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Het heeft geen zin te spreken van het gehalte aan in vloeibare melkprodukten

voorkomend ,,vrij vet”.
H. Lagont & K. H. Peters, Kieler Milchw, Forschungsb.
11, 291, 1959 en 12, 119, 1960.

II
Ook al mocht tijdens het karnen kristallisatie van emulgerende stoffen plaats
vinden, dan is dit verschijnsel toch niet van belang ter verklaring van het karn-

proces.
W. Monr & E. Mousgr, Milchwiss, 10, 117, 1935

R. von Konow, Milchwiss. 13, 110, 1958.
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De in de ,,Code of Principles Concerning Milk and Milk Products™ gegeven

definttie van boter is te ruim gesteld.
Code of Principles, le ed., F.A.Q, Rome, 1960

v

Het bereiden van Goudse en Edammer kaas van de beste kwaliteit is meestal
slechts mogelijk door rauwe melk te verkazen, maar anderzijds geeft dit al te
vaak mislukkingen. Met het oog op het toepassen van deze werkwijze in de
fabriek is het daarom gewenst, dat onder meer de invloed van enkele methoden
van voorbehandeling van de melk wordt onderzocht, zoals:

a. ,,supercentrifugering”
b. spontaan laten opromen van de melk, gevolgd door pasteuriseren van de

scheproom..

v

De huidige bepaling, gebruikt bij de indeling van boerderijmelk in kwaliteits-
klassen, houdt voor direct na de winning diep gekoelde melk eigenlijk cen ander
beoordelingscriterium in, dan voor melk die op de thans meer gebruikelijke

wijzen is behandeld.
VI

De remmende werkin gvan de lacteninen L, uit melk op bepaalde stammen van
Se. lactis en Sc. cremoris mag waarschijnlijk niet alleen worden toegeschreven

aan agglutinatie en het vervolgens met de vetbolletjes mee opromen van de
ende bacterién.

betrefl R. C. WrigHT & J. TRAMER, J. Dairy Res. 24, 174, 1957

A. PorTMANN & J. AUucLAIR, Ann. Inst. Past. 97, 598, 1959

VII
Tot nu toe is nict aangetoond, dat bacterién van het genus Lactobacillus geen
invloed kunnen hebben op de eiwitalbraak in Goudse en Edammer kaas.
J. STADHOUDERS, Ned. Melk & Zuivelt. 14, 83, 1960
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VIIL

Het tussen gekruiste nicols oplichten van de rand van de vetbolletjes in boter,
moet toegeschreven worden aan anisotropie, en kan niet worden verklaard
door veranderingen in polarisatie tengevolge van reflectie aan het grensvlak
van de bolleties.

E. Knoop, Kicler Milchw, Forschungsber, 11, 237, 1959

IX

De theoretische beschouwingen van Haucaarp & PerTmvaTi betreffende de
lichtverstrooiing door melkvetbolletjes zijn voor een belangrijk deel onjuist,
ondanks de schijnbare overeenstemming tussen deze theorieén en hun proef-
uitkomsten.

G. Haucaarn & J. D, Pertmvaty, J. Dairy Sci. 42, 1235, 1959

X

Het verkleinen van de oliedruppeltjes van een olie-in-water-emulsie in een
klassicke homogenisator (plunjerpomp met homogeniseerklep) moet waar-
schijnlijk in hoofdzaak worden toegeschreven aan op de druppeltjes uitgeoe-
fende schuifkrachten.

Xi

Bij het bepalen van de warmtedoorgangscoéfficient van een vertikale-pijp-
verdamper, dient men het verschil tussen de temperatuur van de condenserende
stoom en de gemiddelde vloeistoftemperatuur als uitgangspunt voor de be-
rekening te nemen.

. J. VeLpstRA, Proefschrift, Wageningen 1960

X1

Analytische balansen met ongelijkarmig juk en berustend op het principe van
substitutieweging, zijn in bepaalde gevallen minder geschikt dan eenvoudiger

typen. :
L. Brftry, Chimia 11, 92, 1957
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[. INLEIDING

Gedurende de Jaatste honderd jaar, vooral aan het eind van de negentiende
eeuw, zijn talloze methoden ter bepaling van het vetgehalte van melk en melk-
produkten ontwikkeld. BAKALOR (1955) heeft een uitgebreid, hoewel nog geens-
zins volledig overzicht gegeven. De meeste van deze methoden zijn nu verlaten.
De in de prakiijk gebruikelijke werkwijze is thans de butyrometrische, b.v. de
methode GERBER, Hierbij wordt van een volume melk e.d. het vet ontsloten en
afgescheiden, waarna het volume van het vet wordt gemeten, maar uitgedrukt
in gewichtsprocenten van het monster. Zo zijn betrekkelijk snel en eenvoudig,
redelijk reproduceerbare uitkomsten te verkrijgen, maar zo’n methode heeft altijd
een empirisch karakter en dient dus geijkt te worden op een basismethode. Als
zodanig zijn enkele voorschriften in gebruik, waarbij van een gewogen monster
melk e.d. het vet wordt ontsloten en vervolgens gegxtraheerd met organische
oplosmiddelen, eventueel na een voorafgaande concentrering. Tenslotte wordt
het extract drooggedampt en het residu gewogen. Deze procedure is lastiger
uit te voeren, aanzienlijk langduriger en ook kostbaarder, maar geeft beter
reproduceerbare uitkomsten.

Veelal wordt aangenomen dat de gevonden waarden ook juister zijn. Na
bestuderen van de literatuur wordt evenwel niet geheel duidelijk waar deze
mening op berust. Nadat bij de ontwikkeling van de basismethoden goed werk
is verricht, werd er naderhand weinig onderzock naar gedaan, Dit weinige bleef
dan meestal nog beperkt tot vergelijking van uitkomsten verkregen met ver-
schillende voorschriften, waarbij men soms aannam, dat de hoogste waarde de
meest juiste was. Men vroeg zich dus niet af, welke stoffen nu werkelijk afge-
zonderd werden. Anderzijds bestond verschil van mening over wat onder vet
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verstaan moet worden. Bovendien werd soms een methode, die voor een be-
paald produkt ontworpen was, klakkeloos gebruikt voor een ander. Bepaalde
voorschriften lijken dus op wankelijke basis te rusten, hoewel soms op labora-
toria van controle-instellingen e.d. niet gepubliceerd onderzoek is gedaan.
. Aanleiding tot het onderzoek waren vooral de voorbereidingen voor het op-
stellen van normen voor de methoden ter bepaling van het vetgehalte van zuivel-
" produkten. Door MULDER was er herhaaldelijk op gewezen, dat onze basis-
kennis betreffende de methoden eigenlijk onvoldoende is voor het opstellen van
normen. RADEMA & MULDER (1948} begonnen toen een onderzoek over de
bekende methoden. De genoemde onderzoekers wezen er op, dat de methode
GERBER, die van ouds in ons land algemeen is toegepast en waarop cigenlijk de
gehele prijsbepaling van de melk berustte, een empirisch karakter heeft, en dat
deze methode dient te worden geijkt op een standaardmethode. Hiervoor kozen
zij de methode ROSE-GOTTLIEB, waarvoor zij, na het allernoodzakelijkste onder-
zoek daaromtrent, een voaorschrift opstelden, dat aanleiding gaf tot de Neder-
landse norm N 1308. Vervolgens ijkten de genoemde onderzoekers de methode
GERBER op RosE-GOTTLIEB. Het bleek dat het toen geldende voorschrift (norm
N 910) aanleiding gaf tot te hoge uitkomsten. RADEMA & MuLDER (1951) ad-
viseerden de hoeveetheid melk, die voor de analyse volgens GERBER wordt ge-
bruikt, te verlagen van 11 tot 10,77 ml. Ondanks de grote consequenties hier-
van, heeft de Nederlandse zuivelindustrie dit voorstel overgenomen. In het
buitenland erkent men thans meer en meer de juistheid van deze wijziging, en
gaat men dan ook veelal over tot het verkleinen van de inhoud van de voorge-
schreven pipet.

Hiermee moge aangetoond zijn, van welk een groot belang het voor de zuivel-
mdustrie is, om over betrouwbare analysemethoden te kunnen beschikken. Ook
internationaal staat dit vraagstuk thans algemeen in de belangstelling. Gewezen
kan worden op de normen van de ,,Internationale Zuivelbond” en van de ,,In-
ternational Organization for Standardization” (1.5.0.). Ock de F.A.O. bemoeit
zich hier intensief mee, vooral in verband met de z.g. ,,Code of Principles™.

Intussen was het onderzoek van RADEMA & MULDER slechts een eerste begin.
Het werd op dit laboratorium voortgezet, vooral met medewerking van studen-
ten, Daar de onderzoekingen aanvankelijk een oriénterend karakter hadden,
werd volstaan met slechts enkele voorlopige mededelingen over de resultaten
(MuULDER & MEYERS, 1953; MuLDER & HOOGENDUK, 1956; MULDER, HOOGEN-
DUEK & WALSTRA, 1959). Het bleek echter steeds duidelijker, dat een uitvoerig
onderzoek gewenst was.

Het doel van het onderhavige werk was dus: meer te weten komen over wat
precies gebeurt bij enkele bepalingsmethoden. Onderzocht werden voornamelijk
de methoden ROSE-GOTTLIER { RG) en SCHMID-BONDZYNSKI-RATZLAFF {SBR).
Hoewel het dus niet de bedoeling was een nieuw voorschrift te ontwikkelen,
maar de merites en beperkingen van bestaande werkwijzen te leren Kennen,
worden wel enige suggesties gedaan ter wijziging. Als materiaal voor de bepa-
lingen werd voornamelijk melk gebruikt.. Waar andere melkprodukten werden.
genomen, was veelal de voornaamste reden hiervoor de proefomstandigheden
te variéren, om zo de methoden te leren kennen. In de tweede plaats kwam dan
pas de toepassing op het produkt.

Alvorens tot toepassing van de verkregen uitkomsten ~ in de vorm van wij-
zigingen in de bestaande voorschriften — kan worden overgegaan, zal in het
algemeen nog een meer op de praktijk gericht onderzoek gewenst zijn. De varia-~
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biliteit van het uitgangsproduki mefk en o.m. het groie aantal te onderzoeken
factoren, hebben tengevolge dat kwantitatief nauwkeurig bepaalde nitkomsten
niet kunnen worden verkregen, zonder zeer veel monsters te onderzoeken. Dit
laatste was bij het onderhavige werk doorgaans niet mogelijk.

2. DE METHODE ROSE-GOTTLIER

2.1, ONTWIKKELING

De grondgedachte van de methode is af komstig van ROsE (1888). Hij behan-

delde melk met ammonia, waarschijnlijk bij verhoogde temperatuur (de mede-
deling is daaromirent niet geheel duidelijk). Hij spoelde het mengsel dan met
water en alcohol over in een gecalibreerde buis, voegde een mengsel van ether
en petrolenmether toe, schudde en liet ontmengen, Van de vetoplossing nam hij
een aliquoot deel, dat hij verder behandelde: destilleren, drogen en wegen.
" GotrLEB (1892) ontwikkelde het voorschrift verder. Aan 10 ml melk werden
achtereenvolgens toegevoegd: 1 ml sterke ammonia, 10 ml alcohol, 25 ml ether
en 25 ml petroleumether. Na elke toevoeging werd geschud. Exiraheren met
alleen petroleumether, of met een mengsel hiervan met ether, gaf te lage uit-
komsten. Werd de petroleumether weggelaten, dan vond GorTLIER ook 0,05...
... 0,08 % niet vetachtige stof in het vet. Bij de gewone procedure was in het vet
geen in water oplosbare stof, geen as en geen stikstof (kjeldahl) aan te tonen.
Eén extractie bleek voldoende. (ROSE vond na 1 maal uitschudden nog 0,015%
vet in de waterfase). Werd te hard geschud, dan werden niet vetachtige vlokjes
in het vet waargenomen, vooral bij het onderzoek van karnemelk. Verdunde
melk gaf met onverdunde overeenstemmende resultaten. De reproduceerbaar-
heid was beter dan 0,19 vet.

Popp (1904) stelde evenwel vast dat drie maal uvitschudden noodzakelijk is.
Dan wordt ook het werken met een aliquoot deel vermeden, ten gunste van de
nauwkeurigheid. Met een derde extractie vond hij nog 0,29 van het vet. Een
ontmengduur van een half uur bleek voldoende. Variatie in de sterkte van de
ammonia van 3 tot 259 had geen invloed op de uvitkomst. Hij beval aan de
vetoplossing te filtreren.

RicumonD (1908) maakte terecht bezwaar tegen dit laatste, zodat toen reeds
de methode ongeveer de huidige vorm kreeg. Hij maakte ook voorschriften voor
het onderzoek van melkpoeder en enkele andere produkten,

J. J. MojoNNIER ontwikkelde een complete apparatuur voor de methode en
voerde o.m. de naar hem genoemde extractiebuis in. Een en ander werd vast-
gelegd in octrooischriften, maar is later ook behandeld in het boek van T.
Moronnier & Troy (1925). Laatstgenoemden stelden ook voorschriften op
voor tal van rnelkprodukten. Vooral het scheidingsniveau tussen de vloeistoffen
bleek van belang is dit te hoog of te laag, dan krijgt men licht te lage vitkom-
sten. Te weinig alcohol, evenals te weinig water bij geconcentreerde produkten,
geeft emulsies bij het schudden. Te veel alcohol veroorzaakt te hoge vitkomsten,
De sterkte van de ammonia is van minder belang, Pe methode van MoJONNIER
is bedoeld als een praktijkmethode. Veel uit de voarschriften is evenwel over-
genomen voor de basismethode, maar niet: het twee maal uitschudden en twee
maal toevoegen van alcohol.
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Een onderzoek van RapEMA & MULDER (1948) is de basis geworden voor het
huidige Nederlandse voorschrift. Zij stelden vast: _
a. Het is noodzakelijk de melk af te wegen in het extractievat, i.v.m. de ge-

wenste nauwkeurigheid.

b. Het beste extractievat is de mojonnierbuis.

c. Drie extracties zijn noodzakehjk (Hoewel het verdehngsquotlent voor de te
extraheren stoffen zeer gunstig is, is het niet oneindig groot.) ~

d. Filtreren van de vetoplossing is overbodig, en geeft bovendien fouten door
bevriezen van het filter en achterblijven van vet.

¢. Het gewicht van het lege vetkolfje moet achieraf worden vastgesteld, na

uitspoelen van het vet met petroleumether. Er blijft dan n.l. steeds enig niet

vetachtig residu achter.

De duploverschillen kunnen kleiner dan 0,019 zijn.

g. Uitschudden met een mengsel van ether en petroleumether geeft te lage uit-
komsten.

™

2.2, PRAKTISCHE UITVOERING

2.2.1. De hoeveelheden reagens

Rapema & MULDER (1948) gaven in hun voorschrift aan: 10 ml melk, 2 ml
ammonia, 10 mt alcohol, 25 ml ether en 25 ml petroleumether; bij de 2e en 3e
extractie 15 ml van beide vetoplosiniddelen. Door ons is voor elke maal uit-
schudden 20 ml ether en petroleumether genomen, Dit is wat handiger met het
oog op automatisch afimeten en de kans op vergissingen.

De mojonnierbuis is zo gemaakt, dat na het afgieten ruim 22 ml vloeistof
achterblijft. Het scheidingsniveau van beide fasen is evenwel niet constant. Deze
niveaus zijn enkele malen bepaald. De resultaten zijn samengevat in tabel 1,
(Hierin zijn tevens uvitkomsten bij andere proefomstandigheden gegeven ter
vergelijking. In 3.1. komen deze weer ter sprake.)

Taser 1. Het scheidingsniveau in de mojonnierbuis onder verschillende omstandigheden.

ml water 12 10 10 8
ml ammonia 25 %, _— 2 - -
ml zoutzuur - - 2 6
ml ethanol 96, 10 10 10 8
ether + | ether + cther + ether +
Na schudden met 20 ml: ether 20 ml ether 20 m1 ether 20 ml ether 20 ml
petr. ether petr. ether petr, ether petr. cther

Volume onderste laag:

in ml bij le extr. 17 20,5 16 19 25 22 28,5 24

in ml bij 2e extr. - 16,5 17 Is 16 21 19,5 27 23

in m! bij 3e extr, 15 15,5 i4 14,5 18 17 25 21,5

Opm. Na elke extractie is het mengsel zo scherp mogelijk afgeheveld, alvorens voor de vol.
gende maal ether werd toegevoegd.

Diéthylether is goed oplosbaar in sterke zuren, maar slecht in basen of zout-
oplossingen. In zuur milieu gedraagt ether zich als een base (HERMANS, [952):
{CoHg)pO + HCl =2 {(C,H),0H}* + CI.
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Gezien dit feit en gezien de geringe mengbaarheid van water met een ether-
petroleumether-mengsel, kunnen uit tabel 1 de volgende conclusies worden ge-
trokken;
1° Bij afwezigheid van zuren of basen lost een deel van de alcohol in ether op;

door toevoegen van petroleumether wordt dit slechts ten dele te niet gedaan.
2° Bij aanwezigheid van ammonia verdwijnt meer alcohol uit de waterfase.
3° Bij aanwezigheid van zuur lost ook alcohol in de etherfase op, maar boven-

dien veel ether in de waterfase; dit laatste is sterker bij grotere zuurconcen-
tratie.

Alcohol is ook enigszins oplosbaar in petroleumether. Als 10 ml water -+ 2l
amimonia 4 10 ml alcohol uitgeschud wordt met 40 ml petroleumether, ver-
dwijnt ongeveer 0,5 ml alcohol uit de waterfase. Is in plaats van ammeonia sterk
zoutzuur azanwezig, dan blijft het scheidingsniveau evenwel constant. Boven-
staande gegevens betreffende de verdeling van alcohol over de beide fasen lijken
het gemakkelijkst verklaarbaar, als men aanneemt dat de alcohol in de water-
fase zich onder deze omstandigheden als een base gedraagt.

Nemen wij even aan, dat bif RG na 1 maal uitschudden met ether en petro-
leumether al het vet in de etherfase is overgegaan, en verder dat de vetoplossing
steeds tot een niveau van 22,5 ml wordt afgeschonken. Nu kan uvit de gegevens
van tabel 1 berekend worden, welk deel van het vet bij elke extractie verzameld
wordt, In feite zal men vaak tot een wat lager niveau kunnen afschenken, maar
daar staat tegenover dat vet in de waterfase achterbliift. Daarom is ook enkele
malen bepaald hoeveel vet per extractie gewonnen wordt. De berekende en
bepaalde waarden staan in tabel 2. Tevens werden de scheidingsniveaus be-
paald indien 11 ml water + 2 ml amimonia +4- 11 ml alcohol 3 maal werd uit-
geschud, waarbij voor de derde maal afschenken het niveau met water omhoog
werd gebracht tot 21,5 ml. De hieruit berekende waarden staan ook in tabel 2.

TageL 2. Het gedeelte van het vet, dat met RG bij elke afzonderlijke extractie wordt verkregen,
in procenten van het totaal.

:ﬂd:lﬁ‘zgelangllﬁfg} Zelfde methode. Methode met 11 resp, 11 ml,
hol. Waarden bere- Gemiddelde waarden| waarbij voor de 3¢ maal af-
kend naar die van | Y20 3 bepalingen 'schenken het niveau omhoog
tabel 1 op melk is gebracht. Berekende waarden

1e extractie - 91,8 92,1 96,8

2e » 7,1 7,0 2,9

e, 0,9 0,7 0,29

rest © 0,2 02 0,01

Geconcludeerd kan worden, dat de eerste methode (10-2-10) zonder meer
niet geheel voldoet: het gevonden vetgehalte kan tot 0,01 % te laag ziin, door
achterblijven van vet in het restvolume van de etherfase. Bij de tweede methode
(11-2-11 met water toevoegen) is niet te verwachien dat een weegbare hoevecl-
heid achterblijft. Daarom is deze procedure door ons steeds gevolgd.

SeUss c.s. (1955) bepaalden dat het verschil in gevonden vetgehalte bij 3
versus 2 extracties 0,05-4-0,006% was. Gezien zij de methode ,,10-2-10" ge-

bruikten, is deze uvitkomst goed in overeenstemming met bovenstaande gege-
vens. -
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2.2.2. Het extraheren

In sommige voorschriften wordt aangegeven na het toevoegen van ammonia
en alcohol ¢ schudden. Ons bleek evenwel dat alleen mengen steeds voldoende
is, zoals ook verwacht kan worden, gezien de mengbaarheid van de vloeistoffen.
Maar ook bleck dat lang of krachtig schudden met de vetoplosmiddelen beslist
onnodig en zelfs ongewenst is, Bij daartoe verrichte proeven werd geen ver-
schil in vetgehalte gevonden indien 20 dan wel 60 seconden werd geschud.
Enkele malen omkeren van de mojonnierbuis is zelfs voldoende. Bij krachtig
schudden ontstaat bovendien gemakkelijk een emulsie, die lastig te ,,breken” is.

Indien niet te lang of te krachtig wordt geschud, is een ontmengduur van
5 minuten voldeoende. Wij vonden geen verschil in vetgehalte als 30 inplaats van
5 minuten werd gewacht. Het verdient wel aanbeveling de mojonnierbuizen
na het ontmengen te centrifugeren, om druppels waterfase van de glaswand te
verwijderen.

Het is het beste, het gedroogde en gewogen vet achterafl met petroleumether
uit de kolfjes te spoelen (RADEMA & MULDER, [948). Men kan dan zien of even-
tueel wat van de waterfase mee is afgeschonken, (In zo'n geval moet de bepaling
als mislukt worden beschouwd). Bovendien blijft steeds enig niet vetachtig resi-
du in het kolfje achter, zij het zeer weinig: 0,1 of 0,2 mg. Indien bij het extra-
heren te hard of te lang werd geschud, is dit evenwel meer, b.v. 1 mg, zelfs indien

- een wat langere ontmengduur werd aangehouden.

KoNinG & Mooy (1916a) wezen er op, dat bij melk van oudmelkse koeien het
eiwit onvolledig oplost bij de bepaling. Zij namen stellig aan dat de uitkomsten
dan onbetrouwbaar zijn. Dit verschijnsel is tijdens ons onderzoek één maal
voorgekomen. Mogelijk was het gevonden vetgehalte toen iets te laag.

2.2.3. Het verwijderen van de oplosmiddelen

Het destilleren dient allicht voorzichtig t¢ gebeuren, daar anders verliezen aan
vet kunnen optreden. Hoewel het mengsel alcohol bevat, gaat deze vrijwel ge-
heel mee over. Indien onvolledig wordt afgedampt is cen explosie in de droog-
stoof tijdens het drogen niet denkbeeldig.

Toch dient men het afdampen niet te lang voort te zetten, tenminste wanneer
kookplaten of electrische verwarmingsmantels e.d. worden gebruikt. Zodranog
vrijwel alleen vet over is, kan de temperatuur hiervan snel stijgen, b.v. tot 160°C
in 6 minuten. In zo’n geval worden onbetrouwbare gehalten gevonden. Bij een
daartoe gedaan proefje, waarbij slechts 2 minuten te lang werd verhit, bleck het
gevonden vetgehalte van melk 0,013 9 lager te zijn. Een verlies van 0,008 97 trad
op door verdamping van bestanddelen; 0,005%, bleef achter in het kolfje, niet
oplosbaar in petroleumether. In deze rest werd kwalitatief gereageerd op glyce-
rol en op oxyvetzuren (reactie op acroleine na verhitten met bisulfaat, resp.
reactie met sym-diphenylcarbazide; FEiGL, 1956). Beide reacties waren positief.
Het zuurgetal van het vet was 10,6 meq./100 g, dat van het niet oververhitte
slechts 2,5. Er treedt dus splitsing en oxydatie op. Er zal gewichtsverlies zijn
door verdampen van vetzuren en door achterblijven van glycerol, oxyvetzuren
en mogelijk andere reactieprodukten. Hierbij verandert het vet van kleur.
Zodra het een abnorinaal donkere tint heeft, dient men de bepaling als mislukt
te beschouwen.

Ook aan het drogen dient aandacht te worden besteed. Fig. 1. geeft het tem-
peratuurverloop weer in de gebruikte droogstoof. Andere stoven bleken minder
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Fic. 1. De temperatuur in een Heraeus droogstoof (type RB300), gemeten met thermokoppels,
wijzing van de thermometer van de stoof,
2: Temperatour ongeveer midden in de stoof,
3: Temperatuur hoger in de stoof.
4: Temperatuur in een liggend kolfje van 250 ml, juist naast 3.
5: Temperatuur van 0,4 g vet in dit kolf je.

droogstoof is, dan is 1 yur drogen van het vet steeds voldoende, mits ook de

volgende voorwaarden vervuld zijn;

1° De oplosmiddelen moeten vooraf vrijwel volledig zijn afgedampt. _

2° Er dient niet meer dan ongeveer 3/, g vet in een kolfje te zijn, Afneming van
gewicht bij voortgezet drogen werd gcconstateerd, indien meer dan 1gvet
aanwezig was, ,

3° De ventilaticopeningen van de droogstoof moeten open ziin,

4° De stoof moet vooraf op temperatuur zijn (102...105 °C) en mag na het
vlug inzetten van de kolf Jjes niet meer tussentijds geopend worden,

Verscheidene malen werd gecontroleerd of een uyr drogen voldoende is;
nooit werd afnemen van gewicht gevonden bij langer drogen, Tevens werd na-
gegaan of vervluchtigen van bestanddelen Optreedt, indien slechts een kieine
hoeveelheid vet aanwezig is, zoals bij het onderzoek van centrifugemelk. Het

toevoegen van een gewogen hoeveelheid gedroogd botervet, bleek evenwel niet
tot hogere uitkomsten te leiden. S S o
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Het is denkbaar dat toenemen van het gewicht optreedt door oxydatie van
het vet. TERRIER (1949) deelde mede dat een toeneming tot 1% van het gewicht
van het vet kan optreden, als de gebruikte ether peroxyden bevat. (Overigens
kan dit ook veroorzaakt zijn door achterblijven van de etherperoxyden zelf).
Indien de ether na destilleren in het donker wordt bewaard, zijn geen moeilijk-
heden te verwachten. Enkele malen werd het peroxydegetal van het vet bepaald
{methode van SABALITSCHKA, 1941). Het vari€erde van 0,02 tot 0,05 mg O/g vet.
Hoewel meer zuurstof opgenomen kan zijn, dan die aantoonbaar als peroxyde,
is het toch onwaarschijnlijk dat een weegbare toeneming optreedt.

2.2.4. Het wegen

Het lastigste deel van de bepaling is waarschijnlijk het nauwkeurig bepalen
van het gewicht van het vet. Men verkeert n.l. in de ongunstige omstandigheid
een kleine hoeveelheid stof (ong. 400 mg) te moeten wegen in een relatief grote
kolf (gewicht ong. 100 g). Kleine verschilien in temperatuur en luchtvochtigheid
hebben een grote invloed op het resultaat. Men dient daarom steeds als tegen-
wicht een kolfje te nemen van de zelfde vorm en grootte, dat dezelfde verwar-
mings- en afkoelingsweg heeft doorlopen. Na het drogen dient men tenminste
een uor te laten afkoelen. Acclimatiseren van de kolfjes in de balanskast zou
ideaal zijn. Daar dit doorgaans niet mogelijk is, dient het dan zo dicht mogelijk
bij de balans te gebeuren. De balanskast dient v66r het wegen ook geruime tijd
open te staan; hierbij verdient het aanbeveling dat er enige luchtcirculatie in
het vertrek is. Zelfs dan kunnen nog merkbare afwijkingen voorkomen bij het
wegen van meerdere kolfjes direct na elkaar, n.l. indien de temperatuur in het
weegvertrek meer dan enkele tiende °C per vur varigert, of wanneer de analyst
te lang achter de balans zit (fanger dan b.v. een kwartier), waardoor de laatste
in temperatuur stijgt t.g.v. de lichaamswarmte van de eerste.

Uit het bovenstaande zal duidefijk zijn, dat het laten afkoelen van de kolfjes
in een glazen exsiccator geheel verkeerd is.

Bij lage luchtvochtigheid kan men de glazen kolfjes licht electrostatisch op-
laden door wrijving. Hierdoor kunnen wel weegfouten ontstaan van een paar
ing, soms zelfs tot 100 mg toe. Het is mogelijk dat de aluminium mojonnier-
schaaltjes, voor wat betreft moeilifkheden met het wegen, voordeel bieden
boven glazen kolfjes.

2.2.5. De blanco waarden

De gebruikte ether, petroleumether en alcohol dienen voor gebruik gedestil-
leerd te worden. Laat men dit na, dan blijkt het vaak onmogelijk het vet tot
constant gewicht te drogen. Er kunnen stoffen in aanwezig zijn, die enigszins
door het vet worden vastgehouden. Vandaar dat het bovengenoemde destilleren
dient te geschieden over vet of paraffine. Tevens dient men steeds een flinke
hoeveelheid vlceistof in de destilleerkolf te laten,

Bij het uitvoeren van blanco bepalingen dient dus ook steeds een gewogen
hoeveelheid zuiver vet in het kolfje aanwezig te zijn. Indien de oplosmiddelen
op de juiste wijze zijn gezuiverd, is de blanco waarde steeds te verwaarlozen.
Deze werd geregeld bepaald: de gevonden gewichtsvermeerdering van het vet
variéerde van -0,1 tot 4+ 0,2 mg. . o
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2.2.6. Voorschrift

Tenzij anders is vermeld, is in het navolgende steeds gebruik gemaakt van het
voorschrift vastgelegd in de norm NEN 1308 (1960), met de volgende afwij-
kingen of preciseringen:
1° In plaais van 10 werden 11 ml melk en alcohol gebruikt,
2° Er werd uitgeschud met 20 ml ether en 20 ml petroleumether,
3° Bij het extraheren werd gedurende 20... 30 secconden niet te krachtig geschud.
4° Na 5...10 minuten ontmengen werd gedurende enkele minuten gecentrifu-

geerd bij ong. 500 t.p.m.

2.3. VET EN VETACHTIGE STOFFEN

2.3.1. Botervet

Wanneer gesproken wordt over het vetgehalte van melk e.d., verstaat men
thans in het algemeen onder ,,vet”: vet + vetachtige stoffen. Dit zijn dan voor-
namelijk: botervet (tri-vetzure esters van glycerol), vrije vetzuren, fosfatiden
en sterolen (al of niet veresterd). Carotenen, xanthofyl e.d. zijn kwantitatief te
verwaarlozen. Qck het gehalte aan sierolen van melk is zeer laag: 0,010...
...0,015% (MuLDER & ZUIDHOF, 1958), Volgens MULDER (1942) worden ste-
rolen bij RG mee gegxirabeerd, wat bevestigd kon worden. Een eventueel in ge-
ringe mate achterblijven er van zou bovendien geen duidelijke invloed op het
gevonden vetgehalte hebben.

Botervet in water wordt veelal gebruikt als ,,blanco’ ter controle van de op-
losmiddelen. Het is dus waarschijnlijk dat het geheel wordt geéxtraheerd, wat
bevestigd kon worden. Ook wanneer het werd toegevoegd aan ondermelk bleek
dit het geval te zijn. Men dient echter het vet vooraf te drogen, daar het door-
gaans ong. 0,2%/ water bevat. Een zestal malen werd ong. 400 mg uitgesmolten,
gedroogd botervet aan |1 ml ondermelk toegevoegd en het geheel onderzocht
volgens RG. Het verlies bedroeg 0,2....1,2 mg. Het botervet had cen zuurgetal
van ong. 1 meq./100 g vet. In verband hicrmee was een verlies van 0,6....0,7 mg
te verwachten (zie 2.3.2.). Er kan dus worden geconcludeerd, 'dat onder deze
omstandigheden geen verlies van vet optreedt. Het is niet geheel zeker dat dit
voor melk opgaat, gezien de andere wijze van voorkomen van het vet. Na 3 maal

extrahere:‘n kon evenwel in de waterfase vrijwel geen vet meer worden aange-
toond (zie 2.5.4.).

2.3.2. Vrije vetzuren

Over de extractie van vrije vetzuren bij de methode van MoJONNIER is al vrij
veel bekend, BIRD & BREAZEALE (1931) constateerden dat het zo gevonden vet-
gehalte van ranzige boter te laag is, en wel in een mate, ongeveer evenredig aan
het zuurgetal van het vet. HOLLAND (1938) nam waar dat het vetgehalte van
rauwe melk, bepaald met de methode van MOJONNIER, bij bewaring afnam,
b.v. 0,37 in 14 dagen. Gepasteuriseerde melk vertoonde dit verschijnsel niet.
Gourp (1941) onderzocht dit verder. Hij liet in melk vetsplitsing optreden door
deze rauw te homogeniseren, ¢n bepaalde dan op verschillende tijdstippen het
vetgehalte en het zuurgetal van het vet. Dit laatste werd bepaald in door karnen
verkregen vet. Als men aanneemt dat in dit vet ongeveer 65 mol- %, van de totale
hoeveelheid vetzuur terecht komt (TARASSUK & FRANKEL, 1954) en men-het
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gemiddeld equivalentgewicht van de zuren op 240 stelt, kan men uit de gegevens
van GOULD berekenen, dat 60....90% van de gevormde vrije vetzuren bij de
bepaling verloren ging.

STARR & HERRINGTON (1941) extraheerden mengsels van vetzuren in aan-
wezigheid van vet en bepaalden zo hoeveel ervan teruggevonden werd bij de
methode van MoJonNIER. Dit bleek 20....309% te zijn. Tevens werden enkele
zuren afzonderlijk onderzocht. De teruggevonden hoeveelheid variderde van
nihil voor boterzuur, tot 27,59 voor oliezuur. Bij extractie van vetzuren in water
met organische oplosmiddelen, stijgt de opbrengst met het molecuulgewicht.
‘VYolgens ARCHIBALD (1932) neemt de logaritme van het verdelingsquoti€nt
evenredig toe met het aantal C-atomen van het vetzuur (verzadigd, onvertakt).
" STARR & HERRINGTON (1941) gingen tevens na in hoeverre verdampen van
vetzuren tijdens het drogen bijdraagt tot het verlies. Bij deze proeven werd weer
vet toegevoegd. Vooral de lagere vetzuren bleken voor een groot deel te ver-
dampen, boterzuur zelfs geheel Door ons werd dit eveneens nagegaan; de uit-
komsten zijn samengevat in tabel 9. STarrR & HERRINGTON vonden wat grotere
verliezen, maar afdampen en drogen geschieden bij de methode van MOJONNIER
wat anders, dan bij RG gebruikelijk is. Bovendien gebruikten zij vrij grote hoe-
veelheden van de vetzuren, n.l. 40....400 mg per bepaling. (Bij onze proeven
werd met 1....2 mg vetzuur of met 10....15 mg mengsel van vetzuren gewerkt).
Zo vonden zij ook een grole invlced van wel resp. niet aanwezig zijn van ong.
500 mg vet, b.v. bij palmitinezuur een verlies van 8 resp. 42%.

Er werden nog enkele experimenten gedaan met een botervethydrolysaat.
Met RG bleek 32....35%, van de toegevoegde vetzuren te worden bepaald, dus
wat meer dan STARR & HerriNGTON vonden. Het verschil is waarschijnlijk ver-
oorzaakt door het 2 versus 3 maal extraheren en door de verschillende omstan-
digheden bij het drogen. Uitkomsten van SCHWARZ & WOERNER (1960) zijn
goed in overeenstemming met de onze. Zij vonden van toegevoegd palmitine-
en oliezuur globaal 40%; terug met RG.

Bij enkele droogproeven bleek nog, dat van ongeveer 15 mg aan vet toege-
voegd mengsel van vetzuren 0,5 mg minder verdampte, dan wanneer geen vet
werd toegevoegd.

Concluderend kan dus worden gezegd, dat ongeveer 2/; van het gewicht aan
vrije vetzuren vertoren gaat. Dit houdt in dat bij verse meik, waarvan het zuur-
getal van het vet 1....2 meq./100 g vet is, het gevonden vetgehalte 0,005....
..0,012% ,.te laag™ is. Bij volveite kaas met een zuurgetal in het vet van 10, kan
dit b.v. 0,5% ,.te laag™ zijn, of ongeveer 0,8% in de droge stof.

STARR & HERRINGTON (1941) veronderstelden dat de extractic van vetzuren
onvolledig is door de geringe dissociatie van de NHy-zouten bij hoge py. (De
pu van de waterfase bij RG is ong. 10,5; de meting in sterk alcoholisch milieu is
echter niet erg betrouwbaar). Het is echter zeer waarschijnlijk, dat de vetzure
zouten bij hoge py juist goed gedissocigerd zijn.

Bij vloeistof-vloeistof-extractie is de delingscoéfficiént Kp, d.w.z. de verdeling
van een stof in één bepaalde vorm over de organische fase {o) en de waterfase
{w), in het algemeen zeer weinig afhankelijk van milieu-omstandigheden
{MorrisoN & FREISER, 1957} Maar men is doorgaans meer geinteresseerd in
het totale verdelingsquotiént ¢, waarin alle wijzen van voorkomen van de stof
zijn betrokken. Nemen wij als voorbeeld een organisch zuur HAc, dat in water

ten dele dissociéert:
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: HAc S HY + Ac™.
De ionisatieconstante is:
[H*]. [AcT]
' [HAc]
Als we nu associatie en dissociatie in het organisch oplosmiddel verwaarlozen
dan is:
[HAC]O KD

= = , Bezien:
[HAclw+ [AcT]ly 1+ Ky/[HY]

Kp = [HAc]o/[HAC]y

Boterzuur b.v. heeft K; = 1,5 x 1075 (waarschijnlijk is K; voor andere vet-
zuren ongeveer gelifk: MARKLEY, 1947). Nuis b.v. bij py = 10, ¢ = 0,67Kp X
% 10~®en bij pg = 4, 0 = 0,87 Kp. Bij zeer lage py (b.v. bjj de methode SBR,
Pu<< 2) is Q ongeveer van de orde van grootte 10. Het is dus duidelijk dat bij
RG vrijwel geen vetzuren als ongedissociderd zuur worden geéxtraheerd.

Associatie van vetzuren onderling is onwaarschijnlijk, gezien de zeer geringe
concentratie. Bovendien schijnt associatie bij vetzuren weinig op te treden onder
deze otnstandigheden, daar het verdelingsquoliént bij vloeistof-vloeistof-extrac-
tie zeer weinig afhankelijk is van de concentratie (ARCHIBALD, 1932).

De vetzuren zullen dus voornamelijk ge&xtraheerd worden als ammonium-
zepen of als ionen. Maar de dissociatie in het organisch oplosmiddel is waar-
schijnlijk zeer klein. (Bovendien zullen bij het extraheren van anionen tevens
kationen moeten overgaan). In de literatuur werden geen gegevens gevonden
over de oplosbaarheden van ammoniumzepen, wel van vele andere zepen (zie
o.m. JAacopsoN & HOLMES, 1916). In het algemeen zijn zepen van alkalimetalen
goed oplosbaar in water, slecht in organische vlceistoffen. In dit verband is het
interessant, dat STark & HERRINGTON (1941) vonden, dat in het geheel geen
vetzuren worden ge€xtraheerd, als LiOH i.pl.v. ammonia als base wordt ge-
bruikt bij de methode van MoJsoNNIER. Verder werd door ons gevonden, dat
toevoegen van 100 mg NaCl aan de waterfase, behalve de gebruikelijke 2 ml
25%, ammonia, niet ten gevolge heeft dat een geringere hoeveelheid vetzuren
wordt vitgeschud.

Dit alles onderstreept het feit, dat de zuren als NH,-zepen worden geéxtra-
heerd, niet als ionen, en niet geassocigerd. (Tijdens het drogen in de stoof ver-
dampt weer NH,, zodat dit daarna niet meer in het vet kan worden aangetoond).

2.3.3. Fosfatiden

Het is algemeen gebruikelijk het fosfatidengehalte van melk e.d. te bepalen,
door het fosforgehalte in het volgens RG verkregen vet te bepalen. Hierbij
. neemt men dus aan, dat alle fosfatiden geéxtraheerd worden, en in ’t geheel geen
andere P bevattende stoffen. (Zie b.v. HORRALL, 1935). Dat het vet geen meet-
bare hoeveelheid anorganisch gebonden P bevat, kon bevestigd worden.

De P-bepalingen werden verricht volgens het voorschrift van MULDER c.s.
§1957). Het laatste decl van deze methode (kleurontwikkeling met molybdaat)
is gebaseerd op die van ScugrL (1936). Hierbij is de concentratie aan zwavelzuur
in de oplossing van groot belang. Om een grotere hoeveelheid van het destruaat
te kunnen nemen, werd nagegaan of een extra hoeveelheid zwavelzuur onscha-
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delijk gemaakt kon worden door neutralisatie met natronloog. Inderdaad bleek
-dat zo volkomen juiste nitkomsten verkregen worden, met het voordeel van een
veel grotere nauwkeurigheid bij lage P-gehalten in het vet. Als fosfatiden-
gehalte werd genomen P-gehalte x 26,

RG-bepalingen op fosfatiden geven soms moeilijkheden, doordat het ., vet” een
enkele maal niet geheel in petroleumether oplost. Deze ,,vlokjes” komen soms
ook voor bij het onderzoek van karnemelk. De nauwkeurigheid lijdt eronder.
De oorzaak van dit verschijnsel is vrij duister, aangezien soms van twee duplo’s
die op precies dezelfde wijze zijn uitgevoerd de één wel, de ander geen moeilijk-
heden geeft.

VAN Duin (1957) vond, dat wanneer RG werd uitgevoerd op waterige sus-
pensies van fosfatiden, de extractic zeer onvolledig was. Slechts ongeveer de
helft van het aanwezige P kwam in het extract. De opbrengst kon sterk verbeterd
worden door toevoegen van zouten aan de suspensies, of door ipl.v. ammonia
een buffer van onverschillig welke pyy te gebruiken. Waarschijnlijk speelt hier
dus de concentratie aan electrolyten een rol. De bovenstaande ervaringen kon-
den worden bevestigd, zodat bij proeven met fosfatidenpreparaten steeds keu-
kenzout werd toegevoegd. 0,55 NaCl in de suspensie bleek nog onvoldoende;
steeds werd 1....29% zout gebruikt.

De eerste proeven werden met eifosfatiden gedaan. Het gebruikte preparaat
bevatie overwegend lecithine en verder waarschijnlijk nogal wat sfyngomyeline,
Het was vrijwel vrij van vet en niet verder te zuiveren door neerslaan met aceton.
De molaire N/P-verhouding was 1,13. Een bepaling volgens RG op een suspen-
sie in zoutoplossing bleek b.v. een ,,vetgehalte™ van 879 te geven. Van het
aanwezige P werd evenwel slechts 71 7 geéxtraheerd. Het leek dus niet onwaar-
schijnlijk, dat de fosfatiden aangetast worden. Daarom werd nagegaan of de
gevonden gehalten verminderen, als de tijdsduur gedurende welke ammonia
kan inwerken, langer wordt genomen. Gevonden werd b.v. bij snel vitvoeren
van de bepaling: 97%, ,,vet”, na 18 uur inwerken: 85%. De gehalten voor ge-
#xtraheerd P waren 80 resp. 52 9. Bij cen ander experiment nam het gevonden vet-
gehalte in 22 vur af van 90 tot 73 %, het ge€xtraheerde P van 71 tot 37%;. Het
is dus duidelijk dat afbraak van fosfatiden optreedt.

Aangezien dit misschien gevolgen kan hebben voor het gevonden vetgehalte
van fosfatidenrijke produkten, werd enig onderzoek gedaan met karnemelk
{van zoete room). Hierbij werd dus het vetgehalte bepaald, enerzijds zo snel
mogelijk werkend, anderzijds na lange tijd inwerken van de ammonia. Soms
werd een duidelijke afneming gevonden, n.l. éénmaal 0,058 %] na 18 uur en één-
maal 0,021 % na 20 uur, soms was er nauweluks een significant verschil. Eén-
maal werd het fosfatidengehalte bepaald, dat in 7 uur met 0,030%; afnam. Het
fosfatidengehalte is evenwel P-gehalte x 26. Gezien de proeven met eifosfatiden
zou dit op een veel geringere afneming in vetgehalte neerkomen, b.v. 0,01 7.
Hoewel dus geen duidelijke uitspraak kan worden gedaan, lijkt het toch bij
bepalingen volgens RG aan te raden, niet te lang te wachten met extraheren na
het toevoegen van de ammonia.

Bij de bovenvermelde proeven bleck tevens, dat het geen verschil maakt of
alleen ammonia, dan wel tevens alcohol inwerkt, voor wat betreft de gevonden
afneming. Volgens DESNUELLE (1952) is nog weinig bekend over de hydrolyse
van fosfatiden in basisch milieu. Het meest waarschijnlijk acht hij het afsplitsen
van vetzuren. Inderdaad konden in het RG-extract van eifosfatiden na aanzuren
vrije vetzuren worden aangetoond (reactie met rodamine-B en uranylacetaat;
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FrIGL 1956). Dit alleen kan evenwel de uitkomsten niet geheel verklaren, gezien
de grote discrepantic in afreming van gewichtshoeveelheid en van P, en gezien
de geringe extraheerbaarheid van vetzuren bij RG.

CHAPMAN (1928) voegde 0,1....0,25%; ,.cilecithine” aan karnemelk toe en
vond hiervan in het vet, verkregen met de methode van MOJONNIER, 52....93,
gemiddeld 76 % terug. FALKENHARN (1957) voegde eifosfatiden aan karnemelk-
poeder toe en vond na RG-extractie gemiddeld 80 ) terug. Deze vitkomsten zijn
dus wat lager dan de onze.

Proeven met eifosfatiden hebben evenwel weinig waarde voor het kwantita-
tieve aspect, daar het mengsel waar ze uit bestaan een geheel andere samenstel-
ling heeft dan bij melkfosfatiden, en ze bovendien veel meer en sterker onver-
zadigde vetzuren bezitten (zie b.v. RHODES & LEa, 1958; Koors, 1958). Daarom
werden enkele proeven gedaan met fosfatiden uit boterserum, geisoleerd volgens
de methode van Koops (1957). Het bezwaar is, dat zo’n preparaat nog enig vet
bevat (ong. 10%) en dat dus geheel uitgegaan moet worden van het P-gehalte
en de omrekenfactor. Het is wel mogelijk een geheel vetvrij preparaat te maken
(Koops, 1958), maar dit bevat onvermijdelijk wat silicagel, zodat een zelfde
bezwaar blijft gelden. Ook is het niet zeker dat de samenstelling van het prepa-
raat geheel overeenkomt met de werkelijk in melk voorkomende fosfatiden, al
springt het voordeel t.o.v. eifosfatiden in het oog.

4 verschillende preparaten') werden onderzocht: De gedxtraheerde gewichts-
hoeveelheid bedroeg 97....100%;, van het aanwezige P werd 95....99% terug-
gevonden. Dit geldt echter voor vers bereide fosfatiden. Van een twee weken
oud preparaat werd 95 % teruggevonden na extractie, van een 2 maanden oud
slechts 91 % en 88% van het P. Waarschijnlijk moet dit aan oxydatie van de
fosfatiden worden toegeschreven. Het is bekend, dat geoxydeerde fosfatiden
beter in b.v. aceton en slechter in b.v. petroleumether oplossen. _
Drie maal werd een bekende hoeveelheid fosfatiden aan ondermelk toegevoegd.
Teruggevonden werd 85, 77 en 86 9, in het laatste geval 80%, van het P. Hoewel
dus uit een suspensie in b.v. 1,59 NaCl de melkfosfatiden vrijwel volledig wor-
den geéxtraheerd, 1s dit niet het geval na toevoegen aan ondermelk. Dit is ook
in overeenstemming met de volgende proeven, waarbij het P-gehalte in het vet
van enkele melkprodukten werd onderzocht. Hierbij werd nagegaan de toe-
neming in P in het vet door toevoegen van 1....1,5% NaCl aan het monster. Bij
room bleek dit 20 en 169 te zijn, bij karnemelk 16, 14 en 15%, bij melk 15 en
119 De meest aannemelijke conclusie is dus, dat met RG de fosfatiden voor
ong. 85...90% worden bepaald, tenzij wat zout aan het monster wordt toe-
gevoegd, in welk geval vrijwel volledige extractie plaatsvindt.

2.4. DE WERKING VAN DE EXTRACTIEMIDDELEN
2.4.1. Discussie

Uit het in 2.2.1. behandelde is op te maken, dat het verdelingsevenwicht bij
de extrfg.ctie waarschijnlijk wordt bereikt. Bij enkele proeven bleek, dat na één-
maal uitschudden nog 0,007....0,010% vet in de waterfase aanwezig was, in
ieder geval dus heel weinig. Uit 2.2.2. blijkt tevens, dat het evenwicht zeer snel

bereikt wordt, daar kort en niet te krachtig schudden reeds voldoende is om het
vet te winnen,

1 Een van deze preparaten werd bereidwillig beschikbaar gesteld door Ir. J. Koops van het
»Nederlands Instituut voor Zuivelonderzoek™ te Ede.
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In het algemeen komt men bij vloeistof-vloeistof-extractie snel tot de even-
wichtstoestand, tenzij complicaties — zoals sterke emulsievorming — optreden
(zie b.v. CRAIG & CRAIG, 1950). Nu zijn bij RG complicaties te verwachten. Na
mengen van de melk met ammeonia en aleohol, is het vet nog dispers aanwezig.
Er treedt geen duidelijke coalescentie op, ook niet na b.v. een uur staan. De
vetbolletjes hebben dus nog steeds een zekere stabiliteit, waarschijnlijk {.g.v. een
grensvlaklaagje. Zodra echter een of twee slagen met ether wordt geschud, is de
waterfase helder geworden, en is dus geen grof dispers vet meer aanwezig: het is
in de ether opgelost. De grensvlaklaagjes blijken dus geen beleminering te zijn
voor het snel doen oplossen van het vet in de ether.

Petroleumether is dus niet nodig als extractiemiddel. Maar de verkregen
vetoplossing is nogal polair (ether en alcohol), zodat er ook nog vele niet vet-
achtige bestanddelen in oplossen (GOTTLIEB, 1892). Door het toevoegen van
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Fia. 2. RG zonder ether, toegepast op melk; de hoeveelheid vet per afzonderlijke extractie.

1: Schudden als bij RG gebruikelijk. _
2+ Wat langer schudden; bovendien is bij de le extractic twee maal geschud, met een

tussenpoos van 5 minuten. ) . _
31: Ongeveer te verwachten, als verdelingsevenwicht bereikt zou worden,
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petroleumether wordt dit laatste overwegend te niet gedaan. Ook bij deze ,,om-
gekeerde” extractie treedt snel evenwicht in.

Enkele malen werd nagegaan, hoeveel vet per extractie wordt uitgeschud als
de ether wordt weggelaten, en dus alleen petroleumether als oplosmiddel wordt
gebruikt (dubbele hoeveelheid, ter vervanging van de ether). Een voorbeeld van
de uitkomsten is gegeven in figuur 2. Opvallend is hierbij het maximum in lijn 1.
Dit effect is reproduceerbaar, mits men niet te lang schudt. Lijn 2 werd gevon-
den, indien bij de eerste extractic met een tussenpoos twee maal werd geschud,
wat langer dan gewoonlijk. Ook nu vertoont de lijn nog een knik. Het is duidelijk
dat het hier meer processen betreft dan een simpele vloeistof--vloeistof-extractie,
en dat o.m. tijd nodig is.

Zoals gezegd, moet het oplosmiddel het vet door een grensvlaklaagje heen
raken. Nu is dit vergemakkelijkt, doordat de aard van de oorspronkelijke op-
perviaktelaagjes is veranderd door toevoegen van ammonia en alcohol, met
als gevolg: oplossen van eiwit, verminderen van de grensvlakactiviteit van eiwit
e.d. en eventuele splitsing van lipoproteinecomplexen. Dit laatste is een bekend
probleem bij de extractie van lipiden uit bloed, weefsels etc. (GURD, 1960).
Tevens worden o.m. de fosfatiden ten dele gedehydrateerd, wat volgens sommi-
gen voor een goede extractic ervan noodzakelijk is (HoLwERDA, 1936). In elk
geval kunoen fosfatiden uit een ,,oplossing”™ in water niet zonder meer geéxtra-
heerd worden met een vetoplosmiddel, tenzij een alcohol wordt toegevoegd.

Volgens GURD (1960) speelt bij de extractie van vetachtige stoffen uit bloed
een gezamenlijk en gecombineerd reactief inwerken van ether &n alcohol een rol.
Tevens is de tijdsduur hierbij van belang. Het voornaamste punt is waarschijn-
lijk het splitsen van lipoproteinecomplexen. Deze beweringen lijken wel enigs-
zins toepasbaar op de RG-extractie, als men hierbij het cog heeft op het vooraf-
gaand en gedeeltelijk oplossen van de opperviaktelaagjes. Evenwel blijkt niets
van een duidelijke invloed van de tijdsduur. Bovendien zou petroleumether dan
in geringere mate dezelfde werking als ether kunnen hebben. Uit het volgende
zal echter blijken, dat deze redeneringen geen steek houden.

SaNDELIN (1941) stelde, dat men door RG zonder ether op ondermelk toe te
passen, daarmee het gehalte aan vet exclusief fosfatiden zou vinden. In elk geval
vindt men zo een lager vetgehalte, zoals hiervoor werd aangetoond. Bij onder-
melk werd door ons b.v. met RG een vetgehalte van 0,044 %, gevonden, met de
methode van SANDELIN 0,015 %, Dit verschil is te groot om het geheel aan fos-
fatiden toe te kunnen schrijven. SANDELIN geelt ook onvoldoende bewijs voor
zijn conclusie, dat het verschil hierin z'n oorzaak vindt. Daarom werd enkele
malen nagegaan wat het fosfatidengehalie in RG-vet, resp. ,,SANDELIN-vet”” was.
De proeven werden uitgevoerd op melk. De volgende resultaten, nitgedrukt als
procenten fosfatiden in de melk, werden verkregen:

RG ¢ 0,025 0,026 0,0319;
»SANDELINT: 0,026 0,026 0,033% _

Het is dus zeker niet zo, dat minder fosfatiden werden uitgeschud. (Bevestigd
werd dat geen anorganisch gebonden fosfor werd geéxtraheerd). Verder zijn
deze resultaten moeilijk in overeenstemming te brengen met de redenering,
waarbij de ervaringen met de extractie van lipiden uit bloed, min of meer op
RG werden toegepast. De voornaamste lipoproteinecomplexen die mogelijk in
melk aanwezig zijn, zullen waarschijnlijk fosfatiden bevatten. En voor de ex-

tractie hiervan, blijkt het nu juist geen verschil te maken of ether wordt gebruikt
of niet. ' :

16 Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 61 (8), 1-69 (1961}



Indien met een mengsel van ether en petroleumether wordt ge&xtra-
heerd, wordt een te laag vetgehalte gevonden (GoTTLEB, 1892; RADEMA &
MULDER, 1948}. Dit kon bevestigd worden: het vetgehalte van melk wordt dan
b.v.0,1....0,29% te laag gevonden. De extractie is dus vollediger dan bij afwezig-
heid van ether, maar nog steeds onvoldoende. Waarschijnlijk speelt dus de
polariteit van het oplosmiddel een rol,

Het leek de moeite waard om te proberen of een geringe toevoeging van
¢ther — voldoende om de waterfase er mee te verzadigen —, gevolgd door een
extractie met petrolenmether, een goed resultaat zou geven. IHet bleek evenwel,
dat bij toevoegen van tot 9 ml opklimmende hoeveelheden ether, geen scheiding
in twee fasen optrad. Werd 10 m) toegevoegd, dan scheidde zich een bovenste
laag van ong. 15 m! af. Hierin was echter niet het meeste vet aanwezig, hoewel
coalescentic van vetbolletjes optrad. Zelfs na schudden met 15 ml ether was
nog een soort roomlaagje tussen beide fasen waar te nemen. Bij toevoegen van
10 ml ether, gevolgd door 3 maal uitschudden met petreleumether, werd nog
0,02....0,05% vet te weinig gevonden. Het volume speelt dus ook een belang-
rijke rol. (Dit alles geldt slechts voor de eerste extractie, zoals hierna aangetoond
zal worden).

Door het gebruik van ammonia wordt de extractie verbeterd. Zonder -
ammonia wordt b.v. slechts 90 %, van het vet gewonnen, zoals uit enige proefjes
bleck. Volgens MoJONNIFR & Troy (1925) kan dit evenwel soms vrijwel 1009,
zijn. De voornaamste rol van de ammonia is wellicht het oplossen van het eiwit
en het verminderen van de grensvlakactiviteit ervan. Bij hogere py zullen de
aftracties tussen b.v. eiwitten en fosfatiden waarschijniijk geringer zijn (PAYENS,
1959).

Indien geen ammonia wordt toegevoegd, treedt bij het uitschudden een sterke
emulsievorming op, die mogelifk een volledig extraheren in de weg staat. De
emulgering kan zijn oorzaak vinden in een grotere grensvlakactiviteit van de
eiwitten, maar mogelijk ook in de aanwezigheid van caseinedeeltjes (CrRAIG &
CRrAIG, 1950).

Over de werking van de alcohol werd reeds het een en ander gezegd. Maar
. het gebruik van alcohol bij RG is waarschijnlijk in de eerste plaats toegepast,
om de zeer hardnekkige emulsies te voorkdmen, die anders bij het vitschudden
optreden. Dit maakt het bovendien vrijwel onmogelijk om experimenten te
doen met het weglaten van alcohol. Zo is dus de rol ervan in het mechanisme
van de extractie nog geenszins opgehelderd, evenmin trouwens het gedrag van
de vetoplosmiddelen. :

De kwestie betreffende de ionenconcentratie is al even genoemd onder 2.2.3.
en er wordt in 2.6. nog witgebreid op ingegaan.

2.4.2. Consequenties

in het licht van het bovenstaande lijkt het voor de hand te liggen, dat weinig
veranderingen aan de extractie tevens verbeteringen kunnen zijn. Men dient
echter te bedenken, dat het extractie-voorschrift alleen voor de eerste maal uit-
schudden zo nauw steekt. SEUSS ¢.5. {1955) vonden dat het geen invloed heeft
op bet vetgehalte, als bij de 2e en 3e extractie een mengsel van ether en petro-
leumether gebruikt wordt, i.pl.v. deze beide oplosmiddelen afzonderlijk.

Opgemerkt werd al, dat na 1 maal nitschudden, uil de waterfase nog slechts
0,007....0,010% vet kon worden geéxtraheerd. Verder werd bij cen proef, na
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1 extractie volgens voorschrift, de waterfase afgezonderd. Hieruit was met 2
maal extraheren volgens RG nog 0,0076 resp. 0,0072 9, vet te onttrekken; met
2 extracties met petroleumether nog 0,0072 resp. 0,0076 %, Tevens werd enkele
malen het vetgehalte van melk bepaald volgens RG en volgens de gewijzigde
methode {2e en 3e extractie zonder ether). Het verschil in vetgehalte was -0,001;
40,001 ; —0,003 en 0,000 %. De gewijzigde methode geeft dus waarsclujnhjk be-
trouwbare ultkomsten en heeft de volgende voordelen:
1° Het scheidingsniveau tussen de beide fasen blijft meer op constante hoogte.
2° Bij de derde maal uitschudden heeft men geen kans op emulsievorming,
zoals anders vaak voorkomt.
3° Als de methode al icts lagere uitkomsten geeft dan RG, is dit verschil waar-
schijnlijk te wijten aan niet vetachtige stoffen (zie hiervoor 2.5.4.).
Overwogen kan nog worden, RG verder te wijzigen door de derde extractie
weg te laten, en in plaats daarvan alleen na te spoelen met petroleumether. Het
een en ander zou getoetst moeten worden met een grote serie vergelijkende
analysen.

2.5. EXTRACTIE VAN NIET VETACHTIGE STOFFEN

2.5.1. Algemeen

GorTLiEs (1892) kon in het gewonnen vet geen spoor as of stikstof aantonen.
Aangezien toch fosfatiden worden gewonnen, kunnen de door hem gebruikte
analysemethoden niet erg gevoelig zijn geweest. Volgens PIEN & MAURICE (1932)
bevat het RG-vet van onderinelk veel niet-vet. Het merendeel hiervan is evenwel
fosfatide. Verder toonden zij lactose, eiwit en chloriden aan, gezamenlijk ong.
0,01%. Dit kan wel voorkomen, als de bepalingen niet geheel juist worden uit-
gevoerd. Er blijft na uvitspoelen met petroleumether steeds enig residu in de
vetkolfjes achter, maar dit is bij een correcte uitvoering slechts 0,001....0,002 %
(zie onder 2.2.2.). De opmerkingen van HOSTETTLER c.s. (1946) over de extrac-
tie van nict-vet, zijn kennelijk alleen gebaseerd op de u1tkomsten van PIEN &
MAURICE.

Wat kan men nu verwachten aan gextraheerde niet vetachtige materie, ge-

zien onze kennis van de samenstelling van melk? De bestanddelen die enigszins
in ether, en dus mogelijk in het mengsel met petroleumether, oplosbaar zijn, zijn
voornamelijk organische zuren. Het is echter vrijwel uitgesloten, dat uit het
basische milicn meer dan sporen ervan worden uitgeschud (zie 2.3.2.).
. Volgens Craic & CraIG (1950) kunnen amfotere stoffen en organische basen
veelal met organische oplosmiddelen uit een ammoniakale waterfase worden
geéxtraheerd. HaNkmSON & CoLE (1958) gebruikten een soort RG-procedure
voor de extractie van aminen uit melk. Melk bevat evenwel slechts geringe hoe-
veelheden aminen, welke dan nog overwegend viuchtig zijn, Qok ureum is op-
losbaar in ether. Bij enkele modelproefijes bleek dan ook, dat ong, 2% van het
aanwezige ureum wordt witgeschud. Gezien melk er slechts ong. 0,025% van
bevat, kan ook dit verwaarloosd worden, Misschien worden evenwel e1w1t—
achtlge stoffen voor een gering deel uitgeschud.

Het is bekend, dat in aanwezigheid van fosfatiden allerlei polaire stoffen met
apolaire oplosmiddelen kunnen worden geéxtraheerd (zie b.v. HANAHAN, 1960).
Dit betreft in het bijzonder suikers. Inderdaad kon suiker in het RG-vet worden
aangetoond (reactie met anilineacetaat op furanaldehyden na verhitten met
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fosforzuur; FEIGL, 1956). Sommige fosfatiden bevatten evenwel inositol. Ge-
zien de gevoeligheid van de reactie is het echter waarschiinlijk, dat het hier een
grotere hoeveelheid betrof, dan aan inositol kon worden verwacht, zij het toch
nog minder dan b.v. 0,001 %/ van het monster.

In plaats van het onderzoeken van het gedrag van allerlei stoffen afzonderlijk,
werd een vetvrije kunstmelk samengesteld, die vrijwel alle bekende, niet vet-
achtige bestanddelen uit melk bevatte, voor zover het gehalte ervan tenminste
enkele duizendste procenten is. Om een min of meer stabiele melk te verkrijgen,
werd de methode van MULDER & SCHIPPER (1959) gevolgd. Een moeilijkheid is
hicrbij om aan alle eiwitcomponenten te komen, en wel in een vetvrije vorm.
Daarom werd gebruik gemaakt van z.g. HAMMARSTEN-caseine en van eialbumine,
welke werden ontvet met een soort RG-procedure. Wat de eiwitfractie betreft
was de kunstmelk dus niet representatief. Het ,,vetgehalte” ervan bedroeg ge-
middeld 0,002 9. Dit was waarschijnlijk voor een deel nog werkelijk vet, door
,,besmetting” in het monster gekomen,

Het is bekend dat een samenstellende fractie uit caseine, de z.g. y-caseine,
goed oplosbaar is in alcohol. HAMMARSTEN-caseine zou nu juist deze fractie
missen. Daarom werd nog gebruik gemaakt van caseine, die na uitwassen met
water, niet was gedroogd met alcohol en ether. Op beide preparaten werd een
RG-bepaling uitgevoerd. Daar de caseines zeker nog ingesloten vet bevatten,
werd het cerste extract weggeworpen. De 2e t.m. 4e extractie gaven geen weeg-
baar residu. Als een deel van de caseine enigszins oplosbaar is in het ethermeng-
sel, is het zeer onwaarschijnlijk dat dit deel in z'n geheel met één extractie ont-
trokken zou worden. Waarschijnlijk komt dus niets van de caseine in het vet
terecht.

Het heeft weinig zin het stlkstofgehalte van het vet te onderzoeken, gezien bl_)
de bepaling ammonia wordt gebruikt. Daarom werd eerst geprobeerd of in
centrifugemelk hetzelfde vetgehalte werd gevonden, als iplv. ammonia
0,35 n NaQH werd gebruikt {dit geeft ongeveer dezelfde py aan het mengsel als
25% NH, doet). Bij twee bepalingen bleek het zo gevonden vetgehalte 0,001
resp. 0,002 %, lager, dus een gering verschil. Op het zo verkregen vet werd een
N-bepaling uitgevoerd (micro-kjeldahl). Het bevatte stikstof oversenkomende
met 0,0037....0,0051 meq./10 g ondermelk. Nu is uit ureum en fosfatiden ge-
middetd 0,0037 meq. N te verwachten. Het is dus niet waarschijnlijk dat veel
meer dan 0,001 meq. N in andere vorm aanwezig was. Indien dit eiwitachtig
gebonden zou zijn, kan het hoogstens met 0,001 9 vet overcenkomen,

Bij enkele proeven werd het vetgehalte van centrifugémelk bepaald volgens
RG. Tevens werd het RG-extract van dezelfde centrifugemelk afgeschonken in
mojonnierbuizen. Hierin werd drooggedampt, waarna water, zoutzuur en al-
cohol werden toegevoegd. Vervolgens werd uitgeschud met petroleumether.
Het was de bedeeling na te gaan, of een afneming in vetgehaite optrad, welke
afneming dan te wijten zou zijn aan niet vetachtige stof. Er werd alcohol toe-
gevoegd om het extraheren van de fosfatiden mogelijk te maken, en tevens om —
in samenwerking met het zoutzuur — eventuele lipoproteinecomplexen te splitsen.
Het sterk zure milieu was eveneens nodig om een volledige extractie van even-
tueel aanwezige vrije vetzuren te waarborgen. Bij de uitvoering werd zo snel
mogelijk gewerkt en niet verhit, om afbraak van fosfatiden te voorkomen. Dit
experiment werd 7 maal gedaan. De afneming in vetgehalte vari€erde van
-+ 0,006 tot —0,001 % en was gemiddeld 0,002 %;. Dit verschil is dus zeer genng,
en mogelijk niet eens geheel reéel.
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2.5.2. De grootte van het monster; hypothesen

StiGEN (1956) vond dat het volgens RG gevonden vetgehalte van melk toe-
neemt, naarmate het ingewogen monster kleiner is; de kleine monsters werden
met water tot het normale volume aangevuld. De stijging in vetgehalte verloopt
ongeveer hyperbolisch. Dit effect is wel algemener bekend, maar er is vrijwel
niet over gepubliceerd. Het treedt ook op bij andere melkprodukten. Betreffende
room verscheen een voorlopige publicatie van MULDER, HooGENDIIK & WAL-
sTRA (1959).

Ter verklaring van dit effect lijken een viertal veronderstellingen in aanmer-
king te komen:

ad. 1. Het effect is toe te schrijven aan een blanco waarde uit de reagentia of
aan weegfouten. Gezien de geringe blanco (zie 2.2.4.) en het feit dat nooit het
tegengestelde effect werd waargenomen, is dit onwaarschijnlijk.

ad. 2. Naarmate het monster meer verdund is, zou de extractie vollediger
zijn, b.v. door gemakkelijker ontsluiten van het vet. Gezien het reeds behan-
delde over de extractie (zie 2.4.1.) en de in 2.6. vermelde resultaten, is dit on-
waarschijnlijk. Bovendien zou men in dit geval zeker niet een hyperbolisch
verloop verwachien.

ad. 3. Gesteld dat een stof (stoffen) in de waterfase aanwezig is in niet opge-
loste vorm — of overwegend in niet opgeloste vorm -, b.v. micellair, welke stof
enigszins in het ethermengsel oplost. Dan zal men steeds een even grote hoe-
veelheid ervan in het extract kunnen verwachten, ongeacht de concentratie in
de waterfase, tenzij deze beneden gen zeker minimum daalt. Noemen we nu de
gedxtraheerde hoeveelheid x, de grootte van het monster m, en het gevonden
vetgehalte v, dan geldt v = w 4 100x/m, als w het voor ,,x” gecorrigeerde vet-
gehalte is. Als ,,.x” een niet vetachtige stof is, dan is w het ,,ware” vetgehalte.
De gevonden resultaten zijn goed in overeenstemming met deze hypothese.

ad. 4. Gesteld dat een stof (stoffen) y aanwezig is, waarvan het verdelings-
quotiént @ (org./water) toencemt met afnemende concentratie. De met één

extractie onttrokken hoeveelheid is dan een constante maal T'Q%'_% als [y] de
concentratie in het monster voorstelt. Nu is:
0.0yl
W == ¥—const. X ==,
g+1 :

Hoort bij m, een vetgehalte v, en een verdelingsquotiént Q, etc., en stellen we
O1(Qa+1)/Qp(Gh +1) = 1, dan is:

M=
: Toor-1

Nemen we nu aan dat @ kiein is t.o.v. 1, danis r 22 0,/Q, en gaat de formule
voor w ook ongeveer op voor 3 extracties. :

Een rekenvoorbeeld met getallen zoals ongeveer gevonden werden, geeft het
volgende: my= 2 g; vy=30,06%; my,= 0,2 g; v,= 30,60%. Volgens de ver-
onderstelling ad. 3 geeft dit: '

wo= (v - Vohitg)f(mmy — ) = 30,007

Nemen we aan b.v. r = 1,5, dan geeft de onderhavige veronderstelling
w == 28,987; r = 2 geeft w = 29,529, Gezien een verhouding 0,/0,>> 1,5 als
myfmy= 10 wel zeer onwaarschijnlijk is, zou dit dus inhouden dat (v, — w)
groter dan 19 vet zou zijn. Als dit waar was, dan was het allang gebleken uit
verschillen in uitkomst met andere methoden voor vetgehaltebepaling. Nu werd

als my = my.
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aangenomen dat Q klein zou zijn. Is dit niet het geval, dan wordt de berekening
wat ingewikkelder, maar ook zou de gesignaleerde discrepantie tussen v en w
nog groter worden en het geheel dus nog onwaarschijnlifker. Deze laatste ver-
onderstelling kan dus ook verworpen worden.

De derde hypothese is dus wel het meest waarschijnlijk. In het volgende zal
hier dan ook mee gewerkt worden. Het effect wordt uitgedrukt in de grootheid
x = 0,01 (v—w)m in mg. Als meer dan 2 monstergrootten worden genomen, is
het beter de lineaire regressie tussen v.m en m e berekenen. Dit vergt evenwel
veel meer rekenwerk. In 2.8.3. wordt een schatting van de onzekerheid in x ge-
geven.

2.5.3. De grootte van het monster; experimenten

Bij de bepaling van het vetgehalte van room wordt slechts een kleine hoeveel-
heid, b.v. 1 of 2 ml, als monster genomen, waarna met water wordt aangevuld
tot 10 of 11 ml Bij room is het verschijnsel dus van enig praktisch belang. De
grootheid x werd hier 5 maal bepaald: x = 0,9....1,2 mg. Hierbij inaakie het
geen verschil of het monster werd aangevuld met water, dan wel met een 1Y
zoutoplossing. Een voorbeeld van de vitkomsten is:

m=197g ¥=29,13%) . w=29,07%
my=026g V= 29,53"/0} rx= 1,2mg

Bij deze proeven werd meestal », in 3-voud en v, in 5-voud bepaald. Omaan te
tonen dat het vetgehalte hyperbolisch verloopt met de monstergrootte, is een
serie van meer punier: nodig, in het bijzonder punten voor zeer klcine monsters.
Hierbjj worden grote eisen aan de uitvoering van de proeven gesteld. In figuur 3
wordt een voorbeeld gegeven. De getrokken lijn werd verkregen door de lineaire
regressie van A (= m.v) als functie van m te bepalen. Hieruit volgde:

0,11 0,026
y = 24,974 4 0,016 11 £ 0026 o,
m
28
. Fi1G. 3. Het volgens RG gevonden vet-
x| gehalte van room, als functie
& van de grootte van het monster.
et De lijn is getekend voor v =
3 24,974 + 0,11/m.
(¥} L]
B a7}
-
-
o
25
L]
25k e e —mm——————— P I i oiTe—————e———S.

2 eHOEVEELHED ROOM (N g °
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De correlatiecoéfficiént tussen 4 en m was 0,99999877. De beide punten uit
figuur 3 voor m = 0,024 zijn bij de berekening van de regressievergelijking
buiten beschouwing gelaten. Hiervoor werd gevonden v = 27,2 resp. 27,77,
terwijl volgens de vergelijking v = 29,6 zou moeten zijn. Er werd al opgemerkt,
dat voor zeer kleine m zeker afwijkingen van de formule moeten worden ver-
wacht, daar een zekere minimum hoeveetheid van de stof x aanwezig moet zijn,
wil de veronderstelling opgaan. Uit het feit dat de gevonden waarden sterk af-
wijken, is tevens op te maken, dat hier een blanco-cffect geen rol van betekenis
speelt (hypothese ad. ).

Daar botervet volledig geéxtraheerd wordt (zie 2.3.1.) en niet verwacht kan
worden dat bij kleine hoeveelheden botervet meer dan 100 37 wordt gewonnen,
kan tnen bij modelproeven met verschillende hoeveelheden botervet in water
geen x-effect verwachten. Inderdaad bleek x = 0,0 mg te zijn. Proeven met in
ondermelk gegmulgeerd botervet mislukten, omdat het niet mogelifk was een
voldoend homogeen produkt te krijgen.

Twee maal werd een serie bepalingen gedaan met ,,gewassen room” (4 maal
met water ,,gewassen’’, daarna gchomogeniseerde room), De uitkomsten wor-
den gegeven in figuur 4. In beide gevallen was x = 0,6 mg, dus wat kleiner dan
bij de normale room. Waarschijnlijk is de stof x voornamelijk van de vetbolle-
tjes afkomstig. ’

3}
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Fic. 4. Het volgens RG gevoqglen vetgehalte van ,,gewassen’ room, als functie van de grootte
van het monster, De lijnen zijn getekend voor v == 28,77 + 0,061/m en voor
v = 26,08 + 0,060/m,

Indien ,,x” in het plasma is gelocaliseerd, zal men geen invloed van de mon-
stergrootte op het vetgehalte van room kunnen vinden, indien de room niet met
water, maar tnet ondermelk wordt verdund; vanzelfsprekend dient imen tevens
het vetgehalte van de ondermelk te bepalen en er voor te corrigeren. Maar ook
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indien de stof van de vetbolletjes afkomstig is, en in het weinige vet van onder-
melk nog in voldoende hoeveelheid, zou het effect moeten verdwijnen, Gevon-
den werd bij een:
vetgeh. room = 36%; en ondermetk = 0,10%: x = 0,5 mg;
» . = 49% s = 0,12%: x = 0,4 mg;
= 42% ., » = 0,33%: x = 0,0 mg.
Ook hiermt wordt dus WaarSCI’LIJn]IJk dat de stof niet overwegend uit het
plasma komt.
' Erisdus ook geen, of een zeer kleine x te verwachten bij centrifugemelk. De vet-
bolletjes ervan mogen dan al wat van de stof bevatten, in een sterk verdund
monster zal dit te weinig zijn om het effect plaats te doen vinden. Gevonden
werd.:
m=113g ‘171=O,048%} x = 0,16 mg

my= 20g  v,=0,055% w = 0,047%

Inderdaad is x klein, ondanks het relatief grote verschil tussen v, en v,,

Bij melk kan echter wel een effect worden verwacht. Er werden 17 waarne-
mingen gedaan. Hierbij was steeds »; 22 11,3 en m, & 1 g, Het vetgehalte was
2,1....4,4%. Gevonden werd: x = 0,5 mg, met een spreiding s, = 0,36 mg,
Deze spreiding is nogal groot, wat groter dan uit de onnauwkeurigheid van de
waarnemingen verwacht kon worden. Er was geen correlatie te constateren
tussen x en vetgehaite, individuele koeien, stand van de lactatieperiode of
datum van bemonstering.

Uit de gegevens van STIGEN (1956) is als waarde van x ong. I mgte berekenen;
het betrof hier melk. Enkele proeven van EIsses (1956) met melkpoeder en
gecondenseerde melk gaven een x van de zelfde orde van grootte.

2.5.4. Voortgezette extractie

Als de gebruikte hypothesc aangaande de stof (stoffen) x juist is, dan is er dus
in het algemeen een overmaat van aanwezig. Er zou dan na de gebruikelijke
3 extracties nog steeds iets van uitgeschud moeten kunnen worden. Globaal
zou de met een de t/m 6e extractie verkregen hoeveelheid gelijk aan x moeten
zijn, daar na 3 extracties al het vet 4- al de vetachtige stoffen uit de waterfase
verdwenen zijn. Experimenten in deze richting hebben evenwel enige bezwaren:

1° Bij een vierde extractiec wordt steeds een stabicle emulsie gevormd, door-
dat te weinig alcohol aanwezig is. Dit kan verhinderd worden door steeds de
onttrokken alcohol weer aan te vullen, wat aanvankelijk dan ook gedaan werd.
Dit bleek echter van duidelijke invloed op de geéxtraheerde hoeveelheid te zijn.
Werd bij de Ze t/m 6e extractie steeds aangevuld met afcohol (ong. 3 ml), dan
werd met de 4e t/m 6e extractic b.v. 0,00659, ,,vet” gevonden; indien alleen bij
de 2e t/m 4e exiractie alcohol werd gesuppleerd, dan gaf de 4e t/m 6e extractie
0,0038 % ,,vet”. Een groterc concentratic aan alcohol geeft dus meer geéxtra-
heerde stof, waarschijnlijk niet vetachtige stof.

Dit is ook interessant i.v.m. de vaak toegepaste modificatic van RG waarbij
voor de 2¢ extractie 5ml alcohol wordt toegevoegd. Deze werkwijze werd
daarom enkele malen vergeleken met de normale procedure. Het veigehalte van
melk werd zo 0,007 ; 0,020; 0,007 en 0,009 %, hoger gevonden. Hoewel de tweede
waarneming wat onwaarschijnlijk is, is er toch een duidelijk verschil.

De proeven met voortgezette extractie zijn dus zo uvitgevoerd, dat bij de 2e
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t/m de maal uitschudden alcohol is toegevoegd, zodat bij de 4e extractic weer
met een ,,normale” alcoholconcentratie werd begonnen. Een bezwaar 1s nu nog,
dat met de eerste 3 extracties mogelijk ,,te veel” stof is verwijderd.

2° De met voortgezetic extractic gevonden stof is slechts gedeeltelijk enigs-
zins in petroleumether oplosbaar, tenzij een overmaat vet aanwezig is. Ook
treedt bij de geringe hoeveelheden stof gemakkelijk oververhitting op, en daar-
door mogelijk ontleding, _

De experimenten met voortgezette extractie zijn dus niet geheel onder de-
zelfde omstandigheden uit te voeren als de gewone bepaling. De proeven werden
enkele malen toegepast op melk (11 ml) en de uit dezelfde melk verkregen cen-
trifugemelk (11 tnl; veigehalte ong. 0,1%)) en room (2 ml 4 9 ml water; vet-
gehalte ong. 40%;). Met de 4e t/m Ge extractie werd gemiddeld uitgeschud bij:

ondermelk melk room
0,1 mg 0.4 mg 0,8 mg
0,2 mg 0,5mg  0,7mg
0,0 mg 0,3.mg 0,7 mg

MuLper & HooGENDIIK (1955) pasten ongeveer dezelfde methode toe op
10 ml gecentrifugeerde zoete karnemelk van zeer vette room, en vonden hierbij
1,2....3,0 mg.

Om wat van de stof te verzamelen voor onderzoek naar de samenstelling,
werden enkele proeven gedaan met grote hoeveelheden melk ; hierbij werd ech-
ter nog bij elke extractie alcohol toegevoegd, (De gewonnen hoeveelheden stof
waren 1,1; 1,0; 1,3; 1,0 en 0,8 mg per 11 mi melk). Op de geéxiraheerde sub-
stantiec werd enig kwalitatief onderzoek verricht. Er werd b.v. 30 mg van de stof’
gewonnen, hetwelk in drie fracties werd verdeeld: .
a. 19 tng, oplosbaar in een overmaat kokende petroleumether; tevens oplosbaar

in zwavelkoolstof en aceton.

b. 8 mg, oplosbaar in ethanol 969;.
c. 3 mpg, alleen oplosbaar in loog.

Van fractie a. was maximaal 2 mg goed oplosbaar in petroleumether en dus
waarschijnlijk zuiver vet + vetachtige stof. Tevens kon een spoortje vrije vet-
zuren worden aangetoond. Reacties op organisch P (met ammoniummolybdaat
en benzidine na destructie), op organische N (inct mangaannitraat, zilvernitraat
en benzidine na destructie) en op vrije hogere vetzuren (et rodamine-B en
uranylacetaat) (FEIGL, 1956) waren positief,

Fractie b. was positief op organische N en gaf de biureetreactie, evenalsfractiec.

Eenmaal werden infraroodspectra opgenomen van de fracties a. en b., be-
nevens van melkfosfatiden ter vergelijking.!) Hieruit bleek dat het spectrum van
fractie a. overeenkomst vertoonde met dat van de fosfatiden, maar tevens de
karakteristicken van eiwit had. Fractie b. was waarschijnlijk geheel eiwitachtig.

Infractie a. werd eenmaal het P-gehalte bepaald. Dit kwaim overeen met 2,5mg
ujtge@rukt als fosfatiden, wat dan 0,001 %, van de gebruikte hoeveelheid melk
zou zijn.

2.5.5. Discussie

Uit de vermelde resultaten is duidelijk dat de stof (stoffen) x voornamelijk van
de vetbolletjes afkomstig is, en dus vit de oppervlaktelaagjes, daar in het vet

.1'Dr. G. DuksTRA van het ,,Unilever Research Laboratorium™ te Viaardingen was zo
vriendelijk de spectra op te nemen en te interpreteren. .
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geen stoffen aanwezig zijn die aanleiding kunnen geven tot de gevonden uit-
komsten. Bij de proeven met verschillend grote monsters werd een afwijking
van de formule gevonden bij zeer kleine monsters, evenals bij de proeven waar-
bij room werd verdund met ondermelk. Hieruit is af te leiden, dat de veronder-
stelling over x opgaat, als de geéxtraheerde hoeveelheid ervan minder dan
globaal 2% van het aanwezige vet uitmaakt. Dit is van de orde van grootte van
de hoeveclheid materie in de oppervlakielaagjes.

De proecven met voortgezette extractic komen redelijk goed met de theorie
aangaande x overcen, al blijkt dat toch wel wat meer uvitgeschud wordt als meer
oppervlaktclaagjesmaterie aanwezig is.

De betreffende stoffen zijn waarschijnlijk overwegend niet vetachtig. De
materie bevat o.m. wat fosfatiden, maar dit is toch een gering deel. Deze fos-
fatiden zijn mogelijk van een iets andere samenstelling dan de meest bekende
uit melk, gezien de oplosbaarheid ervan in aceton. Dat de stoffen ten dele een
eiwitachtig karakter hebben, staat vast. Misschien betreft het fosfatide-eiwit-
complexen, mogelifk ook andere lipoproteiden.

Bij de extractie van de stoffen speelt de alcohol waarschijnlijk een rol van
betekenis. Vooral bij de eerste extractie gaat vrif wat alcohol mee, waardoor
het ethermengsel sterker polair wordt. De modificatie volgens welke bij de
2e extractic alcohol wordt toegevoegd, is dus minder juist.

Uit de discussie in 3.4. blijkt, dat de stoffen mogelijk nogal wat vetachtige
bestanddelen hebben, omdat het naar aanleiding van de daar behandelde uit-
komsten waarschijnlijk is, dat bij melk het veigehalte volgens RG nog wat te
laag wordt gevonden, dit in tegenstelling tot de uitkomsten bij ondermelk.

Concluderend kan worden gesteld, dat waarschijnlijk met RG zeer weinig
niet-vel mee wordt bepaald en wel bij ondermelk 0,001 of 0,002%, bij melk
ongeveer 0,004 % en bij room b.v. 0,05 %/, of meer als een te klein monster wordt
genomen, wat dus afgeraden moet worden. Daarnaast blijft dus wat vetachtige
stof achter, maar dit kan niet gewonnen worden zonder tevens een overmaat

niet vetachtige stof mee te bepalen.

2.6. HET TOEVOEGEN VAN ZOUT

Het gebruik van zout werd al genoemd bij het toepassen van RG op suspen-
sies van fosfatiden. Bij het onderzoek van room wordt doorgaans verdund met
water. STIGEN (1956) gebruikte evenwel een 0,9 7 NaCl-oplossing, al vermeldde
hij geen consequenties hiervan. Gedurende ons onderzoek werd enkele malen
de indruk gewekt, dat het volgens RG gevonden vetgehalte van room te laag
was. Daarom werd een serie proeven opgezet, waarbij enerzijds de room met
zoutoplossing, anderzijds met gedestilleerd water wergi verdund. Het verschil
tussen de gevonden vetgehalten A, bleek sterk te variéren. Bij 33 bepalingen
liep A uiteen van —0,02 tot +-0,63 %; ‘A was 0,127 27, de spreiding sa 0,144 9.
Een histogram van de gevonden uitkomsten wordt gegeven in figuur 5. Alle
proeven zijn niet onder precies dezelfde omstandigheden uitgevoerd. Meestal
werd een monster van 2 ml genomen, soms 1 ml. Het vetgehalte van de-onder-
zochte room was 27....47 %, in 30 van de 33 gevallen 31....38%;. Er bestond
geen correlatie van A met vetgehalte; ook niet et jaargetijde, individuele
koeien of stand van de lactatieperiode. _

Uit de proeven blijkt dat de spreiding van de uitkomsten bij onderzoek van
dezelfde room, groter was bij verdunning met water, dan bij verdunning met
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Fic. 5. Het volgens RG gevonden vetgehalte van room indien verdund met zoutoplossmg,
verminderd met dat gevonden bij verdunning met water, Het aantal malen (N) dat
een bepaald verschil ( A) werd gevonden. B.v. A = 0,15 wil zeggen 0,13 %< A<{0,17.

zoutoplossing, Twee groepen van goed vergelijkbare experimenten werden uit-
gezocht. In de ene groep was de gemiddelde spreiding Suat.. = 0,0447 %] (aantal
vrijheidsgraden $ = 19) en S, = 0,0210% {p = 20); de F-toets geeft hier
F = 4,5, d.w.z. dat de kans dat het verschil in s niet regel is << 0,001 is. In de
andere groep was Syurer = 0,041 % (9 = 8) en .o, = 0,018 % (¢ == 10); dit geeft
F = 5,3, d.w.z. dat de kans dat het verschil niet regel is <C0,01 is.

Verder werd voor alle experimenten die in twee- of meervoud werden gedaan,
de correlatie tussen Swaw €0 A bepaald. De gevonden correlatie (r) zal in geen
geval erg groot kunnen zijn, aangezien: 1° sy €en onnauwkeurige schatting
van de werkelijke spreiding ... 15, en 2° ook A niet nauwkeurig bepaald is,
juist doordat g e, zo groot is. Toch werd gevonden r = 0,653 (¢ = 24) zodat de
kans slechts 0,001 is dat er geen correlatie bestaat. Hoogstwaarschijnlijk is er
dus een sterke samenhang tussen o,,..; €t /A, wal ook met het hierna behandelde
in overeenstemming is. Het maakt het doen van verdere proeven overigens niet
gemakXkelijk.

Bij 25 bepalingen waarbij een 1% NaCl-oplossing werd gebruikt was A =
= 0,136, bij 8 met 0,5% NaCl was A = 0,101 %, Dit verschil werd enkele
malen bevestigd, door dezelfde room met verschillende concentraties zout te
behandelen: b.v. 0,5% zout gaf A = 0,20%, 1% gaf A = 0,25%, 1,5% gaf
A = 0,249, Fr is sprake van een ,,afnemende meeropbrengst™.

Tabel 3 geeft de uitkomsten van twee proeven, waarbij het met elke extractie
afzonderlijk gewonnen vet werd bepaald. Hierbij is na het afgieten, het extract
steeds volledig verwijderd door herhaald naspoelen met petrolenumether, De
proeven geven dus een indruk van het totale verdelmgsquotlent (,,overall
partition ratio”), dat bij toevoegen van zout groter blijkt te zijn. {Ook bij de
met water verdunde room wordt het verdelingsevenwicht waarschijnlijk be-
reikt: het maakt tenminste geen verschil of kort dan wel langdurig wordt uit-
geschud). Nu is bij deze proeven de extractie buiten aanwezigheid van zout
waarschijnlijk nog vrijwel volledig geweest. Bij normale bepalingen speelt echter
het steeds in de buis achterblijvende ethermengsel nog een rol (zie 2.2.1.}, zodat
dan onvolledig winnen van het vet verwacht kan worden. Dit verklaart tevens -
de grote Swager, de correlatic tussen Syaer en A, en de scheve verdeling van figuur 5.

26 Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 61 (8), 1-69 {1961)



TABEL 3. RG toegepast op room, aangevuld met water, resp. 174 NaCl-oplossing. De bij elke
extractie afzonderlijk gevonden vetpercentages

Volgnhummer van Verdund met Verdund met
de extractie 1% NaCl-oplossing water
1 35,16 34,93
2 0,104 0,248
3 0,016 0,032
1 32,94 32,74
2 : 0,177 0,299
.3 4,019 0,019

Indien men zout aan melk toevoegi, resulteert ook dit meestal in een wat
hoger vetgehalte volgens RG. Bij 4 proeven waarbij 0,5 %, NaCl werd toegevoegd
bleek A = 0,004 %, bij 4 proeven met 19, NaCl bleek A = 0,006 27,

De toeneming in de gegxtraheerde hoeveelheid fosfatiden bij toevoegen van
zout zan melk, karnemelk of room werd al behandeld (zie 2.3.3.). De gevonden
A bij room is echter vaak veel groter, dan uit een verschil aan fosfatiden kan
worden aangenomen, soms zelfs groter dan het fosfatidengehalte van de room.
Enkele malen werd A van zoete karnemelk bepaald, benevens het verschil in
fosfatidengehalte (= 26 x P-gehalte}) Af Gevonden werd A = 0,025 en
Af=0,015%; tevens A = 0,0319; en Af=0,0147%. Van 5 verschillende
monsters zoete karnemelk was A = 0,025 %. Bij zure karnemelk is A kleiner.
Bij zoete en zure karnemelk uit dezelfde room bleek A,,zoet” = 0,0317; en
Anzaur’ = 0,019%; tevens A,,zoet” = 0,0203] en A,zuur”= 0,008%. Dit
verschil hoeft geen verwondering te wekken, daar bij de aanwezigheid van melk-

zuur de ionenconcentratie in de waterfase groter is.

" Qok bij karnemelk, waarbij de kwestic van een te klein ,,totaal verdelings-
quotignt” waarschijnlijk geen rol speelt, wordt dus een grotere /A gevonden,
dan met fosfatiden kan worden verklaard: A ™22 X Af De vraag is dus,
welke stoffen dit betreft. Het lijkt niet onwaarschijnlijk, dat het weer de stoffen
_ uit de oppervlaktelaagjes van de vetbolletjes zijn. Bij verdunning van room met
zoutoplossing blijft evenwel het effect van groter vetgehalte bij grotere verdun-
ning bestaan (zie 2.5.3.).

Het gebruik van zout is bij vloeistof-vlocistof-extractic een bekende werk-
wijze. Het hierdoor verbeteren van de extractie kan verschillende oorzaken -
hebben, zoals: het verminderen van de oplosbaarheid van de te extraheren stof
in de waterfase, dus uitzouten; verminderen van de mengbaarheid van beide
fasen; grotere associatie van de te extraheren moleculen (CRAIG & C_RAIG, 1950;
MORRISON & FREISER, 1957). Inderdaad treedt snellere ontmenging van de
fasen op bij room, als zout is toegevoegd: het scheidingsniveau wordt evenwel
iet beinvioed. Dat ook uitzouten optreedt blijkt hieruit, dat de eiwitten minder
goed in de waterfase oplosbaar zijn als zout is gebruikt. Het is dus niet vitge-
sloten, dat een deel van de gevonden A aan niet vetachtige stqf toegeschreven
moet worden. Anderzijds lijkt het waarschijnlijk dat het zout ¢nige invloed heeft
op de stabiliteit van de grenslaagjes tussen vetbolletjes en waterfase.

Wat is nu het meest aan.te bevelen, wel of niet zout toevoegen? Wil men via
RG het fosfatidengehalte bepalen, dan is zout stellig een goed hulpmiddel. Voor
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het vetgehalte van melk maakt het weinig uit. Bij karnemelk is het een en ander
nog niet geheel duidelijk, maar ligt de waarheid wellicht in het midden. Voor
room is de vraag evenwel van meer belang, gezien de soms zeer grote A, Waar-
schijnlijk wordt dan het vetgehalte bij verdunnen met water te laag gevonden.
Bij fosfatidenrijke produkten als karnemelk werd door ons steeds met RG een
hoger vetgehalte gevonden dan met methoden met zure ontsluiting (zie 3.2.3.);
bij room bleek het echter enige malen juist andersom te zijn.

STIGEN (1956) gebruikte een ,,balansproef” met room, ondermelk en daarunit
samengestelde ,,melk” om methoden voor vetgehaltebepaling te controleren.
Is de methode juist voor alle dric de produkten, dan moet de ,,balans™ kloppen.
(Dit houdt overigens niet in, dat de methode juist is als de balans klopt!). Men
kan het ook zo stellen: als men aanneemt dat RG juist is voor melk en onder-
melk, dan is dit voor room te controleren door deze met ondermelk tot ,,melk”
te verdunnen, naast verdunning met de gebruikelijke vloeistof. Men dient na-
tuurlijk te corrigeren voor het uit de ondermelk afkomstige vet. Bij deze proefl
doet zich echter een geringe vertroebeling van de uvitkomsten voor, tengevolge
van de kwestie ,,x” (zie 2.5.3.). Daardoor kan verwacht worden, dat bij ver-
dunning met ondermelk het berekende vetgehalte van de reom enige honderd-
ste procenten te laag is. (M.a.w. de ,,balans™ klopt niet heleinaal; dit werd ook
door STIGEN gevonden).

TaseLl 4. Het volgens RG gevonden procentisch vetgehalte van room, aangevuld met water,
zoutoplossing, resp. ondermelk,

Water Zoutoplossing Ondermelk @) -
(1) @ 5) A @-®

31,87 32,50 32,49 0,63 0,01
34,59 34,94 34,87 0,35 0,07
34,28 34,56 34,53 0,28 0,03
32,45 32,60 32,49 0,15 0,11
37,85 37,93 37,93 0,08 . 0,00
35,31 35,33 35,36 0,02 . =0,03
32,69 32,67 32,61 -0,02 0,06
Gemiddeld 0,22 0,03°

De verrichte experimenten zijn samengevat in tabel 4, gerangschikt volgens
afnemende ‘A. Er kan uit geconcludeerd worden, dat het verdunnen met een
zoutoplossing (b.v. 19, NaCl) de voorkeur verdient boven het verdunnen met
water, als men inderdaad de ,,balansproef” als criterium neemt. Met zoutoplos-
sing wordt soms een iets te hoog gehalte gevonden, maar verdunnen met water
geeft vaak een veel te lage uitkomst.

2.7. TOEPASSING OP MELKPRODUKTEN

De methode RG wordt algemeen toegepast op de meeste melkprodukten. De
modificatie van MOJONNIER is zelfs bedoeld als een universele methode (MoJon-
NIER & TRoOY, 1925). Er is overigens weinig gepubliceerd over onderzock dien-
aangaande. Ook in dit onderzoek is er weinig aandachi aan besteed, behalve
aan ondermelk c.q. centrifugemelk (zie o.m. 2.2.3. en 2.5.) en aan room (zie
o.m. 2.5, en 2.6.). :
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De methode werd wel enkele malen toegepast op melkpoeder en gecon-
denseerde melk, maar het enige dat hieruit geconcludeerd kan worden, is
dat geen sterk afwijkende gehalten werden gevonden, en dat de spreiding ver-
gelijkbaar is met die bij melk., Gezien de kennis van de methode als zodanig,
zijn belangrijke afwijkingen ook onwaarschijnlijk. Bij de toepassing op melk-
poeder dient men na het toevoegen van ammonia te verwarmen {RICHMOND,
1908). Daarom werd nog nagegaan bij ondermelk en bij karnemelk of dit ver-
warmen bij deze produkten invloed heeft op het gevonden vetgehalte. Dit bleek
niet het geval te zijn, evenmin als er sprake was van een verlaagd P-gehalte van
het geéxtraheerde vet, zodat ook afbraak van fosfatiden niet of nauwelijks op-
treedt.

De invloed van enkele bewerkingen van melk op het gevonden vetgehalte
werd nagegaan. Zo werd melk gedurende 20 minuten op 120°C in blikjes verhit.
Het vetgehalte voor verhitten was 3,075 %, er na 3,074 9% ; tevens voor verhitten
3,459%, er na 3,462%, Waarschijnlijk is er dus geen invloed van betekenis.

Als rauwe melk wordt gehomogeniseerd, treedt een afneming van het
gevonden vetgehalte op, als gevolg van vetsplitsing. In het algemeen is R niet
geschikt voor produkten die veel vrije vetzuren bevatten, tenzij hiervoor een
correctie wordt toegepast. Doorgaans wordt vé6r het homogeniseren eerst ge-
pastenriseerd, waardoor lipase vernietigd wordt. Enkele malen werd gepasteu-
riseerde melk (enige minuten op 80°C) voor en na homogeniseren {bij 250....
300 kg/cm?) onderzocht. Hierbij bleek een kleine afneming in vetgehalte, n.l
0,004; 0,003 en 0,005%. Werd dezelfde melk (wel en niet gehomogeniseerd)
6 maal i.pl.v. 3 maal ge&xtraheerd, dan bleek een verschil van 0,001; 0,001 en
0,0009,. Er is dus wellicht na homogeniseren een geringe alneming in gevon-
den vetgehalte door een ‘wat slechtere extractie. Mogelijk treden grotere ver-
schillen op bij zeer grote homogenisatiedrukken.

2.8, REPRODUCEERBAARHEIDY)

2.8.1. De afwijkingen binnen een serie

In tabel 5 wordt een overzicht gegeven van de gevonden en de te verwachten
toevallige afwijkingen in de uitkomsten van de bepalingen, uitgevoerd zoals in
dit onderzoek. Hiervoor is gebruik gemaakt van alle gegevens van ,,normale™
velgehaliebepalingen; bij room zijn alleen die gebruikt, waarbij met een zout-
oplossing werd verdund. Voor de berekening van s, werd gebruik gemaakt van

de formule:
: s LE(v-vp?
WETE G-
De betrouwbaarheid van 5, (maximale ¢, voor p = 0,95) werd berekend met
behulp van de y3-tabel, als ¢ < 30 was; voor ¢ 30 werd aangenomen:
idi o S |
spreiding van s, 22 \/2_cp’

De waarnemingen zijn vrijwel steeds verricht in 2-, 3- of 4-voud; gewerkt
werd n.l. met series van 8, zodat b.v. bij vergelijking van__Z_methoden beide in
4-voud werden uitgevoerd. Daarom werd tevens de afwijking van het gemid-
" 1 De Heer M. Keurs van de afdeling Wiskunde van c!g: Landbouwhogeschool was zo vrien-
delijk bij enige statistische problemen behulpzaam te zijn.
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TaBEL 5. D¢ reproduccerbaarheid van de vetgehalten bij verschillende produkten bij RG.

Produkt onder- | melk melk room | room | room | karne-
melk melk
Grootte v. h. monster
ing o 11 1 11 0,2 1 2 1
Gemiddeld vetgehalte in
oo 0,08 3,6 36 35 35 35 - 1
P 47 71 196 9 29 86 43
§» in % vet 0,00228 | 0,0211 | 0,00316 | 0,108 0,0319 | 0,0289 | 0,00338
p = 0,05 dates, > 0,0027 | 0,024 |0,0033 0,24 0,041 0,033 | 0,0040
fops .57 voor n = 1 0,0045 | 0,042 |0,0063 0,24 0,064 0,058 | 0,0067
idn=2 0,0032 | 0,029 (00,0044 | 0,17 0,045 0,041 |0,0047
iddn=3 0,0026 | 0,024 (00,0036 | 0,14 0,037 0,034 |[0,0039
idaen=4 0,0023 | 0,021 |0,0032 | 0,12 0,032 0,029 |(0,0034
idn=3>5 0,019 0,11

forss. SiF)voorn =2 [ 0,0045 | 0,042 [0,0063 | 024 | 0,064 | 0,058 |0,0067
idn=4 |00032 | 0,029 00044 | 017 | 0045 | 0,041 |0,0047

Berekend gemidc_leld :
duploverschil 0,0026 0,0036 0,033
P = 0,99 dat d 0,0059 0,0082 0,075
Verklaring: ¢ = aantal vrijheidsgraden waarop de berekening van s, berust
Sy = gemiddelde spreiding van de steekproeven, a, = werkelijke spreiding.

#y,05.50 = verwachte afwijking van het gemiddelde die in 5% van de gevallen
overschreden wordt.

P = kans

n = aantal waarnemingen

s{%~v,) = spreiding van het verschil tussen twee gemiddelden.

delde gegeven voor verschillende waarden van n, berekend met behulp van
Student’s #: 1.s,/4/n, waarbij ¢ werd opgezocht bij o vrijheidsgraden voor p =
= 0,05 (tweezijdig). Tevens werd de onzekerheid van het verschil van twee
gemiddelden berekend: ¢.s(v,—,).

Het zou interessani zijn te weten, of de afwijkingen ongeveer normaal zijn
verdeeld. De gewone bepalingen geven geen uitkomsten om dit te toetsen.

" Daarom werd het vetgehalte van melk in 8-voud bepaald; dit experiment werd
9 maal gedaan. Alle series werden op één gemiddelde gebracht om een frequen-
tieverdeling te maken. Daarna werd een y3-toets gedaan t.o.v. de te verwachten
normale verdeling, Dit gaf y®= 0,823 (¢ = 4), dus een zeer goede overeenstem-
ming (x%95= 0,711 voor ¢ = 4); m.a.w. de verdeling komt zeer goed met de
normale overeen. :

Aangezien een zekere scheefheid niet onwaarschijnlijk is (zie verderop), werd
ook hiervoor getoetst. Dit gaf g, = -0,0462 met s, — 0,283 (zie voor de te-
thode SNEDECOR, 1956); hieruit volgt # = | g,/sp; | = 0,163 (¢ = 00), dus de
scheefheid is beslist niet significant. Door het samenbrengen op 1 gemiddelde,
werkt men echter ook bij-series van 8 het ,,maken” van cen symmetrische ver-
deling nog enigszins in de hand. Daarom werd nog van de 9 series afzonderlijk
de scheefheid en de significantie ervan bepaald. Uit de gevonden overschrijdings-
kansen werd door ,,pooling” een totale overschrijdingskans berekend (KENDALL,
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1947). Deze was 0,25, dus ook op deze wiize kan scheefheid niet worden aan-
getoond. :

De berckende waarden voor s, zijn natuurlijk gemiddelden. Het is van belang
te weten, of de werkelijke spreidingen bij de afzonderlijke bepalingen, steeds
ten naaste bij gelijk zijn geweest, m.a.w. of de afzonderlijke steckproef-sprei-
dingen opgevat mogen worden als steekproeven uit één verdeling. Dit werd voor
het geval van de normale bepalingen op melk (m = 11) als voigt getoetst: Aan-
gezien de afwijkingen van het gemiddelde ongeveer normaal verdeeld blijken
te zijn, zullen de duplo-verschillen ook normaal verdeeld zijn met een spreiding
die 4/2 maal zo groot is, indicn ze alle afkomstig zijn vit dezelfde verdeling. Is
dit niet het geval, dan zijn er dus zowel meer kleine als meer grote waarden voor
het (absolute) duplo-verschil 4, dan uit de normale verdeling is te verwachten.
M.a.w. de verdeling van de duplo-verschillen zal positieve kurtosis vertonen.
133 waarden van d stonden ter beschikking, dus zeker voldoende voor een vrij
scherpe toets. De grootheid g,, die een maat is voor kurtosis (SNEDECOR, 1956),
bleek +2,245 te zijn. spy= 0,417, dus t = 5,38 (v ==oco), waaruit blijkt dat,
p<0,000.001 dat de kurtosis nict reéel is. (Ook als I extreme waarde voor d
werd weggelaten, was g, nog sterk significant, n.l. p 22 0,001). Het is dus duide-
lijk dat de spreidingen van geval tot geval hebben verschild, en dat de opgegeven
waarden voor s, slechts als gemiddelden mogen worden beschouwd.

Waar kan men nu de toevallige afwijkingen aan toeschrijven? Waarschijnlijk
is de variantie opgebouwd uit een vrij constant deel, vnl. ten gevolge van on-
nauwkeurigheden in het wegen, en een deel evenredig met de hoeveelheid vet,
vnl. verliezen t.g.v. spatten, morsen etc. Bij melk e.d. mag het produkt als vol-
komen homogeen beschouwd worden, indien tenminste de gebruikelijke voor-
zorgen werden genomen. De afwijkingen in het gewicht van het monster (m)
zijn i.h.a. te verwaarlozen t.0.v. die in het gewicht van het verzamelde vet (h),
tenzij het vetgehalte (v) zeer hoog is. Zo zou dan resulteren de betrekking:

_ Vah+b

m L
waarin g en b voor een bepaalde analyst vrij constante waarden zouden zijn.
(Voor vetrijke produkten zou onder het wortelteken nog een term c. ¥ toeten
worden geplaatst, waarin ¢ van dezelfde orde van grootte is als b). De gevon_den
uitkomsten zijn zeker niet strijdig met deze formule; er zijn evqr_lwel te weinig
waarneiningen ot de hypothese behoorlijk te toetsen. Mogelijk spelen ook
andere factoren een rol; s, voor karneinelk is b.v. al wat afwijkend. Gezien de
formule is het niet onwaarschijrlijk, dat de uitkomsten negaticf scheef verdeeld
zouden zijn. Er is n.l. wel verlies aan vet mogelijk tijdens de bt?Werking, maar
nagenoeg geen winst. Zoals hierboven vermeld, kon scheefheid evenwel niet
overtuigend worden aangetoond. B o )

De gegevens van tabel 5 zijn voornamelijk bedoeld om een inzicht te geven in
de significantie van de uitkomsten van dit onderzoek. Voor de praktijk hebben
ze minder waarde, zeker niet de gegevens over verdunde melk en sterk verdunde
room. Ook de spreiding bij karnemelk is niet van praktisch belang, daar het
hier zoete karnemelk van nogal vette room betreft. Overigens zal in de praktijk
de spreiding doorgaans groter zijn, daar bij ons onderzoek grote ervaring werd
verkregen, en bovendien de bepalingen zo nauwgezet werden uitgevoerd als dat
normalerwijze niet mogelijk zal zijn. Toch is voor ondermelk, melk en room het

gemiddeld duplo-verschil berekend (E == 1,128s,) en de te verwachien maximale

v
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din 99 van de gevallen. Dit, omdat doorgaans de vereiste reproduceerbaar-
heid wordt opgegeven als een maximaal toelaatbaar verschil tussen duplo’s, bij
gelijktijdige bepaling door één analyst.

28.2. De afwijkingen tussen series

Al het tot nu toe behandelde betreft afwijkingen binnen een serie bepalingen,
Bij herhaling van de bepalingen in een andere serie is een grotere afwijking
denkbaar. Daarom werd van dezelfde melk 3 maal het vetgehalte in 8-voud
bepaald. Dit experiment werd 3 maal gedaan. Met behulp van een eenvoudige
variantieanalyse werd de spreiding tussen series sy bepaald: sy = 0,00293 %,
Daar s, = 0,00316%, (binnen serie) en dus 5;= 0,00121 voor n = 8, geeft de
F-toets F = 8,1 (py= 6, o,= 196), dus een uiterst significant verschil. Deze
spreiding tussen series heeft geen invloed op de significantie bij vergelijkingen
binnen een serie uitgevoerd, mits de monstergrootten ongeveer gelijk zijn. Wel
is oy natuurlijk van belang voor de nauwkeurigheid van het absolute vetgehalte.
In de praktijk zal men dus ten minste rekening moeten houden met een totale
spreiding van het gemiddelde van 0,005 % voor bepalingen in duplo, en dus
met een marge van ongeveer 0,013 9, voor een zekerheid van 999/,

De afwijkingen tussen scries moeten waarschijnlijk voornamelijk worden toe-
geschreven aan onnauwkeurigheden in het wegen van het vet, b.v. veroorzaakt
door verschillen in temperatuur en luchtvochtigheid. Dit houdt in, dat oy al
naar de omstandigheden zeer verschillende waarden aan zou kunnen nemen.
Dat sy kleiner kan zijn dan hier boven aangegeven, blijkt b.v. uit het volgende
experiment, waarbij gesteriliseerde melk enkele malen onderzocht werd met
steeds enige dagen tussenruimte, De gevonden vetgehalten waren:

de le maal 3,075 en 3,075%
de2e ,, 3,075en 3,075%
de3e ,, 3,074en 30729
dede ,, 3,075en 3,0757%.

Hier is de spreiding tussen series dus heel klein geweest.

In het algemeen mag worden geconcludeerd, dat bij RG de reproduceerbaar-
heid zeer goed is, omdat behalve aperte fouten in de handelingen, vrijwel alleen
de onnauwkeurigheid van het wegen van invloed is. Doorgaans zijn de uitkom-
sten verkregen op verschillende laboratoria met dezelfde melk, dan ook beter
tnet elkaar in overeenstemming, dan bij vele andere methoden het geval is.

2.8.3. Proeven met verschillend grote monsters

Zie voor de opzet van deze proeven 2.5.2. en 2.5.3. Stellen we: m = grootte
van hqt monster; h = gewogen hoeveelheid vet; v = A/m; w = ,,ware vetgehal-
te” (uitgedrukt als fractie;) m, > m,. Daar v = w - x/m, is
T~ MgPy

m—m,

w

Daar de afwijkingen in m verwaarloosd kunnen worden t.o.v. die in v, en er
in principe geen correlatie bestaat tussen de afwijkingen in v, en vy, is:

z2 . 3 2
cw_c‘jv,ml . Oy Mgt O°
o Hy — My
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Tevens is:
rm
x=(F-wm=_"1"2 (y ).
my—my.

Dit geeft:

oz =2 ke Vey®+ o2
My — My

Voor room (v220,35; my=2g; my= 0,2 g) geven deze formules met de
gegevens uit tabel 5: 5= 0,035% en 5= 0,25 mg. De afwijkingen van het
gemiddelde zijn echter van groter belang. Doorgaans werd v, in 3-voud en v,
in 5-voud bepaald. Voor dit geval werd berekend de maximale afwijking van het
gemiddelde voor een overschrijdingskans p = 0,05; voor w geeft dit 0,04% en
voor X 0,26 mg. Voor de proeven met melk zijn deze afwijkingen in w 0,0044 %
enin ¥ 0,22 mg,

De spreiding tussen series oy kan evenwel ook een rol spelen. Indien deze tot
stand komt door weegfouten, dan is dit zeker van invloed op de grootte van x.
‘Gaan we nu uit van de formule

x — (rmahg — mohy)
m1 - m2 )
Een afwijking |@| in m geeft nu een afwijking Ax in x:
(my+ @by (my - @y !
(m+ a)—(my+ @)
Een zelfde afwijking | 2| in k geeft cen afwijking in x:

ny(hy+ @) - mylhy + @)
i

hy~
g~y

Ax = =|w.a

Ax = xl=|al.

Hieruit resulteert ecn 6’ = o, . 4/w?*+ 1. Een schatting voor o, kan gemaakt
worden, met behulp van de spreiding tussen series (oy), door aan te nemen dat
9 o 3 O

2 e R

Wwat ten naaste bij opgaat. Voor s, = 0,003 5;m = 11 gen s = 0,385 g geeft dit
5,= 0,30 mg. Voor room (w2 0,35) resulteert dit m_.y;i = 9,3_2 mg. Gecombi-
neerd met de gevonden 55 geeft dit een maximale afwijking in x voor een over-
schrijdingskans p = 0,05 van 0,69 mg. Voor melk (w 22 0,035 %) is deze afwij-
king 0,64 mg. ' i

De schatting s, is echter onbetrouwbaar, daar g, sterk variabel Za! zijn. Waar-
schijnlijk was o, meestal veel kleiner dan 0,3mg, eer_l_cnkele maal wellicht ook wat
groter. Wij hebben de indruk, dats, klein was ten tij dq van de proeven met room,
gezien de toen constanie temperatuur en luchtvochtigheid. :

2.8.4, Fosfatidengehaiten.

De spreiding van de bepaalde fosfatidengehalten f (= 26 X P-gehalte) gaf bij
melk sp==0,0004% (f=00357%; ¢ = 18)
room Sf = 0,0010%; (,f= 02 % e=4)
karnemelk sp= 0,0034%;, (f=0,1 %;: @ =13).
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3. METHODEN MET ZURE ONTSLUITING

3.1. ONTWIKKELING

3.1.1. Literatuuroverzicht

Waarschijnlijk werd de ontsluiting van het vet met zoutzuur het eerst door
ScamiD (1888) toegepast. Een hoeveelheid melk werd met een gelijk volume
sterk zoutzuur gekookt tot de kleur donkerbruin was. Daarna werd gekoeld en
geschud et ether; na ontmenging werd een aliquoot deel van de vetoplossing
drooggedampt etc.

BoNDzyYNSKT St. (1889) deelde mede dat de methode goed beviel en gaf het
principe van de werking: door afbreken van eiwit en de omhulsels van de vet-
bolletjes wordt het vet ontsloten en extraheerbaar. BoNDzYNsK1 Jr. (1894) ont-
wikkelde een overeenkomstig voorschrift voor kaas. RATzLAFF (1903) ging hier
op door en kwam tot de volgende procedure: 3....5 g kaas werd gedurende
8....10 minuten gekookt met 10 ml HCI 25%; na koelen werd uitgeschud met
25 ml petroleumether, dus als bij RG. SioLLEMA (1904) stelde voor 3 maal te
extraheren, om het werken met een aliquoot deel te vermijden. BUTTENBERG &
KoEniG (1910) voerden het gebruik van alcohol in, waardoor de ontmenging
werd versneld en verbeterd. Het filtreren van de vetoplossing, dat zij hadden
ingevoerd, werd later terecht weer verlaten,

Het voorschrift had daarmee vrijwel zijn huidige vorm gekregen. Voor kaas
is de methode onder de naam SCHMID-BONDZYNSKI-RATZLAFF (SBR) nog
steeds algemeen gebruikelijk en in een internationaal aanvaarde norm be-
schreven, voor andere produkien veel minder, en dan soms onder de naam
WERNER SCHMID,

BerNTROP (1902) ontwikkelde een geheel andere methode met zure ontslui-
ting, Na koken met zoutzuur werd het destruaat gefiltreerd en het residu witge-
wassen. Het vet bleef op het filter achter; dit werd gedroogd en daarna geéxtra-
heerd in een soxhletapparaat. Na verdere ontwikkeling (zie 3.6.) is dit voor-
schrift onder de onjuiste naam ,,methode van WEIBULL” (Wbd) veel gebruikt
voor allerlei melkprodukien.

In de jaren 1950....1955 is door MULDER en medewerkers onderzoek aan de
methoden met zure ontsluiting gedaan. De uitkomsten zijn nog slechts ten dele
gepubliceerd: MULDER & MEYERS (1953); MULDER & HooGENDIIK (1956). De
gedachten waarvan werd uitgegaan bij dit werk waren:
1° Bij SBR wordt veel niet-vet geéxtraheerd en Wb is omslachtig. Gezien nu bij

Wb het vet kwantitatief afgefilireerd schijnt te kunnen worden, is het mis-

schien mogelijk na het-koken met zoutzgur direct uit te schudden met pe-

troleumether. Hierdoor zouden de voordelen van beide methoden verenigd
worden en de meeste nadelen vermeden.

2° Het zou het eenvoudigste zijn de gehele bewerking tot en met de extractie in
één vat wit te voeren.

Wat het [aatste betreft: als vat is waarschijnlijk het geschiktste een iets ge-
wijzigde mojonunierbuis. Door het onderste deel bolvormig te maken is verhitten
mogelijk. Zulke buizen worden wel gebruikt voor RG op melkpoeder {,,Die-
TERT-tubes”). SBR op kaas bleck hier zonder meer in uvitgevoerd te kunnen
worden; dit is nu ook algemeen gebruikelijk geworden. Voor toepassing van
SBR in mojonnierbuizen op melk, was nogal wat onderzoek nodig. Het bleck
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gewenst zeer sierk zoutzuur te gebruiken, gezien een grote overmaat HCl nodig
is voor een snelle destructie en gezien het beperkte volume van de bol van de
buis. Men wilde liefst buizen van de gebruikelijke afteting nemen i.v.m. de
bestaande toestellen voor RG. Het volume alcohol bleek ongeveer even groot
te moeten zijn als het volume melk. Zo kwam men tot 8 ml melk, 6 ml HC136 %
en 8 ml alcohol.

Direct uvitschudden van het destrnaat met petroleuinether was al toegepast
door VIsser (1904) voor kaas, die bij de fethode van Bonpzyiisk: Jr. (1894)
petroleumether gebruikte i.pl.v. ether. Vooral bij melk bleek deze methode
echter bezwaarlijk te zijn, door de hardnekkig standhoudende emulsie, die
ontstaat bij het uitschudden. Dt was slechts te voorkomen door weer alcohol
te gebruiken. Het-gen en ander resulteerde in een methode die gelijk is aan SBR,
op het extractiemiddel na. Deze methode, hier zoutzuur-alcohol-petroleum-
ether-methode genoemd (ZAP), wordt in. dit hoofdsiuk voornamelijk be-
schouwd, (VAN BALEN WALTER (1929) declde al mede, dat SBR op kaas ook
goed voldeed als alleen petroleumether werd gebruikt, al moest dan wat vaker
worden uitgeschud).

SBR heeft de volgende nadelen:
1° Er wordt veel niet-vet geéxtraheerd (zie 3.3.1.).
2° De ontinenging van beide fasen duurt zeer lang, n.l. 2...5 uur.
3° Het scheidingsvlak is niet op constante hoogte bij de verschiilende extracties

(zie 2.2.1., tabel 1).

ZAP leek in veel opzichten beter te zijn: de ontmengduur is zeer kort
(enkele minuten) en het scheidingsniveau is constant. De methode gaf veel
lagere vetgehalten dan SBR, zelfs iets lager dan RG. Dit laatsie verschil werd
voornamelijk tocgeschreven aan afbraak van fosfatiden door het koken met

zoutzuur.

3.1.2, Moeilijkheden bij de extractie (ZAP)

Inderdaad wordt bij ZAP veel minder niet-vet uitgeschud dan bij SBR (zie
3.3.), maar ook bleek dat 3 extracties veelal onvoldoende zijn om al het vet te
verzamelen. Bij een zevental bepalingen (in 4-voud) van het vetgehalte van melk,
werd ook nog het vet verzameld, dat met een de t/m 6e extractic werd uitge-
schud. Deze waarden (gemiddelden) variéerden van 0,011 tot 0,031%, gemid-
-deld 0,023 % vet. De verschillen tussen duplo’s waren soms vrij groot. In tabel 6
worden enkele uitkomsten gegeven van proeven, waarbij de hoeveelheid vet in
elke afzonderlijke extractie werd bepaald. Bij melk die verhit is geweest, is het
extraheren nog veel onvollediger (zie 3.5.1.).

TABEL 6. De per afzonderlijke extractic gewonnen hoeveelheid vet in procenten van het mon-
ster bij ZAP, toegepast op melk en ondermelk; gedurende 1 minuut met de hand

schudden.
le extractie 3,082 _ 3,178 0,072
2e o 0,232 0,123 . 0,025
3e ' 0,035 0,017 0,010
de » 0011 - 0,008 0,005
Se ” 0,003 0,004

Er werd vrij veel onderzock gedaan betreffende dit lage rendement en de fac-
toren die er op van invloed zijn, Zo werd o.m. nagegaan of de tijdsduur van het
koken met zoutzuur een rol speelt. In tabel 7 wordt een voorbeeld van deze
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Taner 7. De gevonden vetgehalten van melk volgens ZAP in procenten, in afhankelijkheid
van de duur van het koken met zoutzuur ; gedurende 1 minuut met de hand schudden.

Kookduur Te t/m 3e extr. 4e t/m 6g extr. le t/m 6¢ extr.
I minnut 3,134 0,077 3,211
o, 3,221 0,015 3,236
2 . 3,226 0,011 3,237
3 . 3,232 0,011 3,243
4, 3,231 0,011 3,242
6 - 3,241 0,007 3,248
8 " 3,230 0,021 3,251

10 » 2,974 0,270 3,244

proeven gegeven. Hicruit blijkt dat een zeer korte kookduur voldoende is.
Bij het koken met zoutzuur begint de vioeistof spoedig te schuimen; dit houdt
na l....1,5 minuut op. Na ong. 8 minuten treedt weer schuimen op; indien dit
voor de tweede maal schuimen plaats heeft gehad, is het rendement van de
extractie altijd sterk verminderd. Tenslotte werd besloten een kookduur van
3 minuten aan te houden. Een langere duur geeft geen betere extractie en heefi
het nadeel dat meer niet-vet wordt vitgeschud (zie 3.3.).

Een andere factor van belang is het destructiemiddel. Er was reeds eerder ge-
bleken, dat een grote overmaat HCl nodig is; bij gebruik van een zelfde volume
HC125% iply. 36%, vindt men vaak afwijkingen. (Frappant is ook het ver-
schil dat tussen verschillende kwaliteiten HCl werd geconstateerd. In een be-
paald geval bleek het gevonden vetgehalte van melk 0,050 9, lager, indien met
chemisch zuiver 1. pl.v. zoutzuur p.a. werd gekookt. De oorzaak van het verschil
is niet verder nagegaan, maar stceds is de p.a.-kwaliteit gebruikt).

Bij de bovenvermelde proeven, werd na het toevoegen van petroleumether
steeds gedurende 1 minuut geschud. Bij enkele bepalingen werd deze tijdsduur
gevarigerd van 0,25 tot 2 minuten. Hierbij werd de le extractie afzonderlijk op-
gevangen en daarna de 2e -+ 3e. Er bleek cen zekere tendens te zijn, dat langer
schudden een betere extractie gaf, maar de duploverschillen waren veel groter
dan de verschillen tussen de gemiddelden bij kort en langer schudden.

Bij zeer krachtig schudden ontstaat gemakkelijk een visceuse emulsie, zodat
verder schudden dan weinig zin heeft: de beide fasen bewegen bijna niet meer
t.0.v. elkaar. Het is daarom beter de buizen fe wentelen in een verticaal vlak,
zodat steeds de zware vloeistof door de lichte valt, Daartoe werd een met een”
motor aangedreven apparaatje gemaakt, zodat ook gemakkelijk proeven met
een lange extractieduur konden worden gedaan. Het toestel bestaat uit een om

TageL 8. De per alzonderlijke extractie gewonnen hoeveclheid vet in procenten van het mon-
ster, bij ZAP toegepast op melk, in afhankelijkheid van de duur van het schudden.
De uitkomsten bij 1 minuut betreffen schudden met de hand, de overige rondwente-
len van de buizen in ecn {oestel.

1 minuut 3 minuten 6 minuten 9 minuten
le extractie 3,482 3,575 3,627 3,638
e, 0,065 0,052 - 0,013 0,006
2 0,062 0,009 0,000 0,000
4e 7, 0,018 0,001 0,000 0,000
Totaal 3,627 3,637 3,640 3,644
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een horizontale as draaibaar frame, met klemmen waarin de mojonnierbuizen
passen. De draaisnetheid werd zo gekozen, dat bij elke omwenteling de bol van
de buis juist leeg en weer vel kan lopen (20....25 t.p.m.). Met behulp van dit
toestel zijn verscheidene proeven gedaan, waarbij elke extractie afzonderlijk.
werd opgevangen. In tabel 8 wordt een voorbeeld gegeven. Uit de gegevens
werd geconcludeerd dat een schudduur van 5 minuten gewenst is. Bij melk-
produkten die verhit zijn geweest treden extra moeilijkheden op (zie 3.5.1.).
Het geringe rendement van de extractie treedt niet op bij SBR.

3.1.3. De corzaak van de moeifjjkcheden bij de extractie ( ZAP)

Uit het bovenstaande is duidelijk dat niet het verdelingsquotiént te laag is,
maar dat het lang duurt voordat een evenwicht tussen beide fasen wordt be-
reikt. De ,,mengbaarheid™ van de twee vloeistoffen is kleiner dan bij SBR, in die
zin dat de ontmenging veel sneller gaat. De grensvlakspanning tussen de fasen,
die werd bepaald met een ,,Du Nouy-tensiometer”, bleek bij ZAP ong.
13 dyne/ecm te zijn en bij SBR ong. 8. Maar ook bij RG is deze waarde toch ong,
12 dyne/cm, en hier is de extractie juist heel goed; dus het verschil in grensvlak-
spanning kan het verschil in extractiesnelheid niet verklaren.

Het is bekend, dat ook onder zesr ongunstige omstandigheden, d.w.z. ge-
ringe mengbaarheid en grote moleculen, bij vloeistof-vloeistof-extractie ver-
rassend snet evenwicht wordt bereikt (Craic & Cralg, 1950). De mengbaarheid
van de fasen speelt in ons geval waarschijnlijk geen grote rol. Als zuiver boter-
vet in water aan een bepaling wordt onderworpen, blijkt na enkele slagen
schudden reeds al het vet in de petroleumether te zijn overgegaan.

Het overgrote deel van het vet is evenwel niet moleculair verdeeld in de zure
vloeistof aanwezig, Het meeste drijft er boven op. Dit deel gaat in de petroleum-
ether over, zodra men die slechts heeft toegevoegd. Een ander deel van het
vet zal nog geémulgeerd voorkomen, al betreft het wellicht niet de onveran-
derde vetbolletjes van de melk. Misschien treedt tijdens het koken met zoutzuur
enige homogenisatic op.

Zoals gezegd, wordt zuiver botervet in water met 1 extractie geheel uitge-
schud. Dit bleek ook zo, als i.pl.v. water een 5% lactose-oplossing werd geno-
men(bij koken vansuikeroplossingen met zuren ontstaan harsachtige produkten).
Werd evenwel botervet in een 3 9 caseine-oplossing onderzocht, dan werd door 1
maal vitschudden b.v. 95 %, van het vet verzameld. Bij melk resulteert 1 extractie
— dit alles betreft 1 minuut schudden — meestal in 90....93 % ,,opbrengst”.

Bij melk, zowel als bij de cascine-oplossing, is na het schudden en ontmengen
een klein tussenlaagje, vaak niet meer dan enkele ,,vlokjes”, tussen de fasen te
zien. Bij microscopisch onderzoek bleek dat deze ,,viokjes™ het voorkomen van
een emulsie hebben. In het destruaat zelf zijn meestal ook enige kleine druppel-
tjes te zien. Naar aanleiding van deze waarnemmgcn werd 2 maal de volgende
proef gedaan:

32 ml melk werd met 24 m] zoutzuur gekookt en na afkoelen overgebracht
in een scheitrechter. 32 ml alcohol werd toegevoegd, waarna gedurende 1 mi-
nuut werd geschud met 160 m! petroleumether, Na ontmengen werd de vet-
oplossmg afgeheveld, waarna met petroleumether werd nagespoeld totdat deze
vrij van vet was. De benedenste laag (22 ml) werd afgctapt in een mojonnier-
buis; de bovenste laag, inclusief het tussenlaagje, in een andere. 2 maal uit-
schudden met petroleumether gaf vit de onderste laag 2, 1 en 1,5mg vet, uit
de bovenste laag 38,0 en 77,5 mg. ,

Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 61 (8), 1-69 (1961) 37



Het meest waarschijnlijke is, dat bij het begin van het uitschudden een kleine
hoeveelheid van een emulsie ontstaat, die vet vasthoudt en dit moeilijk afgeeft
aan de petroleumether. Dit is in overeenstemming met de feiten dat een lange
extractieduur nodig is, en dat overmatig krachtig schudden niet helpt. Het ver-
band tussen de neiging tot schuimen van het destruaat en de slechte extractie, is
ook een aanwijzing dat emulsievorming van invloed kan zijn. Waarschijnlijk
zijn de afbraakprodukten van de eiwitten hierbij van belang.

Ook bij SBR ontstaat het emulsielaagje; hier houdt het echter niet hardnekkig
vet vast, zodat uitschudden met de hand voldoende is. Ether onttrekt het vet
dus gemakkelijker.

3.1.4. Enkele pogingen ter verbetering

Het lang durende vitschudden heeft bezwaar: tenzij men een geschikt toe-
stel daarvoor heeft, is het extraheren onprettig werk. Daarom werd geprobeerd
een modificatie te vinden, die dit langdurige schudden overbodig zou maken.
Daarbij is o.m. het volgende overwogen:

Bij de reeds genoemde methode van Visser (1904) wordt kaas na koken met
zoutzuur en koelen, direct 1 maal nitgeschud met petroleumether. Gezien de
redelijfk juiste resultaten die deze methode zou geven, mag worden veronder-
steld dat het vet zeer overwegend in de petroleumether terecht komt. Anderzijds
is zonder gebruik van alcohol de ontmengduur zeer lang, b.v. 12 uur. Bij enkele
bepalingen werd na koken en koelen eerst geschud met petroleumether en werd
daarna pas alcohol toegevoegd, waarna nog even werd gemengd. Dit gaf inder-
daad een duidelijke verbetering, en ook de ontmenging ging redelijk snel, b.v. in
15 minuten. Maar anderzijds bleek de verbetering niet altijd afdoende en boven-
dien werd misschien meer niet-vet geéxtraheerd, zodat deze methode niet in ge-
bruik werd genomen. :

Verder werden verschillende andere hulpstoffen i.pl.v. ethanol geprobeerd,
vnl. diverse alcoholen. Alleen bij gebruik van methanol was een verbetering te
zien. Deze was evenwel niet doorslaggevend, vooral niet bij verhitte melk. r-en
isp-propanol bleken minder goed te zijn dan ethanol, butanol is onvoldoende
rtﬁt_a_ngbaar met water. Daarom werd tenslotte besloten bij de oude methode te

ijven.

3.1.5. Voorschriften {SBR en ZAP)

Het voor SBR gebruikte voorschrift is als volgt: 8 ml melk, ondermelk of
karnemelk, 1....2 ml room, 2....4 ml gecondenseerde melk, of 1 g melkpoeder
worden nauwkeurig in de bol van een mojonnierbuis gewogen. Eventueel wordt
met water aangevuld tot 8 ml, waarna 8 ml HCI 36 % p.a. wordt toegevoegd.
Het mengsel wordt op een kleine vlam aan de kook gebracht, en daarna nog
3 minuten zacht gekookt. Na koelen onder de kraan wordt 8 ml ethanol 96 %,
toegevoegd, gemengd en weer gekocld. De overige behandeling is als bij RG
(z.ie 2.2.5.); alleen is de ontmengduur hier veel langer. Men dient v66r het cen-
trifugeren te laten staan tot de bovenste laag helder is geworden. Dit duurt
iha 2....5 uur. ‘

Het begin van de uitvoering volgens ZAP is als bij SBR. Voor het extraheren
gebruikt men 40 ml petroleumether (kooktraject 40....60°C), waarbij geduren-
de 5 minuten wordt geschud bij rauwe of laag gepasteuriseerde melk e.d., ge-
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durende 10 minuten bij hoog verhitte produkten. Deze extractie wordt nog 2
maal herhaald. De overige uitvoering is weer als bij RG. De ontmenging vindt
plaats in enkele minuten.

De algemene voorzorgen bij afdampen, drogen, wegen etc. zijn gelijk aan die
bij RG. Bijzonderheden staan in 2.2. Alleen bij het drogen van het vet zijn nog
enige punien van belang (zic 3.3. en 3.4.).

3.2. VET EN VETACHTIGE STOFFEN (ZAP EN SBR)

3.2.1. Inleiding

In 3.1.2. werd enige aandacht besteed aan de extractie van vet -+ vetachtige
stoffen, als een geheel beschouwd. Hier zal nader worden ingegaan op het ge-
drag van de verschillende componenten voor wat betreft verdelingsquotiént en
chemische veranderingen. Deze bestanddelen zijn: botervet, cholesterolen, vrije
vetzuren en fosfatiden. MULDER (1942) heeft er op gewezen, dat de eerste beide
ook bi} methoden met zure destructie geheel en onveranderd worden geéxtra-
heerd.

Zuiver, gedroogd botervet werd zowel met SBR als met ZAP voor 99,98 %
teruggevonden Het zeer kleine verlies kon geheel toegeschreven worden aan
aanwezige vrife vetzuren (zie 3.2.2.}. Ock als botervet aan ondermelk werd toe-
gevoegd, werd het met beide methoden geheel teruggevonden, Dit wil evenwel
niet zeggen, dat het ,,botervet” zoals het in melk voorkomt, geheel wordt ge-
&xtraheerd, gezien het dan in gehecl andere vorm aanwezig is.

Bij modelproeven bleek cholesterol geheel geéxtraheerd te worden, ook met
ZAP, ondanks de geringe oplosbaarheid ervan in petroleumether. Het werd
niet aangetast door koken met zoutzuur. Er werd niet nagegaan of de aan
cholesterol veresterde zuren worden afgesplitst. Gezien het zeer lage gehalte aan
veresterd cholesterol in melk (ong. 0,002%;: MULDER & ZuUiDHOF, 1958) en
bovendien de waarschijnlijkheid dat van de eventueel afgesplitste zuren het
merendeel nog uitgeschud wordt, is deze kwestie niet van belang voor het ge-
vanden vetgehalte van melk e.d.

3.2.2. Vrije vetzuren

Over het gedrag van vrije vetzuren bij SBR en soortgelijke methoden is nog
weinig gepubliceerd. Uit de theoretische beschouwing in 2.3.2. is duidelijk, dat
met deze ,,zure” methoden een hogere opbrengst verwacht kan worden dan
met RG.

Daar over de oplosbaarheid van hogere vetzuren in petroleumether in de
literatuur geen gegevens werden gevonden, werd deze voor enkele zuren be-
paald Gevonden werd als oplosbaarheid per 100 ml oplossing bij 20°C:

myristinezuur: 8,4 g
palmitinezuur: 3,22 g
stearinezuur: 1,22 g

Deze oplosbaarheden zijn vele malen groter dan die in water en ruimschoots
voldoende voor de extraciie van de te verwachten hoeveelheden vrijé vetzuren
bij ZAP.

JEen volgende vraag is, of er tx_]dens het koken met zoutzuur vetzuren door
verviuchtigen verdwijnen. Dit bleek in het uiterste geval 0,002 meq. per bepaling
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te kunnen zijn. Daar het vrijwel alleen lagere vetzuren betreft, die toch bij de
bepaling overwegend verloren gaan, kan het effect geheel verwaarloosd worden.

Van de voornaamste 9 vetzuren uit botervet werd titrimetrisch bepaald, welk
percentage met ZAP wordt geéxtraheerd, benevens het deel dat verloren gaat bij
afdampen en drogen. Hierbij werd niet meer dan 0,2 meq. vetzuur per bepaling
genomen. Daar dit toch nog vrij veel is t.0.v. de hoeveelheden dic b.v. in ranzige
melk voorkomen, werd voor één der zuren (oliezuur) nog nagegaan of het ver-
delingsquotiént afhankelijk is van de concentratie. Dit bleek niet het geval te
zijn, wat in overeenstemming is met de waarnemingen van ARCHIBALD (1932)
over vloeistof—vloeistof-extractie van lagere vetzuren.

In tabel 9 zijn de gemiddelden van de waarnemingen (2 in 2-voud) weerge-
geven. Tevens wordt hier een berekening van de verliezen aan vrije vetzuren bij
ZAP op gebaseerd, vitgaande van een ongeveer gemiddelde samenstelling van
botervet. Het doel is hierbij meer een indruk te krijgen van de orde van grootte,
dan tot een nauwkeurig bepaald resultaat te komen. In aanmerking is genomen
de waarneming van STADHOUDERS {1956), dat het patroon van vrije vetzuren,
ontstaan bij lipolyse van melkvet, ongeveer gelijk is aan dat van het substraat.

TageL 9. Het verlies van vrije vetzuren bij de extractie en bij het afdampen en drogen volgens
ZAP, Kolom {6) is ook van toepassing op SBR ¢n RG.

Samenstelling Extractie Afdampen en drogen
o a oy verlies | mol-7; | gew.-%; | verlies | mol-% | gew.-%
Vetzumur mol-7; | gew.-351 o % | over | over | in% | over | over
: M 2 &) @ (5) (6) )] (8)
Boterzuur 8 3,0 50 40 1,5 100 0,0 4,0
Capronzuur 3 1.4 30 21 10 70 0,6 03
Caprylzuur 2 1,2 20 1,6 1,0 25 1,2 0,7
Caprinezuur 3 2,1 10 27 1,9 10 2.4 1,7
Laurinezuur 4 3,3 3 3,8 3,1 5 3,6 3,0
Myristinezuur 9 8.5 0 9,0 8,5 0 9,0 8.5
Palmitinezuur 25 26,6 0 | 250 | 266 0 250 | 266
Stearinezuur 8 9.4 0 8.0 9.5 0 8.0 9.4
Oliezuur /Y | 459 10 | 342 | 400 0 | 342 | 400
Totaal, 100 . 100 ' 90,4 93,0 84,0

SN
o
[3+]

* Tnclusief andere onverzadigde vetzuren.

Uit de tabel blijkt dus, dat ongeveer een tiende deel van de aanwezige vrije
vetzuren verloren gaat. Ter controle werden nog enkele waarnemingen gedaan
met een hydrolysaat van botervet. Nagegaan werd of het uit tabel 9 te berekenen
verlies bij destilleren en drogen klopte: totaal (7) = 939/ van totaal (4). Een
bepaalde hoeveelheid hydrolysaat van botervet gaf na extractie volgens ZAP
0,0342 meq. vetzuren, na tevens afdampen en drogen 0,0319 meq., dus juist
93 % van eerstgenoemde waarde. ’

Bjj bovenstaande procven (ook die van tabel 9) is sieeds gezorgd, dat ong.
0,4 g neutraal vet aanwezig was tijdens afdampen en drogen. Nageg,aan werd
hoeveel groter het verlies is, wanneer dit wordt nagelaten. Bij toepassen van
ZAP op een bepaalde hoeveclheid hydrolysaat van botervet, werd 9,5 resp.
10,0 mg ,,vet” gevonden, zénder resp. mét een overmaat vet tijdens afdar;lpen en
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dogen; een andere proef gaf 13,4 resp. 13,9 mg. Het verschilis dus niet groot.
Tenslotte werd uit enkele proeven geconstateerd, dat het, voor wat betreft de
vrije vetzuren, geen verschil maakt of SBR dan wel ZAP wordt toegepast.
Deze uitkomsten zijn althans kwalitatief in overeenstemming met die van
WILLART c.s. (1959), hoewel de proefomsiandigheden verschillend waren.

In het bovenstaande werd geconcludeerd, dat van de in de melk e.d. aanwe-
zige vrije vetzuren ongeveer 105 verloren gaat. Mocht tijdens de bepaling vet
gehydrolyseerd worden, dan gaat van dat afgebroken deel ook wat verloren,
en wellicht meer dan 109, Gaat de hydrolyse n.l. door tot de vorming van
glycerol, dan zal dit zeker niet worden geéxtraheerd. Maximaal zou 15% kunnen
achterblijven, als tevens rekening gehouden wordt met de gewichistoeneming
door hydrolysatiewater. FLORENTIN (1939) beweerde dat SBR ongeschikt is,
wegens hydrolyse van vet {.g.v. het koken met zoutzuur. SWAVING (1939) be-
streed dit en stelde dat deze hydrolyse te verwaarlozen is. Geen van beiden
publiceerden evenwel overtuigende proefuitkomsten, WILLART ¢.5. (1959) con-
cludeerden dat de hydrolyse zeer gering is, tenzij voor de analyse al aanzienlijke
vetsplitsing plaats heeft gehad door enzymwerking. Dit zou te wijten zijn aan
de dan aanwezige mono- en diglyceriden, die, in tegenstelling tot zuivere tri-
glyceriden, wel gehydrolyseerd zouden worden.

Inderdaad is door JENSEN & MORGAN (1959) in ranzige melk de aanwezigheid
van monoglyceriden aangetoond (ongeveer een derde van de aangetaste vet-
moleculen levert een monoglyceride) en die van diglyceriden waarschijnlijk
gemaakt. In verse melk vonden zij nagenoeg geen monoglyceriden, WILLARTC.s.
geven voor hydrolyse in 3,5 n HCl bij 100°C gedurende 10 minuten de volgende
uitkomsten: :
zuiver botervet ;- geen hydrolyse
distearine : 159 hydrolyse
enkele monoglyceriden: 56....619%; hydrolyse.

Enkele door ons genomen proeven wezen in dezelfde richting, Zo bleek b.v,
dat door 3 minuten koken van 0,4 g botervet in 10 ml 11,5 n HCI het zuurgetal
toenam van 2,4 tot 3,5 meq./100 g vet; bij kaasvet, met een veel hoger zuurgetal,
was ook de toeneming groter: van 12,5 tot 15,1, Ook werd een technisch prepa-
raat van monostearine aan enige vetgehaltebepalingen onderworpen, De uit-

komsten waren:

RG 1 95% ,,vet”
ZAP, zonder koken: 959,
ZAP, normaal T90% .,

Er is dus inderdaad een afneming, waarschijnlijk door hydrolyse van ong. een

derde van het monostearine.

Ook werden enkele proeven genomen met melk, die het bovenstaande leken
te bevestlgen Een exact kwantitatieve interpretatie hiervan is echter niet moge-
].l_]k gezien de volgende moeilijkheden:

° De aanwezige fosfatiden worden wél grotendecls gesphtst (zie 3.2.3) en
geven dus o.m. vrije vetzuren. WILLART c.s. nemen dit in ’t geheel niet in
beschouwing. Toch geeft dit zeker aanleiding tot extractie van meer dan 0,010
" meq. vetzuren per 10mlmelk, zodat de vraag rijst hoe het kan, dat zij dit nict

hebben gevonden,
2° Behalve vetzuren worden ook andere zuren geextraheerd ~ o.m. levuline-
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zuur —, bij SBR zelfs aanzienlijke hoeveelheden, toenemend met langere

kookduur (zie 3.3.).

Anderzijds hebben de proeven met botervet in water e.d. ook een mogelijk
bezwaar, daar het vet in melk in een geheel andere vorm voorkomt. Hoewel dus
in een produkt dat aan lipasewerking onderhevig is geweest, een verder gaande
afsplitsing van vetzuren zal plaats hebben door het koken met zoutzuur, is het niet
gemakkelijk een uitspraak te doen over de reéle daling in het gevonden vetge-
halte die dit teweeg zal brengen. '

3.2.3. Fosfatiden

MULDER (1942) heeft er op gewezen, dat bij ,,zure” vetgehaltebepalingen de
fosfatiden gedeeltelijk gehydrolyseerd worden. Hierover zijn enkele proeven
gedaan. De gebruikte preparaten zijn beschreven in 2.3.3., evenals de methode
van P-bepaling. N werd volgens een micro-kjeldahl werkwijze bepaald.

Ecrst werd ZAP toegepast op eifosfatiden, Uitgegaan werd van een suspensie
in water, die per 8 ml ong. 50 mg fosfatiden bevatte. Zo werd b.v, gevonden:
bij een kookduur met HCI van 0 minuten — d.w.z. juist aan de kook brengen -
was het ,,vetgehalte” 72 9/; 13,59 van het P werd teruggevonden en 20,2 % van
de N. Na 5 minuten koken waren deze vitkomsten 65% ,,vet”, geen P en 7,45,
van de N; het zuurgetal van het geéxtraheerde materiaal werd bepaald: omge-
rekend op stearinezuur kwam het overeen met 709 van het vet. Enkele andere
proeven gaven nagenoeg dezelfde uitkomsten.

Het is dus duidelijk, dat de fosfatiden worden afgebroken. Bekend is o.m.
dat de N-houdende groepen, zoals choline, gemakkelijk afgesplitst worden
(DESNUELLE, 1932). Het bleek dat op elk tijdstip gedurende het koken met zout-
zuur iets meer eq. N waren afgesplitst dan eq. P. Het P blijft waarschijnlijk
gebonden aan giycerol. In het destruaat was n.l. geen anorganisch gebonden P
aan-te tonen. Glycerol-fosforzuur is zeer bestand tegen zure hydrolyse {(MALEN-
GREAU & PRIGENT, 1911). Er worden dus vetzuren van het molecuul afgesplitst,
mogelijk pas nadat de basische groep vrij is gemaakt. Dit alles gaat wellicht niet
voor alle fosfatiden op.

De vrijgekomen vetzuren zullen grotendeels worden gegxtraheerd (zie 3.2.2.).
Volgens MULDER & HOOGENDUK (1955) worden nog nict afgebroken fosfatiden
geheel mee bepaald. Tevens vonden zij, dat er geen verschil is tussen ZAP en
SBR voor wat betreft de fosfatiden. FALKENHARN (1957) onderzocht mengsels
van botervet en ,eilecithine” volgens de Britse Standaardmethode ter bepaling
van het vetgehalte van melkpoeder, welke methode vrijwel gelijk is aan SBR.
Hij vond gemiddeld 63,577 van de fosfatiden terug, hetgeen dus goed in aver-
eenstemming is met onze waarnemingen.

Vervolgens werden enige proeven gedaan met melkfosfatiden, De samenstel-
ling hiervan is ongeveer: 307 lecithine, 457 cefalinen, 259 sfingomyeline en
een weinig acetaalfosfatiden (RHoDEs & LEA, 1958; Koops, 1958). De beide
eerste groepen, die zeer verwant van structuur zijn, worden betrekkelijk ge-
makkelijk gehydrolyseerd met HCI, sfingomyeline veel moeilijker. Op 4 ver-
schillende preparaten werd ZAP uvitgevoerd; het gemiddeld »vetgehalte™ was
66,3; 65,5; 71,4 en 66,07, Van het 2e en 3e preparaat werd bepaald hoeveel
P in het extract terecht kwam (3 minuten koken); dit was 16 resp. 30%, dus
meer dan bij de eifosfatiden. 1 maal werd het zunrgetal van het ,,vet” belgz,lald:
omgerekend op stearinezuur kwam dit overcen met 83 % van het’s’geéxtraheerde.
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Het maakte geen verschil of de fosfatiden in water, dan wel in ondermelk
werden gesuspendeerd.

Er kan dus worden geconcludeerd, dat met ZAP, zowel als met SBR, onge-
veer een derde van het gewicht van de aanwezige fosfatiden verloren gaat.

3.3, EXTRACTIE VAN NIET VETACHTIGE STOFFEN

3.3.1. SBR

Dat bij SBR en verwante methoden veel niet vetachtige stoffen worden ge-
&xtraheerd, is wel bekend. Ook over de corzaak hiervan verkeert men reeds lang
niet geheel in het ongewisse, maar merkwaardigerwijze is weinig van deze kennis
gepubliceerd. Men wist vroeger al wel, dat afbraakprodukten van lactose een
rol spelen o.m. hydroxymethylfurfural, dat vrij goed in ether oplosbaar is. Ook
werd reeds in 1908 door DE GRAAFF in dit verband levulinezuur genoemd.
MvuLpiR & HoOGENDLK (1956) declden mede, dat vooral afbraakprodukten
van lactose het vetgehalte volgens SBR verhogen.

Het is algemeen bekend, dat wit hexosen door verhitten in zuur milieu
a-hydroxymethylfurfural ontstaat. Ook dihexosen vertonen dit verschijnsel, na
voorafgaande hydrolyse. Daarbij ontstaan ock andere furanaldehyden, zowel
als polymeren ervan, met een vaak harsachtig karakter. Door koken met mine-
rale zuren," wordt hydroxymethylfurfural verder omgezet tot levulinezour:

HC-—-CH
T + 2,0 —> CH,. CO. CH,. CH,. COOH
HOH,C—C\ | /—COH + H.COOH

Ook levulinezuur is oplosbaar in ether. :

Ook SANDBERG (1959) is hier nader op ingegaan. Hij toonde hydroxymethyl-
furfural en levulinezuur in het SER-extract aan. Tevens bleek dat saccharose in
veel sterkere mate aanleiding geeft tot bovengenoemde stoffen dan lactose. Dit
is waarschijnlijk te wijten aan de fructoserest. o

De vraag is nu hoeveel niet-vet wordt uitgeschud, waarbij niet bij voorbaat
aangenomen mag worden, dat dit alleen uit lactose ontstaan schijnvet is. Daar-
toe werd de reeds 3 maal geéxtraheerde vloeistof nogmaals 3 maal volgens SBR
vitgetrokken en werd dit 2e extract drooggedampt en gewogen. Omdat de betref-
fende bestanddelen enigszins viuchtig zijn, werd steed_g een gewogen hoeveelheid
vet toegevoegd, om de omstandigheden zoveel mogelijk gelijk te houden aan die
van een gewone bepaling. De gevonden waa::den bij 10 procven (elk in 2- of
4-youd) variéerden van 0,043 tot 0,063 7, gemiddeld 0,053 7. Indien het destru-
aat 3 maal tnet petroleumether werd vitgeschud alvorens de herhaalde extractie
volgens SBR werd toegepast, werd meer niet-vet gevonden, n.l gemld_deld
0,070 % (6 waarnemingen in 2-voud). Op dit verschil wordt in 3.3.3. nader inge-

aan.

& Indien men het niet-vet afzonderlijk opvangt, blijkt het er bruin en stroperig
uit te zien. Het is voor een deel oplosbaar in petroleumether; waarschijnlijk is
dit voornamelijk levulinezuur. Bij de gewone vetgehaltebepaliqgen volgens SBR
wordt het gewicht van het lege kolfje achteraf bepaald, na uitspoelen van het
vet met petroleumether. Het niet-vet lost dan evenwel bijna geheel op, als al-
thans niet te weinig echt vet aanwezig is. Voegt men ecn afgezonderde hoeveel-
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heid niet-vet toe aan het vrijwel kleurloze ZAP-vet, dan krijgt dit het geelbruine
viterlijk van SBR-vet, en is het mengsel weer geheel oplosbaar in petroleum-
ether. Als b.v. melk volgens SBR wordt onderzocht, dan blijft na het vitspoelen
van het vetkolfje slechts ong. 0,005%; niet-vet achter. Bij een vetarin produkt
als centrifugemelk kan dit veel meer zijn. Bij de bovenvermelde proeven met
voortgezette extractie, werd niet achteral uitgespoeld, maar werd het lege kolfje
vooraf gewogen, zodat in de uitkomsien dus ook de kleine ,,onoplosbare rest”
is begrepen.

Op de met voortgezette extractie verkregen stof werden enkele kwalitatieve
reacties gedaan, om na te gaan of het inderdaad niet-vet betrof. Dit waren reac-
ties op organisch P (fosfatiden), op hogere vetzuren en op vet (vetzuren na ver-
zepen) (FEIGL, 1956). De uitkomsten waren negatief; alleen was een spoortje
vrije vetzuren aanwezig,

Van in de oplossing aanwezig levulinezuur, bleek onder proefomstandigheden
ongeveer 6% te worden uitgeschud. Enkele malen gaf een 4,89/ lactose-oplos-
sing volgens SBR een ,,vetgehalte” van gemiddeld 0,030 9. Tevens werd hierbij
nagegaan, wat de invloed is van de duur van het koken met zoutzuur. Zowel de
gewichtshoevectheid (na afdampen en drogen) als de toeneming in zuurtegraad
van het extract werden bepaald. Het laatstgenoemde gegeven werd omgerckend
tot gewichtsprocenten levulinezuur. Figuur 6 geeft de gemiddelde uitkomsten.
Uit deze gegevens wordt waarschijnlijk dat de verdamping van levulinezuur
belangrijker is, wanneer er meer van aanwezig is. (In de vetkolfjes was een be-
kende hoeveelheid vet gebracht). Tevens lijkt de conclusie gewettigd, dat
het niet-vet hier voor het grootste deel uit levulinezuur bestaat.

Als het extract buiten aanwezigheid van vet wordt drooggedampt en gedroogd,
dan verdampt het merendeel van het materiaal: cen Jactose-oplossing gaf zo een
»vetgehalte” van 0,010, tegen 0,028 77 als vet aanwezig was. Droogproeven
met zuiver levulinezuur geven ook aanzienlijke verdamping te zien.

Uit vetvrij gemaakte caseine, wordt met SBR niets, of althans uiterst weinig
geéxtraheerd. Ook SANDBEERG (1959) vermeldt dit. Het volgende experiment
werd 2 maal uitgevoerd: Een caseinesuspensie (39%), een lactose-oplossing
(4,8 %)) en een lactoseoplossing waarin weer caseine was gesuspendeerd, werden
aan een SBR-bepaling onderworpen. De gemiddelde ,,vetgehalten™ waren:

. caseinesuspensie 0,000 en 0,000,
lactoscoplossing - 0,030 en 0,027 %,
lactose -+ caseine 0,020 en 0,019 9.

Hieruit blijkt dus, dat in aanwezigheid van caseine bij het koken net zout-
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zuur, minder afbraakprodukten van lactose worden vitgeschud. Merkwaardiger-
wijze vonden MULDER & HOOGENDUK (1956) juist het tegengestelde. Tevens
blijkt, dat de wijze waarop SANDBERG uit modelproeven met suikeroplossingen
een correctie op het vetgehalte volgens SBR berekende, niet verantwoord is. In
het volgende zal dit bezwaar nog duideljjker blijken.

(ezien de extraheerbaarheid van levulinezuur lijkt het niet onwaarschijnlijk,
dat ook de in melk aanwezige organische zuren voor een deel worden uitge-.
schud. Het belangrijkste hiervan is citroenzuur, waarvan gemiddeld ong. 0,16 %,
in melk voorkomt. Ongeveer 5% van het aanwezige citroenzuur bleek bij model-
proeven te worden uitgeschud. Dit geeft dus aanleiding tot een verhoging van
het gevonden vetgehalte met 0,007....0,008 %, -

Andere zuren in melk zijn: lagere vetzuren, metkzuur, pyrodruivenzuur e.d.,
volgens MoRrr c.s. (1957) ong. 0,4 meq./100 ml, hetgeen globaal overeenkomt
met bijna 0,02 gewichis- %, Deze groep zuren bleck aanleiding te geven tot een
verhoging van het vetgehalte met 0,002....0,003 %.

De organische zuren samen geven dus aanleiding tot ong. 0,01%; niet-vet,
lactose waarschijnlijk tot 0,02%, al is de ,,storende™ invioed van caseine nog
niet geheel duidelijk; dus in totaal 0,03 7. Dit is beduidend minder dan gevon-
den werd tnet de proeven met voortgezetie extractie. Er werden echter verder
geen pogingen gedaan om alle bestanddelen van melk afzonderlijk en in com-
binatie te onderzocken. In plaats daarvan werd enkele malen een ,,vetvrije
kunstmelk” gebruikt (zie voor de bereiding 2.5.1.). Deze kunstmelk bevatte,
onderzocht volgens RG, inderdaad nagenoeg geen vet. Met SBR bleek enkele
malen een ,,vetgehalte” van 0,067 %, of van 0,045 % indien geen vet in de kolfjes
was gebracht. Deze uitkomst is beter in overeenstemming met die van de voort-
gezette extractie. Toch zal blijken (in 3.3.3.) dat ook hier waarschijnlifk een
onjuiste waarde werd verkregen. . ‘

WENGER (1915) heeft er al op gewezen, dat melkzuur bij vetgehaltebepalingen
kan worden geéxtraheerd. Sommige melkprodukien hebben natuurlijk een
veel groter melkzuurgehalte, dan de 0,006 die ongeveer in verse melk voor-
komt (MORR c.s., 1957). Daarom werd hier nog wat nader onderzoek naar ge-
daan. Aanvankelijk leken de gegevens slecht met clkaar te kloppen. De uit-
komsten bleken evenwel nict eenvoudig met de melkzuurconcentratie samen te
hangen. Figuur 7 geeft de resultaten van 2 proeven, waarbij melkzuuroplos-
singen van verschillende sterkte, als melk volgens SBR werden onderzocht. Het
eigenaardige verloop van de curve is niet verder bestudeerd. Vele factoren,
zoals b.v. lactidevorming, kunnen hier van invloed zijn. In elk geval zal bij pro-
dukten als zure karnemelk of yoghurt nog een extra verhoging van het gevonden
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vetgehalte van 0,01....0,02% optreden. Dit werd ook gecontroleerd en beves-
tigd, door melk met en zonder melkzuur te analyseren, waarbij bacteri€le zuring
en direct toevoegen van melkzuur werden toegepast.

3.3.2, ZAP

SANDBERG (1959) geeft aan, dat hydroxymethylfurfural niet, maar levuline-
zuur wel oplosbaar is in petroleumether: 67 mg/100 mli bij 20°C. Door ons werd
53 mg/100 ml gevonden, dus dezelfde orde van grootte. Van in de zure vlocistof
aanwezig levulinezuur bleek dan ook bij ZAP 1....1,5%, 1¢ worden uitgeschud.
Men kan dus verwachten, dat een beetje niet-vet gegxtraheerd zal worden,
mogelijk overwegend levulinezuur.

De hoeveelheid niet-vet werd globaal bepaald, d.m.v. voortgezette extractic,
dus door een 4e t/m 6e extractie met petroleumether te verzamelen, 8 waar-
nemingen gaven 0,006....0,010% niet-vet, gemiddeld 0,008 %. Ook werd de
reeds vermelde ,,vetvrije kunstmelk” een zestal malen onderzocht; het ,,vet-
gehalte” was 0,007....0,009, gemiddeld 0,008 %.

Verdamping speelt weer een rol: Is geen vet aanwezig tijdens afdampen en
drogen, dan blijft bijna geen weegbare rest achter, i.h.a. slechts 0,001 %. (Dit
verklaart ook de uitkomsten van 0,000% in tabel 8). Er is echter maar weinig
vet nodig om de verdamping te belemmeren. Zo werd het vetgehalte van cen-
trifugemelk gemiddeld slechts 0,002% hoger gevonden, als vooraf 0,3 g vet
in de kolfjes werd gebracht (6 proeven). Zoals verwacht kon worden, is het
niet-vet vrijwel geheel oplosbaar in petroleumether; slechts ong. 0,001 % niet.
Dit laatste is waarschijnlifk de droge stof uit miniscuul kleine druppeltjes van
de waterfase, die ondanks alle voorzorgen toch meekomen.

Om te controleren of het niet-vet inderdaad levulinezuur bevat, en tevens om
icts te weten te komen over mogelijke andere bestanddelen, werd het volgende
experiment gedaan®): Een grote hoeveelheid centrifugemelk werd behandeld
volgens ZAP. Het le extract werd weggedaan om het meeste vet kwijt te raken.
Het 2e t/m 4e extract werd ingedampt tot klein volume. (Een klein deel hicrvan
werd uvitgeschud met weinig water. Hierin werd gereageerd op furanaldehyden
met barbituurzuur en anitine (AKALSONI, 1927); de reactie was sterk positief).
Het concentraat werd geschud met een verzadigde oplossing van 2,4-dinitro-
fenylhydrazine in 2 n HCl, waarna de petroleumetherlaag werd verdampt. De
gevormde dinitrofenylhydrazonen (D.N.P.’s} werden geéxtraheerd met ben-
zeen. Het benzeenextract werd weer uitgeschud met weinig 2% NaHCO, in
water. Na aanzuren ontstond hierin een geel neerslag, dat werd afgezonderd en
omgekristalliscerd uit benzeen. Door bepaling van het smeltpunt (209....210°C,
KoOFLER-bank) en het mengsmeltpunt met de bekende stof, werd het geidentifi-
ceerd als het D.N.P. van levulinezuur,

Het benzeenextract werd drooggedampt, en onderzocht met de methode van
VAN DuiN (1961) d.m.v. adsorptiechromatografie over een ZnCOy-zuil, met als
eluens petroleumether-benzeen-pyridine 8:1:1. Op de zuil verschenen ruim
20 banden. De eerste, zeer grote band werd ge€lucerd. De homogeniteit werd
gecontroleerd door verdelingschromatografie over silicagel (zie VAN DuIN,
1961). Na verdampen van het eluens werd de stof omgekristalliseerd uit pe-

! Het ,,Nederlands Instituut voor Zuivelonderzoek” te Ede stelde mij gastvrij in de gelegen-

heid een deel van dit experiment aldaar uit te voeren. Dr. H. van Dum gaf mij hierbij waarde-
volle hulp en adviezen. .
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troleumether, Ze bleek identiek met het D.N.P. van levulinezure ethylester:
smeltpunt 100°C, A, 362 my. (in chloroform — 19 ethanol).

Van de overige banden op de ZnCO,-zuil waren alieen de 2e en 3¢ band mo-
gelijk van kwantitatief belang. De indruk werd gewekt dat dit sva- en anti-iso-
meer van hetzelfde D.N.P. waren, temncer toen na elueren, droogdampen en
omkristalliseren het smeltpunt 160 resp. 208°C bleek te zijn, en A, 385 resp.
390 my (in chloroform — 19/ ethanol). Het vermoeden dat dit de I).N.P.’s van
hydroxymethylfurtural zouden zijn, werd niet bewaarheid. Van syn- en anti-
isomeer hiervan bleek n.l. het smeltpunt 215 resp. 235°C te zijn en Amax 383
resp. 386....387 my. De onbekende stof werd daarna niet verder onderzocht.
De overeenkomst in oplosbaarheid, gedrag op de zuil en U, V.-spectrum van de
D.N.P.’s suggereert evenwel chemische verwantschap met hydroxymethyl-
furfural. Het is dus wellicht ¢en ander furanaldehyde,

“Ter completering werd een blanco proef gedaan (water i.pl.v. centrifugemelk),
die geen D.N.P.’s gaf en cen proef met een 5%, lactose-oplossing. Het beeld van
de zuil bleck vrijwel ideniick met dat van de eigenlijke proef. Ook hier werden
de D.N.P.’s van levulinezuur en de ethylester ervan geidentificeerd.

Naar aanleiding van dit experiment kan geconcludeerd worden, dat inderdaad
levulinezuur wordt geéxtraheerd, met daarbij nog een groot aantal andere car-
bonylverbindingen, evenwel in zeer kleine hocveclheden. Alleen de hoeveelheid
ethyllevulinaat is beduidend, zelfs groter dan bij levulinezuur. Het is echter zeer
vluchtig. Kleine hoeveelheden verdampen vrijwel geheel in de droogstoof, ook
in aanwezigheid van vet, Pas als meer dan 5 mg van de ester bij 0,3 g vet wordt
gebracht, blijft icts achter na een uur drogen bij 103..,.104°C. Dat zo’n grote
hoeveetheid zou worden uitgeschud is niet aan te nemen. Het ethyllevulinaat is
duidelijk te ruiken tijdens het drogen van SBR- of ZAP-vet,

Het is mogelijk, dat ook andere esters worden uitgeschud, zoals b.v. esters
van vetzuren. Qok ethyllactaat zou van belang zijn, ware dit niet nog viuchtiger
dan ethyllevulinaat. Met alle esters van laag moleculaire zuren zal dit zo zijn.
Ook esters van citroenzuur kemen waarschijnlijk niet in aanmerking, daar
monogsters nog zeer hydrofiel zijn en di- of trigsters wel nauwelijks gevormd
zullen worden. Esters van aminozuren zijn basen, die dus niet ge#xtraheerd
zullen worden uit een sterk zure vloeistof. ‘

Zou er sprake zijn van een langzame estervorming, dan wordt mogelijk meer
uitgeschud indien het mengsel van destruaat en alcohol lang zou staan voor de
extractie. Inderdaad werd geconstateerd, dat 24 uur wachten een ong. 0,005
hoger vetgehalte gaf. Hiervoor zijn echter ook vele andere verklaringen denk-
baar. '

Verder kan men verwachten, dat het evenwicht:

T : . zuur - ethanol *= ester 4 water

onder proefomstandigheden ver naar links ligt. Dan zou door een steeds weg-

nemen van de esters, d.w.z. ¢en lange extractieduur, meer gevormd en uitge-

schud worden. Inderdaad bleek het gevonden vetgehalte met ong. 0,003 % per

uur langere extractie toe te nemen. Ook hier zijn weer tal van andere verkla--
ringen mogelijk. Overigens zijn deze verschijnselen niet van praktisch belang,

gezien de nog geringe verschillen bij extretne omstandigheden.

Enkele malen werd een bepaling uitgevoerd op een 4,8 % lactoseoplossing,
met als resultaat een ,,vetgehalte” van 0,006....0,008 %;. Het is dus aannemelijk,
dat nagenoeg al het niet-vet afkomstig is van lactose, en wel voornamelijk als
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levulinezuur. Bij SBR bleck, dat door langer koken et zoutzuur meer niet-vet
wordt geéxtraheerd, en wel in het bijzonder levulinezuur, Daarom werden ook
met ZAP enkele zulke proeven gedaan, waarbij het verschijnsel ook optrad.
Bij een bepaling op vetvrije kunstmelk b.v., bleek bij 1 minuut koken een ssvet-
gehalte™ van 0,001 %, bij 3 minuten 0,009 % en bij 8 minuten 0,016 %. Het is dus
ongewenst een lange kookduur aan te houden.

Ook werd nagegaan of, evenals bij SBR, melkzuur wordt uitgeschud. 1%
melkzuur toegevoegd aan melk, bleek het gevonden vetgehalte met 0,002, ...
0,003 3, te verhogen, dus een gering effect.

Evenals bij RG, treedt bij SBR het verschijnsel op, dat een groter vetgehalte
wordt gevonden bij een kleiner monster (MULDER & HooGENDIIK, 1955). Nu
werd nagegaan of dit ook voor ZAP geldt. Daartoe werden enkele proeven ge-
daan met melk en room, zoals voor RG beschreven in 2.5.3. Inderdaad trad het
verschijnsel op, maar in geringere mate: x = 0,3....0,6 mg. Het bleck evenwel
ook op te gaan voor lactoscoplossingen, waar x — 0.4. .. -0,5 mg werd gevonden.
Het verschijnsel is hier dus veel gemakkelijker te verklaren dan bij RG. Het be-
Zzwaar voor de bepaling van het vetgehalte van room is dus bij ZAP analoog
aan dat bij RG, al is het vrijwel verwaarlooshaar.

Bovenstaande uitkomsten zijn in strijd met een voorlopige mededeling van
MULDER, HOOGENDIIK & WALSTRA (1959), die geen verschil in vetgehalte von-
den bij verschillend grote monsters, Gezien het slechts kleine effect is dit niet
verwonderlijk. :

3.3.3. Vergelifking van SBR enZ AP

Bjj vergelijking van beide methoden, toegepast op melk en ondermelk, bleek
SBR-ZAP = 0,020..... 0,030%;. Uit het in 3.2, behandelde zou men willen
opmaken, dat de methoden geen verschil geven voor wat betreft vet en vetach-
tige stoffen. Verder zou het nict-vet bij SBR 0,06....0,07% bedragen, en bij
ZAP ong. 0,0QS% (zie 3.3.1. en 3.3.2.). Nu blijft bij SBR iets van het niet-vet
in het vetkolfje achter na het uitspoelen met petroleumether (ong, 0,005%),
maar op grond van al deze gegevens zou toch SBR-ZAp bijna 0,05....0 06%/
moeten zijn, dus 2 maal zo groot als werd gevonden, e

Hoewel SBR-ZAP misschien wat groter i bij ondermelk dan bij melk, is het

a8 . »Hteruggeéxtra-
heerd” wordt met zwak alkalische 509/ alcohol, zodat het niet-vetewa%i%schijn-

lijk nagenoeg geheel onttrokken wordt (de bruine Kleur van het SBR-vetis b.v.
, dan i n ¢n drogen nog steeds S8 AP, zij
het heel weinig. Bij het onderzoek van centrifugemelk %verilezzlff w}eel>g£fon(,ieznj,

normaal. (Met de term ,,SB ZAP”
wordt het volgende bedoeld: nadat destruaat 4 alechol 3 maal iSR u?t‘;eschud
vo}gens ZAP, wordt nogmaals 3 maal volgens. SBR getxtraheerd ; de hoeveel-
heid droge stof in dit laatste extract, nitgedruky als gehalte van de,onderzochte

. ; . gegeven gehalten an niet-vet
onjuist zijn. Om dit verder te onderzoeken, werden enkEle proevgn met her-

haalde extractie gedaan. Hierbij werd zoveel mogelijk o i
: o -
heden gewerkt: steeds was vet in de kolf jes aamﬁezi]g (‘ggfféggaigkveefﬁﬁ?gg'

48 Meded. Landbouwhogeschaol, Wageningen 61 (8), 1-69 (1961)



het gewicht van het lege vetkolfje werd vooraf vastgesteld (dus niet uitspoelen .
etc.). Onderstaand wordt een schema van deze proeven gegeven, waarin tevens
de gemiddelden van de vitkomsten zijn vermeld. Het betrof 3 waarnemingen bij
melk, 2 bij ondermelk, en 1 bij wei, die alle ongeveer dezelfde resultaten gaven,

Melic e.d.

ZAP SBR
vetgehalte v % v+ 00329
verschil Dy = 0,032% :

ZAP na ZAP SBR'na ZAP ZAP nd SBR SBR Hia SBR
0,010, 0,070% O 0,005% 0,053
verschil Dy= 0,060% " verschil Dy= 0,048%

Op het eerste gezicht zou men verwachten, dat b.v.: _
ZAP + SBRna ZAP 22 SBR + ZAP na SBR,

en dit is zeker nict het geval. Het is het gemakkelijkst de verschillen D te verge-
lijken. Daar het schijnvet, Zoals levulinezuur e.d., in zeer grote overmaat in
de zure vloeistof aanwezig is, en er dus met clke cxtractic ongeveer evenveel van
verzameld zou worden, verwacht men, dat D, & D, & D, Dit is duidelijk niet
het geval. Alleen bij een proef met ultrafiltraat van melk was Dy & D, (D; werd
hier niet bepaald).

Om uit te zoeken hoe de bovenstaande discrepanties verklaard moeten wor-
den, werden diverse proeven gedaan. De hoeveelheid niet-vet vit centrifugemelk
bleck niet beinvloed te worden door toevoegen van botervet aan het monster,
noch bij SBR noch bij ZAP. Ook werd geen verschil in verdampen van niet-vet
gevonden tijdens drogen bij proeven met directe extractie enerzijds, en die met
voortgezette extractie anderzijds. De bij ZAP gevonden hoeveelheid niet-vet
bleek waarschijnlijk iets, zij het heel weinig, af te nemen met toenemend rang-
nummer van de extractie. Dit is niet verwonderlijk, maar bij SBR bleek juist
cen toeneming. Er waren enkele aanwijzingen, dat er misschien ecn kleine af-
neming is in de oplosbaarheid van een deel van het niet-vet in de waterfase met
toenemend rangnummer van de extractie. Een deel van het verschil tussen D,
en D, kan hier mogelijk mee worden verklaard.

Het voornaamste bleck evenwel het volgende: Bij SBR neemt de hoeveelheid
niet-vet van 1 extractie toe met 0,001 % per uur staan van de zure vloeistof voor
de extractie. Daar bij SBR de ontmenging van de fasen erg lang duurt, is meestal
ong. 24 uur nodig voor 3 extracties, bij voortgezette extractie dus 48 uur. Nu
werden de proeven steeds zo gedaan, dat alle extracties met hetzelfde rang-
nummer ongeveer tegelijkertijd werden uitgevoerd; dus ook bij ZAP had de
vloeistof lang gestaan. Het verschil tussen Dy en D, is nu geheel te verklaren. Bij
SBR na ZAP heeft de zure vloeistof 24 uyur gestaan, voordat de SBR-extractie
begon. Hier is dus de vorming van schijnvet doorgegaan, zonder dat dit steeds
voor een deel werd weggenomen, zoals bij SBR na SBR. Maar ock voor het
verschil tussen Dy en D is dit van belang: daar het schijnvet toch nog slechts
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weinig in ecther-petrolenmether oplost, is van het extra gevormde niet alles
weggenomen bij de eerste 3 extracties.

Hiermee is de kwestie waarschijnlijk wel verklaard, temeer daar bij ultra-
filtraat van melk (D; £ D,) een veel geringere toeneming in de hoeveelheid
niet-vet bij lang staan werd gevonden dan bij melk e.d. De proeven met ,,vet-
vrije kunstmelk” hebben voor SBR dus weinig waarde (voor ZAP wel), door-
dat ze te hoge uitkomsten geven; die met een mengsel van lactose en caseine
geven een betere benadering, als men ook de extractie van organische zuren
in aanmerking neemt. De conclusie kan dus zijn, dat bij ZAP inderdaad ong.
0,008 % niet vetachtige stof als vet wordt gevonden, maar dat het bij SBR veel
minder is dan aanvankelijk werd aangenomen. Dit is dan 0,03....0,04% bij
bepalen van het vetgehalte van melk, waarbij slechts weinig niet-vet achterblijft
na het uitspoelen met petroleumether. Bij vetarme produkten als ondermelk zal
meer achterblijven en zal dus het gevonden vetgehalte minder te hoog zijn,
maar een uitspraak over de juiste hoeveelheid is hier mocilijk.

Mogelijk speelt bij het verschil tussen SBR en ZAP ook oxydatie van het
ZAP-vet nog een kleine rol. Hierop wordt in 3.4. nader ingegaan.

3.3.4. Pogingen de hoeveelheid niet-vet te verminderen

ZAP werd o.m. ontwikkeld, om het extraheren van niet-vet te ontgaan bij
methoden met zure ontsluiting. Hoewel een aanzienlijke verbetering bereikt is,
is deze poging toch niet volledig geslaagd. Men zou ook kunnen proberen, het
ontstaan van de storende stoffen te verhoeden, tenminste voor zover deze niet
van nature in de melk voorkomen. -

. ScHLOEMER & RaucH (1942) ontwikkelden een voorschrift waarbij gekookt
werd met zoutzuur en chloroform. Daardoor bleef de temperatuur ong. 77°C,
en ontstonden althans geen bruine stoffen. MoHR & HAsING (1948) constatect-
den evenwel dat het vet onvolledig werd ontsloten. Bij vroeger op dit laborato-
rium gedane proeven, werd iets dergelijks geprobeerd door koken in aanwezig-
heid van alcohol. Ook dan bleef bruinkleuring achterwege, maar het volgens
SBR gevonden vetgehalte was nog duidelijk hoger i.pl.v. lager. Misschien speelt
hier estervorming een rol.

Bij de methode van de Britse ,,Society of Public Analysts” (1936) voor de
bepaling van het vetgehalte van melkpoeder, wordt na toevoegen van water
eerst gekookt met weinig ammonia, daarna pas met zoutzuur. Volgens HALL-
QVIST & HELLVING (1949) zou daardoor de afbraak van het eiwit gemakkelijker
verlopen, en zou men dus kunnen volstaan met minder sterk zoutzuur of een
kortere kookduur, met als gevolg minder schijnvet. Daarom werd enig onder-
zoek gedaan met ZAP. De verbetering is slechts hoogstens 0 0029%. Bij SBR is
dit iets meer. . : e _

Ook bij de Britse methode wordt achteraf uitgespoeld met petroleumether.
SANDBERG (19539) beveelt daarbij aan eerst een weinig water in het kolf je te
brengen, waardoor de niet vetachtige stoffen voor een groter deel achter zouden
blijven. Ons bleck evenwel, dat dit bij ZAP in *t geheel geen, en bij SBR slechts
een verbetering van ong. 0,002% geeft. ’

Verder werd nog geprobeerd minder schijnvet te laten ontstaan door te
koken onder toevoeging van SnCl,. Het is bekend, dat dit o.m. de vor,ming van
polymerisaticprodukten tegengaat bij zure hydrolyse van eiwitten, Hoewel in-
derdaad de kleur van het destrnaat veel lichter bleef, bleck bij SER meer dan
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cen verdubbeling van de hoeveelheid niet-vet. Dit moet o.m. toegeschreven
worden aan extractie van het tinchloride zelf, dat enigszins in ether oplosbaar is.
Qok bij ZAP resulteerde een kleine verhoging van het gevonden vetgehalie.

Ock werd gepoogd het ontsluiten door koken met een organisch zuur uit te
voeren, in de hoop zo de vorming van levulinezuur te voorkomen. Mierenzuur
bood nog de meeste perspectieven, maar een volledige ontsluiting van het vet
bleek niet mogelijk. Wel lukte dit, als enig HCI aan het mierenzuur werd toe-
gevoegd, maar dan werd weer schijnvet gevorind en uitgeschud,

Op grond van de resultaten van vele pogingen, lijkt het niet mogelijk door
zure destructic ontsluiting van het vet te krijgen, zonder dat levulinezuur e.d.
worden gevormd. Ook pogingen om het eiwit volledig op te lossen met pepsine
en verdund zoutzuur mislukten,

3.4. VERGELUKING VAN ZAP MET RG

In het navolgende zal onder A worden verstaan: het vetgehalte volgens RG
minus het vetgehalte volgens ZAP, bij toepassing van beide methoden op de-
zelfde melk, ondermelk e.d., dus b.v. ,, Amelk”,

Amelk werd 10 maal bepaald en was —0,005....+0,004%, gemiddeld
-0,001 % (s = 0,0039). Het voorgaande geeft gegevens over de hoeveelheden
vet en vetachtige stoffen die niet mee bepaald worden, en over de hoeveelheid
niet-vet die wel bepaald wordt, zowel voor RG als voor ZAP. Met behulp
hiervan, kan dus een gecorrigeerd vetgehalte berekend worden, door met het -
te weinig aan vet te vermeerderen en met het niet-vet te verminderen. Daartoe
moet het gehalte aan fosfatiden en dat aan vrije vetzuren bekend zijn. De hoe-
veelheid niet-vet bij ZAP werd bepaald door toepassing van herhaalde extractie,
voor het niet-vet bij RG werd 0,004 %, aangenomen (zie 2.5.). De uitkomsten
van enkele proeven zijn gegeven in .tabel 10. A-gecorrigeerd is gemiddeld
0,004 %, dus nict ver van nul.

TaBeL 10, Vetgehalte en gecorrigeerd vetgehalte (in procenten) van melk, volgens RGen ZAP.

Vrije RG ZAP, A,
Fosfa- vet- | Niet-vet| gecor- | gecor- gecorri-
RG ZAP A tiden | zuren ZAP | rigeerd | rigeerd geerd
1) v €)] C)) 3 (&) ) ® (9
: 3,275 3,280 -0,005 | (0,030) | (0,012) | 0,010 | 3,283 3,281 40,002
3,527 3,530 -0,003 0,033 | 0,015 0,009 3,537 | 3,533 + 0,004
3,663 3,660 0,003 0,030 | 0,010 | (0,008 | 3,670 | 3,669 40,001
3,105 3,103 +0,002 0,031 0,012 | 0,008 3,113 | 3,106 <+ 0,007
3,254 3,250 + 0,004 0,028 | 0,012 | 0,006 | 3,262 | 3,254 + 0,008
Gemiddelde -0,001 + 0,004

De uitkomsten tussen haakjes zijn niet bepaald maar geschat.
(N =)+ 0,13 x (&) + 0,67 x (5)-0,004,
= +033x®H+01x{-(6)

Daar de bij room toe te passen correcties relatief weinig zullen verschillen van
die bij melk, is het te verwachten, dat — als de room een 10 maal zo hoog vet-
gehalte heeft als melk — Aroom & 10 Amelk zal zijn. Bij 5 bepalingen bleek
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Aroom = —0,01....-0,04%, gemiddeld -0,029%;. Dit is dus in overeenstemming
et de resultaten bij melk. (Bij de toepassing van RG op room, werd verdund
met 0,5 %, NaCl-oplossing).

Aondermelk (vetgehalte 0,07....0,15%) werd 16 maal bepaald en was ge—
middeld 0,011 (s A = 0,004 %/). Nu is bij ondermelk de correctic op het ver-
schil in vetgehalte vrijwel nul. Vrije vetzuren zijn nagenoeg niet aanwezig in
ondermelk, behalve wat boterzuur, dat toch bij beide methoden verloren gaat.

"Het te weinig aan fosfatiden is ten naaste bjj gelijk aan de hoeveelheid nict-vet,
zowel bij RG (0,002%;) als bij ZAP (0,006%,). M.a.w. ook A-gecorrigeerd =
= 0,0119%. Dit is vreemd, gezien de uitkomsten bl melk en room,

Om na te gaan waaraan de grote Aondermelk moet worden toegeschreven,.
werd de volgende proef enkele malen gedaan: Van dezelfde ondermelk werd het
vetgehalte bepaald volgens ZAP en RG, maar tevens werd op volgens RG ver-
kregen vet 4 8 ml water een bepaling volgens Z4P vitgevoerd, en wel op 2 tma-
nieren: zowel zonder koken et zoutzuur (uitkomst gencemd ,,ZAP op RG,
koud™’), als normaal et 3 minuten koken (,,ZAP op RG, warm’). De uitkom-
sten zijt samengevatin tabel 11. Hierbij zijn de volgende opmerkingen te maken:
. Kolom (5). Het gemiddelde is gelijk aan de gemiddelde Aondermelk van
alle waarneiningen. :

Kolom (6). Dit verschil is op te vatten als de hoeveelheid niet-vet van RG,
daar dit onder de omstandigheden van (3) niet vitgeschud zal worden. Het ge-
middelde is goed in overeenstemming met de te verwachten 0,001....0,0029%
(zie 2.5.). :

Kolom (7). Dit verschil wordt geacht veroorzaakt te worden door de af-
braak van fosfatiden t.g.v. het koken met zoutzuur. Daar het gemiddelde fos-
fatidengehalte van ondermelk ong. 0,016 % is, en een derde van de fosfatiden bij
Z AP verloren zou gaan (zie 3.2.3.), stemt het gevonden gemiddelde er zeer goed
mee overeen, als men tevens bedenkt, dat bij RG 10% van de fosfatiden achter~
blijft. ‘

Kolom (8). Ook bij ondermelk wordt met ZAP wat schijnvet onttrokken,.
en wel levulinezuur ontstaan uit suikers. Daar bij (4) geen suikers aanwezig zijn,
en dus vrijwel geen schijnvet gevormd kan worden, is een gemiddelde uitkomst.
v%nogzg/eveer =+ 0,005 7, te verwachten, dus sterk verschillend van de gevonden

Tasrw 11. Vetgehalte (in procenten) van ondermelk, volgens RG en ZAP, Verklaring: zie tekst.

ZAP ZAP

op RG, | op RG, | ()~(2)
RG ZAP koud warm A =3 [ - ()4
(¢} (2) (3) “@ (5) (6) (M (8

0152 | 0142 | o147 | 0141 | o010 0.00
o112 | 0107 | o112 | 0106 | 0007 ioﬁooi 8’%2 18’38}'

0105 | 009% | 0106 | 0101 | 0009 | o000

o | 0007 | 0108 | 009 | 0015 | Tooes O o]

0,089 | 0076 | 0090 | 0085 | 0013 -0.001 | 0005 0,009

0119 | 0104 | 0118 | 0114 | 0015 | 0001 | 0004 | 0010
" Gemiddelde - 0,011 +0,0015 0,006 —0.004
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Het is dus duidelijk, dat bij ZAP toegepast op ondermelk een deel van het
vet niet wordt gewonnen. Gezien de gevonden /A bij melk en room, lijkt het of
dit hierbij niet, of in veel mindere mate, zo zal zijn. Toch moet dit onwaarschijn-
liik geacht worden. Het is gemakkelijk te controleren met een balansproef.
Bepaald werd het vetgehalte van room, van ondermelk en van een mengsel van
beide (= ,,melk™). Uit beide laatsic gegevens werd weer een vetgehalte van
room berckend, door de hoeveelheid vet uit de ,,melk™ te corrigeren voor die
uit de samenstellende ondermelk. Als nu alleen het vetgehalte van ondermelk
bij ZAP te laag zou worden gevonden, dan zou het berekende vetgehalte van de
room duidelijk hoger moeten zijn dan het direct gevondene. Indien ook bij melk
en room overeenkomstig te weinig vet wordt bepaald, zou het gevonden gehalte
iets hoger moeten zijn, tengevolge van de extractie van niet vetachtige stof (zie
2.6.). Gevonden minus berekend vetgehalte bleck te zijn: 0,00; -0,05; 4 0,01 en
+0,08%, dus gemiddeld -+ 0,01 %. Waarschijnlijk wordt dus ook bij melk en
room het vet met ZAP niet volledig gewonnen.

Het is niet gemakkelijk hier een verklaring voor te geven. Het meest waar-
schijnlijk lijkt ons een ,,binding” tussen vet en andere stoffen, welke zou ont-
staan bij het koken met zoutzuur. Het bewuste vet kan n.l. ook met meerdere
malen uitschudden niet verzameld worden (zie 3.1.2.), maar als het eenmaal op
een andere wijze vrij is gemaakt, dan is het wel extraheerbaar, zoals blijkt uit
tabel 11. In dit verband zijn enkele proeven met wei nog interessant. Hierbij
bleek n.l. A wei = 0,001 % (gecorrigeerd voor extra verdamping van levuline-
zuur), terwijl /A ondermelk = 0,017 % was (;dit betrof de ondermelk waar de
wei van gemaakt was). Misschien is er dus sprake van een interactie tussen vet
en afbraakprodukien van kaasstof.

Nu blijft echter het verschil tussen A melk en A ondermelk te verklaren.
Ten dele speelt misschien gewichtstoeneming van het ZAP-vet door oxydatie
een rol. In het begin van het onderzoek werd enkele malen het peroxydegetal
van het vet bepaald (methode van SABALITSCHKA, 1941). Dit was bij RG 0,1
mg Ofg vet. Bij ZAP was het veel hoger, n.l. 0,5 en bij SBR weer laag: 0,1. Nu
kan allicht veel meer zuurstof opgenomen zijn dan het peroxydegetal aangeeft,
vooral als dit hoog is. Bij RG zijn in het vet fosfatiden opgelost, die in die toe-
stand als antioxydans kunnen werken. Bij de zure methoden is dit niet zo, dus
is sterkere oxydatie mogelijk. Waarschijnlijk werkt het schijnvet van SBR als
antioxydans. 1 maal werd een proefje gedaan, waarbij aan ZAP-vet voor het
drogen enig nict-vet van SBR werd toegevoegd: het gevonden vetgehalte bleek
inderdaad 0,006 % lager dan bij niet toevoegen.

Het RG-vet is steeds geel gekleurd, het ZAP-vet voor het drogen ook, maar
daarna wit, waarschijnlijk t.g.v. oxydatie van de kleurstoffen (caroieen etc.).
Aan het eind van dit onderzoek zou nader worden ingegaan op de oxydatie
van ZAP-vet. Dit bleek toen plotseling steeds geel gekleurd, hoewel niets aan
de bepaling was veranderd. Ook het peroxydegetal was toen veel lager: G,1....
0,2 mg O/g vet. Het lukte niet een verklaring te vinden, noch om de oude toe-
stand weer plaats te doen hebben.

Hoewel dus mogelijk een deel van de gevonden discrepantic tussen A melk
en A ondermelk met oxydatie van het ZAP-vet verklaard moet worden, is niet
aannemelijk dat dit de enige corzaak is. Het komt ons waarschijnlijk voor, dat
het volgende een rol speelt: _

In 2.5. bleek bij de behandeling van het niet-vet bij RG, dat dit vnl. uit de
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oppervlaktelaagjes afkomstig is. Er is meer van dit materiaal te winnen, door
vaker te extraheren, en er waren aanwijzingen dat de stoffen toch voor een klein
deel vetachtig zijn. Er kan b.v. sprake zijn van een complex van wel en niet vet-
achtige stoffen, dat ten dele wordt geéxtraheerd. Daardoor wordt dus enerzijds
niet-vet uitgeschud, maar anderszijds ook wat te weinig ,,vet”. Dit kan echter
bijna niet voor ondermelk opgaan. Bij ZAP zou het complex door koken met
zoutzuur gesplitst worden, en het vet er wel uit worden geéxtraheerd.

Het meest waarschijnlijk lijkt ons: Bij RG blijft een klein deel van het vet
achter, maar dit wordt ten dele gecompenseerd door niet-vet; beide hoeveel-
heden nemen toe met de hoeveelheid opperviaktelaagiesstof. BYj ZAP blijft cen
ander deel van het vet (ong. 0,01 %) achter, in hoeveelheid evenwel onafhanke-
lijk van het vetgehalte. Gecombineerd et de overige gegevens (aangaande fos-
fatiden, vrije vetzuren, niet-vet ZAP etc.) blijkt dan, dat voor de bepaling van
het vetgehalte van melk en room beide methoden ongeveer even juist zijn, maar
dat voor ondermelk RG de voorkeur verdient. RG geeft echter weer grotere
afwijkingen als veel vrije vetzuren aanwezig zijn. ‘

Bij SBR moct juist als bij ZAP een deel van het vet achterblijven, daar - zo-
als in 3.3.3. duide ijk blijkt - bij SBR zeker niet meer vet onttrokken wordt dan
bij ZAP.

3.5. TOEPASSING OP ENKELE PRODUKTEN (ZAP EN SBR)

3.5.1. Melkprodukten

In 3.1.2. werden enkele moeilijkheden bij de extractie volgens ZAP beschre-
ven. Het betrof daar rauwe melk, maar bij hoog verhitte melk verloopt de
extractie nog aanmerkelijk slechter. Wordt 3 maal gedurende 1 minuut uitge-
schud, dan wordt bij gesteriliseerde melk soms wel 0,2 % te weinig vet gewonnen.
In tabel 12 wordt een voorbeeld gegeven van de verrichte proeven met verschil-
lende extractieduur. Uit deze proeven werd geconcludeerd, dat gedurende 10
minuten schudden (wentelen) vereist is. Langer schudden helpt doorgaans niet:
na 10 minuten is een visceuse emulsie gevormd, zodat dan verder geen vet meer
wordt onttrokken, alvorens ontmenging plaats heeft gehad (b.v. door centri-
fugeren). Ook bij gesteriliscerde ondermelk is gedurende 10 ‘minuten extra-
heren noodzakelijk.

TaBeL 12. De per afzonderlijke extractie gewonnen hoeveelheid vet in procenten van het

monster, bij ZAP tocgepast op hoog verhitte melk (20 minute Q)1 .
lijkheid van de duur van het schudden. ( uten 120°C), in afhanke

1 minuut 3 minuten 6 minuten 9 minuten
le extractie 3,405 3,583 3,688
%, 0,346 0,292 0,255 g’ggg
% o 0,108 0,064 0,030 0,004
PO 0,056 0,024 0,005 0,002
Totaal 3,915 3,963 3,978 3,974

Melk die gedurende 10 minuten op 80

°C verhit is geweest, bleek zich geheel

te gedragen als rauwe melk; verhitting gedurende 10 minuten op 100°C gaf al
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een slechtere extractic, hoewel nog niet zo slecht als bij gesteriliseerde melk
(20 minuten 120°C).

Daar tijdens de bereiding van vele melkprodukten een vrij sterke verhitting
wordt toegepast, is bij het bepalen van het vetgehalte daarvan volgens ZAP een
zelfde bezwaar te verwachten. Dit werd dan ook ondervonden bij melkpoeder
en bij ongesuikerde gecondenseerde melk. Bij dit laatste produkt is
3 maal uvitschudden gedurende 10 minuten mogelijk niet eens altijd afdoende
daar één maal met een 4e extractie nog 0,01 5/ vet werd uitgeschud.

Zowel SBR als ZAP zijn geheel ongeschikt voor gesuikerde geconden-
seerde melk. Met ZAP is de extractie volkomen onvoldoende. Hier werd b.v.
volgens RG een vetgehalte van 8,629, gevonden, volgens ZAP slechts 6,269
en wel met een zeer grote spreiding (s = 0,369,). SBR geeflt daarentegen veel
te hoge waarden, zoals verwacht kon worden; b.v. RG 8,23% en SBR 9,85%,,
ook weer mel een zeer grote spreiding (s = 0,35%). Er wordt dus veel schijnvet
uitgeschud, waarvan wel wat achterblijit bij het uitspoelen met petroleumether,
maar het merendeel toch niet. Ook wanneer v66r het uitspoelen een beetje
water in het kolfje wordt gedaan (SANDBERG, 1959) lost toch nog veel van het
niet-vet in de petroleumether op.

Bij zure melkprodukten geeft het melkzuur aanleldmg tot een verhoging
van het gevonden vetgehalte met 0,01....0,02% bij SBR en met 0,002....
0,003% bij ZAP, zo als al werd vermeld (3.3.1. en 3.3.2.).

Bij ¢en produkt rijk aan fosfatiden zoals karnemelk, wordt het vetgehalte
volgens ZAP lager gevonden dan volgens R(G, en wel meer naarmate het vet-
gehalte van de room waar de karnemelk uit is bereid, hoger was. Dit bleek o.m.
bij een vroeger op dit laboratorium wvitgevoerd onderzoek. Figuur 8 geeft de
uitkomsten van deze proeven en moge ter illustratie dienen.

g%
g

RG-ZAP KARNEMELK,
g 8
o

8

003

on .

001 ° ° o

0 3 W 5 2 25 35 40 &5 50
VETGEHALTE VAN DE ROOM,
Fi. 8. Het verschil RG-ZAP bij karnemelk, bereid uit room van verschillend vetgehalte,

3.5.2. Kaas

Voor de bepaling van het vetgehalte van kaas zijn ettelijke methoden ontwik-
keld. Fen uitgebreid, maar nog geenszins volledig overzicht van de oudere
literatuur vindt men b.v. bij Utz (1913). RG wordt ook wel gebruikt, maar is
toch minder geschikt, o.m. gezien het vaak hoge gehalte aan vrije vetzuren in

Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 61 (8), 1-69 (1961} 55



kaas. Als standaardmethode wordt meestal SBR gebruikt, zoals in de interna-
tionale norm. De ontwikkeling ervan werd in 3.1.1. gegeven. Het volgende voor-
schrift werd door ons gebruikt: .

Ong. 3 g kaas wordt nauwkeurig in een mojonnierbuis gewogen en zacht ge-
kookt met 10 ml HCI 36 %, ; nadat de kaas ogenschijnlijk is opgelost, wordt nog
2 minuten doorgekookt, waarna wordt gekoeld en 10 ml aleohol wordt toege-
voegd. Verder wordt gehandeld als bij melk (zie 3.1.5.), behalve voor wat be-
treft de duur van het drogen, welke hier wat langer moet zijn, omdat doorgaans
meer vet aanwezig is; 1,5 nur bleek voldoende.

Ook bij toepassing van SBR op kaas is enig niet-vet te verwachten, hoewel
relatief minder dan bii melk, daar zo goed als geen suiker aanwezig is. Ook het
citroenzuur is doorgaans vrijwel geheel omgezet. Toch leek het gewenst, ook
voor kaas ZAP te beproeven, Het voorschrift wijkt slechts af van dat voor SBR
in het gebruikte extractiemiddel: alleen petroleumether. Bij het uitschudden
bleken evenwel dezelfde moeilijkheden als bij melk. Gedurende 10 minuten
schudden is noodzakelijk om in 3 extractics al het vet te verzamelen. Verder
extraheren levert dan geen droge stof meer op.

Ook de invloed van de kookduur bleek ongeveer zo te zijn als bij melk (zie
3.1.2,). Nadat de kaas op 't oog is opgelost, is nog 2 minuten doorkoken ge-
wenst. Bij 1 minuut doorkoken werd bij ZAP soms nog onvolledige extractie
waargenomen. Bij wat langer koken — b.v. 4 minuten na het oplossen — bleek
het vet bij SBR soms niet geheel oplosbaar in petroleumether: een vlokkig be-
zinksel blijft dan achter. Er is niet verder onderzocht waar deze vlokjes uit be-
staan, maar ze zijn kennelijk overwegend niet vetachtiz. Worden ze n.l. met het
vet meegewogen, dan resulteert cen duidelijk te hoog vetgehalte.

Bij SBR bleek cen korte extractieduur, dus b.v. 1 minuut met de hand schud-
den, ruimschoots voldoende.

Het onderzock naar de juistheid van de methode is bij kaas wat lastiger dan
b.v. bij melk, gezien de slechtere reproduceerbaarheid (zie 3.7.), die toegeschre-
ven moet worden aan het onvoldoende homogeen zijn van het monster. Eigen-
lijk zouden dus wat groterc series proeven nodig zijn. Gelukkig is echter de
hoeveelheid niet-vet, gevonden bij voortgezette extractic, beter reproduceer-
baar, daar voor deze kleine hoeveelheid de homogeniteit van weinig belang is.

Bij proeven met voortgezette extractie (zie voor de techniek 3.3.3.) bleek:

SBR na ZAP = SBR na SBR

Daar bovendien (in tegenstelling tot bij melk) de vitkomst volgens SBR onaf-
hankelijk bleck van de duur van het staan v66r de extractie, en tevens ZAP na
SBR zowel als ZAP na ZAP nihil bleken te zijn, is het te verwachten dat:

SBR na ZAP = SBR - ZAP

zal zijn. Inderdaad bleek bij 6 proeven in 4-voud SBR -~ ZAP = 0.02....0.12 %
gemiddeld 0,06% en SBR na ZAP = 0,05....0,00%, gemiddeld ook 0.06 %
Het is dus waarschijnlijk, dat bij SBR ong. 0,06% niet-vet mee w:)rdt be-
paald. Waar bestaat dit nu uit? Uit 3.3.1. is op te maken dat ong. 0,03% melk-
zuur geéxtraheerd kan worden, gezien het melkzuurgehalte van kaas:. Mélkzuur
kan dan ook gemakkelijk aangetoond worden (reactie met p-hydroxydiphenyl
en zwavelzuur; FRIGL, 1956). De zuurtegraad van het niet-vet werd nog bepaald
en hieruit bleek een gemiddeld equivalentgewicht van 150, Dit komt dus over-
een met 90/150 x 0,06=-0,036 7; melkzuur, als aangenomen wordt dat dit het enige
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zuur is dat wordt geéxtraheerd, en als geen vorming van lactiden op zou treden.
Behalve een kwalitaticve reactie op organische N, die negatief vitviel, werd ver-
«der niet ingegaan op de aard van het niet-vet, daar het niet zo belangrijk te
weten is welke, als wel dat er niet-vet-stoffen worden ge&xtraheerd. Misschien
zijn het o.m. polymerisatieprodukten, gezien het bruine en taaie uiterlijk. Bij
Z AP wordt vrijwel geen niet-vet uitgeschud.

Voor wat betreft vet en vetachtige stoffen, is het onwaarschijnlijk dat ver-
schillen optreden t.o.v. melk. Er is dus een verlies van een tiende van de vrije
vetzuren en van een derde van de fostatiden te verwachten, zowel bij SBR als
bij ZAP. 10% van de vrije vetzuren kan evenwel bij sommige kaassoorten,
zoals blauwe-schimmelkazen, een niet te verwaarlozen hoeveelheid zijn. Blij-
kens proeven van MULDER & HooGENDIK (1955) is het fosfatidengehalte van
volvette kaas doorgaans 0,10...0,16%; het gehalte in de droge stof 0,17...
0,24 %. Mogelijk neemt het met de rijping wat af.

Of, evenals bij melk, een klein deel van het vet achterblijft doordat het in
niet extraheerbare vorm is overgegaan tijdens de bewerking, is niet gemakkelijk
uit te maken.

3.6. DE METHODE ,,WEIBULL"

3.6.1. Literatuuroverzicht

Zoals in 3.1.1. werd vermeld, bedacht ScHMID (1888) het koken met zoutzuur
om het vet van melk te ontsluiten. BERNTROP (1902) ontwierp een methode,
waarbij na het ontsluiten het destruaat wordt gefiltreerd, zodat het vet op het
filter achterblijft. Na unitwassen van het filter wordt dit gedroogd, waarna het
met ether wordt ge€xtraheerd. Deze methode was o.m. bedoeld voor brood en
gecondenseerde melk. Blijkens van DER WAL & Wos (1908) werd de bepaling
ook spoedig toegepast op melk en andere melkprodukten. Koning & Mooy
{1916b) gaven een voorschrift dat thans nog ongewijzigd wordt gebruikt:

25 nl melk wordt met 20 ml water en 30 ml 8 n HCI gedurende 15....20
minuten zacht gekookt. Daarna wordt het mengsel heet gefiltreerd door een
nat filter en het filter met heet water uitgewassen, tot het filtraat zuurvrij is (of
beter chloorvrij). Het filter wordt dan gedurende 1 uur bjj 103....105°C ge-
droogd, waarna het gedurende 2 uvur in een soxhletapparaat wordt uitgetrok-
ken. Het extract wordt doorggedampt en na drogen wordt de hoeveelheid vet

- gewogen.

Het is duidelijk, dat de thans ingeburgerde naam ,, WEIBULL” voor de methode
onjuist is, Hier is trouwens al meermalen op gewezen, o.m. door VAN DER WAL
& Wus (1908) en door MULDER (1942). De beste naam zou zijn: methode van
BERNTROP. WEIBULL {1892) heeft -- na SCHMID dus - een methode bedacht voor
‘brood, waarbij dit werd verhit met verdund zwavelzuur; na neutraliseren met
marmerpoeder werd het mengsel op papier gedroogd en dan met ether uitge-
trokken. Dit is dus principiéel een andere methode. Bovendien heeft WEBULL
zich veel bezig gehouden met de bepaling van het vetgehalte van melk e.d. en
daarbij steeds RG gepropageerd voor melk, melkprodukten en kaas (zie b.v.
WEIBULL, 1898, 1306).

Volgens E1sses (1948) zijn moeilijkheden bij W5 vnl. toe te schrijven aan:
1° Het filter is niet geheel droog, of wordt weer enigszins nat tijdens het ex-

traheren. Indien het ten tweede male wordt gedroogd kan er weer wat vet
aan worden onttrokken.
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2° Eris te weinig water in het mengsel tijdens het koken. Dit gaat in het bijzon-
der op voor melkpoeder, waar volgens sommige voorschriften geen extra
water aan wordt toegevoegd. Indien nu te lang wordt gekookt, en dus veel
water verdampt, blijkt later het vet niet volledig onttrokken te kunnen wor-
den. Wordt daarentegen te kort gekookt, dan blijft veel ,,kool”” op het filter
achter, waardoor niet meer behoorlijk nitgewassen kan worden.

StoLpT (1951, 1952) heeft Wb gepropageerd als ,,universele methode™ voor
melk- en zuivelprodukten en heeft gedetailleerde voorschriften opgesteld, maar
in feite niets nieuws toegevoegd. De toevoeging ,,STOLDT” aan de naam van de
methode, maakt deze naam dus nog onjuister. MoHR & KoENEN (1952, 1953)
hebben het werk van STOLDT nog weer gecontroleerd en de methode aanbevo-
len, ook voor gesuikerde melkprodukten.

Bij een modificatie die vroeger wel werd toegepast, wordt het destruaat eerst
diep gekoeld alvorens gefiltreerd wordt, en wordt ook met ijskoud water wit-
gewassen. Onlangs is deze methode nog weer voorgesteld (MoUREAUX, 1959).
Waarschijnlijk gaat men hierbij uit van de gedachte dat minder kans bestaat
dat vet door het filter loopt, als het is gekristalliseerd. Ons zijn evenwel geen
onderzockingen dienaangaande bekend.

_ De praktische vitvoering van Wb biedt nogal wat bezwaren: de methode kost
veel meer tijd en werk dan b.v. ZAP. Men dient vooraf filters en watten te ont-
vetten. Zo nu en dan wil het destruaat slecht door het filter lopen, wat meestal
onvoldoende vitwassen en dus een onbetrouwbaar resultaat tengevolge heeft.
Het komt soms voor dat een filter lekt. Door de ingewikkelde procedure heeft
men veel kans tijdens de bewerking wat vet te verliezen, Er wordt vaak beweerd
dat Wb beter reproduceerbare uitkomsten zou geven dan andere methoden. Voor
zover ons bekend, berust dit alleen op de overweging dat van een groter monster
wordt uitgegaan, en is deze bewering niet door proeven gestaafd.

Een voordeel van Wb zou kunnen zijn, dat heel weinig niet-vet mee wordt be-
paald, omdat rigoreus met water wordt uitgewassen, Toch blijven altijd nog
niet vetachtige stoffen op het filter achter. Daarentegen bestaat ook de mogelijk-

heid dat een beetje vet het filter passeert, zoals vrije vetzuren of fijn geémulgeerd
vet. .

3.6.2. Eigen onderzoek

Ter aanvulling van het uit de literatuur bekende, en in het licht van de gege-
vens verkregen bij SBR en ZAP, werd enig onderzoek gedaan. Dit heeft even-
wel een oriénterend karakter, gezien te weinig bepalingen werden uitgevoerd
om de hoge graad van geoefendheid te krijgen, die voor dergelijk werk gewenst
is. De methode werd ook alleen op melk en ondermelk toegepast.

Het gebruikte voorschrift was dat van KoNxmwG & Mooy (19165) met de vol-
gende modificaties:

I° De duour van het extraheren werd verlengd tot 4 uur,
2° Tenzij anders vermeld, werd ge€xtraheerd met petroleumether.

3° Dekoeler van het soxhietapparaat werd van boven afgestoten met een chloor-
calcinmbuisje.

Dit laatste bleek een goed hulpmiddel om het weer vochtig worden van het

filter tegen te gaan. Een tweede maal drogen en uittrekken van het filter resul-
teerde niet in extractie van meer vet,

Enkele malen werd het vetgehalie van melk en ondermelk bepaald (in 4-voud),
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TabeL 13. et vetgehalie in procenten volgens b van melk en ondermelk, bij extractie met
verschillende oplosmiddelen.

Ether Petroleumether Verschil Ether na petroleumether

3,883 3,880 0,003 0,006

3,508 3,54 0,004 0,003

3,613 3,608 0,005 0,004

0,088 0,034 0,004 0,003

0,093 0,089 0,004 0,003
Gemiddeld | 0,004 0,004

zowel bij extractic met ether als met petroleumether. Tevens werden de met
petroleumether vitgetrokken filters aan een na-extractie met ether onderworpen.
De gevonden gemiddelde uitkomsten zijn vermeld in tabel 13, De met de na-
extractie verzamelde stof is geheel onoplosbaar in kokende petroleumether, en
is dus vrijwel zeker niet vetachtig. Daar de hoeveelheid bovendien gelijk is aan
het verschil in vetgehalte, gevonden met de beide oplosmiddelen, is het waar-
schijnlijk dat dit verschil alleen veroorzaakt wordt door extractic van wat niet-
vet door ether. Er wordt wel beweerd dat ether aanmerkelijk hogere gehalten
zou geven dan petroleumether, maar waarschijnlijk is dan te kort geéxtraheerd,
daar uittrekken met petroleumether gedurende 2 uur veelal onvoldoende is.

Ook is het mogelijk dat wat condenswater op het filter bij ether-extractie minder
stoort dan bij uiitrekken met petroleumether,

‘Waarschijnlijk wordt met petroleumether vrijwel geen niet-vet onttrokken,
daar een na-extractie in het geheel geen droge stof oplevert, Ook is het vet ge-
heel kleurloos, terwijl het met ether verkregen vet enigszing bruinrood is ge-
tint. De hoeveelheid niet-vet is overigens ook bij gebruik van ether gering en bij
extractie gedurende 2 uur wellicht nog minder dan de gevenden 0,004 7.

3 maal werd bepaald hoeveel teruggevonden werd van aan melk, in de vorm
van een hydrolysaat van botervet, toegevoegde vetzuren. De uitkomsten waren
77: 87 en 75%, gemiddeld 80%;, dus wat minder dan bij ZAP. Dit is ook wel
te verwachten, daar met het uitwassen ook wel wat vetzuren het filter zullen
passeren. Ook de verschillen in uitkomst zijn niet bevreemdend, want de ene
maal tnoel met meer water uitgewassen worden dan de andere maal.

Het verschil ZAP-Wh bleek voor centrifugemelk heel klein; 2 maal werd
0,001 % gevonden (4-voud). Bij melk was het groter n.l. 0,014; 0,023; 0,034 en
0,023%. Nu bevat het ZAP-vet enig niet-vet en bovendien iets meer vrije vet-
zuren. Tevens zou bij Wb iets meer van de fosfatiden afgebroken kunnen wor-
den, doordat langer gekookt wordt, maar anderzijds is het gebruikte zoutzuur
veel minder sterk. Het is dus niet te verwachten, dat het verschil veel groter dan
0,01 % is, als alleen deze oorzaken in aanmerking komen.

" Om na te gaan of vet het filter passeert, werd filtraat -+ waswater van 8 Wb-
bepalingen, dus van 200 ml melk, vitgeschud met een mengsel van ether en
petroleumether. Dit extract werd drooggedampt, waarna het re§.idu werd uit-
getrokken met petroleumether. Deze oplossing werd 2 maal uitgeschud met
2,5% NH, in 50% alcohol, om niet vetachtige stoffen en viije vetzuren te ver-
wijderen. Na afdatpen van de petroleumether bleef een rest van 12,1 mg over,
dus ong. 0,006 % van de oorspronkelijke melk. Deze droogrest bleck te bestaan
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uit vet. Door verzepen loste de stof geheel op, en na aanzuren van deze oplossing
ontstond een neerslag van vetzuren. Ook kon glycerol aangetoond worden
{reactie op acroleine na verhitten tmet KHSO,; FrIGL, 1956). Het moet niet uit-
gesloten worden geacht, dat soms meer dan 0,006 % vet het filter passeert.
Het volgende kan worden geconcludeerd:
1° Extractie met petroleumether is niet onvollediger dan met ether, en geeft
- geen niet-vet, maar moet b.v. 4 uur duren.
2° Ook bij gebruik van ether wordt heel weinig niet-vet gevonden, n.l. 0,004 7]
of minder.
3° Er gaat wat vet verloren door uitwassen en waarschijnlijk ook op andere
wijze, b.v. 0,01....0,03 % bij melk.
4° De methode is dan ook voor melk weinig reproduceerbaar, voor onder-
melk beter (zie 3.7.). ‘
5° Van vrije vetzuren en wellicht ook van fosfatiden gaat iets meer verloren
dan bij ZAP.
6° Het is gewenst de koeler van het soxhletapparaat af te sluiten met een buisje
met een droogmiddel.

3.7. REPRODUCEERBAARHEID

Voor de hier gebruikte termen, iekens en statistische methoden wordt ver-
wezen naar het overeenkomstige hoofdstuk bij RG (2.8.).

In tabel 14 wordt een overzicht gegeven van de reproduceerbaarheid van de
verschillende methoden, toegepast op enkele produkten. Tevens is berekend de
onzekerheid van het verschil in vetgehalte bij vergelijking van verschillende
voorschriften, waarbij alleen gegevens zijn vermeld van de vergelijkingen die
inderdaad zijn gemaakt.

Er werden geen proeven gedaan om te toetsen of de afwijkingen in vetgehalte
normaal om het gemiddelde zijn verdeeld.

Bij de gegevens van tabel 14 kunnen nog enkele opmerkingen worden ge-
maakt. Zowel bij ondermelk, melk als kaas is s, bij SBR wat groter dan bij ZAP
hoewel de verschillen elk niet significant zijn. Als aanvulling bij het verschil
SBR-ZAP voor kaas, is nog interessant de reproduceerbaarheid van de hoe-
veelheid niet-vet, verkregen door herhaalde extractic SBR na ZAP (x). Hier-
voor is sp = 0,010 % (p = 12) en to45. 55 = 0,011%; voor n = 4, dus aanzienlijk
kleiner dan to05. 5§ A voor n = 4,

Het verschil tussen s, bij melk en s, bij ondermelk is voor ZAP kleiner dan voor
RG {zie tabel 5). Gezien het verschil in grootte van het monster bij beide metho-
den (m = 8 resp. 11 g), heeft het zin niet 5,, maar het produkt ervan met m te
vergeliiken. m X s, is dan voor ondermelk ongeveer even groot, maar voor
melk is dit bij ZAP nogal wat kleiner. De spreiding wordt bij Z4P dus heel
weinig beinvioed door de hoeveelheid vet.

Bij W& is de invloed van het vetgehalte echter opvallend groot, wat ook wel
in overeenstemming is met de overige gegevens over deze methode. Voor melk is
Wh alleen al om de slechie reproduceerbaarheid ongeschikt, De spreiding is bij
ondermelk klein, hetgeen toegeschreven kan worden aan het grote monster en
het lage vetgehalte. .

Toch moet Wb afgeraden worden voor het bepalen van het vetgehalte van
ondermelk. RG is de aangewezen methode. Om nu een betere reproducecrbaar-
heid te krijgen bij RG, kan men een groter aantal bepalingen doen. Het is even-

60 . Meded. Londbouwhogeschool, Wageningen 61 (8}, 1-69 (1961)



TABEL 14. De reproduceerbaarheid van de vetgehalten volgens ZAP, SBR en Wb, bij verschil-
lende produkten,

Produkt ondermelk | melk room | room kaas
Grootte monsterin g & g* g 1 2 3
Gem. vetgehalte in 5, & 0,08 3,6 35 35 34
% 4i 99 5 6 16
Sy 0,0027 0,0031 | 0,040 | 0,021 0,033
p = 0,05 date, > 0,0032 | 00035 | 0,084 | 0,042 | 0,047
fo,05-5y VOOI it = 2 0,0039 0,0044 | 06,073 | 0,036 | 0,049

ZAP id.n =4 0,0027 0,0031 } 0,052 | 0,026 | 0,035
Zo,05.S(Vr-Vp) voor 2t = 2 0,0055 0,0062
_ id.rn=4 0,0039 0,0044
d (berekend uit sp) 0,0030 0,0035 | 0,045 | 0,024 | 0,037
=09 datd< 0,0070 0,0080 | 0,103 0,054 | 0,085
0 26 29 - 12
Su 0,0028 0,0036 0,038

SBR p = 0,05 dato, > 0,0037 0,0047 0,057
to,05. 85 vOOr 12 = 2 0,0041 30,0054 0,059

dn—4 0,0029 0,0037 0,041

P 14 33
5y 0,0017 0,0054

Wh p = 0,05 datop> 0,0025 0,0070
to,05-50 YOOI R == 2 0,0026 0,0078

id.n=4 0,0018 | 0,0055

Verschil A = | #5,05.54 voorn =2 0,0057 0,0064 : .

SBR-ZAP idnrn=4 0,0039 0,0048 0,052

Verschil A'= | #,05.8% voOI 1 =2 0,0050 0,0062 | 0,086

RG-ZAP idnrn=4 0,0035 0,0045

Verschil A = | #y,05.854 voorn = 4 0,0032 0,0063

ZAP-Wh

*yoor Wh:25g
verklaring: zie tabel 5.

wel beter het extract vit meerdere mojonnierbuizen in één vetkolfje te verza-
melen. Men moet dan meer dan 1 maal uit hetzelfde kolfje de oplosmiddelen |
afdampen. Stel dat het extract van 4 buizen samen wordt genomen. o, wordt
dan bijna 4 maal zo klein als van een gewone bepaling, want bij ondermelk wordt
de spreiding nauwelijks bepaald door de hoeveelheid vet, noch door het wegen
van het menster. Doet men de gewone bepaling in 4-voud, dan wordt o7 slechts
+/4 == 2 maal zo klein als o,, en heeft men nog iets meer werk. Zo’n vier-in-een-
bepaling volgens RG is beter reproduceerbaar dan een bepaling volgens Wb,
kost minder werk en duurt korter. Bovendien is de nitkomst ook juister.

Voor de methoden met zure ontsluiting werd nict de spreiding tussen series
bepaald. Hoogstwaarschijnlijk zijn echter de bij RG’ dienaangaande verkregen

gegevens van toepassing (zie 2.8.2.).
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4. DISCUSSIE EN SAMENVATTING

In dit onderzock werden enkele standaardmethoden voor vetgehaltebepa-
ling op hun merites onderzocht. Hierbij zijn meer de methoden als zodanig be-
schouwd, dan dat is ingegaan op de toepassing op diverse produkten. Voor-
zover enkele van de resultaten dan ook aanleiding mogen geven tot voorstellen
voor wijziging van de bestaande voorschriften, zal i.h.a. eerst nog een praktisch
routine onderzoek plaats moeten vinden.

Algemeen. Bij alle gravimetrische vetgehaltebepalingen is o.m. het ver-
wijderen van de oplosmiddelen van belang. Het bleek dat oververhitten moet
worden voorkomen, omdat anders ontleding en dus verlies van vet optreedt.
De condities tijdens het drogen werden zo gemaakt, dat gedurende 1 uur dro-
gen altijd voldoende is. '

De meeste moeilijkheden zijn i.h.a. te verwachten bij het wegen van de vet-
kolfjes. Het gevonden gewicht wordt sterk beinvloed door temperatuur
en vochtigheid van de lucht. De omstandigheden dienen hicraan te worden
aangepast door tegenwichtkolfjes te gebruiken en door ,,acclimatiseren™
van het glaswerk en de balans. Het gebruik van glazen exsiccatoren is vei-
keerd.

De methode ROSE-GOTTLIEB (RG). In het algemeen verstaat men tegen-
woordig onder ,,vetgehalte” het gehalte aan vet +- vetachtige stoffen. Bij model-
proeven met botervet en met cholesterol, bleken deze stoffen bij RG geheel ge-
extraheerd te worden; van vrije vetzuren ging twee derde verloren, van fosfati-
den 10....15%.

Bjj de gebruikelijke uvitvoering van RG m.beh.v. mojonnierbuizen, is het
niveau waarop de beide fasen scheiden van belang. Dit daalt met elke extractic
door oplossen van alcohol in de etherfase. Hierdoor kan te veel vet in de buis
achterblijven, waarom voorgesteld werd de gebruikelijke hoeveelheden melk
en alcohol wat te verhogen, zodat althans het eerste extract vrijwel volledig kan
worden afgeschonken, )

Bij het uitschudden wordt zeer snel evenwicht bereikt, en lang of krachtig
schudden is dan ook niet nodig en zelfs ongewenst. Wel dient men precies het
voorschrift te volgen, want door wijzigingen in de extractie, b.v. vitschudden
met een mengsel van ether en petroleumether, worden beslist te lage waarden
verkregen. Nadat voor de eerste maal is vitgeschud, doet het er echter minder
toe welk extractiemiddel wordt gebruikt. Het bleek dat de 2c en 3e extractie heel
goed met petroleumether (zonder ether) kunnen worden uitgevoerd. Dit heeft
enkele voordelen, vooral het vermijden van emulgering tijdens het schudden.
Men probeert dit laatste veelal te voorkomen door meer alcohol te gebruiken,
maar dan wordt een hoger vetgehalte gevonden, waarschijnlijk ten gevolge van
uitschudden van meer niet-vet. :

_ De hoeveelheid niet-vet is bij RG overigens heel gering. Het is voornamelijk
uit de oppervlaktelaagjes van de vetbolletjes afkomstig, en is overwegend eiwit-
achtig. De hoeveelheid is bij ondermelk 0,001...0,002%, bij melk ong. 0,004%
en bij room b.v. 0,057, Waarschijnlijk bevatten deze ,,niet vetachtige stoffen”
toch ook enig werkelijk vetachtig materiaal, en aangezien slechts een deel ervan
wordt geéxtraheerd, resulteert dus naast enig niet-vet wellicht ook wat te weinig
vet. De betreflende stoffen zijn b.v. in room in grote overmaat aanwezig. De
geéxtraheerde hoeveelheid bleck bijna onafhankelijk van de hoeveelheid room
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die in de mojonnierbuis wordt ingewogen, dus bij grotere verdunning wordt een
hoger vetgehalte gevonden. Het is daarom niet aan te raden van minder dan
1,5 groom uit te gaan.

Bij room treedt overigens nog e¢en andere moeilijkheid op. Bij verdunning
met water wordt vaak een te laag vetgehalte gevonden: tot 0,6%, te weinig,
gemiddeld was het 0,14 %;. Dit kan voorkomen worden door te verdunnen met
een slappe zoutoplossing. Wordt geen zout gebruikt, dan is de normale proce-
dure juist onvoldoende om al het vet uit te schudden. Ook door toevoegen van
zout aan b.v. melk of karnemelk wordt een iets hoger vetgehalte gevonden, wel-
licht ten dele door wat meer niet-vet, maar tevens door dan volledig extraheren
van de fosfatiden. Dit is dus vooral van belang als men het fosfatidengehalte wil
bepalen via het volgens RG verkregen vet.

Methoden met zure ontsluiting, De methode SCHMID-BONDZYNSKI-
RATZLAFF(SBR),soms WERNER SCHMID genaamd, wordt vrijwel alleen nog voor
kaas gebruikt. Bij nog slechts ten dele gepubliceerd werk van MULDER en mede-
werkers, werd deze methode omgewerkt voor uitvoering in mojonnierbuizen.
Tevens werden pogingen gedaan om met zoutzuur gekookte melk direct met
petroleumether te extraheren, zulks naar analogie van het affiltreren van het vet
bij de methode ,,WEIBULL”. Dit mislukte evenwel, maar door tevens alcohol
toe te voegen werd een voorschrift ontwikkeld, dat alleen van SBR afwijkt
doordat slechts met petroleumether wordt ge&xtraheerd. Deze zoutzuur-
alcohol-petroleumether-inethode ( Z4P) bleek voordelen te hebben boven SBR,
vooral doordat minder niet-vet wordt uitgeschud en doordat de ontmenging
van beide fasen veel sneller gaat.

Met ZAP wordt evenwel niet al het vet in 3 extracties verzameld, tenzij men
de duur van het schudden verlengt tot b.v, 5 minuten (bjj elke maal extraheren).
Het rendement van de extractie is ook afhankelijk van de duur van het koken
met zoutzuor: 3 minuten is ongeveer optimaal, Het bleck dat een klein deel van
het vet vrij hardnekkig vastgehouden wordt in een klein emulsiclaagie, dat ont-
staat tijdens het uitschudden.

Bij modelproeven met vet en vetachtige stoffen, bleken ZAP en SBR de-
zelfde uwitkomsten te geven. Botervet en cholesterol werden geheel, vrije vet-
zuren voor negen tiende en fosfatiden voor twee derde uitgeschud. Het verlies
aan fosfatiden is te wijten aan hydrolyse door het koken met zoutzuur. Hydro-
lyse van vet treedt niet op, wel vaneventueel reeds door enzymwerking gevormde
di- en monoglyceriden: '

Bij SBR bevat het extract nogal wat niet-vet, o.m. ,,schijnvet” ontstaan uit
lactose door het koken met zoutzuur. De vorming hiervan wordt enigszins
geremd in de aanwezigheid van caseine, maar misschien weer bevorderd door
andere melkbestanddelen. Bij langere kookduur ontstaat meer, maar ook bij
langer laten staan van het gekoelde destruaat + alcohol neemt de hoeveelheid
ervan toe. Het schijnvet bestaat val. wit hydroxymethylfurfural, levulinezuur
en polymeren van furanaldehyden e.d. Tevens wordt van enkele melkbestand-
delen wat geéxtraheerd, zoals van citroenzuur. Al met al wordt bij SBR 0,03..
0,04% niet-vet mee bepaald bij melk en ondermelk. Bij zure produkten wordt
ook nog 0,01....0,02 % melkzuur uitgeschud.

Ook bij ZAP wordt wat niet-vet mee bepaald, n.1. ong. 0,008 77. Het bestaat
vrijwel geheel vit levulinezuur.

Q.m. uit vergelijkende progven van ZAP et RG werd geconcludeerd, dat bij
"ZAP een klein deel van het vet niet extraheerbaar is. De hoeveelheid is waar-
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schijnlijk niet afhankelijk van het vetgehalte, en bedraagt ong. 0,01 %. Bij SBR
treedt hetzelfde op. '

De methode ,,WEIBULL”, die eigenlijk methode van BERNTROP zou moeten
heten, werd aan een orignterend onderzoek onderworpen. Het is van belang
dat het filter geheel droog blijft tijdens het extraheren, wat is te bereiken door
de koeler van het soxhletapparaat af te sluiten met een buisje met een droog-
iniddel. Petroleumether geeft een even volledige extractie als ether, indien wat
langer wordt geéxtraheerd. Het heeft het voordeel, dat geen niet-vet wordt mee-
bepaald, maar ook met ether is dit heel gering: hoogstens 0,004 %. Bij W& gaat
iets ineer van de vrije vetzuren en wellicht iets meer van de fosfatiden verloren
dan bij ZAP. Er gaat echter ook wat zuiver vet verloren, o.m. door dat dit het
filter passeert. Dus worden te lage vetgehalten gevonden. Bovendien is de me-
thode zeer bewerkelijk.

Toepassing op zuivelprodukten. Voor wat nu de toepassing als basis-
methode voor het onderzoek van verschillende produkten betreft, lijkt in door-
snee RG het beste en SBR vrijwel ongeschikt, evenals Wh. Van ondermelk geeft
RG nagenoeg het exacte vetgehalte, terwijl dit voor verse melk en room slechts
zeer weinig le faag wordt gevonden. Voor melk is ook ZAP goed, doordat de
fouten elkaar ongeveer compenseren, maar bij ondermelk geeft deze methode
te lage uitkomsten. Bij de toepassing op melkprodukten bleek het met ZAP
lastig al het vet te onttrekken indien de melk hoog verhit was geweest. Door nog
weer langer uit te schudden, (gedurende 10 minuten) is evenwel een goed resul-
taat te krijgen. :

RG geeft ook bij verhitte melk goede uitkomsten, evenals waarschijnlijk bij
allerlei melkprodukten. Het verwarmen van de ammoniakale oplossing, zoals
bij de bepaling op melkpoeder gebruikelijk is, geeft geen aanleiding tot onge-
wenste hydrolyse e.d. Mogelijk geeft RG evenwel iets te lage uitkomsten bij pro-
dukten die met hoge druk zijn gehomogeniseerd. .

De meeste moeilijkheden worden ondervonden bij gesuikerde produkten.
SBR geeft hier veel te hoge waarden door het vele schijnvet, ZAP veel te lage
door onvolledige extractie. Vooral bij toepassing van RG op gesuikerde gecon-
denseerde melk ontstaat de reeds genoemde emulsie bij het unitschudden; dit
kan voorkomen worden door voor de 2e en 3e extractie alleen petroleumnether
te nemen. '

RG geeft te lage gehalten bij produkten waarin aanzienlijke vetsplitsing is op-
getreden. ZAP is dan vaak beter. Men kan evenwel ook een correctie op het
vetgehalte volgens RG aanbrengen voor vrije vetzuren, Het gehalte hiervan is
eenvoudig te bepalen met de methode van FRANKEL & Tarassuk (1955). Het
voorschrift werd door ons iets gewijzigd, zodat mojonnierbuizen gebruikt
kunnen worden. 12 ml melk wordt na toevoegen van'12 ml aleohol, 2 maal uit-
geschud met 25 ml van een mengsel van 2 delen ether en 3 delen petrolenm-
ether. Het extract wordt getitreerd met alcoholische loog; het verbruikte aantal
meq. vermenigvuldigd met 1,2 is nu de aan te brengen correctie in procenten vet.

Voor kaas is RG weinig geschikt, o.m. door het vaak hoge gehalte aan vrije
vetzuren, maar ook omdat kaas veelal niet goed op wil lossen in- ammonia.
Daarom verdienen de methoden met zure ontsluiting de voorkeur. SBR heeft
het nadeel dat het ontmengen lang duurt en geeft ong. 0,06 % niet vet, wat de
methode dus minder geschikt doet zijn als basismethode. Met ZAP wordt geen
niet-vet onttrokken en duurt ook het ontmengen veel korter, maar het is nodig
gedurende 10 minuten te schudden bij elke extractic.
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Reproduceerbaarheid. Deze is voor RG, ZAP en SBR heel goed bij
juiste en zorgvuldige uitvoering. Bij Wb, toegepast op melk, is de spreiding wat
groter ondanks het veel grotere monster.

Bij het onderzoek van centrifugemelk, waar de spreiding relatief het grootst is,
kunnen toch zeer goede resultaten bereikt worden met een iets gewijzigde RG,
waarbij het extract uit meerdere, b.v. 4 mojonnierbuizen in 1 vetkolfje wordt
verzameld en verder behandeld.

Opgemerkt moet worden, dat een reproduceerbaarheid als in dit onderzoek
verkregen, slechts bereikt kan worden bij grote ervaring en zeer nauwgezette
uitvoering. In de praktijk zal men dus op een grotere spreiding moeten rekenen,

SUMMARY

Gravimetric methods for the determination of the fat content
of mitk and milk productsl)

In this study some standard methods for the determination of the fat content,
and in particular the merits thereof, were investigated. In this respect, a method
as such was mainly considered, rather than its application to the different miik
products. The implication of this study may possibly lead to soine suggestions
as to the modifacation of the existing standards, but firstly it shall be necessary
to get confirmation by means of a routine investigation.

General. In all gravimetric methods, the removal of the solvents must be
given consideration. Overheating, especially when nearly all the solvents have
been evaporated, must be prevented, as this leads to breakdown and thus loss of
fat. Our experience has shown that the conditions during drying can be regulated
in such a way, that one hour would be sufficient.

Most of the difficulties arise in the welghmg of the flasks containing the fat.
The temperature and the humidity of the air are important factors to contend
with during weighing. To consider these conditions, a method with a counter-
weight system was adopted, using a similar flask, which was given the same
treatment then that of the receiving flask, as regards heating and cooling.
HAcclimatization®™ of the glassware and the balance is also a necessity. The use
of glass dessicators is not desirable.

The method of ROse-GoTiLIER { RG). Nowadays the term ,,fat content™
is generally accepted to include fat and fatty substances. With model experiments
it was shown, that butterfat and cholesterol are completely extracted with the

RG-method. It was also shown that two thirds of the free fatty acids and 10 to
157; of the phospholipides are lost respectively.

In the normal execution of the method, using the Mopnmer tube, the
seperating level of the phases is of importance. This level becomes lower with
each extraction, as a result of the light petroleum-ether dissolving part of the
alcohol. This has the effect that too much solvent {(containing fat) remains in the
tube. Therefore it is suggested, that the usual amounts af milk and alcohol
should be enlarged, so that at Ieast the first extraction could nearly completely
be pourred off.

Partition equilibrium is attained quickly, and prolonged or heavy shaking is

1 De Heer J. A. LARUSCHAGNE B.Sc., Universiteit van Pretoria, Zuid-Afrika, was zo vriende-
lijk mij met het opstellen van de Engelse tekst te helpen.
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unnecessary and even undesirable. Extraction with a mixture of ether and light
petroleum definitely gives low values. After the first extraction, however, the
type of solvent is of less importance. In the 2nd and 3rd extractions light
petroleum (without ether) is sufficient. This has its advantage, particularely
as regards the prevention of emulsion formation during shaking. Using more
alcohol, the emulsion could alse be prevented, but a higher fat content is then
found, most probably being due to an increased amount of non-fat substances
extracted. _ -

However, the amount of non-fatty material in the RG-determination is
quite small. It is mainly derived from the fat globule membranes, and is largely
of a protein nature. The amount found in the case of skimmilk is 0.001 to
0.0029%; in milk approximately 0.004%;; in cream e.g. 0.05%,

Some true lipide is probably associated with the nonfat substances, and as
only a part of the membrane material is extracted, some fatty substances might
also be left behind. These membrane materials are e.g. present in cream in
relatively large quantities. The extracted amount appears to be nearly independ-
ent to the amount of cream weighed in the Mojonnier tube, and thus the figure
found for the fat content increases with higher dilutions. Therefore it will not
be advisable to weigh in less than 1.5 g of cream.

In the case of cream an additional difficulty is encountered. When diluting
with water, the fat content is often found too low; in extreme cases as much
as 0.6, on an average 0.147/. However, this can be prevented by diluting
with a weak salt solution. The normal procedure (no salt) is not quite sufficient
to extract all the fat.

The addition of salt to milk or buttermilk also causes a slightly higher fat
content, probably due to the extraction of more non-fat substances and the
complete extraction of phospholipides in this case. This is of particular impor-
tance for the estimation of the phospholipide content of milk etc., when the
RG-fat is used for the purpose to determine its P-content.

Methods using acid. The method of SCHMID-BONDZYNSKI-RATZLAFF
{SBR), at times called WERNER ScHMID-method, is mostly being used to deter-
mine the fat content in cheese. A modified method, in which the Mojonnier
tube could be used, was devised by MULDER and coworkers. Attempts were
also made for the direct extraction with light petroleum, after the boiling of
milk with hydrochloric acid. However, this was not succesfull, but the additio-
nal use of aleohol gave satisfactory results. The so cafled ,,Hydrochloric acid-
alcohol-light petroleum-method” (ZAP) was then developed, which only
differs from the SBR-method in that the ether is omitted. This ZA4P-method
has many advantages to that of the SBR-method, particularely as less non-fat
substances are extracted, and as the two phases seperate much faster.

- The duration of shaking has to be lengthened to 5 minutes, otherwise the
ZAP-method will give low values, due to incomplete extraction, The efficiency
of the extraction is also influenced by the time of boiling with HCI. An optimum
was found after 3 minutes. It appeared, that a small fraction of the fat rather
remained stubbornly as an emulsion, originally caused by the shaking. -

No difference between the ZAP- and the SBR-method was observed. as
regards the percentage of fat and lipides extracted. In model experime,nts
butterfat and cholesterol were completely extracted, while only nine tenths of
the free fatty acids and two thirds of the phospholipides were recovered, The
loss of phospholipides is ascribed to hydrolysis, due to the boiling with HCL
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Pure fat, as such, is not hydrolyzed, but certainly are mono- and diglycerides,
when present. :

The extract of the SBR-method contains a considerable amount of non-fat
substances, mostly being degradation products of the lactose. A longer boiling
time, as well as a longer period of standing of the boiled liquid, have the effect
that the amount of these products increases. The degradation products consist
mostly of hydroxymethyifurfural,levulinic acid and polymerized furanaldehydes.
In addition to this, certain milk constituents are extracted, e.g. citric acid. These
non-fat substances amount to a total of 0.03 to 0.04 % in the SBR-method in the
case of milk and skimmilk, while that for sourmilk products an additional
amount of 0.01 to 0.02 % lactic acid is extracted.

In the case of the ZAP-method approximately 0.008 %, levulinic acid is the
only non-fat substance to be extracted.

In other, and in comparative experiments between the Z4P- and RG-methods,
itwas concluded that a small fraction of the fat is not extracted, when the ZA4P-
method is used. This amounted probably to about 0.019/ fat, which is the
same for the SBR-method.

A pilot-experiment was conducted into the WEBULL-method, which actually
should bear the name of BERNTROP. This method proved to be unsatisfactory,
the reasons being: laboriousnous; the reproducibility is poor; more fat and
fatty substances get lost in comparison with the other ,,acid” methods.

Application to dairy products. In general, as regards the actual
application, the RG-method seems to be the best one to be used as a standard.
The SBR-, as well as the WEIBULL-method, is not quite suitable as a standard
method.

The RG-method gives almost the exact fat content when skimmilk is being
tested ; the values found for fresh milk or cream are only very slightly low. The
ZAP-method also proved to be satisfactory for milk, ascribed to the fact that
the errors nearly compensate each other, but with skimmilk too low results are
obtained. In the case of high heattreated milk products, the extraction of the
fat according to the ZAP-method is difficult, thus necessitating prolonged
shaking (10 minutes). :

Various difficulties are encounterd with sweetened milk products. The SBR-
method gives extreme high values, being due to the extraction of sugar degrada-
tion products, while on the other hand the ZAP-methed gives extreme low
values, this being due to incomplete extraction. The emulsion formation in the
RG-method already mentioned, is accentuated in the case of sweetened con-
densed milk.

The RG-method gives low values in the case of products in which considerable
fat hydrolysis has already occurred, while the ZA4P-method, again, gives better
results. However, when the free fatty acid content is known, corrections could
be applied to the value determined with the RG-method.

As regards cheese, the RG-method is not quite suitable, because of the often
high free fatty acid content, but mainly due to the cheese not always dissolving-
properly in ammonia. It is thus apparent that the ,,acid” methods are better.
The disadvantage of the SBR-method is the time it takes for the two phases to
separate, as well as the extraction of about 0.06 %, non-fat substances. In the
case of the ZAP-method these disadvantages are not encountered, but on the
other hand a long shaking time is needed (10 minutes).

Reproducibility. In exact and thoroughly conducted experiments, the
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reproducibility for the RG-, ZAP- and SBR-methods is quite good. In the case
of the WEIBULL-method, as applied to milk, the deviations are greater, in spite
of the fact that a much greater sample is weighed in.

A large coeflicient of variation is found with separated milk, due to its low
fat content. A modification of the RG-method could still give accurate results, by
collecting the extracts of e.g. 4 determinations in one receiving flask, and then
continuing as usual.

In practice, a greater standard deviation will have to be contended with,
compared with this study. Moreover, in this investigation only the deviations
between duplicates were usually important, most of the cases being comparisons
between different procedures. But as regards the actual fat content, other
deviations may also play an important role. In practice, a fat content of milk,
being the average value of two RG-determinations, will have an uncertainty
of e.g. 0.0159% fat at the 99 9, safety level.

Dit proefschrift werd bewerkt onder leiding van Prof. Dr. H. MULDER,
die ik voor zijn raad en steun mijn oprechte dank betuig. Tevens dank ik de
heer J. J.DE GRAAF, voor de nauwgezetle nitvoering van een groot aantal analysen,
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