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Eingegangen 15. Oktober 1992. Angenommen 27. Oktober 1992

Routinebestimmung des Eiweiss- und Caseingehaltes
der Milch mit der Infrarot-(IR-)Methode

Routine Determination of Protein and Casein Content of Milk by Infrared (IR)
Method

E Taha und Z. Puban

Institut fiir Lebensmittelwissenschaft, Labor fiir Milchwissenschaft,
ETH-Zentrum, Zirich

Einleitung

In den meisten Milchwirtschaftslindern wird der Eiweissgehalt der Milch bei
der Qualititsbezahlung berticksichtigt. Das erfordert Massenanalysen, die mit den
aufwendigen und zeitraubenden chemischen Methoden kaum zu realisieren sind.
Kurz nach der Veroffentlichung der Pionierarbeit von Goulden (1) iiber die Grund-
lage der Bestimmung der Milchinhaltsstoffe mittels Infrarot-(IR-)Spektroskopie
kamen die ersten IR-Gerite auf den Markt. Leistungsfihige und einfach bedienbare
IR-Analysengerite wurden in den letzten Jahren entwickelt und zur routinemis-
sigen Bestimmung der Milchinhaltsstoffe eingesetzt. Heute bieten die IR-Gerite
als einzige die Moglichkeit, die Bestimmungen der Milchinhaltsstoffe sowohl fiir
die Qualitdtsbezahlung wie auch fiir ziichterische Zwecke wirtschaftlich tragbar
durchzufiihren.

Die Ermittlung des Caseingehaltes mittels IR-Methode erfolgt indirekt iiber die
Differenz zwischen dem Gesamteiweiss und dem im Filtrat verbliebenen Eiweiss
nach der isoelektrischen Fallung des Caseins. Da sowohl der pH-Wert wie auch die
Art der Sdure, mit der die Fallung erfolgt, einen Einfluss auf das Resultat der
IR-Methode haben, ist die Entfernung des Caseins mit Essigsiure nach Rowland
(2) fiir die IR-Messung problematisch. Dies zeigten die Arbeiten von Sjaunja und
Schaar (3) mit Essigsaure, Barbano und Dellavalle (4) mit Phosphorsiure sowie
Casado et al. (5) mit Salzsdure. Aus den Versuchen kann abgeleitet werden, dass die
IR-Bestimmung von Casein, im Gegensatz zur Gesamteiweissbestimmung, noch
optimierungsbediirftig ist.

Die beiden Methoden, Kjeldahl- und IR-Methode, basieren auf unterschiedli-
chen Prinzipien; bei der Methode nach Kjeldahl ist der N-Gehalt und bei der
IR-Methode sind die Peptidbindungen fiir den Eiweissgehalt massgebend. Da die
Methode nach Kjeldahl bis heute als Referenzmethode dient, erfolgt die Eichung
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der IR-Gerite mit den Referenzwerten mit Hilfe der Kjeldahl-Werte. Die Mess-
werte der IR-Gerite werden nicht nur von der Richtigkeit der Eichwerte beein-
flusst, sondern auch von den IR-Geraten selbst (instrumentelle Einfliisse) und
durch die physikalisch-chemische Verinderung der Milchproben bis zur Analyse.

Material und Methode

Fir die quantitative Bestimmung der Milchinhaltsstoffe wurde der mittlere
Infrarotbereich (MIR) gewiahlt, der sich zwischen den Wellenlingen von 2,5 und
25 um erstreckt. Goulden (1) beschrieb in seiner Pionierarbeit eine Methode fiir die
quantitative Bestimmung der Inhaltsstoffe der Milch mittels IR-Energieabsorp-
tion. Die am besten geeigneten Wellenlingen fand er fiir Fett (C = O) bei 5,73 um,
fir Eiweiss (NH2) bei 6,46 jim und fiir Lactose (OH) bei 9,6 um. Abbildung 1 zeigt
die Infrarotspektren von Wasser, Fett, Eiweiss und Lactose (6).

Bei den IR-Geriten erfolgt die Messung der Milchinhaltsstoffe nach folgenden
Prinzipien (7):

— Vergleich der Absorption der IR-Energie gleicher Wellenlinge (Zweistrahl-Sy-
stem) bei Milch und Wasser als Referenz (z. B. Infra Red Milk Analyser, IRMA).

— Vergleich der Absorption der IR-Energie (Einstrahl-System) bei Milch bei zwei
unterschiedlichen Wellenlingen. Ein IR-Strahl, welcher Wellen eines bestimm-
ten Frequenzbereiches (Band) enthilt, wird durch die Milch geleitet (Messungs-
wellenlinge). Die Intensitit der Absorption (Schwachung) stellt ein Mass fiir
die Anzahl der Molekiile dar, die der IR-Strahl passieren musste. Bei der zweiten
Wellenliange (Referenzwellenlinge) wird die IR-Energie hingegen nur minimal
absorbiert (z. B. Milko-Scan und Multispec-Gerite).

Transmission

10 Pett Fett Eiweiss Laktose

0 1 1 1 1
35 575 .65 9.6

‘Wellenléinge (pm)

Abb. 1. IR-Spektren von Wasser, Fett, Eiweiss und Lactose (6)
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Die Signale der zu messenden Komponenten der Milch und die IR-Referenzsi-
gnale werden von einem IR-Detektor aufgenommen und verarbeitet. Die Grosse
der Absorption der IR-Energie stellt ein Mass fiir die Anzahl der Molekiile des
entsprechenden Inhaltsstoffes dar. Nach rechnerischen Korrekturen wird die Kon-
zentration der einzelnen Komponenten angezeigt.

IR-Gerdt

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung des Eiweiss- und Caseinge-
haltes mittels IR-Methode mit zwei Milko-Scan 605 Geriten (Firma A/S N. Foss
Electric, Danemark) durchgefiihrt. Das Gerit ist eine Einzel-Messzelle (Milchpro-
benzelle), zwei Wellenlangen (Singel-Cell, dual-wavelength) Spektrometer. Das
optische System dieses neuen Milko-Scan 605 ist identisch mit den Milko-Scan-
Geridten anderer Serien (Abb. 2), aber der IR-Detektor, das optische Filterrad, die
Pumpeinheit und der Homogenisator wurden modifiziert und verbessert. In die
Zentraleinheit des Gerites ist eine IR-Box, welche den IR-Energiestrahl erzeugt,
eingebaut. Ein Filterrad, das in einem bestimmten Winkel zum IR-Energiestrahl
steht und 5 Filterpaare enthilt, steht vor der Proben-Kiivette. Damit werden die
fir die Messungen nétigen Wellenlingen eingestellt. Dies geschieht durch die
Anordnung der entsprechenden Filter mit Hilfe eines Motors und ermoglicht
gleichzeitige Analysen mit fiinf unterschiedlichen Wellenlingen (fiir Eiweiss, Lac-
tose, Fett (A), Fett (B) und einem Filterpaar als Reserve). Das Gerit ist mit einem
Mikroprozessor ausgestattet. Dieser iiberwacht mehrere kritische Vorginge und
ermoglicht, 8 verschiedene Messprogramme zu steuern (8).

Abb. 2. Optisches System des Milko-Scan-Gerites (6)
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Filter A und Filter B

Die charakteristische Absorption der IR-Energie durch die Esterbindung
(C = O) zwischen Glyzerin und Fettsdure liegt bei 5,73 um. Fiir die Fettbestim-
mung ist nur die Zahl der veresterten Fettsiuren und nicht deren Kettenlinge
entscheidend. Die Kettenlingen und Molekulargewichte der Fettsiuren sind nicht
konstant. Gecks (9) und Kold-Christensen (10) berichteten tiber die Verbesserung
der Fettbestimmung mittels IR-Methode. Sie verwendeten die Wellenlinge 3,40 um
und massen die absorbierte IR-Energie fiir die C-H-Bindung. Die Fettbestimmung
ist demnach sowohl bei der Wellenlange von 5,73 um (Filter A) als auch bei 3,40 pm
(Filter B) moglich. Sjaunja und Andersson (11) sind der Meinung, dass zwischen
den beiden Filtern beztiglich Wiederholbarkeit kein Unterschied bestehe, beziig-
lich Richtigkeit jedoch mit Filter B bessere Werte erreicht werden als mit Filter A.

Eichung der IR-Gerite

Die Eichung der IR-Gerite zur Erlangung exakter Messresultate ist unentbehr-
lich. Dies ist jedoch mit verschiedenen Schwierigkeiten verbunden. Als Griinde
werden angefiihrt:

— Milchistein polydisperses Gemisch, in dem das Fett emulgiert und die Eiweisse
kolloiddispers in der wisserigen Losung der tibrigen Milchinhaltsstoffe vorlie-
gen. Eine Schwierigkeit bei der quantitativen Analyse von Milchinhaltsstoffen
liegt darin begriindet, dass es keine selektiven Absorptionsbinder fiir die ein-
zelnen Milchinhaltsstoffe gibrt.

— Bei der Eichung wird nicht nur mit einer, sondern mit mehreren Wellenlingen
gearbeitet. Fiir die Anpassung an die Eichungslinie wird deshalb die Berechnung
der multiplen linearen Regression notwendig, welche bei der Eiweissmessung
neben den Werten fiir Eiweiss auch diejenigen fiir Fett und Lactose enthilt.
Diese multiplen Regressionen werden nicht fiir eine Eichungslinie, sondern fiir
einen multidimensionalen Raum, der durch unterschiedliche Eichungswerte
entsteht, angewendet.

Es wird angenommen, dass die Absorptionswerte sowie die mit der Stan-
dardmethode ermittelten Werte korrekt sind. Beide basieren jedoch auf unter-
schiedlichen Prinzipien und sind mit gewissen Fehlern behaftet. Bei der IR-Metho-
de werden physikalische Vorginge auf molekularer Ebene untersucht; mit der
Kjeldahl-Methode hingegen wird der N-Gehalt chemisch bestimmt. Somit ist die
Beziehung IR- zu Referenzmethode nicht perfekt.

Weil die Caseinbestimmung auf indirektem Weg tiber Bestimmung von Gesamt-
eiweiss und Nicht-Caseineiweiss erfolgt, hingt folglich die genaue Bestimmung des
Caseins von der genauen Bestimmung der beiden direktzubestimmenden Eiweiss-
fraktionen ab. Vorversuche haben ergeben, dass die Eichung der IR-Gerite fiir
Gesamteiweiss und fiir Nicht-Caseineiweiss einzeln durchgefiihrt werden muss,
um genaue und reproduzierbare Resultate zu erhalten.
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Eich-Standarde

Fiir die Eichung des IR-Gerites wurden aus 60 Liter Mischmilch einer Kiseret
mittels Ultrafiltration (Cut-off 20 000 Dalton) Permeat und Retentat gewonnen.
Durch entsprechendes Mischen von Retentat und Permeat wurden schliesslich 8
Eichstandarde mit unterschiedlichem Gesamteiweiss- und Caseingehalt hergestellt
(Tabelle 1). Der Bereich lag zwischen dem zu erwartenden minimalen und maxi-
malen Wert der Milch in der Schweiz.

Von der einen Hilfte der Standarde, in Kunststoffflaschen abgefillt, wurde fiir
die Eichung eingesetzt. Die andere Hilfte wurde fiir die Herstellung der Standarde
fir die Eichung des Gerites bei der Caseinbestimmung verwendet.

Wihrend der 16monatigen Versuchsdauer wurden die IR-Gerite (2 Milko-Scan
605) 3mal geeicht: mit der hergestellten Eich-Standarde (im Februar 1989) und mit
ausgewahlten Milchproben (Betriebsmilch) wihrend der Versuche (Oktober 1989,
Februar 1990). Die Eiweissgehalte der Standarde, berechnet aus dem N-Gehalt
(TN x 6,38), wurden fiir die Eichung der Gerite auf Gesamteiweiss eingesetzt.
Ebenfalls wurden die Molkeneiweissgehalte (NCN x 6,38) der Standarde berechnet
und fir die Eichung der Gerite fir Molkeneiweiss eingesetzt (Tabelle 1). Dies ist
insofern korrekt, als bei der IR-Bestimmung der in NCN enthaltene NPN keinen
Einfluss auf die Bestimmung der Molkeneiweisse hat (4).

Die Durchfithrung der beiden Eich-Prozeduren, fir Gesamteiweiss und fir
Molkeneiweiss, geschah mit zwei separaten Messprogrammen nach Anweisung der
Herstellerfirma (8).

Kontrolle der Linearitit

Fiir die Prifung der Linearitit sind ca. 8 Milchproben mit bekannten Gehalts-
werten (12) oder 3 Milchproben, je eine mit hohem, mittlerem und tiefem Gehalts-

Tabelle 1. Gehalte der Eich-Standarde an Gesamteiweiss (TN x 6,38) und Nicht-
Caseineiweiss (NCN x 6,38)

Gesamteiweiss Nicht-Caseineiweiss
¢/100 g
Standard-Nr. 1 3,60 0,88
g 3,49 0,86
5 3,38 0,84
4 320 0,82
5 3,18 0,81
6 3,18 0,80
7 2,98 0,78
8 287 075
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wert (13), zu messen. Mittels Regressionsgleichungen fiir die gemessenen und fiir
die effektiven Gehaltswerte wird die Linearitat kontrolliert.

Bei der Kontrolle der Linearitit nach der Eichung wurden die zwei Proben der
Eich-Standarde mit dem hochsten und niedrigsten Wert eingesetzt. Wahrend der
Versuchsdauer (16 Monate) wurden vor den Messungen zwei Milchproben, mit der
Referenzmethode analysiert, je mit den hochsten und niedrigsten ermittelten Wer-
ten verwendet.

Nulleinstellung und Kontrolle der Ubertragungsfebler

Die Einstellung des Nullpunktes kann vorgenommen werden mit in entmine-
ralisiertem Wasser gelstem Triton X-100 (13), mit einer Lésung von y-Butyrolak-
ton, Calciumpropionat und Lactose (14) oder mit destilliertem Wasser (4).

Verschleppungsfehler konnen bei Serienuntersuchungen von Proben grosse
Gehaltsdifferenzen verursachen. Die Kontrolle des Reinigungs- (Purging efficien-
cy) und Verschleppungs-Faktors erfolgt durch Ermittlung der proportionalen
Differenzen von Messungen an Milch- (M) und Wasserproben (W) in der Reihen-
folge W1, W2, M1, M2, W1, W2 usw. Dies muss 10mal (15) bzw. 20mal (12)
wiederholt werden. Die Reinigungseffizienz wird wie folgt kalkuliert:

(£ M1-W2)x 100 / (£ M2 - W2) > 99%

M1 = erster Milchwert
M2 = zweiter Milchwert
W2 = zweiter Wasserwert

In der vorliegenden Arbeit wurden die Nullwerte, wie von der Herstellerfirma
empfohlen, mit einer «Milchminerallssung» eingestellt. Diese Losung enthilt in
1 Liter destillierten Wasser:

— 1,40 g Trinatrium-Zitrat-Dihydrat (Naj3 Zitrat. 2 H,O)
— 1,30 g Kalium-Dihydrogen-Phosphat (KH3PO4)
— 0,50 g Trikalium-Phosphat-Septahydrat (K3PO4.7 H,0)

Es wurde die manuelle Eich-Prozedur gewihlt und folgende Einstellung vor-
genommen:
— Automatischer Spiilintervall: nach 100 Messungen
— Automatischer Null-Einstellintervall: nach 200 Messungen
— Proben-Einfiillvolumen: 6,0 ml

Grenzwerte (1):
— Fiir die automatische Berichtigung des Nullpunktes: 0,02
— Fiir die manuelle Nullpunktstellung: 0,05
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Kontrollproben

Wihrend der Versuchsdauer von 17 Monaten wurden 340 Milchproben
(Tabelle 2) fiir die Kontrolle der Wiederholbarkeit und Richtigkeit eingesetzt.
Diese Kontrolle geschah wochentlich mit 3 bis 10 Proben (Betriebsmilch). Die
Bestimmung der N-Fraktionen wurde nach der FIL-/IDF-Standard-Nr. 20:1962
und Nr. 29:1964, Fett nach Gerber-Methode und Lactose nach FIL-/IDF-Standard-
Nr. 28A:1974 durchgefiihrt.

Tabelle 2. Mittlere Zusammensetzung der Milchproben fiir die Kontrolle der

IR -Gerite
Komponente n 77 CV min. max.
(/100 g) (%)
g/100 g

Gesamteiweiss 340 3,34 553 271 878

Nicht-Caseineiweiss 340 0,74 8,93 0,57 0,91

Casein 340 260 6,00 2105 3,02
X = arithmetischer Mittelwert
CV = relative Standardabweichung

Ergebnisse

Optimierung der Methode zur routinemdssigen Caseinbestimmung

Sowohl die IR- wie auch die chemische Methode nach Kjeldahl sind indirekte
Methoden zur Erfassung des Caseingehaltes der Milch. Mit beiden Methoden wird
der Eiweissgehalt vor und nach der Entfernung des Caseins aus der Milch bestimmt,
und die Differenz stellt den Caseingehalt dar. Da die Fillung des Caseins zeitauf-
wendig ist, wurde in Vorversuchen nach einer einfachen, schnellen und genauen
Methode fiir die Caseinentfernung gesucht. Zuerst wurde zur Caseintrennung
durch Gerinnung mit Lab (Chymosin) die Methode von Karman et al. (16) einge-
setzt. Die Gallerte war nicht bei allen Milchproben befriedigend, das Filtrat war
triibe und das Filtrieren erschwert. Auf das Abtrennen des geronnenen Caseins
durch Zentrifugieren wurde wegen des zusitzlichen Arbeitsschrittes verzichtet.
Die isoclektrische Fillung des Caseins nach Rowland (2) mit Essigsdure und
Natriumazetat kam wegen des Einflusses der Carboxylgruppen auf die IR-Mes-
sung nicht in Frage (3). Obwohl Barbano und Dellavalle (4) bei der Caseinfillung
mit Phosphorsiure gute Ergebnisse erhielten, verzichteten wir auf diese Methode
wegen des Einsatzes von Siure. In den weiteren Versuchen konzentrierten wir uns
auf die selektive Entfernung von Casein durch Labgerinnung.

Bekanntlich hat der pH-Wert einen signifikanten Einfluss auf die Labgerinnung
von Casein. Bei pH von ca. 6,3 gerinnt die Milch rasch zu einer festen Gallerte und
die Molke (Filtrat) wird klar. Um eine feste Gallerte zu erhalten, die auch nach dem
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Schneiden einen gleichmissigen Bruch ergibt, wurden zu 100 ml Probe neben 0,5 ml
Lablésung auch 0,5 ml einer 1,0%igen Phosphorsdure und 1,0 ml einer 10%igen
Tween 80 (Polyoxyaethylen-Sorbitan-Monooleat) Losung zugesetzt. Das so ge-
wonnene Filtrat ist klar. Etwas spater hat auch die Firma A/S N. Foss Electric,
Kopenhagen, fiir die Caseinbestimmung mit ihrem IR-Gerit ein «Casein determi-
nation kit» angeboten, das «Ldsung 1», «Losung 2» (Triton-x-100) und «Lésung
3» (Lab-Losung) enthilt. Da «Losung 1» und «Losung 2» die gleiche Wirkung auf
die Gerinnung der Milch hatten wie die Zugabe von Phosphorsiure und Tween 80
Losung, wurden fiir die weiteren Bestimmungen «Loésung 1» und «Ldsung 2» von
Foss Electric beniitzt. Die Caseintrennung erfolgte nach folgender Methode:

— Wasserbad auf 40 °C einstellen.

— Milchproben vorsichtig temperieren, mischen und fir die Gesamteiweissbe-
stimmung in das Messtlischchen des IR-Gerates, 30-40 ml, mit einer Pipette
einfiillen. Mit einer Vollpipette (100 ml + 0,08) 100 ml Milch in einen 150-ml-
Kolben (weithalsiger Erlenmeyer-Kolben) geben, Kolben mit Uhrglas decken
und im Wasserbad auf 40 °C erwirmen.

— 0,5 ml «<Losung 1» zugeben und mischen.

— 1,0 ml 10%iges Triton-x-100 zugeben.

— 1,0 ml Lablésung (mindestens 75% Chymosin) zugeben und den Kolben wieder
zudecken.

— Nach 5 Minuten die festgewordene Gallerte vorsichtig schneiden mit rostfreiem
Draht oder Spachtel, den Kolben mit Uhrglasdeckel fiir weitere 5 Minuten
stehenlassen.

— Den Kolben aus dem Wasserbad nehmen und den Inhalt durch Papierfilter
(Schleicher & Scholl, 602 1/2) filtrieren (10 min.).

— Das Filtrat in das Messflischchen fiillen, auf 40 °C erwirmen und danach die
Eiweissbestimmung durchfithren.

Folgende Punkte miissen beachtet werden:

— Die im Kiihlschrank gekiihlte Milchprobe soll langsam auf 40 °C erwirmt
werden.

— Haut- oder Schaumbildung vermeiden.

— Labtrige Milch ergibt weiche Gallerte und triibes Filtrat. In solchem Fall muss
die Bestimmung des Caseins nach Rowland (2) erfolgen.

— Die Filtrierzeit muss fiir alle Proben genau gleich sein. Dies gilt auch fir die
Proben zur Kalibrierung. Reproduzierbare Resultate werden nur erreicht, wenn
das Filtrat sofort nach dem Filtrieren gemessen wird.

Die Filtratvorbereitung fiir die Messungen beansprucht ca. 20 Minuten. Dies 1st
jedoch nicht als Nachteil zu betrachten, da fiir die Caseinbestimmung sowieso
zuerst eine Gesamteiweissbestimmung erforderlich ist. Beim Einsatz von Pipettier-
Hilfsmitteln wie automatische Pipetten, Laborflaschen-Dispenser, Micro-Dispen-
ser und zwei Wasserbidern kann eine Person bis zu 40 Proben pro Stunde analy-
sieren.
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Vergleich von IR- und Kjeldahl-Methode zur Gesamteiweiss- und
Caseinbestimmung

Fiir die Priifung der Wiederholbarkeit der IR- und Kjeldahl-Methode und der
Richtigkeit der IR-Methode wurden die in der Tabelle 2 aufgetiithrten Kontrollpro-
ben eingesetzt.

Die Wiederholbarkeit (Repeatability) und Richtigkeit (Accuracy) fiir analyti-
sche Methoden wurde im FIL-/IDF-Dokument (17) und FIL/IDF Provisional
Standard (18) definiert. Das Mass fiir die Wiederholbarkeit ist die absolute Diffe-
renz zwischen zwei Bestimmungen einer Probe in kurzem Zeitintervall. Diese
absolute Differenz sollte fiir jede Komponente, in diesem Fall auch fiir das Eiweiss,
kleiner als 0,04 g/100 ¢ Milch sein bei einer Wiederholbarkeits-Stan-
dardabweichung von 0,014 g/100 g Milch.

Dic Richtigkeit wird definiert als der Mittelwert (x) und die Stan-
dardabweichung (s) der algebraischen Differenzen zwischen IR-Resultaten und
Referenzresultaten, erzielt durch Analyse von n-Milchproben. Fiir Herdenmilch-
proben liegen die Grenzwerte fiir x bei < 0,14/7"2 und bei s < 0,07 g/100 g Milch
bzw. x £0,2/n2 und s £ 0,1 g/100 g Milch fiir Einzelmilchproben.

Wiederholbarkeit

Tabelle 3 enthilt Angaben iiber die Wiederholbarkeit (Differenz zwischen
Doppelbestimmungen) der Kjeldahl-(Referenz) und der IR-Methode. Die aufge-
fiihrte relative Wiederholbarkeit (CV) der IR-Methode unterscheidet sich nicht
wesentlich von derjenigen von Barbano und Dellavalle (4). Sie ermittelten CV von
0,223 fiir Gesamteiweiss, 0,994 fiir Nicht-Caseineiweiss und 0,493 fiir Casein.
Sjaunja und Andersson (11) ermittelten bei der Gesamteiweissbestimmung s von
0,006 und CV von 0,170 fiir die Kjeldahl-Methode und fiir die IR-Methode s von
0,008 und CV von 0,227 (Tabelle 4). Die berechneten absoluten Differenzen ()
und die Standardabweichungen (s) fiir beide Methoden liegen unter den von

Tabelle 3. Wiederholbarkeit der Kjeldahl- und IR-Methode

Methode Komponente n X s GV
(%)
: (g/100 g)

Kjeldahl Gesamteiweiss 340 —0,0011 0,0069 0,206
NCP 340 - 0,0008 0,0039 0,481
Casein 340 —0,0003 0,0078 0,298
IR Gesamteiweiss 340 0,0010 0,0078 0,298
NCP 340 - 0,0014 0,0068 0,914
Casein 340 0,0024 0,0108 0,414

NCP = Nichtcaseinerweiss
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Tabelle 4. Wiederholbarkeit der Kjeldahl- und IR-Methode (Barbano and Della-
valle (4) und Sjaunja and Andersson (11))

Methode Komponente s cv Autor
(/100 g) (%)
Kjeldahl Eiweiss 0,014 0,446 (4)
NG 0,005 Q712
Casein 0,015 0,615
IR Eiweiss 0,007 £,223
NCP 0,007 0,994
Casein 0,012 0,493
Kjeldahl Eiweiss 0,006 0,170 (11)
IR Eiweiss 0,008 0,227

NCP = Nichtcaseineiweiss

FIL/IDF (17) angegebenen Werten von 0,04 g/100 g Milch fiir die absolute Diffe-
renz zwischen der Doppelbestimmung und 0,014 g/100 g Milch fiir s.

Richtigkeit (Accuracy)

Die wihrend 17 Monaten ermittelte Richugkeit (s) fur die IR-Methode
(Tabelle 5) lag im Rahmen der in der Literatur angegebenen Werte. Sjaunja und
Schaar (3) erhielten s von 0,053 fiir Eiweiss (Gesamteiweiss), 0,043 fiir Molkenei-
weiss und 0,039 fir Casein. Barbano und Dellavalle (4) ermittelten fiir Casein
tiefere s von 0,02 (Tabelle 6). Doch alle diese Werte liegen unter dem von FIL/IDF
(17) angegebenen s-Grenzwert von < 0,07 g/100 g. In der vorliegenden Arbeit war
bei der Bestimmung von Nicht-Caseineiweiss die s kleiner als die in der Literatur
angegebenen Werte. Moglicherweise sind die geringeren Abweichungen auf die
getrennte Kalibrierung des IR-Gerites fiir Gesamt- und Nicht-Caseineiweiss zu-
rickzufuhren.

Tabelle 5. Mittelwerte (x), Standardabweichung (s) und relatve Stan-
dardabweichung (CV) der Differenz zwischen Kjeldahl-(Referenz-)
und IR-Methode

Komponente n % s CcVv
(%)
(g/100 g)
Gesamteiwelss 340 0,00144 0,0306 0,915
NCP 340 —0,00369 0,0089 1,203
Casein 340 0,00384 0,0325 1,250
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Tabelle 6. Standardabweichung (s) und relative Standardabweichung (CV) der
Differenzen zwischen den Werten der Kjeldahl-(Referenz) und IR-

Methode

Komponente 5 cv Autor
(g/100 g) (%)

Eiweiss 0,053 1,36 (3)

Casein 0,049 1,95

Molkeneiweiss 0,043 8,11

Eiweiss 0,048 1,40 (11)

Casein 0,039 1,50 (16)

Casein 0,020 0,82 (4)

Einflussfaktoren auf Gesamteiweiss- und Caseinbestimmung mittels IR-Gerdt

Rasse, Sekretionsstorungen, Fiitterung und Jahreszeit beeinflussen die Zusam-
mensetzung der Milch sowie die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Inhaltsstoffe. Diese Einfliisse wirken sich auf die Richtigkeit der Bestimmung des
Eiweisses mittels IR-Methode aus.

In der Literatur werden u. a. folgende Faktoren genannt:

Fett: Nicht nur das Vorhandensein von Fettkiigelchen, sondern auch ihre unter-
schiedliche Grosse, beeinflusst die Resultate der Eiweissbestimmung. Die Fettkii-
gelchen absorbieren und zerstreuen das Licht verschiedener Wellenlingen. Um den
Einfluss der Fettkiigelchengrésse zu minimieren, wird vor der Eiweissbestimmung
die Grésse der Fettkiigelchen durch Homogenisieren vereinheitlicht (19, 15, 14).

Der Gehalt und die Zusammensetzung des Milchfettes unterliegen umweltbe-
dingten wie auch genetisch bedingten Einfliissen. Da die Fettbestimmung mit Filter
A (Wellenlinge 5,73) proportional zur Zahl der Esterbindungen ist, vermindert die
Lipolyse des Milchfettes die Absorption der IR-Energie proportional zur Intensitat
der Lipolyse. Freie Fettsiuren zeigen IR-Energieabsorption in der Niahe der Ei-
weisswellenlinge und fiihren somit zur Erhéhung der Eiweissmesswerte (13). Auch
Van de Voort et al. (20) berichteten, dass bei Messungen nach 3 Tagen die lipolyti-
sche Wirkung zu erhohten Eiweiss- und verminderten Fettwerten gegeniiber den
Referenzanalysen fithrten. Bei Untersuchungen von Milch verschiedener Rassen
fanden Ng-Kwai-Hang et al. (21), dass der Eiweissgehalt sich nach 3 Tagen bei
Milchproben von Ayrshire, Holstein und Jersey-Kithen um 0,039%, 0,021% be-
ziehungsweise 0,011% erhchte und der Fettgehalt sich um 0,047%, 0,049% bezie-
hungsweise 0,061% verminderte. Die erh6hten Messwerte fiir das Eiweiss konnten
z.T. mit der Lipolyse wihrend des Transportes und/oder der Aufbewahrung der
Milchproben erklirt werden.

Lactose und Zitrat: Das Verhiltnis von Eiweiss zu Lactose wihrend der Lakta-
tion ist nicht konstant. Es variiert zwischen den Rassen und Einzeltieren, wobei
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der Eiweissgehalt die grosseren Schwankungen aufweist. Sjaunja (14) untersuchte
Milch von Swedish Red und White, Swedish Holstein, Swedish Jersey und Kreu-
zungen zwischen Holstein und Swedish Red und White. Die Resultate zeigten, dass
das Laktationsstadium keinen signifikanten Einfluss auf die Bestimmung des Ei-
weissgehaltes hat.

Ein grosser Teil von dissoziierten Carboxylgruppen in der Milch stammt vom
Citrat. Der Citratgehalt der einzelnen Milchproben variiert sehr stark. Ein um
0,01% erhohter Citratgehalt verursacht eine Erhohung des Eiweissresultates um
0,075% (22). Eine weitere Quelle fiir Carboxylgruppen ist die Fermentation von
Lactose.

NPN-Gehalt: Bei IR-Messungen wird die NPN-Fraktion, die von Fiitterung,
Saison und Rasse beeinflusst wird, nicht erfasst. Die Eichung der IR-Gerite mit
Gesamteiweiss, berechnet aufgrund des Gesamtstickstoffes, beeintriachtigt deshalb
die Messrichtigkeit (22). Beim Eichen der IR-Gerite wird oft von einem konstanten
NPN-Gehalt ausgegangen. Nach Lynch und Barbano (23) konnte die NPN-Frak-
tion der Milch deshalb bei der Gehaltsbestimmung des Eiweisses mittels IR-Me-
thode zu falschen Ergebnissen fithren. Milchproben mit tieferem NPN-Gehalr als
angenommen fithren zu tiberhdhtem Eiweissgehalt und umgekehrt (14). Bei Un-
tersuchungen von Milch verschiedener Rassen sollte der NPN-Gehalt bei der
Eichung der IR-Gerite berticksichtigt werden. Das gilt vor allem fiir Einzelmilch-
proben. Bei den Untersuchungen von Mischmilchproben hingegen kann das IR-
Gerit mit Mischmilch ohne Beriicksichtigung des NPN-Wertes geeicht werden (4).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Temperatur, Aufbewahrung
der Proben und pH sowie von Region und Rasse untersucht.

Temperatur

Das IR-Gerit «Milko-Scan» ist fiir Messungen bei 40 °C £ 2 °C als Grenzwert
eingestellt. Bei linger andauernden Messungen mit hoheren oder tieferen Tempe-
raturen verindert sich die Temperatur der Messkiivette, das Gerit gibt ein Warnsi-
gnal und stellt automatisch ab. Somit spielt von der praktischen Seite her die
Probentemperatur eine untergeordnete Rolle.

Wichtiger als die Probentemperatur, die vom Gerit in einem engen Bereich
kontrolliert wird, scheint das Proben-Einfiillvolumen zu sein, das eine enge Bezie-
hung zur Probentemperatur hat. Von der Herstellerfirma sind 3,6 ml als minimales
Probenvolumen angegeben und diirfen nur angewendet werden, wenn nicht genii-
gend Probenmaterial vorhanden ist. Optimal soll ein Probenvolumen von 5,0 ml
sein.

Die Vorversuche zeigten, dass ein Temperaturunterschied von £ 2 °C die Rich-
tigkeit und/oder die Wiederholbarkeit beim Probenvolumen von 6,0 ml kaum
beeinflusste. Messungen von Milch und Filtrat, je 5 Proben mit dreimaliger Wie-
derholung bei Temperaturen von 38, 40 und 42 °C ergaben, dass sich bei 38 und
42 °C die Wiederholbarkeit und die Richtigkeit beim Gesamteiweiss verschlech-
terten, jedoch nicht signifikant. Dies stimmt nicht mit Kerkhof Mogot et al. (13)
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tiberein, die bei 38 und 42 °C einen hochsignifikanten Einfluss auf die Eiweissre-
sultate feststellten. Nur ab einem Temperaturunterschied von 7 °C (Messungen bei
35 und 42 °C) war der absolute Gesamteiweissgehalt bei den hoheren Temperatu-
ren um 0,01 g/100 g (relativ 0,31%) vermindert.

Die Probenvolumina spielen moglicherweise in dieser Beziehung eine Rolle. Fiir
die Messungen, besonders bei Filtrat, soll ein grosseres Probenvolumen verwendet
werden, um z.T. die durch Temperaturschwankungen entstehenden Einfliisse zu
begrenzen. Bei einem Versuch wurden Messvolumina von 3,6, 5,0, 6,0 und 9,9 ml
verglichen. Die Differenzen (relativ) zwischen Messungen mit 3,6 und 9,9 ml
betrugen 0,3% bei Gesamteiweiss und 1,24% bei Filtrateiweiss. Am besten eignet
sich das Probenvolumen von 6,0 ml fiir Gesamt- und Filtrateiweiss.

Aufbewahrung der Proben und pH

Um den Einfluss von Konservierungsmittel und Aufbewahrungsdauer auf Ge-
samteiweiss- und Caseingehalt zu untersuchen, wurden Milchproben von 8 Liefe-
ranten verwendet. Direkt nach dem Eintreffen der Milchproben (Tag 0) wurde ein
Teil mit dem Milko-Scan auf Gesamteiweiss sowie Caseingehalt analysiert (Tag O
Werte). Danach wurde jede Milchprobe mit Bronopol, 0,02%, konserviert und in
mehrere Teile aufgeteilt. Die Proben wurden im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.
Nach 3, 5, 7 und 10 Tagen erfolgte die Analyse der Milchproben mit den beiden
IR-Geriten. Um den Einfluss des Transportes zu ermitteln, wurden die jeweiligen
Proben nach der Messung mit dem einen IR-Gerat per Post in das andere Labora-
torium versandt und dort mit dem zweiten IR-Gerat untersucht.

Bei der Auswertung mussten von den 32 Proben zwei verworfen werden; eine
Probe wurde wihrend des Transportes beschidigt, die andere war aus unerklarli-
chen Griinden unbrauchbar. Die in beiden Labors ermittelten Resultate waren
identisch, was beweist, dass der Probentransport keinen Einfluss hat. In Tabelle 7
sind die Resultate der Varianzanalyse und in Tabelle 8 die Mittelwerte, die Mittel-
werte der Differenzen zwischen Tag 0 und Analysentag und der Stan-
dardabweichung, aufgefithrt. Die pH-Werte wurden vor den Untersuchungen
gemessen.

Wie Tabellen 7 und 8 zeigen, hat eine Aufbewahrung der mit Bronopol konser-
vierten Milchproben bis zu 10 Tagen bei 4 °C keinen signifikanten Einfluss auf den
Gesamteiweissgehalt. Nach FIL-/IDF-Standard (12) diirfen konservierte Proben
bis zwei Wochen aufbewahrt werden, ohne dabei signifikante Verinderungen
aufzuweisen.

Die Varianzanalyse in Tabelle 7 zeigt, dass der pH der Milchproben keinen
signifikanten Einfluss auf den Caseingehalt hat. Der Einfluss der Aufbewahrungs-
dauer lag an der Signifikanzgrenze.

Es wurde auch kein signifikanter Einfluss von pH auf das Gesamteiweiss
wihrend der Lagerung der Milchproben im Kiihlschrank bis zu 10 Tagen festge-
stellt. Messungen ergaben, dass nach 10 Tagen die pH-Veridnderungen vernachlis-
sigbar klein waren (£ 0,04). Die Kuhllagerung von einwandfreien Milchproben
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Tabelle 7. Resultate der Varianzanalyse fiir die Eiweissgehalte der Milch

Varianzursache FG SQ DQ F-Wert pf
Gesamteiwelss

Tag 1 0,00283 0,00283 0,18 0,6733
pH-Milch 1 0,00270 0,00270 8474 0,6807
Rest 27 0,42047 0,01557

korrigiertes Total 29 0,42490

Casein

Tag 1 0,02631 0,02631 3.92 0,0583
pH-Milch 1 0,00445 0,00445 0,66 0,4228
pH-Filtrat 1 0,06722 0,06722 10,02 0,0039%#
Rest 26 0,17440 0,00671

korrigiertes Total 29 0,28195

p<0,05
p <0,01
p =<0,

Tabelle 8.

schwach signifikant
signifikant

001 hoch signifikant

(Diff.) zwischen Tag 0 und Analysentag (IR-Methode)

Mittelwerte (x) und Standardabweichung (s) der absoluten Differenzen

Analysentag Gesamteiweiss NCP Casein
¢/100 g

Tag 0 X 3,303 0,725 2,578

Tag3 X 3,300 0,722 2,578
Diff. + 0,003 - 0,003 0,000
s 0,012 0,003 0,014

Tag 5 X 3,007 0,698 2,608
Diff. - 0,003 —=0027 + 0,030
s 0,009 0,002 0,010

Tag 7 x 3217 0,670 2647
Diff. 10,013 — 0,055 + 0,068
s 0,013 0,004 0,012

Tag 10 x 3,522 0,658 2,663
Diff. + 0,018 - 0,067 + 0,085
s 0,013 0,008 0,016

andert den pH-Wert unwesentlich und der Einfluss auf die Messresultate des
Gesamteiweisses mittels IR-Gerit ist unbedeutend. Im Durchschnitt lagen die
pH-Werte am Tag 0 bei pH 6,58 (s = 0,015).
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Die in der Literatur angegebenen extremen pH-Einfliisse basieren auf extremen
pH-Werten, welche durch Zugabe von Fettsauren (14) oder HCl und NaOH (3),
nicht aber durch Kiihllagerung der Milchproben, verursacht wurden.

Region und Rasse

Die Frage des Einflusses von Region und Rasse ist fiir die vorliegende Arbeit
von Bedeutung, da die Versuche mit Milchproben verschiedener Rassen (Fleck-
und Braunvieh) und Regionen (Mittelland und Nordostschweiz) unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt wurden:

— Zwei IR-Gerite (Milko-Scan 605) wurden vom Ausfiithrenden in zwei Labora-
torien (regionale Laboratorien) bedient.

— Die Eich- bzw. Kontrollproben wurden mit der Kjeldahl-Methode in einem
dritten Laboratorium (Zentrallabor) ebenfalls vom Ausfithrenden untersucht.

Die durchgefiihrten Bestimmungen der N-Fraktionen ermoglichten es, der
Frage des Einflusses von Region und Rasse nachzugehen. Der Vergleich der
Resultate ergab keine signifikanten Regionen- bzw. Rasseneinfliisse, weder bei der
Wiederholbarkeit noch bei der Richtigkeit der Messungen von Gesamteiweiss-
oder Caseingehalt mittels IR-Geriten. Diese Feststellung gilt nur fiir den Fall, dass
die IR-Gerdte wochentlich mit den Kontrollproben gepriift werden. Die von
Sjaunja (24) festgestellten Rasseneinfliisse auf die Messergebnisse sind auf die sehr
unterschiedlichen Eiweissgehalte der Milch, wie sie bei Swedish Jersey (SJB) ge-
geniiber Swedish Red und White (SRB), Swedish Friesian (SLB) und Kreuzungen
zwischen SRB und SLB auftreten, zuriickzufithren.

Schlussfolgerung

Angaben tiber den Eiweissgehalt der Milch sind wichtig, sowohl fiir die Verar-
beitung wie auch fir Zichtungszwecke. Dies erfordert Massenanalysen, die mit
den aufwendigen und zeitraubenden chemischen Methoden kaum zu realisieren
sind.

Fir die Konservierung von Milchproben wurde das Konservierungsmittel Bro-
nopol (0,02%) verwendet. Bei der Bestimmung von Gesamteiweiss wurden bei
einer Aufbewahrung der Milch bis 10 Tage bei 4 °C keine signifikanten Unterschie-
de zwischen der IR- und Kjeldahl-Methode festgestellt. Bei der Bestimmung des
Caseins hingegen traten nach tiber 5tigiger Aufbewahrung bei 4 °C signifikante
Unterschiede auf, vermutlich wegen der Hydrolyse des Caseins. Nach 5 Tagen
wurden rund 99% und nach 10 Tagen noch 96,5% des urspriinglichen Caseinge-
haltes gefunden. Daraus ist zu folgern, dass eine mit Bronopol konservierte Milch-
probe zur Messung des Caseingehaltes mittels IR-Methode nur bis zum Alter von
5 Tagen gelagert werden sollte. Bronopol ist somit als Konservierungsmittel in der
Eiweissuntersuchung geeignet.
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Bei der Bestimmung des Eiweiss- und Caseingehaltes der Milch mittels IR-Me-
thode dienten 8 Eichstandardmilchen, mit Eiweissgehalten zwischen 2,87% und
3,60%, zur Eichung der IR-Gerite. Die Werte fiir Gesamteiweiss und Casein
wurden nach der Kjeldahl-Methode (Referenz) bestimmt. Wihrend der 16monati-
gen Versuchsdauer wurden die IR-Gerite (2 Milko-Scan 605) 3mal geeicht: im
Februar und Oktober 1989 und Februar 1990. Zusitzlich zu dieser Eichung wurden
die IR-Gerite wochentlich mit 5-7 Milchproben, deren Gesamteiweiss- und Ca-
seingehalt nach der Kjeldahl-Methode bestimmt wurde, auf die RiChtngelt der
Resultate tiberprift. D1es hat sich als niitzlich erwiesen und sollte auch in Kontroll-
laboratorien angewandt werden.

Die Richtigkeit der IR-Methode, verglichen mit der Kjeldahl-Methode als
Referenzmethode, ist sehr stark von der Eichung abhingig. Untersuchungen zei-
gen, dass mit der IR-Methode vergleichbare Resultate wie mit der Referenzmetho-
de erzielt werden konnen.

Minime Verinderungen der pH-Werte, welche fir die Messung des Gesamtei-
weisses von keiner Bedeutung sind, spielen doch noch eine Rolle bei der Casein-
bestimmung. Bei der Kalibrierung der IR-Gerite ist es darum wichtig, die pH-Wer-
te des Filtrates zu berticksichtigen, indem entweder das Messresultat entsprechend
korrigiert (3) oder der pH-Wert des Kalibrierungsstandardes mit demjenigen des
zu messenden NCN-Filtrates ausgeglichen wird. Fiir die Untersuchungen wurde
das Ausgleichen von pH-Werten gewihlt.

Fiir die Caseinbestimmung mit der angewandten Casein-Trennmethode wurde
eine relative Richtigkeit (CV) von 1,25 erzielt (Tabelle 5). Diese liegt zwischen der
von Sjaunja und Schaar (3) ermittelten CV von 1,95 (n = 29) und 0,82 (» = 36) bei
Barbano und Dellavalle (4). Karman et al. (16) erzielten CV von 1,5 (n = 37).

In der Literatur sind keine vergleichbaren Angaben tiber den Einfluss der
Aufbewahrungsdauer auf den Caseingehalt der Milch zu finden. Fir die Bestim-
mung des Caseingehaltes diirfen nach unserem Befund die Milchproben nicht
langer als 5 Tage im Kuhlschrank autbewahrt werden.

Im Gegensatz zur Bestimmung des Gesamteiweissgehaltes in der Milch ist die
Bestimmung von Nicht-Caseineiweiss (Nicht-Cn-Eiweiss) stark temperaturab-
hingig. Temperaturunterschiede von + 3 °C beeinflussen die Resultate bereits
signifikant. Bei einer Erhéhung der Filtrattemperatur von 38 auf 41 °C vermindert
sich das Eiweiss um 0,004 g/100 g (relativ 0,6%).

Die Wiederholbarkeit beim Einsatz von IR-Geriten fiir die Bestimmung des
Eiweisses wird in der Literatur, im Durchschnitt, besser als diejenige fir die
Kjeldahl-Methode (Referenzmethode) und auch besser als die von FIL/IDF fiir das
Eiweiss angegebenen Grenzwerte beurteilt. Rudzik (25) zieht sogar die Schlussfol-
gerung, dass die IR-Analyse genauer ist als simtliche tibrigen Methoden zur
Eiweissbestimmung in der Milch.

Die Vorteile der IR-Methode fiir die Bestimmung des Eiweiss- und Caseinge-
haltes beziiglich Rationalisierung, Automatisierung, Einsatz von Chemikalien und
Umweltbelastung, Einfachheit der Bedienung und Sicherheit konnten bestitigt
werden. Mit dem Milko-Scan 605 z.B. konnen bis zu 360 Milchproben pro Stunde
auf Eiweiss-, Fett- und Lactosegehalt analysiert werden.
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Zusammenfassung

Die Infrarot-(IR-)Bestimmung des Caseins erfolgte nach dem Prinzip von Gesamteiweiss
minus Filtrateiweiss (nach der Gerinnung des Caseins mit Chymosin). Nach der Optimie-
rung der Bedingungen fiir die Entfernung von Casein aus Milch waren die Ergebnisse der
IR-Caseinbestimmung vergleichbar mit der Kjeldahl-Methode; die relative Richtigkeit be-
trug CV = 1,25%.

Einflussfaktoren auf die IR-Resultate wie Fett, Lactose, Citrat und Nicht-Eiweiss-Stick-
stoff-(NPN-)Gehalt werden besprochen, und untersucht wurden die Messtemperatur, Auf-
bewahrungsdauer sowie Rasse und Region. Bei der Bestimmung von Gesamteiweiss wurden
bei einer Aufbewahrung der Milch bis 10 Tage bei 4 °C keine signifikanten Unterschiede
zwischen der IR- und Kjeldahl-Methode festgestellt. Bei der Bestimmung des Caseins
hingegen traten nach iiber 5tigiger Aufbewahrung bei 4 °C signifikante Unterschiede auf.
Ein Temperaturunterschied von * 2 °C beeinflusste die Richtigkeit und/oder die Wiederhol-
barkeit nicht signifikant. Fiir die Messungen, besonders bei Filtrat, eignet sich ein Proben-
volumen von 6 ml.

Résumé

La détermination par infrarouge (IR) de la caséine a été effectuée selon le principe teneur
en protéine brute moins teneur en protéine du filtrat (aprés coagulation de la caséine avec de
la chymosine). Aprés optimisation des conditions permettant I’élimination de la caséine du
lait, les résultats de la détermination de la caséine par IR étaient comparables a ceux obtenues
selon la méthode Kjeldahl; le coefficient de variation de la précision relative était de 1,25%.

Les facteurs influencant les résultats de la détermination avec la méthode a I'IR, tels la
teneur en lipides, en lactose, en citrate et en azote non protidique (NPN) sont discutés;
I’influence de la température des échantillons, de la durée de conservation ainsi que de la race
et de la région est analysée. Lors de la détermination de la teneur en protéine brute, aucune
différence n’a été notée entre la méthode a I'IR et la méthode de Kjeldahl aprés conservation
du laitjusqu’a 10 jours 2 4 °C. Par contre, lors de la détermination de la caséine, des différences
significatives sont apparues aprés une conservation de 5 jours 24 °C. Une différence de+2 °C
n’a pas influencé significativement I'exactitude et/ou la répétition des résultats. Pour les
dosages, un volume d’analyse de 6 ml est parfaitement approprié, en particulier pour le
volume d’analyse de 6 ml est filtrat.

Summary

The determination of casein by the infrared (IR) method is based on the difference
between the total protein in milk and noncasein protein of the filtrate (after precipitation of
casein with chymosin). The results of the IR method were comparable to those of the Kjeldahl
method; the relative accuracy (coefficient of variation, CV) was estimated to be at CV =
1.25%.

Factors affecting the results of IR measurements, such as fat, lactose, citric acid and
non-protein nitrogen (NPN) content are discussed and the effect of the temperature of
measurement, storage time and of breed and region were studied. The differences between
the results of IR analyses of total protein contents of milk samples stored 10 days at 4 °C and
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of

the Kjeldahl method were not significant but the differences of casein content were

significantly affected after 5 days. Temperature difference of + 2 °C of the milk sample affected
the accuracy and/or the repeatability of IR analyses not significantly. A sample volume of
6.0 ml was found to be emphasized for the IR analyses of noncasein protein filtrate.
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