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Afdeling Melk- en Zuivelprodukten. Datum: 1982- 10- 07 

VERSLAG 82.91 Pr . nr. 505 . 6030 

Projekt: Ontwikkeling methoden van onderzoek voor melk- en zuivelpro

dokten met behulp van de Infra-Alyzer 400. 

Onderwerp: Het vaststellen van de samenstelling van magere melkpoeder 

m.b.v . Nabij Infrarood Reflectiespectroscopie (NIR). 

Voorgaand verslag: RIKILT 82 . 37 d.d. 1982- 04- 23 . 

Doe l: 

Het op eenvoudige en snelle wijze vaststellen van de samenstelling van 

monsters magere melkpoeder m.b.v. Nabij Infrarood Reflectiespectro

scopie (NIR). 

Samenvatting/conclusie: 

In de periode maart 1981 tot juni 1982 werden + 300 monsters afkomstig 

uit 8 EEG lidstaten op hun chemische samenstelling geanalyseerd. Af

hankelijk van de samenstelling, produktieproces en produktiedatum zijn 

monsters geselecteerd (zie tabel 1) waarmee m. b .v. meervoudige lineaire 

regressie berekeningen een vijftal vergelijkingen werden berekend. Dit 

heeft geleid tot een "universeel" magere melkpoeder calibratie. 

Bij een controletest op de betrouwbaarheid van de calibratie werden 

geen significante verschillen geconstateerd, waaruit afgeleid mag wor

den dat de NIR spectroscopie met voldoende betrouwbaarheid toegepast 

kan worden voor het screenen van de samenstelling van monsters magere 

melkpoeder . 

Verant,wordelijk : ir H. Oortwijn q& 
Hedewerkers/Samenstellers: R. Frankhuizen, E.A . N. Boers fJ 
Projektleider: R. Frankhuizen ,t1 
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1. Inleiding 

Sinds Nabij Infrarood Reflectiespectroscopie (NIR) is geintroduceerd 

in de zestiger jaren door Karl Norris (19) zijn voortdurend verbete

ringen aangebracht,met name aan het optisch gedeelte van het instru

ment. Door toepassing van nieuwe mogelijkheden van de electronica is 

de gevoeligheid van het instrument verder verbeterd en de techniek tot 

een volwaardige bo~antitatieve spectroscopische analysemethode uitge

groeid (8,16,17,21,23,29). 

De methode is aangepast aan verschillende produktgroepen.voortgebracht 

door de landbouw en de levensmiddelenindustrie (2,15,20,34). 

Veel onderzoek is gedaan naar de bruikbaarheid van NIR om de chemische 

samenstelling te bepalen van o . a . graan en soja. Analyses van vocht en 

eiwit zijn uitgevoerd (1,14,30~ alsook van componenten als vet en ve

zel (7,9,10,12,33). 

In tegenstelling tot de literatuur over graan en soja zijn e r maar en

kele publikaties betreffende de bruikbaarheid van NIR om de chemische 

samenstelling van zuivelprodukten - in het bijzonder (magere) melkpoe

der- vast te stellen (3,4,5,31,32). 

De samenstelling van melkpoeder is van belang voor de melkpoederver

werkende industrie enerzijds omdat de eindprodukten aan bepaalde sa

menstellingseisen en produkteigenschappen moeten voldoen, anderzijds 

omdat melkpoeder in het kader van verschillende EEG-Verordeningen be

treffende toekenning van steun op verwerking van magere melkpoeder tot 

veevoeder of voor openbare opslag (25,26,27,28) aan bepaalde samen

stellingseisen moet voldoen. 

Deze studie beschrijft een snelle methode om gebruikmakend va n NIR de 

samenstelling van magere melkpoeder te bepalen. 

2. Materiaal en methoden 

2. 1 Haterfaal 

Bij eerder onderzoek to~as al gebleken dat de betrout.,baarheid van de 

techniek grotendeels afhangt van de opbouw en omvang van de calibratie, 

alsmede van de nauwkeurigheid van de referentiewaarden . 

Verder was gebleken dat voor poeders met afwijkende structuur afwij

kende resultaten gevonden kunnen worden . 
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Ook de produktiedatum (seizoensinvloed) kan de gevonden analyseresul

taten heinvloeden (6). 

He t hoeft daa rom geen betoog dat aan al deze invloedsgebieden veel 

aandacht is besteed. Zo zijn de voor de calibraties gebruikte monsters 

afkomstig uit 8 van de 10 EEG landen (fig. 1) en wel over een periode 

van 15 maanden (van maart 1981 t/m juni 1982). 

Van alle - ons bekend zijnde - produktieprocessen zijn monsters melk

poeder in de calibratie opgenomen, evenals van melkpoeders met extreem 

hoge of lage gehalten aan de verschillende componenten. 

2 . 2 Methoden 

De gehalten aan vocht werden bepaald met behulp van de FIL-IDF droog

stoofmethode (11). 

Eiwit (totaal stikstof x 6, 38) werd bepaald volgens de Kjeldahl metho

de (13) met behulp van het KjelTec systeem (Tecator AB, Zweden) . 

De lactosegehalten ~~erden enzymatisch bepaald met behulp van een Auto

Analyzer systeem (24). 

De vetgehalten werden bepaald volgens de methode RHse Gottlieb (vetex

tractie m.b.v. ether-pentaan)(22) en de asgehalten door middel van 

droge verassing bij 500°C (11) . 

Alle bepalingen werden in duplo uitgevoerd. De gemiddelden van de ge

vonden ~~aarden ~~erden in de computer gebracht als een "As is" basis. 

2.3 !P.E.a~a.E_u~r 

De NIR apparatuur gebruikt bij dit onderzoek bestond uit een Teehoicon 

Infra Alyzer 400 (IA-400) met 19 filters,gekoppeld aan een Hewlett 

Packard 85 (32 K Bytes) programmeerbare calculator. 

2.4 Calibratie 

2.4.1 Inleiding 

Het behulp van calibratiemonsters ("ingelezen" op de dag van de che

mische analyse) wordt het verband vastgesteld tussen de gevonden ge

halten en de bij de gekozen golflengten gemeten absarpties volgens de 

formule: 
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G Fo + F1 log --1-- + F2 x x R x 
1 

G = gehalte 

- 3 -

log - 1-
R 

2 

R reflectie ve rkregen met filter x. 

F log - 1-
nx 

R 
n 

F = constante die karakteristiek is voor de parameter x die in het 

betrokken monster bepaald wordt. 

2 . 4.2 Filterkeuze 

Van de 19 filters worde n die weggelaten die een slechte correlatie 

geven met het te meten gehalte, d . l.,,z, waarvan de F-l.,aarden niet sig

nificant afwijken van nul. 

Dit wordt bepaa ld aan de hand van de t -toets ; indien t < 2 lwrdt het 

filter weggelaten . Het aantal filters wordt verder teruggebracht vol

gens de trial and error methode met behulp van de F-toets . Zolang de 

grootheid F = L • N-(n+1) 
1-r2 n 

(waarin r de multipele correlatiecoëff . , N met aantal calibratiemon

sters en n het aantal filters is) groter lolordt of gelijk blijft worden 

successievelijk filters weggelaten . 

2 . 4 . 3 Meervoudige lineaire regressieberekeningen 

Voor stapsgewijze meervoudige lineaire regressieberekening (SMLR) zijn 

verschillende dataveno1erkingsprogramma 's beschikbaar om tot de optima

l e vergelijking te komen. Bij dit onderzoek werd gebruik gemaakt van 

een teruglolaartse (backlolard) SNLR berekening volgens de "trial and 

error" methode in combinatie met een t-test. 

Er zijn echter ook data programma ' s beschikbaar lolelke gebaseerd zijn 

op een voono1aartse (fono~ard) SNLR berekening . 

Theoretisch moeten beide procedures tot dezelfde optimale vergelijking 

komen, echter lolanneer de onafhankelijke variabelen (filters) een zeer 

hoge onderlinge correlatie hebben, kunnen verschillende optimale ver

gelijkingen berekend lolorden . 

Bij dit onderzoek werden verschillende filt ers gevonden met onderlinge 

correlaties van 0,99 en hoger, lolaardoor de kans om m. b.v . de verschil

lende SHLR procedures tot één en dezelfde optimale vergelijking te ko

men bijzonder klein is . 

Door het toepassen van verschillende SHLR procedures en de '' trial and 

error" methode kunnen dus verschillende filtercombinaties gevonden 

worden die echter gebruikt in de vergelijking dezelfde gewenste infor

matie opleveren. 
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Dit feit kan verklaren waarom b.v . bij de eiwitcalibratie het zetmeel

filter (absorptie bij 2100 nm) significante informatie geeft. 

Niettemin komen de calibratieresultaten voor vocht, eiwit en vet goed 

overeen met de resultaten gevonden door R.w.v. Heaver (31) die onder

zoek heeft gedaan naar de samenstelling van volle melkpoeder m.b.v. 

NIR spec troscopie . 

3. Resultaten en discussie 

3.1 Vocht 

Een hoge correlatie werd gevonden tussen het vochtgehalte bepaald met 

de droogstofmethode en het vochtgehalte "voorspeld" met de Infra Aly

zer (fig. 2). 

De hoge multiple correlatie coëfficiënt (R2 = 0,97) met daarbij een 

standaardafwijking van het verschil van 0,12%, is alleszins acceptabel. 

De vochtgehalten in de melkpoedermonsters varieerde van 2,9 tot 5,8%. 

Bij de calibratieprocedure gaven 4 filters significante informatie, 

waaronder die van het filter voor vochtabsorptie bij 1940 nm. 

Het is bekend dat het vochtgehalte in melkpoeder,bepaald met de droog

stofmethode,in vrij grote mate heinvloed wordt door de relatieve lucht

vochtigheid1hetgeen de standaardafwijking van het verschil niet ten 

goede komt. Verondersteld mag worden dat een calibratieberekening uit

gevoerd met vochtgehalten,bepaald met de Karl Fisher methode een aan

zienlijk kleinere standaardafwijking van het verschil vastgesteld kan 

worden. 

3.2 Eiwit 

Een hoge correlatie werd gevonden tussen het eiwitgehalte bepaald met 

de Kjeldahl methode en het eiwitgehalte "voorspeld" met de Infra Aly

zer (fig. 3) . 

De hoge multiple correlatie coëfficiënt (R2 = 0,97) met daarbij een 

standaardafwijking van het verschil van 0,27% is acceptabel,zeker als 

men zich realiseert dat bij de Kjeldahl methode niet het ware eiwit 

maar het ruw ei~olitgehalte bepaald ,.;rordt. Het ru'.;r ei~.;ritgehalte kan ech

ter afhankelijk van het jaargetijde in meer of mindere mate met het 

,.;rare eiwitgehalte - door fluct uaties in het percentage niet eiwit 

stikstof (NPN) - verschillen. 
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liet is waarschijnlijk dat het NPN stikstof niet in gelijke mate een 

bijdrage levert aan de NIR absorptie van "\vare eiwit" componenten . 

Hoewel uit de filterkeus blijkt dat voor het NPN stikstof gecorrigeerd 

wordt,is het waarschijnlijk dat de standaardafwijking van het verschil 

hierdoor groter is dan ~vanneer bij de calibratieberekening uitgegaan 

was van "~o~are eh1i t" gehalten. 

De eiwitgehalten in de melkpoeder varieerden van 32,9 tot 41, 2% . 

Bij de calibratieprocedure gaven 6 filters significante informatie, 

waaronder die van de filte rs voor eiwita bsorptie bij 2139 nm en 1734 

nm en die van het filter voor ure um- l ac tose absorptie bij 2208 nm. 

3 . 3 Lactose 

Ook voor l actose werd een hoge correlatie gevonden tussen het lactose

gehalte enzymatisch bepaald m.b.v. een Auto- Analyzer systeem en het 

lactosegehalte "voorspeld" met de Infra Alyzer (fig. 4). 

Er ~ve rd een multiple correlatie coëfficiënt berekend van 0, 95 (=R2) 

me t daarbij een standaardafwijking van het verschil van 0,38%. 

De lac tosegehalte n in de melkpoede r varieerde n van 42 , 6 tot 51,6% 

(fig. 5 ). 

Bij de calibratieprocedure gaven 6 filters significante informatie, 

waaronder de filters voor eiwit bij 2139 nm en 1734 nm, die door het 

ontbreken va n specifieke lactosefilters de belangrijkste informatie 

verschaften. 

3 . 4 Vet 

Ondanks een kle ine variatie in de vetgehalten van de magere melkpoe

ders werd een correlatie gevonden tussen het vetgehalte bepaald met de 

Röse-Gottlieb methode en he t vetgeha lte "voorspeld " met de Infra-Aly

zer van 0,98 (=R2 ) met daarbij een standaardafwijking van het verschil 

van 0,09% (fig . 6) . 

De vetgehalten in de voor de calibratie geselecteerde melkpoeders 

varieerde n va n 0,8 tot 2 , 8% . 

Hoewel voor vet een tweetal specifieke filters aanwezig waren (2310 nm 

en 1759 nm) gaven niet minder da n 7 filters s i gnifican te informatie. 

Bij een veteslibratie van magere- + karnemelkpoeder met een range va n 

1 tot 9,5% vet werd eveneens voor 7 filters s i gnificante informatie 

gevonden. 
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De filterkeus was echter een andere dan die voor magere melkpoeder al

leen. 

Het is 1.,aarschijnlijk dat de verschillen in filterkeus tussen beide 

calibraties veroorzaakt worden door verschillen in vetsamenstelling 

(met name door de aanwezigheid van fosfolipiden) . 

3.5 As 

In tegenstelling tot de meeste organische stoffen geven anorganische 

stoffen geen karakteristieke reflectiesignalen in het NIR gebied . De 

correlatie gevonden tussen het asgehalte bepaald door middel van droge 

verassing bij 500°C en het asgehalte "voorspeld" met de Infra-Alyzer 

kan dan ook niet alleen gebaseerd zijn op de aanwezigheid van al dan 

niet gebonden melkzouten . 

Het is 1.,aarschijnlijk dat het asgehalte voorspeld door de infra-Alyzer 

gecorreleerd is aan het totaal aan organische bestanddelen, hetgeen 

o . a. tot uiting komt in het grote aantal filters welke significante 

informatie geven. 

Als 1.,e verder de variatie in asgehalte van magere melkpoeder in ogen

schom., nemen (fig . 7) mag het niet verwonderlijk zijn dat de multiple 

correlatie coëfficiënt een niet ~o'n hoge is n . l. R2= 0,76 (fig . 8 ). 

Bij de calibratie geven 11 filters significante informatie en werd een 

standaardafwijking van het verschil van 0,08% berekend. 

4 . Calibratietest 

De calibraties van vocht , eiwit , lactose, vet en as werden getest met 

19 onbekende monsters . 

Door de vrij grote spreiding van de analyseresultaten t.o.v . de (klei

ne) range van vet, as en lactose worden voor deze componenten aanzien

lijk kleinere correlatie coëfficiënten gevonden dan voor de calibratie. 

Er 1.,erden echter voor de testmonsters geen significante verschillen 

gevonden t . o.v . de referentiemethoden (zie ook bijlage 1). 
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Tabel. 1. Calibratie en testgegevens van de Infra-Alyzer 

IA- 400 
Vocht Eiwit Lactose Vet 

cal. test cal. test cal. test cal. test cal. 

N 92 19 159 19 136 19 57 19 108 
R2 0,97 0,97 0,97 0,95 0,95 0,54 0,98 0,52 0,76 
S(V) o, 12 0,08 0,27 0,20 0,38 0,44 0,09 o, 19 0,08 
11 filters 4 - 6 - 6 - 7 - 11 
laagste 
t - test 4,2 - 7,5 - 8,1 - 4,6 - 5,5 

Tabel 2. Testgegevens van de Ref. methode en Infra-Alyzer (N=19). 

Component Gemidd. duiloverschil. Gemidd. niveauverschil t-test 
Ref. Infra- Infra-Alyzer t.o.v. 

methode A1yzer Ref. methode 

Vocht 0,05 I 0,01 I -0,006 I -0,31 
Eiwit o, 13 0,05 +0,053 1,17 
Lactose o, 19 I 0,09 I +0,032 I 0, 31 
Vet 0,07 I 0,07 I +0,039 

I 
0,92 

As 0,03 0,04 I +0,003 0,13 

Bijvoeging van de onbekende monsters aan de calibraties had geen wezen

lijke verandering tot gevol g, ,.,aaruit afgeleid mag \...orden dat de cali

braties goed zijn. Imme rs karakteristiek voor een goede eindcalibratie 

is dat deze niet wezenlijk afwijkt wanneer na uitbreiding een nieuwe 

calibratieberekening wordt uitgevoerd. 

8291.7 - 8 -

I 
I 

As 
test 

19 
0,43 
0,11 
-

-



- 8 -

5. Conclusie 

De standaardafwijkingen van de verschillen van eiwit, vet, vocht en 

lactose demonstreren dat NIR spectroscopie met voldoende betrouwbaar

heid toegepast kan t11orden voor het "screenen" van de samenstelling van 

magere melkpoeders. 

De (on)naut11keurigheid van de gebruikte referentiemethoden begrensd in 

niet onaanzienlijke mate de naut11keurigheid van de Infra-Alyzer. 

Hen dient zich bij de interpretatie van Infra- Alyzer resultaten reken

schap te geven dat deze resultaten - door afwijkend produktieproces 

en/of samenstelling - meer kunnen afwijken dan uit calibratiegegevens 

berekend is. 

Met dank aan: G.A. Werdmuller voor de statistische assistentie. 
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Bijlage 1: Steekproef gegevens magere ncl.kpoeder. 

Nonster 
m.lllrer meth. 

1 3,30 3,43 -+0, 131 35,1 
2 13,88 3,84 -0,041 35,6 
3 4,21 4,17 -0,041 35,2 
4 14,06 4,06 0,00136,6 
5 I 3,76 3,83 -+0,071 36,8 
6 [4,08 4,06 -0,02135,8 
7 4,05 4,00 -o,o5l 35,0 
8 3,59 3,64 -+0,051 35,6 
9 3,52 3,66 -+0,14 36,0 

10 4,27 4,20 -0,07136,1 
11 4,36 4,32 -0,04134,4 
12 4,06 4,18 -+0, 121 35,4 
13 4,68 4,50 -0,181 35,6 
14 4,44 4,36 -0,081 35,9 
15 4,34 4,31 -0,03 34,2 
16 4,49 4,46 -0,03134,8 
17 3,68 3,76 -0,08 34,4 
18 4,32 4,32 o,oo 1 34,o 
19 4,30 l1,34 -+0,04 34,1 

v I -0,00( 
s(v) 

I 
0,08, 

t 0,31 
I 

v = ~ v/n 

s( v) =V,-{~v2:----(f-v)-=-2/-n ~ 
n-1 

t = _v_--:-===----
s(v)/Vn 

35,3 
35,5 
35,2 
36,8 
36,8 
36,0 
34,9 
35,7 
35,8 
35,8 
34,5 
35,4 
35,6 
36,3 
34,4 
35,0 
34,8 
33,8 
34,0 

Ver
schil meth. 

-+0,2 
-0,1 
o,o 

-+0,2 
0,0 

-J-û,2 
-0,1 
-+0, 1 
-0,2 
-0,3 
-+0, 1 
0,0 
0,0 

-+0,4 
-+0,2 
-+0,2 
-+0,4 
-0,2 
-0,1 

-+0,05 
0,20 
1,17 

I 48,6 
I 48,2 
I 48,9 
I 48,5 
1 48,7 
148,6 
148,6 
149,0 

49,0 
148,4 
149,2 

48,4 
I 48,1 
148,2 

49,8 
48,6 
49,0 
50,2 
49,0 

48,0 
48,6 
48,6 
49,0 
49,2 
48,5 
49,0 
49,0 
48,8 
48,8 
49,2 
49,0 
47,5 
47,7 
50,2 
48,9 
'•8,4 
49,7 
49,5 

-0,6 
-+0,4 
-0,3 
-+0,5 
-+0,5 
-0,1 
-+0,4 
0,0 

-0,2 
-+0,4 
0,0 

-+0,6 
-0,6 
-o,5 
-+0,4 
-+0,3 
-0,6 
-o,5 
-+0,5 

-+0,03~ 

0,44 
0,31 

ref. 
meth. 

I o,98 
I o,61 
I o,53 

1

1,04 
0,94 

I o,84 
1,28 
0,52 
0,70 
0,66 
1,% 
0,98 I 0,84 
1,00 

1 o,8o 
1,18 
1,03 
1,06 
1,24 

Conclusie: ~ geniddelde verschillen zijn niet significant van nul afwijkerxt . 
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ref. 
meth. 

1,12 -+0, 14/ 8,12 7,80 -0,32/ 
0,48 -0,13 8,10 8,08 -0,02/ 
0,44 -0,09 7,79 7,72 -o,o71 
1,38 -+0,34 8,02 7,94 -o,08I 
1,02 -+0,081 7,96 8,00 -+0,041 
0,80 -0,04 7,90 7,91 -+0,01/ 
1,21 -0,0718,08 7,98 -0,101 
0,97 ·1{),4518,08 8,08 o,oo I 
0,93 -+0,23 8,07 8,08 -+0,011 
0,94 -+0,28 7,84 8,06 -J-û,22/ 
1,27 -0,07 7,90 8,00 -+0,10/ 
0,74 -0,24 8,03 8,12 -+0,091 
1,03 -+0,19/ 7,86 7,92 -+0,06 
1,03 -+0,03 7,90 7,95 -+0,051 
0,64 -0,16 7,91 7,96 -+0,05 
1,16 -0,02 7,92 7,92 0,00 
1,02 -0,01 8,09 8,06 -0,03 
1,04 -0,02 7,96 8,00 -+0,04/ 
1,10 -0,14 7,95 7,96 -+0,01 

-+0 03< , -tO,OO~ 
0,19 0,11 
0,92 0,13 



Bijlage 2 

F- waarden behorende bij de "universeel" magere melkpoeder calibratie. 

I 
Vocht I !i.!i.!. I ~aE_t~s~ I ~e.!_ I As I ---

I I I 
FOO 4, 105 I FOO 35,36 I FOO 47,58 I FOO 2,013 I FOO 8,421 I 
F07 110,1 I F04 - 74,38 I F09 107,7 I F04 79,22 I F04 111,4 I 
F08 - 117,0 I F06 - 665,0 I Fl2 - 2162 I F10 - 154,7 I F05 - 239,6 I 
Fl3 - 43,73 I F07 1170 I Fl3 3380 I F14 36,58 I F06 214,5 I 
F16 '•3, 32 I F09 - 412,3 I Fl6 -100,1 I F15 -260,6 I F07 - 225,5 A 

F15 -744,5 I F17 - 1376 I F16 10,26 I F09 441,7 I 
I F17 724,7 I F19 131 I F18 '•38, 6 I Fl4 - 292,5 I 

F20 - 151,5 I Fl5 - 355,3 I 
I Fl7 797,7 I 
I Fl8 - 609,4 I 
I F19 31,86 I 
I F20 121,9 I 
I I 
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