
lovič-a. Ovo n a m govori da sirevi s dodatom majom imaju u početku in ten­
zivnije i brže zrenje, dok se sa 60. danom stepeni zrelosti pribl ižavaju. 

Bjelančevine sira, kako ukupne , rastvorl j ive i nj ihov međusobni odnos su 
takođe pokazatel j i zrenja sira. Analizirajući ove podatke došli smo do in te re­
santnog podatka . Ogledni sir I, koji je po metodi Šilovič-a pokazivao najveći 
s tepen zrenja, kod procenta rastvorl j ivost i je kroz cijeli per iod ispit ivanja imao 
niže vri jednosti . Ovo nas upućuje na rani je izneseno mišljenje I n i h o v - a 
o odnosima ras tvor l j iv ih bjelančevina i pufernog svojstva s i rn ih čestica. 

Najveći p rocena t rastvorl j ivost i tokom cijelog ogleda je bio kod uzoraka 
oglednog s i ra II, koji je u su ru tk i imao 3 procenta maje. U ovom ogledu sirevi 
koji su zreli s 3 p rocen ta maje imali su p rema rastvorl j ivim bje lančevinama 
naj intenzivni je zrenje. Na osnovu ovih rezul ta ta eksper imenta možemo pred-
postavi t i neke činjenice i u tv rd i t i pozit ivni uticaj dodavanja maje kiselog 
mli jeka suru tk i u kojoj zrije t ravnički sir. Zrenje sira u su ru tk i s majom 
ubrzava zrenje naroči to kroz p rve 4 sedmice, te bi se sir mogao iznositi rani je 
na tržište. N a k ra ju ogleda smo izvršili ocjenu sira koja je pokazala da su og­
ledni sirevi bili bolji po kval i te tu . Taj pozitivni rezul ta t ovih p rv ih eksper i ­
m e n a t a nas navodi da taj r a d nas tavimo i proširimo s novim ispit ivanjima. 

L i t e r a t u r a : 
1. D o z e t, N. (1963.): Prilog poznavanju proizvodnje bijelih mekih sireva na po­

dručju Bosne i Hercegovine, Radovi br. 14, Sarajevo; 
2. I n i h o v , G. S. (1970.): Biohemija moloka i moločnih produktov, Moskva. 

S T A N D A R D I Z A C I J A K O N T R O L N I H L A B O R A T O R I J S K I H M E T O D A 
U M L J E K A R S T V U 

M O G U Ć N O S T P R I M J E N E N O V I H R U T I N S K I H M E T O D A K O D 
O D R E Đ I V A N J A M A S T I I B J E L A N Č E V I N A M L I J E K A * 

М. SOTLAR i A. ARSOV 
Ins t i tu t ža mlekars tvo , Biotehniška fakul teta Ljubl jana 

Određivanje količine makro-sas to jaka mli jeka nužno je kako u uzgojno-
-selekcijskom radu , tako i u ml jekarskoj industr i j i . P laćanje otkupl jenog ml i ­
jeka n a osnovu količine mas t i dugogodišnja je praksa i posljedica raspolo­
živih, j ednos tavnih ru t insk ih metoda određivanja mast i u ml i jeku (Gerber, 
Babcock). J e d n o s t r a n a kont ro la kval i te te mli jeka ima svoju nega t ivnu s t ranu , 
a to je u p r v o m r e d u nepr idavan je značenja bjelančevinastoj komponen t i m l i ­
jeka. U cilju pobol jšanja i iz jednačavanja kemijske kval i te te mli jeka, pos tav ­
ljen je zaht jev za što jednos tavni j im i jeftinijim ru t inskim me todama od ređ iva ­
nja naveden ih sas tojaka mli jeka . Kako bi se moglo uvest i nove ru t in ske p o ­
s tupke kod nas , p roučava l i smo u laborator i ju Ins t i tu ta za mlekars tvo , Razis-
kovalna postaja Rodica, Biotehniške fakul te te u Ljubljani, nove me tode odre ­
đivanja °/o mas t i i b je lančevina . 

* Referat sa DC Seminara za mljekarsku industriju, februar 1971, Tehnološki fakultet, 
Zagreb. 



I Određivanje količine mast i s a p a r a t o m MILKO-TESTER M K II 

Određivanje masti mli jeka u b ro jn im uzorcima otkupljenog mli jeka s po­
moću volumetr i jske metode po Gerberu, zamoran je i opasan rad. Iako daje 
metoda dosta točne rezul tate , postaje zbog upo t rebe opasne sumporne kiseline, 
sve manje poželjna kod tekuće labora tor i j ske analize mlijeka. Mogućnost ele­
gantnog određivanja količine masti , uz neopasno i brzo dobivanje rezul tata , 
bila je os tvarena razvojem danske sp rave MILKO-TESTER (Foss Electric, 
Hillered). Milko tester MK II naj jednostavni ja je izvedba u seriji Milko testera, 
koji djeluje po nefelometri jskom pr inc ipu određivanja °/o masti . Utjecaj b j e -
lančevinast ih djelića, koji bi inače ometal i određivanje masti , isključen je 
nj ihovim otapanjem u otopini reagenta (Versene). Sp rava posreduje s pomoću 
fotometri jskih mjerenja u tv rđene koncentraci je ml ječne masti , koje se očita­
vaju d i rek tno u °/o na skali ins t rumena ta . Ova je podijel jena od 0,0 do 9,2 °/o 
i omogućava točnost na 0,l°/o za mli jeko s 2 do 6°/o mast i , dok su očitavanja 
kod većih količina mast i točna samo još na 0,2°/o. D r u g a decimala rezul ta ta 
ocjenjuje se, dok točnost ocjene zavisi o uvježbanost i i preciznosti osoblja, 
koje ruku je aparatom. Kako se u pros jeku nalazi mas t u otkupl jenom mli je­
ku ispod 6°/o, može se reći, da je za ru t insk i r ad podjela skale MK II zadovo­
ljavajuća. P r imjena reagenta Versene otopine jednos tavna je. Komponen te 
NaOH, Ti t r ip lex ili Komplexon III dobivaju se na domaćem tržištu, samo je 
emulgator Tween 20 potrebno uvoziti (Serva-Heidelberg) . 

M a t e r i j a l i m e t o d i k a r a d a 

Određivanje °/o mas t i u sirovom mi ješanom ml i jeku na osnovu brzog fo-
tometr i jskog postupka s MK II pra t i l i smo sa sli jedećih vidika: 
1. reprodukci ja rezul ta ta određivanja °/o mas t i sa M K II ; 
2. suglasnost rezul ta ta dobivenih sa M K II s r ezu l t a t ima dobivenim po metodi 

Gerber ; 
3. utjecaj konzerviranja mli jeka na određivanje mas t i s MK II ; 
4. utjecaj temper i ran ja mli jeka pr i je anal ize fotometr i jskim pos tupkom; 
5. utjecaj kiselosti mli jeka n a r ad sprave . 

R e p r o d u k c i j a r e z u l t a t a f o t o m e t r i j s k e m e t o d e 
Preciznost metode, a t ime i točnost rezu l ta ta određivanja mast i s MK II 

u tvrđ iva l i smo s pojedinačnim određivanj ima '% mas t i u istom mlijeku. Mli­
jeko se oduzimalo iz k a n t a i iz cis terna n a p r i j emu ml jekarskog pogona. U si­
rovom miješanom mli jeku is tovremeno smo u tv rđ iva l i u više n a v r a t a i p r e ­
ciznost Gerberove metode (upotreba 11 m l p ipe te za mlijeko). Rezul ta t i i s t ra ­
živanih serija pojedinačnih mjerenja iznijet i su u tabl ici 1. 

Tablica 1 

Određivanje % masti 
х od n — 20 

izvor 
uzorka 

kolebanja 
min max 

standardna 
devijacija °/o 

Malko-tester 
Gerber 3,30 kanta 0,01 

0,05 
0,06 
0,10 

0,031 
0,055 

Milko-tester 
Gerber 3,60 cisterna 0,01 

0,05 
0,06 
0,15 

0,018 
0,094 

Milko-tester 
Gerber 5,30 kanta 0,04 

0,05 
0,13 
0,25 

0,067 
0,104 



Reprodukci ja r ezu l t a ta pojedinih određivanja u istom mlijeku pr imjetno 
je bolja kod fotometri jskog postupka određivanja količine mast i . Is tovremeno 
zabilježena su kod analize mli jeka s nižim °/o mast i točnija određivanja na 
MK II nego u slučaju ml i jeka s većom količinom mast i . Slične rezul ta te po ­
kazuju i i s t raživanja H o f f e r a 1967. i drugih. 

U s p o r e đ i v a n j e r e z u l t a t a o d r e đ i v a n j a °/o m a s t i 
n a o s n o v u o b a d v i j e m e t o d e 

Pr i je ađus t i ran ja MK II, koji je bio odmjeren u vri jednost i metode Rose 
—• Gottl ieb, us tanovi l i smo kod dvokra tnog ponavl janja određivanja, u se­
riji 72 uzoraka sirovog miješanog mli jeka s 3,10 do 5,60% masti , u pros jeku za 
0,15'% veće rezul ta te , nego kod Gerberove metode. Nakon baždarenja sprave 
u suglasnosti s Gerberovom metodom (11 ml mlijeka) pokazala se kod 260 
uzoraka sirovog miješanog mli jeka s 3,00 do 5,55% mast i , potpuna suglasnost 
rezu l ta ta fotometr i jskih mjerenja s određivanj ima po Gerberu, u 22,70% slu­
čajeva. Veća pozi t ivna odstupanja MK II ustanovl jena su kod 26,54% uzoraka, 
dok su kod 50,76% uzoraka bili na Milko-testeru određeni u uspoređenju sa 
sumporno-kise lom metodom, niži rezultat i . 

Tablica 2 

n — broj uzoraka 
Broj uzoraka 

260 
Relativna vrijednost '"/u 

100,00 

Suglasnost rezultata 59 22,69 

Odstupanja s + oznakom 
0,01 do 0,05 46 17,69 
0,06 do 0,10 19 7,32 
0,11 do 0,15 3 1,15 
0,16 do 0,20 1 0,38 

Ukupno 69 26,54 
Odstupanja s — oznakom 

0.01 do 0,05 85 32,69 
0,06 do 0,10 39 15,00 
0,11 do 0,15 4 1,54 
0,16 do 0,20 4 1,54 

Ukupno 132 50,77 

, Iz tablice 2 vidi se, da dolazi kod kompara t ivnog određivanja hiast i u obje 
metode, kako pozi t ivna tako i negat ivna odstupanja. P rev ladavan je nega t ivn ih 
odstupanja kod M K II pr ip isuje se upotrebi 11 ml pipete , upotr i jebl jene za 
mlijeko kod Gerberovog pos tupka . Poznato je, da daje volumetr i j ska me toda 
veće rezul ta te od gravi rnet r i j ske metode Röse-Gottl ieb i to još češće kod p o ­
ras ta količine mas t i u ml i jeku (Roeder, 1954). Uzimajući u obzir s t a n d a r d n u 
grešku određivanja po Ge rbe ru ± 0,10%, nađeno je u cjelini samo 12 uzo raka 
(4,6-%) kod kojih su n a MK II određeni rezul ta t i odstupali od rezul ta ta po Ge r ­
beru u g ran icama od 0,11 do 0,20%. Time se povećava suglasnost rezu l ta ta obiju 
određivanja n a 95,39%. Stat is t ičko provjeravanje suglasnosti naveden ih m e ­
toda vršeno je s pomoću diferencijske metode, M u d r a 1958. Signif ikantnost 
raz l ika između s rednj ih vr i jednost i i s t raživane serije uzoraka, određen ih po 
objema metodama, i sp i tana je t - tes tom (Tablica 3). 



Tablica 3 

Broj uzoraka Srednja vrijednost 
1. Gerber 260 3,768 
2. Milko tester 260 3,754 

razlika 0,014** 
greška razlike (Sd) 0,0035 

** p < 0,10 % 

U prosjeku svih određivanja kod u k u p n o 260 uzoraka , u tv rđena je među 
metodama razl ika od 0,014% mast i na uzorak, a opterećena je vr lo malom 
greškom 0,0035. Iako je kontrola s t - tes tom pokaza la stat is t ičku signifikant­
nost kod p < 0,001 to za p raksu nije od bi tnog značenja. Točnost fotometr i j ­
skog određivanja količine mast i u uspoređenju s konvencionaln im određiva­
njem po Gerberu , označava izračunata s t a n d a r d n a devijacija razl ike S d = 0,057 
posto. Rezul tat i pokazuju dobru suglasnost između naveden ih metoda i pokla­
paju se s podacima S e n f t a 1965, Č e r n e 1966, S c h m i d t a 1966, kao i 
B e r g m a n n a 1968. i napomenom Foss Electr ica 1963. T v r t k a navodi za toč­
nost metode Sd = 0,05 do 0,06% ( B r e m s 1966). 

U slučaju upotrebe 11 ml pipete kod određivanja mas t i po Gerberu dolazi 
često do većih odstupanja između rezul ta ta obaju pos tupka . Tako navodi t v r t ­
ka u tom slučaju mogućnost odstupanja rezu l t a ta od 0,10%. Kod ru t inskog od­
ređivanja je kontrola j ednokra tn ih para le ln ih određivanja '%• mast i u mli je­
ku pr imjenom obiju metoda, pokazala kod razl iči t ih analiza Sd od 0,08 do 
0,10%. 

S obzirom na to, da se iz već naveden ih razloga i u svijetu kod Gerbero­
ve metode upotrebl java umjesto 11 ml pipete , p ipe ta od 10,75 ml, izvršili smo 
kompara t ivna određivanja i u tom smislu. N a v e d e n a negat ivna odstupanja 
kod Milko-testera snižena su tako, da su sada kod upo t rebe 10,75 ml pipete 
(Gerberova metoda) odstupanja između pa ra l e ln ih j ednokra tn ih određivanja po 
objema me todama u gran icama od 0,03 do 0,05'%, što se poklapa s navodima 
s t ran ih autora . 

U t j e c a j k o n z e r v i r a n j a u z o r a k a m l i j e k a 
z a o d r e đ i v a n j e m a s t i s M K I I 

U slučaju konzervi ranja uzoraka ml i jeka s К 2 С Г 2 О 7 i HgCb nisu u t v r đ e ­
na b i tna odstupanja u rezul ta t ima određivanja mas t i . Ponovna određivanja na ­
kon 3 do 5 d a n a u prosjeku su pokazala m i n i m a l n e razl ike, koje nisu bile veće 
od 0,01%. 

U t j e c a j t e m p e r a t u r e m l i j e k a n a 40°C 
n a o d r e đ i v a n j e m a s t i s M K I I 

Zagr i javanje mli jeka pri je analize n a Mi lko- tes te ru pra t i l i smo u no r ­
malnom i anormalnom mli jeku (mastitis). Utjecaj zagr i javanja na normalno 
mlijeko odražava se tek na ocijenjenom d rugom decimalnom mjestu rezul ta ta , 
razl ika — 0 ,01% masti , što je posljedica p r o m j e n e u vo lumenu oduzete količine 
uzorka. Kod 20 uzoraka masti t ičnog, t e rmolab i lnog mli jeka anal iz i ranih s 
MK II u odnosu n a Gerberovu metodu u tv rd i l i smo napro t iv značajno niže 
vri jednosti . Eks t r emne slučajeve dajemo u tabl ici . 4. 



Whiteside Gerber MK II Razlika 
test °/o masti '% masti % masti 
** 3,50 3,35 —0,15 
*** 3,90 3,70 —0,20 
**** 3,85 3,60 —0,25 

U t j e c a j p o r a s t a k i s e l o s t i m l i j e k a 
n a o d r e đ i v a n j e m a s t i s M K I I 

Granicu normalnog r a d a apara ta , u zavisnosti od kiselosti mlijeka, pra t i l i 
smo s pa ra le ln im određ ivanjem ti tracione kiselosti ml i jeka i mjerenjem kise­
losti s pomoću ind ika tor papir ića S tuphan M. Č e r n a 1966. navodi kao g ra ­
nicu 11 SH°, dok mi s m a t r a m o n a osnovu stečenog iskustva, da kiselost ml i je ­
ka ne smije pri jeći g ran icu od 10 SH° ukoliko želimo nesmetan i rad homogeni-
zatora, odnosno cijele apa ra tu r e . Posebno u l jetnim mjesecima nužno je kon­
zerviranje uzoraka i egzaktna kontrola mlijeka. 

D I S K U S I J A 

Brzo fotometri jsko određivanje količine mast i na Milko-tes teru bilo je is ­
pi tano u bro jn im ins t i tuc i jama u svijetu. Radovi S e n f t a 1965, H a n n a 
1966, S c h m i ' d t a 1966, H o f f e r a 1967 i drugih po tvrđu ju dobru sugla­
snost fotometri jskog određivanja °/o masti s Gerberovom metodom. Suglasnost 
rezul ta ta k o m p a r a t i v n i h određivanja mast i nađena je u 92 do 96% slučajeva. 
Točnost fotometri jskog pos tupka i apara ta kao cjeline, kod para le ln ih odre ­
đivanja mast i u is tom mli jeku, bolja je nego kod Gerberove metode. Dobra 
suglasnost rezu l ta ta M K II s rezul ta t ima referencijske metode za uspoređen je 
(Gerber, Röse-Gottl ieb) zavisi u p rvom redu o prav i lnom ađust i ranju apa ra t a 
na vri jednost i referenci jske metode, koja je u pojedinim zemljama propisana 
za određivanje mast i . Kod nas je Pravi ln ikom o kval i te t i mli jeka propisano 
određivanje mas t i po Greberu , a dozvoljena je i upo t reba Milko-testera. U 
dubioznim slučajevima važi rezul ta t po Gerberu . Kako Prav i ln ik ne navodi 
točan postupak izvođenja Gerberove metode (pipeta od 11 ili 10,75 ml) bilo bi 
poželjno, da se što pr i je propiše S tandard i to zbog bolje suglasnosti u rezu l ­
t a t ima metoda: Röse-Gott l ieb — Gerber — Milko-tester, s p ipetom 10,75 ml . 

Na osnovu u t v r đ e n i h r ezu l t a t a i p rak t ičn ih iskustava može se zaključiti , 
da su prednost i fotometr i jske metode određivanja mast i s Milko- tes terom M K 
II očite. Otpada opasan r a d sa sumpornom kiselinom, n e m a teškoća s ods t ra ­
nj ivanjem neagres ivne mješavine mli jeka i Versena. U toku radnog v r e m e ­
na može jedna osoba anal iz i ra t i do 600 uzoraka mlijeka. Svakako je po t rebna 
redovi ta kon t ro la r a d a a p a r a t a s para le ln im određivanjem mast i p r e m a r e -
ferencijskoj metodi , č ime se povećava točnost i s igurnost određivanja '% m a ­
sti s Milko-testerom. 

II Rutinsko određivanje bjelančevina 

Količinu ml ječnih b je lančevina određuje se s pomoću različitih metoda, 
koje baziraju ili n a određ ivan ju pojedinih osobina, ili pojedinih g rupa ili p a k 
sastojaka bje lančevinas te molekule . S obzirom n a raznolikost k r i t e r i jüma p o ­
jed in ih metoda, var i jaci ja u sas tavu bjelančevina, vari jaci ja u međusobnom 
odnosu pojedinih v r s t a b je lančevina, kao i s obzirom na udio nebje lančevinas tog 



N, kojega obuhvaćaju pojedine analize, razumlj ivo je, da pojedine analize ne 
daju sasvim jednake poda tke o s tvarnoj količini b je lančevina u određenom 
uzorku mli jeka. 

Kao referencijska metoda za određivanje b je lančevina u mli jeku pr izna ta 
je danas In ternacionalnim s tandardom (FIL/IDF 20-1962) klas ična metoda po 
K j e l d a h l u. Izbor brze ru t inske me tode vršio se komparac i jom rezul ta ta 
formolne i acidometri jske titracije, d i rek tnog refraktometr i jskog, spekt ro-
fotometrijskog i f luoro-metrijskog određivanja , desti lacione Kofrcany metode i 
metoda, koje baziraju na biure t ili folin reakci j i ili upot reb i različi t ih bo ­
ja. Do nedavno bila je kao ru t inski pos tupak najviše upot reb l javana for-
molna t i t raci ja (po S t e i n e g g e r - u, modifikaci ja S c h u l z , V o s s , K a y 
1956), dok se u zadnje vri jeme sve više af i rmira ju metode, s koj ima se 
vrši određivanje bjelančevina na osnovu vezivanja određene boje. Prednos t ove 
metodike je u postignutoj automatizacij i rada , š to omogućava serijsko odre­
đivanje količine bjelančevina u vel ikom bro ju uzoraka mli jeka s pomoću jedno­
s tavnih apara tu ra , kao npr . PRO-O-MAT (Fucoma) i PRO-MILK (Foss Elec­
tric). Kao najupotreblj ivi je pokazale su se kisele boje amido crno 10 B i orange 
G, dok druge kao npr . orange 12, diacid g reen G. S., br i l l iant orange itd., u 
praksi nisu prodrle , iako su upotreblj ive. I s t raž ivanja S c h o b e r a i H e t z e l a 
1956, S t e i n s h o l t a 1958, te R a a d s v e l d a 1959, dovela su do upot ­
punjenih modifikacija upotrebom amido crnog 10 B i do mehanizacije nave ­
dene kolorimetr i jske metode, što g a r a n t i r a p r im jenu pos tupka u svakodnevnoj 
rut inskoj p raks i određivanja bje lančevina mli jeka. 

Metoda zasnivana je na osobini bje lančevina, da u određenim gran icama 
pH ispod iso-elektr ične točke, reagi ra ju s određen im kiselim bojama i s tva ra ­
ju s n j ima netopiv kompleks bje lančevina — boja. K a k o ova ne reagi ra s n e -
bje lančevinast im N, ovim postupkom određuje se samo s tva rna količina b je­
lančevina. Mlijeku dodaje se u v išku boje s točno određenom koncentraci jom 
(u svijetu: 4—6—8 gama/ml puferne otopine sa pH 2.35, dok u našem ins t i tu tu 
up t reb l j avamo koncentraci ju 6,17 gama /ml pufe rne otopine sa pH 3,30, je r 
n a m ova daje suglasnije rezul ta te u odnosu n a referenci jsku metodu). Mjerilo 
za količinu pr i su tn ih bjelančevina p reds tav l ja onaj dio dodane boje, koji sa 
s t rane bje lančevina nije bio apsorbiran. Kol ič ine neapsorb i rane boje u bistroj 
tekućini određuje se foto-kolorimetri jski n a PROT-O-MAT-u ili PRO-MILK-u . 
Dok iziskuje p rv i p r i p r e m u bistre tekućine s pomoću centrifugiranja, dobiva se 
ova kod Pro -mi lka s pomoću fil t raci je. S t r a n e labora tor i je daju prednost fil-
t rac ionom postupku, jer uslovljava m a n j u mogućnost grešaka u pos tupku i 
sasvim bis t ru tekućinu, dok je kod centr i fugiranja , odnosno mjerenja na P ro t -
-o-matu predus lov savjestan rad, kako bi- se izbjeglo subjekt ivne greške. Ska­
le n a P ro t -o -ma tu i P ro-mi lku odmjerene su tako , da se očituje rezul ta t di­
rek tno u °/o bjelančevina, bez ikakvog p re računavan ja . 

M a t e r i j a l i m e t o d i k a r a d a 

Reprodukci ja rezul ta ta i suglasnost pojedin ih metoda određivanja b je lan­
čevina u mli jeku sa s tandardnom, k las ičnom metodom, vršene su na osnovi 
pr incipa iznijetih kod određivanja ml ječne mas t i . Rezul ta t i amido crnog ko -
lometr i jskog određivanja bjelančevina (Prot-o-mat) uspoređeni su s rezul ta t i ­
m a K j e l d a h l metode. Kako se u p r aks i mnogo upot rebl java i formolna 
ti tracija, uključil i smo u komparac i ju i ovaj pos tupak . 



R e p r o d u k c i j a r e z u l t a t a a m i d o c r n e m e t o d e 

Za kont ro lu točnosti amido c rne metode 20 pu ta određivala se količina 
bjelančevine u istom uzorku mlijeka. Iz računata s t an d a rd n a devijacija S = 
= + 0,037%> za pojedine determinaci je na Pro t -o-matu pokazuju nešto slabiju 
reprodukci ju rezul ta ta , nego što je to bio slučaj kod klasičnog amido crnog 
postupka, mjerenjem E vr i jednosta (baždarna krivulja) na Unicam SP 600 foto-
met ru , gdje je na đena vr i jednost S = + 0.019%. ( S o t l a r 1967). 

U s p o r e đ i v a n j e r e z u l t a t a o d r e đ i v a n j a °/o 
b j e l a n č e v i n a n a o s n o v u s v e t r i a n a l i z e . 

Točnost rezul ta ta za fl/o b je lančevina dobivenom s kolor imetr i jskim amido 
crnim pos tupkom (Prot-o-mat) ispitali smo kompara t ivn im određivanjem b je ­
lančevina s ref erenci jskom metodom po K j e l d a h l u i s formolnom t i t r a -
cijom. Izvršene su dvi je seri je osmatranja : U prvoj seriji s 35 uzoraka mli je-
jeka, u koj ima se k re t a l a količina bjelančevina u gran icama od 2,80 do 3,80°/o, 
izvedeno je kompara t ivno određivanje bjelančevina po K j e l d a h l u (i), for-
molnoj t i t raci j i (ii) i amido crnom pos tupku (iii), dok je u drugoj seriji po­
kusa kod 114 uzoraka (s 2,70 do 4,30°/o bjelančevina) vršeno parale lno odre­
đivanje s formolnom t i t rac i jom i amido crnim postupkom. Uzorci uzimani su na 
r ampi ml jekarskog pogona i predstavl ja ju miješano mli jeko stada s ivo-sme-
đih i je rsey k rava . Sta t i s t ička obrada rezul ta ta s pomoću analize var i jance 
pokazala je, da same me tode n e utječu bi tno na var i ranje rezul ta ta ( M u d r a 
1958). U tablici 5 n a v e d e n a je šema AV iz koje se v ide s ignif ikantne razl ike 
samo za uzorke, što j e posljedica diskont inuiranog značenja posmat ran ja — to 
jest slučajnog izbora uzoraka mlijeka. 

Tablica 5 

Izvor 
variance 

Br. s tup­
njeva slo­
bodne SP 

Suma 
kvadrata 
VKO 

Ocjene 
varijance 
S 2 

F F o.oi F 0,05 

Metode 2 0,0600 0,030 1,76 3,13 4,92 
Uzorci 34 4,0022 0,117 10,40** 1,62 1,98 
Greška 68 1,1818 0,017 
Ukupno 104 5,2440 

Suglasnost r ezu l t a ta brz ih ru t insk ih metoda to jes t forfnolne t i t raci je (ii) 
i amido crnog pos tupka (iii) s rezu l ta t ima referencijske Kjeldahlove (i) metode 
kao i međusobne odnose me toda (ii) i (iii) provjer i l i smo s pomoću diferehcijske 
metode (metode pa rova — B 1 e j e c 1967). U tablici 6 navedena su s t anda rdna 
odstupanja raz l ika i s rednje g reške razl ika za pojedina kompara t ivna odre ­
đivanja. 

Tablica 6 

Broj Standardno od­ Srednje gre­
M e t o d e proma­ stupanje razlike ške razlike 

tranja Sd Sd 

Kj (i) — FT (ii) 35 0,096 0,016 
Kj (i) — AM (iii) 35 0,031 0,005 
FT (ii) — AM (iii) 35 0,061 0,010 
FT (ii) — AM (iii) 114 0,075 0,007 



U pros jeku svih određivanja (n = 35) u tv rđena razl ika između Kjeldahlove 
metode i amido crnog postupka, bila je х = + 0,01%, te između Kjeldahlove 
metode i formolne titracije, х = + 0,04 :% (srednje vri jednost i za i, ii, iii; 
3,22.880/¾ 3,2328%, 3,2388%). Iako je apsolu tna i prosječna razlika, p roma t r ano 
u cjelini, između vrijednosti dobivena po Kje ldahlu odnosno s formolnom t i t r a -
cijom niža u odnosu na razl iku između pos tupaka (i) t e (iii), vidi se iz tablice 6, 
da je kolorimetr i jsko određivanje b je lančevina u boljoj suglasnosti s referen-
cijskom metodom; Sd je niži —0,031 : 0,096. Dobiveni rezul ta t i u suglasnosti su 
s navodima S t e i n s h o l t a 1958, P o s t h u m u s a 1961, E i s s e s a 1961, 
W a n d e r z a n t a 1961, H a v e a 1962, 1969, te d rug ih koji u tv rđu ju dobru 
suglasnost rezul ta ta kolorimetr i jske me tode s rezu l ta t ima po Kjeldahlu: Sd od 
0,03% do 0,05% (ISO/TC, 34/SC 5, 1969). 

D I S K U S I J A 

Na osnovu vlasti t ih rezul ta ta kao i r ezu l t a ta naveden ih u l i t e ra tur i može se 
kolorimetr i jsko određivanje bje lančevina u ml i jeku s amido crnim postupkom 
preporuči t i za rut insko određivanje b je lančevina u miješanom mlijeku, svim 
većim laborator i j ima s dovoljnim brojem dnevn ih analiza. Smat ramo, da je za 
našu p raksu u prvom redu pot rebna s tandardizaci ja pos tupka za određivanje 
bjelančevina u otkupljenom miješanom mli jeku pojedinih proizvođača, pa stoga 
ne dolaze do izražaja greške, koje navode D o l b y 1964, H ä n n i i S c h m i d t 
1966. Ovi autor i naime tvrde, da daje metoda, kod određivanja bjelančevina u 
mli jeku pojedinih životinja i to u početnoj i zaključnoj fazi laktacije, veća 
odstupanja s obzirom na Kjeldahlovu metodu. Može se navest i i V a n d e r 
H a v e a 1956, 1969, koji ukazuje n a slične poteškoće, ali is tovremeno i ističe 
činjenicu k a k o je s istom greškom, samo u man jem opsegu, opterećena i metoda 
po Kjeldahlu. Slična zapažanja u t v r đ e n a su i u našem inst i tutu. Treba podvući 
činjenicu, da je za povećanje sigurnosti rezul ta ta , po t rebna kontrola svake novo-
pr imljene šarže otopine boje, ili određ ivanjem s t anda rdne ekstinkcijske vr i jed­
nosti (u nas na Unicam SP 600, kod va lne dužine 615 m, kod dvostrukog raz-
rjeđenja t j . 5 : 200.10 :10, čiste otopine, je E = 0.559), ili kompara t ivn im odre ­
đivanjem bjelančevina po Kjeldahlu. 

U vezi s ru t inskim određivanjem količine bje lančevina s pomoću formolne 
ti tracije, kojom će se b a r e m manj i labora tor i j i još neko vr i jeme služiti, p repo­
ručuje se upot reba s tandardne labora tor i j ske opreme (bireta, k ip-automat i , 
svjetlosno tijelo). Iako ova metoda daje dosta suglasne rezul ta te s referenci j -
skom metodom, u dosta većoj mjer i p o d v r g n u t a je subjek t ivnim greškama (od­
ređivanje ni jansa kod titracija) pa dajemo zbog toga prednos t kolor imetr i jskom 
amido c rnom pos tupku određivanja b je lančevina u mli jeku. 
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