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Afdeling Algemene Chemie 1984-09-14
RAPPORT 84.88 Pr.nr. 505.6030

Projekt: Ontwikkellng van methoden voor onderzoek voor melk— en
zuivelprodukten met behulp van NIR

Onderwerp: De bepaling van glycomacropeptide (GMP) in melkpoeders
m.b.v. NIR

Bijlagen: 4

Doel:
Nagaan of magere melkpoeders met behulp van NIR gescreend kunnen wor-—
den op het gehalte aan glycomacropeptide.

Samenvatting:

Met behulp van 150 calibratiemonsters werd het verband vastgesteld
tussen de met de referentiemethode gevonden gehalten aan glycomacro—
peptide en de bij de gekozen golflengten gemeten absorpties.

Hieruit werd een hoogste multiple correlatiecoéfficient tussen voor-
spelde~ en referentiewaarde berekend van 0,40 (= R2) met daarbij een
standaardafwi jking van de verschillen van 4% weipoeder.

Met een calibratieset van 16 op grond van samenstelling en herkomst
geselecteerde monsters werd een multiple correlatiecoéfficient tussen
voorspelde~ en referentiewaarde berekend van 0,99 (= R2) met daarbij
een standaardafwijking van de verschillen van 0,027% GMP (d.i. ca. 1%
weipoeder).

Conclusie:

Er werd geen correlatie gevonden tussen het GMP gehalte voorspeld met
de IA-400 en de referentiemethoden voor 150 willekeurige monsters
melkpoeder. Dit 1ijkt veroorzaakt te worden door de lage gehalten aan
GMP en de kleine spreiding in het gehalte in de meeste melkpoeders,
het niet aanwezig zijn van de juiste filters en/of ontoereikend
discriminerend vermogen van het instrument voor wat betreft afzon-
derlijke peptiden. De resultaten van 16 geselecteerde monsters zijn
zodanig dat vervolgonderzoek met behulp van een IA-500 gerechtvaardigd

11 jkt.

Verantwoordelijk: drs N.G. van der Veen /égéla
Medewerkers/Samenstellers: E.A.M. Boers, K. Frankhuizen

Projektleider: R. Frankhuizen iE
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1. Inleiding

Casciine en wei-eiwit zijn in melk aanwezig in de verhouding 80:20. Ze
kunnen op twee manieren worden gescheiden. Allereerst via de kaas-
bereiding, waarbij na inwerking van het stremsel de caseine-frakties
neerslaan en de wei—~eiwitten in de kaaswei blijven. Daarnaast kunnen
ze gescheiden worden door de pH van de melk te verlagen.
Kaasbereiding

In het algemeen wordt de melk eerst op het gewenste vetgehalte
gebracht en vervolgens laag gepasteuriseerd. Na koeling tot een
geschikte fermentatie-temperatuur wordt een stremmend ferment het
zogenaamde stremsel (meestal leb, gewonnen uit de lebmaag wvan jonge
kalveren) toegevoegd. Het glycomacropeptide (GMP) wordt afgesplitst
door inwerking vand het stremsel op K-caseine zoals onderstaand sche-
matisch is weergegeven.

){—caséine._hggggmqglv)(—paracaseine + glycomacropeptide.

Door toevoeging van calciumionen ontstaat uit X—-paracaseine en de
overige caseines een gel (wrongel).

Na het stremproces ondergaat de massa In de kaasbak verschillende
roerende en snijdende behandelingen, waarbij een min of meer
scheidende werking tussen de caseine en de wei optreedt.

De wei-produkten die beschikbaar komen hij de kaasproduktie werden tot
het begin van de zeventiger jaren veelal tot veevoer verwerkt.
Wei—-eiwit bevat alle essentiéle aminozuren in een voor de mens
gunstige verhouding, waardoor het ook zeer geschikt is voor gebruik in
zuligelingenvoeding of in andere, bijzondere voedingen die rijk aan
eiwit dienen te zijn. Daarom werden technologieén en processen ont-
wikkeld om het hoogwaardige wei-eiwit in voor de menseli jke konsumptie
geschikte voedingsmiddelen te verwerken.

De toepassingsmogelijkheden zijn nog niet uitputtend onderzocht, maar
het wei—-eiwitconcentraat kan onder meer funktioneel worden gebruikt in
bakkerswaren, deegwaren, frisdranken, vleeswaren zoals bijv. ham-—
burgers etc.

Het een en ander is vooralsnog onvoldoende om de naar schatting 20
miljoen kilo wei-eiwit die er elk jaar in Nederland beschikbaar komt,
te verwerken. Derhalve wordt nog steeds een groot deel van de produk-—
tie tot veevoeder verwerkt, waarbij de handelswaarde slechts ca.

f 1,00/kg weipoeder (ca. 13% wei-eiwit) bedraagt.



De melkproduktie in West—Europa en met name in Nederland is de laatste
decennia dermate gestegen dat er een overcapaciteit is ontstaan,

welke geleid heeft tot de bekende melkpoederberg. Om de inkomens van
boeren te waarborgen heeft de EEG een aantal maatregelen afgekondigd.
Deze maatregelen (EEG-Verordeningen) houden in dat de EEG het teveel
geproduceerde opkoopt tegen een minimumprijs. De voorraden van dit
zogenaamde interventlepoeder zijn echter dermate gegroeid dat tot sub-
sidie 1s overgegaan bij verwerking van melkpoeder tot veevoeder. De
subsidie bedraagt — door het grote verschil in de prijs van de
veevoedergrondstoffen en melkpoeder = ca. f 4,00/kg. Door het grote
verschil in prijs van weipoeder (f 1,00/kg) en magere melkpoeder

(f 4,00/kg) is de verleiding aanwezlg om weipoeder te verkopen c.q. te
verwerken in plaats van magere melkpoeder of aan magere melkpoeder een
bepaald percentage weipoeder toe te voegen. De EEG heeft dan ook
gesteld dat magere melkpoeder aangeboden voor subsidie geen welpoeder
mag bevatten.

De controle op de aanwezigheid van weipoeder in magere melkpoeder kan
op een aantal manieren gebeuren. De bekendste chemische parameters
zijn: het weipeptidegehalte, het sialinezuurgehalte en het
cyste'ine/cystinegehalte. De methoden waarmee deze parameters bepaald
worden zijn echter onvoldoende specifiek om toevoegingen beneden ca.
5% aan te tonen.

Sinds kort 1s er echter een meer specifieke methode beschikbaar. Deze
berust op de bepaling van het gehalte aan glycomacropeptide (GMP) met
behulp van hogedrukvloeistofchromatografie (HPLC) bij gebruik van een
gelpermeatiekolom. Voor Nederlandse poeders zijn met behulp van deze
methode percentages > 0,5 en voor buitenlandse poeders percentages

> 0,8 aan te tonen. lloewel de methode goed uitvoerbaar is, is met name
de monstervoorberelding tijdrovend.

Omdat enerzijds het aantal monsters voor controle zeer groot is

(ca. 10.000/jaar) en anderzijds het aantal positieve monsters klein,
bestaat er behoefte om met behulp van een screeningsmethode een voor-
selectie te maken. Omdat monsters melkpoeder in het kader wvan EEG-
verordeningen betreffende toekenning van steun op verwerking van
melkpoeder tot veevoeder op het RIKILT met succes gescreend worden

op hun samenstellende bestanddelen met behulp van NIRA zijn de moge-
lijkheden onderzocht om met behulp van deze techniek tevens het gly-

comacropeptide gehalte van magere melkpoeders vast te stellen.
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1.1 Glycomacropeptide

¥ —caseine is een glycoproteine dat gemakkeli jk wordt aangetast door
chymosine (het enzym uilt stremsel). Hierbij wordt het zgn. glycomacro-
peptide afgesplitst (figuurll).

T s h ) 1. plaatsen waar koolhy-

i 1
% case- |” ” I_ “ I II.H JI P 1953 draat kan zitten

| [T e _
7 {2 2, plaats van splitsing

door chymosine

Figuur 1. Peptide-keten van }{-caseine. De verticale strepen duiden
positieve resp. negatieve ladingen aan (exclusief die van neuramine-

zuur) de stippen prolineresidu&n; —-S---5---: cystine-bruggen.

Melkelwit bestaat voor ca. l1% ult }{—caseine (molecuulgewicht 19023).
Het glycomacropeptide heeft een molecuulgewicht van ca. 8000. Er van
uitgaande dat de splitsing volledig is, ontstaat er 2.35%Z GMP in de
waar. Dit is als volgt in te zien:

18 % van het totale eiwit bestaat uit serumeiwit

2 % van het totale eiwit bestaat ult diversen

4,63% van het totale eiwit bestaat uit GMP (nl. _ 8000 4 11%)

19023

25,63% van het totale elwit bestaat ult eiwit anders dan caseilne.

Dit gedeelte komt in de wel terecht. Gemiddeld bevat melkpoeder 36%
eiwit (in de waar). Hiervan is 25,63% niet caseine eiwit. Melkpoeder
bevat dus gemiddeld 9,23% niet caseine elwit (_39_ X 25,632)
1,67% hiervan is GMP [ 4,63 x 9,23 = 1,67}, \100

25,63
Weipoeder bevat echter geen 9,237% eiwit maar gemiddeld 13%. Hiervan is

dan _13 x 1,67 = 2,35% GMP.
9,23

1% weipoeder toevoeging aan magere melkpoeder betekent derhalve een

toename van het GMP gehalte van 0,0235%,
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2. Materiaal en methoden

Voor de calibratie werden 150 monsters melkpoeder — waaronder een aan-
tal mengsels met (zoete) karnemelkpoeder en weipoeder — geanalyseerd.
Het bleek, in verband met het ontbreken van een voldoend aantal
monsters met verhoogd GMP gehalte, niet mogelijk om een goede opbouw
van de calibratie set te verkrijgen (zie frequentieverdeling bijlage

1 Bles 2)s

2.2 Apparatuur

De NIR apparatuur, gebruikt bij dit onderzoek, bestond uit een Tech-
nicon Infra Alyzer 400 (IA-400) met 19 filters, gekoppeld aan een
Hewlett Packard 85 (32 k Bytes) microcomputer.

2.3 Methode

De gehalten aan "peptiden" werden bepaald volgens intern RIKILIT-voor-—
schrift: Bepaling van het weipeptidegehalte van melkpoeder (routine-
methode 1984-06-01).

De gehalten aan glycomacropeptiden (GMP) werden bepaald volgens intern
RIKILT voorschrift: Bepaling van het gehalte aan lebweipoeder in melk-
poeder en zoete karnemelkpoeder met behulp van hogedrukvloeistofchro=-
matografie (HPLC) nr. B 71 (1982-12-21).

De bepalingen werden in simplo uitgevoerd en in de computer gebracht.

3. Resultaten

Met behulp van de calibratiemonsters werd het verband vastgesteld
tussen de gevonden gehalten aan glycomacropeptide en de bij de — met
behulp van terugwaartse (backwards) en voorwaartse (upwards) meer-—
voudige lineaire regressieberekening — geselecteerde golflengten geme-

ten absorpties. De resultaten hiervan staan vermeld in tabel 1 en

bijlagen 1 t/m 3.
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Tabel 1 Calibratie gegevens van de Infra Alyzer 400

Component 1% weipoeder | 4 weipoeder | 4 GMP % GMP % GMP % GMP

rekenmethode | backwards upwards | backwardq upwards | upwards upwarng

N 150 150 150 149 149 149

R2 0,40 0,13 0,32 0,05 0,09 0,14

s(v) 3,96 - 0,071 - = "

# filters 19 2 19 2 3 4

F-ratio 10 22 T 8 9 11

Range 2-26 2-26 0-0,45 0-0,45 0-0,45 | 0-0,45
] —

Uit de calibratie set worden vervolgens 16 monsters geselecteerd op
grond van samenstelling, herkomst etc. Met deze monsters werd een
backwards berekening uitgevoerd. De resultaten hiervan staan vermeld

in tabel 2 en bijlage 4.

Tabel 2
e 4_1 -
component % GMP
rekenmethode backwards
N 16
R2 0,99
s(v) 0,02
# filters 12
F-ratio 84
range 0-0,45 J

4. Discussie

De resultaten verkregen met de backwards rekenmethode met 150 monsters
onderzocht op het gehalte aan weipoeder zijn, gelet op de correlatie
coéfficient (Rz) het minst slecht (tabel 1, kolom 2). De hierbij bere-
kende F-waarden (hoogste waarde ca. 16000 !! (bijlage 1) en de stan-
daarddeviatie van het verschil s(v) = 3,96%Z maken praktische
toepassing onmogelijk. Immers door een kleine onnauwkeurigheid in de
meting te vermenigvuldigen met een grote factor (= F-waarde) wordt een
grote fout geintroduceerd. Dit uit zich o.a. ook in de F-ratio, een
grootheid welke een indicatie geeft van de totale betrouwbaarheid wvan
de calibratie en normaliter moet liggen tussen de 100-1000 of zelfs

hoger (van bovengenoemde calibratie is de F-ratio 10!!).
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De overige berekeningen (zie tabel 1, kolom 3 t/m 7) geven weliswaar

"normale" F-waarden; van enige correlatie is echter geen sprake.

Het een en ander heeft waarschijnlijk een drietal oorzaken, te weten:

1. De gehalten aan GMP in "normale magere melkpoeder" zijn erg laag,
terwljl de range smal is. Hierdoor wordli kwantitatieve meting
bemoeilijkt, dit in verband met geringe absorptie en geringe
absorptieverschillen. De spreiding (range) van het GMP gehalte in
normale melkpoeders is erg klein en voldoet niel aan de vuilstregel
van range = > 20 x SD van de lab methode.

2. Het GMP gehalte in melkpoeder is verhoogd indien wei(poeder) is
toegevoegd. Hierdoor neemt het eiwitgehalte echter af en het lac-
tosegehalte toe hetgeen van invloed kan zijn op de meting van het
GMP-gehalte (intercorrelatie).

3. Melkeiwitten bevatten naast het GMP vele tientallen verschillende
peptiden. Het is derhalve de vraag of het discriminerend vermogen
van de techniek toereikend is voor de bepaling van het GMP en of de
specifieke golflengten waarbij absorptie optreedt voor GMP aanwezig
zijn in de IA-400.

Door @én dan wel een combinatie van deze punten ontstaat er een onbe-
trouwbare calibratie, hetgeen zich zoals vermeld o.a. uit in een groot

aantal filters en een lage F-ratio (zie tabel 1 en 2).

De resultaten van de berekening van de 16 geselecteerde monsters
(tabel 2) lijken enig perspectief te hebben. Opgemerkt zij dat het
hier gaat om een kleine groep geselecteerde monsters (n=16), terwijl
het aantal filters en de F-waarden groot is en de F-ratio laag (tabel
2 en bijlage 4).

5. Conclusie

Er werd geen correlatie gevonden tussen het GMP gehalte voorspeld met
de Infra Alyzer 400 en de referentie methoden voor 150 willekeurige
monsters melkpoeder. Het een en ander wordt veroorzaakt door de lage
gehalten en de kleine spreiding van het GMP in melkpoeder, het niet
aanwezig zijn van de juiste filters en/of ontoereikend discriminerend
vermogen van het instrument voor wat betreft afzonderlijke peptiden.
De resultaten van 16 geselecteerde monsters zijn zodanig dat vervolg-

onderzoek met behulp van een Infra Alyzer 500 gerechtvaardigd 1ijkt.
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