218. -

225. -

228. -

234, -~

240. -

243, -

252, -
258. -

272, -

ringsstofforholdets Betydning for Fodermidlernes Neringsveerdi.
(Udsolgt).

Om Grundtrekkene i Malkekvaegets Erneringslere. (1,50 kr.).
Undersggelser over Vaksten hos Svin. I, Kalk- og Fosforsyre-
oms&tningen hos unge, voksende Svin. (2,50 kr.).
Undersggelser over Vaksten hos Svin. II, Energiomsatningen
hos Svin. (Udsolgt).

Undersggelser over Vaksten hos Svin. III. A. Fortsatte Under-
sggelser over Calcium- og Fosforomsztningen hos unge, vok-
sende Svin. B. Om kvantitativ Bestemmelse af Fosforsyre. C. Om
kvantitativ Bestemmelse af Kalcium i Foderstoffer og Stofskifte-
produkter. D. Om Kalciumbestemmelse i Blodplasma. (1 kr.).
Vedligeholdsstofskiftet hos voksende Svin. Bestemmelse af Fosfat
i Blodserum. (1 kr.).

Undersggelser vedrgrende Neringsvardibestemmelse i tgrret Lu-
cerne. (1 kr.).

Experimentielle Undersggelser vedrgrende Svinets Avitaminose-A.
(2 kr.).

Carotinbestemmelse ved Hjelp af Pulfrich-Fotometer. (50 gre).
Experimentel Rakitis hos Svin. Betydning af Foderets Indhold af
Fytin og Fytase. (2 kr.).

Bestemmelse af Nearingsvardien i A.LV.-Lucerne. (50 gre).

Om Sulfidionens Virkning paa Resorptionen af Calcium og Fos-
for hos voksende Svin. — Nearingsverdibestemmelse af Roetop-
ensilage. (1 kr.).

Om organiske Oxysyrers Virkning paa Resorptionen af Kalcium
og Fosfat i Tarmen. Om kvantitativ Bestemmelse i Proteinstoffer,
Polypeptider og Aminosyrer i vore Fodermidler. (1,50 kr.).
Undersggelser over Karotinindholdet i Grasmarksplanter og an-
dre Foderplanter. Hastigheden hvormed Foderets ufordgjelige
Rester passerer Fordgjelseskanalen hos Svin. Karotinets Resorp-
tion hos Svin. Ma&lkens Indhold af A-vitamin og Karotin.

(1,50 kr.).

Resorptionens Stgrrelse ved experimentelt fremkaldt Achylia
gastrica. (2 kr.).

Resorptionen af Kalcium og Fosforsyre. (1 kr.).

Om Proteinstoffernes Indflydelse paa Nyrefunktionen hos Hund.
(Udsolgt).

I. Undersggelser over jodkaseinets virkning pd mealkesekretionen
og stofskiftet hos kger. II. Undersggelser over fraktioneret jod-
kaseins og k¢nshormoners indflydelse pd malkekirtlens funktion
hos geder. (2 kr.).

Undersggelser over B-vitaminernes betydning for svin. I. Mangel
pd alle B-vitaminer. II. Mangel pd pantotensyre. III. Mangel pa
pyrodoxin. (3 kr.).

Undersggelser over B-vitaminernes betydning for svin (fortsat).
IV. Tiaminmangel og tiaminbehov. (2 kr.).

Undersggelser over B-vitaminernes betydning for svin (fortsat).
V. Svinenes behov af pyridoxin (Bg) for maximal vakst- og fo-
derudnyttelse. (3 kr.).

Undersggelser over den sikaldte »muskeldegeneration« hos svin
I. (4,50 kr.).




1955.

1955.

1955.

1955.

1955.
1957.
1959.

1960.
1960.

1960.

1960.

278.

279.

282.

283.

284.
299.
311.

319.
320.

322.

326.
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Undersggelser over den sikaldte »muskeldegeneration« hos svin
1. Nogle virkninger af jodkasein og metyltiouracil pi stofskifte-
processerne, muskulaturen og skjoldbruskkirtlen hos unge, vok-
sende svin. (3 kr.).

Undersggelser over den sikaldte »muskeldegeneration« hos svin
III. Virkningen af jodkasein, tyroxin og dijodhistidin pd tilvakst,
foderforbrug, muskulatur, skjoldbruskkirtel og kgdkvalitet.

(3 kr.).

ber. Den kvantitative vaeekstmélings metodik. Virkningen af indre og

ydre faktorer pd vakstprocesserne. (4 kr.).

Virkningen af aureomycin pa stofskiftet hos svin og stofskiftet
hos galte og sogrise. Varmeproduktionen hos svin pa forskellige
alderstrin med szrlig henblik pé staldventilation. (3 kr.).
Undersggelser over den sdkaldte »muskeldegeneratioh« hos svin
IV. Studier over pathogenesen. (3,50 kr.).

Proteinbehov og proteinsyntese ved fosterdannelse hos drgv-
tyggere. (8,00 kr.).

Studier over pattegrises veekst og ernaring. I. Tilvekst og foder-
forbrug fra 5. til 64. dag samt kvalstofomsatningen fra 26. til
64, dag hos kunstigt ernerede pattegrise. (2 kr.).

Undersggelser over nysesyge og dens irsager. (3 kr.).

Studier over pattegrises vakst og ernaring. II. Tilvakst og foder-
forbrug samt kvalstof-, fosfor- og kalciumomsatningen hos kun-
stigt ernzrede pattegrise i alderen fra 5. til 35. dag. (2,50 kr.).
Fordgjelighedsforsgg med fjerkre. 1. Fordgjelseskanalen hos
hgns samt metodiske problemer ved gennemfgrelsen af fordgje-
lighedsforsgg (3,50 kr.).

Fordgjelighedsforsgg med fjerkre. 2. Forsgg med byg. Forholdet
mellerl? mangden af fordgjede stoffer og omszttelig energi.
(3,50 kr.).






