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STELLINGEN 

Stelling 1: Het phosphaat in het caseinaatphosphaatcomplex van 
melk i s geen secundair phosphaat, geen tertiair phos­
phaat of hydroxyapatiet maar een complex phosphaat, 
dat eigenschappen bezit als een ionenuitwisselaar. (Dit 
proefschrift). 

Stelling 2: Bij het onderzoek naar de structuur van melk moet ge-
bruikworden gemaakt van melk van individuele koeien. 
(Lit. :De samenstellingvanNederlandse Melk, Mulder, 
v. d.Have, Schipper 1959. Uitgave Laboratorium voor 
Zuivelbereiding en Melkkunde van de Landbouwhoge-
school). 

Stelling 3: Een afdoende verbetering van de hygifinische kwaliteit 
van de boerderijmelk zal praktisch alleen verkregen 
kunnen worden, indienhet produceren van melk van uit-
gesproken slechte kwaliteit volkomen onrendabel wordt 
gemaakt. 

Stelling 4: Dehygie"nische kwaliteit van boerderijmelk moet behalve 
naar de uitslag van het laboratorium-onderzoek tevens 
beoordeeld worden naar de omstandigheden, waaronder 
de melk op de boerderij wordt gewonnen en bewaard. 

Stelling 5: Hetverdientaanbevelingzodanigemaatregelen tenemen, 
dat antibioticabestemd voor de behandeling van rundvee 
alleenbeschikbaar worden gesteld voorzien van een ge-
kleurde verklikstof. Bovendien i s erbehoefteaanwette-
lijke bepaling, waardoor het beschikbaar stellen ervan 
aan banden gelegd wordt. 
(AanbevelingInternationale Zuivelbond, Wenen, septem-
1960). 

Stelling 6 

Stelling 7; 

Arbeidsparendemaatregelenmogen niet tot gevolg heb-
ben, datgenoegengenomenwordtmeteengeringere kwa­
liteit van boerderijmelk. 

Het gebruikvanmelkleidingenbiedt zeker op boerderijen 
met minder dan twintig koeien thans nog geen financiele 
voordelen. 

Stelling 8: Ondanks de in Nederland over het algemeen goede ge-
zondheid en goede voedingstoestand van schoolkinderen 
ishetverstrekkenvanschoolmelkten zeerste aan te be-
velen. 

Stelling 9: Het i s noodzakelijk, dat leerlingen reeds bij het lager 
onderwijsmeervertrouwd worden gemaakt met eenvou-
dige hygifinische begrippen. 
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I N L E I D I N G 

Op welke wijze men de caseinedeeltjes van de melk ook ophoopt, 
hetzijdoor de melk te stremmen met leb, hetzij door haar te cen-
trifugerenof te ultrafiltreren, altijd hoopt men met de caseine cal­
cium en phosphorzuurm.ee op en wel in tamelijk constante verhou-
dingen. Caseine komt dan ook in melk niet in zuivere toestand voor, 
maar is altijd verbonden met calcium en phosphorzuur. De aard 
van de verbinding is reeds lang een onderwerp van studie. 

Hammersten (1879)-6en vandeeersten, die zich erover uitsprak-
meende, dat calciumcaseinaat als schutcolloid calciumphosphaat in 
oplossinghoudt. Ooknunogzijn sommigeonderzoekersdeze mening 
toegedaan. In de loop van de jaren werden echter nog een drietal 
andere theorien ontwikkeld. 

Volgenseen van deze theorign zou de "verbinding" -meestal aan-
geduid als het calciumcaseihaatphosphaatcomplex- bestaan uit 
calciumcaseinaat, waaraancalciumphosphaat geadsorbeerd is, vol-
gens een andere uit calciumcaseinaat, dat dubbelzouten heeft ge-
vormd met calciumphosphaat. Ook werd de theorie opgesteld vol-
gens welke het complex zou bestaan uit calciumcaseinaat met phos-
phorzuurionen geadsorbeerd aan de NH2 groepen en calciumionen 
geadsorbeerd aan de COOH groepen. 

Als calciumphosphaat in het complex voorkomt, doet zich de vraag 
voor, welk phosphaat aanwezig is . In oudere publicaties wordt wel 
de mening verdedigd, dat alleen secundair phosphaat aanwezig is. 
In latere wordt overhet algemeenaangenomen, dat e r tertiair phos­
phaat of een mengselvanveeltertiairphosphaatmet een weinig s e ­
cundair in het complex voorkomt. In een enkele recente publica-
tie wordt gesproken over hydroxyepatiet. 

Veel van de moeilijkheden bij het onderzoek worden veroorzaakt 
door het in het complex aanwezige calcium. Dit is nl. niet langs 
analytische weg te scheiden in bij het caseine behorend calcium en 
door het phosphaat gebonden calcium. 

Men heeft zijn toevlucht genomen tot allerlei veronderstellingen. 
Nu eens wordt verondersteld, dat caseine in melk een constante 
hoeveelheid calcium bindt en wordt de samenstelling van het phos­
phaat berekend, dan weer, dat de samenstelling van het phosphaat 
constant is, zodat de hoeveelheid calcium doordecaseine gebonden, 
kan worden berekend. 

Zoalszalblijken zijn beide veronderstellingen niet voldoende ge-
grond. Bij het opstellen van de genoemde theorign zijn zij echter 
van beslissende invloed geweest. Voor de juistheid van geen van 
de theorign heeft men dan ook voldoende bewijzen. 

Teneinde verwarringte voorkomenzullenbijde bespreking van l i -
teratuur en eigen onderzoek de volgende benamingen worden ge-
bezigd. 
Casetne: het eiwit, dat bij aanzuren van melk tot pH 4, 6 - 4, 7 

daaruit neerslaat. 

http://phosphorzuurm.ee
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Casei'nephosphor: 

Casei'necalcium: 

Pho sphaatphosphor: 

Phosphaatcalcium: 

66n van de bouwstenen van caseihe, in de 
caseihe als een "ester" aanwezig, niet in 
zuur oplosbaar. 
calcium gebonden aan de zure groepen van 
de caseine. 
de anorganische phosphor van het complex, 
in zuur oplosbaar. 
calciumbehorendbij de phosphaatphosphor. 



HOOFDSTUK I 

LITERATUUR 

Bij het onderzoek van het complex zijn in het verleden zeer uit-
eenlopende methoden toegepast. Meestal trachtte men het complex 
af te scheiden en te analyseren. 

Daartoe werd zowel gebruik gemaakt van filtreren als van cen-
trifugeren en van stremmen met leb. Uit het verschil in samen-
stelling van melk en serum (centrifugaat, wei)poogde men de sa-
menstelling van het complex te berekenen. Ook werden andere me­
thoden o. a. de zgn. "Lingtitratie" gebruikt. 

In het volgende wordt een kritisch overzicht gegeven van de toe-
gepaste methoden en de daarmee bereikte resultaten. 

1 . TITRATIEMETHODEN. 

1.1. De methode Ling. 
De zgn. Lingtitratie is gebaseerd op de waarneming van Van-Sly-

ke en Bosworth (lit. 89), dat de hoeveelheid loog, nodig voor het 
titreren van melk tot het omslagpunt van phenolphtaleftie (pH ca 
8, 3) kleiner wordt, wanneer aan de melk een bepaalde hoeveel­
heid van een neutrale oplossing vankaliumoxalaat toegevoegd wordt. 
Pyne en Ryan (lit. 74) en Pyne (lit. 70) kwamen tot de conclusie, dat 
dit verschijnsel veroorzaakt werd door de reactie van colloidaal ter-
tiair phosphaat uit he!- caseinaatphosphaatcomplex, schematisch 
weergegeven als 

Ca3(P04)2 + 3K2 oxalaat —»K 3 P0 4 + Caoxalaat 

KOH K2HP04 

Op deze theorie baseerde Ling (lit. 60) een methode ter bepaling 
van de hoeveelheid colloidaal tertiair phosphaat. Uitgaande van de-
zelfdemelk.titreerdehij met loog tot het omslagpunt van phenolphta­
leftie achtereenvolgens: de melk (Mx); de melk na toevoeging van 
oxalaat (M2), de uit de melk door lebstremming verkregen wei (Wx) 
en dezelfde wei na toevoeging van oxalaat (W2). 

De bij titratie M2 uit het colloidale phosphaat vrijgekomen hoe­
veelheid "alkali" (x) kon berekend worden uit de verschillen in de 
bij de resp. t i t rat ie 's benodigde hoeveelheden loog. 

(Mx - M2) - (Wx - W2) =x 
Indien het colloidale phosphaat als Ca3(P04)2 aanwezig was, zou-

den 2 mmol vrijgekomen KOH met 1 mmol colloidaal Ca3(P04)2 
overeen moeten stemmen. De uitkomsten van de t i tratie 'somge-
rekend op mmol P 2 0 5 moesten dan overeenkomen met de langs 
analytische weg bepaalde hoeveelheid colloidaal P2 O5. 

Ling vond een vrij goede overeenstemming tussen beide waarden. 
De analytisch bepaalde hoeveelheid P2 0 5 was echter altijd even 
groter dan de uit de titratie berekende. Hij schreef dit toe aan de 
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aanwezigheid van een weinig colloidaal magnesiumphosphaat, wat 
niet met kaliumoxalaat reageert. E r zij hier echter reeds opge-
merkt (zie hoofdstuk II), dat niet alleen magnesium maar ook c i -
troenzuur in het complex voorkomt, zodat zijn verklaring te een-
zijdig is. 

Ling (lit. 61)berekendem. b. v. demethodetevens.dat per g case-
ine inmelk 10 mg caseinecalcium gebonden zijn. Uit de resultaten 
van zijn onderzoek concludeerde hij verder, dat e r een physische 
binding tussen de beide colloiden calciumphosphaat en calciumca-
seinaatbestaat. De laatste opvatting werd door Ei lers (lit. 21) be-
streden op grond van resultaten verkregen uit proeven uitgevoerd 
op dezelfde wijze als door Ling. 

Ramsdellen Whittier (lit. 76) centrifugeerden het caseinaatphos-
phaat uit melk. Het verkregen gel werd, nadat het uitgewassen en 
gedroogd was, gesuspendeerd in gedestilleerd water al of niet in 
aanwezigheid van kaliumoxalaat. Bij de titratie van de suspensie 
met loog tot pH 9, 08 bleek de uit het complex door kaliumoxalaat 
vrij gemaakte "alkali" overe6n te stemmen met die hoeveelheid, 
welke uit Ca3(P04)2 vrij zou kunnen komen. 

Door de Ling titratie toe te passen op melk en op verhitte melk 
vond Van der Burg (lit. 9), dat bij verhitten van melk het colloidale 
phosphaat (Ca3(P04)2 ) toenam, terwijl het caseihecalcium af nam. 
Het is onbegrijpelijk, dat Van der Burg aan de resultaten verkregen 
met deze methode enige waarde toekende, daar de grondgedachte 
ervanvolkomen instrijd is met de door hem zelf ontwikkelde theo-
rie over deopbouw van het ccaseinaatphosphaatcomplex. (zie bladz. 
21). 

Hetheefteralleschijnvan, dat degenen, diede methode toegepast 
hebben, veelal uit het oog verloren, dat niet de samenstelling van 
het phosphaat als zodanig bepaald wordt maar slechts de hoeveel­
heid "alkali", welke vrij komt door dereactievanhet colloidale 
phosphaat met oxalaat; 

Het is zeer goed mogelijk, dat ook basisch phosphaat (hydroxy-
apatiet) of zuur phosphaat (secundair phosphaat) in het complex voor­
komt. Een soortgelijke veronderstelling werd ook reeds door ter 
Horst (lit. 50) geuit. 

Pyneen Ryan (lit. 75)bestreden deze veronderstelling echter. Zij 
vondenbijtoepassingvandeLingtitratie meer Ca 3 (P0 4 ) 2 dan over­
fish kwam met de analytisch bepaalde hoeveelheid phosphaatphos-
phor. 

Het door hen gevonden verschil schreven zij toe aan de gevolgde 
methodiekenwelaaneennietvolledigtothetzelfde eindpunt titreren 
van de melk en de wei. 

Bij melk zou tot een hogere pH getitreerd en dientengevolge meer 
loogverbruiktworden. Het blijft dan echter opmerkelijk, dat door 
Ling juist het tegenovergestelde gevonden werd . 

Indien Pyne en Ryan bij de Lingtitratie titreerden tot een hogere 
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pH(pH8,5 -9 ,00 , "verb'eterde Lingtitratie") berekenden zij even-
wel, dat 93% van het phosphaat tertiair was. 

1.2. De methode Pyne en Ryan. 
De methode (lit. 75) is gebaseerd op de volgende redenering. 
Wanneer kaliumoxalaat toegevoegd wordt aan melk komt e r "a l ­

kali" vrij hoof dzakelijk door omzetting van colloidaal caiciumphos-
phaat, maar ook, zij het in geringe mate, door de omzetting van 
opgeloste zouten en door de omzetting van calciumcaseinaat. 

De totale hoeveelheid vrijkomend "alkali" kanbepaald worden door 
de melk terug te t itreren tot de oorspronkelijke pH. Door deze hoe­
veelheid te verminderen met de hoeveelheid nodig voor de omzetting 
van de opgeloste zouten en van calciumcaseinaat kan de "alkali 
vrij komend uit het colloidale phosphaat berekend worden. 

De door de omzetting van de opgeloste zouten vrijkomende hoe­
veelhe id "alkali" kanbepaald worden door de terugtitratie van wei, 
waaraan kaliumoxalaat toegevoegd is. 

Dehoeveelheid uit het calciumcaseinaat vrijkomend kan bepaald 
worden door aan een calciumcaseinaatoplossing met een ionensterk-
te, overe"6nkomend met die van melk, evenveel kaliumoxalaat toe 
te voegen als bij melk gebruikelijk is en de oplossing terug te t i ­
treren tot de pH van melk. 

Door gebruik te maken van de tabel van SQrensen voor phosphaat -
buffers en de totale hoeveelheid colloidaal phosphaat te bepalen uit 
het verschil in zuur oplosbaar phosphor van melk en melkdialysaat 
kan de samenstelling van het colloidale phosphaat in de oorspron­
kelijke melk aanwezig berekend worden. 

Wanneer de Lingtitratie, de verbeterde Lingtitratie of de door 
hen ontworpen methode gebruikt werden bij dezelfde melk, vonden 
zij resp. 103%, 93% en 88% tertiair phosphaat. In het laatste geval 
zoude resterende 12% als secundair phosphaat in het complex aan­
wezig zijn. 

Door Pyne en Ryan werd al opgemerkt, dat de methode niet ge-
schikt is, indien de hoeveelheid caseinecalcium in melk niet de­
zelfde is als in de caseineoplossing. Indiende door hen bij de terug­
titratie gevondenwaarde (0,055ml0, IN zuur/g caseine) vervangen 
wordt door de door Sandelin (lit. 80) opgegevene (0, 08 ml 0,1 N 
zuur/g caseine) dan wordt voorhet doorhen gegeven voorbeeld (2, 8% 
caseine) 73% tertiair phosphaat i. p. v. 80% gevonden. 

In hoofdstuk IV en volgende zal worden aangetoond, dat de hoe­
veelheid calcium in melk aan caseine gebonden (caseinecalcium) 
nietgelijkbehoeft te zijn aan die gebonden aan caseine in calcium «• 
caseinaatoplossingen van dezelfde pH. Verder komt in het complex 
magnesium en eitroenzuur voor (zie hoofdstuk II). 

Hiermee werd door Pyne en Ryan geen rekening gehouden. 

Evenhuisende Vries (lit. 27) concludeerden, datnochde Lingtitra­
tie noch de methode Pyne en Ryan voor het beoogde doel geschikt 
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is. Zij toetsten de methoden m. b. v. een kunstmatig bereide op-
lossing, welke colloidaal phosphaat bevatte. Deze werd verkregen 
door melk aan te zuren tot pH 4, 6, het neergeslagen caseine af te 
filtreren en de zure "wei" vervolgens te neutraliseren met NaOH 
tot de oorspronkelijke pH van de melk. Bij de neutralisatie sloeg 
eenniet zuiver calciummagnesiumphosphaat neer met een molaire 
Ca + Mg/P verhouding = 1, 60. 

Metde Lingtitratie (eindpunt pH 9,00, potentiometrischbepaald) 
werd door hen minder phosphor in het neerslag teruggevonden dan 
bij de analyse daarvan. Zij trokken uit deze resultaten de conclu-
sie, datde Lingtitratie bij melk te lage waarden voor de phosphor 
zou geven en dientegevolge te hoge verhoudingen mmol Ca + Mg / 
mmol P . De methode Pyne en Ryan zou zeker te lage uitkomsten 
geven. 

Evenhuisende Vries verlorenweeruithetoog, dat de Lingtitratie 
berustopde veronderstelling, dat uit 1 mmol colloidaal Ca 3 (P0 4 ) 2 
2 mmol KOH vrijkomt. Indien in het complex secundair phosphaat 
aanwezig is, zal er met deze titratie minder phosphor berekend 
worden. 

Verdermagniet zo maar aangenomen worden, dat de toe stand in 
melk dezelfde is als in de geneutraliseerde wei. In het neerslag 
kan secundair phosphaat aanwezig geweest zijn, ondanks het feit, 
dat daarin een verhouding Ca + Mg/P = 1, 60 werdgevonden. Even-
huis en de Vries vergatenn. l . de hoeveelheid citroenzuur in het 
neerslag te bepalen. Dit is niet erg logisch, want het magnesium 
werd wei bepaald. Het citroenzuur kan echter een belangrijke in-
vloed hebben op de gevonden verhouding. 

De analyse van het neerslag was bovendien zeer onvolledig. 20-
30% werd omschreven als onbekende stof (zie ook biz. 27). 

CONCLUSIE. 
Indien de beide methoden kritisch beschouwd worden, blijft als 

hetenige, datvaststaat over, dat door toevoeging van een neutrale 
verzadigdekaliumoxalaatoplossing aan melk de pH daarvan stijgt. 
Ditwijsterop, dat in het complex waarschijnlijk calciumphosphaat 
als zodanig aanwezig is en dat dit phosphaat in totaal in een basischer 
vorm dan secundair phosphaat aanwezig zal zijn. Beide methoden 
mogen echter niet zonder meer gebruikt worden voor een quantita-
tieve bepaling van het phosphaat. 

Het is bekend, dat bij t itraties van phosphorzuur met calcium-
hydroxyde de instelling van het evenwicht niet momentaan plaats 
vindt. Het definitieve eindpunt wordt eerst na lange tijd bereikt. 
Het is de vraag of bij de t i t rat ie 's a i de inde melkvoorkomende 
opgeloste anorganische phosphor neergeslagen wordt, en of dit in 
melk en wei in dezelfde mate het geval is. Door Boulet en Rose 
(lit.7)werdaangetoond, dat in wei uit verse melk tot pH 10,00 phos­
phaat blijft precipiteren. Verderishet niet bekend of in wei en melk 
6enzelfde phosphaat neerslaat. De aanwezigheid van caseine zou 
het ontstaan van "tertiair" phosphaat kunnen bevorderen (Eilers 
lit. 21). v 
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DoorPyneen Ryan (lit. 75) is niet voldoende weerlegd, dat even-
tueel in het complex aanwezigsecundairphosphaatgeea rol zal spe-
len bij de Lingtitratie. 

Door hen werd een mogelijke foutenbron van deze titratie aan de 
reeds bekende toegevoegd. Titreren tot pH 9, 00 ondervangt het 
doorBoulet en Rose geopperde bezwaar niet. De methode Pyne en 
Ryan is gebaseerd op te veel veronderstellingen. 

Metde titraties zal altijd een uitkomst gevonden worden, die on-
geveer overeenstemt met de verwachte. Dit des te meer, indien 
alleenmetgemiddelden van een aantal proeven rekening wordt ge-
houden (zie hoofdstuk II). De methoden verschaffen verder geen 
voldoende basis voor be rekening van de hoeveelheid caseinecalcium. 
Afdoende argumenten voor de wijze, waarop calciumphosphaat aan 
calciumcaseinaatgebondenis, kunnendoorde toepassing ervan niet 
gevonden worden. 

1.3. De methode S5rensen( de formoltitratie). 
Meermalen gebruikt voor het bepalen van het eiwitgehalte van 

melk is deze titratie door Pyne (lit. 69 en 70) en Van der Burg (lit. 9) 
betrokken inhetonderzoekvan het caseinaatphosphaatcomplex. De 
bijhunonderzoek verkregen resultaten werden gebruikt als argu­
ment ten gunste van bepaalde bindingen van het phosphaat aan caseine. 

Door Kometiani (lit. 55) werd gevonden, dat de formoltiter van melk 
naverhittenhoger was dan e r voor. Bij het verhitten werd de case­
ine echter niet gehydrolyseerd, daar het aantal aminogroepen be-
paald volgens de methode van Van Slyke(lit.88) constant bleef.Komet­
iani schreef de verhoging gedeeltelijk toe aan de afsplitsing van 
calcium van de carboxylgroepen van caseine. 

Pyne (lit. 69)namwaar, dat de formoltiter van melk ongeveer 11% 
toenam, indien van tevoren door toevoeging van kaliumoxalaat het 
calciumgeprecipiteerdwerd. Bijkunstmatigecomplexen van case­
ine werd hetzelfde waargenomen, bij gelatinecomplexen echter niet. 
De reactievegroepenvande caseine zouden door calciumphosphaat 
geblokkeerd zijn, echter vrij komen, indien het calcium onttrokken 
werd. Het door Kometiani en hemzelf gevondene deed Pyne veron-
derstellen, dat calciumphosphaat met calciumcaseinaat een dubbel-
zout vormt. Als verder argument voor deze opvatting voerde hij aan, 
dat door Gyorgi (lit. 37) waargenomen werd, daLde hoeveelheid op-
gelost anorganisch phosphor toenam, wanneer melk bij constante pH 
onder inwerking van pancreas enzym tegen water gedialyseerd werd. 
De totale hoeveelheid anorganische phosphor nam daarbij niet toe. 
Als struktuur voor het dubbelzout werd door Pyne de volgende sche-
matische voorstelling gegeven. 

(COOH)k 
(NH2L R-(COOH|Ca)m 

v ^(COOCaP04Ca)n 

Het iseenvoudig deze theorie te weerleggen, want niet het aantal 
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vrijkomende carboxylgroepen is maatgevend voor het gebruik van 
NaOHbijdetweede titratie (Kometiani, Pyne) maar het aantal NH2 
groepen, waaraanformaline gebonden wordt. (Harris, lit. 38, 39, 40 
Van der Burg, lit. 9). 

Van der Burg (lit. 9) vond, dat tijdens het zuur worden van met 
zuursel geente melk het aantal getitreerde aminogroepen toenam, 
totdateenzuurtegraadvan 27, 8 ml 0,1 n loog/100 ml bereikt was. 
De formoltiter bleef daarna gelijk. Alle phosphaat zou dan van de 
caseineafgesplitstzijn. VolgensLing (lit. 61) was dit laatste echter 
het geval bij 75 ml 0,1 n/100 ml. 

Het isnietwaarschijnlijk,dathetgrote verschil alleen toegeschre-
ven moet worden aan de door Ling gevolgde methode (Lingtitratie). 

Tegenoverde waarnemingen van Van der Burg staan die van Scho-
ber en Fr icker (lit. 84). De formoltiter van melk veranderde bij 
hunonderzoekniet, wanneerdemelkgeent werd met een "normaal" 
zuursel. Ook sterilisatie zou geen merkbare invloed uitoefenen. 

Het isookwel begrijpelijk, dat de formoltiter van melk niet ver-
andert door aanzuren alleen. Als al het phosphaat al opgelost wordt 
(zie ook hoofdstuk III) zal bij het uitvoeren van de f ormoltitratie door 
het vooraf neutraliseren met loog weer phosphaat aan de caseine 
gebonden kunnen worden op dezelfde wijze, als het oorspronkelijk 
aanwezig was. 

Mede op grond van het bovenstaande (zie verderblz. 27) was Van 
der Burg van mening, dat in het caseinaatphosphaatcomplex phos-
phorzure ionen aan de NH2 groepen van het aminozuur lysine ge-
adsorbeerd zoudenzijn. Het door Kometiani gevondene zou een sterk 
argument ten gunste van Van der Burg kunnen zijn (ter Horst lit. 
50), daarde Van Slyke titratie in een sterk zuur milieu, de Soren-
sentitratie daarentegen in een zwak alkalisch milieu plaats vindt. 

Door verhittingzoudendephosphorzure ionen van de NH„ groepen 
afgesplitst kunnen worden, waardoor deze toegankelijk zouden zijn 
voor formaldehyde. Echterhet Van Slyke getal bepaald door Kome­
tiani, datgroter zou moeten zijn dan de formoltiter, was aanzien-
lijk kleiner. 

Als een ondersteuning voor zijn zienswijze zag Van der Burg ook 
het feit, dat formaline gedeeltelijk de adsorbtie verhinderde van 
calciumcaseinaat aan calciumphosphaat. Hij nam nl. waar, dat, 
wanneer aan calciumcaseinaatoplossingen resp. toegevoegd wer-
denl0 " tertiair" calciumphosphaat, 2° "tertiair*' calciumphosphaat 
en formaline, 3° formaline en na drie uur "tertiair" calciumphos­
phaat, bijgelijkepH per g Ca3(P04)2 resp. 158, 162 en 80 mg ca­
seine geadsorbeerd werden. Ook albumine zou geadsorbeerd worden 
en de tijd speelde een rol. 

Het is echter niet duidelijk, waarom deze verminderde adsorb­
tie van calciumcaseinaat aan calciumphosphaat een argument op-
levert voor de door hem veronderstelde adsorbtie van phosphor-
zuunonen aan de NH2 groepen van caseine 
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Evenhuis en de Vries (lit. 23) waren van mening, dat veranderingen 
in de formoltiter niet toegeschrevenkonden worden aan het opheffen 
van een chemische band tussen calciumphosphaat en calciumcasei-
naat. 

De veranderingnaverhitten zou veroorzaakt worden door omzet-
ting van het calciumphosphaat. De lagere formoltiters van melk, 
waaraangeen oxalaat toegevoegd was, door het langzame precipi-
teren van calciumphosphaat tijdens het toevoegen van NaOH bij de 
eerste titratie, gevolgddoor een gedeeltelijk oplossen daarvan t i j ­
dens het toevoegen van de formaline. 

Indienvoldoendelang bij de laatste titratie gewacht werd, meen-
den zij geen verschil te vinden (zie ook bladzijdel31). Ook zij na-
menwaar, dat aanzuren van melk de formoltiter ongewijzigd liet. 
(zie vorige bladzijde.) 

CONCLUSIE. 
Hoewel aangenomen kan worden, datde aanwezigheid van calcium­

phosphaat in het complex bij de formol titratie een zekere rol spee.lt, 
is noch door Pyne noch door Van der Burg voldoende aangetoond, 
dat dit zijn oorzaak zou vinden in een chemische binding van calcium­
phosphaat aan c ale iumcaseinaat. HetdoorEvenhuisen de Vries ge-
vondene zou erop kunnen wijzen, dat deze binding niet bestaat. De 
eigenschappen van calciumphosphaat zullen van invloed kunnen zijn 
bij de titratie (zie hoofdstuk III en IV.) 

2 . DE METHODE VAN DER BURG. 

2 . 1 . Het onderzoek van Van der Burg. (lit. 9 en 10) 
Inde samenvatting van zijn werkgeeft Van der Burg zijn opvatting 

over het caseinaatphosphaatcomplex als volgt weer: 
In melk komt caseine voor als een calciumzout, dat een hoeveel-

heid calcium en P0 4 inoplossing houdt. De molaire verhouding van 
dit Ca en PO4 varieert, is gemiddeld echter 1, 50. Calcium wordt 
chemischgebondenaan het organische phosphaat van de caseine in 
eendaarmee aequivalente hoeveelheid en vormt zodoende calcium -
caseinaat. Slechtsde vrije amino- en carboxylgroepen blijven over 
als ladingscentra, waaraan calcium en anorganisch P0 4 gebonden 
zouden kunnen worden. Uit de formoltiters verkregen na verhitting 
van melk zowel als na oxalaat toevoeging blijkt, dat de positieve 
aminogroepen van lysine een rol spelen bij de binding van de nega-
tieve phosphorzuurgroepen. 

Voor het calcium blijven dus alleen de negatieve carboxylgroepen 
over. Bij het verhitten van melk worden calcium en phosphorzure 
ionenvan het caseine afgesplitst, welke in het serum precipiteren 
alsCa3(P04)2 en in die toestandaan het caseine geadsorbeerd wor­
den of schematisch: 

Ca = P0 4 R C ^ < P O 4 ) Y 
^Ca )X 

Bij zijn onderzoek maakte Van der Burg gebruik van de door Guit-
tonneau (lit. 36) waargenomen eigenschap van bepaalde micro-or-

http://spee.lt
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ganismen calciumphosphaat aan de melk te onttrekken, wanneer 
zij daar tezamen mee verhit worden. Van der Burg gebruikte met 
zuur uitgewassen en geneutraliseerde gistsuspensie's. De hoeveel-
heid calciumphosphaat, welke precipiteerde op de gistcellen, bleek 
evenredigmetdeduurvanverhitten. In het serum zou echter steeds 
een bepaalde hoeveelheid calcium en phosphorzuur in oplossing blij -
ven. E r moest dus aanvulling vanuit het caseinaatphosphaatcom -
plexplaatsvinden. Bij verhittingzonder gistcellen zou het calcium­
phosphaat neerslaan op de caseine. 

Wanneer van te voren zonder gist verhitte melk opnieuw vernit 
werd met gist, werd slechts weinig phosphaat op de gist afgezet. 
Voorhetverhittenzou het phosphaatcalcium en de phosphaatphos-
phor dan ook in een andere toestand aanwezig zijn dan er na. 

Derechtevenredigheidtussende verhittingsduur en het neerslaan 
van calciumphosphaat bleekbij verhitten van melk zonder gist niet 
te bestaan. Het op de caseine precipiterende phosphaat zou het in 
oplossing gaan vanuit de oorspronkelijke toestand tegengaan. 

E r is reeds op gewezen (bladz. 21), dat de verhoogde formoltiter 
gevondenna verhitten van melk geenvoldoendebewijs oplevert voor 
de door Van der Burg veronderstelde verbreking van een chemische 
band tussen phosphaationen en caseine. 

De door Van der Burg waargenomen verminderde adsorbtie van 
calciumcaseinaat aan calciumphosphaat (lit. 10)bijhogerepHlevert 
geenenkelbewijs voor de door hem veronderstelde "adsorbtie" van 
calcium-en phosphaationen (zie ook bladz. 20). Zijn veronderstel-
ling, datbijhogerepHdeCOOH-groepengeinactiveerdzouden wor­
den en dat daardoor een vermindering van adsorbtie zou optreden 
is niet erg aannemelijk. Zeer terecht werd door ter Horst (lit. 50) 
opgemerkt, datdit eerder voor de NH2 groepen van lysine te ver-
-wachten zou zijn. Volgens haar zou de verminderde adsorbtie bij 
hogerepHeerder toe te schrijven zijn aan de toename van de d is-
persiteit van caseine. 

Evenhuis en de Vries (lit. 27) namen de verminderde adsorbtie 
waar zowel voor caseine als voor wei-eiwitten en concludeerden, 
dat noch de verklaring van Van der Burg noch die van ter Horst juist 
was. 

Naaronzemeningishetzeer goed mogelijk, dat de verminderde 
adsorbtie toegeschreven moet worden aan een verandering in eigen-
schappen van het phosphaat bij hogere pH (zie hoofdstuk III). 

Volgens Van der Burg zou verder door de caseinephosphor een 
aequivalente hoeveelheid calcium gebonden worden. Dezemening is 
slechts gegrond op het feit, dat door anderen (Lehman (lit. 59) Sold-
ner (lit;. 92),Palmer en Richardson (lit. 66), Ling (lit. 61), Richmond 
(lit.78)\geschrevenwerd,datbijpH6,70 in verse melk 10,4; 11,0; 
10, 5; 10,1; en 10 mg per g caseine voorkomt. Deze hoeveelheid 
is inderdaad ongeveer aequivalent met de caseinephosphor 

Dezelfde veronderstelling was al eerder geuit door de Kadt en 
van Mmnen (lit. 54). 

Van der Burg trachtte haar aannemelijk temaken. De polariseer-
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baarheid van dephosphorzuurgroepen vande caseine is veel groter 
dan die vande COOH groepen, terwijl het dubbelgeladen calciumion 
sterkpolariserend werkt. Volgens fillers (lit. 21) komt de sterkte 
vande zuurgroepen van de caseinephosphor ongeveer over66n met 
die van de primaire en secundaire van phosphorzuur, welke resp. 
een pK waarde hebben van 2, 3 en 6, 5. De caseinephosphor zal dan 
ook in melk gemakkelijk zouten met calciumkunnen vormen. Echter 
ook de COOH groepen kunnenditdoen, terwijl in de volgende hoofd-
stukken (hoofdstuklVen V) zal worden aangetoond, dat de in de l i -
teratuur opgegeven waarde voor het caseinecalcium niet juist is. 

Door de Lingtitratie toe te passen op met gist en zonder gist ver-
hitte melk (zie bladzj.6) vond Vander Burg, dat ook het caseine­
calcium (hier wordt daarmee alleen het calcium gebonden aan de 
phosphorgroepenvande caseine bedoeld) bij aanwezigheid van gist 
gedeeltelijkafgesplitst wordt. Bij melk zonder gist zou de hoeveel-
heidervangelijkblijven. Het calcium "geadsorbeerd" aan de COOH 
groepen zou sneller in oplossinggaan. Door Ling (lit. 61) werd 66n-
zelfde verschil gevonden tussen caseinecalcium en het op andere 
wijze in het complex voorkomende calcium (phosphaatcalcium). 

Het door Vander Burg gevonden verschil in gedrag van aan case­
inephosphor gebonden en op andere wijze in het complex aanwe-
zige calcium is moeilijk te verklaren uit de voorstelling, welke hij 
had van de opbouw van het complex. 

Zowelhet calcium gebonden aan de phosphorzuurgroepen als dat 
aan de COOH groepen zal daaraan gebonden zijn zoals bij een nor-
maalzout. Erkan dan ook noch van aan COOH groepen geadsorbeerd 
calciumnoch van aan vrije aminogroepen "geadsorbeerde" P 0 4 io-
nengesproken worden. Degevormde zouten zullen zeer weinig ge-
dissocieerdmoetenzijn, daar anders onmiddellijk onopgelost cal-
ciumphosphaat gevormd wordt (zie hoofdstuk V). Het lijkt echter 
niet erg waarschijnlijk, dat dergelijke zouten slecht gedissocieerd 
zijn. 

Mochten al phosphaationen geadsorbeerd zijn, dan zullen dit bij 
de pH van melk zeker geen POJ-ionen zijn maar HPO^ionen. E r 
is de gedachte geopperd, dat aan de vrije aminogroepen van de ca­
seine CaPOJ-ionen gebonden zouden zijn. 

Het bestaan daarvan is verondersteld door Greenwald (lit. 34). 
Indien het totaal van argumenten door Vander Burg aangevoerd als 

bewijs voor zijn opvatting kritisch wordt beschouwd, blijkt dus,dat 
geen enkel bewijs voor de juistheid van deze opvatting geleverd is . 

2 .2. Het onderzoek van Evenhuis en de Vries, 

DoorEvenhuisende Vries (lit. 22,23, 24, 25) worden uitmetdezelf-
de methode uitgevoerde proeven geheel andere conclusies getrokken. 
Zij vonden, dat behalve op gistcellen calciumphosphaat ook kon 
precipiteren op andere stoffen en veronderstelden, dat bij verhitten 
van melk een herkristallisatie van calciumphosphaat plaatsvindt. 
Deze kristallisatie zou bevorderd worden door op de gist aanwe-
zige kristallisatiecentra. 

Phosphaat neergeslagen op gist bij hogere temperatuur zou gro-
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verzijnendaardoorminder snel oplossen dan het op het oppervlak 
van caseine zeerfijnverdeelde calciumphosphaat. Op gist gepreci-
piteerd phosphaat bleeknl. evenals phosphaat neergeslagen na ver­
hitten van weislechtszeerlangzaam op te lossen, zelfs wanneer de 
pH tot 4,7 verlaagdwerd. Zij veronderstelden, datookhet phosphaat 
aanwezig op de caseine na verhitten moeilijker op zou lossen. 

Hetcaseinecalciumvan melk zou bij verhitten eveneens voor een 
groot deel afgesplitst worden en uitgewisseld tegen natrium en ka-
lium. Melk verhit met gist en daarna gecentrifugeerd met een su-
percentrifugebleek n.l. meer caseine te bevatten dan melk op de-
zelfde manier behandeld zonder gist. De hoeveelheid calcium en 
magnesium in de oorspronkelijke melk was echter dezelfde. De deel-
tjesgrootte van de caseine zou afnemen. 

Evenhuisende Vries (lit. 24) kwamen tot de mening, dat in rauwe 
melk een mengsel van phosphaten in het complex aanwezig is, waar-
vande samenstellingnogal zou kunnen varieren. Zij argumenteer-
den deze opvatting door erop te wijzen, dat door verschillende onder-
zoekerszeervarierende uitkomstenverkregen werden voor de mo-
laire verhoudingCa/P van het phosphaat bij verschillende monsters 
melk. (DeKadt en van Minnen 1,25-1,78 (lit. 54), van Slyke en Bos-
worth 1,17-2, 07 (lit. 90)) en dat door Gericke (lit. 32) werd gevon-
den, dat bij de bereiding van secundair phosphaat hydroxyapatiet 
ontstaan kan, terwijl bij verhitten van secundair phosphaat even­
eens hydroxyapatiet precipiteert en monocalciumphosphaat in op-
lossinggaat. Verder werden door D'Ans enKnutter (lit. 2) geen aan-
wijzingengevonden voor het ontstaan van tertiair calciumphosphaat 
tussen CaHP04 2H20 en apatiet. 

Het mengsel van phosphaten zou bij verhitten, afhankelijk van de 
verhittingstemperatuurenduur, minof meervolledigomgezet wor­
den in hydroxyapatiet. 

Hiermeewasinovereenstemming, dat het phosphaat bij hun proe-
ven neergeslagen op degistcellen een molaire verhouding Ca + Mg/ 
P = 1, 66 had. De door Van der Burg gevonden verhouding 1, 50 zou 
door het niet bepalen van magnesium verklaard worden. Bij hun 
verderonderzoek(ziebladz. 27) kwamenEvenhuis en de Vries ech­
ter terug van deze opvatting over de toestand in rauwe melk. 

CONCLUSIE. 
Het is mogelijk, dat bij verhitten herkristallisatie van het phos­

phaat op kan treden. Het is bekend, dat calciumphosphaat met een 
molaire verhouding Ca/P tussen 1,00 en 1,50 bij verhitten omgezet 
kan worden in hydroxyapatiet (CarlstrOm lit. 12). In rauwe melk 
zou aan caseine zeergoed een phosphaat gebonden kunnen zijn, dat 
na verhitten een andere samenstelling krijgt. Daarmee zouden de 
waarnemingen van Van der Burg te verklaren zijn 

Door het onderzoek van Evenhuis en de Vries komt de theorie van 
Van der Burg op nog lossere schroeven te staan dan al het geval 
WAS, 

h ^ ^ r i l f ^ 6 1 , 2 0 6 ^ 1 6 6 1 ' ' d a ' d e toestand van het phosphaat voor het verhitten van melk een andere is dan die e r na. 
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3 . DE METHODE WAARBIJ GEBRUIK GEMAAKT WORDT VAN HET VERSCHIL IN SAMENSTEL-
LINGTUSSENMELKENULTRAFILTRAAT(RESP. WEI, DIALYSAATEN CENTRIFUGAAT). 

Er is opgemerkt (biz 13) dat het caseinaatphosphaatcomplex door 
ultrafiltratie, lebstremmingof centrifugeren uit melk te verwijde-
ren is . Indien het calcium-en phosphorgehalte voor en na de ver-
wijderingervan bepaald wordt, bestaat in principe de mogelijkheid 
het calcium- en phosphorgehalte van het complex te berekenen. Door 
veelmelk tegeneenklein volume water Jte dialyseren zou e^nzelfde 
mogelijkheid verkregen worden na analyse van de melk en het dia-
lysaat. 

Een voorwaarde voor de juistheid van de berekening is echter, 
dat tijdens de bewerkingen geen verschuivingen in de oorspronke-
lijkeverdeling van het calcium en phosphorgehalte van het complex 
optreden. Verderdienencorrectiefactorengebruikt te worden, ten-
eindede verkregen volumina ultrafiltraat etc. in overggnstemming 
te doen zijn met de in de berekening betrokken hoeveelheid melk-
serum. 

Hoewel van vrijwel alle genoemde hulpvloeistoffen gebruik ge-
maakt is, wordt in de literatuur weinig aandacht besteed aan de 
vraag, welke er van werkelijk met melkserum overeenstemt. In 
hoofdstuk II zal hierop ingegaan worden. 

Bij de methoden wordt in de melk al het calcium bepaald evenals 
in de gebruikte hulpvloeistof. Het in de laatste vloeistof gevonden 
calcium wordt na correctie van het volume van deze vloeistof voor 
de t .o .v . melkserum eruit verwijderde bestanddelen afgetrokken 
van de hoeveelheid in de melk. De hoeveelheid calcium van het 
complex is dan bekend. 

Het gehalte aan phosphaatphosphor van het complex kan op ver-
schillende manieren gevonden worden. Phosphor komt in de melk 
in vier vormen voor n . l . als: 
a. colloidaal caseinephosphor, • niet oplosbaar in trichloorazijn-

zuur. 
b. colloidaal phosphaatphosphor, evenals 
c. opgelost anorganisch phosphor wel oplosbaar in trichloorazijn-

zuur. 
d. opgelost organischphosphor,gedeeltelijk oplosbaar in trichloor-

azijnzuurmaarbijde phosphorbepaling als zodanig slechts mee 
bepaald, indien de organische stof gedestrueerd wordt. 

Door de hoeveelheid phosphor gevonden in het trichloor azijnzuur-
serum van melk te verminderen met die uit trichloorazijnzuurse-
rum van de hulpvloeistof is de phosphaatphosphorhoeveelheid te 
vinden {(2 + 3 + 4) - (3 + 4)}. 

Doormelkte verassen en in de as phosphor te bepalen vindt men 
het totaal phosphorgehalte van melk. In de hulpvloeistof kan op de-
zelfde wijze de totale opgeloste phosphor bepaald worden. 

Sommige onderzoekers hebben alleen het totaal phosphorgehalte 
bepaald en de hoeveelheid opgeloste phosphor, waardoor de col-
loidale phosphor bekend wordt. 

De phosphaatphosphor wordt dan gevonden door in caseine een 
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constante hoeveelheid caseinephosphor te veronderstellen. (Van 
Slyke en Bosworth). Anderen bepaalden alleen de zuur oplosbare 
phosphor in melk en hulpvloeistof. 

Zijn zowel het colloidale calcium als de phosphaatphosphor be-
kend, danwordt voorde verdeling van het calcium gebruik gemaakt 
van diverse veronderstellingen. Men stelt dan of het caseinecalci-
um per g caseine constant en berekend de samenstelling van het 
phosphaatof men veronderstelt eenconstante samenstelling van het 
phosphaat enberekentdehoeveelheid caseinecalcium per g. casei­
ne. 

3 .1 . Onderzoekingen waarbij ultrafiltraat gebruikt werd. 
3 .1 .1 . Het onderzoek van Van Slyke en Bosworth. 

Van Slyke en Bosworth (lit. 89) bepaalden van melk van individuele 
koeienen van het ultrafiltraat daarvan het totale calcium en phos-
phorgehalte. Zonder op het ultrafiltraat een volumecorrectie toe 
tepassen werd het colloidale calcium en de colloidale phosphor be­
rekend. Zij veronderstelden, dat caseine 0, 71% caseinephosphor 
bevat. De na aftrekken van deze caseinephosphor overblijvende 
hoeveelheid phosphor werd gerekend phosphaatphosphor te zijn. 
De verhoudingcaseinephosphor/phosphaatphosphor bleek niet con­
stant te zijn, waaruit zij merkwaardigerwijze concludeerden, dat 
calciumphosphaat niet chemisch gebonden kon zijn. 

Het caseinecalcium stelden zij gelijk aan de hoeveelheid nodigom 
caseine teneutraliseren t.o.v. phenolphtalgine (0,90 m aeq/g ca­
seine). De gemiddelde verhouding Ca /P in het phosphaat daarna 
berekendkwamovereen met die van secundair phosphaat. De ver-
houdingen berekend voor de afzonderlijke monsters varieerden 
echter belangrijk. 

Zoals door hen zelf later reeds werd opgemerkt (lit. 91) komt in 
caseine niet 0, 71% maar 0, 85% caseinephosphor voor. Bij de be-
rekeningen werddus te veel phosphaatphosphor gevonden. De hoe­
veelheid caseinecalcium was eveneens te hoog. Het basebindend 
vermogen van caseine bij pH 8, 3 - 8, 4 (omslagpunt phenolphtaleihe) 
is aanmerkelijk groter dan bij pH 6, 7 (de pH van melk). 

De analyseuitkomsten van Van Slyke en Bosworth werden door 
Eilers (lit. 21) gebruikt voor een herberekening, waarbij voor het 
caseinephosphor 0, 85% van de caseine en voor het caseinecalcium 
bij pH 6, 7 0, 75 m aeq. per g caseine verondersteld werd. De laat-
ste waarde werd afgeleid uit de door Hoffman en Gortner (lit. 48) 
uitgevoerde potentiometrische titraties van caseine met calcium-
hydroxyde. Op deze wijze werd gevonden, dat het phosphaat als 
tertiairphosphaataanwezigmoestzijn, hoewelook dan grote afwij-
kingen daarvan bij de individuele monsters gevonden werden. 

Er zou ook zuurder phosphaat voor kunnenkomen (secundair phos­
phaat) of de caseine zou minder calcium dan de veronderstelde 
hoeveelheid binden. 

Ook door Van der Burg werd een herberekening met de door Van 
Slyke en Bosworth bepaalde waarde uitgevoerd, waarbij eveneens 
het caseinephosphor op 0, 85% gesteld werd. Het caseinecalcium 
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zoumet deze phosphoraequivalent zijn (0, 54 maeq.). Voor de ver-
houdingphosphaatcalcium/phosphaatphosphor werd dan een sprei-
ding bij de individuele monsters gevonden van 1,20-1, 95. Het ge-
middelde was 1, 56. 

3 .1.2. Het onderzoek van White en Davies. 

White en Davies (lit. 99) bepaalden bij hun onderzoek zowelde 
caseinephosphoralsdephosphaatphosphor en tevens het colloidale 
calcium, magnesium en citroenzuur. Ookzijbrachten geen correc-
tie aan op het volume van het ultrafiltraat voor de t. o. v. melkse-
rum eruit verwijderde bestanddelen. Het colloidale calcium werd 
door hen verdeeld onder aanname van de juistheid van de door Py-
neen Ryan (lit. 75) met hun titratiemethode berekende hoeveelheid 
tert iair phosphaat. E r is reeds geconcludeerd, dat deze methode 
niet voldoende betrouwbaar is (zie biz. 18). 

Metbehulpvan de gemaakte veronderstelling werd berekend, dat 
caseine inmelkl-2 mgcaseinecalciumbindt. White en Davies spra-
ken zichniet uit over de wijze, waarop het magnesium en citroen­
zuur in het complex voorkomei- .jn evenmin over de wijze, waarop 
het phosphaat aan de caseine gebonden is . 

3.2. Onderzoekingen,waarbij wei gebruikt werd. 
3. 2 . 1 . Het onderzoek van Evenhuis en de Vries. 

Evenhuis en de Vries (lit. 27) maakten gebruik van wei als hulp-
vloeistof. Hoewel zij aanvankelijk van mening waren (lit. 24), dat 
de samenstellingvan het colloidale calciumphosphaat variabel zou 
kunnenzijn, kwamen zij bij hun verdere onderzoek tot de opvatting, 
dat dit niet het geval is. 

Het in het complex voorkomende phosphaat zou een constante 
samenstellinghebbenmeteenmolaire verhoudingCa + Mg/P= 1,60, 
omdat in aangezuurde melk, waaruit de caseine verwijderd was, 
een phosphaat van deze samenstellingneersloeg, wanneer de vloei-
stof metloog geneutraliseerd werd tot de pH van melk. Indien ge­
latine, arabische gom of caseine aan de zure vloeistof toegevoegd 
werd of indien tot een hogere pH (8,00-9,00) getitreerd werd, zou 
66nzelfde phosphaat neerslaan. Het zou bij verhitten herkris tal-
liseren tot hydroxyapatiet (Ca + Mg/P = 1,667). 

Bij berekeningen uitgevoerd naar aanleiding van analyses van melk 
endaarbij behorende lebwei veronderstelden zij de aanwezigheid 
van dit phosphaat. In gemengde melk werd door hen dan ook in ver -
gelijking met andere onderzoekers minder caseinecalcium bere-
kend, zelfs indien het magnesium meeberekend werd. (Evenhuis en 
de Vries-caseinecalcium + magnesiumlO, 0 mg per g caseine; an­
dere onderzoekers caseinecalcium 10, 5 mg). 

In melk van individuele koeien werd een aanzienlijke variatie ge­
vonden (7, 0 - 12, 7 mg caseinecalcium + magnesium per g caseine). 
Deze variatie werd toegeschreven aan de "abnormale samenstel-
ling" van de melk. Zo zoubij eenbepaald monster het citraatgehal-
te in de wei, bij een ander het phosphaatgehalte abnormaal zijn. 
Ook de samenstellingvan het colloidale phosphaat, hoewel constant 
volgens hen, zou abnormaal kunnen zijn. 
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Hetlijkt oris toe, datde samenstelling van gemengde melk eerder 
abnormaal genoemd moet worden dan die van melk van individuele 
koeien. Hun veronderstelling zal voor melk van individuele koeien 
dus niet juist zijn (hoofdstuk II). 

De argumentatie voor de aanwezigheid van het calciummagne-
siumphosphaat met de molaire verhouding Ca + Mg/P = 1,60 is 
vrij zwak. Hetphosphaat neergeslagen tijdens de neutralisatie van 
zure, vancaseine bevrijde melk hoeft helemaal niet eenzelfde sa­
menstelling tehebbenals het oorspronkelijk in de melk aanwezige 
phosphaat. De omstandigheden, waaronderhet gevormd werd, wa-
ren zeer verschillend van de in de uiercel heersende (zie hoofd­
stuk III). De analyse ervan was bovendien onvolledig (zie bladzl8). 

Evenhuis en de Vries (lit. 27) merkten op, dat, hoewel "aange-
nomenmag worden, dat in melk een klein deel van de caseine aan 
calciumphosphaat geadsorbeerd is", bij hun proeven aangetoond 
werd, dat zelfs, wanneer de door hitte coaguleerbare eiwitten uit 
de "wei" afgescheiden zijn.de bereiding van colloidale calciumphos-
phaatoplossingen in deze "wei" mogelijk is, zodat ook de andere 
eiwitten van de melk als schutcolloid kunnen worden gebruikt' . 

De caseine zou dus in melk op twee verschillende manieren het 
colloidale phosphaat in oplossing houden n . l . a. door adsorbtie, 
b. als schutcolloid. Hetfeit, dat colloidale calciumphosphaatoplos-
singenkonden ontstaan in de geneutr aliseerde zure "wei" .behoeft he­
lemaal niet in te houden, dat de niet coaguleerbare eiwitten als 
schutcolloiddienst doen, "Colloidale phosphaten" kunnen ook ont­
staan in gedestilleerd water, dat alleen calcium en phosphorzuur 
bevat (zie hoofdstuk III), 

Daar bij de neutralisatie van zure "wei1! tot pH 6, 7 slechts be-
trekkelijkweinigeiwit uit de "wei" aan het tijdens deze neutralisa­
tie gevormde phosphaat geadsorbeerd werd (ongeveer 25% van het 
gewicht van het phosphaat), is e r volgens Evenhuis en de Vries 
weinigreden een chemische binding van calciumphosphaat aan ca-
sefne te veronderstellen. 

Deze redenering is niet erg overtuigend. Het eiwit aanwezig in de 
zure wei was geen caseine. Ten opzichte van phosphaat zal case­
ine zich anders kunnen gedragen dan het serumeiwit. Verder zul-
len de omstandigheden, waaronder het phosphaat gevormd wordt, 
van belang kunnen zijn. 

Het ismoeilijkde inhoud van de mededelingen van Evenhuis en de 
Vries tedoorgronden. Inhunniet gemakkelijk leesbare publicatie's 
worden zeer veel suggestie1 s gedaan en veronderstellingen gemaakt. 
De argumentatie voor een verandering van het phosphaat tijdens 
verhitten lijkt overtuigend (zie bladz. 23). Hun opvatting over de 
toestand in de rauwe melk is dat zeer beslist niet. 

3.3. Onderzoekingen, waarbij gebruik gemaakt werd van een cen­
trifuge. 

Het onderzoek kan op tweeerlei manier uitgevoerd worden. De 
Kadt en van Minnen centrifugeerden met bepaalde snelheden en on-
derzochten de uitgecentrifugeerde gelen. 

http://zijn.de
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Door Amer ikaanse onde rzoeker s werd veelal de overblijvende 
vloeistof geana lyseerd . Dehoeveelheidtotaa l stikstof, overblijvend 
nacen t r i fugerenmetop lopende snelheden, werd uitgezet in grafiek 
t egenhet totaal ca lc ium of phosphor. Door extrapolat ie tot het c a -
ae inepercen tagenu lkonberekendworden hoeveel case ine , calcium 
en phosphor na elke charge verwijderd was . 

3 . 3 . 1 . Onderzoekingen, waarbij de uitgecentrifugeerde gelen on-
derzocht werden. 

3. 3 .d . 1. Het onderzoek van de Kadt en van Minnen. 

De Kadt en van Minnen (lit. 54) centr ifugeerden ondermelk van 
gemengde melk met een Sharpies centrifuge en analyseerden het 
ve rkregen gel . 

Van het gel werden bepaald de hoeveelheid caseine , totaal c a l c i ­
um, totaal phosphor en zo nu en dan magnesium of c i t roenzuur . 
E rwe rdaangenomen , dat in caseine 0,26 mmol (=0,81%) c a se ine -
phosphor voorkomt en dat h ie raan een aequivalente hoeveelheid 
case ineca lc ium gebonden is ( ^ 1 0 , 5 mg Ca / g caseine) . 

Voor de verhouding phosphaatcalcium/phosphaatphosphor werd 
gemidde ld l ,53gevonden . E r zou in het complex t e r t i a i r phosphaat 
aanwezig zijn. De waarden bij de verschi l lende proeven v a r i e e r -
den e ch t e r van 1, 34 tot 1, 78. 

De Kadt en van Minnen veronders te lden , dat het phosphaat aan­
wezig is a l s dubbelzout. 

Ca s - - P 0 4 : 
„Ca - P 0 4 = Ca 

-Ca - P 0 4 = Ca 
of geadsorbeerd aan de case ine . 

Dedoorhen ve rk regen ui tkomsten s temden goed overggn met die 
ve rkregen door Ling. Het in het complex gevonden magnesium en 
c i t roenzuur ( r esp . 0, 05 en 0, 02 - 0, 03 mmo l / g caseine) werd met 
i ndebereken ingenbe t rokken , daa rdehoevee lheden ervan ongeveer 
aequivalent waren . Kalium, na t r ium en chloor zouden niet in het 
complex voorkomen. Ondankshe tve r sch i l indeel t jesgroot te zouden 
de case inaatphosphaatdeel t jes in melke"6nzelfde samenstel l ing heb -
ben. (zie ook bladz..31). 

Tegen het onderzoek van de Kadt en van Minnen zijn de volgende 
bedenkingen aan te voeren (zie ook t e r Hors t l i t . 50). 
a. De phosphaatphosphor werd niet bepaald. Aangenomen werd, 
dat caseine 0, 26 mmol caseinephosphor per gram beyat. Door hen 
isnietonderzochtof deze hoeveelheid constant is. Zij lijkt wat aan 
delagekantte zijn, daar andere onderzoekers 0,85% as 0,27 mmol 
opgeven. 
b. E r is geen enkel bewijs door hen geleverd, dat de hoeveelheid 
caseinecalcium e r aequivalent mee is. 
c De gevonden spreiding in de voor het phosphaat berekende ver­
houding is zogroot, dat het de vraag is of geconcludeerd mag wor-
den, dat altijd tertiair phosphaat aanwezig is. 
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3. 3 .2 .1 . Het onderzoek van Ramsdell en Whittier. 
Ramsdell en Whittier (lit. 76) centrifugeerden melk eveneens met 

een Sharpies centrifuge. Het verkregengelwerd in water gesuspen-
deerd en de suspensie nogmaals gecentrifugeerd. Nadat dit p ro-
ces nog e^nmaal herhaald was, werd het gel gedroogd bij 20°C en 
nabewarengeanalyseerd. Bepaald werden het stikstof-, calcium-, 
totaalphosphor- enphosphaatphosphorgehalte. Het gel bleek geen 
chloor en lactose meer te bevatten. 

Uitde resultatenverkregen door het gedroogde gel te suspenderen 
in water en op de suspensie de Lingtitratie toe te passen (ziefook 
bladzl6)concludeerdenzij, dathetphosphaat als tertiair phosphaat 
aanwezig was. Dit zou niet chemisch gebonden zijn, omdat e r een 
variatie gevonden werd in de verhouding van de hoeveelheid calcium -
caseinaat t .o .v. die van calciumphosphaat. Aan het caseine zou 
1,18%caseinecalcium gebonden zijn. Deze hoeveelheid zou echter 
bij verschillende monsters melk niet altijd gelijk zijn. 

Afgezien van het feit, dat met de Lingtitratie nooit de juiste sa­
menstelling van het phosphaat te bepalen is, is het verder de vraag 
ofhetherhaaldoplossenencentrifugeren van het gel geen verande-
ringen in de samenstelling ervan veroorzaakt heeft, terwijl uit de 
variatie in de verhouding van de hoeveelheden calciumcaseinaat 
en calciumphosphaat niet zonder meer geconcludeerd mag worden, 
dat geen chemische binding mogelijk is. 

3.3.2. Onderzoekingen, waarbij gecentrifugeerd werd en door ex-
trapolatie de samenstelling van het phosphaat gevonden werd. 

3. 3 .2 .1 . Het onderzoek van Ramsdell en Hufnagel. 
Ramsdell en Hufnagel (lit. 77) centrifugeerden van te voren geana-

lyseerdeondermelkbij verschillende snelheden. In de overblijvende 
vloeistof werden het totaal calcium, het totaal phosphor en het totaal 
stikstof percentage bepaald. Door extrapolatie van de verhoudingen 
totaal Ca/totaalN en zuuroplosbaarP/totaalN tot het serum N werd 
de hoeveelheid calcium, phosphaatphosphor en caseine vanhet com­
plex berekend. 

melk 

totaal Ca per 
100 g melk x centrifugeren 

serum N i caseine N 
_i 

Inbet complex veronderstelden zij 1,07% caseinecalcium (SOld-
ner). Zij berekenden, dat tertiair phosphaat in het complex aanwe­
zig moest zijn. 

Menkan zich afvragen of extrapolatie tot het serum N gehalte de 
juiste waarde geeft voor het gehalte aan calcium en phosphor van 
het serum. 
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Indien de kleinste caseinedeeltjes een andere samenstelling zouden 
hebben daa de grotere, is extrapolatie niet geoorloofd. Verder 
werdnochhet magnesium noch het citroeazuur, dat in het complex 
aanwezig is, bepaald. 

3. 3 .2 .2 . Het onderzoek van Edmonson en Tarasuk. 

Volgens Edmonson en Tarasuk (lit. 19) bestaat het complex uit 
calciumcaseinaat en calciumphosphaat. De samenstelling van het 
laatste werd door hen op dezelfde wijze berekend als door Rams-
dell en Hufnagel. Zij vonden een gemiddelde molaire verhouding 
Ca/P=l , 45. Het phosphaat zou dan ook als tertiair phosphaat aan­
wezig zijn. De samenstelling van de deeltjes van verschillende 
grootte was volgens hen constant. Dit werd ook door de Kadt en 
van Minnen gevonden (zie bladz.29). 

Van Slyke en Bosworth (lit. 89) vonden wel een verschil in de sa­
menstelling van de grotere en de kleinere deeltje s bij proeven, waar-
bij ondermelk herhaalde malen door een centrifuge geleid werd en 
het centrifugeslib geanalyseerd werd. Hostettler en Rijchener (lit. 
52)meenden, dat de grotere deeltjes meer calcium en phosphor be-
vatten. 

Ei lers vondgeen verschil in de samenstelling van de deeltjes van 
verschillende grootte. Hij centrifugeerde ondermelk, waaraan wat 
chloroform toegevoegd was, met een supercentrifuge, zodat het 
grof verdeelde caseinaatphosphaat afgescheiden werd en het fijn 
verdeelde in de centrifugewei achter bleef. Wanneer zowel met 
de ondermelk als met de centrifugewei de Lingtitratie werd uitge-
voerd en het colloidale phosphaat per procent caseine werd bere­
kend, bleek geen verschil. 

3 . 3 .2 .3 . Het onderzoek van Ford et al. 
Met dezelfde methode werd de samenstelling van het complex door 

Fordetal.(lit .29)onderzocht. DaardeverhoudingtotaalCa/totaal N 
entotaalP/totaalNookbijlanger centrifugeren constant bleef, zou 
hetovergrotedeelvande caseinedeeltjes een gelijke samenstelling 
hebben. Slechtsde grootste deeltjes (^15%) zouden meer zuuroplos-
baar phosphor bevatten. De verhouding in het phosphaat bleek te 
varigren van 1,33 - 1,48 (gemiddeld 1, 40), wanneer een met het 
caseinephosphor (0, 85%) aequivalente hoeveelheid caseinecalcium 
verondersteld werd. Bij de berekening werd een correctie aange-
bracht voor het gebonden water (0,52 g/g caseine). Ook zijcon-
cludeerden, dat tert iair phosphaat aanwezigwas. Wanneer de sedi-
menten in water verdeeld en nogmaals gecentrifugeerd werden, 
vonden zij een variatie in de verhouding van 1,46 - 1,64 (gemid­
deld 1,54). Deuitkomstenstemdengoedovereenmetdie van de Kadt 
en van Minnen. 

Tegenhun onderzoek zijn dezelfde bezwaren aan te voeren a ls te-
gen dat van de Kadt en van Minnen. Hoewel opgemerkt werd, dat 
magnesium in het complex voorkomt (Alexander 0,15%, lit. 1) en 
dat dit van invloed zou kunnen zijn op de uitkomsten, werd het niet 
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bepaaldevenminalshet citroenzuur. Bij het overgrote deel van de 
caseinedeeltjes zou de verhouding colloidaal-calcium: phosphaat -
phosphor: caseinephosphor = 5 : 2 : 2 zijn, wat op een verbindiag 
van 2 mmol calciumcaseinaat met 1 mmol calciumphosphaat zou 
wijzen, een uitermate nafeve conclusie. 

In enkele volgende publicatie's (lit. 30, 31) werd opgemerkt.dat 
ook van dekleinstedeeltjesde verhouding caseinephosphor/totaal N 
dezelfde is als van de grotere. In melk zouden zij in dezelfde sa-
menstelling voorkomen als deze. 

CONCLUSIE. 
Het isduidelijk, dat, of men nu gebruik maakt van lebstremming, 

ultrafiltreren of centrifugeren,de uiteindelijke conclusie 'szeer sterk 
afhankelijk zijn van degemaakte veronderstellingen. Dezelfde ana-
lyseresultatenkunnendaardoor leiden tot verschillende meningen. 
De veronderstellingen, waarmee werd gewerkt, waren echter on -
voldoende gegrond. 

4 . DE METHODE, WAARBU HET CASEINAATPHOSPHAATCOMPLEX KUNSTMATIG BEREID 
WORDT. 

Als uitgangsmateriaal wordt bij deze methode bij het iso-elec-
trisch punt neergeslagen en min of meer gezuiverde caseine ge-
bruikt. Opde66nof andere wijze wordt daarna een complex bereid, 
waarin caseine, calcium en phosphor voorkomen. 

Meestal heeft men bij het bereiden ervan er niet op gelet of de 
omstandigheden, waarbij werd gewerkt, enigszins overggnkwamen 
met die, welke in de uiercel aanwezig zullen zijn. 

4 . 1 . Het complex bereid door Porcher. 
Porcher (lit.67) voegde aan een sterk alkalische calciumcaseinaat-

oplossing phosphorzuur toe tot pH 7,00. 
Volgenshem kwam de bij pH 7,00 aan zuivere caseine gebonden 

hoeveelheid calcium overeen met de hoeveelheid caseinecalcium 
in melk, terwijl de overmaat calcium met het phosphorzuur phos-
phaat vormde en wel zodanig, dat 1 mmol phosphorzuur nodig was 
om 1, 25 mmol calciumhydroxyde te neutraliseren. Porcher meende 
hieruit te mogen concluderen, dat in het complex een gelijke hoeveel­
heid secundair en tertiair phosphaat aanwezig is. 

Afgezienvanhet feit, dat hij zonder meer veronderstelde, dat al 
het calcium bij de terugtitratie met phosphorzuur neergeslagen 
werd, is de conclusie toch al onjuist, omdat, indien gelijke hoe-
veelheden van beide phosphaten (mmol) aanwezig zouden zijn ge -
weest, niet 1, 25maar 1, 33 mmol calcium hydroxyde nodig zou zijn 
geweest voor de neutralisatie van 1 mmol phosphorzuur. Bij de 
synthese zal dus of veel meer secundair phosphaat gevormd zijn 
of een aanzienlijke hoeveelheid calcium en phosphorzuur moet in 
oplossing gebleven zijn. 
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4.2. Het complex bereid dcor Powell en Palmer. 
Door Powell en Palmer (lit. 68) werden complexen bereid volgens 

Porcher en door aan calciumcaseinaat (pH 6, 70) gelijktijdig cal-
ciumhydroxyde en phosphorzuur toe te voegen zodanig, dat de eind-
pH 6, 70 was. 

Zij onderzochten de lebstremming ervan. De complexen gedroegen 
zich na verhit tent .o. v. s t remsels als een mengselvangelijkehoe-
veelhedencalciumcaseinaatsuspensie en calciumphosphaatsuspen-
sie. Zij concludeerden meruit, dathetphosphaatnietchemischge-
bonden i s . 

4 .3 . Het onderzoek volgens Wright. 

Wright (lit. 101 en 102) veronderstelde, dat,wanneer oplossingen 
van Na 2HP0 4 en CaCl2 bij elkaargevoegdworden, secundair cal-
ciumphosphaat neerslaat endat, wanneer aan calciumcaseinaat of 
aan natriumcaseinaat met caleiumchloride Na2HP04 toegevoegd 
wordt, geenvrij CaHP04 ontstaat doch een tamelijke stabiele col­
loid ale oplos sing, waarin door caseine secundair calciumphosphaat 
inoplossinggehouden wordt. Wright onderzocht verder de diffusie 
evenwichten tussen een natriumcaseinaat oplossing en een door een 
semipermeabele wand daarvan gescheiden calciumchlorideoplos-
sing. Het calcium Week zich op te hopen in de eiwitoplossing. In-
dien aan het natriumcaseinaat ookNa2HP04 toegevoegd werd, bleek 
90% van het calcium zich in de case ine oplossing op te hopen, ter-
wijl 70-75% van het phosphaat erin achter bleef. Wanneer minder 
phosphaat toegevoegd werd hoopte zich minder calcium op; meer 
toevoegen gaf een grotere ophoping. 

De veronderstellingen van Wright zijn op geen enkele bepaling 
gebaseerd. Zijndiffusieproevenzoudeneropkunnen wijzen, dat ca­
se ine een actieve rol speelt bij de vorming van het complex. De pH 
van de vloeistoffen werd echter niet gemeten. 

4.4. Het onderzoek van Pyne. 
Uit het feit, dat kunstmatige complexen bereid volgens Porcher 

zich hetzelfde gedroegen bij de formoltitratie met en zonder oxa-
laat als melk, meende Pyne (lit. 69 en 70) te mogen concluderen, 
dat calciumcaseinaat en calciumphosphaat met elkaar chemisch 
verbonden zijn (zie ookbladz. 19).Dit zoudes te meer waarschijnlijk 
zijn, daar bij gelatinephosphaatcomplexen bereid volgens De Toni 
(lit. 93) een zelfde verschijnsel niet waargenomen werd. 

4. 5. Het onderzoek van Ei lers . 
Door Ei lers (lit. 21) werd phosphorzuur potentiometrisch geti-

treerdmetcalciumhydroxyde al of niet bij aanwezigheid van case-
ine. Wanneer phosphorzuur langzaamgetitreerd werd, ontstond vri j-
wel alleen secundair phosphaat. Indien sneller getitreerd werd, was 
dehoeveelheidcalciumhydroxyde, nodigom tussen pH 5 - 7 66nzelf-



-34-

de pH waarde te bereiken als bij de langzame titratie.groter. 
Zijkwam dan ongeveer overeen met die hoeveelheid, welke voor 

de vormingvan tertiair phosphaat nodig zou zijn. Als caseine aan-
wezig was, was dit ook bij langzaam titreren het geval. Caseine 
zou dus het ontstaan van tertiair phosphaat bevorderen. 

Wanneer echter opklimmende hoeveelheden phosphorzuur (200, 
400,800enl000mg) in aanwezigheid vandezelfdehoeveelheid caseine 
getitreerd werden, zouboven 700 mg steeds meer secundair phos­
phaat gevormd worden, daar beneden vrijwel alleen tertiair phos­
phaat. Bij 66nzelfde hoeveelheid caseine zou dus een zeker maximum 
in de te vormen hoeveelheid tertiair phosphaat optreden. Caseine 
zou dan ook de beperkende factor zijn voor de vorming daarvan. 
Deze waarnemingen en het feit, dat bij aanwezigheid van caseine 
het evenwicht zich aanmerkelijk sneller instelde dan bij afwezig-
heid daarvan, deed Eilers concluderen, dat calciumcaseinaat en 
calciumphosphaatchemischgebonden zijn in het complex. Voor de 
reactie gaf hij de volgende vergelijking. 

• R - O 

•R x - O 

Ca + 3 Ca(OH2 + 2HgP04 • 

R - 0 - Ca - O - {K^^C 3 

Rx - O - Ca - O - Pv Ca 

Bij de titratie van de caseine met opklimmende hoeveelheden phos­
phorzuur was de hoeveelheid benodigd calcium kleiner dan overeen 
zou komen met de vorming van tertiair phosphaat. Ei lers ver-
klaarde dit tekort door aan tenemen, dat niet alle tertiaire zuur-
groepen van het phosphorzuur met calcium hadden gereageerd. 

Het is echter waarschijnlijker, dat bij de titratie1 s ook, indien 
caseine aanwezigwas, in het begin van de titratie secundair phos­
phaat gevormd werd. De door hem gevolgde methode mag dan ook 
niet toegepast worden, indien men de samenstelling van het case-
inaatphosphaatcomplexontstaand in een betrekkelijk klein pH t ra-
ject (bijv. 6,6 -6,8) wil bestuderen (zie hoofdstuk III en volgende). 

Het bewijs voor het aanwezig zijn van een chemische binding is 
niet overtuigend. Het is zeer wel mogelijk, dat niet de hoeveel­
heid caseine bepalend is voor de hoeveelheid tertiair phosphaat, 
die ontstaan kan, maar de verhouding phosphorzuur t .o . v. op een 
bepaald moment aanwezig calcium. Bij een teveel aan phosphor­
zuur zal ook secundair phosphaat kunnen ontstaan. (zie hoofdstuk 
III en V.). Het is evenwel duidelijk, dat caseine het ontstaan van 
basischer phosphaat dan secundair bevorderde bij de titratie1 s. 
Ook stelde het evenwicht zich sneller in als caseine aanwezig was. 

Door Evenhuis en de Vries werd eveneens gebruik gemaakt van 
kunstmatig samengestelde complexen. Hun werk is reeds eerder 
besproken. 
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5 . SAMENVATTING EN DISCUSSIE. 

Hoewel door de meeste onderzoekers aangenomen wordt, dat in 
hetcomplexphosphaatvoorkomtmeteen molaire verhouding phos-
phaatcalcium/phosphaatphosphor = 1, 50, is dit niet met zekerheid 
aangetoond. 

Dat deze waarde vermeld wordt kan zowel veroorzaakt worden 
doorhet voorcaseinecalcium veronderstelde als door het feit, dat 
de gemiddeld gevonden waarde ongeveer overeenstemde met de 
voorhetphosphaat veronderstelde. Te weinig wordt meestal reke-
ning gehouden met de grote variatie 's, gevonden in de monsters 
melk van individuele koeien. 

Bij de berekeningen is verder weinig aandacht besteed aan het 
voorkomen van magnesium en citroenzuur. Deze kunnen de uit-
komsten daarvan sterk beinvloeden. 

De hoeveelheid caseinecalcium is niet voldoende nauwkeurig be-
kend. Een bewijs, dat zij aequivalent is met de hoeveelheid case-
inephosphor isnietgeleverd. Integendeel, het is mogelijk, dat zo­
wel deze hoeveelheid als de samenstelling van het phosphaat vari -
eert. Eenveronderstelling, welke door geen enkele onderzoeker is 
onderzocht. 

Het is zeer goed mogelijk, dat het caseinecalcium in evenwicht 
i smetde samenstelling van het melkserum. Indien de hoeveelheid 
citroenzuur of phosphorzuur ten opzichte van de hoeveelheid case-
ineop een bepaald moment tijdens een lactatie verandert, bestaat 
demogelijkheid, datookde verdeling van het calcium over de pha-
sen van de melk anderszal zijn. Bij een mogelijk "tekort" aan cal­
cium zullenandere ionen (natrium, kalium, magnesium) dit tekort 
kunnen aanvullen. Het is zeer de vraag of dit "tekort" zich alleen 
manifesteerd in het serum. Het lijkt niet onwaarschijnlijk, dat ook 
een gedeelte van het caseinecalcium dan door andere ionen ver-
vangen zou kunnen worden. 

De samenstelling van het phosphaat zal eveneens nietaltijd gelijk 
behoeven te zijn. Het iszelfsde vraag of " tert iair" calciumphosphaat 
chemisch wel zo gemakkelijk ontstaat als door vrijwel alle onder­
zoekers van het complex is verondersteld. 

De wijze waarop net phosphaat aan het caseinaat gebonden is , is 
nietbekend. Erisgeenenkelovertuigend bewijs noch voor een che­
misch gebonden zijn, noch voor een geadsorbeerd zijn ervan aan 
de caseine. Dat alle calcium en phosphorzuur geheel afzonderlijk 
als ionen geadsorbeerd zouden zijn, is echter niet waarschijnlijk. 

Het indeliteratuurvermeldegeeft aanleiding tot de volgende con-
clusie's. 
l e . Caseinedeeltjesin melk bestaan uit caseine, calcium en phos­

phorzuur, welke stoffen op de een of andere wijze innig ver-
bonden zijn. E r komen echter ook magnesium en citroenzuur 
in voor. 

2e. Bij toevoegen van kaliumoxalaat aan melk of aan het geisoleerde 
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complex, gesuspendeerd in water, komt "alkali" uithet complex 
vrij. Dit is een vrij sterke aanwijzing, dat e r calciumphosphaat 
in aanwezig isen dat dit basischer is dan secundair phosphaat. 

3e. Naverhitten van melk is de toestand van dit phosphaat een an-
dere dan voor het verhitten. 

4e. Het phosphaat in het complex oefent invloed uit op de formol-
titer. Niet duidelijk is of dit toegeschreven moet worden aan 
een binding ervanaandecaseine of aan het gedrag van het phos­
phaat als zodanig bij deze titratie. 

5e. De zoutvormingtussencalcium en phosphorzuur wordt door de 
aanwezigheid van caseine beinvloed. Deze invloed is waar-
schijnlijk zodanig, dat in aanwezigheid van caseine een basi­
scher phosphaat ontstaat. 



HOOFDSTUK II 

EIGEN ONDERZOEK 

BEREKENINGEN BETREFFENDE DE SAMENSTELLING VAN 
HET COMPLEX. 

In de jaren 1953-1959 werden hier in het laboratorium zeer veel 
analyses uitgevoerd van melk van individuele koeien en de daaruit 
bereide lebwei (lit. 64). Van de verkregen gegevens wordt in het 
volgende gebruik gemaakt. 

1 . DE TOELAATBAARHE1D VAN HET GEBRUIK VAN WEI ALS HULPVLOEISTOF. 

Bij deberekeningenwerd verondersteld, dat de verdeling van het 
calcium en phosphaatphosphor over de phasen van de melk tijdens 
het stremmen niet belangrijk verandert. Men kan zich afvragen in 
hoeverre deze veronderstelling juist is. Door de inwerking van 
stremsel wordt het caseinaat-phosphaatcomplex immers omgezet 
in een paracaseinaatphosphaatcomplex, wat zich in bepaalde op-
zichten anders gedraagt. 

Ook de chemische samenstelling blijft niet ongewijzigd, zodat 
mogelijkerwijshetgebruik van wei als hulpvloeistof de uitkomsten 
van de berekeningen zou kunnen beinvloeden. 

1.1. De verandering, die de caseine ondergaat tijdens het s t rem­
men. 

Caseine is geen enkelvoudig eiwit. Volgens de resultaten verkre­
gen bij recente onderzoekingen bestaat het uit een ingewikkeld com­
plex van phosphoproteinen, waarvan dikwijls drie hoofdcomponenten 
onderscheidenwordenn. l.(ar-, fl-, en-y-caseine. Dear caseine'op zijn 
beurt schijnt weer te bestaan uit minstens twee componenten, wel 
aangeduid als as enK- caseine. Vooral de laatste zou bij het s t rem­
men aangetast worden en gesplitst in een onoplosbaar gedeelte, de 
para-K-caseine en een oplosbaar deel (lit. 96). 

Hetonoplosbaredeelvormt tesamen met andere componenten van 
de caseine de paracaseine. Wanneer de chemische samenstelling 
daarvan vergeleken wordt met de caseine is vrijwel geen verschil 
aantoonbaar. 

Het oplosbare deel wordt meestal aangeduid als de "weiproteose". 
Het is gebleken uit een uitvoerig onderzoek hier in het laborato­
rium uitgevoerd, dathetongeveer4%van de stikstof van de caseine 
bevat. Tenminste een deel ervan bleek zeer moeilijk in zoutvrije 
toestand te verkrijgen. 

1.2. Hetgedrag van het calcium en de phosphaatphosphor van het 
complex tijdens het stremmen. 

Demogelijkheid isdusniet uitgesloten, dat de weiproteose zo be-
laden met calcium en phosphorzuur in oplossing gaat.als zij van te 
voren in caseine aanwezig was. Daardoor zal de wei meer calcium 
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en phosphaatphosphor bevatten dan het oorspronkelijke melkserum. 
Indien van deze vermeerdering een schatting gemaakt wordt op 
grond van de van de caseine afgesplitste N-hoeveelheden en onder 
aanname, dat het afgesplitste deel genzelfde hoeveelheid calcium 
en phosphaatphosphor bevat per 66nheid N als de caseine, zou de 
wei maximaal t. o. v. het oorspronkelijke melkserum ongeveer 8% 
calcium en 4% phosphaatphosphor meer bevatten. Van het calcium 
in melk komt nl. ± 2 / 3 voor in het complex, ± 1 / 3 in het serum, 
zodat een afsplitsing van 4% uit het complex het gehalte in het se ­
rum 8%hogerdoet worden. Van de phosphaatphosphor komt onge­
veer 50% in het complex en 50% in het serum voor. 

Hoewel deze toename niet gering is, zal zij, indien de afsplitsing 
op de geschetste wijze plaats vindt, niet van veel invloed zijn op de be-
rekeningen, daar stikstof, calcium en phosphorzuur in dezelfde 
verhouding als zij in het complex voorkomen, afgesplitst worden 
en dit op de verhoudingen in het overblijvende deelgeen invloed 
uitoefent. 

Van meer invloed zou het zijn, indien door de stremming de ver­
houding, waarin calcium en phosphaatphosphor voorkomen, ver-
anderde. 

1.2.1. De samenstelling van wei, vergeleken met die van ultra-
filtraat of dialysaat. 

Het ismoeilijk hier enige controle op uit te oefenen. Ook, indien 
wei meer calcium of phosphaatphosphor bevat dan b. v. ultrafiltraat 
of dialysaat uit dezelfde melk, bewijst dit nog niet, dat wei niet 
gebruikt mag worden. Ultrafiltraat zal altijd minder calcium en 
phosphaatphosphor bevatten dan het melkserum, daar bij het fil-
trerenook de ' opgeloste" melkeiwitten achter blijven, welke zeer 
waarschijnlijk eveneens met calcium en phosphaatphosphor verbon-
den zijn (hoofdstuk III en V). 

Bij dialysaat is dit eveneens het geval. Centrifugaat daarentegen 
bevat wei alle oplosbare stikstofcomponenten, echter tevens af-
hankelijkvan de gebruikte centrifugaal kracht een grotere of klei-
nere hoeveelheid van het calciumcaseinaatphosphaatcomplex. 

Degevolgde methodiek is van invloed op de samenstelling van de 
verkregenvloeistoffen. Bijdialyse iseenverschuiving in het ionen -
evenwicht mogelijk, zowel door de optredende verdunning van het 
melkserum als door de vrij lange duur van het procede. Ook de 
temperatuur, waarbij gedialyseerd wordt, kan van invloed zijn. 
Adsorbtievan ionen aan het dialysemembraam en onvolledige dia-
lyse van calcium en citraat (uitzeefeffect) kunnen optreden. 

Bij oudere onderzoekingen werd als ultraf ilter veelal een Pasteur-
Chamberlandkaars gebruikt. Bij deze werkwijze maakte de lange 
duur en de meestal lage temperatuur, waarbij gef iltreerd werd, 
het optreden van verschuivingen in de verdeling van de ionen mo­
gelijk. Moderner is de ultrafiltratietechniek, waarbij het filtraat 
onder druk door een cellophaan membraam geperst wordt. Daarbij 
doen zich dezelfde bezwaren gelden als bij dialyseren (adsorbtie 
ionen. uitzeefeffect). 
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Het is echter mogelijk gebleken.mits een bepaalde werkwijze en 
het juistemateriaal gebruikt wordt, dialysaat, wei en centrifugaat 
uit dezelfde melk te bereiden, welke onderling slechts geringe 
verschillen vertoonden in de gehaltes van de in het melkserum 
voorkomende ionen (lit. 18). Dat dit mogelijk is ondanks de geheel 
verschillende bereidingsmethoden, geeft een sterke aanwijzing, 
dat de samenstelling van de wei v. w.b. deze ionen weinig van het 
melkserum af zal wijken. 

Pyne (lit. 71) verrichtte proeven, waarbij de samenstelling van 
wei vergeleken werd met die van dialysaat. Wanneer het laatste 
als standaard voor vergelrjking gebruikt werd, bleek lebwei even-
eenseenbevredigende hulpvloeistof te zijn, hoewel de hoeveelheid 
door hem in de wei gevonden phosphaatphosphor aan de lage kant 
was. In een latere publikatie (lit. 73) merkte hij op, dat de ideale 
hulpvloeistof voor de bepaling van de phosphaatphosphor nog niet 
te bereiden is en dat de gelijkheid in het phosphaatgehalte van leb­
wei en een door hem bereide melk, welke geen colloidaal phos­
phaatphosphor bevatte, deed vermoeden.dat beide voor het ver-
krijgen van een nauwkeurige waarde van de opgeloste phosphaat­
phosphor in melk gebruikt kunnen worden. 

OokEilers (lit. 21) was van mening.dat wei gebruikt kan worden, 
hoewel zijnconclusie niet gerechtvaardigd wordt door de door hem 
verschafte gegevens. Voorde phosphaatphosphor van wei en ultra-
filtraat werd bij zijn proeven resp. gevonden 0, 030% en 0, 036%, 
voor calcium 0, 056% en 0, 058%. Het grote verschil in phosphaat­
phosphor kan moeilrjk anders verklaard worden dan door het op-
treden vanverschuivingeninhetevenwicht bij de proeven. E r werd 
bij 2°C door een Pasteur-Chamberlandkaars gefiltreerd, echter 
gestremd bij 40°C. 

CONCLUSIE. 
Tegenhetgebruik zowel van ultrafiltraat als van dialysaat of van 

wei als hulpvloeistof kunnen bedenkingen gemaakt worden. Hoewel 
het caseinaatphosphcatcomplex tijdens het stremmen een zekere 
veranderingondergaat, zal dit niet of slechts in zeer geringe mate 
tot uitingkomen in een toe- of afname van het opgeloste calcium en 
de opgeloste phosphaatphosphor. E r is dus weinig bezwaar tegen 
het gebruik van de analyse re sultaten van wei bij de berekeningen. 

2 . DE BEREKENINGEN. 

2.1 De gebruikte gegevens:Bij het onderzoek werd gebruik gemaakt 
van analyse's van melk en wei van individuele koeien, welke tijdens 
de lactatieperiode zo dikwijls.als mogelijk was, bemonsterd wer-
den. 

Veelonderzoekershebbengemengde melk gebruikt. Ditkan echter 
tot totaal verkeerde conclusie's aanleiding geven, zoals door een 
eenvoudige berekening is aan te tonen. 
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2.2. De berekeningen van het calcium en de phosphaatphosphor per g 
caseine in het complex aanwezig. 

Naar aanleiding van de beschikbare gegevens werd eerst van de 
melk van een twaalftal koeien het calcium en de phosphaatphosphor 
berekend per g caseine in het complex aanwezig. De percentages 
gevondeninde wei werden omgerekend in de over6dnkomende per ­
centages van het melkserum door die van de wei te vermenigvul-
digen met een door Ling aangegeven correctiefactor. (lit. 60). 

100 - (vet % melk + totaal stikstof % x 6, 38 - 0, 4) 
100 

Voorbeeld. 

In melk aanwezig 3,99^0 vet, 0,441% caseine N en 0,665 totaal N. De correctiefactor voor 
de wei wordt dan 0,9218 en de hoeveelheid calcium en phosphaatphosphor per g caseine. 

melk wei wei totaal in complex per g caseine 

/100g /lOOg gecorr. van 100 g melk 

Ca mmol 2,82 0,92 0,85 1,97 0,70 

p „ 1,55 0,74 0,68 0,87 0,31 
De uitkomsten van de berekeningen werden grafisch uitgezet. In 

grafiek 1 is voor 66n koe de variatie ervan tijdens een lactatie 
weergegeven. Ook van de hoeveelheid magnesium en citroenzuur 
per g caseine, het caseinepercentage en de totale hoeveelheid 
colloidaal calcium en phosphaatphosphor per 100 g melk is de va­
riatie weergegeven. (grafiek 1). 

De grafieken lieten zien, dat 
a. hoewel de totale hoeveelheid colloidaal calcium per 100 g melk 
toenam gedurende de lactatie, deze hoeveelheid berekend per g 
caseine afnam. Aan het einde van de lactatie steeg de hoeveelheid 
per g caseine bij sommige koeien wei, bij andere niet. 
b. voor de colloidale phosphaatphosphor hetzelfde gold als voor 
het calcium. 
c. e r een nauw verband bestond tussen het colloidale calcium en 
de phosphaatphosphor. 
d. voorhet colloidale calcium en de phosphaatphosphor de variatie in 
de hoeveelheid per g caseine tamelijk groot was. 
e. deze hoeveelheden voor de verschillende koeien niet helemaal 
gelijk waren. In de grafieken lag het niveau voor de ene koe iets 
hoger dan voor de andere. 
f. in het complex altijd magnesium aanwezig was (± 0, 05 mmol/g 
caseine) en zeer waarschijnlijk ook altijd citroenzuur. Het voor-
komen van natrium en kalium zal later (zie hoofdstuk IV en V) aan-
getoond worden. 

2 . 2 . 1 . Berekeningen, waarbij de hoeveelheid caseinecalcium per 
g caseine verondersteld wordt constant te zijn. 

Voor de hoeveelheid caseinecalcium per g caseine worden in de 
literatuur de volgende waarden opgegeven. 
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Lehman : 10,4 mg/gcaseine (lit. 59) 
Soldner : 11,0 " " (lit. 92) 

Palmer en Richardson: 10,5 " " (lit. 66) 
Richmond : 10,1 " " (lit. 70) 
Ling : 10,0 " " (lit. 60) 

DeKadt : 10,5 " " (lit. 54) 

Evenhuis en de Vries : 10,0 " " (lit. 27) 

White en Davies : 12,0 " " (lit. 99) 
Ramsdell en Whittier : 10,2-11,8 *' " (lit. 76) 

De gemiddelde waarde ervan is ongeveer aequivalent met de ca-
seinephosphor (0, 85 van de caseine, waarde vermeld in de l i tera-
tuur en door ons gevonden, hoofdstuk IV). 

Naar aanleiding van deze gegevens werd bij de volgende be re -
keningen verondersteld, dat de caseine in het complex 0, 27 mmol 
calciumbindt (0, 27 mmol" 0, 85% caseinephosphor.) Wij willen e r 
echter nogmaals op wijzen, dat de overeenstemming van deze ge­
middelde waarde metde hoeveelheid, die door de caseinephosphor 
gebonden zou kunnenworden, geen enkel bewijs levert, dat het ca-
seinecalcium ook inderdaad altrjd met de caseinephosphor aequi­
valent is (zie hoofdstuk IV). 

2 . 2 . 1 . 1 . De berekende verhouding phosphaatcalcium-phosphaat-
phosphor. 

De verhouding phosphaatcalcium/phosphaatphosphor was nu te be -
rekenen. 

Voorbeeld. 

totaal calcium caseine calcium phosphaatcalcium phosphaat phosphor verhouding 
per g caseine per g caseine per g caseine per g caseine rnmolCa/mmolP 

mmol mmol mmol mmol 

0,70 0,27 0,43 0,31 1,39 
Devoor de twaalf koeien berekende waarden zijn weergegeven in 

tabel I. 
De volgende conclusie's worden duidelijk gedemonstreerd door 

grafiek2. Hierin zijn voor twee van de twaalf koeien de berekende 
waarden uitgezet tegen het tijdstip, waarop het monster tijdens de 
lactatieperiode werd genomen. 
a: De molaire verhouding phosphaatcalcium/phosphaatphosphor 

vertoonde enige variatie. 
b: Afgezien van deze variatie leek de verhouding bij melk van e"6n-

zelfde koe gemiddeld gelijk te blijven gedurende de lactatie. 
c: De verhouding verschilde van de melk van diverse koeien weinig, 

maar toch kwamen individuele verschillen voor (zie verder). 

Indegrafiekisookdeverhoudingphosphaatcalcium + magnesium/ 
phosphaatphosphor uitgezet (zie verder). 
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VERHOUD1NG PHOSPHAATCALCIUM/PHOSPHAATPHOSPHOR GEDURENDE 
DE LACTATIEPERIODE BIJ VERSCHILLENDE KOEIEN. 

C 
GO 

1..47 
1,52 
1,41 
1,25 
1,28 
1,39 
1,49 
1,35 
1,38 
1,19 
1,63 
1,34 
1,52 
1,39 
1,35 
1,38 
1,15 
1,24 
1,23 
1,62 
1,50 
1,13 
1,40 
1,22 
1,30 
1,24 
1,93 
1,32 
1,25 
0 ,96 
1.72 
1,35 
1,27 
1,42 
1,41 
1,23 
1,09 
1,27 
1,03 
1,36 
1,33 
1,33 
1,25 
1,40 
1,59 
1,38 
1,34 
1,34 
1,30 
1,38 
1,33 
1,24 
1,24 
1,35 
1,36 
1,33 
1,53 
1,29 
1,37 

• 
-
-
-
-
-
-
-
-
-

2 

1,28 
1,33 
1,54 
1,40 
1,51 
1,42 
1,46 
1,42 
1,47 
1,42 
1,49 
1,30 
1,18 
1,42 
1,49 
1,36 
1,39 
1,42 
1,68 
1,43 
1,09 
1,41 
1,38 
1,37 
1,33 
1,22 
1,30 
1,43 
1,29 
1,62 
1,52 
1,27 
1,08 
1,39 
1,47 
1,47 
1,48 
1,69 
1,47 
1,46 
1,26 
1,15 
1,39 
1,31 
1,47 
1,36 
1,51 
1,43 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

& 
g 

1,37 
1,22 
1,29 
1,43 
1,29 
1,34 
1,40 
1,37 
1,33 
1,40 
1,34 
1,30 
1,38 
1,37 
1,34 
1,51 
1,41 
1,84 
1,30 
2 ,07 
1,48 
1,91 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
• 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

2 

1,29 
1,50 
1,54 
1,28 
1,32 
1,22 
1,26 
1,34 
1,32 
1,36 
1,25 
1,23 
2 ,05 
1,24 
1,34 
1,35 
1,41 
1,37 
1,65 
0 ,92 

-
-
-
-
• 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

OO 

o 
Z 

1,60 
1,55 
1,30 
1,12 
1,36 
1,46 
1,58 
1,53 
1,51 
1,55 
1,75 
1,39 
1,49 
1,74 
1,44 
1,29 
1,33 
1,46 
1,46 
1,49 
1,37 
1,55 
1,60 
1,41 
1,47 
1,48 
1,57 
1,58 
1,54 
1,48 
1,76 
1,35 
1,46 
1,35 
1,03 
1,40 
1.47 
1,50 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1.34 
1,77 
1.17 
1,38 
1,31 
0 ,93 
1,26 
1,21 
1.30 
1,25 
1,28 
1,24 
1,29 
1,20 
1,32 
1,21 
1,38 
1,20 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- .. 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

'3 
B 

1,16 
1,43 
0 ,74 
1,53 
1,22 
1,59 
1,42 
1,44 
1.51 
1,49 
1,29 
1,25 
1,27 
1,13 
1,42 
1,41 
1.06 
1,29 
1,25 
1,28 
1,27 
1,32 
1,39 
1,24 
1,30 
1,00 
1,45 
1,34 
1,33 
1,29 
1.35 
1,37 
1,57 
1,07 
1,28 
1,33 
1,08 
1,34 
1,42 
1,33 
1,37 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

3 
OO 

. <: 

1,23 
1,45 
1,37 
1,46 
1,38 
1,73 
1,49 
1,36 
1,40 
1,42 
1,35 
1.34 
1.46 
1,36 
1,53 
1,39 
1,53 
1,29 
1.42 
1,11 
1,46 
1,39 
1,56 
1,41 
1,40 
1,36 
1,48 
1,45 

-
1,12 
1,40 
1.43 
1,40 
1,27 
1,07 
1,69 
1.37 
1,29 
1,38 
1,37 
1,45 
1,40 
1.34 
1,33 
1,46 
1,41 
1,27 
1,29 
1,36 
1.28 
1.31 
2 , 05 
1,62 
1,33 
1,48 
1.36 
1.38 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
* 
-
-

1 
1,40 
1,33 
2 ,07 
1,78 
1,51 
1,32 
1,39 
1,46 
1,49 
1,42 
1,31 
1,38 
1,52 
1,36 
1,35 
1,20 
1,33 
1,61 
1,32 
1,26 
1,35 
1.38 
1.33 
1,51 
1,33 
1,44 
1,65 
1,36 
1,40 
1,44 
1,40 
1,39 
1,43 
1,41 
1,40 
1,29 
1,26 
1,15 
1,31 
1,32 
1,23 
1.17 
1,23 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

- -
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

3 < 

1,54 
1,34 
1,38 
1,47 
1,43 
1,00 
1,96 
1,72 
1,32 
1,59 
1,52 
1,50 
1,36 
1,41 
1,43 
1,51 
1,46 
1,37 
1,49 
1,32 
1,28 
1,21 
1,36 
1.05 
1,35 
1,48 
1,26 
1,41 
1,30 
1,35 
1,36 
1.31 
1,33 
1,23 
1,41 
1,47 
1,31 
1,43 
1,66 
1,45 
1.88 
1,61 
1.58 
1,56 
1,43 
1,43 
1,33 
1,33 
1,36 
1,34 
1,37 
1.36 
1,44 
1,63 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1,42 
1,36 
1,30 
1,36 
1,32 
1,27 
1,36 
1,38 
1,44 
1,62 
1,39 
1,29 
1,20 
1,35 
1.43 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

0) 
oo 

1 
1,49 
1,43 
1,56 
1,20 
1,57 
1,44 
1,41 
1,56 
1,46 
1,50 
1,78 
1,28 
1,61 
1,16 
1,66 
1.45 
1,72 
1,41 
1,42 
1,30 
1,44 
1,36 
1,24 
1,19 
1,20 
1,19 
1,47 
1,48 
1,51 
1,41 
1,43 
1,58 
1,43 
1,31 
1,57 
1,37 
1,43 
1,44 
1,34 
1,44 
1,50 
1,41 
1,55 
1,44 
1,46 
1,43 
1,36 
1,44 
1,51 
1,40 
1,31 
1,29 
1,67 
1,39 
1,34 
1,35 
1,31 
1,37 
1,36 
1,47 
1,35 
1,34 
1,42 
1,33 
1,44 
1,42 
1,39 
1,40 
1,33 
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"fcoeST 

2. 2 . 1 .1 .1 . De frequentieverdeling voor de berekende waarde. 
Indien van 483 berekende waarden de frequentie uitgezet werd, 

waarmee een bepaalde verhouding voorkwam, bleek een verdeling 
op te treden (figuur 1), welke van een normale toevalsverdeling 
afweek (X2 toets, p « 0,001). 

PHOSPHAAT Cl.. 

P (MM0O 

NORMALE VERDELING. 

~m S5 ® us iS 55 5 55 55~ 
BEREKENDE VERHOLOMSEH 

Hetzelfde was het geval met de frequentieverdeling verkregen, 
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wanneermende rekenkundige gemiddelden van alle koeien liet sa-
menvallen en de afwijkingen van de afzonderlijke waarden t. o. v. 
deze gemiddelden ter weerszijden uitzette. 

5 »• 

§ 16 

u. t 

s 
-o5o -nio -a» -aJo - a t an -mo -too -MO .am .<go •»» -OJO •ow 

AfWUMNGEN TOY. GEMHXELOEN. 

2 .2 .1 .1 .2 . De invloed van de bepalingsfouten op de gevonden va-
riatie in de berekende waarden. 

De gevonden variatie zou veroorzaakt kunnen zijn door de toe-
vallige bepalingsfouten. Teneinde dit te controleren werd nagegaan 
hoegrootde standaardafwijking in het berekende quotient was lou-
ter tengevolge van de spreiding optredende bij de bepaling van de 
oorspronkelijke grootheden. 

Als formule voor het quotient laat zich berekenen: 

Ca /P = Q = - l i - x fa-b)-0,011x6,37(e-f) 
40.1 (c-d) 

Hierin stellen a, b, c, d, e en f resp. voor: 
g calcium per 100 g melk 
g calcium in wei uit 100 g melk 
g anorganisch phosphor per 100 g melk 
g anorganisch phosphor in wei uit 100 g melk 
g totaal N per 100 g melk 
g niet caseine N per 100 g melk 

a. 
b. 
c. 
d. 
e. 
f. 

De spreiding, die op zou kunnen treden in de correctiefactor van 
de wei,werd verwaarloosd. 

*De standaardafwijkingen van a, b, c. etc. werden geschat door 
van 75 duplo verschillen, die volgens toeval uit het totale cijfer-
materiaal getrokken waren,het gemiddelde te berekenen en dit ge-
middelde verschil vervolgens te vermenigvuldigenmet 0,89 (0,89 x 
* De wiskundige vetwerking werd vetzorgd door de afdeling: BEWERKING WAARNEMINGS UIT-
KOMSTEN T.N.O. ondetafieling Wageningen. 
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he tve r sch i l geldt voor de schatting van deze afwijking bij r e eksen 
van twee waarnemingen). 

Aangenomenwerddaarbi j , datcra evenredig toenam me t a, o^ me t 
b e t c . E r werd dus gewerkt met de variat iecoefficienten Ca, Cb, 
Cc e t c . De geschatte waarden h ie rvoor waren dan r e s p . : 

Ca = 0, 4% Cd = 0, 5% 
Cb = 0 ,8% Ce = 1,0% 
Cc= 0 ,5% Cf = 1,0% 

Daar de spreiding van het gemiddelde van belang was en gezien 
bij de berekening voor de waarden van a, b , c e t c . gemiddelden 
van duplowaarden werden gebruikt moesten de waarden voor Ca, 
Cb, Cc e tc . nog door y§ gedeeld worden. Ve rde r werd aangeno-
men, dat de afwijkingen van a, b , c , etc^ onderl ing niet g e co r r e l e e rd 
waren. Ui tdegegevenformule van Q en u i t d e waarden Ca, Cb, Cc 
e tc . i s nu voor CQ de volgende benaderingsformule te be rekenen . 

r 2^ ,0, 292a2 + 0,572b2 + 0,072 x 0.712 (e2 + f2) . 0 ,362(c2 + d 2) 

{(a-b) - 0,07 (e-f)}5 
(c - d ) ' 

Bij de berekeningen werden voor a, b , c e t c . niet de hoevee lhe-
den genomen, gevonden bij elk mons t e r melk afzonderlijk, m a a r 
de rekenkundig gemiddelde waarden in g p e r 100 g melk van de 
tijdens de lactatieperioden gevonden hoeveelheden. Deze gemid­
delde waarden zijn weergegeven in de tabel II. 

Naam koe 

Marie IV 

Jonge Jitske II 

Augusta I 

Marie V 

Augusta II 

No 8 

Sneeuwwitje IV 

Ymkje IV 

Jitske III 

Jonge Marie II 

Tweeling XXVII 

lima II 

a 

0,108 

0,130 

0,125 

0,117 

0,123 

0,125 

0,124 

0,107 

0,116 

0,127 

0,113 

0,115 

TABEL II 

IN GRAMMEN 

b 

0,036 

0,039 

0,038 

0,036 

0,036 

0,042 

0,038 

0,031 

0,034 

0,037 

0,040 

0,036 

c 

0,060 

0,064 

0,065 

0,064 

0,059 

0,059 

0,070 

0,066 

0,059 

0,063 

0,059 

0,061 

d 

0,034 

0,021 

0,028 

' 0,034 

0,029 

0,032 

0,039 

0,037 

0,029 

0,032 

0,033 

0,033 

e 

0,504 

0,554 

0,565 

0,517 

0,569 

0,461 

0,609 

0,506 

0,582 

0,592 

0,489 

0,580 

f 

0,094 

0,125 

0,110 

0,101 

0,138 

0,103 

0,124 

0,098 

0,153 

0,124 

0,104 

0,116 
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Met de verkregen waarden werd voor de verschillende koeien de 
CQ berekend. 
Gezien: le alle veronderstellingen, 

2e het feit, dat, daar in de formule van Q ook variabelen 
in de noemer staan, voor CQ alleen een benaderingsfor-
mule kan worden afgeleid. 

3e in plaats van de variabelen een gemiddelde waarde ge-
nomen is en CQ eigenlijk alleen geldt voor de toeval-
ligge fout van de gemiddelde Q, 
geeft de uitkomst CQ dus meer een aanwijzing voor de 
orde van grootte van de variatiecoefficient. 

Het bleek, dat de CQ van de verschillende koeien niet significant 
verschillend was. (label III) 

Voorelkekoe werd de standaardafwijking van Q berekend, welke 
werd vergeleken met de variatiecoefficient veroorzaakt door de 
toevallige bepalingsfouten (CQ). _ 

Beide werden uitgedrukt in percentages van het gemiddelde (Q). 
Bij de berekeningen werden enkele zeer extreme waarden uit de 
tabellen van enkele koeien weggelaten (getoetst welke). Dit had een 
geringverschil in de standaardafwijking bij die koeien tengevolge. 

Koe 

Sneeuwwitje 

Marie V 

Jonge Jitske II 

Marie IV 

No 8 

Irma II 

Ymkje IV 

Augusta II 

Jitske III 

Augusta I 

Tweeling 27 

Jonge Marie II 

TABEL I I I 

RESULTATEN 

Werkelijk gevonden standaard 
afwijking in "jo van 0" 

9,0 

9,4 

5,1 

7,4 

10,0 

5,0 

12,4 

10,5 

8,9 

11,5 

7,0 

8,6 

Variatiecoefficient veroor­
zaakt door toevallige analyse 

fouten, in "lo van Q. 

1.4 

1,3 

1,0 

1.4 

1.2 

1,4 

1,3 

1,2 

1.2 

1,2 

1.4 

1.2 

Het verschil indeberekende calciumphosphaat verhoudingen voor 
de afzonderlijke melkmonsters genomen gedurende de lactatiepe-
riode van 66nzelfde koe zal dus slechts voor een zeer gering ge-
deelte veroorzaakt worden door de toevallige bepalingsfouten. De 
samenstellingvan het phosphaat in deze monsters zal dus niet ge-
lijkgeweest zijn, aangenomen dat de veronderstelling (0,27 mmol 
caseinecalcium/g caseine) juist was. 
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2. 2 . 1 . 1 . 3. Het verschil in phosphaatsamenstelling tussen de koeien 
onderling. 

Opbladzijde42 onderc werdgeconcludeerd, dat de verhoudingen 
voorde verschillende koeien niet op een volkomen gelijk niveau la-
gen. Teneindenategaanof e r een refiel verschil bestond tussen de 
koeien werd over de berekende verhoudingen van alle koeien een 
variantieanalyse uitgevoerd (F toets). 

Daarde "spreidingbinnenkoeien" niet voor alle koeien gelijk was 
en ook significant verschillend zou kunnen zijn,was strikt genomen 
een variantieanalyse niet geoorloofd. Uit de analyse bleek evenwel 
dat de "spreidine tussen koeien" sterk significant groter was dan 
op grond van de 'spreiding binnen koeien kon worden verwacht. 
Gezien de zeer geringe overschrijdingskans (p < 0,001) kon dan 
ook zonder voorbehoud het verschil reeel geacht worden. 

Om na te gaan of het verschil mogelijk te wijten was aan slechts 
66n of enkele afwijkende waarden, werd een nadere specificatie 
verkregen door volgens de methode Scheff6 (lit. 82) de contrasten 
in de variantieanalyse te beoordelen. Het principe van de "yard­
stick analyse" volgens Scheff6 berust op het volgende: Ter bepa-
lingvande realiteit(significantie) van elk tweetal te vergelijken ge­
middelden wordt het verschil tussen beide gemiddelden bepaald en 
een hiervoor geldend 95% betrouwbaarheidsinterval berekend. In-
dien dit betrouwbaarheidsinterval de waarde nul niet bevat, dan 
volgt.dat het betreffende verschil tussen de gemiddelden significant 
is. 

De twaalf koeienwerdengegroepeerd naar oplopende waarden van 
de gemiddelden (Q). E r werden vijf groepen verkregen. Nagegaan 
werd of de verschillen tussen deze groepen significant waren. 

lima 2 

Imkje IV 

Sneeuwwitje 

Marie IV 

Tweeling XXVII 

Marie V 

Jitske m 

Augusta II 

Jonge Marie II 

Augusta I 

Jonge Jitske II 

1,280 

1,308 

1,350 

1,357 

1,366 

1,391 

1,397 

1,402 

1,422 

1,422 

1,440 

No 8 1,468 ) 

GROEP 1 

GROEP 2 )fc 

GROEP 3 . 

GROEP 4 £ 

GROEP 5 +. 

NS 

\r NS 

NS 

S 

De verschillen tussen groep 1 en groep 4 en tussen groep 1 en 
groep 5 bleken significant, alle andere verschillen niet. 
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Geziende significantievandeze versehillen, wasde samenstelling 
vanhetphosphaat vandemelkvoordekoeienuit groep 1 niet dezelf-
de als die voor de koeien uit groep 4 en 5. Het is dus mogelijk, 
dat in principe de samenstelling van het phosphaat voor de melk 
van verschillende koeien varieert, althans als de hoeveelheid ca-
seinecalcium per g caseine constant is, zoals bij de aanvang van 
de berekeningen werd verondersteld. 

2 .2 .1 .2 . De invloed van het in het complex aanwezige magnesium 
op de uitkomsten van de berekeningen. 

Bij de voorgaande berekeningen werd de aanwezigheid van mag­
nesium in het complex verwaarloosd. Bij de nu volgende is het wel 
daarin opgenomen. Eenvoudigheidshalve werd verondersteld, dat 
het zich ten opzichte van caseine en phosphorzuur gelijk gedraagt 
als calcium. 
Vootbeeld. 

Ineenvorigvoorbeeld werd per g caseine berekend 0,10 mmol Ca en 0,31 mmol phosphaatphos-
phor. Voor dezelfde melk daar gebmikt werd nu het magnesium berekend. 

Cas<7o mmolMg mmol Mg mmol Mg mmol Mg mmolCa + Mg 

per 100 g melk per lOOgwei wei gecorr. per g caseine per g caseine 

2,81 0,54 0,37 0,34 0,07 0,77 

Caseine phosphaat Ca + Mg/P 
Ca + Mg Ca + Mg in het phosphaat 
0,27 0,50 1,61 

Voor calcium alleen werd gevonden 1,39 (zie bladz.42). 
De voor de melk van de twaalf koeien berekende waarde van de 

verhouding phosphaat Ca + Mg/phosphaat P is voor een tweetal 
koeien weergegeven in grafiek 2 (zie bladz.44). 

De ten opzichte van calcium geringe hoeveelheid magnesium bleek 
eengrote invloed tehebben. De variatie in de verhouding tussen de 
verschillende monsters melk van 66nzelfde koe was even groot als 
wanneer het magnesium niet meeberekend werd. Het verschil in 
samenstelling van het phosphaat bleef dan ook bestaan voor de af-
zonderlijke monsters. 

In tabel IV zijn voor alle koeien de gemiddelde verhoudingen (Q) 
weergegeven, zowel voor die van phosphaat Ca/phosphaat P als 
voor die van phosphaat Ca + Mg/phosphaat P. 

Het verschil tussen de gemiddelden (Q) van de verschillende koei­
en, waargenomen voor de verhouding phosphaat Ca/phosphaat P 
bleek alhoewel in verminderde mate eveneens te bestaan voor de 
verhouding phosphaat Ca + Mg/phosphaat P. 

De conclusie, dat het phosphaat bij.de verschillende koeien mo-
gelijk niet dezelfde samenstelling had.bleef dus eveneens gehand-
haafd. 

http://bij.de
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Koe 

Marie IV 

Jonge Jitske II 

Augusta I 

Marie V 

Augusta II 

No 8 

Sneeuwwitje IV 

Ymkje IV 

Jitske III 

Jonge Marie II 

Tweeling 27 

Irma II 

Ca/P 

1,36 

1,44 

1,42 

1,39 

1,42 

1,47 

1,35 

1,31 

1,40 

1,42 

1,37 

1,28 

TABEL IV 

N 

20 

22 

54 

48 

57 

38 

59 

41 

43 

70 

15 

18 

Ca+Mg/P 

1,52 

1,59 

1,56 

1,54 

1,58 

1,60 

1,50 

1,46 

1,56 

1,57 

1,50 

1,46 

N 

20 

22 

53 

47 

57 

38 

59 

41 

42 

69 

15 

18 

Ca+Mg/P - Ca/P 

+ 0,16 

+ 0,15 

+ 0,14 

+ 0,15 

+ 0,16 

+ 0,13 

+ 0,15 

+ 0,15 

+ 0,16 

+ 0,15 

+ 0,13 

+ 0,18 

2 , 2 . 1 . 3. De invloed van het in het complex voorkomende citroen-
zuur op de uitkomsten van de berekeningen. 

Door andere onderzoekers was reeds gevonden (lit. 54, 95, 99), 
dat in het complex ook citroenzuur voorkomt. Uit de door ons ge-
bruikte gegevens (lit. 64) was dit eveneens af te leiden. 

Het citroenzuur moet in de berekeningen opgenomen worden, 
daar het evenals magnesium een invloed zou kunnen hebben op de 
berekende verhoudingen. Het is ons inziens onjuist om te stellen 
(De Kadt en van Minnen), datdehoeveelheid magnesium aequivalent 
is met die van citroenzuur en daarom beide uit de berekeningen weg 
telat'en, daarhetmagnesiummeestal in grotere hoeveelheden aan-
wezig bleek te zijn (zie grafiek 1). 

Voorbeeld. 

Betekend was reeds.dat in het complex (zie bladz. ) 0,50 mmol phosphaat Ca + Mg en 0,31 
mmol phosphaatphosphor voorkwamen. 

mmol per mmol per mmol mmol per 
100 g melk 100 g wei wei gecorr. g caseine 

Citroenzuur 0,698 0,693 0,639 0,02 

Werd het citroenzuur in rekening gebracht dan werd de verhouding Ca + Mg/P + citroenzuur 
~ 1,52. 

Resp. werd dus gevonden Ca/P = 1,39 
Ca+Mg/P =1 ,62 

Ca + Mg/P + citroenzuur = 1,52. 

Het citroenzuur zou voor kunnen komen, als het tertiaire calci-
umzout. Bij potentiometrisch titreren van citroenzuur met calci-
umhydroxyde wordtdederde zuurgroep reeds bij pH 6,00 geneutra-
liseerd (lit. 21). 
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Wiley (lit. 100) vond, dat bij concentrate 's , zoals deze optreden 
inmelk, waterige oplossingen van calciumcitraat bij pH 6-7 over-
verzadigd waren. Naeen weekprecipiteerde tertair calciumcitraat. 

Indienhet citraat alshet tertiaire zout in rekening gebracht werd, 
bleef de berekende verhouding hetzelfde. 

Colloidaal Ca+Mg - caseine Ca+Mg - citraat Ca+Mg _ 0,77-0,27-0,03 _ , 
phosphaatphosphor 0,31 

In tabel Vzijn vooreenviertal koeien de verhoudingen aangegeven 
voor het phosphaat resp. als: 

Ca /P , Ca + Mg/P, Ca + Mg/P + citroenzuur. 

TABEL V 

Ji 

a. 

U 

1 ,33 
1 ,51 
1,33 
1 ,44 
1,65 
1,36 
1,40 
1 ,44 
1,41 
1,39 
1,43 
1 ,41 
1,40 
1,29 
1,26 
1,15 
1 ,31 
1,32 
1,23 
1,17 
1,23 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

itske i n 

CL 

0 0 

2 
<« u 

1,51 
1,70 
1,53 
1,59 
1 ,82 
1 ,51 
1,56 
1 ,64 
1,66 
1,55 
1,59 
1,58 
1 ,62 
1 ,45 
1,45 
1 ,35 
1,50 
1.51 
1,40 
1,40 
1,45 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

a 
'o 

bO 

2 

u 
1,50 
1 ,65 
1,51 
1,51 
1,78 
1 ,44 
1,56 
1,58 
1,60 
1 ,54 
1 ,52 

-1,52 
1,42 

-1,31 
1,44 

-
-
-1,43 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Jongs Marie II 

*: 
•4 
U 

1,19 
1 ,47 
1,48 
1,51 
1 ,41 
1 ,43 
1 ,31 
1.57 
1,37 
1,43 
1 ,44 
1,34 
1 ,44 
1,44 
1,50 
1 .41 
1 ,55 
1,44 
1,46 
1,43 
1,36 
1,44 
1 ,51 
1,40 
1,31 
1.29 
1,67 
1 ,39 
1 .34 
1 ,35 
1 ,31 
1,37 
1,36 
1.47 
1 ,35 
1 .34 
1 ,52 
1 ,33 
1,44 
1.43 
1,39 
1,40 

CL 

DO 
2 
+ 
* u 

1,31 
1 ,64 
1,64 
1,66 
1,58 
1,59 
1 ,44 
1,76 
1 ,52 
1,58 
1,62 
1,56 
1,58 
1,60 
1 .64 
1,55 
1 ,72 
1,63 
1,60 
1,61 
1 ,53 
1,58 
1.71 
1,53 
1 ,49 
1,46 
1 ,84 
1,57 
1,50 
1,49 
1,45 
1 ,51 
1,50 
1,68 
1 ,51 
1,49 
1,72 
1,53 
1 ,59 
1,60 
1 ,52 
1,60 

a 
¥ 
ft. bO 

2 
+ <» u 

1,28 
1.57 
1,57 
1,59 
1,50 
1,52 
1,41 
1,68 
1,50 
1 ,49 
1,55 
1,50 

. 1,56 
1,59 
1,46 

-1,53 
1,49 
1,52 
1.43 

-1,63 
1 ,44 
1,44 

-1,79 
1,53 
1,47 
1,44 
1 ,43 

-1,50 
1 ,64 
1,46 
1 ,43 

-1,46 
1,60 
1,52 
1,41 
1,50 

«: 
4 
U 

1,34 
1,77 
1,17 
1,38 
1,31 
0 ,93 
1,26 
1,21 
1,30 
1,25 
1,28 
1,24 
1 ,29 
1,20 
1,32 
1,21 
1,38 
1,20 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Irma 2 

a. 
bO 

2 
« u 

1,47 
2 , 02 
1,35 
1 ,52 
1 ,51 

. 1 ,08 
1,47 
1,37 
1,47 
1 ,52 
1 ,43 
1 ,43 
1,50 
1,41 
1 ,49 
1,35 
1 ,51 
1,35 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
— 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

a* 
? 
bO 

2 
+ Rt 
U 

_ 
1,95 
1,33 

-1,46 

-1.41 
- • 

1.45 

-1,41 

-
-
-1,46 

-1,43 

-
-
-
-
— 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Tweeling 

a. 

rt U 

1,42 
1,36 
1,30 
1,36 
1,32 
1,27 
1,36 
1,38 
1 ,44 
1 ,62 
1,39 
1,29 
1.20 
1,35 
1,43 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

a. 
CO 

5 
+ 4 

u 
1,52 
1 ,44 
1,41 
1,49 
1,49 
1.40 
1,49 
1.50 
1,58 
1,81 
1,58 
1 ,43 
1,34 
1,49 
1,58 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
• 

27 

a 
+ 
a. 
^ 0 

2 
"J 
U 

1,45 
1 ,44 
1 ,32 
1,49 
1 ,42 
1,40 
1 ,49 
1 ,39 
1,58 
1,78 
1 ,51 
1,36 
1.31 
1 ,44 
1 ,44 

-
-
-
-
. 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-1,53 
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Van €en koe zijn de gegevens tevens graphisch weergegeven. 
(grafiek 3). 

iOO 

1.90 

VD 

W> 

160 

150 

1H> 

130 

120 

TJO 

JONGE MARC I . 
KALFDATUM 29 MB 1955 

:PHAAT P 

*HET CITROENZUUR WERD IN 0E EERSTE 
HELFT \«N DE LACTATIE MET BEPAAID. 

PHOSPHAAT CO, 

PHOSPHAAT 

PHOSPHAAT Co. 

PHOSPHAAT Co.'Mg.L^ciTROENZ. 

J%CSPHAAT P 
,?PHOSPHAAT P-CITROENZ. 

/PHOSPH 
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De invloed, zowel van magnesium als van citroenzuur op de gevon-
denwaardenwasduidelijk. Het verschil tussende gevonden verhou-
dingenvan de monsters melk van 66nzelfde koe bleef bestaan. Het 
verschil tussen de gemiddelde waarden van de individuele koeien 
leek door de opnamevan het citroenzuur kleiner te worden. 

2 .2 .2 . Berekeningen, waarbij de samenstelling van het phosphaat 
constant verondersteld werd. 

Indien uitgegaan werd van een phosphaat met een constante sa­
menstelling en voor magnesium verondersteld werd, dat het zich 
als calcium gedroeg en voor citroenzuur, dat het aanwezig was als 
tertiair citraat, kon de hoeveelheid caseinecalcium + magnesium 
berekend worden. 
Voorbeeld. 

Verondersteld werd een phosphaat met een verhouding Ca + Mg/P = 1,50. 

mmol Ca mmol Mg mmol P mmol c i -
/g caseine /g caseine /g caseine ttoenzuur 

/ g caseine 

0,70 0,07 0,31 0,02 

mmol Ca+Mg 
/g caseine 

0,770 

mmol Ca+Mg mmol Ca+Mg mmol caseine 
in citraat in phosphaat Ca + Mg 

0,03 0,465 0,275 

Indien i. p. v. 1, 50 resp. 1, 60 en 1, 40 genomen was, (1, 60 Even-
huis en de Vries, 1,41 als 12% diphosphaat aanwezig is, Pyne en 
Ryan) zouO, 24 mmol en 0, 31 mmol caseine-calcium + magnesium 
gevonden zijn. 

Wanneer voor het twaalftal koeien het caseinecalcium en het ca-
seinecalcium + magnesiumberekendwerdenresp. met in het phos­
phaat een verhouding Ca /P = 1,50 en Ca + Mg/P = 1,50, werd,zoals 
te verwachtenwas, eenvariatie gevonden tussen de monsters melk 
van e"6nzelfde koe. Wanneer magnesium in de berekening opgeno-
men werd,was de gevonden waarde hoger. 
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Koe 

Augusta II 

Jonge Jitske II 

No 8 

Ymkje IV 

Augusta I 

Jonge Marie II 

Sneeuwwitje IV 

Tweellng 27 

Marie IV 

Marie V 

Jitske III 

Irma II 

TABEL VI 

caseinecalcium 
gemiddeld 

(x) (n) 

0,23 

0,24 

0,25 

0,20 

0,24 

0,24 

0,22 

0,22 

0,22 

0,23 

0,24 

0,20 

(57) 

(22) 

(38) 

(41) 

(53) 

(53) 

(59) 

(15) 

(20) 

(47) 

(42) 

(18) 

caseinecalcium + magnesium 
gemiddeld 

(x) (n) 

0,29 

0,30 

0,30 

0,25 

0,29 

0,30 

0,27 

0,27 

0,27 

0,28 

0.29 

0,25 

(57) 

(22) 

(38) 

(41) 

(53) 

(69) 

(59) 

(15) 

(20) 

(47) 

(42) 

(18) 

Werd ook het citroenzuur in de berekeningen opgenomen en het-
zelfde analyse materiaal gebruikt als voor tabel V, dan bleek voor 
het caseinecalcium + magnesium bij een verhouding Ca + Mg/P in 
het phosphaat resp. 1, 40; 1, 50 en 1, 60 ook nu weer de variatie 
te blijven bestaan tussen de monsters melk van eenzelfde koe (ta­
bel VH^bladz. 54 

Het gemiddelde (x) was voor de resp. koeien: 

TABEL VII I 

Koe 

Jitske 

Irma II 

Jonge Marie II 

Tweeling 27 

Ca + Mg/P 
=1.40 

0,308 

0,293 

0,312 

0,287 

Ca + Mg/P 
= 1,50 

0,275 

0,262 

0,273 

0,252 

Ca + Mg/P 
= 1,60 

0,242 

0,231 

0.236 

0.217 

Wanneer alleen calcium in de berekening betrokken werd en voor 
het phosphaat de verhouding 1, 50 gekozen, dan werd voor het ca­
seinecalcium (gemiddelde tabel VI) minder dan 0,27 mmol/g caseine 
gevonden. Werden ook magnesium en citroenzuur erin opgenomen, 
dan stemde bij de verhouding Ca + Mg/P = 1,50 de gemiddelde hoe-
veelheidcaseinecalcium + magnesiumdaarmee over66n (tabel VIII). 

Ditbewijstechterniet,dat de verhouding inderdaad 1, 50 is en ook 
niet, datde veronderstelde aanwezigheid van 0,27 mmol caseine­
calcium + magnesium juist is. De gevonden variatie tussen de ver-
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TABEL V I I 

Caseine Ca + Mg/g.cas. 

In phosphaat Ca+Mg/P=l, 

3 

0,307 
0,358 
0,310 
0,305 
0,375 
0,285 
0,321 
0,329 
0,337 
0,316 
0,309 

-
0,309 
0.276 

-
0;236 
0,283 

-
--

0,279 
-
~ 
~ -
-
-
~ -
-
-
~ 
~ 
* -
-
* 
~ 
-
" 
" 
~ 
~ 

3 
£ 
13 

s 
& 
1 

0,217 
0,341 
0,351 
0,349 
0,315 
0,320 
0,368 
0,319 
0,272 
0,367 
0,305 
0,303 
0,325 
0,308 

-
0,336 
0,339 
0,291 

-0,318 
0,304 
0.313 
0,280 

-0,341 
0,282 
0,267 

-0,382 
0,316 
0,295 
0,285 
0,280 

-0,307 
0,343 
0,294 
0,281 

0,313 
0,310 
0,323 
0,272 
0.315 

0 0 

S 
8 
3= 
H 

0,290 
0,295 
0,239 
0,300 
0,275 
0,267 
0,297 
0,268 
0,324 
0,407 
0,302 
0,254 
0.230 
0,284 
0,280 

-
-
-
— -
-
-
-
--
-
-
--
.-
-
-
-
• 

-
-
-
~ 
-
-
-
-
-

40 

0 
0 
0 
0 

0 

0 

0 

0 

0 

<N 

rt 
E 

-
404 
254 
298 
286 

-
270 

-
285 

-
273 

-
-
-

,286 
-

,281 
-
--
-
-
-
--
-
-
--
-
-
-
- " 
--
-
-
-
. 
-
-
-
-

in phosphaat Ca+Mg/P=l 

3 
1 

0,270 
0,323 
0,275 
0,272 
0,348 
0,248 
0,289 
0,297 
0,304 
0,282 
0,278 

-
0,278 
0,246 

-
0,203 
0,249 

-
--

0,252 
-
-
--
-
-
--
-
-
-
-
-. -
-
-
-
, 
-
-
-
-
" 

_ 
«j 

rt 2 

s> o 

0,175 
0,299 
0,305 
0,308 
0,268 
0,278 
0,330 
0,279 
0,234 
0,333 
0,269 
0,264 
0,287 
0,271 

-
0,295 
0,302 
0,253 

• 0,278 
0,268 
0,277 
0,240 

-0,311 
0,245 
0,243 

-0,353 
0,290 
0,261 
0,248 
0.244 

-0,269 
0,313 
0,256 
0,243 

0,253 
0,268 
0,280 
0,228 
0,271 

~ 

5 
0 0 

£ 
a) 

0,249 
0,255 
0,205 
0,266 
0,241 
0,232 
0,265 
0,232 
0,292 
0,372 
0,274 
0,224 
0,190 
0,243 
0,245 

-
-
-
• . 
-
-
-
-. 
-
-
-. 
-
-
-
-
. -
-
. 
-
. 
-
-
-
-
~ 

50 

0 
0 
0 
0 

0 

0 

0 

0 

0 

(N 

fl 
-
381 
210 
273 
260 

-
237 

-
254 

-
243 

-
-
-
257 
-
244 

-
. . 
-
-
-
-. 
-
-
-. 
-
-
-
-
--
. 
-
-
_ 
-
-
-
-
" 

in phosphaat Ca+Mg/P=l 

B 
JA 

£ 
0,232 
0,288 
0,239 
0,239 
0,320 
0,212 
0,256 
0,265 
0,271 
0,248 
0,236 

. 
0,247 
0,215 

-
0,169 
0,214 

-
— . 

0,224 
-
-
-. 
-
-
_ . 
. 
-
-
-
_ -
. 
-
-
_ 
--
-
. 
-
" 

a 
£ 
it 

2 
ID 
DO 

g 
0,143 
0,257 
0,259 
0,266 
0,221 
0,235 
0,292 
0,240 
0,196 
0,299 
0.234 
0,-226 
0,250 
0,234 

-
0,254 
0,264 
0,214 

. 0,242 
0,232 
0,241 
0,207 

. 0,281 
0,209 
0,207 

_ 
0,325 
0,254 
0,228 
0,211 
0,208 

_ 
0,232 
0,283 
0,219 
0,206 

0,214 
0,227 
0,237' 
0,185 
0,228 

~ 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

OO 

s 
93 

* 
207 
215 
170 
232 
206 
197 
233 
195 
263 
337 
245 
193 
149 
202 

.209 
-
-
-
V 

-
-
-
-
-. 
-
-
.. -
-
-
-
-
.. -
. 
-
-
_ 
. 
-
. 
-
~ 

60 

0 
0 
0 
0 

0 

0 

0 

0 

0 

OJ 

2 

1 
-
357 
176 
247 
233 

-
204 

-
223 

-
213 

-
-
-
227 

-
201 

-
«• -
-
-
-
--
-
-
~ -
-
-
-
-
_ . 
-
-
-
_ 
-
. 
. 
-
• 
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schillende monsters van dezelfdekoe en tussen de gemiddelden van 
alle koeien is daarmee niet in overgdnstemming. 

3 . DISCUSSIE. 

De bij de berekeningen verkregen waardenkwamen vrij goed over-
eenmetde resultaten van indeliteratuurvermeldonderzoek, waar-
bij gebruik werd gemaakt van een andere methode (centrifugeren, 
ultrafiltreren). Tegendeopvatting,dat weigeschikt is als hulpvloei-
stof bijhetberekenen vande samenstelling van het complex.kan dus 
weinig bezwarends ingebracht worden. 

Door het grote aantal gegevens was het mogelijk vast te stellen, 
dat, indien het caseinecalcium per g caseine constant en calcium-
phosphaat aanwezigis, de samenstelling van het laatste bij dezelf-
de koe niet steeds geheel dezelfde is'tijdens een lactatie. Dit was 
ookhet geval, indien magnesium en citroenzuur in de berekeningen 
opgenomen werden. _ 

Verder bleek, dat ook de gemiddelde (Q) samenstelling van het 
colloidale phosphaat in melk van de ene koe niet altijd gelijk was 
aan die van een andere. 

Het in rekening brengen van magnesium en citroenzuur nivel-
leerde dit verschil tussen het phosphaat van de individuele koeien 
wel enigszins, maar niet geheel. 

Het bestaan van dergelijke verschillen is niet ondenkbaar. Ook 
voor andere vormen van biologisch phosphaat zijn zij beschreven. 
Bij het onderzoek van de samenstelling van beenderen en tanden 
is (volgens Carlstrom lit. 12) gebleken, dat deze niet alleen va-
rieert van de 6ne diersoort tot de andere, maar dat ook verschil­
len optreden bij 66nzelfde soort van individu tot individu, van tand 
tot tandvanhetzelfdedier en zelfs van de dne plaats tot een andere 
in hetzelfde been. 

Het is niet waarschijnlijk, dat het phosphaat als secundair phos­
phaat voorkomt. Indien lage verhoudingen in het phosphaat gevon-
den worden, zoueenmengselvan secundair en basischer phosphaat 
aanwezig kunnen zijn. In hoofdstuk III zal aangetoond worden, dat 
dit echter niet waarschijnlijk is. 

Er is nog eens duidelijk aangetoond, dat men magnesium en c i ­
troenzuur niet mag verwaarlozen, zoals in veel publicaties ge-
schiedde. 

Hoewel de hoeveelheid magnesium betrekkelijk gering is t .o .v. 
calcium, bleek, dat het een grote invloed had op de voor het phos­
phaat berekende verhouding. 

Aangenomen werd echter, dat magnesium zich t. o. v. phosphor-
zuur en caseine op dezelfde wijze zou gedragen als calcium. Om 
te illustreren, welke invloed het heeft, wanneer het zich anders 
gedraagt, volgt hieronder een berekening, waarbij verondersteld 
wordt, dat secundair magnesiumphosphaat in het complex voor­
komt. 
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Voorbeeld. 

mmol Ca per 
g caseine 

0,70 

Ca a Is 
cittaat 

0,03 

mmol Mg per 
g caseine 

0,07 

mmol P per 
g caseine 

0,31 

caseinecalcium phosphaat-
calcium 

mmolcitroen-
zuur per g caseine 

0,02 

phosphaat-
phosphor 

0,27 0,40 0,24 

Mg als 
Mg HPOA 

0,07 

Ca/P in 
phosphaat 

1,667 

P als 
MgHPQ4 

0,07 

Opdezewijzeberekend zou dus hydroxyapatiet (Ca10 (P04)6(OH)2) 
in het complex aanwezig kunnen zijn. 

Citroenzuurzou afzonderlijkvaahet phosphaat voor kunnen komen 
als tertiair citraat. Uit onderzoek verricht in verband met de sa­
menstelling van beenderen (lit. 12, 58) en over het precipiteren van 
citraat in tegenwoordigheid van phosphaat (lit. 57) verkrijgt men 
echterde indruk, dat tussen het precipiteren van phosphaat en c i ­
traat een nauwere betrekking bestaat. 

Later zalblijken,dat ook natrium en kalium in het complex voor-
komen. 

Het is zonder meer duidelijk,dat zonder verder onderzoek geen 
uitsluitsel over de samenstelling van het phosphaat gegeven kan 
worden. Het leek noodzakelijk na te gaan, welk phosphaat ontstaat 
onder omstandigheden, welke voor zover mogelijk in overeen-
stemming zijn met die in de uiercel (hoofdstuk III en V). 

De samenstelling van het phosphaat zou echter constant kunnen 
zijn. Uit de resultaten van de berekeningen volgt dan, dat per g 
caseine niet altijd evenveel caseinecalcium (+ magnesium) gebon-
den zal zijn bij monsters melk van ggnzelfde koe gedurende de 
lactatieperiode en aan de caseine van verschillende koeien. Het 
basebindend vermogen van caseine, zowel van gdnzelfde koe ge­
durende een lactatieperiode als van verschillende koeien onder-
ling diende dus vergeleken te worden (hoofdstuk IV). 

Het is vreemd, dat na soortgelijke berekeningen als door ons 
uitgevoerd door andere onderzoekers een uitspraak gedaan wordt 
over de wijze, waarop het phosphaat aan de caseine gebonden is. 
Dit is louter en alleen op grond daarvan nooit mogelijk. Zelfs een 
bewijs, dat calciumphosphaat voorkomt, wordt e r niet door gele-
verd. 

Dat dit niet het geval is, lijkt ons echter onwaarschijnlijk. (zie 
hoofdstuk I, III en V). 

Vande verkregen uitkomsten zouden enkele als argument aange-
voerd kunnen worden ten gunste van de theorie, dat calciumphos­
phaat aan calciumcaseinaat physisch gebonden is. Uit de grafieken 
bleek nl. dat: 

a. Wanneer de hoeveelheid totaal calcium per g. caseine sterk 
stijgt of daalt, dit meestal ook het geval is met de hoeveelheid 

phosphaatphosphor, terwijlde verhouding phosphaatcalcium/phos-
phaatphosphor (bij de veronderstelling caseinecalcium constant) of 



•57-

de hoeveelheid caseinecalcium (bij de veronderstelling samenstel-
Ung phosphaat constant) gelijk blijft, zodat er dus per g caseine 
meer phosphaat vastgehouden wordt. 
bHoewel(2)detotale hoeveelheid colloidaal calcium en phosphaat-

phosphor per 100 g melk de neiging heeft te stijgen met het 
caseinepercentage gedurende een lactatie, zowel de hoeveelheid 
calcium als phosphaatphosphor per g caseine daalt. 



HOOFDSTUK III 

HET CALCIUMPHOSPHAAT 

INLEID1NG. 

nJ£ h f e
1

o n d e r z o e k e rs van het caseinaatphosphaatcomplex wordt 
over het algemeen verondersteld, dat hetzij secundair phosphaaT 

St eo^rJ a U" p h ° S p h a a t o f e e n ™ngsel van beide pL^haten n 
dit complex aanwezig is en de indruk wordt gewekt dat naar de 

p r e c S e n J r 2 o u ^ n v g e i C T P l l C r r d e a a r d i s ' m a a r d a t °°k de precipiterende zouten veelal moeilijk te definieren zijn. 

l o S n f a i L ^ f i e r ^ . T ^ V 1 ^ ' 2 1 0 1 1 ^ ^ «emakkel«k uit een op-

gebrlchrbiyken1* h o fwe^ **?*?* c a l c W o s p h a a t in de handel 
veer overeenkoW Zfsde

fl
molaire verhouding Ca/P ervan onge-

dat van ^ r o r ^ ^ i e t ^ ^ ^ 1 ^ ^ ^ ^ ^ » « ^ ^ m e t 

o p ^ r 2 eee6nn ^ ^ ^ ^ ' t f - V ^ ^ en alleen 
Hit feit 7JZ S SCue a n a l y s e vastgesteld worden. 

de r e b a t e ? van h e ? ^ " ^ J 8 6 V e e l a l n i e t ^ereenstemt met 
manie renTrk laa r^GeScfe^au"Sr^ ^ ° P u i t e e n l °P« n ^ 
ben. dat wanneer oplSinge^van Na,HPC> en c f S f ^ ^ b ~ 
gevoeedwerden anHH00nr. vcui iMa2flru4 en CaCl2 bij elkaar 

in het mengsel zou IfVK,i• t t o n t s t o n d - °e hoeveelheid van beide 
Hii bTseerdP *wJa fhanke l lJk z lJn van de omstandigheden. 

SraL^enXl^Ze^^LZnlZ ^ ™*~A Wgendia-
werd zou een ^ i l S j ^ ^ ^ ^ ^ ^ - t e r gevonden 

secundair ^B^TS&LJ1* T \ m e e s t a l g e en -engsels van 
droxyapatiet ook wanneeJ dP ̂ hPat-et r r k l* i j g t ' m a a r ^ l e e n h ^ 
slag van het rOnLnonder^t c h e m j * c h e analyse niet met de uit-
Indien de m o l S f v e ^ d S CaTp *!*T}' **' 4 ' 1 2 ' 4 6 ' 94>-
1,667 wordt hetzii een anc

 g ^ ' m h e t neerslag lager is dan 
oppervlakte van de z e e r S l ? 1 6 ^ , p h ° 8 p h o r z u r e i o n e Q a a n d e 

Uit. 12, 46, 94) hetzH Jin G P ! , t i e t k r i s taUieten verondersteld 
™torwC&^&l&V^^«**i* i n h e t a P a ^ " 

kan ontstaan met'een ^ ^ J f ™ ^ ^ ^ o S S 
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Ca 4H (PO)3 , waarvan het bestaan ook al e e r d e r vermeld werd. 
Zijn mening wordt door andere onderzoekers niet gedeeld. Deze 
(lit. 12, 44) menen, dat ook dit phosphaat gezien moet worden a ls 
hydroxyapatiet , waaraan ioneti geadsorbeerd zijn. 

Ook van phosphaten b a s i s che r dan hydroxyapatiet is het bestaan 
ve ronders te ld . (lit. 28, 35). Het is volgens Ca r s t r om (lit. 12) 
waarschijnli jk, d a t d i t eveneens hydroxyapatieten zijn geweest . De 
hoge verhoudingzou door adsorbt ie van calciumhydroxyde v e roo r -
zaakt zijn. 

In hoofdstuk II werd bij de berekeningen uitgevoerd met de v e r -
onderstel l ing, dat de hoeveelheid c a seine calcium pe r g caseine 
constant i s , gevonden, dat zowel bij 66nzelfde koe a ls tussen v e r -
schillende koeien onderl ing ve r sch i l zou kunnen bestaan in de s a -
menstel l ing van het eventueel in het complex aanwezige ca lc ium-
phosphaat. E r werd geconcludeerd, dat het voorkomen van alleen 
secundair phosphaat niet waarschijnli jk i s . De uitkomsten van de 
berekeningen deden tevens vermoeden, da the tevenmin waarschi jn­
lijk was , dat a l leen t e r t i a i r phosphaat, indien deze stof bes taanbaar 
zouzijn, of e enmengse l van secundair en t e r t i a i r phosphaat aanwe-
zig was . Indien het l aa t s te het geval was , had de berekende v e r -
houdingnamel i jknooi thoger kunnen worden dan 1, 50. Dit was ech-
t e r wel zo. 

Gezien de l i t e r a tuu r over phosphaten zou alleen een mengsel van 
secundair phosphaat en hydroxyapatiet of hydroxyapatiet , waaraan 
bepaalde ionen geadsorbee rd zijn, voor kunnen komen. 

Hoewel het hydroxyapatiet waarschijnli jk wel de meesf s tabiele 
vorm van phosphaat is onder de omstandigheden, waarbij de ge -
noemde onde rzoeke r s werkten, wil dit ech ter nog niet zeggen dat 
dit ook het geval is voor de omstandigheden, waaronder melkvor-
mingp laa t sv ind t . DepHen de t empera tuur bij het ontstaan van het 
phosphaat zullen b . v. van belang kunnen zijn. Het is bekend, dat 
ieder mengse l van neerges lagen calciumphosphaten met een v e r -
houding mmol C a / m m o l P tussen 1,00 en 2 ,00 door de t empera ­
tuur t everhogen (totbijv. 100°C)min of m e e r volledig omgezet kan 
worden in hydroxy ap at iet of al than s in een phosphaat, dat een rfint-
gendiagramheef tovereenkomend met dat van hydroxyapatiet . T i j -
dens de vorming van-het phosphaat zal het al of niet aanwezig zijn 
van andere ionen (o. a. magnes iumen c i t roenzuur) van invloed kun­
nen zijn. 

Deze ve ronder s t e l l i ngengavenons voldoende aanleiding o m t e o n -
derzoeken van welke aard het calciumphosphaat i s , dat neers laa t 
bij een pH en t empera tuu r zoa ls die vermoedeli jk aanwezig zijn in 
de u ie rce l . 

2 . EIGEN ONDERZOEK. 
2 . 1 . Nee r s l agenve rk r egen in gedes t i l leerd water , waaraan ca lc i ­

umhydroxyde en phosphorzuur werden toegevoegd. 
2 . 1 . 1 . Degevo igdemethode : Aanvankeli jkwerd voor het onderzoek 
van deze n ee r s l agendepo ten t iome t r i s che t i t ra t ie van phosphorzuur 
met calciumhydroxyde gebruikt , welke ook door Holt et a l . en ande-
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ren (lit. 49, 98) bij het onderzoek van beenderphosphaten en door 
Eilers (lit. 21) bij het onderzoek van het caseinaatphosphaatcom-
plex werd toegepast. 

Indien bij deze titratie beide oplossingen een sterkte hadden van 
1 normaal, bleek, dat de snelheid van titreren van invloed was op 
de hoeveelheid calciumhydroxyde nodig voor de neutralisatie van 
het phosphorzuur tussen pH 5 en 8. Bij langzaam titreren kwam 
net benodigde aantal mi 's ongeveer overggn met de hoeveelheid 
vereist voor de vorming van secundair calciumphosphaat. Werd 
echter sneller getitreerd dan was meer nodig, zodat een minder 
zuur phosphaat gevormd moest zijn. 

Bij onze t itratie's werd gebruik gemaakt van een z .g. automa-
tische titrator, waarmee snel of langzaam base toegevoegd kon 
worden onder gelijktijdige controle van de pH. Een normaal op-
lossingwerd verkregen door calciumoxyde op te lossen in een op-
lossing van suiker en water. 

Titratie curve phosphorzuur (1 n) met calciumhydroxyde (1 n) 
(grafiek 4). 

z e l f d e p / w a a r d i S ^ m
7 r ^ t ? O B * S a a t ge™™<* bij een-

het sprongsgewils teru-lonon * ! b e
T

p a l e n - v° lgens Ei lers zou bij 
Phaat &?Z^?o^Ifi?™depH v o o™amelijk tertiair phos-
ruglopln van de P F e J e ZlLrZl^™ b l e e k ' d a t ^ t e" 
phosphaat gevormd werd L S v ^ " ' 8 V o n d ' i t l d i e n secundair 
("tertiair") phosSaaL J ** v o r™ing van minder zuur 

Deproefopzetwasooicnietlogisch H„f • • 
schgnlyk, dat indeuierceleer i* ww t 1S l m m e r s n iet erg waar-

uiercexeerst phosphorzuur opgehoopt wordt tot 
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een pH 2, 00 is bereikt, gevolgd door neutralisatie daarvan met 
calciumhydroxyde. Aannemelijkerishet te veronderstellen, dat in 
deze eel voortdurend calcium- en phosphaationen tesamen gebracht 
worden bij een vrijwel constante pH. 

Hoewelhetniet mogelijk is de omstandigheden in deze eel geheel 
na te bootsen, kan men er naar streven haar te imiteren. Met dit 
doelvoorogenlietenwij ingedestilleerd uitgekookt water langzaam 
calciumhydroxydeoplossingdruppelenuiteen buret. Terzelfdertijd 
werd uit een andere buret zoveelphosphorzuur van overeenkomende 
sterkte toegevoegd als nodig was om de pH constant te houden. Dit 
was met degenoemde automatische titrator gemakkelijk uit te voe-
ren. 

Bij de proeven wera de oplossing na korte tijd troebel. Even later 
ontstond een vlokkig gelatineus lijkend neersiag, waarvan de hoe-
veelheid toenam naarmate het experiment werd voortgezet. Het 
neersiag precioiteerde meestal langzaam. 

s 

: '^M 
°3®^»v»»Sfc 

^S^JpJr 
1 

Amorph phosphaat 
donker veld 

De analyse van het gecentrifugeerde en met gedestilleerd water 
uitgewassen neersiag, gevormd door titratie bij pH 6, 75 (de pH 
van melk) gaf een molaire verhouding Ca /P = 1, 35 - 1,40. 

Het aan de lucht gedroogde preparaat vertoonde een rantgen-
diagram, overggnkomend met dat van hydroxyapatiet. Met behulp 
van de microscoop en gepolariseerd licht (gipsplaatjes) konden 
geen kristallen worden waargenomen. 

2 .1 .2 . Nadere bijzonderheden van de proeven. 
2 . 1 . 2 . 1 . Analyse methoden: Calcium en magnesium we rden be -
paald volgens de complexon methode (lit. 41). Phosphor volgens de 
molybdaat methode (lit. 83). De neerslagen werden voor de ana­
lyse opgelost in trichloorazijnzuur. Natrium en kalium werden 
vlamphotometrisch bepaald (lit. 42), citroenzuur volgens de pen-
tabroomacetonmethode (lit.21), chloor zowel volgens de methode 
Volhardt als volgens Davies (lit. 20). 

2 .1 .2 .2 . Algemeen. Indienopde aangegevenwijze phosphorzuur en 
calciumhydroxyde bij elkaar werden gevoegd moest aanvankelijk 
meer calciumhydroxyde toegevoegd worden dan phosphorzuur (beide 
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in maeq) om de pH (pH 6, 70) constant te houden. Nadat zekere 
hoeveelhedenvanbeide toegevoegd waren, bleef de verhouding van 
toevoeging constant. De molaire verhouding Ca/P van de getitreerde 
hoeveelheden lag dan echter reeds ver boven die van secundair 
phosphaat. Ondanksde relatief lage pH precipiteerde dus een min­
der zuur phosphaat. 

TABEL IX 

pH 6,70; 100 ml H20; Ca (OHJj 0,495 n; H3PO4 0,310 n 

tljd min. toegevoegd m.aeq. toegevoegd m.aeq. mmol verh.Ca/P 

HqPO„ Ca (OH)2 toegevoegd. 
1 0 0,85 °.74 0,87 
25 1,39 j - — troebeling 

4» 2,10 

55 

75 

2 > 8 3 3,95 

4 - 2 6 6,00 

95 4,90 

!25 5,97 

1 > 5 0 1,08 

2.84 1,35 

1,40 

1,41 

6,92 1 > 4 1 

8,45 l f 4 2 

• Cap(OH)2 gesteld met oxaalzuur t . o .v . phenolpthaleihe 

* ™ M ^ £ g S S i ™ W ^ g ^ ^ d r o x y d e en phosphor-
ment toenam. Een ^ SfseHnJuUkrSJr01"126"1^ V a n h e t e x P e r i " 
niet plaats. Bij het M 2 , a l l l S e r e n v a n Phosphaat vond 
toevoegen van 6en van Sfnl T d e troeh^™g was geen sneller 
voorhethand^avep van de pH S K ( C & (OH>* > "oodzakelijk 
ling) deed zich dus n!et voor.' E e n p l o t s e l i n ge pH verandering (da-

Hjnvlokkigneerslae dat bh S A a n v a n k e l lJk ontstond een zeer 
werd. Ondlrzoch Set eenlarit V°° r z e

u
t t e n ™* de titratie grover 

Plaatjes) vertoonde het^en krfsTJlVn^ ( g e k r u i s t e ^colsf gips-
hoewel bij het begia (DH fi vn ?', s°ms evenwel ontstonden, 
tijdens het verder? verfo™'J^J Zlokke,\ waargenomen werden 
wel als de pH door te 2 hiM PT°ef kris<*Hen (rozetten) en 
lyk enigszins daalde blJdruppeien van phosphorzuur tijde-

£ ^ > ^ ^ £ ^ < £ J $ de indruk, dat de pH 6, 70 een 
amorphphosphaatontstond Dft ° 1 ^ ^ j n e n w a a r b o v e n vl°kkig ven bevestigd. n c s t o n d - Dit vermoeden werd bij verdere proe-

2.1.2. 3. De invloed van de pH. 

Indien phosphorzuur on i • 1 
resp. bij p H 6,00, 6 ?0 6 l ^ d r nn X y d e . b i J e e n werden gevoegd 
en 6. 50 altijd kr stallHn « ' / * • ° e n 7' 5 0 b l e«* bij pH 6, 00 
7.50 altijd h^t v * ^ ^ ^ ™ £ " ? * * > * . WJ pH7,Oo'en 

8 e r s l a g t e °ntstaan. Bij pH 6, 70 ont-
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stond het l aa t s te alleen, indien de pH aauwkeurig op deze waarde 
werdgehouden. Andere factoren, zoals de s t e rk te van de t i t r a t i e -
vloeistoffen, de hoeveelheid water , de wijze van toevoegen met de 
t i t r a to r , b lekenbinnenru ime grenzen geen invloed te hebben op de 
verschi jn ingsvorm van het nee rs lag . 

Bij " l age r e " pH waarden (6,70, 7 ,00) scheen de vloeistof o v e r -
zadigd te moeten zijn, voordat de t roebeling optrad. Bij "hogere" 
pH (8, 50, 9, 00) ontstond vrijwel d i rec t een nee rs lag . 

Proef: pH6 , 70, 150 ml H 2 0 , H3PO4 1,108 n, Ca (OH)2x , 1, 442 n. 
De t roebeling ontstond, nadat 1,40 - 1,86 maeq . H3PO4 en 0 .89 -

2,09 maeq Ca (OH)2 toegevoegdwaren. Nadat doorge t i t reerd was , 
totdat 2 ,55 m a e q . H 3 P 0 4 en 3, 49 maeq Ca (OH)2 bijggngevoegd 
waren, werd het n ee r s l ag gecentrifugeerd en geanalyseerd . De m o -
l a i r e verhouding C a / P in het n ee r s l ag was 1, 35. Aan de g ecen t r i -
fugeerde he ldere vloeistof werd vervolgens weer phosphorzuur en 
calciumhydroxyde toegevoegd.Er ontstond opnieuw een t roebe l ing , 
nadat 0, 6 6 -1 , 85 maeqCa (OH)2 en 0 , 86 -1 ,31 maeq H 3 P 0 4 t oege-
waren . Natoevoeging van 2,49 maeq Ca (OH) en 1,75 maeq H 3 P 0 4 
bleekhet n ee r s l ag bij analyse een mola i re verhouding C a / P = 1, 34 
t ebez i t ten . Dedaa rna nogmaals ge t i t ree rde he ldere vloeistof werd 
t roebel , nadat 0,82 maeq H3PO>4 en 1,00 maeq . Ca (OH)2 t o e ­
gevoegd waren. 

Het nee r s l ag , dat aanwezig was na toevoegen van 4, 85 maeq . 
Ca(OH)2 en 3,49 m . aeq H 3PO. had een mola i re verhouding C a / P = 
1,38. 

Bij de vele t i t r a t i es u i tgevoerdbij pH 6, 70 (de pH van melk), w e r -
den vr i jwel altijd mo la i r e verhoudingtussen 1,35 en 1,40 inhet n e e r ­
s lag gevonden. Indien t i t r a t i e ' s werden uitgevoerd bij verschi l lende 
toenemendepH waarden s tegen zij echter (tabel X ). 

PH 

6,00 

6,50 

6,75 

7,50 

8,50 

9,50 

11,00 

TABEL 

mmol Ca/mmol P 
direct na het titreren 

0,9'6 

1,01 

1,36 

1,41 

1,43 

1,45 

1,55 

na 
fug 

X 

mmol Ca/mmol P 
2 dagen staan en dan afcentri-
;eren en analyseren 

1,38 

1,41 

Teneinde na te gaan of de samenste l l ing van een nee rs lag door 
v e r ande r i ngvandepHvande oplossing eveneens te veranderen zou 
zijn, werd bij de volgende proeven gewerkt bij p H * 11,00. Nadat 
voldoende nee r s l ag was ontstaan,werd van de vloeistof een deel af-
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hJ^B i 6 n f%centr^Seerd, waama zowel het neerslag als de 
heldere vloeistof geanalyseerd werd. Aan het overgeblevendeel 

redaafdwi?0rZUU^ t o e g e v ° e g d ' t o t d a t d e PH t o t e e n beP?ald7waarde gedaald was en gedurende een half uur constant was. Daarna werd 

^ S ^ r f t G a ^ e Z o n d e r d e n « " deresterende oplossfag 
wis D e a n ^ geH°e

+
gd e n z o ^volgens, totdat depH4, SObereikt 

intabS ^ a l y s e r e s u l t a t e n v a n een dergelijke proef zijn weergegeven 

TABEL XI 

pH neerslag oplossing % teruggevonden 
Ca/P Ca/P Ca P 

n . 3 0 1.57 . ~^T ^T 

9.25 1,53 3.26 99 98 

7,80 1,43 1,75 100 

6-60 !.38 0,88 100,5 

6.25 1,35 0,70 98 

5.75 1,29 0.53 97 

5.10 1.16 0,53 99 

4.80 1.03 0,50 95 

99 

98 

96 

108 

101 

101 

doormSefvlnToeToSi?11 p h°SP h a a t ^ rgeslagen bij PH 7, 00 en 
hoogd, werf bH SJn̂ fffH g V a n ca lc iumhydroxyde de pH werd ver-

gu, wera Dy eenzelfde wijze van werken gevonden. 
TABEL XII 

PH neerslag oplossing % teruggevonden 

7,10 1,35 

8.00 1,39 

9,00 1,48 

10.00 1.53 

P 

99 

99 

99 

99,5 

99 
11,00 . 1,69 

2.1.2.3. 1. Het optreden van kristallisatie 

^^^r^^^j^^r^^bij pH 6'70 en 

phosphaat on ni« H« ^lrgf .. = g d . w e r d ' t r a d knstaUisatie van het 

werd gebrufct voop j to."eSSgS ?=S de pH. p h O S ' 'h°™'"- ' " ""aur 
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Analyse toonde aan, dat de kristallen bestonden uit secundair 
phosphaat. ROntgenfoto's bevestigden de analyseresultaten. De 
kristal l isat ieleeknieteerderop te treden dan nadat de pH beneden 
6, 00 was gedaald. 

2 . 1 .2 .3 .2 . Het afstaan en opnemen van calcium. 
Er is reeds opgemerkt (bladz. 63 ), dat bij verlaging of bij ver-

hogingvan de pH van de vloeistof de verhouding Ca/P in het neer-
slaglager resp. hoger werd. Het bleek eveneens mogelijk de ver­
houding Ca/P in het neerslag reversibel te regelen. 

Alseerst door pH verlaging met HClde verhouding in het neerslag 
verlaagdwas, kondeze verhouding door daarna NaOH aan de vloei­
stof toe tevoegen tot deoorspronkelijkepH waarde ook tot ongeveer 
de oorspronkelijke waarde teruggebracht worden.(zie tabel XIII) 

DepHhadduseengrote invloed op de samenstelling van het vlok-
kige phosphaat. Afhankelijkvande pH waarde werden hogere of la-
gere verhoudingen in het neerslag gevonden. Uit het microscopisch 
onderzoekwerdechterniet de indruk verkregen, dat de neerslagen 
bestonden uit mengsels van twee phosphaten. 

Ditleek des te meer onwaarschijnlijk, omdat bij verlagen van de 
pH en daarna weer instellen op de oorspronkelijke waarde ongeveer 
66nzelfde verhouding gevonden werd als oorspronkelijk aanwezig. 
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Er ontstondklaarblijkelijkdanookgeen mengsel van phosphaten bij 
de t i t ra t ie ' smaar steeds eenzelfde soort phosphaat. Dit bezat ken-
nelijkdeeigenschaponder invloed van de pH meer calciumionen op 

TABEL XI I I 

Oorspronkelijk 

Proef 1: 
PH 

verhouding Ca/P 

Proef 2: 
pH 

verhouding Ca/P 
in het neerslag 

Proef 3: 
PH 

verhouding Ca/P 
in het neerslag 

7,50 

1,43 

7,50 

1,43 

9,00 

1,51 

na pH verlaging 

6,00 
HCI NaOH 

na pH verhoging 

7,50 
NaOH 

1,46 

5,50 7,50 
HCI NaOH NaOH 

1,36 1,41 

5,95 
HCI NaC 

1,38 

9,00 
NaOH 

1.54 

te nemen of af te staan dan overeenkwam met het neerslaan resp. 
oplossenvancalciumphosphaatals zodanig. Het kan klaarblijkelljk 
calciumionen afstaan zonder van structuur te veranderen. 

Bij pH 6,70 (de pH van melk) zouhet een molaire verhouding Ca /P = 
1, 35-1, 40 hebben. Wanneer het in zuurder milieu (pH < 6, 00) ge-
brachtwerd, zouhet kunnenkristalliseren tot secundair phosphaat. 

2 . 1 . 3 . ROntgendiagrammen. 
Teneinde enige controle te hebben op de resultaten verkregen bij 

de analyse en het microscopischonderzoek, werden sommige neer-
slagen rontgenographisch onderzocht. Het maken van de diagram-
men geschiedde in het laboratorium voor Bodemkunde en Geologie 
van de Landbouw Hogeschool. ** De diagrammen werden opgenomen 
met behulp van cobaltstraling (CoKor) en van een camera met een 
effectieve straal van 27, 4 mm. 

Bij een phosphaatneerslag verkregen bij pH + 7, 00 vertoonde het 
kristalroosterovereenstemmingmet dat van hydroxyapatie (photo 
1433 zie bladz.67). w 

De bij pH 9,00 neergeslagen phosphaten waren amorph (photo 1437 
zie bladz.67). 

Bij samenvoeging van phosphorzuur en calciumhydroxyde bij pH 
9, 00 ontstond vrijwel direct een neerslag. De kans dat dan kleine 
kristallieten gevormd worden met zodanige afmetingen, dat ront­
genographisch geenkristalroosterkan worden waargenomen is dan 
misschien welgroter, maar het is zeer de vraag of hierin de ver-
klaring mag worden gezocht. Datde kristallieten ook bij pH 7 00 al 
zeer klem van afmetingen waren, zou misschien uit de weinig 
scherpelijnenvan de diagrammen van de phosphaten neergeslagen 
bij die pH afgeleid kunnen worden. 

In de diagrammen werden geen iijnen gevonden, welke erop we-
zen, dat secundair phosphaat in de neerslagen aanwezig was. Dit 
- Voor het verrichte rontgenographisch onderzoek ben ik Dr. J.Ch.L. Favejee zeer erkentelijk. 
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was wel het geval bij de diagrammen verkregen van de kristallen 
ontstaanna de verlaging van de pH met HC1 (photo 1382 zie bladz. 

Uitwassen vanhet neerslag (lOx) met gedestilleerd water had op 
de diagrammen geen invloed, drogen bij 100°C van het neerslag 
gevormd bij pH 7, 00 evenmin. 

Werd het phosphaat neergeslagen bij pH 9,00 echter bij 100°C 
gedroogd, dan veranderde het oorspronkelijk amorphe neerslag 
enkwamhethydroxyapatietroostertevoorschijn. Enkele uren ver-
hittenbij 900°C van een bij pH 7, 00 verkregen en daarna 10 x met 
gedestilleerd water uitgewassen neerslag gaf eveneens een ander 
diagram. Ditkwam dan overeenmet dat van tertiair calciumphos-
phaat (photo 1450 bladz.68). 

Een soortgelijke omzetting werd ook door anderen waargenomen 
(lit. 8, 12, 45, 94) voorphosphatenmet een molaire verhoudingCa/P 
tussen secundair phosphaat en hydroxyapatiet. 

V 

, \ 

/ 

no 1433 
Hydroxyapatiet. 

no 1437 
Amorph phosphaat 

<"H> - .y . j . i^vi" i H P f f w w i l 

o 

- i • • H 1 n i f r " - - i r i n * > - ' * " ' -

no 1382 
Secundair calcium-

phosphaat. 
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s'*T" ,f ,*rf • • ~*Yf-'i~' 7/rr- 7^; 
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• * i 

no 1450 
tertiair calcium-

phosphaat. 

2. 1.4. Voorlopige conclusie: Uit de verkregen diagrammen en de 
gevonden verhoudingen Ca/P Week, dat bij een pH (+ 7,00) waarbij 
men zou verwachten, dat secundair phosphaat ontstond, een ba-
sischerphosphaat werd gevormd. E r werd geen enkele aanwijzing 
voor gevonden, dat in de neerslagen tevens secundair phosphaat 
aanwezig was. 

Evenminwaser reden om aan te nemen, dat het gevormde phos­
phaat tertiair calciumphosphaat zou zijn. De rontgendiagrammen 
wezenophet ontstaan van hydroxyapatiet. Hierbij moet opgemerkt 
worden, dat de lijnen in het diagram tamelijk zwak waren. 

Het is de vraag of zuiver hydroxyapatiet gevormd werd, want de 
verhouding Ca/P van de neerslagen was niet in overeenstemming 
met die van hydroxyapatiet. 

Daar geen enkele aanwijzing werd gevonden, dat de neerslagen 
uit mengsels van twee phosphaten bestonden, werd voorlopig ge-
concludeerd, dat bij de proeven een complex phosphaat ontstond. 
(zie ook verder) 

2. 1. 5. De invloed vanhet uitwassenopde molaire verhouding Ca /P 
van de neerslagen. 

2 . 1 . 5 .1 . Uitwassen met gedestilleerd water. 
Sommige onderzoekers (zie bladz. 58) zijn van mening, dat het 

niet met elkaar in overeenstemming zijn van de resultaten van de 
chemische analyse met die van het rontgenonderzoek veroorzaakt 
wordtdoor de adsorbtie van phosphorzuur aan het oppervlakte van 
hydroxyapatietkristallen. Voor deze opvatting worden wel als a r -
gumenten aangevoerd, dat bij hoge temperatuur (900°C) een om-
zetting in fi tertiair calciumphosphaat plaats vindt en verder, dat 
door uitwassen phosphorzuur uit het neerslag te verwijderen is 
ai t . 12,94). 

Indienhet door ons bij pH 7, 00 verkregen phosphaat 10 x met ge­
destilleerd water uitgewassen werd, bleef de molaire verhouding 
Ca/P haar oorspronkelijke waarde behouden, en ook dan vertoon-
de het preparaat na verhitten tot 900°C het rfintgendiagram van/3 
tertiair calciumphosphaat. (photo 1450) 

pH. Ca/P voor het Ca/P na 10 x Rontgendiagram 
uitwassen uitwassen na 10 x uitwassen na 10 x uitwassen 

7.00 1,40 

direct 

1,38 hydroxyapatiet 

en verhitten op 
900°C 

|3 tertiair calci­
umphosphaat. 
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Soortgelijke ervaringen werden door TrOmel en Moller (lit. 94) 
opgedaanmeteenhandelspreparaat van tertiair calciumphosphaat. 

2 .1 .5 .2 . Uitwassen met loog. 

Indien vangeadsorbeerdphosphorzuur sprake zou zijn, kan beter 
met loog uitgewassen worden. Als met 0, 01 n NaOH uitgewassen 
werd, steeg de verhouding in het phosphaat wel enigszins. De ver-
houding (1, 667) van hydroxyapatiet werd echter nog lang niet he­
re ikt. 

pH Ca/p na 3 x uitwassen na 3 x uitwassen 
ooispr. met H20 0,01 NaOH 

7,00 1,38 1,38 1,47 

Dit was eveneens het geval, wanneer het neerslag 3 x met water 
uitgewassen werd, vervolgens aan de lucht gedroogd en daarna ge-
durende24uur in gedestilleerd, uitgekookt, met NaOH op pH 8, 00 
resp. 9, 00 gebracht water geroerd werd. 

pH7,00 pH8,00 pH9,00 
na 24 uur toeren na 24 uur roeren 

Ca/P in neerslag 1,39 1,45 1,47 

Ca/P in oplossing 0,15 0,12 

pH in de oplossing 
na 24 uur roeien 6,38 6,61 

Dehoeveelheid phosphorzuur, welke in oplossing ging, was zeer 
gering. Het leek dan ook niet waarschijnlijk, dat de lage verhou­
ding in het neerslag (1,39 t .o .v . 1,667) toegeschreven moest wor­
den aan een adsorbtie van phosphorzuur aan het oppervlakte van 
hydroxyapatiet kristallieten. Het zelfde kan waarschijnlijk ook uit 
de volgende eenvoudige berekening geconcludeerd worden. 

Stelhetaantal mmol geadsorbeerd phosphor = X. De verhouding Ca/P in het neerslag was 1,39, 
5 

dusCa/P = = 1,39 of x = ± 0,6. 
3 + x 

Een zesde van de hoeveelheid phosphor zou dan geadsorbeerd voor riioeten komen. Dezehoe-
veelheid is nogal groot (zie verder discussie). 

2.1 .6 . De invloed vande temperatuur bij de vorming van het phos­
phaat. 

Hoewelmelkmeestalbij kamertemperatuur onderzocht wordt, is 
de temperatuur bij het ontstaan ervan 38, 0 - 38, 5°C. Verder 
wordt melk bij de verwerking ervan vrijwel altijd verhit. Het was 
dus van belang na te gaan of de samenstellingvan het phosphaat 
veranderde onder invloed van de temperatuur. 

Indien het phosphaat neergeslagen werd bij 38°C i. p. v. bij ka­
mertemperatuur was de verhouding Ca /P in het neerslag enigzins 
hoger. Gevonden werd resp. 1,47; 1,41; 1,46. 

Bij de pH metingen bij 38°C werd het toestel geijkt op een phos-
phaatbuffer volgens SSrensen (1/15 mol NaHP04,1/15 mol KH2P04), 
daar deze weinig temperatuurgevoelig was. De afwijking bij 38°C 
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was maximaal 0,1 - 0, 2 pH gdnheid t. o. v. die bij kamertempera-
tuur. De samenstelling van het neerslag ondervond hiervan weinig 
invloed. Bijde instelling van de t itrator werd e r rekening mee ge-
houden. 

Deeigenschappenvanhetphosphaatblevendezelfde, als het neer-
geslagen werd bij 38°C. Ook nu werd gevonden.dat de verhouding 
Ca /P afnam, als de pH van de vloeistof met zoutzuur verlaagd 
werd, en weer toenam, als daarna NaOH toegevoegd werd. 

HCl NaOH 
pH : pH 9,00 , p H 5 , 9 0 , pH9 ,00 

Ca /P : 1,50 , 1,42 , 1,57 
Indien bij kamertemperatuur neergeslagen phosphaat met de moe-

dervloeistof opgekookt werd steeg de verhouding Ca /P van het 
neerslag, terwijl de vloeistof zuurder werd. Wanneer het neer­
slag eerstgecentrifugeerd en uitgewassen werd en daarna in gedes­
tilleerd water werd opgekookt,steeg de verhouding Ca /P . 

Proef Calciumphosphaat neergeslagen bij pH 7,00 

no 1 no 2 

Ca/P Ca/P 

oorspronkelijk neerslag 

neerslag na uitwassen 

in de moedervloeistof 
overgebleven na centri-
fugeren 

na i uur koken van het 
neerslag in de moeder­
vloeistof, neerslag 

heldere vloeistof 

uitgewassen neerslag 
opgekookt in water 

uitgewassen neerslag 
na opkoken nogmaals 
uitwassen 

1,45 

1,43 

1,27 

1,56 

0,68 

1,56 

1,37 

1,34 

0,96 

. . . 

0,85 

1,49 

1,53 

Bij volgende proeven werd phosphaat neergeslagen bij kamer-
temperatuur zowel bij pH 7,00 als bij pH 9,00. Nadat voldoende 
neerslag was ontstaan, werd de vloeistof in drie portie 's ver-
deeld. Daarvanwerd de eerste portie (a) gecentrifugeerd en zowel 
het verkregen neerslag als de bovenstaande heldere vloeistof ge-
analyseerd. 

De tweede portie (b) werd 5 uur opgekookt in gedestilleerd water 
met terugvloeikoeler en gecentrifugeerd, waarna eveneens het 
neerslag en de erbovenstaande heldere vloeistof werden geanaly-
seerd. 

De derde portie werd direct gecentrifugeerd. Het daaruit ver­
kregen neerslag werd uitgewassen en in drie delen verdeeld. Het 
eerste deel (Ci) werd met gedestilleerd water opgekookt en daarna 
gecentrifugeerd. Van het neerslag en de bovenstaande vloeistof 
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werd de verhouding Ca /P bepaald. Het tweede deel (c2) werd bij 
kamertemperatuur gedroogd na uitpersen tussen filtreerpapier en 
vervolgens geanalyseerd. Het derde (c3) werd gedurende 24 uur 
bij 100°C gedroogd en daarna geanalyseerd. 

De in de neerslagen en vloeistoffen gevonden verhoudingen zijn 
weergegeven in tabel XIV. 

TABEL XIV 

Verhoudingen Ca/P 

a. oorspronkelijke neetslag 
oorspronkelijke oplossing ** 

b . neerslag na opkoken 
oplossing na opkoken ** 

c^ neerslag na uitwassen en opkoken 
daarbij Dehorende oplossing ** 

c 2 oorspronkelijk neerslag ultgewas-
sen en aan de lucht gedroogd 

c 3 oorspronkelijk neerslag uitgewas-
sen en gedroogd bij 100°C 

pH 7, 

1,50 
2,42 

1,56 
0,49 

1,53 
0,97 

1,48 

1,60 

,00 

1,43 
1,42 

1,54 
0,36 

1,54 
0,37 

1,51 

1,56 

PH 

1,57 
3,29 

1,65 
0,88 

1,59 
0,86 

1,52 

1,57 

9,00 

1,53 
4,19 

1,63 
1,25 

1,65 
1,26 

1,59 

1,65 

** De oplossingen bevatten meestal slechts zeer geringe hoeveelheden calcium en phosphor. De 
nauwkeurigheid van de berekende verhoudingen was daardoor betrekkelijk gering. 

Hoewel de bij de proeven gevonden verhoudingen niet alle in over-
eenstemmingwarenmetde verwachte, kan e r evenwel toch gecon-
cludeerdworden, dat, wanneeropdee6n of andere wijze de tempe-
ratuur verhoogd werd, dit resulteerde in een hogere verhouding 
Ca /P van het phosphaat en dat bij het opkoken van de oorspronke­
lijke oplossing met neerslag de vloeistof zuurder werd. (lagere 
Ca /P verhoudingen dan oorspronkelijk). 

Dit is in overeenstemming met datgene wat in de literatuiir ver-
meld wordt. (lit. 12) 

Vandepreparatenc2enc3 uit tabel XIV werden rOntgenfoto's ge-
maakt. Bij pH 7, 00 werden met dat van hydroxyapatiet overeenko-
mende diagrammen gevonden, bij pH 9, 00 was het aan de lucht ge-
droogde phosphaat amorph, het bij 100°C gedroogde^vertoonde e-
veneens een met dat van hydroxyapatiet over66nkomend diagram. 

2 .1 .7 . Verder eigenschappen van het phosphaat. 
Het bleek, dat het phosphaat zich sterk hechtte aan allerlei stof-

fen. Vetbolletjes, verkregen uit driemaal gewassen room, waar-
vanbekendis, dat zij negatief geladen zijn, zij het dan zeer zwak, 
werden door het neerslaande phosphaat (pH 6, 70) omhuld en wel 
zodanig.datvrijwel al het vet met het phosphaat geprecipiteerd kon 
worden. Dit was 00k mogelijk met uitgesmolten en in water gesus-
pendeerdbotervet. Ookop gistcellen (neutrale suspensie) zette het 
neerslag zich zeer gemakkelijk af, terwijl het zich hechtte aan 
glaswanden. 

Indienphosphorzuurencalciumhydroxyde op de beschreven wijze 
aan een neutrale dispersie van C. M.C. (carboxymethylcellulose) 
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toegevoegd werden, werden ook h iervan de deel t jes omgeven door 
calciumphosphaat (zie v e rde r hoofdstuk V). 

Uitgesmolten en in water gesuspendeerd botervet ingekap-
seld in calciumphosphaat. (donker veld). 

™SSSSMd3«^^S5?room tagekaPseld door calci-

Gistcellen ingekapseld door calciumphosphaat (donker veld). 
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2.2. De neerslagen die ontstonden als ook andere ionen aanwezig 
waren. 

2 . 2 . 1 . De neerslagen die ontstonden bij aanwezigheid van magne­
sium. 

In het caseinaatphosphaatcomplex van melk komt magnesium 
voor. In welke vorm is nog niet bekend. Het zou kunnen zijn, dat 
eencalciummagnesiumphosphaat aanwezig is, waarin de calcium­
ionen gedeeltelijk door magnesiumionen vervangen zijn. Carlstrom 
(lit. 12) was echter van mening, dat hoewel in uit oplossingen ge-
precipiteerdephosphaten (hydroxyapatiet) ook magnesium voor kan 
komen, niet van een calcium-magnesium hydroxyapatiet gesproken 
mag worden. 

Hendricks en Hill (lit. 47) verklaarden de aanwezigheid van mag­
nesium in dergelijke phosphaten door de adsorbtie van een MgOH 
ionaanhetoppervlaktevan de kristallieten. Dit ion zou voorkomen 
in ongeveerneutrale oplossingen. Deze opvatting zou gesteund wor­
den door oplosbaarheidsproeven door anderen met deze phosphaten 
uitgevoerd (lit. 16, 62). 

Verder is gevonden (lit. 12), dat neerslagen verkregen uit oplos­
singen, waarin 20% van de calciumionen door magnesiumionen ver-
vangenwas, rontgendiagrammen gaven met twee of drie zeer bre-
debandenkarakteristiek voor een amorph apatiet. Magnesium zou 
degroeivande apatietkristallieten verhinderen, daar het bepaalde 
plaatsen aan het oppervlakte daarvan opvulde, waardoor een uit-
groeien van het kristalliet op die plaatsen niet meer plaats vond. 

Bjerrum (lit. 4) meende, dat in apatietroosters calciumionen 
niet door magnesiumionen vervangen kunnen worden en wel °P g r o n d 

van het feit, dat geen magnesium in het hydroxyapatietrooster op-
genomenwerd, indien dit phosphaat in aanwezigheid van magnesi-
umoxyde bij hoge temperatuur gesynthetiseerd werd. (Jensen en 
Moller). 

2 . 2 . 1 . 1 . Eigen onderzoek. 
Bij een oplossing van magnesiumchloride werden op de beschre-

ven wijze calciumhydroxyde en phosphorzuur toegevoegd. (pH '^i-
Na afloop van de proef werden de toegevoegde en teruggevonaen 
hoeveelheden bepaald. „ .„ _ V.„/D 

BaUnsproef mmol mmol mmol mmol Ca/P Ca+Mg/K 
Ca Mg P CI 

2,46 1-1.32 0,31 26,31 

6,21 12,95 4.44 26,31 

in oplossing 

lotaal 

totaal toegevoegd: 6,07 13,56 4,38 21.02 

teruggevonden<% : 102 95,5 101 97 teruggevonden<% : 102 95,5 101 a' _ , 

Het neerslag werd niet uitgewassen, bij de berekemngen wera 
een correctie toegepast. h o f hl-4 

Microscopisch was geen verschil waar te nemen tussen het DIJ 
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deze proef verkregen neerslag en dat verkregen, wanneer geen 
magnesium aanwezig was. Het preparaat lichtte niet op met ge-
polariseerd licht. 

Bij enkele andere proeven werd gevonden: 

roef 

l a 

b 

c 

2a 

b 

c 

3a 

b 

4a 

b 

c 

PH 

7.00 

7,00 

7,00 

7,00 

mg 
10C 

Mg pet 
) m l H 2 0 

11 ,35 

117,6 

146,5 

146,5 

TABEL 

Ca/P in 
neeislag 

0,98 

1,17 

1,19 

0,90 

0,92 

0,94 

1,05 

1,35 

1,13 

1,16 

1.17 

XV 

Ca+Mg/P 
in neeislag 

1,02* 

1,20* 

1,21 

1,65* 

1,18* 

1,21 

1,35 

1,48 

1,42 

1,30 

1,32 

Bijzondeiheden 

ooisptonkelijk neeislag 

na 3 x uitwassen 

na 3 x uitw. en diogen 
aan de lucht. 

ooispionkelijk neeislag 

na 3 x uitwassen 

na 3 x uitwassen en 
dtogen aan de lucht. 

ooisptonkelijk neeislag 

na 10 x uitwassen 

ooisptonkelijk neeislag 

na 5 x uitwassen 

na 10 x uitwassen 

* Voot veiklatingen zie bladz. 75 

Ook nu werd bij microscopiseren geen verschil gevonden t. o. v. 
neerslagen ontstaande in oplossingen zonder magnesium. Van de 
preparaten l c . 2c en 4c werden rSntgenopnamen gemaakt. De 
phosphaten bleken amorph (foto no. 1445). Van preparaat 4c werd 
tevens een gedeelte verhit op 900°C. Ook hiervan werd een rSnt-
gendiagramgemaakt. Ditkwamover66nmetdat van£ tertiair phos-
phaat. 

De karaktersitieke lijnen waren ver schoven ten opzichte van die van 
|3 tertiair phosphaat verkregen bij verhitten tot 900°C uit een neer­
slag, waarin geen magnesium voorkwam (photo 1448). 

photo no 1445 
Calciummagnesiumphosphaat 

Amotpb. 
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photo no 1448 
Calciummagnesiumphosphaat. Diagram over£enkomend met 
dat van j3 tertiair calciumphosphaat 

Tussenhet diagram van het amorphe phosphaat verkregen bij pH 
9, 00 zonder magnesium en dat van het bij pH 7, 00 met magnesium 
verkregenewasgeenverschil. De banden lagen op dezelfde plaats. 

Bij pH 7, 00 had het phosphaat zonder magnesium een diagram 
als hydroxyapatiet, dat met magnesium was amorph. Indien mag­
nesium aanwezig was, zal daardoor dus het phosphaat of in een 
andere modificatie neergeslagen geweest zijn of de groei van de 
kristallieten zodanig afgeremd, dat de roosters niet meer waar-
neembaar waren, 

Uitde chemische analyse viel moeilijk iets met zekerheid te con-
cluderen. Na het uitwassen van het neerslag was de verhouding, 
Ca+Mg/Pnueenshogerdan weer lager dan ervoor. De hoeveelheid 
vloeistof, die mee uitgecentrifugeerd werd en de daarin opgeloste 
hoeveelheden magnesium bei'nvloedden de oorspronkelijk gevonden 
verhoudingensterk. OoknalOx uitwassen bleek magnesium echter 
in gemakkelijk aantoonbare hoeveelheden in het neerslag aanwe­
zig. De verhoudingen Ca+Mg/P leken over het algemeen lager dan 
die van phosphaten, waarin geen magnesium aanwezig was. 
(Ca+Mg/P: 1,20 - 1,30; Ca /P : 1,35 - 1,40). 

Het is zeer waarschijnlijk, dat magnesium het calcium gedeel-
telijk vervangen had in het rooster. De verhoudingen Ca/P in de 
calcium-magnesiumphosphaten waren laag (zie tabel XV resp. 
1,17, 0, 92, 1, 35, 1,16 en 1,17). Dit zal niet veroorzaakt zijn door 
de aanwezigheid van secundair magnesiumphosphaat. Slechts 66n-
maal werd een diagram gevonden overeenkomend met dat van se-
cundair-phosphaat. Bij aide andere proeven werd noch bij het mi-
croscopisch noch bij het rSntgenografisch onderzoek voor de aan­
wezigheid daarvan een aanwijzing gevonden. Wei werd het gevormd 
bij een proef, waarbij aan gedestilleerd water oplossingen van 
MgCl2enNa2HP04 gedruppeld werdenbij constante pH (bij pH 7,00 
en 8, 00, resp. met HC1 en NaOH constant gehouden). 

Ook het feit, dat na 10 x uitwassen nog steeds magnesium in ge­
makkelijk aantoonbare hoeveelheden in het neerslag voorkwam, 
wees niet op de aanwezigheid van secundair magnesiumphosphaat. 
Eenadsorbtie van (MgOH)+ ionen leek gezien het resultaat van het 
uitwassen evenmin erg waarschijnlijk. 

Hetmeestaannemelijkwasde vorming van een complex calcium­
magnesiumphosphaat. Of de t .o .v . de Ca/P verhouding in calci-
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umphosphaat lage Ca+Mg/P verhoudiag en de amorphe structuur 
door eea andere "kristalopbouw" veroorzaakt werden oi door het 
ontstaan van kleinere kristallieten met een relatief groter adsor-
berend oppervlakte was niet uit te maken (zie verder discussie). 

2 .2 .2 . De neerslageu, dieontstondenbij aanwezigheid vancitroen-
zuur. 

Ongeveer5 - 10%vande totale hoeveelheid citroenzuur in de melk 
aanwezigkomtvoorin het caseinaatphosphaatcomplex (lit. 64, 95, 
99). 

Pyne (lit. 73) concludeerde, dat dit citraat niet door dialyse uit 
het complex te verwijderen was. 

De aanwezigheid van citroenzuur bij het ontstaan van calcium-
phosphaat bevordert het neerslaan van minder zuur phosphaat dan 
secundair (lit. 65, 73, zie hoofdstuk V). 

DoorKuiper (lit. 57) isgevonden, dat uit oplossingen van citroen­
zuur en calciumphosphaatcalciumphosphaatcitraatneersloeg, wan-
neer calciumionen in overmaat aanwezig waren t. o. v. phosphor-
zuur en citroenzuur. 

Het onoplosbare complex dissocieerde volgens hem echter ge-
makkelijk, daar het citraat alleen precipiteerde, indien calcium­
ionen in overmaat aanwezig waren t. o. v. de hoeveelheid noodza-
kelijk voor de reactie met phosphaat en citraat. 

Daar slechts kleine hoeveelheden citraat onder bepaalde voor-
waarden tesamen met grote hoeveelheden calciumphosphaat p re -
cipiteerden en de hoeveelheid citraat in het neerslag slechts ver-
meerderde, indien ook grotere hoeveelheden calciumphosphaat 
neersioegen, zou het citraat niet aan het pho'sphaat geadsorbeerd 
zijn. 

Door Pyne en Mc Gann (lit. 73) werd als hypothetische formule 
voor het colloidale phosphaatcitraat in melk voorgesteld 3 Ca3 (P04)2 
CaHcitr. ~. De mogelijkheid.dat magnesium eveneens in het phos­
phaat voor zou kom en, werd door deze onderzoekers uitgesloten ge-
acht gezien de oplosbaarheid van het magnesiumphosphaat. 

2 . 2 . 2 . 1 . Eigen onderzoek. 

Indien citroenzuur bij constante pH (6, 70) samengevoegd werd 
metcalciumhydroxyde, was zoveel van het laatste nodig als over-
fn £ w a m m e t d e voi-ming van tertiair citraat. Afhankelijk van de 

sterkte van de citroenzuuroplossing ontstond al of niet een neer­
slag. Indien een neerslag gevormd werd, gebeurde dit meestal na 

u t P ^ n P r ° e f e n n a e e n z e k e r >e tijd. De vloeistof scheen ge-
maioceiijk met calciumcitraat oververzadigd te kunnen zijn. 

indien citroenzuur en phosphorzuur in zodanige verhoudingen ge-
mengd werden als waarin ze in melk aanwezig zijn en dit mengsel 
Dij constante pH met calciumhydroxyde samengevoegd werd, ont­
stond een neerslag, dat uit calcium, phosphorzuur en citroenzuur 
Week te bestaan. Getracht werd na te gaan in Velke vorm het c i ­
troenzuur in dit phosphaat aanwezig was. 
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Proef: pH 6,70 toegevoegd 4,39 m.aeq. Ca en 3,56 m.aeq. phosphor­
zuur + citroenzuur. 

teruggevonden in het teruggevonden in de oplos-
neeislag sing 

mmol Ca 

mmol P 

mmol citroenzuur 

1,48 

0,98 

0,73 

0,25 

° . 1 4 0,32 

1,27 

mmol Ca : 
» P : 
» Na : 

citroenzuur 

2,51 
1,62 
0,37 
0,31 

mmol Ca/P + citroenzuur 1 3 1 

Bij een andere proef werd aan'200 ml natriumcitraatoplossing 
bij pH 7, 00 calciumhydroxyde en phosphorzuur toegevoegd en het 
gevormde neerslag gecentrifugeerd en daarna evenals de achter-
blijvende heldere vloeistof geanalyseerd. 

In neerslag In oplossing 

3,44 
4,02 

12,59 
3,63 

Indien het natrium opgelost was in de mee uitgecentrifugeerde 
vloeistof, was in het neerslag 1 7 m l vloeistof aanwezig d. w. z . , 
dat het neerslag bestond uit 2, 39 mmol Ca, 1, 48 mmol P en 0,18 
mmol citroenzuur. Demolaire verhouding Ca/P + citroenzuur was 
dan 1,44. 

Doorde aanwezigheid van het natriumcitraat bleef meer calcium 
en phosphorzuur in oplossing dan wanneer een gelijke hoeveelheid 
calciumhydroxyde bij 200 ml gedestilleerd uitgekookt water werd 
gedruppeldendepHmet phosphorzuur constant gehouden werd. De 
hoeveelheid phosphorzuur benodigdvoor het constant houden van de 
PH was eveneens groter. Het natriumcitraat vertraagde het neer-
slaan van het phosphaat. 

Werd inplaats van een natriumcitraatoplossing een oplossing van 
calciumcitraat (pH 7, 00) gebruikt, dan trad geen vertraging op in 
het neerslaan van het phosphaat. Reeds na toevoeging van weinig 
phosphorzuur en calciumhydroxyde aan de calciumcitraat oplossing 
(pH 7, 00, constant) ontstond een troebeling. 

Indien het neerslag uit een dergelijke vloeistof gecentrifugeerd 
werd en in de heldere vloeistof de molaire verhouding Ca/P + c i­
troenzuur werd bepaald, bleek deze 1, 49 te zijn. 

voor de verhouding in het neerslag werd berekend Ca/P + ci­
troenzuur = 1,52. 

Bij deze berekening werd een correctie toegepast voor de mee 
uitgecentrifugeerde vloeistof. De hoeveelheid citroenzuur, welke 
van de toegevoegde hoeveelheid niet in de vloeistof teruggevonden 
werd, werd verondersteld in het neerslag aanwezig te zijn. 

De verhouding Ca /P in het neerslag was 2, 01 en na 3 x uitwassen 
°??J gedestilleerd water 1, 90. In het neerslag wasduseen belang-
riJke hoeveelheid citroenzuur aanwezig. 

Van het uitgewassen en daarna aan de lucht gedroogde preparaat 
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werd een rSntgendiagram gemaakt. Het phosphaat was amorph. 
In het diagram kwamen drie brede bandea voor, waarvan e r twee 
op dezelfde plaats lagen als de banden van amorph calciummag-
nesiumphosphaat. 

Microscopischwaser geen verschil waar te nemen met de neer-
slagen verkregen zonder aanwezigheid van citroenzuur. 

Bij herhalen van het experiment werd hetzelfde gevonden. De 
molaire verhoudingen waren nu echter in het neerslag. 
oorspronkelijke verhouding Ca /P = 1, 91 
na3x uitwassen verhouding Ca/P = 1, 80 
berekende verhouding Ca /P + citroenzuur = 1, 34. 

Amorph calciumphosphaatcitraat. 
r 

Uit de eigen proeven en het in de literatuur vermelde werd de 
conclusie getrokken, dat citroenzuur evenals magnesium gemak-
kelijk tesamen met phosphaat neerslaat. 

Het neerslaan van calciumphosphaat scheen het neerslaan van 
citraat te bevorderen. Evenals dit het geval was bij magnesium 
werd ook nu geen aanwijzing gevonden, dat calciumcitraat als af-
zonderlijk zout neersloeg. 

De amorphe structuur van het phosphaat zou op een gelijke wijze 
kunnenontstaanals wanneer magnesium aanwezig is. Het citroen­
zuur zou dus phosphorzuur gedeeltelijk kunnen vervangen in het 
rooster of aan de oppervlakte plaatsen bestemd voor phosphorzuur 
in kunnen nemen (zie verder discussie). 

2 .2 .3 . De invloed van natrium en kalium. 
Daar in het caseinaatphosphaatcomplex van melk natrium en ka­

lium voorkomen (zie hoofdstuk IV) en het mogelijk was, dat deze 
in het phosphaatgedeelte van dit complex aanwezig zijn, werd on-
derzocht in hoeverre de verhouding Ca /P van het phosphaat ver-
anderde, indien het neergeslagen werd in oplossingen, welke na-
trium-resp. kaliumchloride bevatten. 

Bij de proeven kon geen invloed van het natrium en kalium op de 
verhouding in het phosphaat aangetoond worden. 

proef I proef II 

Toegevoegd per 100 ml H 20 

a. geen zout 

b. mg NaCI 

c. mg KC1 

verhouding Ca/P 
In het neerslag 

a 

_ 

-

1,41 

b 

1,30 

-

1,38 

c 

_ 

260 

1,38 

a 

. 

-

1,35 

b 

1000 

-

1,43 

c 

1000 

1,44 
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Indien na t r ium en ka l ium van invloed waren op de verhouding C a / P 
i nhe tnee r s l ag , zou de bij proef 1 gevonden invloed juist tegenover-
gesteldzi jn aan die gevonden bij proef 2. E r was dus niet met z e -
kerhe id te concluderen}dat door de aanwezigheid van natr ium-en ka-
l iumionende verhoudingbetnvloed werd (zie echter ve rder 2 .2 .4 ) . 

2 . 2 . 4 . Ui twissel ing van ionen. 

Het zou niet ondenkbaar zijn, dat een complex zout a ls het b e -
schreven phosphaat de eigenschappen van een ionenwisselaar zou 
bezitten. 

Getracht werd het ca lc ium uit een nee rs lag uit te wisselen tegen 
na t r ium. 

Daartoe werd calciumphosphaat op de gebruikelijke wijze nee r -
geslagen, zowel bij pH 7, 00 a l s bij pH 9, 00. Het neers lag werd 
uitgewassen met gedes t i l l ee rd water en vervolgens gedeeltelijk 
in een 20% NaCl oplossing gebracht , gedeeltelijk in gedestil leerd 
water . Nadat het 24 uur in deze vloeistoffen opgeroerd was, we r -
den zowel het dan aanwezige nee r s l ag a l s de oplossing geanaly-
seerd (tabel XVI). 

TABEL XVI 

Molaiie verhoudingen Ca/P 

pH 7,00 pH 9,00 

1 2 3 4 1 2 3 4 Experiment 

oorspr. neerslag , 

oplossing 

neersl. na uitwas. 
sen 

" na 24 uur 
in H 20 

opl. idem 

neersl. na 24 uur 
in NaCl. 

opl. idem 

1,42 1,42 1,45 1,41 1,64 1,52 1,60 1,52 

2,19 1,31 2,56? 0,82 1,39 5,31 17,00 4,72 

1,42 1,40 - - 1,59 1.50 

1,52 - 1,46 1,51 1,54 - 1,54 1,47 

1,09 - 0,86 0.82 2.24 - 2,90 1,12 

1,38 1,41 1,40 1,43 1,48 1,53 1,53 1,45 

2,23 2,42 2,21 2,54 2,40 7,46 13,64 3,00 

De verhoudingen in de nee rs lagen , welke in de zoutoplossing ge­
bracht waren , ve randerden weinig t . o . v . die gevonden in de uit­
gewassen nee r s l agen . Die van de neers lagen, welke in water ge­
bracht waren , waren e ch te r hoger dan deze, wanneer het neerslag 
gevormd was bij pH 7, 00; l age r , wanneer het gevormd was bij pH 
9, 00. 

Merkwaardigerwijze benaderden de gevonden verhoudingen dan 
in alle gevallen die van " t e r t i a i r " phosphaat. 

De verhouding C a / P in dekeukenzoutoplossing was na 24 uur aan-
merkel i jk hoger dan die in het gedes t i l leerde water . Een zekere 
uitwisseling van ca lc ium tegen na t r ium leek dan ook met uitge-
sloten. Door Cameron en Bell (lit. 11) werd bij proeven over ae 
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oplosbaarheid van"Ca3(P04)2 " eenzelfde soort verschijnsel waar-
genomen. Naarmatebij de door hen uitgevoerde proeven meer ka-
liumchloride in de oplossing aanwezig was, ging meer calcium in 
oplossing dan phosphorzuur. 

Bij de beschreven proeven werd calciumphosphaat neergeslagen 
in gedestilleerd uitgekookt waters De daarin geprecipiteerde cal-
ciumphosphaatdeeltjeswarenzeerveel grover dan die welke in het 
caseinaatphosphaatcomplexvanmelk voor zullen komen. Teneinde 
het calciumphosphaat fijnerte verdelen werd het bij pH 6,70 neer­
geslagen in een met een druppel calciumhydroxyde op pH 6, 70 ge-
brachte oplossing van gedeeltelijk verstijfseld rijstebloem. (proef 
1 : 0, 5%, proef 2 : 0,125% rijstebloem) 

De verkregen vloeistof (+ 400 ml.) werd in 2 port ie 's verdeeld. 
Aan 66n ervan werd natriumchloride toegevoegd. Na een aantal 
uren- de vloeistof werd gedurende deze tijd met een mechanische 
roerdergeroerd-werder ultrafiltraat uitbereid m.b.v. een gelijk-
soortigapparaatals beschreven is door Koops (lit. 56). De eerste 
10 ml ultrafiltraat werden weggeworpen. 

Van de tweede portie werd eveneens ultrafiltraat bereid. In de 
ultrafiltraten werd het calcium en phosphorgehalte bepaald. 

Proef 1 

Eetste 10 ml filtraat 

Volgende 20 ml „ 

20 ml „ 

Proef2 

Eerste 10 ml filtraat 

volgende 20 ml * 

20 ml . 

Ultrafiltraat uit vloei­
stof waaraan geen zout 
toegevoegd was. 

Ca % P °lo 

-

0,0102 

0,0103 

-

0,0037 

0,0033 

-

0,0081 

0,0086 

-

0,0020 

0,0020 

Ultrafiltraat uit vloeistof 
waaraan zout (10 g/200 ml) 
toegevoegd was. 

Ca<?o 

-

0,0185 

0,0185 

-

0,0091 

0,0091 

P°/o 

-

0,0122 

0,0122 

-

0,0052 

0,0053 

Onder invloed van het zout loste dus een deel van het calcium­
phosphaat op. 

Bij een derde proef werd nagegaan of in het phosphaat van het 
neerslag natrium aanwezig was. Deopzetvan de proef was dezelfde 
alsbijdevorige. De vloeistof, welke na het bereiden van het ultra­
filtraat mdeultrafiltratiebuis achter bleef, werd gecentrifugeerd. 
Het centrifugaat werd bij de portie, waaraan natriumchloride was 
toegevoegd, uitgewassen tot chloorvrij met gedestilleerd water (5x). 
Uok het centrifugaat uit de portie zonder zout werd 5 -i uitgewassen. 

Daarnawerdenzoweldeoorspronkelijkevloeistoffen als de ultra­
filtraten en de neerslagen geanalyseerd. 
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Proef 3 Ca <7o P °/o 

Oorspronkelijke vloelstof 

Ultrafiltraat zondei zout 

Ultrafil traat me t zout 

In de neerslagen was < 

neerslag zonder zout 

neerslag me t zout 

0,0541 

0,0060 

0,0148 

lanwezig: 

mmol Ca 

1,09 

1,00 

0,0336 

0,0127 

0,0210 

mmol P 

0,75 

0,68 

mmol Na 

-

0,03 

Uit de proeven werd geconcludeerd, dat het phosphaat bereid vol-
gensdebeschrevenmethode, de eigenschap bezat ionen uit te wis-
selen tegen ionen uit de vloeistof. (zie verder hoofdstuk V bladz. 
119). 

2.2. 5. Het neerslag gevormd in een oplossing met zoutconcentra-
tie 's overeenkomend met die van melk. 

Uit oplossingen, welke magnesium, natrium, kalium, citroen-
zuurenchloorbevatten in ongeveer gelijke concentratie's als aan-
wezig in melk en waaraan op de bekende wijze calcium en phos-
phorzuurtoegevoegdwerden, precipiteerdenneerslagen, welke on­
geveer dezelfde samenstelling hadden als in hocfdstuk II berekend 
voor het anorganische deel van het caseinaatphosphaatcomplex. 
(bij veronderstelling caseinecalcium constant). 
Proef. 

Eenoplossing, welke resp. bevatte 11-12 mg Mg, 40 mg Na, 143 
nig CI, 142 mgK, 50mgP en 154 mg citroenzuur per 100 ml, werd 
metenkeledruppelsNH4OHoppH6, 70 gebracht. Daarna werd cal-
ciumhydroxyde en phospr»orzuur toegevoegd. 

Het verkregen neerslag bleek bij microscopisch onderzoek niet 
kristallijn te zijn. Onder gekruiste nicols lichtte het niet op. De 
molaire verhouding Ca+Mg/P + citroenzuur was 1,46. 

Analyse 

mmol P 

e 

P 

Ca 

Mg 

citroenz. 

neerslag 

2,46 

3,69 

0,12 

0,15 

oplossing 

3,22 

0,21 

0,44 

0,69 

totaal 

5,68 

3,90 

0,56 

0,84 

toegevoegd 

5,79 

3,88 

0,59 

0,885 

teruggevonden °h 

98,0 

i00,5 

95,0 

95,0 

3 . DISCUSSIE. 

Zowel uit de resultaten van het onderzoek als uit de bestudering 
van de l iteratuur is duidelijk gebleken, dat de vorming van calci-
umphosphaten van een zeer veel gecompliceerder karakter is dan 
veelaldoor onderzoekers van het caseinaatphosphaatcomplex ver-
ondersteld werd. De zouten, welke bij ons onderzoek ontstonden, 
waren moeilijk te definieren. Terwijl de neerslagen, die verkre-
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gen werden door calciumhydroxyde en phosphorzuur bij constante 
pHwa-\rdenbovenpH 6,70 samen te voegen, in gedroogde toestand 
rontgendiagrammenvertoonden, welkewezen op een rooster over-
genkomendmet dat van hydroxyapatiet, was de chemische analyse 
daarmee niet in overgenstemming. De molaire verhoudingen Ca/P 
waren aanmerkelijk lager dan op grond van de diagrammen ver-
wachtwerd. Dit verschilwerd echter zeer beslist niet veroorzaakt 
door de aanwezigheid van secundair phosphaat in de neerslagen, 
daar dan, wanneer een verhouding 1,40 gevonden werd een meng-
selvan2 mmol secundair phosphaat t. o. v. 1 mmol hydroxyapatiet 
aanwezig geweest moest zijn. 

Deze hoeveelheid secundair phosphaat was zeker in de rSntgen^ 
diagrammen teruggevonden, als zij aanwezig geweest was. 

Egnzelfde verschil tussen rSntgendiagrammen en chemische ana­
lyse werd ook door andere onderzoekers waargenomen bii op ge-
heel andere wijze bereide calciumphosphaten. Sommigen van hen 
waren van mening, dat het veroorzaakt wordt door adsorbtie van 
lonen van phosphorzuur aan het oppervlakte van hydroxyapatiet k r i s -
tallieten. CarlstrSm (lit. 12) gaf zijn mening als volet weer: 

It seems likely that the surface properties of these colloidal 
praecipitates will produce an adequate explanation of their com­
position enverder In addition to the chemosorption there may be 
physical adsorbtion of ions from the surrounding solution." 

*»™ °«K o t l d , « r z ° e k b l e e k « dat uitwassen vrijwel geen verandering 
w ^ r 1 ? « a c h t l " d e C l a i r e verhouding Ca /P bij calciumphosphaatf 
waarin geen andere lonen aanwezig waren en de verhouding ongeveer 
irt/i^-V „m e r s P r a k e i s v a n adsorbtie zal in deze neerslagen 
p n , L ' l ' ongeveer 16% van het phosphor geadsorbeerd moe-

Slnrhf f e b e r t k e n i " g b l z - 6 9 ) . Dat ineenzosterke mate physische 
f ir iJn i ^ J a n P. S p h ° r z U U r a a n e e n ongeveer neutraal zout op zal creaen njkt met erg waarschijnlijk 
kominn ifQ°nVeel " e x , t r a " Phosphorzuur aan het oppervlak voor zou 
e e H h o i T w ° o k m o e i l y k van een "chemosorbtie" spreken bij 

" / * ' • d a t a l leen uit calcium- en phosphorzuur-ionen be-
c a m n h n ^ O S p h t a , i Z&1 d a n ' o f b es taan uit een mengsel van cal-
zhn wlar a a n

e nnf ?Gi m ° e t e t n o ^ i n i e e r b a a r complex phosphaat 
ondankTh^f > ^Kt* n a a m hydroxyapatiet gegeven mag worden, 
dafran^rox^apSier.1 r ° n t ^ n d i a ^ a m van Set preparai lijkt op 

diIraCn^?onbI i eHZ a l d e S n 0 0 d s W e lg e sP r o k e n k u n n e n w o r d e n » in" 
Peiilakte vln w n i? 6 1 11* Van c a l c i u ™ en phosphorzuur in het op-
v l rmSS Z?!n P^sphaat op de een of andere wijze aan de zout-
S T S f l e n S r ^ S - ° e r « ^ t a t e n van de proeven wijzen e r wel 
zSu k u n n e n d ^ ^ e ^ ^ ^ ^ ^ o r magnesium en citroenzuur 

i s l S r l h h ^ V 0
1

0 r k 0 m e n V a n m a g ^ s i u m en citroenzuur in de 
b^chouwd f. nnJ **> Tn, ° PP e r v l a k t e verschijnsel moet worden 
oeschouwd is nog met duidelijk. Indien een van deze stoffen aan-
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wezig was in het neerslag, wees het rSntgendiagram uit dat het 
phosphaat amorph was. Dit zou veroorzaakt kunnen zijn door een 
zodanige kristalliet grootte, dat bij de gebruikte methodiek de 
roosters niet meer waargenomen koaden worden. De opname van 
magnesium en citroenzuur op bepaalde plaatsen in het oppervlak 
zou dan de verdere aangroei van de kristallen op die plaatsen ver-
hinderd kunnen hebben. De afmetingen van de kristallieten zullen 
in dat geval niet veel groter geweest zijn, dan over66n kwam met 
een naar verhouding gering aantal eenheidscellen. 

Wanneer in dat geval echter 20 tot 30% van de kationen van het 
neerslag uit magnesium bestaat, kan moeilijk nog van oppervlakte 
verschijnselen gesproken worden. (zie 2 .2 .1 . ) 

E r zijn andere onderzoekers, welke de theorie aanhangen dat in-
wendige subst i tute 's in dergelijke phosphaten zijn opgetreden. 

De mening van Bjerrum (lit. 4) is in de volgende bewoordingen 
weergegeven: 
"Auf Grund aller bekaanten Tatsachen wird die Auffussung ver-
treten, dass alle diese Niederschlage (d.w. z. precipitaten met 
verhoudingen Ca /P 1,4 tot 1,7). Hydroxyapatiet Gitter enthalten 
und dasz der varierende neutralisationsgrad durch Aufname von 
Protonen an Hydroxylionen und Phosphationen am Gitter verur-
sacht wird unter gleichzeitiger Austreibung von Calciumionen, 
die durch HzO Molekeln erzetst werden. "Deze substitutie zou 
deels plaats vinden in het binnenste van het rooster, deels in de 
vormvaneenadsorbtie, waarbij in de elementair cellen in of vlak-
bij het oppervlak een sterkere substitutie plaats zou vinden dan in 
het inwendige. 

Voor de phosphaten, welke alleen uit calcium en phosphorzuur 
bestaan, zou deze opvatting juist kunnen zijn. Het voorkomen van 
magnesium en citroenzuur zal dan echter op een andere wijze ver-
klaard dienen te worden. 

Metde ons ter beschikking staande gegevens kan echter geen af-
doende verklaring gegeven worden van de inwendige structuur van 
de verkregen phosphaten. 

Dit zal misschienmogelijk zijn, indieneenveel uitgebreider r8nt-
genonderzoeken een meer nauwkeurige analyse van het phosphaat 
dan door ons verricht kon worden, uitgevoerd wordt. 

Voor het beoogde doel waren de verkregen resultaten echter van 
veelbelang. Het is wel gebleken, dat indien phosphaat als zodanig 
in het caseinaat phosphaatcomplex aanwezig is, dit zeer waar-
schijnlijk geen secundair phosphaat, tertiairphosphaat of een meng-
sel van deze beide zal zijn. Het zal daarentegen een complexe 
structuur hebben, terwijl de samenstelling min of meer afhanke-
lijk zal zijn van de omstandigheden, waaronder het gevormd wordt. 
Op de variabiliteit van de samenstelling zullen vooral magnesium 
en citroenzuur van invloed zijn, waarschijnlijk niet alleen door de 
hoeveelheid, waarin zij voorkomen,maar ook door de invloed, die 
zij uitoefenen op de structuur van het phosphaat. Het afzonderlijk 
voorkomen van magnesiumphosphaat en calciumcitraat in het ca-



•84-

seinaatphosphaatcomplex leek gezien de verkregen resultaten 
(rontgendiagrammen) niet erg waarschijnlijk. 

Het sterk oppervlakte actieve karakter van het phosphaat (vast-
hechten aan carboxymethylcellulose, vetbolletjes, glaswanden 
e.d.) is hoewel geen bewijs toch wel een aanwijzing, dat "ad-
sorbtie" van dergelijke phosphaten aan calciumcaseinaat in melk 
zeer wel mogelijk is. 

Indien dit zo is, zullen bij verwerking van rauwe melk bepaalde 
handelingen (verhogen temperatuur, indampen) de samenstelling 
van het phosphaat doen veranderen. 

Voor verhitten, dus in rauwe melk, zal dan een complex phos­
phaat met een variabele samenstelling aanwezig zijn. Na verhitten 
een phosphaat, dat zowel wat betreft zijn chemische samenstelling 
als zijn rSntgendiagram veel overeenkomst zal vertonen met hy-
droxyapatiet. 

Men zou dan kunnen zeggen, dat hydroxyapatiet de stabiele vorm 
is, dochdatdezestabiele toestand in de rauwe melk niet wordt be-
reikt. Het phosphaat in rauwe melk mag dan echter geen hydroxy­
apatiet genoemd worden. 



HOOFDSTUK IV 

HET BASEBINDENDVERMOGEN VAN CASEINE. 
HET CASEINE-CALCIUM 

1 . INLEIDING. 

In de literatuur (zie hoofdstuk I en II) wordt herhaaldelijkver-
meld, dat inhetcaseinaatphosphaatcomplexvan melk 10-11 mg ca-
seinecalcium per g caseine gebonden i s . Veelal wordt aangeno-
men, dat deze hoeveelheid gelijk is voor iedere melk (gemengde 
melk, melk van individuele koeien). 

Het is de vraag in hoeverre deze veronderstelling verantwoord 
i s . Een directe bepaling is niet mogelijk; de vermelde waarden 
werden verkregen door middel van berekeningen naar aanleiding 
van veronderstellingen. De methode van berekenen zowel als de 
veronderstelling hebben echter veel invloed. 

Daar de zuurgroepen van de caseinephosphor een ongeveer met 
bovengenoemde waarde over£6nstemmende hoeveelheid calcium 
zouden kunnen binden, is wel verondersteld (zie hoofdstuk I), dat 
altijd een met deze groepen aequivalente hoeveelheid caseinecalci-
um in het complex aanwezig i s . Deze veronderstelling is natuurlijk 
aantrekkelijk, maar zij is wel wat eenzijdig. Er komen in case­
ine carboxylgroepen voor met een sterker zuur karakter dan de 
tweede zuurgroep van phosphorzuur. Deze zouden, indien de ver­
onderstelling juistzouzijn, op andere wijze moeten zijn geneutra-
liseerd bijv. door inwendige zoutvorming of door andere positieve 
ionen. 

In het complex komt altijd magnesium voor. Het zou mogelijk zijn, 
datdithetcaseinecalciumgedeeltelijkvervangt evenals het dat kan 
doen met phosphaatcalcium. Op grond van de resultaten, vermeld 
in hoofdstuk III, lijkt het ons echter hetmeestwaarschijnlijk.dat 
hetmerendeelvanhetmagnesiumenal het citroenzuur in het phos-
phaat aanwezig zijn. 

Hoewelhetbij vroeger onderzoek (lit. 54) niet gelukte natrium en 
kalium in het complex aan te tonen, werd door ter Horst (lit. 51) 
aangetoond, dat ook in aanwezigheid van een overmaat calcium 
altijd een zekere hoeveelheid natrium aan de caseine gebonden 
wordt. Carr (lit. 13) vond, dat in oplossingen van caseine de hoe­
veelheid calcium gebonden aan de caseine afhankelijk was van 
de hoeveelheid natrium, die aanwezig was. Door Pyne (lit. 72) werd 
een uitwisseling van caseinecalcium tegen natrium en kalium mo­
gelijk verondersteld, zelfs indien deze in concentrate 's voorko-
men zoals in melk. . 

Tijdens de bewerking van dit proefschrift verscheen een artikel 
van Davies en White (lit. 99), waarin het voorkomen van natrium 
en kalium in het complex waarschijnlijk werd gemaakt. 

Uithetverschil gevondentussenhet gehalte aan kalium en natri­
um in melk en dat in ultrafiltraat concludeerden genoemde onder-
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zoekers, dat ongeveer 5% van het natrium en 6% van het kalium 
in melk aan het eiwit gebonden moest zijn. Deze waarden komen 
ongeveer overmen met de door ons gevondene (zie verder). 

Indien van caseine het basebindend vermogen wordt onderzocht, 
blijkt.dat bij pH waarden over6dnkomend met die van melk meer 
calcium gebonden wordt dan overdenstemt met de binding van base 
alleen aan de phosphorzure groepen van caseine. 
Door ter Horst (lit. 51) werd bij centrifugeproeven met oplos-

singen van caseine aangetoond, dat bij pH 6, 65-6, 75 per g case­
ine 0, 357-0, 380 mg ion calcium gebonden werd. Door Eilers (lit. 
21) werd bij potentiometrisch titreren van 2 g Hammersten case­
ine een ongeveer gelijke waarde gevonden. Uit de grafieken gege-
ven door Ramsdell en Whittier (lit. 76) blijkt, dat ook hun caseine 
bij pH 6, 70 aanmerkelijk meer calcium dan de veronderstelde 11 
mg hadgebonden. (nl. 13,5 mgsaO, 34 mmol Ca/g caseine). Daar 
zij ten onrechte het verschil in het basebindend vermogen van ca­
seine bij pH 6, 40 en pH 6, 70 bagatelliseerden, kwamen zij tot de 
conclusie, dat de hoeveelheid caseinecalcium in het complex en 
die gebonden bij de potentiometrische titratie's ongeveer gelijk 
zijn. 
Door andere onderzoekers (lit. 15, 66) werden wel lagere en on­

geveer met het caseinephosphor aequivalente waarden opgegeven. 
Het is niet altijd na te gaan, hoe deze verkregen werden. Het is 
bekend, dat het uitermate moeilijk is een asvrije caseine te ver-
krijgen. De aanwezigheid van verontreinigingen kan echter de bij 
het potentiometrisch titreren verkregen uitkomst belangriik be-
mvloeden (zie verder). 

Bij pogingenom asvrije caseine tebereiden kan men verder mis-
schien te drastisch te werk gaan, waardoor wijzigingen in de ca­
seine worden veroorzaakt. 

Het bepalen van het basebindend vermogen van een willekeurig 
preparaat van caseine is dan ook niet voldoende. Men moet tevens 
controleren of de caseine normale eigenschappen heeft. Enige con­
sole daarop is mogelijk door behalve het asgehalte tevens het phos-
phorgehalte en het stikstofgehalte te bepalen. 

» , i? t aT b l i i k e l i ; i \ i s d o o r S e e n v a n d e bovengenoemde onderzoekers 
net belang van hun waarnemingen voor de verklaring van de op-
bouw van het caseinaatphosphaatcomplex in de melk ingezien.Er 
^ m ^ e r Z Ut°e Fen e n k e l e r e d e n t e veronderstellen, dat ca-
lt?Z • "*f T basebindend vermogen heeft dan de gezui-
ZlnZ^T^Z' 3 berekeningen van de samenstelling van het 
£™l£ u > mei\ yan d e r e s u l taten van de titratie geen gebruik 
S H T I ' V , ^ maakt evenwel een groot verschil uit of rikening 
c^seinpgoSden m 6 t d e m e 6 S t a l °Pgegeven hoeveelheid 10-11 mg 
m Z l n t T o f 1 , g c

1
a s " n e - ° f met de hiervoor genoemde 14-15 

voleZn^A21^1,*3 e s t e r " P o f - 0 ' 3 7 m"iol) zoals uit het volgende voorbeeld duidelijk blijkt. 
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VOORBEELD. 
per g caseine In het complex: 

mmol totaal Ca : 0,70 mmol P:0,31 
mmol Mg : 0,07 mmol citroenzuur 0,02 

mmolCa + Mg : 0,77 

Indien 0,27 mmol Ca verondersteld Indien 0,37 mmol Ca veron-
wordt is voor het phosphaat en het ci- dersteld wordt, is voor het phos-
traat over: phaat en citraat over: 
0,77 - 0,27 = 0,50 mmol Ca+Mg of 0,77 - 0,37 =0,40 mmol Ca+ 
Ca+Mg/P+citroenzuur = 0,50/0,33= Mg of Ca+Mg/P+citroenzuur = 
1.51 0,40/0,33 = 1,21 

2 . EIGEN ONDERZOEK. 

Deresultatenzullenwordenvermeld van potentiometrische titra­
tie's uitgevoerd met bij pH 4, 6 - 4 , 7ultmelk neergeslagen en daar-
nagezuiverde caseine. Er werdaanhet volgende aandacht besteed. 
a. Hoeveel calcium wordt door een dergelijke caseine gebonden 
bij een pH overe^nkomend met die van melk? Is deze hoeveelheid 
ongeveer aequivalent met het caseinephosphor? 
b. Is het calciumbindend vermogen van caseine voor verschillende 
koeienen voor caseine van66nzelfde koe gedurende de lactatieperio-
de gelijk. 
c. Wanneer 66nzelfde waarde voor de caseine in het complex geldt, 
als gevonden bij de t i tratie 's is dan een eventueel verschil tussen 
deze waarde en de hoeveelheid in de literatuur genoemd caseine-
calcium te verklaren door de aanwezigheid van andere ionen? 

2 . 1 . Potentiometrische t i tratie 's van caseine. 
Bij de t i traties werd gebruik gemaakt van een automatische ti-

trator. Er werd vooral aandacht besteed aan het basebindend ver­
mogen bij pH 6, 70, de normale pH voor melk vanNederlandsekoei-
en. 

2 . 1 . 1 . De bereiding van "zuivere" caseine: 

Aanvankelijk werd de caseine bereid uit ondermelk verdund me_t 2 
a 3 maal het volume aan gedestilleerd water. Met azijnzuur (10%) 
werdlangzaamenonder roeren aangezuurd tot pH 4, 6-4, 7. Na be-
zinken van de caseine werd de bovenstaande vloeistof afgeheveld 
en vervangen door gedestilleerd water. Vervolgens werd de case­
ine opgelost met natriumhydroxyde tot pH 6. 70 en weer neergeslagen 
met azijnzuur (10%). De bewerkingen werdenenkele malenhernaaia. 

Nadat de caseine voor de vierde maal neergeslagen was, werd zij 
66nmaal met gedestilleerd water uitgewassen en vervolgens met 
alcohol 96% en aether behandeld en aan de lucht gedroogd. Bij deze 
bereidingswijzebleefhetaspercentagete hoog (1 a 2% j a n d e droge 
stof). Het basebindend vermogen was bij pH6,70 0,50-0,64 rnaeq. 
base per g caseine. Teneinde het asgehalte te verlagen werd ver­
volgens vaker uitgewassen; Se'nmaal na iedere keer, dat de caseine 
neergeslagen was en nadelaatste maal neerslaanvijf keer. Er wer 
dan i 0, 40 - 0, 50% as, berekend op de droge stof, gevonden. wera 
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evenwelhetN-gehalte van de drogestof bepaald en de daarvoor ge-
vondenwaarde met 6, 37 vermenigvuldigd, dan was slechts 98-99% 
van de afgewogen droge caseine als eiwit te verantwoorden. 

De indruk werd verkregen, dat ondanks het uitwassen nog azijn-
zuur in de caseine achterbleef. Mede omdat de aanwezigheid van 
zoutzuur gemakkelijker aan te tonen zou zijn, werd daarom bij de 
verdereproevenditzuur gebruikt. Ook de daarmee verkregen ca­
seine bleek nog as tebevatten (0,20-0,30% van de droge stof). Chloor 
was echter niet aan te tonen of slechts in zeer geringe mate (en-
kele honderdsten van %) aanwezig in deze caseine's. 

2.1.2. Analyse van de caseine. 

Daar 0, 20-0, 30% as overmen zou komen met 0, 5 - 1, 0 mg cal­
cium per g caseine (± i van het as %) en dit de uitkomst van de ti-
tratie'smet 5-10% zou kunnen verlagen, werd getracht te bepalen, 
welke niet uit de caseine zelf afkomstige ionen aan het gevonden 
aspercentage bijdroegen. De caseine's werden daarom behalve op 
vocht, as, phosphor en stikstofgehalte, tevens onderzocht op het 
gehalte aan calcium, magnesium, natrium, kalium en chloor. 

2.1.2.1. Analyse methoden. 

Het vochtgehalte werd bepaald door de caseine te drogen tot con­
stant gewicht in een droogstoof bij 105° C. 
De percentages van de andere bestanddelen werden omgerekend 

in procenten van de droge caseine. 
Het asgehalte werd bepaald door de caseine te verassen op een 

vrijevlam (werkelijk as %);soms werd tevens verast in aanwezig-
Jieidvangeconcentreerd zwavelzuur (sulfaatas). Het sulfaatasper-
centage bleekongeveer 0,1% hoger te zijn dan het werkelijk asper­
centage. J 

Het phosphorgehalte werd bepaald door de caseine met behulp van 
zwavelzuur en salpeterzuur (+ perhydrol) te destrueren en het ge-
vormde phosphorzuur te bepalen volgens de molybdaatmethode (lit. 
oo). 

Voor het bepalen van het stikstofgehalte werd de microKjehldahl-
methode gebruikt (kwik, zwavelzuur). 

Calcium en magnesium werden bepaald volgens de complexonme-
werd , 4 2 ) i n d e z e l f d e vloeistof als waarin het phosphor bepaald 

Ter controle werden bianco bepalingen uitgevoerd in een op de-
zeiiqe wijze als bij de aanwezigheid van caseine verkregen vloeistof. 

natrium en kalium werden vlamphotometrisch bepaald (lit. 41) 
inde oplossing, die werd verkregen door een gewogen hoeveelheid 
water"6 m e p V a n a m m 0 n i a ( 2 5 % ) °P t e l o s s e n i n gedestilleerd 

DavteTbeTaald^UL^O^6118 ^ m e t h ° d e V ° l h a r d t a l S m 6 t d i 6 ^ 

2.1.2.2. Analyse resultaten. 

Deze zijn voor een aantal caseine's weergegeven in tabel XVII. 
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Het asgehalte verkregen bij het gebruik van zoutzuur was meestal 
0, 2 - 0, 3%. Dit percentage kon niet verantwoord worden met de 
inde caseine gevonden hoeveelheden "verontreinigingen". Er wer-
denwelaltijdsporennatrium, calcium en chloor gevonden. Vooral 
bij de caseine's 7 en 8 (zie tabelX VII) was nogal wat chloor achterge-
bleven. Wanneer deze caseine's in gedestilleerd water werden ge-
bracht, was de pH lager dan 4,60. Magnesium werd nooit aange-
toond, kalium alleen dan, wanneer bij de bereiding in plaats van 
NaOH, KOH gebruikt werd. 

Het phosphorgehalte van met behulp van HC1 bereide caseine's 
lag meestal tussen 0, 84-0, 87% (de no's 9 t/m 18). In de litera-
tuur wordt opgegeven 0, 85%. 
De door ons gevonden waarden kwamen daar goed mee overmen. 

De melk, waaruit de caseine werd bereid, was afkomstig van ver-
schillende koeien en uit verschillende stadia van lactatie. 

Het stikstofgehalte lag bij de bereiding van caseine met zoutzuur 
la1}Z?laltiidtussenl5'55%enl5,65%, watovereenkwam met 99,0-
99, 5%berekendeiwit, wanneer alsomrekeningsfactor 6,37 gebruikt 
werd. Ook indien 0,1% {± { van het asgehalte) hierbij werd opge-
teld, werd geen 100% verkregen. Het bleek evenwel, dat ondanks 
de behandelmg met alcohol en aether dikwijls nog vetachtige stof-
fen(bepaaldmetdeR6se-Gottliebmethode)inde caseine achterge-
blevenwaren(0,1-0, 2%). Verder is nog geen rekening gehouden met 
net smkergehalte van caseine (ca 0, 3%), terwijl mogelijk nog enig 
water in de caseine achter gebleven was bij de bepaling van het 
vochtgehalte. Het is echter ook mogelijk, dat de factor 6, 37 iets 
aandelage kant is. Uit de analysecijfers werd niet de indruk ver-
Kregen datbijhetzuivereneen bepaalde component van de caseine 
verwijderd werd. 

2.1.3. De potentiometrische titratie's als zodanig. 

™^ d e t i t
1 T a t i , e ' S

J
W e r d e n caseine's gebruikt zowel bereid uit ge-

mengde melk als afkomstig uit melk van individuele koeien. 
H^fi i ! e W^° g e n . h 0 e v e e l h e i d c a s e ine werd in 250 ml uitgekookt ge-
TJnt l* f' T a a r a a n * X S keukenzout was toegevoegd^et 
S^mTnJf rS £ y d e ? na^iumhydroxyde (± 1 n) getitrlerd tot op-
waT ^ P H w a a r d e n - Meestal werd, wanneer de pH 8, 50 bereikt 
n»nt'van

 Z ° . U t z ^ i ± 1 n ) teruggetitreerd tot het isoelectrische 

SreIrr(aHl0nen(?o t i W ) - S ° m S WGrd e 6 r S t t 0 t h°^re *« g6" K.„«l' °' 5 ) G n d a a r n a teruggetitreerd tot pH 4, 6-4, 7. 
z o u k u n n l n i 7 ^ d e e e r s t e t i t r a t i e mogelijkerwijs beinvloed 
nenW^H e

1
n d ° ° r d e aanwezigheid van verontreinigen (katio-

laatste Hdra
VMr°lgenJ n 0 g m , a a l s t o t PH 8» 50 getitreerd. Bij deze 

Na aflonnttn J°r-md6^ Z i c h n u e n d a n geleiachtige neerslagen. 
b e p a i d ^ r o ? M r / l 1 f W , e r d h e t ^ikstofgehalte van de oplSssing 
v a ^ ^ n / h S t l d a h l ° f m i c r ° K j e h l d a h l m e t h o d e ) en met behulp 
aantal mlea h^c I*™?**, T" e e n bePaaWe pH waarde benodigde 
Tcaseine bii df. ^ k e n d hoeveel calcium resp. natrium door 1 
hoeveelheiS catein^n g e b o n d e n " w " d . Voor de berekening van de 
noeveelheid caserne totaal aanwezig in de vloeistof werd als omre-
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keningsfactor 6, 37 aangehouden. In grafiek 5 worden enkele voor-
beelden gegeven van het verloopvande titratiecurvenresp. bij ge-
bruik van calciumhydroxyde en natriumhydroxyde. 

Uitdein de grafiek weergegeven titratiecurven bleek, dat de ca-
seine bij de eerste titratie minder loog bond bij dezelfde pH dan bij 
de terugtitratie en de 2e titratie met loog, wat tot uiting kwam in 
een verschuiving naar links voor de curve van de laatste twee ti­
tratie 's. Deze verschuiving werd ook door Gortner en medewer-
kers (lit. 33) en door Ei lers (lit. 21) waargenomen echter bij titra­
tie's, waarbij geen keukenzout aanwezig was. Bij de aanwezigheid 
van neutrale zouten zouden de curven samenvallen (Eilers). De 
invloed van deze zouten op het verloop van de t itratie's berust vol-
gens Eilers op deinstellingvan evenwichten volgens Donnan tussen 
ioneninhet water in de onmiddellijke nabijheid van het gedissoci-
eerdedeeltje en in de rest van de waterphase. Bij electrolytarme 
oplossingen zouden deze evenwichten een aanmerkelijke afwijking 
tussen depHwaarden in beide delen van de vloeistofveroorzaken. 

Daar altijd voldoende neutraal electrolyt in de oplossing aanwe­
zig was, bij de door ons uitgevoerde t itratie's konden de verschui-
vingen van de curven moeilijk toegeschreven worden aan de instel-
ling van Donnan evenwichten. Zij zullenwaarschijnlijk veroorzaakt 
zijndeels door het niet volledig kationen vrij zijn van de caseine, 
deels door een minder snel "oplossen" van de caseine bij de eer­
ste t itratie. 

Indien caseine's met eenhoger asgehalte getitreerd werden, wer-
denbij de eerste titratie en bij gelijke pH waarden lagere titratie-
waardengevondendanbij caseine's met een lager asgehalte. Ook 
bi jcaseine 'smeteen asgehalte van 0, 20-0, 30% werd bij de terug­
titratie met zoutzuur tot pH4,60 en de tweede titratie met calcium­
hydroxyde of natriumhydroxyde tot pH 8,50 altijd meer loog gebon-
dendoorde caseine dan bij de eerste titratie tot pH 8, 50. De orde 
vangroottevan deze grotere hoeveelheid was zodanig als op grond 
van het asgehalte van de caseine verwacht kon worden. De curven 
verkregenbijde terugtitratie met zoutzuur en die bij de tweede ti­
tratie met loog vielen echter vrijwel samen. 
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Hettoevoegenvannatriumchloridehadop de uitkomsten, verkre-
gen bij de titratie met calciumhydroxyde wel enige invloed, zoals 
blijkt uit tabel XVIII, waarin het aantal maeq. calcium gebonden 
per gcaseine is weergegeven voor 6enzelfde caseine bij al of niet 
toevoegen van keukenzout. 

TABEL XVII I 

1° titratie 2° titratie mgNaCl per 1 titratie 2 titratie 
250 ml H*0 m aeq. Ca gebonden m aeq. Ca gebonden 

bij PH 6,70 bij pH 6^70 

0 0,74 0,77 
250 0,76 0,78 
500 0,79 0,79 

1000 0,79 0 ,84? 
2000 0,785 0,79 

De hoeveelheid loog, die bij pH 6,70 door caseine gebonden werd, 
was hoewel enigszins varierend toch tamelijk constant. 

Voor de caseine's afkomstig uit melk van een individuele koe, 
aanhetbegin of aan het einde van haar lactatie, van verschillende 
koeien of uit gemengde melk was de waarde gelijk. 

Voor calcium bedroeg zij bij de tweede titratie met loog gemid-
deld0,80maeq.calcium per g caseine met een variatie.van 0, 74-
0, 83, voor natrium werd de wat lagere waarde 0, 69 maeq gevon-
denmet een variatie van 0, 66-0, 73, (zie tabel XIX). Het is moei-
lijk dit verschil zonder nader onderzoek te verklaren. Klaarblij-
kelijkwordt calcium tussen pH 4, 6 en 8.0 gemakkelijker door ca­
seine gebonden dan natrium. Bij hogere pH (pH > 10) verdwijnt 
het verschil. 

Het basebindend vermogen van caseine bleek aanmerkelijk gro-
ter te zijn dan over66n zou komen met een binding van calcium of 
natrium alleen aan de phosphorzuurgroepen van caseine. Zowel 
bij deeerste alsbij de tweede titratie met loog werden hogere waar-
dengevonden dan 0, 54 maeq. (0, 85% phosphor £2 0, 27 mmol Cass 
0, 54 maeq. base). Wanneer de door ons voor calcium gevondene 
vergeleken werden met enkele uit de literatuur afgeleide bleek een 
tamelijk goede overeenstemming. Door ons werd gevonden 0, 74-
0, 83 maeq. calcium per gcaseine, door Eilers (lit. 21) 0, 75, door 
ter Horst (lit. 51) 0,72-0,76, door Ramsdell en Whittier (lit. 76) 
0, 68 maeq. 

Het verschil tussen de waardenvande caseine's onderling leek 
meer toegeschreven te moeten worden aan debepalingsmethode 
dan aan een werkelijk verschil; zowel het phosphorpercentage 
als het percentage stikstof van de caseines vertoonde weinig va­
riatie. (zie tabel XVII). 



•93-

TABEL XIX. 

Baseblndend vermogen van caseine blj pH 6,70 

Casethe 
bereid uit 

1 gemengde 
melk 

2 idem 

3 idem 

4 idem 

5 idem 

6 idem 

9 melk ind. 
koe 
Augusta II 

10 idem 

11 idem 

12 melk ind. 
koe Marie 

V 

13 idem 

14 melk ind. 
koe Rika 

37 

15 idem 

16 melk ind. 
koe Mina 

XX 

17 idem 

18 idem 

Bereid ing 

azijnzuur 
NaOH 
Ixgewassen 

idem 

azijnz.NaOH 
veelvuldig 
gewassen 

azijnz.NaOH 
niet uitge­
wassen 

HCl- NaOH 
veelvuldig 
uitgewassen 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

Ca in 

l e tltra-
tie 

0,56 

0,64 

0,70 

0,50 

0,80 

0.81 

0,73 

0,83 

0,77 

0,76 

0,66 

0,81 

0,72 

0,73 

0,68 

0,73 

maeq per g cas. 

terug 
titra-
tie 

0,54 

0,67 

0,74 

0,55 

0,84 

0,83 

0,75 

0,82 

0,81 

0,73 

0,71 

0,81 

0,73 

0,78 

0,72 

0.76 

2e titra-
tie 

-

-

"' 

-

-

0,74 

0,83 

0,80 

0,82 

0,79 

0,83 

0.79 

0,77 

0,75 

0,83 

Na maeq per g 

l e titra-
tie 

-

0,56 

~ 

0,44 

-

0,75 

0,61 

0,67 

0,66 

0,67 

0,66 

0,70 

0,63 

0,66 

0,61 

0,64 

terug 
titra-
tle 

-

0,56 

"* 

0,50 

-

0.75 

0,60 

0.68 

0,65 

0,70 

0,66 

0,68 

0,65 

0,67 

0,65 

0.69 

caseine 

2e tltra-
tie 

-

-

" 

0.77 

-

-
0,66 

0,73 

0,73 

0.68 

0,69 

0,70 

0,67 

0,67 

0,66 

0,67 

maanden 
na afkal-

ven. 

1 

2 

3 

4 

5 

5 

6 

8 

9 

10 
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2.2. Deaanwezigheid van natrium en kalium in het caseinaatphos-
phaat complex. 

Indien de bij t i tratie's gebruikte caseine e^nzelfde basebindend 
vermogen heeft als de caseine in het caseinaatphosphaatcomplex 
vanmelk- er is geenreden om te veronderstellen, dat dit niet het 
gevalis, - danzou een aanmerkelijke grotere hoeveelheid caseine-
calcium in he t complex voor kunnen komen dan veelal berekend werd 
(ziehoofdstukl). Bij pH 6,70- depH van melk - zou dan 16 mg cal­
cium per g caseine gebonaen kunnen zijn, indien tenminste geen 
andere basen worden gebonden. Het is echter niet waarschijnlijk, 
dat inderdaad in het complex zoveel caseinecalcium aanwezig is, 
tenminste wanneer, zoals verondersteld wordt, calciumphosphaat 
aanwezig i s . Bij deberekeningen zal de molaire verhouding Ca /P 
inhetphosphaat dan lager worden dan op grond van de experimen-
ten in hoofdstuk III vermeld te verwachten zou zijn en bijna over-
6e"nkomenmet de Ca /P verhouding van secundair phosphaat. Voor 
de aanwezigheid van een dergelijk zout is echter geen enkele aan-
wijzing. De aanwezigheid van het calciumphosphaat met eigen-
schappenzoalsbeschreven in hoofdstuk III i s waarschijnlijker. Er 
moest dan echter een andere verklaring te vinden zijn voor het la-
gere gehalte aancaseinecalciuminhet caseinaatphosphaatcomplex. 

Erisgebleken, dat caseine ook indien voldoende calcium aanwe­
zig is, de neiging heeft natrium te binden. Een mogelijkheid zou 
dus kunnen zijn, dat in het complex behalve calcium ook natrium 
en kalium voorkomen en dat dientengevolge de hoeveelheid case­
inecalcium lager is danboven werd berekend. Deze veronderstelling 
werd nader onderzocht. 

2 . 2 . 1 . De berekening van eventueel in het complex aanwezig na­
trium en kalium. 

Met dezelfde gegevens als gebruikt voor tabel VII hoofdstukII werd 
berekend hoeveel maeq. natrium en kalium aanwezig zouden moe-
ten zijn in het complex, indien aan de volgende voorwaarden werd 
voldaan. 
l e Het basebindend vermogen van de caseine i s 0, 40 mmol cal­

cium/g caseine. 
2e De verhouding in het calciumphosphaat is voor Ca+Mg/P+ ci-

troenzuur = 1,40. 
3e Het magnesium gedraagt zich als calcium. 
4e Het citroenzuur gedraagt zich als phosphorzuur. 

De voorwaarden 2, 3 en 4 zijn niet geheel in overeenstemming 
met het in hoofdstuk III gevondene. De uitkomst van de bereke­
ningen werd dan ook slechts als een voorlopige aanwijzingbeschouwd 
voor de orde van grootte, waarin natrium en kalium voor zouden 
kunnenkomen. De resultaten van de berekeningen zijn weergegeven 
in tabel XX. 

Het gemiddelde van alle berekeningen was 0,19 maeq. Na + K/g 
caseine. Dit zou aequivalent zijn met 0,19 maeq, calcium, zodat 
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Jonge Marie II 

0,37 
0,12 
0,10 
0,10 
0,17 
0,16 
0,06 
0,16 
0,26 
0,07 
0,20 
0,19 
0,19 
0,15 
0,18 
-. -
0,13 
0,12 
0,22 
0,16 
0,19 
0,17 
0,24 

0,12 
0,24 
0,17 

0,04 
0.17 
0,21 
0,23 
0,24 

0il9 
0,11 
0,21 
0,24 

0,17 
0,'l8 
0,15 
0,26 
0,17 

TABEL 

Berekende maeq Na + 

XX 

K per g caseine 

JItske III Tweeling 27 Irma 2 * 

0,19 
0,08 
0,18 
0,19 
0,05 
0,23 
0,16 
0,14 
0,13 
0,17 
0,18 
- . -
0,25 
- . -
0,33 
0,23 

0,22 • 
0,21 
0,32 
0,20 
0,25 
0,27 * 
0,21 
0,26 
0,15 
0,01 * 
0,20 
0,29 * 
0,34 
0,23 * 
0,24 

* 

0,01 
0,29 
0,20 
0,23 

0,26 

0^23 

o',25 

_ _ 
. ' . ' 
0J23 

0^24 

* Bij de analyse van de melk en de wel werd In 
de gecorrigeerde wei meer cltroenzuur gevon-
den dan In de melk 

Gemiddeld: Jonge Marie II 0,18 maeq Na + K 

Jitske in 

Tweeling 27 

Irma II 

0,18 maeqNa + K 

0,23 maeqNa + K 

0,22 maeq Na + K 

inhet complex + 0, 60 maeq = 0, 30 mmol caseinecalcium voor zou 
komen, een waarde welke gezien de veronderstelling, vrij goed in 
overeenstemmingwasmetdeindeliteratuurvermeJ.de. In het com­
plex in melk zou dus ongeveer drie-vierde gedeelte van de vrije 
zuurgroepen met calcium (en magnesium) en 66n-vierde met na­
trium en kaliumzoutenvormen. In ieder monster melk afzonderlijk 
zal de hoeveelheid calcium (+ magnesium) gebonden aan de caseine 
mede bepaald worden door andere aanwezige ionen. Zo zal, wan-
neer minder phosphorzuur en citroenzuur aanwezig zijn meer cal­
cium aan de caseine gebonden kunnen zijn en minder natrium en 
kalium. 

http://overeenstemmingwasmetdeindeliteratuurvermeJ.de
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2 . 2 . 2 . De bepaling van de hoeveelheid na t r ium en kal ium in het 
complex. 

Vaneenaan ta l mon s t e r s me lk zowel gemengde a l s afkomstig van 
i nd iv idue lekoe ienwerdvervo lgens inde melk en in de wei het p e r ­
centage caseine, vet, na t r ium, kalium, chloor en l ac tose bepaald. 
De wei werd ve rk regen door de melk te doen s t r e m m e n me t b e -
hulp van s t r emse l be re id uit gedroogde ongezouten kal fsmagen. 
Hoewel dit s t r emse l s lechts sporen na t r ium en kal ium bevat te , werd 
voora l l e zekerheid ook aan de melk 6enzelfde hoeveelheid van het 
s t r emse l , n ada the tge inac t ivee rd was, toegevoegd. Als c o r r e c t i e -
factor voor de wei werd dezelfde gebruikt a l s bij de berekeningen 
in hoofdstuk II. De r e su l t a ten zijn weergegeven in tabel XXI. 

Het chloorgehalte w a s i n d e wei over het a lgemeen i e t s hoger dan 
in de melk . Het percentage l ac tose was nu e ens in de wei dan weer 
in de' melk wat hoger . 

De hoeveelheid na t r ium en kalium daaren tegen waren in de wei 
altijd l age r dan in de melk . In het complex zouden dus zowel na t r ium 
a l s kalium voorkomen, indien tenminste geen verschuivingen in de 
ve rde l ingover de phasen optreedt t i jdens het s t r e m m e n . Evenmin 
a l s dit voor ca lc ium waarschijnl i jk werd geacht, wordt het dat voor 
na t r ium en kal ium. Het aantal maeq na t r ium + kal ium va r i e e rde 
van 0, 04 totO, 24 maeq p e r g c a s e i n e . Hetgemiddelde vana l l e waa r -
nemingen was 0,15 maeq . Het leek dan ook waarschijnl i jk, dat de 
veronders te l l ingen geuit naa r aanleiding van de gegevens in tabel 
XX juis t waren . 

2 . 2 . 3 . Uitwisseling case ineca lc ium tegen na t r ium. 

Dat ook, indien voldoende ca lc ium aanwezig i s , toch altijd n a t r i ­
um (en kalium) aan de caseine gebonden kan ziin, b leek uit de vol-
gende proeven. 

Een gewogen hoeveelheid case ine werd gesuspendeerd in gedes -
t i l leerd uitgekookt water en me t calciumhydroxyde to tpH 6, 70 ge-
t i t r ee rd . Na afloop van de t i t ra t ie werd het ca lc iumgehal te in de 
oplossing bepaald. E endee l van de oplossing werd geu l t ra f i l t reerd 
en in het u l t raf i l t raa t werd eveneens het ca lc iumgehal te bepaald. 
w f / . n 1 1 ^ " ?*l ( g e l i j k v o l u m e n ) werd keukenzout toegevoegd. 
tS r t « w e r e , -1;,d r 0 e r e n w e r d o o k u i t d i t d e e l u l t ra f i l t raa t b e -
rno t f - i f c ^ c i u n i g e h a l t e daa rvan bepaald. Het u l t ra f i l t raa t ge-
xnaaKt uit de oplossing, waaraan zout was toegevoegd, bevatte aan-
zienlrjk mee r calcium dan dat uit de oplossing zonder zout. 

Ca gehalte 

P r o e f : C a caseinaat ultrafiltraat ultrafiltraat 

zonder zout met zout 

1 0,0474% 0,0048% 0,0299% 

2 0,0444% 0,0034% 0,0137% 



- 9 7 -

4> 
O 

J * 

3 

> 
a 
> 

X, 
u 

b 
1) 
t>0 

S 
P 

t o 

t O 

i - t 

<n 

CM 

,_, 

_ *̂  

o> 

CO 

i r -

CO 

eo 

, H 

co 

CM 

9 
CM 

l O 

CM 

CO 

CM 

t o 

t O 

t o 

CM 

CO 

CM 

f H 
CO 

CM 

3 
IN 

eo 

CM 

CO 
t O 

© 
CO 

CO 

CM 

co 

i O 

(M 

4 ) 

3 
<4 

U 

CM 

T * 

CO 

,_) t o 

o 

u ? 

-* 

t -

o 

o 

CO 

OS 
CO 

o 

o 
T f 

CM 

CO 
CO 

^ 
9 

c -

CO 

5 

en 

CO 

CO 

c -

3 

J6 

H 
bO 

o 
o 

I 
2 
D O 

a 

OS 

• > * 

CO 

l O 

CM 

*̂ 
CO 

l O 

CO 

CM 

CM 
O 

• H 

*CO 
CO 

-* •* 
f - t 

CO 
CO 

UO 

5 

o 

CO 

OS 

,_!" -* 
l O 

OS 
CO 

r -

a 

CO 

^ 

"3 

«> 

2 * 

c-

r-1 

GO 

,_( 
^ 
CO 

r - t 

o 
5 

o 
CM 

CM 

1/3 
CO 

t O 
I O 

CO 

CO 
t O 

o 

U 3 
t O 
I H 

CM 

* • " * 

c -

1-1 

l O 

t O 

t o 

i H 

i H 

6 
00 
o 
o 

I 
f 

<N 

Tj« 

T j " 

CO 

CM 
• * 

CO 

CO 

CO 

f H 

CO 

US 
I - 4 

© 

o 

CO 

CO 
U 3 

T * 

CO 
i O 
f H 

CO 

3 

c -

f H 

3 

OS 

c -

^ C O . 

CO 

CO 

f H 

CM 
CO 

3 

4) 

3E 

n 

»H 

O 

CO 

a 
^ 
c -

t -
co 

CO 
CM 

CO 

CO 
o> 

t o 

CO 

""* 
>o 

t o 

CO 

o» 

CM 

o 
© 

•* 
o 

o 

CO 
o 
i-H 

t r ­

i o 
os 

CM 

f H 

f H 

CO 

CO 

CO 

OS 
o 

""• 
CO 

CD 
o 
fH 

•*i 
£ 
eo 
o 
o 
iH 

s. 
u e 

© 

CM 

3 

eo 

t o 

CO 

CO 

CO 

o 

en 

3 
»H 

t o 

co 

tO 
en 

© 

U0 
o 
rH 

CO 

CM 

f H 

O 

CO 

OS 

CO 

-* f H 

CO 

os 

CO 

o -

*"* 
en 

CO 
o 

"3 
« 
* ; H 

»og 
ES 

• 

OS 

CM 

en 

r H 

l O 

CM 

CO 

CM 

CO 

• * 

CO 

•<*• 

CO 

• * 

CO 

-* 
CO 

• * 

eo 

• * 

i 

, 

' 

4 ) 

B 

o 
3 

CO 

'-' 

OS 

CO 

CO 

CO 

© 

CO 

eo 

<* 

^ 

^ • * 

CO 

• * 

•* 
• * 

• * 

' 

t 

t 

1-B 

mi 

o 
u 
00 

o 

• * 

o 

o 

en 
o 

o 

CO 

o 

t o 
© 

© 

CO 
r H 

© 

o 

o 

CO 

o 

© 

o 

o 

o 

o 

CO 

© 

o 

X 

a, 
£ 
o 
o 

f* 

o 
b 
e 

o 

CM 

o 

t o 

l O 

o 

o 

o 

CO 

o 

s 
o 

o 

3 
o 

l O 
CM 

© 

3 
o 

^ 
o 

4> 

1 
o 
u 
a 
o 
h 
E 

CM 
o 

l O 
© 

o 

CO 

•-' o 

t o 
© 

o 

CO 
o 
© 

T f 

CO 

o 

CM 
© 

© 

CO 

© 

o 

o 

o 

CO 

o 

© 

o 

CO 

© 

to 
o 
o 

t o 

o 

a 
V 
<3 
o 
00 <* 
2 
o 
E 
a 

CM 
o 

f H 
f H 

o 

CO 
© 

o 

CO 
o 
o 

o 
© 

o 

OS 

© 

c -

o 

^ 
© 

CM 

•-1 
o 

•"* 
o 

CO 

"-, o 

c -

o 

o 

•"H 
© 

f H 

© 

CO 

o 

4) 

a 
u 

•s? 

o 
s 
E 

© 

a 

© 

© 

CM 
CM 

© 

o 

© 

c_ 
o 

© 

f H 

o 

CM 

o 

t o 
1-1 
o 

fH 
CM 

o 

CO 

"-* © 

OS 

o 

CO 
f H 

o 

4> 

a 
<« 
o 
00 
+ 
t 

2 
o 
B 
B 

9S 

rt > 

" o 3 
U 4) -

•2 E § 

ffi 
883 oo« u 
• «s 

" a s 
u &s 
^ : s 

- 8 1 
•228 

•Sa-3 

O E 5 



•98 -

Bijproef 1 werdaan 180 ml calciumcaseinaat 5 g keukenzout toe-
gevoegd, bijproef2aan 180 ml 0,402 g. De caseineoplossing werd 
verkregen door bij proef 1 16,042 g caseine, bijproef2 16,037 g 
caseine in 400 ml water te suspenderen en te t i treren. 

Bij de bereiding van het ultrafiltraat werd de eerste 10 ml fil-
traat weggeworpen. Debepalingvan het calciumgehalte vond plaats 
in de 35 ml filtraat, die daarna verkregen werd. 

Werd aan een suspensie van caseine voor de titratie zout toege-
voegden na afloop van de titratie het calcium en natriumgehalte 
zowelinde oorspronkelijke vloeistoffenalsineruitbereideultrafil-
traten bepaald, dan werd het volgende gevonden. 

Proef 

1 oorspronke­
lijke opl. 

ultrafiltraat 
1 

2 

3 

2 oorspronke­
lijke opl. 
ultrafil­
traat 1 

2 

3 

4 

ml 

180 

: 5 

: 15 

: 25 

180 

: 3 

: 15 

: 15 

: 11 

N-gehalte 

0,54070 

0,008% 

-
-

0,523% 

0,005% 

-

-

. 

Ca-gehalte 

o,0508% 

-
0,0141% 

0,0139% 

0,0522% 

-
0,0196% 

0,0198% 

0,0210% 

Na mg/100 ml 

69,8 

-
62,8 

60,3 

136,4 

-
122,0 

123,0 

122,0 

Ookbij deze proeven werd dus geconstateerd, dat bij de aanwe-
zigheid van keukenzout vrijveel van het calcium in oplossing blijft, 
terwijl een gedeelte van het natrium aan de caseine gebonden wordt. 
De mate waarin caseinecalcium vervangen wordt door natrium, 
leek gezien de uitkomsten van de proeven afhankelijk van de hoe-
veelheid keukenzout, die toegevoegd werd. Bij proef 1 werd onge-
veer 2 mg natrium per g caseine gebonden; bij proef 2 4,3 mg. 
Hetzelfde werd door Carr (lit. 13) waargenomen. 

3.DISCUSSIE. 

Bij het onderzoek vanhetbasebindend vermogen van caseine bleek, 
datdit bij pH 6, 70 aanmerkelijk groter is dan met een binding van 
kationen alleen aan de phosphorzure groepen van caseine overeen 
zoukomen, zoalsdoor verscheidene onderzoekers werd veronder-
steld. 
Indien caseine potentiometrisch getitreerd werd met calciumhy-

droxyde in aanwezigheid van natriumchloride bleek per g caseine 
bij de pH van melk ± 0, 80 maeq calcium "gebonden" te worden. 
Voor natrium was dit ± 0, 70 maeq. 

Deze waarden waren dezelfde voor caseine's afkomstig uit ver-
schillende soorten melk (gemengde melk, melk van individuele 
koeien in verschillende lactatie stadia). 



-99-

De aanwezigheidvanO, 80 maeq. caseinecalciuminhet caseinaat-
phosphaatcomplexleekechter niet waarschijnlijk, wanneer veron-
dersteld werd, datcalciumphosphaat vandezelfde aardalsbeschre-
ven in hoofdstuk III aanwezig was. 

Bij eenpoginghet verschil tussen de hoeveelheid caseinecalcium 
gevondenbijde t i tratie 'sendie veelalberekenduitde samenstelling 
vanmelk te verklaren, werd verondersteld, dat natrium en kalium 
in net caseinaatphosphaatcomplex aanwezig zouden zijn. De juist-
heid van dit vermoeden kon door berekeningen en proefnemingen 
bevestigd worden. 

Het bleek, dat de hoeveelheid natrium + kalium aanwezig in het 
complex vanmelk in de orde van grootte van 0,15 maeq. per g ca­
seine lag. 

De waarde voor verschillende melkmonsters varieerde echter be-
langrijk. 

Verondersteld werd, dat de hoeveelheid gebonden aan de caseine 
afhankelijkzouzijnvandeverdere samenstelling van de melk. Met 
proeven, waarbij aan calciumcaseinaatkeukenzout werd toegevoegd, 
werd aannemelijk gemaakt, dat o.a. het natriumchloride aanwezig 
inmelkvaninvloedkanzijnop de hoeveelheid natrium aan de case­
ine in het complex gebonden. 

De hoeveelheid caseinecalciumzalniet alleen afhankelijk zijn van 
hetindemelkaanwezige natrium en kalium, maar ook van de hoe­
veelheid phosphorzuur en citroenzuur. (zie verder hoofdstuk V). 

De veronderstelling, dat steeds een constante hoeveelheid case-
inecalcium voor zal komen lijkt evenmin houdbaar, als de veron­
derstelling, dat het phosphaat steeds constant van samenstelling 
zal zijn. (zie hoofdstuk'III). 



HOOFDSTUK V 

CALCIUM CASEINAAT EN CALCIUMPHOSPHAAT 

Alsbijde pH van melk calciumhydroxyde en phosphorzuur bijeen 
gebracht worden in gedestilleerd water, ontstaan gemakkelijk 
complexe phosphaten. 

Indeze phosphaten kunnen behalve calcium en phosphor magne­
sium en citroenzuur voorkomen en misschien ook natrium en ka-
lium (zie hoofdstuk III). De samenstelling ervan varieert met die 
van de oplossing, waarin zij gevormd worden. 

Wanneer de phosphaten gevormd worden in oplossingen, welke 
in samenstelling overSenkomen met het melkserum, hebben zij 
een samenstelling, die overd<5nkomt met die, welke voor het cal-
ciumphosphaat uit het caseinaatphosphaatcomplex van melk be-
rekend kan worden (zie hoofdstuk II). Het lijkt dan ook niet on-
waarschijnlijk, dat een phosphaat van gelijke aard in dit complex 
in melk aanwezig is. 

Aan de caseine zal niet alleen calcium gebonden zijn maar te-
Vfn£™r£m e t l k a l i u m e n misschien ook magnesium (zie hoofd­
stuk IV). Evenals de samenstelling van het phosphaat waarschijn-
lijk niet voor iedere melk gelijk zal zijn, zal dit het geval zijn 
met net casemaat. De structuur van het caseinaatphosphaatcom­
plex m melk zal dan ook variabeler zijn dan uit de literatuur (zie 
hoofdstuk I) volgt. 

Teneindeeenbeterinzichtin deze structuur te verkrijgen werden 
potentiometrische titratie's uitgevoerd en kunstmatige caseinaat-
pnosphaatcomplexen samengesteld. 

1 . POTENTIOMETRISCHE TITRATIE'S. 

Volgens Eilers ait. 21) oefent caseine, mits in voldoende hoe-
veelheid aanwezig, invloed uit op de potentiometrische titratie van 
phosphorzuur met calciumhydroxyde. 

Hetbleekhem, dat langzaam titreren zonder caseine resulteerde 
in ae vorming van secundair phosphaat. Was echter caseine aan­
wezig dan was het aantalmaeq. basenodig voor de neutralisatie van 
het phosphorzuur bij gelijke titratieomstandigheden groter dan over-
een kwam met de vorming van secundair phosphaat. 
^ r S 7 e r 0 2 d e r

1
S t e l d e ' d a t i n h e t l a a t s t e Seval t er t iair phosphaat 

n h n ™ . T r d e c h t e r
1

a l l e e n wanneer de verhouding caseine/phos-
w ™ fn 6 e n b eP a a l de waarde bleef. Als zij daar beneden 
ne^ iaan U o v e r m a a t Phosphorzuur als secundair phosphaat 

o i ^ « n n ^ n d e r ° e k t r ° k l i l e r ' s d e c ondusie, dat caseine met cal-
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1.1. Potentiometrische titratie1 s van phosphorzuur met calciumhy-
droxyde in aanwezigheid van caseine. 

OfschoondedoorELlersgegeven verklaringen ons niet juist leken 
(zieookhoofdstuk III) hebben we toch enkele soortgelijke t i tratie 's 
uitgevoerd, daarde resultatenervan van belang zouden kunnen zijn 
voor het verdere onderzoek. 

Bij de t i tratie's werd in zoverre afgeweken van de door Ei lers 
gevolgde werkwijze, dat eerst caseine getitreerd werd met calcium -
hydroxyde tot eenbepaalde pH (pH 7-8, 5) daarna phosphorzuur toe-
gevoegdwerden vervolgens weer getitreerd werd tot dezelfde pH. 
De hoeveelheid base, nodig voor de laatste titratie werd uitgezet 
tegen de pH (grafiek 6). 

Hfl. 
PHOSPHORZ. (0J990n). 

Co. CASEINAAT OPL. (1%„pH 7,001. 
PHOSPHORZ. (0,1990nl 

Co CASEINAAT OPL. (1X,pH 7,001. 

ZOUTZUUR (1338 MAE01, 

Co.CASEINAAT OPL. ( 0 2 % pHJOOl. 
PHOSPHORZ.I0.'990n). 

Co. CASEINAAT OPL. ( 0 5 X pH 700). 

PHOSPHORZ. CW990n) 

Co. CASEINAAT OPL. 1 0 2 * pHlOOI. 

PHOSPHORZ. (01990M. 

Alscalciumcaseinaataaiiwezigwas, was meer calciumhydroxyde 
nodig dan met de vorming van secundair phosphaat over66n kwam. 
Reeds tussenpH5, 5 - 6 , 5 moest zoveel base toegevoegd worden, 
dat vorming van alieen secundair phosphaat uitgesloten was. Dat 
de bij de titratie na toevoeging van phosphorzuur verbruikte hoe-
veelheidbase nodig was voor de neutralisatie van het phosphorzuur 
blijkt uit grafiek 6, Ila. 

Zonder calciumcaseinaat werd bij dezelfde snelheid van titreren 
secundair phosphaat gevormd. 

Indevloeistof, waarin de titratie uitgevoerd werd, bezonk na af-
loop een neerslag. De bovenstaande vloeistof was volkomen hel-
der. Het neerslag werd uitgecentrifugeerd en onderzocht op cal­
cium en phosphaatphosphor. (zietabel XXII) 

Bij pH 8, 00 zaldoor caseine per gram ±0,45 mmol calcium ge-
bonden worden (waarde gevonden bij het onderzoek vermeld in 
hoofdstuk IV). Indien alle caseine met het phosphaat neergeslagen 
was, zou bij de resp. t i tratie's minimaal aan phosphaatcalcium 
in het neerslag aanwezig geweest zijn. 
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Neerslag 

I* 
II 

III 
IV 
V 

TABEL XXII 

mmol Ca 

2,78 
3,58 
4,26 
3,36 
3,28 

mmol P 

2,97 
2,32 
2,83 
2,52 
2,45 

* zie giafiek 6 

ti 

t i 

I I 

I : 2, 78 - 0, 0 = 2, 78 mmol ca lc ium 
II : 3, 58 - 0 ,45 x 1,2 = 3 ,04 " " 

III : 4, 26 - 0, 45 x 1, 2 x 0, 2 = 4 , 15 " 
IV : 3, 36 - 0, 45 x 1, 2 x 0, 5 = 3, 09 " 
V : 3,28 - 0 ,45 x 1,2 x 0 ,2 = 3 ,17 " 
Deverhoudingen van ca lc ium en phosphor in het phosphaat zouden 

m u u m a a l d u s g e w e e s t z i j n : l : 0 , 94, II : 1 ,27, III : 1 ,47, IV : 1,22, 
v • x t £ y . 

Bij mic roscopisch onderzoek bleek al leen n e e r s l ag I k r i s ta l l i jn 
i Z I J n u ( r o z e t t e n s ecundai r ca lc iumphosphaat) . De andere n e e r -

s l agenbes tondenu i t cong lomera tenvanaan e l kaa r gekit te deel t jes , 
welke met gekruis te n icols niet oplichtten. 

Dehoeveelheid case ine scheen van weinig invloed te zijn. Bij t i ­
t ra t ie II werd 1,2 g, bij t i t ra t ie III 0 ,24 g gebruikt . Beide t i t r a t i e ' s 
verl iepen e ch te r geheel gelijk. Het l a a t s t e was ook het geval bij 
de t i t r a t i e ' s IV en V. & -

Het verloop van de t i t r a t i ecurven II en III was a nde r s dan van 
i y e n V. Bij de t i t r a t i e ' s II en III werd de case ine gedurende lange 
£ H I f • J r e f r t ? e ? T ? a d e t i t ra t ie bleef de oplossing een nacht overs taan . 
tfijde t i t r a t i e ' s IV en V werd de case ine s ne l l e r g e t i t r ee rd en d i rec t 
naa t loop van de t i t ra t ie phosphorzuur toegevoegd. Het i s mogelijk, 
d a t h e t v e r s ch i l i n t i t r a t i e c u r v eve r oo r z a ak twe rd door de v e r s chQ-
lende wijze van werken (zie v e r d e r b ladz. 114) 

Bij volgendeproeven werd naafloop van de t i t ra t ie van de case ine 
me calciumhydroxyde (PH 8, 50) het s t ikstof- en het ca lc iumge -
halte van de vloeistof bepaald. 

Aan tweepo r t i e ' s v an dezelfde case inaatoploss ing (100 m l . ) w e r -
r e sp . 5 en 10 ml phosphorzuur van dezelfde s t e rk te toege-

n £ e l sn f a i T , w ^ d e t l z iJ m e t ca lciumhydroxyde ge t i t r ee rd tot 
Sinoiaf , ( g r T e k 7 ) , e n d a a r n a gecentr i fugeerd. De overbli jvende 
vloeistof werd geanalyseerd . 

Proefresultaten. 

g caseine 
maeq Ca 
maeq P 

Titratie I 
Ca Caseinaat + 5 ml phosphorzuur 

toegevoegd teruggevonden 
. In oplossing 

1.761 
1,73+8,17 
5,466 

Titratie II 
Ca caseinaat + 10 ml phosphorzuur 
toegevoegd teruggevonden in 

oplossing 

0,230 
1,022 
0,173 

In het neerslag moest dus aanwezig z i j n : 

g caseine 
maeq Ca 
maeq p 

1.531 
8.878 
5.293 

1.761 
1.73+15,79 

10,932 

1,674 
16,370 
10,872 

0,087 
1,150 
0,062 
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Bij pH 8, 50 bindt caseine per g maximaal (waarde bepaald bij 
t i tratie 's , zoals uitgevoerd in hoofdstuk IV) 1, 00 maeq Ca. Voor 
het phosphaat was dus resp. overgebleven: 
bij titratie 1: 8, 878 - 1, 531 = 7, 347 maeq Ca 
bij titratie 2: 16,370 - 1,674 = 14,696 maeq Ca 

De verhouding Ca /P in het phosphaat zou dus geweest zijn: 
titratie 1: 7,347/5,293 =1,39 
titratie 2: 14, 696/10, 872 = 1,35 , 

Per g caseine zou totaal (caseinecalcium en phosphaatcalcium) 
gebonden zijn: 

15. GRAREK 7 

7a Ca CASEINAAT O P L . , , , 
10 ML PHOSPHORZ. (1J)902nX 

7b Ca. CASEINAAT 0PL 
5 ML. PHOSPHORZ. 0P902nl 

titratie 1: 8, 878/1, 531 = 5, 80 maeq. Ca 
titratie 2: 16, 370/1, 674 = 9, 80 maeq. Ca vn*ra 

Wanneer alleen dubbelzouten gevormd waren op de door f i l e r s 
voorgestelde wijze, had per g caseine slechts 4 x i,uw 
maeq calcium gebonden kunnen zijn. w a a r -

De vorming van zuivere dubbelzouten leek dus met erg waar 
schijnliik. De resultaten wezen meer op een adsorb t i e . 

Het was wel duidelijk, dat in aanwezigheid van c ^ c l u ™ c
p

a
p

s ^ * a ' 
voor de titratie van eenzelfde hoeveelheid phosphorzuur meer base 
nodig was dan in afwezigheid daarvan. 
1.2. Potentiometische t i tratie 's van phosphorzuur m e t ^ c i u ^ n 

hydroxyde in aanwezigheid van andere organische stolten aan 
caseine. 

Het feit, dat ook albumine en volgens Eilers waarscnynlijk alle 
eiwitten eenzelfde effect op de titratie hebben, zou een gevolg kun 
nenzijn van de specif ieke structuur van deze stoffen. Van casein 
zouden bepaalde actieve groepen bijv. de COOB^groepen de PO 
groepen of de NH2 groepen ervoor verantwoordelijk kunnen zijn. 
Ook de molecuulgrootte zou van belang kunnen zi.in. 
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Alsdit zo was zouden ook andere stoffen, welke 66n of meer van 
van deze groepen bevatten, 66nzelfde effect kunnen hebben. 

Erwerdendaarom titratie'suitgevoerd met een aantal hoogmole-
culaire stoffen, welke wel COOH groepen bevatten echter geen 
phosphorzuurgroepen en NH2 groepen. 

Het bleek, dat stoffen zoals carboxymethylcellulose (CM. C ) , 
pectine en alginine in meer of mindere mate dezelfde eigenschap 

I. 30 ml phosphotzuur (0,995 x 0.2 n) 
120 ml H20 
Na afloop van de titratie naaldvormige kiistallen en rozetten als van secundair phos-
phaat. 

Analyse neetslag: 2,78 mmol Ca 

2.97 mmolP }~ •Ca/P = 0,94 

II. 120 ml 0 .2C .M.C. (no HZ 858) met Ca(OH)„ op pH 8,50 gebracht, daama 30 ml 
pnorphorzuur 0,995 x 0.2 n toegevoegd en gefltreerd met calciumhydroxyde. 

Na afloop van de titratie ondet microscoop velletjes, welke door toevoegen van zout-
zuur onzichtbaar werden. 

Analyse neerslag: Ca 4,10 mmoll 

P 3,00 mmol 

HI. idem C M . C . no XZ 550 

Analyse neerslag: Ca 3,50 mmol 

P 2,44 mmol 

>—»Ca/P = 1,38 

y Ca/P = 1,43 
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IV. idem C.M.C. no XT 843, werd i .p .v . 0,2%, 0,097. genomen dan werd ungeveer 
dezelfde curve verkregen. 

V. idem C .M.C. no HZ 555. 

Analyse neerslag: Ca 3,96 mmol-\ 
V—Ca/P = 1,42 

P 2,18 mmol J 

I. 120 ml H 20 
30 ml phosphorzuur 0,995 x 0,2 n 

II. 120 ml C.M.C. no HZ 555 0,2°5> 
30 ml phosphorzuur 0,995 x 0,2 n 

HI. 120 m lC .M .Z . 0,5<7osubstitutiegraad 0,4 
30 ml phosphorzuur 0,995 x 0,2 n 

Na afloop vande titratie's bleek het "neerslag" onder de microscoop bekeken te be-
staan uit een netwerk van doorzichtige bolletjes, waarop kleine kristalletjes afgezet 
waren, en uit ondoorzichtige velletjes. Kristalletjes en ondoorzichtige velletjes ver-
dwenen. wanneerzoutzuurtoegevoegdwerd. Waarschijnlijk was op de bolletjes alleen 
secundair phosphaat, op de velletjes minder zuur phosphaat dan secundair phosphaat 
afgezet. 

Analyse neerslag: Ca 3,46 mmoh 
'—Ca/P = l ,29 

P 2,66 mmolJ 

IV. idem, 0 ,2%C.M.Z. , substitutiegraad 0,4 
Alleen een netwerk van bolletjes met kristallen. 

Analyse neerslag: Ca 2,55 mmol 

P 2,40 mmol h Ca/P= 1,06 
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bezaten, eveoalscarboxymethylzetmeel (C. M. Z . ) . Hetlaatsteech-
teralleen, indien het in grote concentra te ' s aanwezig was. Enke-
le t i tratie's met C. M. C. en C. M. Z. zijn weergegeven in de gra-
fieken 8 en 9. 

Wanneer een basisch eiwit zoals protamine, een eiwit bereid uit 
zalm, bij de titratie aanwezig was, verliep de titratie curve geheel 
anders (grafiek 10b). De neutralisatie van het phosphorzuur werd 
klaarblijkelijk aanvankelijk vertraagd. 

Eerst bij pH 6, 60-6, 70 ontstond phosphaat. De pH van de vloei-
stof liepplotselingen snel terug, waarschijnlijk tengevolge van het 
afzetten van secundair phosphaat. 

Eenpotentiometische titratie van een mengsel van calcium albu-
minaat en phosphorzuur met calciumhydroxyde is weergegeven in 
grafiek 10a. Hoewelookbij deze titratie meer base nodig was, dan 
wanneer secundair phosphaat zou zijn ontstaan (6, 53 maeq i .p .v . 
5,45), bleekuit de titratiecurve, dat ei-albumine niet zo sterk het 
verloop van de titratiecurve beihvloedde als caseine. 

6 

GRAFIEK 10 a 

a 

— J 

CaHP04-

5G. Ca. ALBUMINAAT. 
5 ML PH0SPH0RZ. (1p902n). 

5 G ALBUMIN'E. 

_r I 1*̂  
5 6. 7 8. 9. 

z 

U) (--

§2 

UJ 

< 

i1 

GRAFIEK 10 b. 

— CaHP04 

±1% PROTAMINE. 
5 ML. PHOSPH0RZ. (Q5451n>. 

pH 

Het leek dus wel waarschijnlijk, dat het voorkomen van vrije 
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zuurgroepenbepalend was voor het optreden van het ve r sch i jnse l . 
Het zou missch ien mogelijk zijn, dat ook l aagmolecula i re o r g a -
nische zuren 66nzelfde effect op het ver loop van de t i t ra t iecurven 
hadden. 

Met een groot aantal organische zuren werden daa rom proef t i -
t r a t i e ' s u i t g evoe r d enwe lme t : azijnzuur, c i t roenzuur , g lyce r ine ­
phosphorzuur, ga lacturonzuur , barns teenzuur , male inezuur , wijn-
s teenzuur , laeval inezuur , bo terzuur , s e r ine , tyrosine, threonine 
en p ro l ine . 

Van deze zuren bleken g lycer inephosphorzuur en c i t roenzuur de 
e igenschap ook te bezit ten. 

U i tde s t ruc tuur formules vande op het verloop van de t i t ra t ie van 
invloed zijnde stoffen blijkt, dat zij waarschijnli jk gemeen hebben 
het vermogen om in een bepaald pH gebied met ca lc ium min of 
m e e r complexe zouten te vormen. 

Hoewel C .M. C , alginine en pectine ook de v iscosi tei t v a n d e 
oplossingen vergro ten en de u i tkr is ta l l isa t ie van secundair phos -
phaa tdaa rdoo rve r t r a agd zou kunnen worden, i s het effect van d e ­
ze stoffen daa r niet alleen aan toe te schrijven. Glycerine, wat de 
v iscosi te i t eveneens verhoogt, had geen enkele invloed op het v e r ­
loop van de t i t r a t i e ' s . 

De invloed van de case ine op de t i t ra t ie van phosphorzuur met 
calciumhydroxyde i s du s niet specifiek. Ook andere stoffen hebben 
soortgeli jke eigenschappen. Een verklar ing kon nog niet gevonden 
worden. Men zou zich voor kunnen s tel len, dat de genoemde stof­
fen door hun e igenschap min of m e e r complexe zouten met ca lc ium 
te vormen de u i tkr is ta l l i sa t ie van secundair phosphaat in zodanige 
mate ve r t ragen , dat de mogelijkheid ontstaat van overschri jding 
van het oplosbaarheidsproduct van minder zuur phosphaat. 

De ma te , waar in 66n en ander p laa ts zal vinden bij t i t r a t i e ' s a l s 
d o o r E i l e r s e n door ons uitgevoerd zal afhangen van de concen t ra -
tie van de case ine . 

Indien deze te klein genomen wordt t . o . v. de hoeveelheid phos ­
phorzuur , zal ook secundair phosphaat neer kunnen s laan en een 
mengse l ontstaan van secundair en minder zuur phosphaat. 

De door E i l e r s waargenomen verschi jnselen zouden d aa rmee te 
ve rk la ren zijn. De caseine fungeert dan ech te r op een geheel an­
dere wijze a l s beperkende factor dan door hem bedoeld. Zijn a r ­
gument voor de vorming van alleen dubbelzouten heeft dan v e rde r 
geen waarde . 

Dat deze verk lar ing ongeveer de ju is te zal zijn, was al af te l e i -
den uit de proeven met case ine ve rmeld op bladz. 103 (V 1 .1 . ) . 
A ls al leen dubbelzouten gevormd werden, had de hoeveelheid c a l ­
c ium pe r g caseine bij de d aa r vermelde proeven nooit boven 4 ,00 
maeq . p e r g case ine uit mogen komen. 

Daar c i t roenzuur en g lycerinephosphorzuur een soortgelijk ef­
fect op de t i t ra t ie uitoefenen, zou de vorming van dubbelzouten 
eveneens voor deze zuren veronders te ld kunnen worden. Uit de 
r e su l t a tenvan balansproeven bleek evenwel, dat ook met deze zu­
ren niet al leen dubbelzouten gevormd worden. 
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mmol Ca 
anorg. P 
org. P* 
Ca totaal/anorg. P + 
org. P 

» totaal Ca minus glyo 
phosphaat Ca/anorg. 

Balans 

mmol Ca 1,10% 
0,11% 

mmol anorg. P 1,10% 
0,11% 

mmol give. P 1,10% 
0,11% 

erine-
P 

toegevoegd 

25,13 
8,59 

11,08 
5,54 

9,60 
0,96 

8, 
5, 
0, 
1, 

1, 

,20 
,53 
,50 
,36 

,39 

teruggevonden 

25,23 
8,76 

11,01 
5,56 

9,85 
0,93 

0,56 
0,03 
0,43 
1,22 

% teruggevonden van 
toegevoegd 

100,4 
102,0 

99,4 
100,4 

102,6 
96,9 

•Hetorganische phosphor werd gevonden door het verschll in phosphorgehalte te bepalen 
van met zwavelzuur en salpeterzuur gedestrueerde en niet gedestrueerde neerslagen en-

oplossingen. 

^ ^ BMLPfiOSPHORZ (VXnl 

•—- GLYCERINE PH0SPH0RZ W U / 

. , 150 M_ Hfl. 

GLYCERINE PHOSPHORZ 
(031*1. . 

Bij titratie A zou, indiendubbelzoutengevormd waren, aan 1 mmol 
glycerinephosphorzuur 0,82 mmol phosphaatphosphor gebonden zijn, 
bij titratie B echter 11,08 mmol. Evenals bij citroenzuur was 
e r bij glycerinephosphorzuur geen sprake vanstoecheometrische 
verhoudingen. Hetontstaan vanalleendubbelzoutenwasdus niet erg 
waarschijnlijk. Erontstond echterwel een phosphaat met een min­
der zuur karakter dan secundair phosphaat. 

1.4. Samenvatting en discussie. 

Uit het verloop van de titratiecurven verkregenbij potentiome-
trische t i tratie 's van phosphorzuur met calciumhydroxyde in aan-
wezigheid van caseine mag niet geconcludeerd worden, dat alleen 
dubbelzouten van calciumcaseinaat en calciumphosphaat in het ca­
se inaatphosphaatcomplex van melk aanwezig zijn. 

Hetontstaan van minder zuur phosphaat dan secundair phosphaat 
wordt met door de specifieke eiwitstructuur van caseine veroor-
zaakt, maar waarschijnlijk door het vermogen van caseine met 
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calcium complexe zouten te vormen. Doordeze zoutvorming zal het 
neerslaan van secundair phosphaat vertraagd kunnen worden. 

Ooksommigenieteiwitachtige stoffen (C.M.C, pectine, citroen-
zuur, glycerinephosphorzuur) hebben een soortgelijke invloed. 

Tussen de hoeveelheid, die van het minder zure phosphaat ont-
staat, en de hoeveelheid caseine bestaat slechts in zoverre ver-
band dat van het laatste voldoende aanwezigmoet zijn omhet neer­
slaan van secundair phosphaat bij de titratie te voorkoroen 

In de precipi tates die bij de titratie'sontstaan, komt steeds ca­
seine voor. . „ , t m p n . 

Hetzelfde is het geval, indien i. p. v. caseine C. M.C., citroen 
zuur of glycerinephosphorzuur wordt gebruikt. De veAoudmg van 
het phosphaat t. o. v. de erin aanwezige stof (caseine, C M O etc _̂  
kanechterzodaniggevarieerd worden, dat een gewone dubbelzout 
vorming tussen het phosphaat en die stof moe i^k *an te neoien ^ 
Het ligt voor de hand te veronderstellen dat e ^ . . ^ d e « " e

n J f " ^ 
toegevoegde stof met het phosphaat verbonden blijft Ejenals dit 
in hoofdstuk III voor citroenzuur en magnesium t™&**^**™* 
aan de specifieke eigenschappen van het daar bereide phosphaat, 
S e n SSkSS^binding van S e i n e . C M C etc. ^ ^g - schappen 
van het bij de t i tratie 's ontstane phosphaat van belang zijn (zie 
verder hoofdstuk VI). 
2 . HET BEREIDEN VAN KUNSTMATIGE CASEINAATPHOSPHAATCOMPLEXEN. 

Zoals reeds gesteld werd bij het onderzoek vermeld in hoofdstuk 
I l lzoueenpreciese nabootsing van de p rocesses welke zich m de 
uiercel afspelen, de juiste methode zijn om inzicht te verkrijgen 
in de opbouw van het complex. --mumriic ca-

Menzouzich voor kunnen stellen dat in deze eel gekjktijdig ca 
seine gevormd wordt en calciumphosphaat en dat het•Ph° sPhaa^ 
reeds direct met de in opbouw zijnde caseine v e r b ° n . d / r

n ^ ° r
o

d ' e l S
n 

dertreliik eroeiproces na te bootsen in vitro is echter onmogetijk. 

bouwen zal men gebruik moeten maken van ^ ™e** ^ ° n d e r t e 
engezuiverde caseine en daaraan op de e'en of andere wijze calci 

^ l f ^ £ n ^ X h w £ ' * ^ " A " verkregen com­
p l e x ' n ^ h f l e S a a f l e U j k iS opbouw I n eigenschappen zal zijn als 
hetlangsnatuurlijkewegin de uiercel g e v ^ d % p

T ° ? J d
k a £ £ ge-

belangrijkhulpmiddel zijn bij het onderzoek naar de aard en het ge 
drag van het natuurlijke, zoals zal bnjKen. p n m n , P M I 1 s a_ 

Hoewelook door andere onderzoekers kunstmatige complexen sa 
men g r S t e ° f zijn (zie hoofdstuk I) werd door ^ . J J S i ^ S t s S E 
aandlcht geschonken aan de omstandighedenJijden; he^ ontst an 
(PH, temperatuur, ionen concentrate, ™loed j ^ de r e ^enJ^a_ 
wezig in de oplossing) noch voldoende g e ^ n t l - 0 l e e

h
r

p
d

t f n
d ^ e ^ a n -

stellingtennaaste bij overeenstemde met die van het in melk aan 

T o S o ^ T w l r d e n caseinaatphosphaatcomplexen sameagesteUI bij 
kamertemperatuurenbij eenpH overeenkomend met.die v a n ^ 

Uitgegaan werd van met zuur uit gemengde melk neergesiagen 
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en daarna gezuiverde caseine, welke met behulp van calciumhy-
droxyde opgelost werd bij pH 6, 70. 

Opde in hoofdstuk III beschreven wijze werd vervolgens bij deze 
pH gelijktijdig calciumhydroxyde en phosphorzuur toegevoegd. 

Van de verkregen melk werd een gedeelte gestremd en later te-
vens een deel geultrafiltreerd. De melk", de "wei" en het ultra-
filtraat werden geanalyseerd. Daarbij werden dezelfde analyse -
methodengebruikt als reeds eerder omschreven. Met de analyse-
resultaten werdenberekeningen uitgevoerd.Bij andere proeven werd 
direct bij de bereiding van de caseineoplossing natriumchloride 
toegevoegd. Ook werd getracht een ondermelk te bereiden, welke 
in samenstelling met natuurlijke ondermelk overe6nkwam. 

De bij het onderzoek verkregen resultaten sloten aan bij het in 
de vorige hoofdstukken gevondene, terwijl een beter inzicht werd 
verkregen in de wijze, waarop het caseinaatphosphaatcomplex in 
melk voorkomt. 

2 . 1 . Nadere bijzonderheden betreffende de bereiding. 
2 . 1 . 1 . De bereiding van het calciumcaseinaat. 

Bij de bereiding van de caseineoplossing werd gebruik gemaakt 
van de automatische titrator. Getitreerd werd tot pH 6, 70 of tot 
7, 50 met calciumhydroxyde. In het laatste geval (zie verder) werd 
met zoutzuur teruggetitreerd tot pH 6, 70. Soms werd, indien nog 
grove niet opgeloste stukjes caseine achtergebleven waren, door 
filtreerpapiergefiltreerd. Nadat de pH zonodig gecorrigeerd was, 
werden het stikstofpercentage en het calciumpercentage van de 
oplossing bepaald. 

Het was niet gemakkelijkdepH van de vloeistof op de juiste waar-
detebrengen. Werd direct tot pH 6,70 getitreerd, al of niet in aan-
wezigheid vankeukenzout, danbleekdepHde volgende morgen vaak 
enkele tiende 66nheden hoger te zijn. Werd van pH 7, 50 met zout­
zuur getitreerd tot pH 6, 70 dan werd gemakkelijk wat te veel zout­
zuur toegevoegd, doordatdepH meter van de automatische titrator 
weleens hogere waarden aan gaf dan overeenkwam met de werke-
lijke pH aanwezig in de vloeistof. 

Een volkomen juiste bepaling van de hoeveelheid calcium "ge-
bonden" per g caseine bij pH 6, 70 werd daardoor bemoeilijkt. De 
waarden voor enkele oplossingenberekendzowel uit de toegevoegde 
hoeveelheden calciumhydroxyde als uit de analyseresultaten zijn 
weergegeven in tabel XXIII. Zij stemden over het algemeen vrij 
goed overggn met die gevonden bij de eerste titratie van de proe­
ven vermeld in hoofdstuk IV en waren hoger dan over66n zou ko-
men met de binding van calcium alleen aan de phosphorzuurgroe-
pen van de caseine. 

Een enkele maal (proef 4) werd wel een hoeveelheid berekend 
aequivalent met de phosphorzuurgroepen van de caseine. Het is 
echter waarschijnlijk, dat e r dan iets niet in orde was met de au­
tomatische titrator, daar per g caseine aanmerkelijk meer zout­
zuur toegevoegd moest worden om de pH van 7, 50 tot 6, 70 terug 
te brengen dan bij andere proeven noodzakelijk was. Wij meenden 
toch deze waarneming niet te mogen verwaarlozen. 
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De aanwezigheid van natriumchloride had op de uitkomsten weinig 
invloed. Indien het aanwezig was, was de caseineoplossing door-
zichtig (opalescerend) bij pH 6, 70 ; indien niet, dan bleef zij bij de 
gebruikte caseineconcentratie's meestal troebel. 

2 .1 .2 . BijzonderhedenwaargenomenDijdebereidingvanhet kunst-
matige calciumcaseinaatphosphaatcomplex. 

Wanneer aan een doorzichtige (opalescerende) oplossing van cal-
ciumcaseinaatcalciumhydroxydeenphosphorzuur toegevoegd wer-
den bij pH 6, 70, werd de vloeistof reeds na toevoeging van enkele 
druppels melkachtig wit. De concentratie van het phosphorzuur in 
de vloeistof was dan nog niet zo groot, dat bij deze pH een neerslag 
van calciumphosphaat kon ontstaan door de zoutvorming tussen 
niet aan de caseine gebonden calciumionen en phosphorzuur. Het 
was waarschijnlijk, dat het phosphorzuur al dadelijk op een of 
andere wijze met de calciumcaseinaatdeeltjes verbonden werd. 
De aanwezigheid van caseinecalcium was daarbij van belang, want 
indien in plaats van calciumcaseinaat natriumcaseinaat gebruikt 
werd, bleef de vloeistof een zekere tijd doorzichtig evenals bij de 
t i tratie 's in hoofdstuk III vermeld. het geval was. 

Het bleek mogelijk stabiele "kunstmelk" te bereiden. Deze melk 
bevatte echter niet zoveel calcium en phosphaatphosphor als in 
normale melk voorkomt. Wanneer zoveel calciumhydroxyde en 
phosphorzuur toegevoegd werden, dat dit wel het geval was, was 
de oplossing instabiel. 

De wijze, waarop de caseineoplossing bereid werd,,was van in­
vloed. Werd een kunstmelk, welke was verkregen uit een tot pH 
6,70 getitreerde caseineoplossing, gestremd, dan bleef de ver­
kregen wei vaak troebel. Dit was niet het geval, wanneer de ca­
seine eerst tot een hogere pH getitreerd was en daarna tot pH 6, 70 
teruggetitreerd. 

2 .1 .3 . De berekening van de samenstelling van het kunstmatige 
complex. 

Op dezelfde wijze als in hoofdstuk II aangegeven is, werd ver-
volgens getracht de samenstelling van het kunstmatige complex 
te berekenen uit de analyse van de melk en de daaruit verkregen 
lebwei. Daarbij werd verondersteld, dat een soortgelijk calcium­
phosphaat tijdens het toevoegen van calciumhydroxyde en phos­
phorzuur ontstond als beschreven is in hoofdstuk III, terwijl de 
hoeveelheid caseinecalcium per g caseine werd berekend. 

De gevonden waarden werden vergeleken met de in hoofdstuk IV 
voor het basebindend vermogen van caseine gevondene. 

Wanneer "wei" als hulpvloeistof werd gebruikt, deden zich vrij 
veel moeilijkheden voor. Wanneer de kunstmelk werd gestremd, 
dan bleef altijd een groot deel van de stikstof in de wei achter, De 
aanwezigheid van natriumchloride was van invloed op de uitkom­
sten van de berekeningen. "Wei" was dan ook niet geschikt als 
hulpvloeistof bij deze proeven. Dit was wel het geval met ultra-
filtraat. Indien van de analyseresultateti daarvan gebruik werd 
gemaakt bij de berekeningen, werd een goede over66nkomst gevon-
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den met de op grond van de resul ta ten vermeld in hoofdstuk III en 
IV verwachte uitkomsten. 

2 . 1 , 3 . 1 . De samenstel l ing bij afwezigheid van na t r iumchlor ide . 

Aan de ca lc iumcaseinaten no 1, 2, 3, en 4 (tabelXXIII) werden op 
de beschreven wijze calciumhydroxyde en phosphorzuur toege-
voegd. Bij proef 3 en 4 werd, nadat een bepaalde hoeveelheid van 
beide toegevoegd was, de vloeistof in twee gelijke po r t i e ' s v e r -
deeld. De ene port ie werd d i rec t gebruikt voor de analyse van de 
"melk" en de bereiding en analyse van de "wei" . Aan de andere 
werd e e r s t nog mee r calciumhydroxyde en phosphorzuur toege­
voegd. 

De analyseresul ta ten en de voor het case inecalc ium berekende 
waarden zijn weergegeven in tabel XXIV. 

De resul ta ten waren tamelijk goed in overeenstemming met de v e r ­
wachte. Over het a lgemeenlagen de voor het case inecalc ium b e r e ­
kende waarden wat l age r dan gevonden werden bij de t i t r a t i e ' s v e r ­
meld in hoofdstuk IV. 

Hoewel de hoeveelheid ca lc ium p e r g caseine in het kunstmatige 
complex aanwezig bij de proeven 3b en 4b bijna dubbel zo groot 
was , a l s die bij de proeven 3a en 4a en de hoeveelheid phosphaat-
phosphor 4 a 5 maal zo groot, was de waarde berekend voor het 
case inecalc ium van dezelfde orde van grootte . Dit wees e rop , dat 
de veronders te l l ing, dat calciumphosphaat van gelijke aa rd aan­
wezig was a l s neergeslagen bij proeven vermeld in hoofdstuk III, 
z e e r wel ju is t kon zijn. 

In de lebwei bleef vri j veel caseinestikstof achter (bij proeven 
1, 2, 3a, 3b, 4a, 4b r e sp . 12, 5%; 10%; 13%; 14%; 8% en 10% van de 
totale hoeveelheid toegevoegd N). Bij de berekeningen werd d a a r -
om een co r rec t i e toegepast. Als cor rec t ie fac tor werd gebruikt 

100 - (N% x 6, 37 melk - N% x 6, 37 wei) x 1, 5 
100 

De factor 1, 5 werd gebruikt, d aa r pe r g eiwit + 0, 5 g gebonden 
wa te r werd veronders te ld . 

Bij de proeven 1,2 en 3 werd normaal hande lss t remse l gebruikt. 
Omdat de hoeveelheid daar in voorkomend na t r ium van invloed zou 
kunnen zijn op de hoeveelheid caseinecalcium, die werd gevon­
den (uitwisseling calcium tegen natr ium, g ro te re oplosbaarheid 
na t r iumcaseinaat en daardoor m e e r stikstof in de wei), werd bij 
proef 4 zoutvrij s t r emse l gebruikt. Dit werd bereid uit gedroog-
de kalfsmagen door deze uit te t rekken met gedest i l leerd water . 

Het percentage stikstof in de wei was dan wel wat l age r (nl 8 a 
10%) ech te r nog altijd aanmerkelijk g ro ter dan overeenkwam met 
de hoeveelheid stikstof, welke a l s weiproteose-st ikstof voor zou 
moeten komen (+ 4%). Ook nu bleef een zekere var ia t ie in de be­
rekende hoeveelheid caseinecalcium bestaan ( resp. 0, 351 enO, 435). 



•116-

2 .1 .3 .2 . De invloed van natriumchloride op de samenstelling. 
Indien van te voren natriumchloride toegevoegd was bij de be-

reiding van hetcalciumcaseinaat en de samenstelling van het kunst-
matige complex be re id in een dergelijke oplossing berekend werd, 
werden zeer varierende waarden voor het caseinecalcium gevon-
den. Dehoeveelhedenperg caseine waren dan dikwijls in overeen-
stemming met de in de literatuur vermelde voor normale melk en 
ongeveer aequivalent met de hoeveelheid caseinephosphor. 

Het zou kunnen zijn, dat deze hoeveelheid caseinecalcium altijd 
in het complex aanwezig is, endatdeeventueel daarboven nog voor-
komende hoeveelheid calcium gebonden is aan de andere groepen 
van de caseine en varieert met de hoeveelheid andere in de vloei-
stof aanwezige ionen. Bij het synthetiseren van het complex werd 
dit calcium klaarblijkelijk geheel of gedeeltelijk afgestaan voor 
de vorming van calciumphosphaat. (zie ook tabel XXIV, XXV en 
XXVI). In dit verband zij ook gewezen op de invloed, welke door 
calciumcaseinaat op de titratie van phosphorzuur met calciumhy-
droxyde wordt uitgeoefend en op het vermogen van caseine natrium 
te binden. 

E r zou natrium in de plaats van het calcium aan de caseine ge­
bonden kunnen zijn.Bij deproeven6en 7 (tabel XXV) werd de hoeveel­
heid natrium inhet complex berekend. De melk werd gestremd met 
zoutvrij s tremsel. 

Bijproef 6 werdgeen, bij proef 7 wel natrium in het complex ge-
vonden. De variatie in de berekende waarden voor het basebindend 
vermogen van de caseine bleef. 

Daarhetmogelijk was, dat een ongelijkheid in samenstelling van 
de kunstmatig bereide calciumcaseinaatphosphaatdeeltjes van in­
vloed was en daar ook de hoeveelheid stikstof in de wei nog altijd 
aanmerkelijk groter was dan verwacht werd, werd bij de volgende 
proeven niet alleen wei als hulpvloeistof gebruikt maar tevens ul-
trafiltraatenmetbehulpvanbeidehet basebindend vermogen (maeq 
Ca + Na) van de caseine berekend. 

Het ultrafiltraat werd verkregenm.b. v. een apparaat beschreven 
door Koops (lit. 56) en gebaseerd op een idee van Van Oss. 

E r werd gefiltreerd onder een stikstofdruk van 7 atm. 
Deeerste 5-10 ml ultrafiltraat werden weggeworpen. Afhankelijk 

vande hoeveelheid "melk",welke beschikbaar was, werden daarna 
nog een of meer portie's van 25-35 ml filtraat opgevangen. 

Met behulp van de analyse resultaten van de melk", het ultra­
filtraat en de "lebwei" werden berekeningen uitgevoerd, waarbij 
dezelfde veronderstellingen werden gemaakt als bij die uitgevoerd 
voor de tabellen XXIV en XXV. 

De resultaten zijn weergegeven in tabel XXVI. 

In het complex was dus inderdaad natrium aanwezig. De hoeveel­
heid, welke berekend werd, kwam ongeveer overeen met die in 
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Hulpvloeistof 

lebwel 
ultrafiltraat I 

II 

lebwel 
ultrafiltraat 

wei 
ultrafiltraat I 

II 

wei 
ultrafiltraat I 

II 

TABEL XXVI 

Basebindend vermogen caseine 

Caseinecalcium 
mmol Ca 

0,312 
0,297 
0,288 

0,297 
0,288 

0,348 
0,336 
0,337 

0,328 
0,313 
0,311 

caseinenatrium 
mmol Na 

0,01 
0,12 
0,11 

0,04 
0,10 

0,01 
0,08 
0,07 

0,03 
0,10 
0,10 

maeq. Ca+Na 
(base) 

0,63 
0,71 
0,68 

0,63 
0,70 

0,71 
0,75 
0,74 

0,69 
0,73 
0.72 

hoofdstuk II gevonden bij berekeningen uitgevoerd met behulp van 
de analyse van normale melk en de daarui t bere ide lebwei. 

I n d e ' lebwei" van dekuns tme lkza lhe t na t r ium verbonden geweest 
zijn met het in de "wei" in "oplossing" gebleven deel van de s t ik-
stof, zoals bleek uit een volgende proef. Daarbij werd kunstmelk 
b e r e i den uit deze "melk" lebwei en u l t raf i l t raat , terwijl de "wei" 
eveneens geultrafi l teerd werd. 

Analyseresultaten. N °fe C a •%> P % Na % 

Kunstmelk 0,259 0,0640 0,0280 0,0375 
Ultrafiltraat uit "melk" - 0,0127 0,0099 0,0346 
"Wei" 0,010 0,0152 0,0114 0,0372 
Ultrafiltraat uit "wei" - 0,0133 0,0097 0,0346 

Uit het verschi l tussen de melk en de wei werd a ls basebindend 
vermogen van de caseine berekend 0, 66 maeq. (Ca + Na), uit het 
verschi l tussen de melk en het u l trafi l t raat van de melk 0, 714 
maeq . ca lc ium * na t r ium. 

Uit de wei werd door u l t raf i l t reren nog verwijderd 0, 010% N, 
0, 0019 % Ca, 0, 0017 % P en 0, 0026 % Na of p e r g "eiwit" 0, 752 
mmol Ca, 0, 88 mmol P en 1, 81 mmol Na. In het door u l t raf i l ­
t r e r en uit de wei verwijderde "complex" werd dus n aa r v e r -
houding aanzienlijk m e e r na t r ium gebonden dan uit dat.wat door 
de s t r emming verwijderd werd. Het basebindend vermogen van het 
"eiwit" wasevenwel ongeveer gelijk a l s die van caseine (hoofdstuk 
IV), zoals uit een volgende berekening blijkt. 
BEREKENING. 

In het phosphaat zou aanwezig geweest moeten zijn 1,4 x 0,88 = 1,232 mmol Ca. Er was dus 
een tekort aan calcium en wei 1,232 - 0,752 = 0,580 mmol Ca. 

Dit zal ook in het phosphaat door natrium vervangen kunnen zijn, zodat 1,16 mmol Na daar-
inaanwezig geweest moet zijn. Voor het "eiwit" bleef dus over 1,81 - 1,16 = 0,65 mmol Na/g 
caseine, een waarde ongeveer overSenkomend met de in hoofdstuk IV voor natrium vermelde. 
Het "eiwit" zal dus als natriumzout aanwezig geweest zijn. 

Het i swaarschi jnl i jk , da tde berekening van het basebindend v e r ­
mogen met wei a l s hulpvloeistof voornamelijk door deze mee rde r e 
binding van na t r ium aan het in oplossing gebleven eiwit niet dezelfde 
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uitkomst geeft als gevonden werd in hoofdstuk IV en bij gebruik van 
ultrafiltraat. 

Dat de samenstelling van de caseinaatphosphaatdeeltjes van de 
kunstmelkniet gelijk was, bleek uit een proef. waarbij een kunst-
melk met opdgnvolgende snelheden gecentrifugeerd werd. 

De analyseresultaten van de bij deze proef gebruikte kunstmelk 
enderesp. na 30 minuten centrifugeren overblijvende vloeistoffen 
zijn weergegeven in tabel XXVII. 

toerental 

0 
1000 
3000 
5000 

10000 
15000 

caseine 
8 

2,45 
2,41 
2,20 
1,82 
1,31 
1,02 

TABEL XXVII 

Ca 
mmol 

2,44 
2,39 
2,24 
1,87 
1,37 
1,07 

P 
mmol 

1,39 
1,36 
1,29 
1,13 
0,90 
0,77 

Na 
mmol 

1,60 
1,60 
1.55 
1,53 
1,50 
1,46 

Uit de analyseresultaten en het verschil in samenstelling tussen 
de "melk" en de gecentrifugeerde vloeistoffen werd het basebindend 
vermogen berekend van de caseine. die door het centrifugeren 
werdverwijderd. Daarbij werd hetzelfde verondersteld als bij vo-
rige berekeningen (zie tabel XXVIII). 

Verschil melk en vloei-
stof verkregen bij n 
toeren pet minuut 

n = 1000 
- = 3000 
" = 5000 
" = 10000 
" = 15000 

caseine 
g 

0,04 
0,25 
0,63 
1,14 
1,43 

TABEL XXVIH 

Ca P 
mmol mmol 

0,05 
0,20 
0,57 
1,07 
1,37 

0,03 
0,10 
0,26 
0,49 
0,62 

Na 
mmol 

0,00 
0,05 
0,07 
0,10 
0,13 

phosphaat 
Ca mmol 
(1.4xP) 

0.04 
0,14 
0,36 
0.69 
0,87 

maeq. base­
bindend ver­
mogen per 
g caseine 

0,68 
0,78 
0,75 
0,79 

Tevens werd berekend hoeveel calcium, phosphor en natrium per 
g caseine verwijderd werd door de centrifugering tussen de resp. 
snelheden (tabel XXIX). 

toerental 

0 - 1000 
1000 - 3000 
3000 - 5000 
5000 - 10000 

10000 - 15000 

TABEL XXIX 

per g caseine 

Ca 
mmol 

1,25 
0,71 
0,97 
0,98 
1,04 

P 
mmol 

0,75 
0 ,33 ' 
0,42 
0,45 
0,46 

Na 
mmol 

0,000 
0,240 
0,044 
0,065 
0.115 

Uit de tabel blijkt," dat de samenstelling van de deeltjes.die tussen 
de resp. snelheden verwijderd werden.niet volkomen gelijk was. 

In de grote deeltjes kwam naar verhouding minder calciumphos-
phaat voor, de kleinere deeltjes bevatten meer natrium. Bij het 
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centrifugeren met l agere snelheden (n < 3000) zal waarschijnli jk 
vr i j phosphaat ui tgecentrifugeerd zijn. De hoeveelheden daarvan 
was ech te r ger ing (zie tabel XXVIII). 

Het was dan ook begrijpelijk, dat voor de berekening van de s a -
menste l l ingvan het kunstmatige complex "wei" niet a l s hulpvloei-
stof gebruikt kon worden. Ultraf i l t raat daarentegen moes t uit-
komstengeven.welkebeter in overeenstemming waren met de v e r -
wachte. 

Het basebindend vermogen van de caseine berekend m. b . v. de 
analyse van het u l t rafi l t raat was dan ook tamelijk goed in overeen­
s temming met de waarden gevonden in tabel XXIV (geen zout aan-
wezig) en ook met die vermeld in hoofdstuk IV. 

Het gemiddelde van de waarden was 0, 72 maeq. In hoofdstuk IV 
werd a l s gemiddelde gevonden 0, 79 maeq voor ca lc ium en 0, 70 
voor na t r ium. De caseine werd daa r ech ter e e r s t tot een veel ho -
gere pH (pH8, 50) ge t i t reerd , vervolgenstot pH 4 ,6 t e rugget i t reerd 
en daarna weer ge t i t reerd . Zij zal dan waarschijnlijk in een toe-
stand zijn, waarin gemakkeli jker alle daarvoor in aanmerking ko-
mende groepen met calcium bezet zullen worden dan bij de b e r e i -
ding van het kunstmatige complex het geval was . 

De resul ta ten maakten tevens waarschijnlijk, dat e r c a l c ium-
phosphaat was ontstaan en dat dit ongeveer de veronders te lde s a -
menstel l ing had. 

2 . 1 . 3 . 3 . Uitwisseling van calcium uit het phosphaat van het com­
plex tegen na t r ium. 

Hoewelhet z ee r waarschijnlijk was, dat het na t r ium in het com­
plex aanwezig voornamelijk a ls case inenat r ium voorkwam, was 
het niet uitgesloten, dat een gedeelte e rvan in het phosphaat-voor­
kwam. Ook a l s dit het geval was , had het op de uitkomst van de 
berekeningen van het basebindend vermogen van de case ine geen 
invloed. 

Het was ech te r wel van belang aan te tonen, dat een u i twisse­
ling van calcium uit het phosphaat van het complex tegen na t r ium 
mogelijk was. Een dergeli jke uitwisseling werd imme r s ook ge ­
vonden voor het phosphaat neergeslagen op r i j s tze tmeel (hoofd­
stuk III). 

Als zij ook aangetoond kon worden voor het phosphaat van het 
kunstmatige caseinaatphosphaatcomplex, zou dit de hypothese, 
dat in het kunstmatige complex een phosphaat van gelijke aa rd aan­
wezig was a l s neergeslagen bij deproeven in hoofdstuk III vermeld , 
aanmerkeli jk ve r s t e rken . 

Een kunstmelk, verkregen door aan een ca lc ium-case inaa t op-
lossing calciumhydroxyde en phosphorzuur toe te voegen bij con-
stante pH (pH 6,70), werd in twee po r t i e ' s verdeeld. Aan de 6ne 
port ie (200 ml) werd 5 g na t r iumchlor ide toegevoegd. 

Nadat dit een aantal uren de gelegenheid had gehad om in te we r -
ken, werd een klein deel van de oplossing gebruikt om het s t ik-
stof-, het ca lc ium- en het phosphaatgehalte te bepalen. 

Uit het r e s t e rende deel (180 ml) werd ul t rafi l t raat bere id . Van 
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de tweede portie werd eveneens het stikstof-, calcium- en phos-
phaatgehalte bepaald en ultrafiltraat bereid. E r werd echter geen 
zout aan toegevoegd. 

TABEL XXX 

Analyse tesultaten 

Proef 1 

"melk" zonder zout 
"melk" met zout 
ultrafiltraat ult "melk" 
ultrafiltraat uit "melk" 

Proef 2 

"melk" zonder zout* 
ultrafiltraat uit "melk" 
ultrafiltraat uit "melk" 

zonder zout 
met zout 

zonder zout 
met zout 

alo 

0,308 
0,308 
0,011 
0,007 

0,313 
0,015 
0,004 

Cz°k 

0,0648 
0,0639 
0,0131 
0,0258 

0,0726 
0,0116 
0,0269 

P?o 

0,0207 
0,0202 
0,0057 
0,0079 

0,0209 
0,0043 
0,0079 

* de "melk" werd geanalyseerd, voordat 
zout toegevoegd was. 

Het bleek dus, dat wanneer natriumchloride toegevoegd werd, 
zowel calcium als phosphaatphosphor in oplossing gingen. 

Werdberekenduithetversch.il in samenstelling tussen de "melk" 
en het ultrafiltraat hoeveel calcium en phosphaatphosphor in het 
complex aanwezig was, dan bleek dit te zijn resp. : 

Proef 1 "melk" zonder zout 
"melk" met zout 

Proef 2 "melk" zonder zout 
"melk" met zout 

mmol Ca/g caseine 

0,686 
0,505 

0.804 • 
0,581 

mmol P/g caseine 

0,258 
0,210 

0,284 
0,217 

Van het calcium uit het complex loste dus door natriumchloride 
toe te voegen op bij proef 1: 26,4%, bij proef 2: 26, 9%; van het 
phosphaatphosphor bij proef 1: 18, 6%, bij proef 2: 23, 6%. 

Vooral naar aanleiding van net oplossen van phosphor kon ge-
concludeerd worden, dat in het complex zeer waarschijnlijk phos-
phaat van ongeveer gelijke aard aanwezig geweest zal zijn, als 
neergeslagen werd bij de proeven vermeld in hoofdstuk III. 

Een zelfde proef werd uitgevoerd met het caseinaatphosphaatcom-
plex gecentrifugeerd uit natuurlijke ondermelk. 

Tweeportie's van elk 120 ml ondermelk werden gedurende 1 uur 
en 40 minuten gecentrifugeerd (n = 15000). 

Het gecentrifugeerde gel van elke portie werd met water in 120 
ml gesuspendeerd. Aan de ene portie werd 5 g zout toegevoegd, 
aande andereniet. Daarna werd van beide ultrafiltraat bereid. De 
eerste 5 - 10 ml filtraat werd weggeworpen. 

Analyseresultaten ultrafiltraat: 

ultrafiltraat zonder zout spoortje 0,0077 0,0064 
ultrafiltraat met zout spoortje 0,0257 0,0109 

http://Werdberekenduithetversch.il
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Ookui the t complex van normale melk kan dus calcium tegen na­
t r ium uitgewisseld worden. 

2 . 2 . Het bere iden van kunstmatige ondermelk. 

Getracht werd kunstmatig ondermelk samen te s tellen, waarin 
de verdel ing van de ionen over de vef schillende phasen van de "melk" 
ongeveer gelijk was a ls in normale ondermelk. 

2. 2 . 1 . Debereidingswijze:Aangedest i l leerdui tgekookt water werd 
zoveel c i t roenzuur toegevoegd als gemiddeld in melk voorkomt. 
De c i t roenzuuroplossing werd met natriumhydroxyde ge t i t ree rd 
tot pH 6 ,70. Daarna werd magnesiumchloride en kal iumchloride 
toegevoegd in zodanige hoeveelheden, dat het magnes ium-, k a l i -
um- en chloorgehalte over66nkwam met de gemiddeld in melk 
voorkomende. Vervolgens werd caseine toegevoegd en met c a lc i -
umhydroxyde ge t i t ree rd tot pH 6, 70, waarna bij constante pH ca l -
ciumhydroxyde en phosphorzuur toegevoegd werden. Daarbij werd 
zoveel calciumhydroxyde gebruikt, dat de hoeveelheid ca lc ium in 
de kunstmelk uiteindelijk ongeveer over66nkwam met die in no r ­
male melk. De hoeveelheid phosphor, die in de vorm van phos­
phorzuur toegevoegd kon worden zonder dat de pH van 6, 70 afweek, 
wasn ie t zogroot a l s de hoeveelheid anorganische phosphor, welke 
gemiddeld in normale melk aanwezig i s . 

2 . 2 . 2 . Resul taten: Van de kunstmelk wera zowel wei a l s u l t raf i l -
t raa t be re id . De "melk", de "wei" en het u l trafi l t raat werden ge -
analyseerd . De analyseresul ta ten van enkele proeven zijn wee r -
gegeven in tabel XXXI. 

Per 100 ml 

?oN 
"jfcCa 
<7oMg 
%P 
°h citroenzuui 
mg Na 
mgK 
mgCl 

TABEL XXXI 

Kunstmatige melk 

"melk" 
No I 

0,464 
0,104 
0,010 
0,038 

: 0,114 
37.6 

130,8 
148,2 

Noll 

0,443 
0,101 
0,010 
0,037 
0,102 

36,8 
125,6 
139,0 

"wei' 
ISO I 

0,029 
0,030 
0,0065 
0,0135 
0,113 

37,4 
130,8 
150.6 

rt 

No II 

0,034 
0,033 
0,007 
0,014 
0,101 

37,0 
127,2 
145,6 

No I 

0,004 
0,026 
0,005 
0,012 

-
36,7 

-
-

ulttafiltiaat 
Nona 

0,005 
0,021 
0,004 
0,011 

-
31,8 

104,0 
-

No lib 

0,005 
0,023 
0,005 
0,012 

-
32,8 

108,0 
-

Nolle 

. 
-

-
-

33,2 
104,8 

-

De verdel ing van de verschi l lende stoffen over de phasen van de 
melk was niet geheel in over66nstemming met die van normale 
melk . Over het a lgemeen kwam van alle stoffen bij de kunstmelk 
wat m e e r in het caseinaatphosphaatcomplex terecht dan bij no r ­
male melk. Het zal in pr incipe wei mogelijk zijn synthetisch een 
ondermelk. te bere iden, die vri j goed met een natuurlijke onder­
melk over66nstemt . B i jdebere id ing i s het van belang de ve r sch i l ­
lende stoffen in de ju is te volgorde toe te voegen. Zo zal a l s e e r s t 
magnes ium toegevoegd wordt, d aa rna caseine en dan ca lc ium naar 
verhouding m e e r magnes ium in het complex aanwezig kunnen zijn 
dan bij no rmale ondermelk. 
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Indien ook lactose, organische zuren en andere in normale on-
dermelk voorkomende stoffen toegevoegd worden, zal dit onge-
twijfeld van invloed zijn op de verdeling van de. elementen over 
de phasen van de kunstmelk. 

2 .3 . Rontgenfoto's. 
Van enkele kunstmatig bereide complexen werden r8ntgenfoto's 

genomen. 
Bij calciumcaseinaat (pH 6, 70) werd calciumhydroxyde en phos-

phorzuur gedruppeld, zodanig dat de pH constant bleef. 
Nadat zekere hoeveelheden toegevoegd waren, werd een deel van 

devloeistof (50 ml) gecentrifugeerd. Aan het resterende werd nog 
meer calciumhydroxyde en phosphorzuur toegevoegd. 

Het uit de eerste portie gecentrifugeerde gel werd, nadat met 
filtreerpapier de meeste vloeistof verwijderd was, verder ge-
droogd en bewaard boven Pg 0 6 . Het verkregen poeder werd in een 
mortier fijn gewreven. 

Van de tweede portie werd de vloeistof geanalyseerd. Het stik-
stofgehalte was 0,2805%, het calcium- en phosphorgehalte resp. 
0, 075 en 0, 039%. Het overblijvende deel werd gecentrifugeerd en 
de na centrifugeren achtergebleven vloeistof geanalyseerd. 

Daarvan was het stikstof- calcium- en phosphorgehalte resp. 
0, 057%, 0, 034%, en 0, 026%. Een groot deel van de caseine (80%) 
bevond zich dus in het uitgecentrifugeerde gel. Het gel werd op 
dezelfde wijze behandeld als dat verkregen uit de eerste portie. 

2 . 3 . 1 . Resultaten. 

De rontgendiagrammen wezen uit,,dat het gedroogde gel een a-
morphe structuur bezat (foto 1457). E r waren twee brede banden 
in aanwezig. Deze lagen op dezelfde plaats als de brede banden, 
welke in de diagrammen gevonden werden van de volgende prepara-
ten: 

a. een preparaat van het caseinaatphosphaatcomplex gecentri­
fugeerd uit rauwe melk. 

b. een preparaat van uit gekookte melk gecentrifugeerd boven P2O5 
gedroogd caseinaatphosphaatcomplex. 

c. preparaten verkregen uit melk, waaraan verschillende hoeveel­
heden caleiumchloride toegevoegd waren (resp. 15 maeq. calci-
umchloride/L en 80 maeq. calciumchloride/L. 
Door de toevoeging van 80 maeq. calciumchloride per l i ter werd 
45% van het in de oorspronkelijke melk opgeloste anorganische 
phosphor neergeslagen. 

d. een preparaat van met zuur neergeslagen en gezuiverde caseine. 
Een van de twee banden viel bovendien samen met die van het a-

morphe phosphaat bereid bij 9, 00 uit calciumhydroxyde en phos­
phorzuur en met die van het calciummagnesiumphosphaat. (zie 
hoofdstuk III). De tweede band, die in de diagrammen van deze 
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losphaten gevonden werd, was niet aanwezig in de d iagrammen 
an het kunstmatige caseinaatphosphaatcomplex. 

fiUu: J-tfiT. Kiiiuimaiig complex. 

foto 1275: Complex uit rauwe melk. 

3 . SAMENVATTING EN DISCUSSIE. 

Het i sgebleken, dat de resul ta ten verkregen bij potentiometische 
t i t r a t i e ' s van phosphorzuur met calciumhydroxyde in tegenwoor-
digheid vancase ine geen enkel bewijs leveren voor de theorie , dat 
in het caseinaatphosphaatcomplex van melk calciumphosphaat met 
ca lc iumcaseinaat voornamelijk dubbelzouten vormt . De aanwezig-
heid van case ine kan het verloop van dergeli jke t i t r a t i e ' s ech te r 
wel beftivloeden. 

Het i s veel waarschi jnl i jker , dat het caseinaatphosphaatcomplex 
van melk in pr incipe bestaat uit een complex phosphaat wat v e r -
bonden is met caseinaat , dat behalve calcium ook natr ium en ka-
l ium bevat. (zie hoofdstuk VI). 

Uit e xpe r imen ted waarbij kunstmatige caseinaatphosphaatcom-
plexenwerden bereid bij de t emperatuur en de pH van melk, werd 
berekend, dat de hoeveelheid caseinecalcium aanwezig in d e rge ­
lijke complexen aanmerkeli jk g ro ter kan zijn dan overeen zou ko-
menme t de binding van ca lc ium alleen aan de phosphorzure g roe -
pen van de case ine . Indien bij de bereiding van kunstmatige com­
plexen s lechts case ine , calcium en phosphorzuur gebruikt werden, 
werden voor het calciumbindend vermogen van caseine waarden 
berekend, welke ongeveer overeenstemdent met die gevonden bij 
de potentiometische t i t r a t i e ' s van caseine met calciumhydroxyde. 

Indien ook natr iumchlor ide bij de bereiding aanwezig was, kon 
aangetoond worden, dat een deel van het caseinecalcium door na­
t r ium vervangen was . De hoeveelheid nat r ium in dergelijke com­
plexen aan de caseine gebonden kwam ongeveer overmen met de 
hoeveelheid na t r ium en kal ium tezamen, gevonden in het complex 
van normale melk (hoofdstuk IV). 

Bij de berekeningen werd veronderste ld , dat in de kunstmatige 
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complexeneen phosphaat van dezelfde aard aanwezig was als p re -
cipiteert, wanneer calciumhydroxyde en phosphorzuur bij pH 6, 70 
bij elkaar gevoegd worden (zie hoofdstuk III). 

Zowel de over66nstemming van de hoeveelheid caseinecalcium 
berekend voor de kunstmatige complexen met die gevonden bij de 
potentiometische t i tratie's (hoofdstuk IV) als de over^enstemming 
tussen de hoeveelheid natrium in de kunstmatige complexen aan­
wezig met de hoeveelheid natrium en kalium tezamen gevonden in 
hetcomplex vannormalemelk (hoofdstukIV) deden het waarschijn-
lijk voorkomen, dat de veronderstelling juist was. 

Dat een zodanig phosphaat aanwezig kanzijn, volgde eveneens uit 
de resultaten van experimented waarbij calcium uit het phosphaat 
uitgewisseld werd tegen natrium uit de vloeistof. Een soortgelijke 
uitwisseling werd ook gevonden voor het phosphaat bereid in ge-
destilleerd water bij eenzelfde pH en temperatuur als waarbij de 
kunstmatige complexen werden bereid (zie hoofdstuk III). 

Het kunstmatige complex bleek een amorphe structuur te bezit-
ten. Het phosphaat neergeslagen bij dezelfde pH uit een oplos-
sing, welke slechts calcium en phosphorzuur bevatte, gaf een dia­
gram overgenkomend met dat van hydroxyapatiet, Het diagram op de 
rontgenfoto van het kunstmatige complex vertoonde evenwel wel 
overeenkomst met dat van het amorphe calciummagnesiumphosphaat 
(pH 7,00) en het amorphe calciumphosphaat neergeslagen bij pH 
9, 00 (beschreven in hoofdstuk III) en tevens met dat van het uit 
melk afgezonderde en gedroogde caseinaatphosphaatcomplex. 

Het is waarschijnlijk, dat de caseine evenals het magnesium en 
citroenzuurde vorm, waarin het phosphaat neersloeg, bei'nvloedde 
(zie hoofdstuk VI). 



HOOFDSTUK VI 

HET CASEINAATPHOSPHAATCOMPLEX VAN MELK 

1 . ALGEMENE BESCHOUWING. 

In hoofdstuk V werd getracht de opbouw van he t caseinaatphosphaat-
complex te verklaren door de resultaten, verkregen bij net onder-
zoek vermeld in hoofdstuk IE en die, verkregen bij het onderzoek 
vermeld in hoofdstuk IV, samen te voegen. Thans zal worden na-
gegaan of deze samenvoeging verantwoord i s . 

Het is wel waarschijnlijk (hoofdstuk V), dat het caseinaatphos-
phaatcomplexvanmelkin principe opgebouwd is uit caseinaat ver-
bonden met een complex phosphaat. 

Decaseinezalzowelmetcalciumalsmetnatrium, kaliumen mag­
nesium zouten vormen. 

Het phosphaat zal hoofdzakelijk uit calcium en phosphorzuur be-
staan. Het zal echter tevens magnesium en citroenzuur bevatten, 
terwijl natrium en kalium er mogelijk ook in voorkomen. De mo-
gelijkheid, datcaseineaande zoutvorming deelneemt mag niet uit-
gesloten geacht worden (zie verder). 

De kunstmatige caseinaatphosphaatcomplexen, zoals zij bereid 
werden, zullenevenwelzeer waarschijnlijk niet geheel in structuur 
metdenatuurlijke over6dnstemmen. In de uiercel zal het ontstaan 
vancaseineenhetcomplexe phosphaat tegelijkertijd plaats vinden. 
Het is zelfs niet geheel ondenkbaar, dat het phosphaat als zodanig 
van belang is bij de opbouw van de caseine. 

Bij onze proeven echter (hoofdstuk V) was de caseine gereed, voor-
dat e r phosphaat was gevormd. 

»* 
Bijdebereidingvande kunstmatige complexen werden aanwijzin-

gen gevonden, dat de wijze, waaropde caseine in melk voorkomt, 
beinvloed wordt door het ontstaan van phosphaat. 

Werd n . l . aan calciumcaseinaat calciumhydroxyde en phosphor­
zuur toegevoegd bij een constante pH en in aanwezigheid van na-
triumchloride, dan werd de indruk verkregen, dat calcium gebon-
den aan de caseine uitgewisseld werd tegen natrium uit de oplos-
sing en met het toegevoegde phosphorzuur phosphaat vormde. De 
hoeveelheid phosphorzuur aanwezig tijdens het ontstaan van melk 
zaldusvaninvloed kunnen zijn op de hoeveelheid calcium en daar-
door op de hoeveelheid natrium resp. kalium en magnesium, wel-
keaande caseine gebonden zal worden. Evenzo zal de hoeveelheid 
citroenzuur van invloed kunnen zijn. 

De verdeling van het calcium over de caseine, het citroenzuur 
enhet phosphorzuur zalbepaald worden, niet alleen zoals door Ei-
lers werdverondersteld (lit. 21) door de sterkte van de zuur-groe-
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penmaar onder meer ook door de oplosbaarheidsproducten van de 
verschillende zouten. De omstandigheden zijn echter klaarblijke-
lijk gunstig voor de vorming van het complexc phosphaat. 

Evengoed als de vorming van phosphaat van invloed zal zijn op de 
wijze, waaropde caseine in de melk voorkomt, zal het ontstaan van 
caseine de wijze, waarop het phosphaat wordt gevormd, beihvloe-
den. 

Bijhet toevoegenvan calciumhydroxyde en phosphorzuur Dij con-
stantepHaancalciumcaseinaat werd opgemerkt, dat reeds na toe­
voegenvan enkele druppels van deze beide vloeistoffen - soms zelfs 
na toevoeging van alleen phosphorzuur en zonder dat de pH merk-
baarveranderde - eenheldere oplossingvancalciumcaseinaat troe-
belwerd. Indieni.p.v. calciumcaseinaatnatriumcaseinaat gebruikt 
werd, gebeurde dit niet (hoofdstuk V). Verder ontstond bij de po-
tentiome trische t i tratie's van phosphorzuur met calciumhydroxyde 
in aanwezigheid van calciumcaseinaat (hoofdstuk V I ) een minder 
zuur phosphaat dan wanneer caseine niet aanwezig was. 

Het leek waarschijnlijk, dat het phosphaat aan de oppervlakte van 
de caseinedeeltjes gevormd werd en e r is alle reden om te veron-
derstellen, dat het zich ook gemakkelijk aan het caseineoppervlak 
hecht. 

Dithoudtevenwel niet in, dat alle phosphaat in de caseinaatphos-
phaatdeeltjes aan het oppervlak van die deeltjes voorkomt. Het is 
n . l . nietuitgesloten, zoals reeds werd opgemerkt, dat ook chemi-
sche bindingen optreden. Er zullen geen zuivere dubbelzouten geken-
merkt door stoecheome trische verhoudingen aanwezig zijn (zie 
hoofdstuk V I ) . Zeer waarschijnlijk zal er meer sprake zijn van 
calciumbruggen tussen "deeltjes" van het complexe phosphaat en 
de caseine. Op dezelfde wijze zal het phosphaat ook als brug kun-
nendienen tussen twee actieve groepen van verschillende caseine-
moleculen, bijv. 

CASEINE - Ca - COMPLEXPHOSPHAAT - Ca - CASEINE 
Volledigheidshalve moet opgemerkt word en, dat misschien ook 

aminogroepenvan de caseine met het complexe phosphaat verbon-
den kunnen zijn. 

In melk zullen de caseinaatphosphaatdeeltjes dan ook zeer waar-
schijnlijkbestaanuit deeltjes caseine, aanwezig als Ca, Na, K en 
Mg zout, onderling aaneengehecht niet alleen door calcium en wa-
terstofbruggen maar ook door "deeltjes" complex phosphaat. 

De afmetingen van de phosphaatdeeltjes t .o .v . die van de casei­
nedeeltjes zal echter welzodanig zijn, datgesprokenkanworden van 
eenfijneverdelingvanhet phosphaat over het oppervlak van de ca­
seinedeeltjes. 

De totale samenstellingvanhetcomplex zal niet voor iedere melk 
gelijkbehoeventezijn. Wanneer bij het onderzoek gebruik gemaakt 
wordtvanmonsters van gemengde melk van een groot aantal koei-
en zullen echter steeds ongeveer gelijke verhoudingen van bijv. 
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phosphaatcalcium en phosphaatphosphor per g caseine gevonden 
worden. Wanneer echter melk van individuele koeien regelmatig 
wordtonderzochtzullenin de loop van een lactatie afwijkingen van 
deze gemiddelde verhouding gevonden kunnen worden. Ook tussen 
koeien onderlingzullenverschillenkunnen optreden (zie ook hoofd-
stuk II). 

2 . HET UTRECHTS MELKGEBREK. 

Datookveranderingeninde samenstelling van het caseinaatphos-
phaatcomplexplotselinggedurende de lactatie voor kunnen komen, 
kangeillustreerdwordenmetmelk, welkehetz.g. "Utrechts melk-
gebrek" vertoont. 

Op fabrieken, waar de kwaliteit van de rauwe melk onderzocht wordt 
m .b .v . de alcoholproef, wordt zo nu en dan melk aangetroffen, 
welke ondanks eennormaalbacteriengehalte en een normale of vaak 
ook een lagere zuurheidsgraad dan de normale toch schift bij toe-
voeging van een gelijk volume van alcohol 70%. Indien het gebrek 
ernstigis, kandemelkkokennietverdragenenhet komt zelfs voor, 
datdergelijkemelk direct na het melken schift. Het gebrek treedt 
plotseling op, vaak bij koeien in voile productie. Het doet zich e-
venwel ook voor bij melk gewonnen aan het einde van de lactatie. 

Alsde oorzaakvoordeinstabiliteitals zodanig wordt in de l i tera-
tuur genoemdeenverhoogde calciumionenconcentratle van de melk 
(lit. 5,6,85, 86, 87). 

Er werd verondersteld, dat deze verhoging een gevolg zou zijn 
van een verhoging van het totaal in het serum aanwezige calcium 
(ultrafiltrabel calcium) of van een verlaging van het citraatgehal-
te van de melk of van een verlaging van he tphosphaatgehalte van het 
serum. 

Door genoemde onderzoekers werd wel gevonden, dat de calcium-
ionenconcentratie in het ultrafiltraat van de instabiele melk hoger 
was dan gewoonlijk in normale melk voorkomt. De verdere samen-
stellingvande melk (stikstofgehalte e .d . ) werd echter niet onder­
zocht. Degegevenverklaringisdanookmeer van kwalitatieve aard 
dan van kwantitatieve. 

De stabiliteit van een deeltje wordt niet alleen bepaald door het 
omringende milieu maar ook door de samenstelling van het deeltje 
als zodanig. 

De verminderde stabiliteit zou dan ook mede door verandering in 
de samenstelling van het caseinaatphosphaatcomplex veroorzaakt 
kunnen worden en niet alleen toegeschreven mogen worden aan een 
verhoogde calciumionenconcentratie. 

Van een aantal monsters melk, welke het gebrek vertoonde, werd 
nagegaan of de samenstelling van het caseinaatphosphaatcomplex 
een andere was dan die van normale melk. 

Bij deberekeningenwerdgebruik gemaakt van het verschil in sa­
menstelling tussen de melk en de daaruit bereide lebwei. Als cor-
rectiefactor voor dewei werd dezelfde factor gebruikt als bij vori-
ge berekeningen (hoofdstuk II). 

De samenstelling van.de melk en de wei is weergegeven in tabel 

http://van.de
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XXXII. De in de tabel als normaal aangeduide melk was afkomstig 
van koeien, welke ongeveer in het zelfde stadium van lactatie wa-
ren als de koeien,waarvan de afwijkende melk was gewonnen. 
. In tabel XXXIII zijn de hoeveelheden colloidaal calcium, magne­
sium, phosphaatphosphor en citroenzuur berekend per g caseine 
aangegeven. 

Hetbleek (tabel XXXII), datin de melk, indien het gebrek ernsti-
gerwas, het calcium en het chloorgehalte hoger waren dan in nor-
male melk, terwijl het citroenzuurgehalte en lactosegehalte lager 
waren dan normaal. De anorganische in zuur, oplosbare phosphor 
was nietduidelijkhoger, het natrium-, kalium-, en magnesiumge-
halte gelijk aan het normale gehalte. 

Indeweiwashetcalciumgehalte betrekkelijk normaal evenals het 
magnesiumgehalte, het gehalte aan anorganisch in zuur oplosbaar 
phosphor en het citroenzuurgehalte waren echter lager. 

Bij de instabiele melk was een belangrijke verschuiving opgetre-
denindeverdelingvanverschillende elementen over de phasen van 
de melk. Inhet caseinaatphosphaatcomplex van deze melk kwamen 
per g caseine zowel meer calcium als magnesium, phosphorzuur 
en citroenzuur voor (zie tabel XXXIII). 

TABEL XXXIII 

Normale melk 

No 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

mmol Ca per 
g caseine 

0,759 
0,680 
0,744 
0,632 
0,708 
0,778 
0,768 
0,749 
0,703 
0,668 

mmol Mg per 
g caseine 

0,077 
0,038 
0,055 
0,054 
0,063 
0,051 
0,066 
0,044 
0,042 
0,054 

mmol phosphaat P 
per g caseine 

0.222 
0,293 
0,343 
0,297 
0,298 
0,359 
0,358 
0,316 
0,317 
0,303 

mmol citroen­
zuur per g 

caseine 

0,004 
0,005 
0,013 
0,003 
0,008 
0,023 
0,010 
0,000 
0,001 
0,004 

instabiliteit 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Melk ihstabiel met 70% alcohol 

11 
12 
13 
14 
15 
16 
n 18 

1,114 
1,052 
0,726 
0,890 
0,824 
1,339 
0,882 
0,795 

0,079 
0,076 
0,047 
0,066 
0,060 
0,090 
0,072 
0,051 

0,590 
0,536 
0,316 
0,428 
0,364 
0,645 
0,409 
0,341 

0,032 
0.028 
0,022 
0,025 
0,022 
0,056 
0,021 
0,017 

+++ 
+++ 
++ 
++ 
++ 
++++ 
+ 
+ 

De veronderstellinglijktgerechtvaardigd, dat de instabiliteit niet 
zozeer veroorzaakt werd door een hogere calciumionenconcentratie 
maar meer door een veranderde samenstelling van het caseinaat­
phosphaatcomplex als zodanig. 

Bij het bereiden van de kunstmelk (hoofdstuk V) werd een soort-
gelijk verschiinsel waargenomen. Indien meer calcium en phos­
phaatphosphor per g caseine in het kunstmatige complex afgezet 
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werd, werd de "melk" instabieler. In het algemeen nam dan ech-
ter de verhouding calcium/phosphor in de weiook af (bijv. tabel 
XXIV monster 3a, 4a, 5a, 6a en 7a vergeleken met r esp . 3b, 4b', 
5b, 6b en 7b). De instabiliteit bij de kunstmelk was waarschijnlijk 
alleen toe te schrijven aan de grotere hoeveelheid "calciumphos-
phaat" afgezet op de caseine. Het lijkt niet onwaarschijnlijk, dat 
een zelfde verklaring gegeven kan worden voor de instabiliteit van 
demelk, die het "UtrechtsMelkgebrek"vertoont. De physiologische 
oorzaakzalmoeilijker te vinden zijn, vooral ookomdat het gebrek 
vaak even plotseling verdwijnt als het optreedt. 

3 . HET VERANDEREN VAN DE PHOSPHAATSAMENSTELLING DOOR VERHITTEN VAN MELK. 

Door enkele onderzoekers (zie hoofdstuk I) werd waargenomen, 
datdesamenstelling van het phosphaat van het complex verandert, 
indien de melk wordt verhit. 

Inhoofdstuk III werd aangetoond, dat de molaire verhouding Ca /P 
van het complexe phosphaat, neergeslagen bij kamertemperatuur 
in gedestilleerduitgekookt water en daarna opgekookt met de moe-
dervloeistof, na het opkoken hoger was dan ervoor. 

Daar in het caseinaatphosphaatcomplex van melk een gelijksoor-
tig phosphaat aanwezig is, mag wel verondersteld worden, dat ook 
daarinde verhouding Ca/P van het complexe phosphaat naverhitten 
hoger zal zijn dan ervoor. 

4 . HET TOEVOEGEN VAN OXALAAT AAN MELK EN DE TITRATIEMETHODEN BEHANDELD IN 
HOOFDSTUK I. 

Bij het onderzoek van het caseinaatphosphaatcomplex is veel ge-
bruikgemaaktvanhetfeit, dat door toevoeging van een verzadigde 
neutrale oplossingvankalium oxalaat aanmelkde zuurteeraad daar-
vanafneemtdoorhetinoplossinggaan van colloidaal phosphaat (zie 
hoofdstuk I, Lingtitratie, verbeterde Lingtitratie, titratie volgens 
Pyne en Ryan.) 

Op deze daling van de zuurtegraad werden bepalingen gebaseerd 
van de hoeveelheid colloidaal phosphaat. 

De reactie, welke plaats vindt, werd wel als volgt schematisch 
weergegeven: 

Ca 3 (P0 4 ) 2 + 3K2 oxalaat > 3Ca oxalaat + 2K3PO4 

2KOH + 2K2HP04 

Afgezienvananderefactoren, welke vaninvloed zijn op de uitkom­
sten van dergelijkemethoden, volgt uitons onderzoek zonder meer, 
datde titratiemethode van Ling en de z .g . verbeterde Lingtitratie 
nooit geheel juiste uitkomsten kunnen geven, daar geen tertiair 
phosphaat aanwezig i s , maar een complex phosphaat van wisselende 
samenstelling. 

Ookde methode volgens Pyne en Ryan zal geen juiste uitkomsten 
geven. De hoeveelheid caseinecalcium in melk is niet gelijk aan die 
gebonden door caseine in caseinaatoplossingen. 
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De afnamevandezuurtegraadveroorzaakt door de toevoeging van 
oxalaat kan evengoed optreden als het complexe phosphaat aanwe-
zigis, zoalsmeteeneenvoudigeberekeningaangetoondkan worden. 
Uitde aanwezigheid van dit phosphaat met een molaire verhouding 
Ca/Pvanpngeveerl , 40 volgt tevens, datdedoor Ling met de Ling-
titratie en de door Pyne en Ryan met mm methode teruggevonden 
hoeveelhedenaltijdwat lager moestenzijn dan de door hen verwachte 
hoeveelheden. 

5 . DE FORMOLTITRATEE EN HET CASEINAATPHOSPHAATCOMPLEX. 

Zoalsin hoofdstuk I is vermeld wordt bij de formaltitratie even-
eensvaakwatvan een verzadigde neutrale kaliumoxamaatoplossing 
toegevoegd. De formoltiters, die dan worden gevonden zijn hoger 
dan wanneer deze toevoeging niet plaats vindt. Het is wel zeker, 
dat deze hogere waarden ontstaan door het inoplossinggaanvan 
colloidaal phosphaat uit het complex. 

Het verschilwerd door Pyne merkwaardigerwijze geinterpreteerd 
als veroorzaakt te zijn door het verbreken van een chemische bin­
ding tussenhet caseinaat en het phosphaat (dubbelzouten), door E-
venhuisen de Vries daarentegen uit het gedrag van het phosphaat. 
Het verschil zou verdwijnen, indien bij een titratie, waarbij geen 
oxalaat toegevoegd wordt, nahet toevoegen van de formaline en het 
daarop volgende titreren met loog ongeveer een uur gewacht wordt 
met het bepalen van de eindwaarde. 

In verband met het belang, dat de verschijnselen hebben t. a. v. 
de verklaringvande structuur van het caseinaatphosphaatcomplex, 
werden ook door ons enige proeven uitgevoerd. Direct zij daarbij 
opgemerkt, dat Evenhuis en de Vries niet logisch te werk gingen. 
Zij haddenookbijhetneutraliserenvan de melk t. o.v. phenolphta-
leineen voor de toevoeging van formaline moeten wachten tot zich 
een evenwicht had ingesteld. 

Bij onze proeven werd de melk zowel snel als langzaam op pH 8, 40 
gebrachtof t .o .v . phenolphtaleine geneutraliseerd (eerste titratie). 
Na toevoeging van formaline werd de form ol titer van he tzelfde mon­
ster zowel direct als na een zekere tijd bepaald (eindtitratie). 

Wanneer de eerste titratie snel (2 min.) uitgevoerd werd, was 
nog geen evenwicht ingetreden. Na toevoegen van de formaline werd 
bij de eindtitratie na langer staan een hogere formoltiter gevonden. 

Bij een snelle eerste titratie en een snelle eindtitratie was de for­
moltiter van met oxalaat behandelde melk 13-14% hoger dan die van 
over66nkomstige melk zonder oxalaat. Dit verschil werd tot 6-8% 
genivelleerd, wanneer de eindtitratie na de formaline toevoeging 
niet snel doch langzaam werd uitgevoerd. De eindwaarden lagen 
dan hoger, zowel voor de melk met oxalaat als voor die zonder o-
xalaat. 

Wanneer de eerste titratie langzaam geschiedde was het verschil 
bij een snelle eindtitratie 15-16% en na anderhalf uur 7-10% (tabel 
XXXIV). 

Ook indien oxalaat toegevoegd wordt, ishetnoodzakelijk de titra-
tie's niet te snel uit te voeren, zoals blijkt uit tabel XXXV. 
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TABEL XXXIV 

50 ml melk.geen oxalaat toegevoegd. 

Tijd melk melk melk 
uren 1 2 3 

]p. titratie 
0 8,62 10,22 9,82 

formaline toegevoegd. 

eindtitratie 
0 7.51 7,96 7,72 
i 7,98 8,39 8,18 
1 8,18 8,58 8,40 
l i 8,31 8,68 8,55 

dezelfde melk.eeen oxalaat: 

l e titratie 
0 8,61 10,26 9,84 
i 8,96 10,61 10,30 
1 9,09 10,80 10,49 
l i 9.16 10,91 10,65 

formaline toegevoegd. 

eindtitratie 
0 7,36 7,85 7,59 
i 7,79 8,27 8,02 
1 8,15 8,50 8,33 
l i 8,26 8,58 8,45 

melk 
4 

8,57 

7,98 
8,49 
8,79 
8,95 

toegevoegd, 

8,63 
9,09 
9,31 
9,48 

7,89 
8,38 
8,65 
8.80 

dezelfde melk met oxalaat 
l e titratie 

0 3,71 4,81 4,56 

formaline toegevoegd. 

0 8,46 9.05 8,75 
i 8.67 9.17 9.01 
1 8,77 9,31 9,13 
l i 8.85 9,34 9,17 

3,33 

9,08 
9,28 
9.47 
9.53 

dezelfde melk met oxalaat 
l e titratie 

0 3,70 4,78 4,52 
i 3,81 4,94 4,60 
1 3,84 5.10 4,66 
l i 3,88 5,10 4,71 

formaline toegevoegd. 
eindtitratie 

0 8,44 9,09 8,74 
i 8,60 9,29 8,95 
1 8,73 9,37 9,10 
l i 8,83 9,42 9,19 

3,39 
3,49 
3,58 
3.62 

9.05 
9,34 
9,44 
9.53 

melk 
5 

9,20 

8,05 
8,50 
8,78 
8,90 

9,16 
9,58 
9,78 
9,91 

7,96 
8,42 
8,68 
8,82 

3,72 

9,18 
9,41 
9,52 
9,58 

3.74 
3,88 
3,94 
3,98 

9,16 
9,34 
9,44 
9,52 

Er werden ook enkele t i tratie 's uitgevoerd met: 
a: calciumcaseinaat 
b: kunstmatig bereide calciumcaseinaatphosphaatcomplexen. 
c: calcium caseinaat, waaraan van te voren geprecipiteerd calci-

umphosphaat was toegevoegd. 
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TABEL XXXV 

Formoltitratie' s van 50 ml melk, waaraan 2 ml 
neutraal vetzadlgd kaliumoxalaat was toegevoegd. 

Tijd melk melk* melk melk* 
dagen 1 2 3 4 

l e tltratie 

0 3,00 3,04 2,69 2,72 
1 3,44 3,41 3,00 2,86 
2 3,68 3,52 3,11 2,94 
3 3,88 3,64 3,23 2,97 
4 4,04 3,72 3,30 2,97 
6 4,25 3,89 3,43 2,97 

formaline toegevoegd. 

eindtitratte. 

0 8,49 8,61 8,44 8,64 
1 9,08 9,11 9,05 9,08 
2 9,27 9,22 9,22 9,12 
3 9,37 9,30 9,31 9,15 
4 9,50 9,37 9,40 9,15 
5 9,58 9,37 9,47 9,15 
7 9,70 9,37 9,60 9,15 

* melk 2 en 4 werden onder stikstof bewaard. 

Het al of niet toevoegen van oxalaat gaf al leen een ve r sch i l in de 
formol t i te r bij de kunstmatig bere ide complexen (tabel XXXVI). 

TABEL XXXVI 

Formoltiter per g caseine. 

a : calciumcaseinaat 6,16 
b l : kunstmatig bereid caseinaatphosphaat-

complex zouder oxalaat 5,09 
b2 : idem met oxalaat 5,94 
c l : calciumcaseinaat met calciumphosphaat 

zonder oxalaat 6,13» 
c2 : idem, met oxalaat. 6,20 

De waarden werden afgelezen anderhalf uur na het toevoegen van 
de formal ine. Bij het ca lc iumcaseinaat was de waarde dan e e r s t 
constant . 

U i tdeproeven bleek dus, dat het ve r sch i l tussen de fo rmol t i te rs 
van melk, waaraan wel en waaraan geen oxalaat was toegevoegd 
niet geheel door langer wachten werd opgeheven. Door Pyne werd 
ongeveer hetzelfde gevonden (lit. 63). Uit z i jn laa t s teonderzoek 
concludeerde Pyne nu echter tevens, dat het ve r sch i l in formolt i ter 
geen a rgument i s ten gunste van de door hem v roege r aangenomen 
dubbelzoutvorming tussen case ine en phosphorzuur . 

De enige conclusie, welke uit ons onderzoek getrokken kon wor-
den, was, dat de aanwezigheid van colloidaal phosphaat in melk op 
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de 6en of andere wijzede binding van formaline aancaseine verhin-
derd. Het is mogelijk, dat het complexe phosphaat alleen een ste-
rische belemmering vormt voor deze react ie . 

6 . HET COLLOIDALE PHOSPHAAT EN HET ONDERZOEK VAN MELK EN MELKPRODUCTEN. 

Bijhetonderzoekvan melk en melkproducten zal meer dan tot nu 
toe gebeurde met de zeer speciale aard van het phosphaat in het 
caseinaatphosphaatcomplex rekening moeten worden gehouden. 

Bij het onderzoek naar het gedrag en de aard van het phosphaat 
werd gevonden (hoofdstuklll), dat tot pH 5,5 het oorspronkelijke phos­
phaat gedeeltelijk ontkalkt werd. Tussen pH 5, 5 en 5, 0 kan boven-
dien afhankelijk van de concentratie een kristallisatie van secun-
dair phosphaat optreden. BenedenpH5, 00 lostehet oorspronkelijke 
phosphaat geheel op. 

Men zal zich dan ook voor kunnen stellen, dat het bij het onder­
zoek van kaas van belang is te weten tot welke waarde de pH daal-
de tijdens de bereiding. 

Indiendeze waarde nietbeneden pH ± 5,00 kwam, zal de kans be-
staan, dat bij wat oudere kaas met een pH van bijv. 5, 3 het cal-
ciumphosphaat in een andere toestand aanwezig zal zijn dan bij een 
kaas vandezelfde ouderdom en met gelijke pH (5, 3), welke op jon-
gere leeftijd bijv. een pH van 4, 7 had. 

Op dezelfde wijze zal bij het neutraliseren van gezuurde produc-
tendeuiteindelijke toestand, waarin het phosphaat voorkomt, kun­
nen afhangen van de mate waarin zuring heeft plaats gevonden. 

De yerkregenresultatenzullentevens van belang zijn voor de ver-
klaring van de instabiliteit, welke op kan treden bij het bereiden 
van "ge6vaporeerde"melk. Hetverwijderenvan water uit melk zal 
de samenstelling van het caseinaatphosphaatcomplex kunnen doen 
veranderen. De verdelingvande stoffen over de phasen van de melk 
zal na het indampen een andere kunnen zijn dan ervoor. Zeer waar-
schijnlijk zal het caseinaatphosphaatcomplex na het indampen meer 
anorganische stoffen bevatten. Men zou zich voor kunnen stellen, 
datde stabiliteit mede zal afhangen van de mate, waarin deze ver-
schuivingvanopgelostenaarcolloidaal aanwezige stoffen optreedt. 



S A M E N V A T T I N G 

In de literatuur worden teneinde theorie'n betreffende de samen-
stelling en structuur van het caseinaatphosphaatcomplex van melk 
te bewijzenveelargumentenaangevoerd, welke bij kritisch onder-
zoek slechts weinig bewijskracht blijken te bezitten. 

Welgeefthetin de literatuur vermelde aanleiding tot de volgende 
conclusie. 
1. De caseinaatphosphaatdeeltjes van melk bestaanuit caseine, cal­

cium enphosphorzuur, welke stoffen op e6n of andere wijze in-
nig verbonden zijn. 
Ook magnesium en citroenzuurkomen in het caseinaatphosphaat­
complex voor. 

2. Wanneerkaliumoxalaataanmelkof aan het uit melk gei'soleerde 
en daarna in water gesuspendeerde complex wordt toegevoegd, 
wordtde oplossingalkalischer. Dit geeft een sterke aanwijzing, 
datcalciumphosphaatals zodanig in het complex aanwezig is en 
dat dit phosphaat minder zuur is dan secundair phosphaat. 

3. De toestand van het phosphaat in het complex verandert door 
verhitten van melk. ;-

4. Het phosphaat inhet complex oefent invloed uit op deuitkomst van 
de formoltitratie. .Nietduidelijkis of dit toegeschrevenmoet wor­
den aan een binding van het phosphaat aan de caseihe of aan het 
gedrag van het phosphaat als zodanig bij dergelijke t i tratie 's. 

5. De zoutvorming tussen calcium en phosphorzuur wordt door de 
aanwezigheidvancaseinebeihvloed. In aanwezigheid van caseine 
ontstaat bij potentiometrische titratie's van phosphorzuur met 
calciumhydroxyde gemakkelijker minder zuur phosphaat dan se­
cundair phosphaat. 

Met behulpvaneengrootaantal analyses van melk van individue-
le koeien ende daarbij behorende lebwei werdenberekeningen uitge-
voerdoverde samenstelling van het complex. Daarbij werdaange-
nomen, dat het caseinaatphosphaatcomplex in principe bestaat uit 
calciumcaseinaat en calciumphosphaat. 

Dephosphaatphosphor en de hoeveelheid caseinephosphor kunnen 
bepaald worden. Het calcium kan door analyse echter niet verdeeld 
worden in caseinecalcium en phosphaatcalcium. 

Wanneerverondersteld werd, dat de hoeveelheid caseinecalcium 
per g caseine altijd en dus ook in iedere melk gelijk is, bleek de 
berekende samenstelling van het phosphaat van het complex in de 
melk van een individuele koe gedurende de lactatie te varieren. 
Wiskundig kon tevens aangetoond worden.dat e r verschil bestaan 
kan gedurende de lactatie tussen de zo berekende gemiddelde sa­
menstelling van het colloidale phosphaat in de melk van verschil-
lende koeien. 

De uitkomsten van de berekeningen maakten het al heel onwaar-
schijnlijk, dat het colloidale phosphaat als secundair phosphaat 
aanwezig i s . 

Indienverondersteldwerd, dat het phosphaat gedurende de lactatie 
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cons t an tvansamens t e l l i ng i s , v a r i e e rde de be rekende hoeveelheid 
c a s e i neca l c i umpe rgca se i ne bij een individuele koe en van indivi-
du tot individu. 

Wanneer magnes ium en c i t roenzuur in de berekeningen opgeno-
men werden, konden gelijke conc lus i e ' s ge t rokken worden. Wei 
hadden beide een belangri jke invloed op de be rekende waarden a l s 
zodanig. Hiermede i s door veel au t eu r s te weinig r ekening gehou-
den. 

Geziende r e su l t a t envande berekeningen en het verband, dat t us -
sendehoevee lhedenvanenke le bes tanddelen van het complex bleek 
te bestaan, leek het niet onwaarschijnli jk, dat in het c a se inaa t -
phosphaatcomplexcalc iumphosphaatphysisch gebonden i s aan ca l -
c iumcaseinaat . De gevonden va r i a t i e , hetzij in de s amens te l l ing 
van het phosphaat (veronders te l l ing case ineca lc ium constant) het­
zij in de hoeveelheid case ineca lc ium p e r g c a se ine (ve ronders te l ­
ling samenstel l ing phosphaat constant) , maakte het noodzakelijk 
zowel een onderzoek in te s te l len n aa r de a a rd van het phosphaat 
a l s naar de hoeveelheid calcium, welke door case ine bij de pH van 
melk wordt gebonden. 

Bij oudereonderzoekingen over de vo rming van ca lc iumphosphaat 
i nde n a t uu r i smen veelal ui tgegaan van een hoeveelheid phosphor-
zuur, welke met calciumhydroxyde geneu t ra l i see rd werd .Deze wijze 
vanwerken i s niet juis t , want in de ce l len van de me lkk l i e r za l de 
pH niet dalen tot < 2. 

He t phosphaat dat ontstond, wanneer ca lc iumhydroxyde- en phos-
phorzuuroplossing druppelsgewijs bij constante pH (pH 6, 70, de 
pH van melk) en k amer t empe ra tuu r bij e lkaa r gevoegd werden, 
b leek een samenste l l ing te hebben, die afweek van die van bekende 
phosphaten. 

De mola i re verhouding C a / P was bi j pH 6, 70 1, 35 - 1, 40 . Zij 
bleek afhankelijk van de pH, waarbi j het phosphaat nee rges lagen 
werd. Beneden pH 6, 70 p rec ip i t ee rde secundai r phosphaat . Bij pH 
9, 00 was de verhouding C a / P ± 1, 50. 

Dooru i twassenmet gedes t i l leerd wa te r was mee s t a l geen, s oms 
s lechts een geringe v e rande r ing in de verhouding Ca / P van het n e e r -
slag aan te b rengen. 

De s amens te l l ingvanhe t phosphaat was ook afhankelijk van de t em-
pera tuur . 

Over het a lgemeen nam de verhouding C a / P toe bij hogere t empe-
ra turen , zowel wanneer het phosphaat daarbi j geprec ip i tee rd werd 
a l s wanneer het n anee r s l a an bij k ame r t empe r a t uu r me t de moede r -
vloeistof ve rwarmd werd . 

Onderinvloed van pH-verander ingenbleek het phosphaat ca lc ium 
op te kunnen nemen of af te kunnen s taan z o n d e r i n p n n c i p e van 
s t ruc tuur te ve randeren . Zo daalde bi jv. wanneer de pH van 9, 00 
metHC1 t e ruggebrachtwerd tot 5, 95, de mo l a i r e verhouding C a / P 
in het phosphaat van 1, 51 tot 1, 38. Werd de pH van de vloeistof 
met NaOHweeroppH9,00 gebracht , dan s teeg de verhouding C a / P 
in Het n ee r s l ag weer tot 1, 54. 

Het leek mogelijk het phosphaat door ver laging van de pH in z eke-
r e m a t e te ontkalken. Ook kon calcium uit het phosphaat u i tgewis-
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seld worden tegen natrium door he t phosphaat te brengen in een na-
triumchloride oplossing. 

Hetphosphaatbezat klaarblijkelijk in zekere mate eigenschappen 
als een ionenwisselaar. . , . 

Werden de neerslagen rontgenographisch onderzocht, dan bieeK 
hetneerslag, dat ontstond, wanneer calciumhydroxyde- enphosphor-
zuuroplossing druppelsgewijs bij pH 6,70 samengevoegd werden, 
een diagram te bezitten, dat overeenkomst vertoonde met oat van 
hydroxyapatiet. In het diagram warendelijnenevenwel met scherp. 

WerdhetphosphaatgeprecipiteerdbijpH9,00, danwashet amorph 
evenals het phosphaat, dat verkregen werd bij pH 7, 00 in aanwe-
zigheid van magnesium of citroenzuur. 

Indien 6en van deze stoffen of beide in de vloeistof aanwezig wa-
rentijdenshet neerslaan van het phosphaat, kwamen zij ook in het 
neerslag voor. . 

Er werden evenwel geen aanwijzingen gevonden, dat magnesium-
phosphaat of calciumcitraat afzonderlijk in dergelijke neerslagen 
aanwezig waren. , „ . , . „ 

De indruk werd verkregen, dat afhankelijk van de samenstellmg 
van de vloeistof meer of minder complexe phosphaten gevormd 
kunnen worden. , , - • „ » , , • < 

Wanneer calciumhydroxyde en phosphorzuur druppelsgewijs bij 
pH 6, 70 toegevoegd werden aan een oplossing, welke andere lonen 
bevatte in een concentratie overeenkomend met die aanwezig in 
het serum van melk, dan ontstond een neerslag met een molaire 
verhoudingCa + Mg/P + citroenzuur ongeveer gelijk aan die weiKe 
voor het phosphaat uit het caseinaatphosphaatcomplex van me IK ae-
rekend kon worden. 

Dephosphaten"hechten" zich zeer gemakkelijk aan allerlei stof­
fen (vetbolletjes, uitgewassenroom, uitgesmolten in water Ses™-
pendeerdbotervet, gisten, carboxymethylcellulose deeltjes) Ook 
aanhetoppervlakvancaseine zullen zij waarschijnlijk gemakkelijk 
worden vastgehouden. . , . _ 

Geconcludeerd werd dan ook, dat het zeer wel mogelijk is, dat een 
gelijksoortig complex phosphaat in het caseinaa phosph atcomplex 
van melk aanwezig i s . De samenstellingvanhet phosphaat zal emgs 
zins met de samenstelling van de melk varieren. 

Hetbasebindendvermogenvanzuivere caseine bepaald door nud-
delvanpotentiometrische t itratie's bleek bij PH 6, 70 voor ^ c ^ 
±0, BOmaeqtezijn, voor natrium i 0, 70imaeq De waarden waren 
gelijkvoorcaseine, afkomstig uit verschillende soorte* » f » J g 
mengde melk, melk van individuele koeien in verschillende stadia 
"De'aanwezigheidvanO, SOmaeq. caseinecalciumin hetcawlnaat-
phosphaatcomplex leek echter niet waarschijnlijk t e ^ m s t e me 
wanneer verondersteld werd, dat in het complex calciumphosphaat 
van dezelfde aard als omschreven aanwezig i s . , ^ c i u m 

Bij eenpoginghet verschil tussen de hoeveelheid caseinecalcimn 
gevondenbijde titratie's en die veelal berekend _"J de sa»»nste _ 
ling van melk teverklaren werd verondersteld, dat natrium en kali 
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um in het caseinaatphosphaatcomplex aanwezig zijn. De ju is theid 
van dit vermoeden kon door proefnemingen bevest igd worden. 

Het bleek, dat de hoeveelheid na t r ium en kal ium t ezamen aan­
wezig in het complex van melk in de o rde van groot te van 0 ,15 
maeq pe r g caseine l ag . De waarde voor ve rsch i l lende mon s t e r s 
melk l iep belangrijk ui teen. 

Verondersteld werd, dat de hoeveelheid na t r ium en ka l ium ge -
bonden aan de caseine afhankelijk zou zijn van de v e r d e r e s amen -
stell ing van de melk. Met proeven, waarbi j aan ca lc iumcase inaa t 
keukenzout toegevoegd werd, werd aannemeli jk gemaakt , dat o . a . 
de hoeveelheid zout aanwezig in melk van invloed kan zijn op de 
hoeveelheid na t r ium aan de case ine in het complex gebonden. 

De hoeveelheid case inecalc ium zal e ch te r m e e r nog afhankelijk 
zijn van de hoeveelheid phosphorzuur en c i t roenzuur . 

He tonderzoekmaak tehe t waarschijnl i jk, dat zowel de v e ronde r -
stelling, dat in het caseinaatphosphaatcomplex het phosphaat s t eeds 
constant van s amens te l l ing i s . a l sde veronders te l l ing,dat in dit c om­
plex per g caseine s teeds 6enzelfde hoeveelheid case ineca lc ium aan­
wezig i s , niet juist i s . 

VVanneer phosphorzuur toegevoegd werd aan ca lc iumcase inaa t en 
daarna langzaam ge t i ree rd werd met ca lc iumhydroxyde, ontstond 
geen secundair calciumphosphaat zoals bij afwezigheid van case ine , 
m a a r een minder zuur phosphaat . Dit was ook het geval, indien 
i . p . v . caseine andere stoffen (carboxymethylcel lulose, pect ine, 
c i t roenzuur , g lycerinephosphorzuur) bij de t i t ra t ie aanwezig wa-
r en . 

Zee r waarschi jn l i jkhebbendeze s toffenmet case ine het ve rmogen 
gemeen tussen pH 5 en pH 7 me t ca lc ium complexe zouten te v o r -
men . Door deze zoutvorming zal het n e e r s l a an van secundai r phos -
phaa tver t raagdkunnenwordentengevolge waarvan d i r ec t een m in ­
der zuur phosphaat kan n ee r s l aan . 

Naaf loopvande t i t r a t i e ' s was in het n e e r s l ag t ezamen me t phos ­
phaat altijd een hoeveelheid van de bij de t i t ra t ie toegevoegde stof 
aanwezig. Tussen de hoeveelheid phosphaat en die v ande toege­
voegde stof i n h e t n e e r s l a g w a s ech te r geen enkel s t oecheomet r i sch 
verband. Ook niet indien de toegevoegde stof case ine was . 

E r was dan ook geen reden om te concluderen, dat bij deze t i t r a ­
t i e ' s calcium met case ine en phosphorzuur a l leen dubbelzouten 
vo rmt . De ui tkomst van dergeli jke t i t r a t i e ' s kan dan ook niet a l s 
bewijsgebruikt worden voor de opvatting, dat in het c a se inaa tphos ­
phaatcomplex al het phosphaat a l s dubbelzout aan de case ine gebon­
den i s . 

Dat in het caseinaatphosphaatcomplex van melk het complexe 
phosphaat zoals h i e rvoorbeschrevenvoorkomt , kon me t behulp van 
kunstmatige caseinaatphosphaatcomplexen waarschi jnl i jk gemaakt 
worden. 

Ook het basebindend vermogen van de case ine zal ongeveer de 
waarde hebben, we lkeb i jdepoten t iomet r i sche t i t r a t i e ' s van case ine 
voor de pH van melk (pH 6, 70) gevonaen werd . 
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Met behulp van de kunstmatige complexen kon tevens aangetoond 
worden, dat het zeer waarschijnlijk is, dat in het complex van 
melk slechts een deel van de vrije zuurgroepen van de caseine 
met calcium zouten vormt en dat een ander deel dit met natrium 
resp. kalium, magnesium zal doen. De mate,waarin6en en ander 
plaats vindt.zal afhangen van de totale samenstelling van de melk. 

Deze opvattingwijkt af van die van andere onderzoekers. Meest-
al wordt verondersteld, dat aan caseine alleen calcium gebonden 
is in een hoeveelheid aequivalent aan de caseinephosphor. 

Uit het onderzoek in zijn geheel werd geconcludeerd, dat de ca-
seinaatphosphaatdeeltjes van melk opgebouwd zijn uit deeltjes ca­
seine, aanwezig als calcium-, natrium-, kalium- en magnesium-
zouten en onderlingaaneengehechtniet alleen door calcium- en wa-
terstofbruggen maar ook door deeltjes complex phosphaat. 

De afmetingen van de phosphaatdeeltjes t .o .v . die van caseine-
deeltjeszullenzodanigzijn,datvaneenfijne verdeling van het phos­
phaat over het oppervlakvahde caseinedeeltjes gesprokenmag wor­
den. 

De samenstelling van het complexe phosphaat zowel als de hoe­
veelheid caseinecalcium en de onderlinge verhoudingen, ofschoon 
tamelijk constant, zullen toch min of meer afhankelijk: zijn van de 
totale samenstelling van de melk. Indien melk van veel koeien ge-
mengd wordt zal steeds ongeveer dezelfde samenstelling voor het 
caseinaatphosphaatcomplex gevonden worden. Wanneer echter 
melk van individuele koeien regelmatig wordt onderzocht tijdens 
een lactatie zullen variatie 's in deze samenstelling gevonden kun-
nen worden. 

Metdezeopvattingbetreffendeopbouwen structuur van het casei­
naatphosphaatcomplex is geen van de conclusie's.waartoe het inde 
literatuur vermelde aanleiding geeft, in strijd. 

Naar aanleiding van de ontwikkelde theorifin werdendeformol-
titratie en het Utrechts melkgebrek nader besproken. 

The results of this investigation will be published in English in 
'The Netherlands Milk and Dairy Journal". 
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