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INLEIDING?

Gezien de belangrijke plaats die de boter inneemt in de agrarische sector van
onze economie, is het ncodzakelijk dat veel aandacht wordt geschonken aan
een goede afzet van dit produkt. Het prijspeil ¢n de afzetmogelijkheden zijn
sterk afhankelijk van de kwaliteit. Zowel door de producenten als door de
controle-instanties wordt steeds nauwkeurig op de kwaliteit toegezien. Aange-
zien de consistentie van de boter bij voortduring een bron van ernstige zorg is,
leek het gewenst deze consistentie aan een nader onderzoek te onderwerpen.

Deze consistentie is niet alleen afhankelijk van de wijze waarop de boterbe-
reiding in de fabriek plaats vindt (MULDER, 1940a, b; 1947a, b), maar ook in
belangrijke mate van de samenstelling van het melkvet, dat voor de boterberei-
ding wordt gebruikt. De samenstelling van het vet kan zelfs van dien aard zijn,
dat het niet mogelijk is er boter van een goede consistentie uit te bereiden. De
meeste moeilijkheden ondervindt men in de nazomer en in de herfst; de boter
is in die tijd veelal aanzienlijk weker dan met een goede kwaliteit verenigbaar is.

Over de factoren, die de samenstelling van het melkvet bepalen, is wel het een
en ander bekend. Zo weet men van oudsher dat zowel de voeding der koeien
alsook de grootte van de melk- en vetproduktie van veel belang zijn (zie o.a.
ORTH, KAUFMANN, WEINERT, 1956), voorts zijn ook de individuele verschillen
tussen de dieren van betekenis (BROUWER, 1932a). Omtrent zeer veel punten
verkeert men echter nog in het onzekere, zodat een diepergaand onderzock naar
de zojuist genoemde factoren noodzakelijk leck.

1} Dit onderzoek werd verricht met steun van de Directie van de Landbouw in het kader
van een der landbouwkundige projecten gefinancierd met MSA-getden.
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HoOFDSTUK I

CONSISTENTIE EN STEVIGHEID
DER BOTER EN HUN OORZAKEN

§ 1. OMSCHRIJYING VAN DE CONSISTENTIE EN DE SFEVIGHEID DER BOTER

In zijn boek over Zuivelbereiding geeft MULDER (1947b) de volgende om-
schrijving van de consistentie ener stof: “De consistentie van een stof geeft de
vormveranderingen aan, die een gevolg zijn van uitwendig op die stof werkende
krachten. Consistentie heeft dus geen betrekking op de samenstelling en de
structunr van de stof (bij boter zegt de consistentie dus niets over h.v. vochtge-
halte of de vochtverdeling). Wel kunnen de samenstelling en de structuur invloed
hebben op de consistentic. Onder de consistentie van boter moet worden verstaan
het gehele complex van rheologische eigenschappen, zoals b.v. de smeerbaarheid,
de stevigheid, de elasticiteit, de brokkeligheid.”

Wat nu de meest gewenste consistentie der boter betreft, hiervan geeft
MuLDER de volgende beschrijving: “In het algemeen verlangt men van boter,
dat ze een zekere stevigheid bezit; een kluit boter mag niet uitzakken of uit-
vloeien. Te stevig mag de boter echter ook niet zijn, want dan zou men haar niet
kunnen smeren. Boter mag niet rekbaar, lang of taai zijn (b.v. als stroop). Ze
mag echter evenmin de tegengestelde eigenschap hebben, nl. kruimelig, brokke-
lig of kort zijn. Ten slotte nog mag boter niet zalvig of kleverig zijn en mag ze
bij het proeven niet een melige of zanderige indruk maken op de tong. De con-
sistentie van boter is dus een ingewikkeld complex van eigenschappen.”

§ 2. HET VERBAND TUSSEN DE CONSISTENTIE DER BOTER
EN DE CHEMISCHE SAMENSTELLING VAN HET BOTERVET

De triglyceriden, die in het botervet voorkomen, zijn tot nu toe slechts voor
cen klein deel zuiver verkregen (door synthese of door isolering nit natuurlijke
vetten). Door onderzoek van hun gedrag bij afkoeling en verwarming is geble-
ken, dat deze stoffen een sterke neiging hebben onderkoeld te geraken of in
metastabiele modificaties, met een lager smeltpunt dan de stabiele modificatie,
uit te kristalliseren. Slechis bij langzame en voorzichtige afkoeling of verwar-
ming bleek het mogelijk de triglyceriden in de stabiele modificatie te doen kris-
talliseren.

De smeltpunten van zowel de stabiele als de metastabiele modificaties worden
bepaald door de vetzuurresten welke in het triglyceride voorkomen. Bij toe-
nemende ketenlengte van de vetzuurresten stijgen de smeltpunten der overeen-
komstige modificaties. Zo is het smeltpuns van iedere modificatie van tristearine
hoger dan het smeltpunt van de overeenkomstige modificatie van tripalmitine.
Voorts dalen de smeltpunten der onderscheiden modificaties sterk bij vervan-
ging van een verzadigde vetzuurrest door een onverzadigde vetzuurrest met
dezelfde ketenlengte. Ook de neiging tot het optreden van onderkoeling neemt
sterk toe bij vervanging van verzadigde door onverzadigde vetzuurresten. Het
is waarschijnlijk, dat deze neiging tot onderkoeling nog toeneemt, wanneer het
nict een triglyceride in zuivere toestand betreft, doch een mengsel van vele, zeer
verschillend gebouwde triglyceriden,

Uit het voorafgaande wordt nu duidelijk waarom de temperatuur véor, tij-
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dens en na het karnen en kneden, ook haar invloed doet gelden op de hoeveel-
heden vast en vloeibaar vet in de boter (MULDER, 1939, 1947b), al zijn de moge-
lijkheden, om door een juiste temperatuurbehandeling boter van goede consis- -
tentie te bereiden, vrij beperkt. Het blijkt in de praktijk namelijk niet mogelijk
te zijn alle vetten in de stabiele modificatie te doen kristalliseren. Wij moeten
dus ernstig rekening houden met het voorkomen van onderkoelde, vloeibare
vetten en van metastabiele modificaties met een smeltpunt dat slechts weinig
boven de normale gebruikstemperatuur ligt en die dus bij een kleine stijging van
temperatuer in de vloeibare (omderkoelde) fase overgaan.

Wij kunnen de vetzuren, die in het botervet voorkomen, als volgt in drie
groepen splitsen:

3: verzadigde vetzuren met korte koolstofketen, zoals boterzuur, capronzuur,
caprylzuur, caprinezuur,

P: verzadigde vetzuren met lange koolstofketen, zoals laurinezuur, myristine-
zuur, palmitingzuur, stearinezuur, arachinezuur,

L: onverzadigde vetzuren, zoals oliezuur, linolzuur, linoleenzuur, vacceen-
zuur, palmitoleinezuur.

Aan de hand van deze indeling en de gemiddelde vetzuursamenstelling van het
melkvet in Nederland (tabel 1) zullen wij nu de invloed van de chemische samen-
stelling op de kristallisatie-neiging van het botervet nog wat nader bezien.

TaseL 1. Gemiddelde vetzuursamenstelling van in Nederland geproduceerd melkvet volgens

MULDER (1947a)

Vetzuur gew. %) mol %! Vetzuur gew. % mol %|  Vetzuur [gew. %/mol %,
boterzuur 3,1 8,5 | laurinezuur 3,2 3,9 | oliczuur 41,3 | 35,5
capronzuur 1,7 3,6 | myristinezuur 71 7,6 | linolzuur 51 4.4
caprylzuur 0,7 1,2 | palmitinezuur | 22,8 : 21,6
caprinezuur 1,8 2,5 | stearinezuur 12,5 ¢ 10,7

arachinezuur 0,7 0,5
s 73 | 158] B 463 | a3 ] L | 464|399

Joodadditiegetal van dit vet &+ 39

Op welke wijze de vetzuren verdeeld worden over de triglyceriden is nog on-
voldoende bekend (HiLDITCH, 1956). Er zijn echter twee op de voorgrond tre-
dende hypothesen, namelijk:

1. verdeling volgens de “regel der zo gelijkmatig mogelijke verdeling”,
2. verdeling volgens de “wetten van het toeval™.

Wij zullen geen voorkeur uitspreken, maar in ons betoog aan beide hypothe-
sen aandacht schenken. Ter vereenvoudiging van het probleem veronderstellen
wij, dat wij slechts te maken hebben met drie molecuulsoorten, namelijk de vet-
zuren S, P en L uit tabel 1. Berekent men nue de samenstelling volgens de eerste
regel, dat vindt men:

+ 33% PPL, - 209 PLL en + 479% SPL.

Volgens de tweede regel vindt men de gegevens in tabel 2.

In het eerstgenoemde geval zijn de triglyceriden PPL (33 %) bij normale tem-
peratuur vermoedelijk vast, de triglycetiden PLL (20 %) vloeibaar en de triglyce-
riden SPL (47 %) zullen vast of vloeibaar zijn, afhankelijk van de temperatuur
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Tager 2. Globale samenstelling der triglyceriden in het melkvet it de gemiddelde vetzuur-
samensielling berekend volgens de wetten van het toeval

Triglyceride | mol %, Triglyceride | mol % Triglyceride mol %
SPP 9,3 LLL 6,4 | S8S 04
PPP 8.7 SLL 7,5 SSP 13
PPL 23,5 SPL 16,8 SSL 3.0

PLL 1.2
groep A 415 groepB | 307 | groepC 279

Methode van berekening: stel s is de fractie van de vetzuren S, p is de fractie vetzuren Pen L
is de fractie vetzuren L. Uiteraard is s + » 4 L = 1. De percentages van de verschillende tri-
glyceriden volgen nu uit de ontwikkeling van de macht (s + P + L)® vermenigvuldigd met 100,

s+ P+ LP=s + 3s%p + 33 + P* + 35°L + 3sL® 4 GsPL -+ 3PL + 3pL® 4 LY,

Bij voorbeeld: de hoeveclheid triglvceride PPL bedraagt in mol %;: 100 x 3p%L =
=100 x 3 x 0,443 x 0,399 = 23,5.

tijdens de boterbereiding en de gebruikstemperatuur. In het tweede geval zal de
groep A (42957) vast zijn, de groep B (30%;) vloeibaar en de groep C (28 %) zal
vast of vloeibaar zijn al naar gelang van omstandigheden en behandeling.
Indien wij dezelfde berekening nogmaals uitvoeren met een vetzuursamenstel-
ling waarbij het gehalte aan onverzadigde vetzuren 5% hoger is (S = 139,
P=42%, L =459, J-getal + 43), dan vinden wij in het eerste geval:

4 26% PPL, + 35% PLL en + 39 SPL.

In het tweede geval vinden wij:
1 389 groep A, 4 329 groep Ben + 309 groep C.

Het voorafgaande wijst op de grote invloed van de onverzadigde vetzuren op
het percentage vloeibaar vet. Immers een stijging van het gehalte aan onverza-
digd vetzuur van 409 tot 459 (dus relatief 129,) doet het gehalte aan vaste
triglyceriden dalen van resp. 33 % en 42 % tot resp. 26 % en 38 %, (relatief resp.
20% en 109).

De mogelijkheid tot het bereiden van boter met een goede consistentie hangt
hiermede ten nauwste samen. Wanneer men dus de consistentie van de boter
wenst te wijzigen, zal dit behalve door de wijze van boterbereiding, ook kunnen
geschieden door een wijziging van de verhouding van de hoeveelheden der ver-
zadigde en onverzadigde vetzuren waaruit de triglyceriden van het melkvet zijn
opgebouwd.

Deze voorstelling van zaken is, zoals gezegd, zeer schematlsch Het zal pas
mogelijk zijn een en ander nader uvit te werken, wanneer de samenstelling van
het melkvet nauwkeurig bepaald kan worden.

§ 3. HET VERBAND TUSSEN DE STEVIGHEID
EN DE CHEMISCHE SAMENSTELLING VAN DE BOTER

Men heeft herhaaldelijk getracht de samenhang tussen consistentie en chemi-
sche samenstelling door een correlatie-coéfficiént te karakteriseren. Zoals in het
voorafgaande werd betoogd, is vooral de verhouding tussen vast en vlocibaar
vet belangrijk. Deze verhouding nu s sterk gecorreleerd met het joodadditiegetal
(J-getal) van het botervet, met dien verstande dat bij toeneming van de hoeveel-
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heid vloeibaar vet het J-getal stijgt. De verhouding van de hoeveelheden vast en
vloeibaar vet kan dus worden uitgedrukt in een cijfer, dat verband houdt met
een bepaald facet van de chemische samenstelling, met name de onverzadigd-
heid van het botervet. Met het begrip consistentie is dit echter niet mogelijk,
door het ingewikkelde samenspel van eigenschappen welke de consistentie be-
palen. Nu is de stevigheid de belangrijkste van deze eigenschappen, mede doordat
de smeerbaarheid, de ¢lasticiteit en de brokkeligheid er vrij sterk mee samen-
hangen. De stevigheid kan wel in cijfers worden uitgedrukt, zodat een bereke-
ning van de correlatie met het J-getal mogelijk is. Echter schuilen ook hier
moeilijkheden, omdat er verschillende soorten van stevigheid zijn, zoals “toon-
bankstevigheid” (vormverandering onder invloed van het eigen gewicht over
lange tijd), “smeerstevigheid” (vormverandering door uitwendige min of meer
tangentieel gerichte krachten) en “duimstevigheid” (vormverandering door uit-
wendige min of meer loodrecht op het oppervlak gerichte krachten; deze vorm
van stevigheid houdt ongeveer het midden tussen de beide hiervoor genoemde).
Deze vormen van stevigheid kunnen ieder voor zich weer op verschillende wijzen
worden gemeten. Toch bestaat er een nauwe samenhang tussen hen, zodat men
kan verwachten dat een verandering van de ene soort van stevigheid gewoonlijk
met een gelijkgerichte verandering van de andere soorten van stevigheid ge-
paard zal gaan.

‘De correlatie tussen de een of andere vorm van stevigheid van de boter en
het J-getal van het botervet is herhaaldelijk bepaald en vrij nauw bevonden
{(HANSEN e.a., 1930; HAGLUND e.a., 1930; KRUISHEER e.a., 1943; OLsson, 1948;
BaLcH e.a., 1952; BERGMAN, Joost, 1952; MULDER, 1953). Dit is eveneens het
geval met de correlatie tussen de kristallisatie-neiging van het botervet en het
J-getal (BROUWER, 1943a). Hieruit volgt, dat het J-getal van het botervet een
grootheid is, welke ons in staat stelt de geschiktheid van dit vet voor de berei-
ding van boter met de gewenste stevigheid en dus waarschijnlijk ook van de
gewenste consistentie te beoordelen.

Tussen het J-getal en de refractie (n}t)) van het botervet bestaat ook een vrij

nauwe samenhang. De refractie van het botervet wordt meestal vitgedrukt in de
zogenaamde boterrefractometergraden. Vele onderzoekingen (KrUISHEER, 1941 ;
AAS, 1943; PrLaToN, OLSSON, 1942 ; KRUISHEER e.a., 1943) gaven een zeer sterke
positieve correlatie tussen de refractie, vitgedrukt in boterrefractometergraden
(refractometergetal) en het J-getal. Ook de directe samenhang tussen refractie
en stevigheid is zeer sterk (KRUISHEER, 1940), evenals die tussen refractie en
dilatometerwaarde (Brouwer, 1943). Het refractometergetal stelt ons dus
eveneens in staat de geschiktheid van het botervet voor de boterbereiding te
beoordelen.

Dit alles brengt voor het onderzoek een aanzienlijke vereenvoudiging mee,
omdat voor de bepaling van het refractometergetal slechts een zeer geringe hoe-
veelheid botervet behoeft te worden afgescheiden (minder dan 1 g) en onder-
zocht, in tegenstelling tot de veel grotere hoeveelheid vet die nodig is voor de
rechistreekse bepaling van de stevigheid en de consistentie. Voorts vergt de
bepaling van het refractometergetal aanzienlijk minder tijd dan de andere ge-
noemde bepalingen, hetgeen uiteraard voor het routine-onderzoek van groot
belang is.

Op grond van de hiervoor genoemde redenen zullen wij niet de consistentie
van de boter in al haar aspekten beschouwen, maar ons beperken tot de J-getal-
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len en (of) de refractometergetallen als maat voor de te verwachten stevigheid.
der boter.

§ 4. DE INVLOED VAN DE VOEDING OP DE MELKVETSYNTHESE
EN OP DE CHEMISCHE SAMENSTELLING VAN HET MELKVET

Door tal van onderzoekingen is gebleken, dat het door wijzigingen in het:
voederrantsoen van het melkvee mogelijk is, invloed uit te oefenen op de che-
mische samenstelling van het melkvet, zoals die tot vitdrukking komt in het.
refractometergetal, het J-getal en de stevigheid van de boter (MayYer, 1892;
KELLNER, 1919; HANSEN, STEENSBERG, 1930; Hansson, OLOFSSON, 1931 ; Brou-
WER, FRENS, 1937; BROUWER, DOKSTRA, FRENS, 1943; MOGHUL ea., 1948;
HiLpiTcH, 1956; STEENSBERG, WINTHER, 1950; MATTSON e.a., 1951 ; BROUWER,
1952; HOSTETTLER e.a., 1954). BROUWER en FreNs (1937) gaven een samenvat-
tend overzicht van de oudere proeven op dit gebied; ORTH e.a. (1956) hebben
in een witvoerig overzicht ook de nieuwere literatuur samengevat.

Uit al deze proeven blijkt ten eerste, dat vetarme voedermiddelen in het alge-
meen een stevige boter doen produceren en ten tweede, dat vetrijke voedermid-
delen zowel een zachtmakende als een hardmakende invloed kunnen hebben,
Welke werking een vetrijk voedermiddel heeft, hangt af van de hoeveelheid en
het J-getal van het voedervet. Hoe hoger het J-getal van het voedervet, bij ge~
lijke hoeveelheid, hoe hoger het J-getal van het botervet en hoe slapper de
boter die daaruit bereid kan worden. BROUWER e.a. (1937} voerden hierbij het
begrip joodaddittieprodukt (= hektogrammen vet in het opgenomnen voeder x
J-getal van dit vet) in. Het J-getal van het botervet vertoonde een vrij nauwe
samenhang met het joodadditieprodukt van het voedervet.

De samenhang tussen de hoeveelheid en de hoedanigheid van het voedervet
enerzijds en de stevigheid van de boter anderzijds vindt zijn verklaring in het
feit, dat het rund vrijwel niet in staat is zelf onverzadigde vetzuren te syntheti-
seren. Het dier is dus voor de onverzadigde vetzuren bijna uitsluitend aangewe-
zen op de onverzadigde vetzuren uit het voeder. De vetarme voedermiddelen,
die zoals gezegd, boter met een laag J-getal geven, bevatten uniteraard weinig
onverzadigd vetzuur. Daarentegen bevaiten zij veel bestanddelen, die in de
intermediaire stofwisseling acetaat leveren en daaruit kan slechts zeer weinig
onverzadigd vetzuur worden gemaakt, doch wel veel verzadigd vetzuur. Voor
een andere herkauwer, de geit, kon Poriax (1952} dit met behulp van isotopen
bewijzen. Daarbij bieek, dat van de radioactieve melkvetzuren afgescheiden in de:
periode tussen 1 en 12 uur na de toediening van radioactief gemerkt acetaat,
slechts 4 0,6 % oliezuur was. Voaor het tijdvak van 12 tot 24 yur na de toedie-
ning was dit 4+ 1,7%,. Het is door deze proeven niet duidelijk geworden of dit
radioactieve oliezuur geheel it acetaat was opgebouwd of dat er slechts een ver-
lenging van de koolstofketen van een reeds aanwezige onverzadigde verbinding
had plaats gevonden,

Wat de meervoudig onverzadigde vetzuren betreft, hiervan staat vast, dat
zij praktisch nict door het dierlijk organisme kunnen worden opgebouwd.
Door vele proeven (REISER, 1951 ; HARTMANN e.a., 1955; HOFLUND e.a., 1955;
SHORLAND e.a., 1955, 1957) is gebleken, dat het organisme van het rund wel in
staat is om meervoudig onverzadigde vetzuren partieel te hydreren. Bij voede-
ring van grote hoeveelheden linoleenzuur (b.v. in de vorm van lijnolie), dat drie
dubbele bindingen bevat, stijgt het gehalte aan dit zuur in het melkvet — nor-
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maal zijn slechts sporen aanwezig — niet noemenswaard, Het gehalte aan het
minder sterk onverzadigde oliezuur (één dubbele binding) daarentegen neemt
aanzienlijk toe, terwijl het gehalte aan linolzuur (twee dubbele bindingen) even-
eens een duidelijke stijging ondergaat (GocoTInsg, 1904; HILDITCH, THOMP-
SON, 1936).

Deze theorieén steunen alle de oude ervaring, dat het mogelijk is door een
juiste voedering te allen tijde het gehalte aan onverzadigde vetzuren van het
melkvet te verhogen of te verlagen en daardoor de stevigheid der boter binnen
zekere grenzen te regelen. Dit wil echter niet zeggen, dat wij op grond van een
analyse van de bestanddelen van het voeder nauwkeurig kunnen voorspellen
hoe hoog het J-getal en welke de stevigheid zullen zijn van de boter, die uit het
geproduceerde melkvet kan worden bereid (Maver, 1892; KELLNER, 1919;
HANSEN, STEENSBERG, 1930; HanssoN, OLOFSSON, 1931 ; BROUWER, FRENS, 1937,
MOGHUL e.a., 1948 ; HILDITCH 1956 ; MATTSON e.a., 1951).

Er zijn talrijke pogingen ondernomen om de geringe stevigheid van de boter
tijdens de weidegang te verhogen door het bijvoederen van hardmakende voe-
dermiddelen (BROUWER, 1932b; BROUWER, DIIKSTRA, FRENS, 1943 ; SIOLLEMA,
1943). Op deze wijze boekte men wel enige successen, doch het bleek, dat het
bijvoederen van consistentie-corrigerende voedermiddelen, anders dan in
perioden waarin er een tekort aan gras is, op grote bezwaren stuit wegens de
grote kosten van deze bijvoedering en wegens het tekort aan arbeidskrachten.
Wij zijn dus gedwongen naar andere middelen te zoeken om de stevigheid van
de zomer- en herfstboter in de gewenste richting te wijzigen. Daartoe is het
noodzakelijk in de eerste plaats een verdergaand onderzoek in te stellen naar de
oorzaken van de zachte boter in deze periode.

BROUWER (1932a) stelde hieromtrent de volgende hypothesen op:

1. het gras bevat één of meer zachtmakende stoffen;
2. deze stoffen zijn de onverzadigde vetzuren uit het gras.

Inderdaad bezitten de vetzuren uit gras een hoog J-getal (SMITH e.a., 1932a;
SHORLAND, 1941; BROUWER en VAN ALBADA, 1943; GarTON, 1960). Voorts
toonde BROUWER (1932a) aan, dat een lagere vetproduktie bij de koe dooreen-
genomen samengaat met een hoger J-getal van het melkvet en dus met een
zachtere boter. Dit verschijnsel verklaart ook grotendeels het verminderen van
de stevigheid van de boter in de loop van de lactatieperiode ondanks kwalitatief
onveranderde voeding. Immers, de melkproduktie en de melkvetproduktie
nemen daarbij af (Frus, 1900; HoLLAND, BUCKLEY, 1918; RIDDETT e.a., 1941;
BARTLEY £.a., 1951). Om dit verband tussen de vetproduktie en het J-getal van
het geproduceerde vet te verklaren wees hij er allereerst op, dat bij afhemende
produktie in de verhouding

onderhoudsvoer + produktievocer
geproduceerd melkvet

de term onderhoudsvoer steeds meer invloed krijgt en omgekeerd, bij toene-
mende produktie, steeds minder. Het is viteraard vrijwel onmogelijk een schei-
ding te maken tussen onderhoudsvoer en produktievoer. Onder onderhouds-
voer dienen wij te verstaan dat gedeelte van het totaal opgenomen voeder, dat
nodig is voor de instandhouding van alle levensprocessen, met uitzondering van
die, welke betrokken zijn bij de melkproduktie. BROUWER stelt dus, dat de hoe-
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veelheid voeder, welke nodig is voor het onderhoud van de levensprocessen
onafhankelijk is van de hoeveelheid geproduceerde melk.

Zijn betoog houdt viteraard de veronderstelling in, dat de onverzadigde vet-
zuren uit het voeder bij voorkeur gebruikt worden voor de melkvetsynthese en
niet of in geringe mate voor onderhoud. ORTH e.a. (1956) spreken zich eveneens
in deze zin vit. In de verhouding

onverzadigd vetzuur in onderhoudsvoer + onverzadigd vetzoui in produktievoer
geproduceerd melkvet

krijgt het onverzadigde velzuur uit het onderhoudsvoer steeds meer invloed
naarmate de melkvetprodukiie afneemt. Daaruit volgl, dat de waarde van de
verhouding groter wordt en dat de hoeveelheid onverzadigd vetzuur die per
gram melkvet beschikbaar is, toeneemt. Het J-getal van dit vet zal dus stijgen
en de stevigheid van de boter geringer worden, waarmede het hierboven ge-
noemde verband tussen melkvetproduktie en J-getal van het melkvet althans in
beginsel verklaard is.

§ 5. DOEL YAN HET ONDERZOEK

In de volgende hoofdstukken zullen deze theorieZn nader worden onderzocht.
Het eerste deel van het onderzoek richt zich op het verkrijgen van een dieper
inzicht in de hoeveelheid en de aard van de vetzuren in het gras en hun vertering
door de koe. Tevens zal worden getracht uit te maken in welke verbindingen de
vetzuren daarin voorkomen en in hoeverre deze verbindingen voor de spijsver-
tering van het rund toegankelijk zijn (hoofdstuk 2 en 3).

Het tweede deel van het onderzock behelst een studie van de samenhang
tussen de per koe geproduceerde hoeveelheid melkvet en de stevigheid van
boter, bereid in een groot aantal fabrieken over het gehele land verspreid
(hoofdstuk 4 en 5).

HoOOFDSTUK 2

DE CHROMATOGRAFIE VAN DE LIPIDEN UIT GRAS

§1. LITERATUUR

a. Vroeger onderzoek van de lipiden uit gras, De cerste poging tot het bepalen
van de samenstelling van de vetachtige stoffen uit gras is gedaan door CHIBNALL
en medewerkers (POLLARD e.a., £931; SmiTH, CHIBNALL, 1932a, 1932b). Tabel 3
geeft een overzicht van de uitkomsten van deze onderzoekingen, Hierbij werd
het verse gras na drogen met aether ge€xtraheerd en vervolgens werden de was-
achtige stoffen en de fosfolipiden door aceton geprecipiteerd.

SHORLAND (1941) beschrijft de bepaling van de samenstelling van de vet-
achtige stoffen in een monster weidegras. Bij deze bepaling werd de extractie
uitgevoerd met petroleumacther; overigens werd dezelfde behandeling toege-
past als door CHIBNALL e.a. De eerste regel van tabel 4 geeft een overzicht van
de uitkomst van deze analyse. Uit de gepubliceerde gegevens berekenden wij
+ 130 voor het J-getal der glyceride-vetzuren. Een tweede onderzoek (SHOR-
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LAND, 1944) strekte zich uit over 10 monsters Dactylis glomerata, welke op ver-
schillende tijdstippen waren genomen (tabel 4, regel 2 en 3). Helaas zijn de uit-
komsten der afzonderlijke monsters niet gepubliceerd, doch slechts de gemid-
delden van 10 monsters, alsmede de standaardafwijkingen van deze gemiddel-
den. Voorts geeft WEENINK (1961) nog een analyse van de lipiden uit rode klaver,

Ondanks het waarschijnlijk zeer grote belang van de vetachtige stoffen uit het
gras voor de voeding van het rundvee is er verder tot op heden weinig aandacht
aan deze stoffen geschonken. De uitkomsten van de hier genoemde onderzoe-
kingen blijken vrij goed met elkaar overeen te stemmen.

0ok de vetzuren, welke in het gras vrij of gebonden voorkomen, zijn nog
weinig onderzocht. SmiTH en CHiBNALL (1932a) vonden in de droge stof van
kropaar (D. glomerata) 2,2 %, vetzuur met J-getal 170 en equivalentgewicht 278.
De totale hoeveelheid verzadigde vetzuren werd door hen op drie wijzen be-
paald, namelijk volgens LEVENE en ROLF (1922), volgens TwiTCHELL (1921, ge-
wijzigd volgens HILDITCH, PRIESTMAN, 1931) en volgens BERTRAM (1927). De
uitkomsten waren resp. 6,2 %, 11,09 en 15,29 van de totale hoeveelheid vet-
zuur. Alleen de laatste uitkomst is volgens de auteurs betrouwbaar, Door middel
van gefractioneerde destillatie der aethylesters vonden zij in de verzadigde vet-
zuren 60 %, palmitinezuur, 207 stearinezuur en 20 %, hogere vetzuren.

De “‘onverzadigde” vetzuren, verkregen volgens LEVENE en RoLr (1922) uit
de glyceride-vetzuren van kropaar, werden eveneens nader geanalyseerd ; hierin
werden gevonden: o-linoleenzuur, «-linolzuur, 8-lincleenzuur, g-linolzuur en
-een aantal verzadigde vetzuren.

In tabel 3 zijn de cijfers van de gehele analyse der vetzuren opgenomen, even-
.als die van de onvolledige analyses van een tweede monster kropaar en een
monster Engels raaigras (Lolium perenne),

TaBEL 5. Samenstelling van de vetzuren uit gras volgens SMITH en CHIBNALL (1932a)

Vetzuur in ¥ van totaal vetzuur
Vetzuur Dactylus Dactylus Lolium
glomerata glomerata perenne
Verzadigde vetzuren (TWITCHELL) 11,1 10,6 11,9
Verzadigde vetzuren (BERTRAM) 15 - 16,8
Oliezuur - - <1
a—Linolzuur 29,5 - -
a-Linol¢enzuur 16 19,5 16,6
B-Linolzuur 16 - -
f-Linoleenzuur 6 - -
Totaal bepaald 82,5¢% - -
‘Totaal in % van droge stof gras 2,2 2.3 1,7
J-getal der vetzuren 170 185 175

* 17,59%; verlies door onbekende oorzaak

BROUWER en VAN ALBADA (1943) vonden met CHIBNALL's werkwijze (enigs-
zins gewljzigd) voor de vetzuren uit vers gras een J-getal tussen 185 en 189, voor die
uit hooi was dit 97-116. Met een vereenvoudigde werkwijze, eveneens berustende
op aetherextractie van het gedroogde materiaal, vonden zij in vers gras 1,29—
2,41 % vetzuren berekend op de droge stof. Het J-getal lag tussen 177 en 192
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en het equivalenigewicht (eqgew.) tussen 277 en 290. Voor hooi waren de uit-
komsten resp. 0,65-0,93 %, 125-145 en 278-314, voor rode klaver resp. 2,20~
2,26 %, 195-203 en 282-286. Het bleek echter (BROUWER, 1944), dat door koken
met alkoholische loog na de aetherextractie nog meer vetzuren uvit het ge-
droogde gras konden worden vrijgemaakt. Hierbij gaf aetherextractie 1,40-
1,449 vetzuur met J-getal 163-187 en eqgew. 267-296; de loogextractie gaf
daarna nog 0,95-1,31 % vetzuur met J-getal 144-160 en eqgew. 271-300. Voor
de beide bewerkingen tezamen was dit 2,18-2,75%, J-getal 153-174, eqgew.
269-297.

BroUwER (1944) onderzocht ook de invioed van het groeistadium van het
gras op de eigenschappen der vetzuren. De hoeveelheid dezer zuren bleek af te
nemen van gemiddeld 3,659 bij ca. 5 cm lang gras omstreeks midden april,
tot 1,62 %, voor uitgegroeid gras omstreeks eind juni. Het J-getal daalde in deze
tijd van gemiddeld 194 tot 164; het equivalentgewicht steeg van 285 tot 298.

Gebruik makende van esterfractionering vond SHORLAND (1944) voor de vet-
zuren van 10 monsters kropaar de in tabel 6 vermelde samenstelling.

TaBEL 6. Samenstelling van de vetzuren wit 10 monsters kropaar {D. glomerata) volgens

SHORLAND (1944)

Verzadigde vetzuren | Onverzadigde vetzuren

Aantal 9 van totaal Aantal % van totaal g’ﬁgle%;ﬁoﬁz?

C-atomen vetzuur C-atomen “vetzour totale hydrering

14 1,4 14 0.4 20
16 11,2 16 6,4 2,0
18 26 18 76,5 5,1

>18 1,5

als C26

Uit de hoeveelheid dihydroxystearinezuur, verkregen na oxydatie van de on-
verzadigde C,g-zuren, volgde, dat slechts 0,6 % oliezuur aanwezig was. Uit het
aantal H-atomen, dat nodig was voor de volledige verzadiging van de dubbele
bindingen van de onverzadigde Cg-zuren volgde, dat de verhouding linolzuur—
linoleenzuur ongeveer 1:1 bedroeg. SMITH en CHIBNALL (1932a) vonden onge-
veer 2:1.

GARTON (1960) vond bij een analyse van de vetzuren uit een monster gemengd
weidegras 15,59 verzadigde vetzuren, 3,4 % oliezuur, 13,29 linolzuur en 61,3 %
linoleenzuur. Voorts publiceerden SHORLAND (1953, 1961) en WEENINK (1961)
analyses van de vetzuren van bepaalde groepen van lipiden uit gras of klaver.

De tot nu toe beschikbare gegevens over de samenstelling van de vetachtige
stoffen uit gras zijn dus vrij onvolledig. Door hun bewerkelijkheid leveren de
genoemde bepalingen ook grote moeilijkheden op voor het uitvoeren van serie-
analyses.

b. De chromatografie van vetachtige stoffen. Bij de opzet van dit onderzoek
hebben wij ons gerealiseerd, dat wij in de eerste plaats moesten zoeken naar een
analysemethode, die ons in staat zou stellen de lipiden voliedig en zuiver te iso-
leren, Wij meenden, dat de toepassing van één of meer chromatografische werk-
wijzen wellicht tot ons doel zou voeren. Deze werkwijze zou de vetachtige stoffen
in een aantal groepen van nauw verwante verbindingen moeten scheiden, waar-
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door wij de gelegenheid zouden krijgen deze groepen ieder voor zich aan een
nader onderzoek te onderwerpen. In de literatuur zijn inderdaad enkele, wellicht
geschikte methoden beschreven.

TraAPPE (1940a, 1940b, 1940/41) bepaalde de zogenaamde adsorpticwaarden
voor een aantal lipiden in verschillende adsorptiesystemen. Onder adsorptie-
waarde verstaat deze auteur de hoeveelheid ener stof in procenten, die in een
adsorptiesysteem onder standaardomstandigheden aan het adsorbens is ge-
adsorbeerd. Hierbij bleken zeer kleine verschillen in het vochtgehalte van het
adsorbens of kleine verontreinigingen van het oplosmiddel grote invioed uit te
oefenen op de adsorptiewaarden. Bij het onderzoek van 28 adsorbentia, 30 op-
losmiddelen en 16 lipiden kon, onafhankelijk van adsorbens en lipide, een reeks
van oplosmiddelen worden opgesteld met afnemende elutiesterkte; d.w.z. bij een
willekeurig adsorbens is een term uit deze reeks in staat een willekeurig lipide
beter en sneller te elueren dan een volgende term uit deze reeks. Een verkort
overzicht van deze zogenaamde “eluotrope” reeks met de adsorptiewaarden
voor enkele adsorptiesystemen is opgenomen in tabel 7.

TaseL 7. Adsorptiewaarden volgens Trapre (1940a, b, 1940/41)

Adsorbens Aluminijumsilicaat Kiezelzuurhydraat (BR‘EL’[S;AN) Kaolin
Opgelost stof | Chole- | Chole- . Tri- g};ﬂf- Chale- | Shole- | oy ite.
Eluens Oliczuur -, sterol s::;?:;t Oliczuur oleine pf.;::i- sterol :;:g; sterol
Methanol 0,0 - - 0,0 - - 0,0 - -
Aethanol 23| - - 00! 00| - 44 | - -
Aceton 46,8 - - 0,0 0,0 - 38 - -
Aether 809 | 00 00| 00| 00/ 00 148 | 00! 13
Chloroform 869 | 00| 00| 697|428 | 00| 245! 00| 19
Benzeen 98,2 | 757 | 00 | 882 | 765 | 00 | 951 | 11.2 | 400
Tetrachloorkoolstof 98,8 | 96,4 | 21,6 | 98,6 '100,0 | 74,6 | 98,0 | 53,1 | 821
Petroleumaether 100,0 [100,0 | 94,0 | 100,0 [ 100,0 | 99,0 |100,0 | 979 | 981

TrapPE zocht daaina een adsorbens, waarbij het mogelijk was achtereenvol-
gens verschillende groepen van geadsorbeerde stoffen te elueren. Aan deze eis
voldeed Al, O, (gestandaardiseerd volgens Brockman). Helaas werden de trigly-
ceriden ten dele verzeept en de vetzuren werden gedeeltelijk geoxydeerd,

Kiezelzuurhydraat (Schering) voldeed in iets mindere mate aan de gestelde
eis, wanneer het volledig geactiveerd was. Als het gedeeltelijk gedeactiveerd
werd door plaatsing boven 50 %, NaOH verliep de schetding beter. Tevens bleek
dit adsorbens in beide activiteitsgraden op generlei wijze de geadsorbeerde
lipiden aan te tasten. In tabel 8 wordt een overzicht gegeven van deze onder-
zoekingen.

TiIsCHER e¢.a. (1947) gebruikten voor een analyse van Perilla-olie Al,O, als
adsorbens en benzine (kpt. 50°-70°) als oplosmiddel. Hierbij bleek, evenals bij
het hiervoor genoemde onderzoek, dat de vetzuren niet volledig konden worden
geglueerd (wellicht door gedeeltelijke ontleding) en dat de triglvceriden ten dele
werden gehydroliseerd. Wel is ALO, volgens deze auteurs in staat een scheiding
tussen mono-, di- en tri-glyceriden te weeg le brengen.

Bij een door SPENGLER en WOLLNER (1954) verricht onderzoek van 13 ver-
schillende adsorbentia met behulp van modelmengsels bleek, dat vetzuren, was-
alkoholen, wasesters en lactonen, opgelost in zwavelkoolstof, velledig en vrijwel
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“TaBeL 8. Chromatografische scheidingen van tipiden in groepen met enkele adsorbentia

volgens TRAPPE (1940/41)
ALO Kiezelzuurhydraat Kiezelzuurhydraat
s (actief) (gedeactiveerd)
Geélueerde Geélueerde Geélueerde
Eluens eroep Eluens groep Eluens aroep
Petroleum- Koolwater- | Petroleum- Koolwater- Petroleum- Koolwater-
aether stoffen acther stoffen acther stoffen
Tetrachloor- | Sterol-esters | Trichloor- Sterol-esters | Tetrachloor- | Sterol-esters
koolstof acthyleen koolstof
Benzeen Triglyceriden Benzeen Triglyceriden
-Chloroform Sterolen Agcther Triglyceriden
HCl-aethyl- Vetzuren Sterolen Aether Sterolen
.acetaat Vetzuren Vetzuren

reversibel door ontwaterde silicagel werden geadsorbeerd. De koolwaterstoffen
werden niet geadsorbeerd en werden voor 98-1009 ge€lueerd. De geadsor-
beerde stoffen konden door amylalkohol-zwavelkoolstof-mengsels worden ge-
elueerd.

Bij chromatografie over ““Aktivkohle” met CS, als eluens traden achtereen-
-volgens uit: koolwaterstoffen (98-100 %), wasesters (98-100%,) en wasalkoholen
(50-7057).

Bij actief ALO, bleek de wijze van vulling van de adsorptiekolom (welke
" viteraard moeilijk reproduceerbaar is) grote invloed uit te oefenen op het ver-
loop der elutie. De koolwaterstoffen werden bij chromatografie over dit adsor-
bens kwantitatief geélueerd, doch de wasesters en vetzuren werden afgebroken
-en waren vrijwel niet te elueren.

Al Q;, met water op activiteit 111 (Woelm) gebracht, gaf goede nitkomsten
voor koolwaterstoffen en wasesters (resp. 96 en 100%). Met vetzuren en alko-
‘holen werden ook hier slechte en wisselende uitkomsten verkregen.

“Hostaflon” (polytrifluormonochlooracthyleen) gaf onduidelijke uitkomsten,
waarbij opviel, dat wasesters niet werden geélueerd, vetzuren, wasalkoholen en
koolwaterstoffen echter wel.

De auteurs geven tenslotte enkele schema’s aan, waarmede een analyse van
technische en natuurlijke wassen mogelijk zal zijn, mits de juiste wijze van
elueren van de geadsorbeerde stoffen kan worden gevonden. Enkele scheidin-
gen, vitgevoerd met modelmengsels, gaven voor koolwaterstoffen en wasesters
vrijwel kwantitatieve opbrengsten, voor de wasalkoholen en de vetzuren waren
de uitkomsten echter veel te laag. Zij schreven deze verliezen ten dele toe aan de
monsternemingen tijdens de elutie voor de bepaling van de refractie van het
-eluaat, welke monsternemingen nodig waren om de fracties gescheiden te kun-
nen opvangen. Voor het grootste deel moeten de verliezen echter worden toege-
schreven aan afbraak en irreversibele adsorptie aan de actieve kool, welke bij
.alle scheidingen werd gebruikt.

Met silicagel als adsorbens konden SPENGLER en HAUF (1955) een scheiding
van de lipiden in vijf groepen teweegbrengen door met verschillende elutievloei-
stoffen na elkaar te elueren. Zij elueerden de koolwaterstoffen met petroleum-
.aether, de wasesters en de ketonen (van elkaar gescheiden) met tetrachloorkool-
.stof, daarna de wasalkoholen met chloroform en tenslotte de vetzuren met
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methanol. Het werken met verschillende eluentia na elkaar heeft volgens deze
auteurs enkele bezwaren, en wel a. men kan tijdens de proef niet vaststellen
wanneer een component uit de kolom treedt, zodat men dit in eent voorlopige
proef dient te bepalen; &. men moet grote hoeveelheden oplosmiddelen af-
dampen; c. eventueel achiergebleven oplosmiddel leidt tot fouten in de ge-
wichtsbepaling.

In verband met deze bezwaren hebben zij verder gewerkt aan een methode
met één enkel elutiemiddel, die volgens de auteurs veelbelovend schijnt; zij
publiceerden evenwel geen nadere bijzonderheden. Aangezien de vetzuren bij
deze methode niet rechtstreeks bepaald konden worden, werd hiervoor een af-
zonderlijk chromatogram uvitgevoerd over een “vorbelegte” silicagel. Hiervoor
werd een kolom van ontwaterde silicagel doorstroomd met CS, met 1% azijn-
zuur, totdat de refractie van het eluaat constant bleef. Daarna werd het te onder-
zoeken mengsel, opgelost in CS; met 1 %] azijnzuur, opgebracht en met hetzelfde
oplosmiddel ontwikkeld. Koolwaterstoffen, wasesters, wasalkoholen en lacto-
nen braken gezamenlijk door en werden gevolgd door de zuren, welke hiermede
dus afzonderlijk waren gewonnen,

Ook GartoN en DUNCAN (1957} gebruikten silicagel voor de scheiding van
lipiden in een aantal groepen. Met petroleumaether, gemengd met toenemende
hoeveelheden aether, werd een goede scheiding verkregen. Hierbij werden met
197 aether de sterolesters geglueerd, met 3 % de triglyceriden en met 10 9] aether
de sterolen; tenslotte werden de fosfolipiden uitgedreven met een mengsel van
aether en methanol.

¢. Beschouwing van de literatuurgegevens. Uit het literatuuroverzicht blijkt, dat
de analyse van de vetachtige stoffen uit gras zeker niet eenvoudig is. In de eerste
plaats is het isoleren van de vetachtige stoffen moeilijk, slecht reproduceerbaar
en zeer tijdrovend. Het aantal analyses, dat in de literatuur wordt vermeld, is
dan ook zeer klein. Extractie van het gedroogde en gemalen materiaal met
aether schijnt echter goede mogelijkheden te bieden, hoewel er aanwijzingen
zijn, dat na behandeling van het geéxtraheerde materiaal met alkoholische loog
'nog vetzuren kunnen worden geéxtrahcerd.

In de tweede plaats is men er niet in geslaagd een snelle en betrouwbare
methode te ontwikkelen om het door extractie van gras verkregen mengsel van
vetachtige stoffen te analyseren. De een of andere chromatografische methode is
hiervoor waarschijnlijk wel het meest geschikt. Ten aanzien van de adsorbentia
kan worden opgemerkt, dat Al,O, als adsorbens vermoedclijk ongeschikt is,
omdat het chemische veranderingen in de stoffen teweegbrengt en verschillende
lipiden irreversibel adsorbeert. Adsorptiekool heeft eveneens de neiging stoffen
irreversibel te adsorberen, terwijl “Hostaflon” geen duidelijke scheidingen
geeft. Bij silicagel (kiezelzuurhydraat) treedt geen aantasting van de lipiden op,
terwijl evenmin irreversibele adsorptie is waargenomen.

Het werken met verschillende adsorbentia na elkaar verdient geen aanbeve-
ling, gezien de verliezen, veroorzaakt door een onregelmatig verloop van de
adsorptie in de grenslaag tussen adsorbens en glaswand en de verliezen bij het
concentreren en overbrengen van de geélueerde oplossingen op het volgende
adsorbens.

Qok het gebruik van één adsorbens met cen reeks ontwikkelvioeistoffen geeft
moeilijkheden. De door SPENGLER en HAUF genoemde bezwaren zijn weliswaar
reéel, maar kunnen bij zorgvuldig werken whrden vermeden. Het bezwaar, dat
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men tevoren zou moeten bepalen wanneer een groep componenten doorbreekt,
vervalt uiteraard indien de te verrichten analyses betrekking hebben op mengsels
van lipiden. die slechts weinig in samenstelling verschillen. Hierbij geschiedt het
doorbreken van een groep steeds na het uitstromen van ongeveer dezelfde hoe-
veelheid elutievloeistof. Wellicht kunnen ook de activiteit van het adsorbens
en de elutiemiddelen zodanig worden gekozen, dat één groep componenten door
een eluens volledig wordt ge€lueerd, terwijl de andere groepen zich in het geheel
niet of slechts zeer langzaam door de kolom vooribhewegen.

£ 2. ONDERZOEK VAN HET ADSORPTIESYSTEEM

Inleiding en doel van het onderzoek. Na beschouwing van de literatuur hebben
wij ons onderzoek gericht op de mogelijkheden, welke het gebruik van silicagel
als adsorbens met een opeenvolgende recks van eluentia zou bieden. Bij dit
onderzoek zal tnen rekening moeten houden met de samenstelling van het
mengsel van lipiden, dat in gras wordt aangetrofien. Dit mengsel bestaat uit vele
componenten en bevat 0.a.:

1. koolwaterstoffen, wasesters, wasalkoholen en waszuren (hogere monocar-
bonzuren > C,,), afkotmstig vit de waslaag op de oppervlakie van bladeren
en stengels;

2. vetzuren (monocarbonzuren <C,,), glyceriden, sterolesters, sterolen, fos-
folipiden en galactolipiden;

3. chlorophyllen, carotenoiden, flavonen en in vet oplosbare vitaminen.

Deze opsomming is allerminst volledig, omdat nog vele andere stoffen geheel
of gedeeltelijk door aether uit het gras zullen worden opgelost. De mogelijkheid
bestaat, dat een deel dezer stoffen een storende invloed zal hebben op het ver-
loop van de chromatografische scheiding.

A. De methodiek der bepalingen

a. Het adsorbens. Bi) het onderzoek van het thans in de handel verkrijgbare
silicagel bleek geen der beproefde soorten de gewenste eigenschappen te bezit-
ten. Het geringe adsorptievermogen was wel het grootsie bezwaar, daar hier-
door de kolommen zeer lang zouden moeten zijn om een goede scheiding te
kunnen verkrijgen, De uitkomsten van oriénterende proeven met een door
Nukamp (1951, 1954) in dit laboratorium ontwikkeld, uiterst actief silicagel
waren zeer bemoedigend en wij hebben het onderzoek dan ook verder geheel
met dit adsorbens verricht.

Het adsorbens wordt volgens NUrkamMp (1954) verkregen uit natronwaterglas
door hieruit het kiezelzuurhydraat met zoutzuur neer te slaan, Nadat men het
gel in verdund zoutzuur heeft laten “rijpen”, wordt het eerst met water en
daarna met aldehyd-vrije alkohol 96 %, gewassen. Hierna wordt achtereenvol-
gens gedroogd bij 80°, 110° en 150°C. Het aldus verkregen silicagel is zeer fijn
verdeeld en heeft een groot adsorptievermogen. Dit adsorbens werd steeds in
hoeveelheden van 4 80 g bereid en in luchtdicht gesloten flessen bewaard.

b. De elutievipeistoffen. Bij de eerste procven (tabel 10 cn 11) werden de
elutievloeistoffen na destillatie op Na geplaatst en onmiddellijk voor het gebrik
hiervan afgefiltreerd. Zoals later zal worden beschreven (zie dit hoofdstuk
BIIb), verkregen wij hierbij te hoge uitkomsten voor de geglueerde stoffen. Dit

18 Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 62 (9), 1-134 (1962)



kon worden voorkomen door de eluentia voor het gebruik nogmaals te destil-
leren.

1. Petroleumaether, Deze werd achtereenvolgens uitgeschud met verdunde loog, verdund
zuur en gedestilleerd water, vervolgens gedroogd en gedestilleerd en daarna op Na geplaatst.
Nadat de gasontwikkeling was gegindigd, werd nogmaals gedestilleerd door een korte Vigreux-
opzet en de fractie met een kookpunt tussen 42° en 58 °C opgevangen.

2. Tetrachloorkoolstof. Als onder 1. Kpt 76,5°-77,5°C.

3. Chloroform. Als onder 1. Kpt 60,5°-61,5°C.

4. Benzeen. Als onder 1. Kpt 79,5°-80,5°C.

5. Aether. Als onder 1. Kpt 34,0°-35,0°C.

6. Absolute alkohol. Deze werd op de gebruikelijke wijze bereid door destillatie over
ongebluste kalk,

De onder 1, 2, 4 en 5 genoemde vloeistoffen werden na gebruik op dezelfde wijze opgewerkt.
Dit kon slechts cen beperkt aantal malen geschieden, omdat na ongcveer vijf maal de blanco-
waarden bij de proeven begonnen te stijgen.

¢. De modelstoffen. Bij onze proeven is gebruik gemaakt van de volgende
modelstotfen.

Wassen: cera flava (Ph. Ned. V).

Wasalkoholen: ¢nkele door ons uit cera flava bereide preparaten.

Koolwaterstoffen : paraffinum liguidum.

Sterolesters: cholesterylstearaat, cholesteryloleaat.

Glyceriden : tristearine, tripalmitine, rundvet, reuzel.

Vetzuren: stearinezuur, oliezuur en een mengsel van linol- en linoleenzuur.

Sterolen: cholesterol.

d. Het gereedmaken van de adsorptiekolom. Het adsorbens werd droog in een
glazen buis met G2-filterplaatje gebracht (Jena, 6bG2, @ 30 mm) en aange-
stampt. Teneinde het opwervelen van het adsorbens tegen te gaan werd dit
afgedekt met een laagje geprecipiteerd BaSO, ter dikte van 2 tot 3 mm. Ver-
volgens werd het eerste eluens (petroleumaether) met behulp van een water-
straalpomp langzaam door het adsorbens gezogen, waarbij het adsorbens door-
schijnend werd. Zonodig werd het vacuum enkele malen plotseling verbroken
ten einde ingesloten lucht te verwijderen. Zodra het adsorbens gelijkmatig
melkachtig doorschijnend was, werd het doorzuigen van het eluens be€indigd
op het ogenblik, dat de vioeistofmeniscus nog 2-3 mm boven het BaSO, stond.
De kotom was dan voor gebruik gereed.

e. Het opbrengen van de te onderzoeken stoffen. Het te scheiden mengsel werd
in = 15 ml petroleumaether opgelost (eventueel door verwarmen) en op het
adsorbens gebracht, waarna de vloeistof weer werd doorgezogen, totdat de
meniscus juist het deklaagje bereikte. Het gebruikte glaswerk en de wand van de
buis boven het adsorbens werden twee maal gewassen met 4 5 ml petroleum-
aether en de vioeistof werd weer doorgezogen.

/- Het elueren. Bij het opbrengen stroomde al ca. 25 ml elutievioeistof uit,
die werden opgevangen in een platbodemkolfje van 50 ml, Deze hoeveelheid
vioeistof werd beschouwd als het eerste eluaat. De verdere eluering geschiedde
door telkenmale 25 ml eluens door te zuigen met een snelheid van ongeveer
25 ml per 15 minuten en afzonderlijk op te vangen. In het algemeen werd het
elueren voortgezet totdat het residu in 25 ml eluaat minder dan 1 mg bedroeg,
waarna werd overgegaan op het volgende eluens.

De gekleurde stoffen waren als banden in het adsorbens zichtbaar, doch ook
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de kleurloze stoifen waren veelal als meer of minder doorschijnende banden te
zien. Bij de overgang van het ene eluens op het andere was het grensvlak tussen
de beide vloeistoffen op de kolom zichtbaar, doordat de mate van doorschij-
nendheid van de kolom afhankelijk was van de vloeistof, die zich tussen de
deeltjes van het adsorbens bevond. Hierdoor konden wij opmerken, dat de
geadsorbeerde stof, welke door het nieuwe eluens werd uitgedreven, zich veelal
vlak vdér of in het grensvlak tussen de beide eluentia voortbewoog. Dit kan er
op wijzen, dat deze chromatografie, althans voor een deel van de componenten
van het te onderzoeken mengsel, meer het karakter had van een verdringings-
analyse dan van een elutieanalyse.

g. De verdere bewerking van de eluaten. De eluaten werden op het waterbad
van het elutiemiddel bevrijd, waarna gedurende enkele minuten een krachtige
luchtstroom over de achtergebleven stof werd geleid. Hierna werd het eluaat
gedurende een uur in de droogstoof bij 100°C nagedroogd en vervolgens gewo-
gen. Bij langer verblijf in de droogstoof nam het gewicht van het eluaat weer toe.

h. Bepaling van hef aantal milliequivalenten zuur, het zuurgetal en het equi-
valentgewicht. Aan een kolfje met eluaat werd 10 ml geneutraliseerde alkohol
(96 %) toegevoegd, welke 3 druppels phenolphtaleineoplossing (1%;) bevatte.
Het eluaat werd door koken opgelost en vervolgens getitreerd met 0,1 n NaOH.
Uit de verkregen uitkomsten werden het aantal meq zuur, het zuurgetal en het
eqgew. van het eluaat berekend.

j. Bepaling van het aantal dubbele bindingen in meq uitgedrukt en het jood-
additiegetal. In beginsel werd hiervoor de methode van Wus gevolgd, zoals die
omschreven is in het NORMBLAD N1046-50 (1950). Deze methode werd op twee
punten gewijzigd: de hoeveelheden van de reagentia werden aangepast aan de
hoeveelheden eluaat en voorts werd afgezien van het gebruik van gesloten kolf-
jes bij de bepaling.

Met de methode volgens het normblad vonden wij voor het J-getal van een
monster oliezuur 81,15 + 0,19. Met onze methode (1/5 der hoeveclheden
reagentia) vonden wij 80,40 + 0,79 voor hoeveclheden oliezuur tussen 5 en
60 mg. Bij de kleinste hoeveelheden oliezuur bedroeg de afwijking van het ge-
middelde ca. 59, welke spreiding vooral veroorzaakt werd door de invloed van
de weegfouten. De berekening van het aantal meq dubbele bindingen, aanwezig
in een eluaat, zal aanzienlijk nauwkeuriger kunnen geschieden, daar hiervoor
het gewicht niet wordt gebruikt.

B. De chromatografie van lipiden
1. De chromatografie van wasachtige stoffen

a. Inleiding. Zoals in de inleiding van deze paragraaf is gezegd, bestaat de
oppervlaktelaag van de bladeren en stengels van gras voor een groot deel uit
wasachtige stoffen, Ten einde een geschikte analysemethode te kunnen ontwik-
kelen, is het dus noodzakelijk onder andere echte wassen en wasalkoholen in
het onderzoek te betrekken. Aangezien de literatuur omtrent de chromatografie
van wassen minder uitvoerig was dan die betreffende de andere vetachtige
stoffen, hebben wij eerst enkele oriénterende proeven met wasachtige stoffen
verricht.
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b. De chromatografie van wassen. Van de modelstof cera flava werden twee
chromatogrammen gemaakt. De uitkomsten van deze chromatogrammen zijn
verzameld in tabel 9.

Na de elutie werd het zuurgetal van elk der eluaten bepaald, waarna de in-
houd van de kolfjes onder het doorleiden van stikstof werd drooggedampt. Ver-
volgens werden aan ieder kolfje 2 ml benzeen en 2 ml 0,5 n alkoholische KOH
toegevoegd en daarna werd de inhoud gedurende 1 uur verzeept op het kokende
waterbad. Het estergetal werd berekend uit het aantal meq loog, dat bij deze
verzeping werd verbruikt.

Het bleek ons, dat de zuren voor ruim 909 door benzeen werden geélueerd,
maar dat de esters zich in alle eluaten bevonden. Voor cera flava wordt aange-
geven, dat het meestal 12-17 9% koolwaterstoffen bevat, 12-14 9 vrij cerotine-
zuur en verder in hoofdzaak miricylpalmitaat en homologen. Aannemende, dat
het vrije vetzuur inderdaad cerotinezuur (molgew. + 400) is en dat de kool-
waterstoffen (15 %) geheel door petroleumaether werden geglueerd, berekenden
wij voor het eqgew. van de esters in de achtereenvolgende eluaten 710, 430, 450
en 290. Deze eqgew. komen ongeveer overeen met esters waarvan de formules
luiden C;;HyO,, CyyH Oy, CyyHyyOy en C Ho Oy, Deze laatste esters zouden
eventueel glyceriden van de vetzuren kunnen zijn. Hiermede is dus enigermate
aannemelijk gemaakt, dat de esters met de laagste equivalentgewichten het
sterkst werden geadsorbeerd.

De uitkomsten van de zuurbepaling en de verzeping zijn in goede overeen-
stemming met die in de modelstof zelve. Dit bewijst, dat er door het adsorbens
geen grote veranderingen in de samenstelling van de was werden gebracht. Er
vond geen verzeping plaats en de zuren werden niet irreversibel geadsorbeerd of
geoxydeerd. De in totaal geglueerde hoeveelheid stof bevestigde dit.

¢. De chromatografie van wasalkoholen. De wasalkoholen werden verkregen

TaBeL 2. De chromatografie van wassen

. Procf- Aantal Eluaat . Vrij zuuir Verzeping
uens RUM= [ o me | S4van imlloog zuur- | % van imlloog| ester- | % van
mer E |yewicht| 0,1 n | getal | meq | 0,1n | getal | meq
Petroleum- 1 7 90,2 45 0,00 0 0 0,86 53 30
acther 2 7 1959 47 o000 ! o 0| 091 | 53| 32
Tetrachioor- 1 6 24,7 12 0,00 [} 0 | 0,60 119 21
koolstof 2 6 31,9 16 0,03 11 4 0,68 120 23
Benzeen 1 10 74,6 37 0,73 57 101 i,01 76 as
2 | 10 | 669 ) 33 [o06a| 53 | 80 | o0 | 72 31
Acther 1 3 12,2 6 0,05 37 7 0,35 154 12
2 3 11,0 6 0,05 41 7 0,31 151 11
Totaal 1 26 201,7 | 100 0,78 23 108 2,82 77 98
2 26 (205,5 101 0,72 22 100 2,80 77 97
Adsorbaat* 072 | 21 289 | 80

Adsorbens: 6,7 g silicagel; kolom: hoog 75 mm, 2 20 mm; adsorbaat: 202,4 mg cera flava.
* Uitkomsten van de bepalingen rechisireeks uitgevoerd op het adsorbaat.
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door verzeping van cera flava en isolering van de “onverzeepbare” stoffen,
welke in dit geval in hoofdzaak uit wasalkoholen en koolwaterstoffen bestaan.
Na enkele malen omkristalliseren wit aceton werden twee fracties verkregen,
namelijk T {(smpt. 78°-81°C) en II (smpt. 68°-70°C).

Bij deze proeven werd tevens gezocht naar mogelijkheden om het verloop der
chromatografie te wijzigen door verandering van de activiteit van het adsorbens
of van de gewichtsverhouding adsorbens-adsorbaat. In drie chromatogrammen
werd silicagel gebruikt, die met 809, alkohol was bereid in plaats van met 96 %,
alkohol.

Bezien wij de som der gewichten van de eluaten (tabel 10), dan valt op, dat
er meer en soms veel meer is ge8lueerd dan er was opgebracht (uitgezonderd
chromatogram 4 en 5). De oorzaak hiervan werd gevonden in de voorbehande-
ling van de eluentia, zoals in § 2BIIb zal worden beschreven. In deze serie proe-
ven was deze oorzaak echter nog niet duidelijk geworden. Bij chromatogram 6
werden benzeen en tetra verversi; dit gaf geen verbetering. Bij de chromato-
grammen 7 en 8 werd tevoren met acther gewassen silicagel gebruikt, Qok hier-
mede werd geen vermindering van het te veel ge€lueerde materiaal verkregen.

Ten einde te kunnen beoordelen of de chromatografie van de wasalkoholen
nicttemin met enige nauwkeurigheid kon worden uitgevoerd, hebben wij aange-
nomen dat de stoffen die te veel werden geglueerd, gelijkmatig over alle fracties
waren verdeeld, hetgeen, gezien de uitkomst van het blanco-chromatogram
(tabel 11-1) wel ongeveer juist zal zijn. Wij kunnen dan de som van de eluaten
gelijk 1009 stellen en zo het aandeel bepalen, dat door iedere elutievioeistof
werd geélueerd.

Bezien wij tabel 10 nader, dan wordt het duidelijk, dat de uvitkomsten, ver-
kregen met de silicagel bereid met 809, alkohol, sterk wisselen. De verklaring
ligt vermoedelijk in de grove structuur van dit gel, waardoor de vulling van de
kolom zeer onregelmatig was. Uit de cijfers van de chromatogrammen 6, 7 en 8
blijkt, dat de uitkomsten met silicagel bereid met 96 % alkohol redelijk repro-
duceerbaar zijn, ondanks grote verschillen in het aantal fracties per elutie-
middel.

II. De chromatografie van enkelvoudige modelstoffen

a. Inleiding. Nadat vit de voorafgaande proeven was gebleken, dat de chro-
matografie van wassen met silicagel mogelijk was, hebben wij een aantal proe-
ven met modelstoffen uitgevoerd. Wij zullen deze proeven bespreken aan de
hand van de zogenaamde elutiegroepen, d.w.z. groepen van stoffen, welke zich
chromatografisch vrijwel gelijk gedragen en die onder de gekozen omstandig-
heden door eenzelfde eluens worden geélueerd. Wij onderscheiden de volgende
elutiegroepen: 1. petroleumaether-groep, 2. tetra-groep, 3. benzeen-groep,
4. aether-groep en 3. absolute alkohol-groep. Onder de stoffen welke voor ons
onderzoek van belang zijn, komen er geen voor die pas door absolute alkohol
worden geélueerd. Wij hebben in het inleidende onderzoek de elutie met abso-
lute alkohol dan ook vrijwel steeds achterwege gelaten.

b. Blanco-bepalingen (tabel 11 - 1, 2, 3). Chromatogram 1 werd uitgevoerd
onmiddellijk na het laatste chromatogram van de wasalkoholen (tabel 10-8);
in alle eluaten werden enkele milligrammen residu aangetroffen. Uit verdam-
pingsproeven met de eluentia werd ons duidelijk, dat dit niet uitsluitend stoffen
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TaBEL 11, De chromatografie van enkelvoudige stoffen en eenvoudige mengsels

Adserbens Oppgebrachte stof Petroleumacthereluaat Tetrachloorkoolstofeluaat
5 —
£ <% ] . ‘
3 %g £ S| E g S| E
g 23 £ SE| = |8 38| ¥
3 1
g ! i mg me % ml mg % ml
1 45 41 % 24 blanco 00 | 3| 32 3| 34
4,5 40 % 24 blanco 00 |3 | 05 3] 05
3 4,5 40 % 24 blanco 00 | 2| oLl 2! 09
4 4,5 40 % 24 paraffinum lig. 96,1 4+ | 93,9 | 97,7 2 4,2 0,2
5 45 44 x 24 paraffinuzm liq. 107,9 | 4 [102,5 | 950 2| 051 05
3] 2,5 40 =< 24 cholesteryloleaat 43,9 2 1,2 1,2 4 | 91,5 | 88,3
cholesterylstearaat } 59,7
7 4,5 40 x 24 cholesterylsiearaat 62,9 2 3,0 0,0 4 | 62,0 | 98,6
8 4,5 48 x 24 cholesterylstearaat i04,6 2 1.4 1,3 4 | 93,0 | 94,6
9 4,5 47 x 24 idem (ex 8) 80,0 | 2 04| 05 4 | 78,9 | 98,6
1¢ 43 40 x 24 cholesteryloleaat 40,4 2 0,7 1,7 4 ;32,8 812
11 4.5 38 x 24 idem (ex 10 en 10a) 364 | 2 3,5 0.9 ¢ | 48,4 | 86,4
12 4.5 20 % 24 idem (ex 11) 320 |2 | 04! — 4 | 288 {903
13 4,5 40 x 24 tristearine 63,0 2 0,6 0,6 2 1,3 1.3
tripalmitine } 39,7
14 4,5 46 x 24 | tristearine 1218 | 2 0,1 0,1 2 0,9 0,7
15 4.5 47 x 24 idem (ex 14) 75,1 | 2 0,0 Q0,0 2 0,1 [ %]
16 20,0 107 x 30 idem 1004,4 | 6 6,0 0.6 3 1,2 0,1
17 20,0 106 x 30 idem 1003,1 6 0,1 0,0 5 4,5 G,4
18 45 45 x 24 idem (B1} 1452 [ 2| 23| 16 2 06| 02
19 45 43 x 24 idem (BL) 1478 | 2| 10| o7 3| 33! 2,2
20 4,5 43 x 24 rundvet 183, 2 0,2 0,1 2 1-05 -
21 4.5 45 x 24 reuzel 192,1 2112 - 2 0,0 0,0
22 45 45 %24 | aoliezuur 1586 | 2 | 25| 1.6]002) 03| 2| 00| 00000 o
23 45 45 % 24 stearinezuur 148,7 2 | 04 - 0,02 04 1] 2 | -03 - 0,02 1}
24 4,5 44 « 24 oliezuur 179,6 2 1.8 1,0 ¢ 0,00 0,0 2 0.6 0,5 | 0,00 [}
25 4,5 44 x 24 lirolzaur 129,1 2 0,7 0,5 2 0,2 0,2
26 4,5 43 x 24 idem 1459 | 2 0,4 03 2 0,1 G,1
27 45 42 x 24 tristearine (verz.) 870 | 2 | 73| 84000 00| 2| 061 07| 000]| ¢
28 4,5 42 x 24 idem {verz.) 83,9 2 2,4 29 [ 0,00 00| 2 0,8 10 | 000 0
29 4,5 47 x 24 cholesterol 115,1 2 08 ] 07 2 04 ] 03
30 7.0 49 x 30 dicarbonzuren 7724 | 4| a8 1.8 000 00| 2| 20| 07 000 0
tricarbonzuren
Verklaring: ex 8: tetracluaat van chromatogram 8
ex 10 en 10a: verzamelde tetracluaten van de chromatogrammen 10 en 10a
ex 11: tetraeluaat van chromatogram 11
ex 14: benzeeneluaat van chromatogram 14
Bl: tristearine door synthese verkregen
(: chloroform i.p.v. benzeen
A: clutie met alkohol na de aetherelutie
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Benzeeneluaat Acthereluaat Totaal eluaat ‘

i g

g

g |z g |3z g 2

Foe g K ] g = Aoy g 3

=8 32 & =2 ES E =2 @ 5

'8

mg % ml mg % ml mg % ml [
7,6 5 5,3 22 19,7 1
0,9 5 28,5 22 30,4 2
0,3 3 0.4 11 1,7 3
0,8 0,8 3 1,5 1,6 12 96,4 100,3 4
0,7 0,6 3 1,9 1,8 12 105,6 97,9 3
5,3 5,1 3 10,2 9.8 13 108,2 104,4 6
1,5 2,4 3 2,6 4,1 13 66,1 105,1 7
3.5 3,3 3 2,5 2,4 13 106,4 101,7 i
2,0 2,5 3 1,8 2,2 13 83,1 103,9 9
4.9 12,1 3 7,2 17,8 13 45,6 1129 10
6,7 12,0 3 4,5 8,0 13 60,1 107,3 11
3.6 11,2 3 4,2 13,1 13 36,3 113,4 12
81,4 79,3 5 28,6 27,8 4 1119 109,0 [ ¥:]
92,1 75,6 4 30,7 25,2 13 123,8 101,6 14
76,7 | 102,1 4 3,6 4,8 13 80,4 107,1 15
702,6 70,0 5 | 288,5 28,7 30 | 998,3 99,3 16
735,3 73,3 5 | 280,55 27,9 30 1 1020,1 101,7 117
145,1 99,9 3 0,2 0,1 13 148,2 102,1 [t
1440,7 95,2 2 0,2 0,1 11 145,0 68,1 |19
161,8 88,4 2 6,9 3,8 1G 168,7 92,1 20
136,2 70,9 2 47,6 24,8 19 182,6 95,1 21
146,7 92,5 5,41 990 | 5 5.5 3,3 0,39 7,017 154,7 97,5 5,81 106,6 22
1448 57,4 4,95 94,5 | 4 29 2,0 0,05 1,0 | 16 147,0 98,6 5,04 96,2 23
165,3 52,0 5,83 92,4 | 4 12,3 6,8 0,26 4,1 | 14 180,0 100,2 6,09 96,5 24
1154 89,4 4 19,5 15,1 12 135,8 105,2 25
132,9 91,1 4 19,4 13,3 12 152,8 104,7 26
65,7 75,5 2,35 73,7 12,9 14,8 0,37 1,6 |il 86,5 99,4 2,73 85,6 27
62,5 74,5 2,16 70,3 22,3 26,6 0,45 14,7 | 11 88,0 104,9 2,62 85,2 28
0,5 0.4 5t 1164 10,1 11 118,1 102,6 29
7,5 2,8 0,00 0,0 3 | 2482 91,1 ‘35,75 87,0 |23 | 27,1 102,5 | 37,05 90,1 30
A4 16,7 6,1 1,30 3,2
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konden zijn, die reeds in de eluentia aanwezig waren. Ten slotte bleck het nood-
zakelijk de elutievloeistoffen na het drogen op Na nogmaals te destilleren.

Hierna werden de chromatogrammen 2 en 3 gemaakt. Deze gaven bevredi-
gende uitkomsten met uvitzondering van het aethereluaat van chromatogram 2,
dat niet minder dan 28,5 mg bedroeg. Dit werd echter veroorzaakt door een
verontreiniging van de aether tijdens het elueren.

¢. Petroleumaethergroep (tabel 11 - 4, 5). Als modelsiof voor deze groep ge-
bruikten wij paraffinum liquidum. Zoals vit de vitkomsten blijkt, werd dit kool-
waterstofmengsel voor ruim 95%; door petroleumaether geélueerd. De hoeveel-
heden eluaat in de andere elutiegroepen waren niet groter dan bij de blanco-
chromatogrammedn,

d. Tetragroep (tabel 11-6 t/m 12). Chromatogram 6 werd uitgevoerd met een
mengsel van cholesterylstearaat en cholesteryloleaat (beide van BDH). Hiervan
werd door petrolenmaether (PAe) vrijwel niets geélucerd en 889 door tetra.
Door benzeen en aether werden resp. nog 5% en 109/ geélueerd. Vermoedelijk
bestond het benzeeneluaat uit vetzuren, hoewel dit door de spreiding over vier
fracties titrimetrisch niet was aan te tonen. De grootste hoeveelheid residu in
één fractie bedroeg nl. slechts 2 mg, hetgeen overcenkomt met 0,05 ml 0,1 n
loog, welke hoeveelheid niet aantoonbaar was naast de normale blancotitratie,
die schommelde tussen 0,01 en 0,06 ml. In het aethereluaat kon vrij cholesterol
worden aangetoond.

Uit de chromatogrammen 7 en 8 met cholesterylstearaat en chromatogram 9
met het tetracluaat van chromatogram 8 bleck, dat deze stof voor meer dan
95%, door tetra werd ge€lueerd. De aetherfracties van deze chromatogratmmen
gaven slechts een zeer zwakke reactie op vrij cholesterol.

Bij chromatogram 10 werd een belangrijke hoeveelheid stof in de benzeen- en
aethereluaten aangetroffen. Wanneer men nu de benzeen- en aethereluaten van
dit chromatogram (met 40,4 mg cholesteryloleaat) samentelt met de overeen-
komstige eluaten van chromatogram 7 (met 62,9 mg cholesterylstearaat) komt
men ongeveer uit op de cijfers voor chromatogram 6 (met 43,9 mg cholesteryl-
oleaat en 59,7 mg cholesterylstearaat). De corzaak van de te grote benzeen- en
acthercluaten van chromatogram 6 ligt dus in het gebruikte cholesteryloleaat.

De tetracluaten van chromatogram 10 en van een overigens mislukt chroma-
togram, eveneens van cholesteryloleaat (10a), werden gebruikt voor chromato-
gram 11, waarvan de uvitkomst ongeveer overeenkomt met die van chromato-
gram 10. Hetzelfde kan gezegd worden van chromatogram 12 van het tetra-
cluaat van het voorafgaande chromatogram. In de aethereluaten van de chro-
matogrammen 10, 11 en 12 was cholesterol duidelijk aan te tonen. Wij hebben
van een verder onderzock afgezien; maar wij vermoeden, dat een deel van het
cholesteryloleaat door het adsorbens werd ontleed, in tegenstelling met cho-
lesterylstearaat. Gezien de geringe hoeveelheid sterolesters, welke in het door
ons te onderzoeken materiaal kunnen worden verwacht, zal deze ontleding geen
ernstige bezwaren opleveren.

e. Benzeengroep (tabel 11 - 13 t/m 28). Het onderzoek van deze groep valt
uiteen in drie delen, namelijk het onderzoek naar de gedragingen 1. van de
glyceriden, 2. van de vetzuren en 3. van de verzepingsprodukten der glyceriden.
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1. Glyceriden (tabel 11 - 13 t/m 21). Het chromatogram I3 van een meng-
sel van tristearine en tripalmitine (beide van BDH) gaf een opbrengst van 799
in de benzeeneluaten en 289, in de aethereluaten, zodat ook hier een nader
onderzoek noodzakelijk was. Bij chromatogram 14 van tristearine alleen deed
zich hetzelfde verschijnsel in ongeveer gelijke mate voor. Bij chromatogram 15
van de verzamelde benzeeneluaten van chromatogram 14, bedroeg de opbrengst
in de benzeeneluaten daarentegen 1029, ; in de andere eluaten was geen verho-
ging t.o.v. de blancowaarden. Dit wijst er reeds op, dat zuivere tristearine geheel
door benzeen ge€lueerd wordt, zodat het bovengenoemde aethereluaat van
chromatogram 13 en [4 door verontreiniging zou worden veroorzaakt. Om
voor verder onderzoek over gezuiverd tristearine te kunnen beschikken, werden
de chromatograminen 16 en 17 gemaakt. De uitkomsten zijn in overeenstemming
met elkaar en met de uitkomsten van chromatogram 14.

Bij nader onderzoek van het “tristearine”, dat voor deze proeven werd ge-
bruikt, bleek ons, dat het bij verzeping 50 mol % stearinezuur, 35 mol % palmi-
tinezuur en 15 mol%, myristinezuur leverde (chromatografisch voigens NI-
KaMP, 1954). Voorts bevatte het ongeveer 2%, vrij vetzuur en een grote hoeveel-
heid mono- en di-glyceriden, namelijk ongeveer 159 als diglyceride berekend.
Het benzeeneluaat van de chromatogrammen 16 en 17 bevatte minder vrij vet-
zuur en minder mono- en di-glyceriden, namelijk resp. minder dan 1% en 5%,
Deze stoffen waren echter in het aethereluaat in veel grotere hoeveelheden aan-
wezig, namelijk ca. 99 en 43 %,. Het gebruikte preparaat was dus zeer onzuiver,
waardoor het aanzienlijke aethereluaat van de chromatogrammen 13, 14, 16 en
17 wellicht kan worden verklaard.

Ten einde na te gaan of zuiver tristearine geheel door benzeen zou worden ge-
elueerd, bereidden wij tristearine uit chromatografisch zuiver stearinezuur.
Hiervan bedroeg het verzepingsgetal 189,0, berekend 188,7. De uwitkomsten van
chromatogram 18 en 19, waarbij resp. 1005 en 95 %, in het benzeeneluaat kwa-
men, bevestigen, dat het zmivere triglyceride geheel door benzeen werd ge-
elueerd.

Twee chromatogrammen (20 en 21) van natuurlijke vetten (rundvet en reuzel)
gaven ons een indruk van het verloop van de chromatografie van natuurpro-
dukten. De benzeeneluaten bevatten resp. 88 9 en 71 % en de aethereluaten resp.
4% en 259, van de opgebrachte stof. De vitkomst van het chromatogram van
reuzel (21) wekt de indruk, dat triglyceriden welke zijn opgebouwd uit onver-
zadigde vetzuren, sterker werden geadsorbeerd dan triglyceriden opgebouwd
uit verzadigde vetzuren; reuzel bevat namelijk veel meer onverzadigde glyceri-
den dan rundvet. Helaas werden geen J-getalbepalingen uitgevoerd, zodat dit
niet kon worden bevestigd.

2. Vetzuren (tabel 11 - 22 t/m 26). Deze chromatogrammen gaven voor alle
gebruikte vetzuren een elutie van 89 9/-97 % door benzeen, zowel voor de ge-
wichtshoeveelheid als voor het aantal meq zuur. Bij chromatogram 25 werd
chloroform i.p.v. benzeen gebruikt; dit gaf dezelfde vitkomsten als elutie door
benzeen. Zowel het gebruikte oliezuur als het linolzuur waren bereid uit natuur-
lijke olién; het linolzuur bevatte ook nog vrij veel linoleenzuur en enig oliezuur.
De nitkomsten wijzen, evenals bij de triglyceriden, in de richting van een sterkere
adsorptic van de onverzadigde vetzuren, welke daardoor niet geheel door ben-
zeen werden geélueerd en ten dele pas door acther werden uitgewassen (ca.

1094).
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3. Verzepingsprodukten van glyceriden (tabel 11 - 27, 28). De chro-
matogrammen 27 en 28 werden gemaakt van de vetzuren, die werden geisoleerd
na de verzeping van resp. het benzeen- en het aethereluaat van chromatogram
16 betreffende “tristearine”. De geringe verhoging van het PAe-eluaat werd
veroorzaakt door koolwaterstoffen afkomstig uit het kranenvet, waarmede het
oplosmiddel voor de vetzuren tijdens het uitschudden voortdurend in contact
kwam. Door benzeen werd zowel aan gewicht als aan aantal meq zuur + 75%
geélueerd. Door aether werden echter ook nog aanzienlijke hoeveelheden stof
geélueerd, nl. resp. 159 en 277, Het percentage meq zuur, dat werd geélueerd,
is hiermede niet in overeenstemming; dit bedroeg resp. 129, en 15%,, dus aan-
zienlijk minder. De reden van deze afwijkende uitkomsten ten opzichte van de
chromatogrammen 22 t/m 26 werd ons nict duidelijk, tenzij de afwijkende sa-
menstelling van het “tristearine” ook hier van invloed is geweest.

f- Aethergroep (tabel 11 - 29, 30). Hiervoor diende cholesterol als modelstof.
Daar men kan verwachten, dat ook in aether slecht oplosbare stoffen bij de
langdurige extracties van het uitgangsmateriaal in de aether kunnen overgaan,
hebben wij ook enkele di- en tricarbonzuren in ons onderzoek betrokken, om-
dat hiervan de meeste invloed op de uvitkomsten van de chromatografie kon
worden verwacht. Als modelstof voor dit onderzoek gebruikten wij een mengsel
van appelzuur, barnsteenzuur, oxaalzuur en citroenzuur.

1. Sterolen (tabel 11 - 29). Uit dit chromatogram bleek, dat cholesterol
volledig door aether werd geélueerd. In de andere eluaten konden wij geen
cholesterol aantonen.

2. Di- en tricarbonzuren. Uit chromatogram 30 bleck, dat deze zuren
voor het grootste deel door aether werden geélueerd, namelijk voor 9197 vol-
gens het gewicht en voor 87 %, volgens de zuurtitraties. Door de hierna volgende
elutie met absolute alkohol (zie de regel beginnende met A4) werd nog 6 %, resp.
3% geglueerd. De totale opbrengst bedroeg 102,59, voor het gewicht en 909
voor de meq. Bij de titraties werden de eluaten niet zoals gewoonlijk opgelost in
neutrale alkohol, doch in gedestilleerd water.

g. Samenvatting der proeven met modelstoffen. Er werden chromatogrammen
van verschillende modelstoffen gemaakt met silicagel als adsorbens, waarbij
achtereenvolgens met petrolenmaether, tetrachloorkoolstof, benzeen, aether en
één enkele maal met absolute alkohol werd geélueerd.

In overeenstemming met hetgeen de literatuur vermeldt, werden de kool-
waterstoffen in het PAe-eluaat aangetroffen, de sterolesters in het tetracluaat en
de sterolen in het aethereluaat.

De uitkomsten voor de mono-carbonzuren zijn, afgezien van die voor de ver-
zepingsprodukten van het onzuivere tristearine, eveneens gunstig. Deze zuren
werden in hoofdzaak teruggevonden in het benzeeneluaat. De vitkomsten wij-
ken echter af van die welke in de literatuur zijn beschreven, daar de genoemde
zuren bij onze proeven sneller werden geélueerd dan door anderen werd gevon-
den (TRAPPE, 1940b; SPENGLER, HAUF, 1955). Voor de bestudering van de vet-
zuren zullen de di- en tri-carbonzuren geen moeilijkheden opleveren, omdat ze
pas door acther werden geglueerd.,

De chromatografie van glyceriden verliep niet geheel naar wens. Het staat
echter vast, dat zuiver tristearine geheel door benzeen werd geélueerd. De gly-
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ceriden, die niet door benzeen, doch wel door aether werden geélueerd, zijn
althans ten dele di- en monoglyceriden. Voor de bepaling van de verteerbaar-
heid van de verschillende vetzuur-bevattende stoffen zou het voordeel bieden,
wanneer wij deze afwijkende glyceriden konden scheiden van de sterolen, die
eveneens in het aethereluaat komen. Helaas is het ons niet gelukt deze scheiding
tot stand te brengen. Voor de bepaling van de invloed van de vetzuren uit het
voedsel op de melkvetsamenstelling is het echter niet noodzakelijk de vertering
der afzonderlijke stoffen te kennen. Wij kunnen het gehele samenstel van ge-
extraheerde stoffen namelijk hydrolyseren, waardoor de vetzuren vrijkomen.
Zoals in hoofdstuk 3 zal worden beschreven is het dan mogelijk de vetzuren te
isoleren en nader te onderzoeken.

111. De chromatografie van mengsels van stoffen uit meer dan één elutiegroep

a. Uitvoering. Tabel 12 bevat de vitkomsten van twaalf chromatogramimen
van mengsels, waarbij voor elk der samenstellende stoffen, alsmede voor hun
som, een afzonderlijke regel is opgenomen, Telkens is het gewicht van de opge-
brachte stof aangegeven en voorts zijn de hoeveelheden vermeld, die door de
verschillende eluentia werden geélueerd.

Voor de koolwaterstoffen en de sterolesters volgde de hoeveelheid ge€lueerde
stof uit het gewicht van resp. het PAe- en het tetraeluaat; in het laatste geval
moest een correctie voor vrij vetzuur worden aangebracht, Voor de cholesterol-
esters kon de juistheid van deze berekeningswijze worden bevestigd, doordat in
de overige eluaten geen sterolesters waren aan te tonen. Voor de vetzuren kon
het gewicht worden berekend uit de hoeveelheid loog, die nodig was voor de
neutralisatic van deze zuren. Het verschil tussen dit gewicht en het totale ge-
wicht van het tetracluaat werd als sterolester berekend; indien geen sterolester
was opgebracht doch wél triglyceride, werd het verschil als triglyceride berekend.
Voor het benzeeneluaat werd dit verschil als triglyceride beschouwd en voor het
acthereluaat als cholesterol.

Voor koolwaterstoffen, glyceriden, cholesterol en cholesterolesters werden
geen andere kwantitatieve bepalingen uvitgevoerd, daar deze, door de versprei-
ding van deze stoffen over een aantal fracties ternauwernood aanspraak kunnen
maken op een groter nauwkeurigheid dan de hiervodr aangegeven wijze van
bepaling. Wel werd in alle gevallen de aanwezigheid of afwezigheid van choles-
terol of cholesterolesters kwalitatief onderzocht.

b. Bespreking van de uitkomsten. Een mengsel van tristearine en oliezuur
{chromatogram 1) werd voor 959 door benzeen geélueerd. Uit de titratiecijfers
volgde, dat van het oliezuur 86 %, werd teruggevonden en van het tristearine
104%.

Bij verhoging van de activiteit van het silicagel, hetgeen werd bereikt door het
gel kort voor het gebruik nog 7 uur op 105°C te verhitten, werd het oliezuur
sterker geadsorbeerd, zodat het slechts ten dele door benzeen kon worden ge-
eluecerd (chromatogram 2).

De chromatografie van een mengsel van oliezuur en cholesterol leverde
ernstige moeilijjkheden op, namelijk door wederzijdse beinvloeding, waardoor
een gedeelte van het oliezuur werd vastgehouden en pas door aether werd ge-
elueerd (chromatogram 3). Van het cholesterol werd daarentegen een deel
reeds door benzeen geglueerd. Tevens was de overgang tussen de beide elutie-
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TageL 12, Overzicht van de chromatografic van mengsels van stoffen uit meer dan €én elutiegroep

Adsorbens Opgebrachte stof Petroleumaethereluaat Tetrachloorkoolstofelua
v
5 x4
E g g g 1
= & = a g a
: v : Zxlog |3 2y
g 23 £ 2§ f |8 S8
=
o g mm mg mg % ml % mg % | ml
1 4.5 45 X 24 oliezuur 73,6 0,00 0,0 0,00
tristearine 70,6
totaal 144,2 1 14} 0,1 | 000 (| 00 1 0,9 06 | 000
2 4,5 36 x 24 oliezuur 8,9 0,00 0,0 0,00
trisiearine 719
totaal 153,8 L 0,8 05 | 000 00| 1 09| 06 | 000
3 7.0 50 x 30 oliezuur 153,0 0,00 0,0 0,00
cholesterol 146,3
totaal 299,3 4| 47| 1,6[000] 00| 3| 41| 1,4 000
4 7,0 41 %30 oliezuur 153,4 000 | 00 20,3 0,70
cholesterol 160,6
totaal 314,0 3 2,7 0,9 | 6,00 00 | 4 | 20,1 64 | 0,70
5 7,0 52 x 30 monacarbonzuren 120,5 18 0,06 1,5 3,0 1,30
tristearine 55,7 2,2 35 17,2 | 30,9
di- en {ricarbonzuren 123,8
totaal 300,0 4 4,0 1,3 | 0,06 3 |532117,7 | 1,30
6 7,0 53 x 30 monocarbonzuren 105,2 3,00 0,0 8,6 0,35
tristearine 48,3 0,5
di- en tricarbonzuren 109,3
totaal 2638 4 3,1 1,2 | 0,00 00| 3 10,1 3.8 | 0,35
7 4,5 43 » 2% paraffinum liquidum 47,9 47,9 |100,0
cholesterylstearaat 40,9 41,2 |100,7
tristearine 44,1
. cholesterol 37,6
totaal 170,5 4 | 479 | 28,1 3 4L,2 | 24,1
8 7.0 39 x 30 paraffinum liguidum 56,3 56,4 |100,2
cholesterylstearaat 38,5 39,0 101,53
tristearine 41,1
; cholesterol 40,6
! totaal 176,5 4 | 56,4 | 32,0 4 | 390 | 22,1
9 15,0 107 x 30 parafinum liquidum 73,5 76,5 |104,1
cholesterylstearaat 87,3 90,4 |103,6
tristearine 73,7
oliezuur 88,0 0,060 0,0 0,00
chelesterol 171,0
{ totaal 493,5 9 1765155000 00| 5| 904 | 18,3 | 0,00
1o 15,0 92 » 30 paraffinum liguidum 76,0 76,3 |100,4 )
cholesterylstearaat 35,1 34,1 | 97,2
tristearing 72,2
: aliezuur 83,4 2,00 0,0 0,60
! cholesterol 93,8
i totaal 360,5 6| 76,3 | 21,2 [ 000 | 00| 4 | 34,1 | 95| 0,00
il ;150 107 x 30 paraffinum liquidum 113,1 101,5 | 89,7
cholesterylstearaat 16,7 14,3 | 85,6
iristearine 74,6
aliezuar 127,6 0,00 0,0 0,00
cholesteral 83,9
totaal 4159 6 |101,5 | 24,4 | 0,00 | 00| 6 | 14,3 3,4 1 0,00
12 15,0 80 x 30 trisicarine 173,4
oliezuur 176,0 0,00 0,0 4,00
cholesterol 1449
totaal 494,3 3 ]-03 - 0,00 00| 2 | -20| - 0,00

Carsief gedrukte cijfecs zijn berekend met behulp van de titratiecijfers en de gemiddelde equivalentgewichten van de gebruikte zuren
a) silicagel 7 vur gedroogd op 150°C; zeer actief

b) silicagel 3 dagen boven 50 % NaOH gedeactiveerd



Benzeensluaat Actherelunaat Absolute alkoholelnaat Totaal eluaat
& £ & £ = 2 g g
2% g!lxg Z® Z |3 ~®! 2|3 -¥ ¥ |8
38 8 & SE| E | & SE| & | & =3 2
(&)
mg | % ml % mg | % mk % mg [ % | ml % meg | % ml %
63,4 2,19 | 86,2 0,00 0,0 63,5 2,19 | 86,2 1
734 | 1040 73,4 | 104,0
136,86 | 94,9 | 2,19 | 862 | 3 3,7 26 | 0,00 0,0 19 |141,5 | 98,1 | 2,19 | 86,2
53,9 1,86 | 65,9 19,2 0,66 | 23,4 73,1 2,52 | 89,3 2
78,0 | 108,6 78,6 | 08,6 a)
131,9 | 858 | L,86 | 63,9 2| 23,91 155 | 0,66 | 23,4 16 (157,50 (102,4 | 2,52 | 89,3
140, 4,83 | 91,4 1.3 039 | 7.4 IsLE 5,23 | 99,0 3
56| 66 1386 | 94.7 148,2 | 101,3
149,7 | 50,2 | 4,83 | 91,4 | 5 (1490 [ 50,2 0391 74| 3| 64| 2.1 10,00 00| 22 [314,8 [105,3 | 5,23 | 99,0
121,8 4,20 | 79,3 148 051 | 96 156,9 5,41 |102,3 4
1149 | 716 42,9 | 26,7 1578 | 98,3 b}
236,7 | 754 | 4,20 | 79,3 | 7577 | 184 | 051 | 96 20 1317,2 100,09 | 541 {1003
76,2 2,75 | 63,2 11,0 4,11 | 93,1 3
378 | 679 & 57,2 | 938 c}
115,7 | 93,5 [14,23 | 74,9 91| 73060 3,7 124,8 |100,8 |14,92 | 78,6
114,0 { 38,0 [ 2,75 5 |115,7 | 38,0 |14,25 4 9,1 3,0 | 0,69 22 |296,0 | 98,7 19,03
8,6 3,15 | 82,3 96,2 3,50 | 91,5 | &
49,5 | 100,5 49,5 | I60,5
108,3 | 99,1 [12,98 | 87,7 92| 84043 | 29 117,5 [107,4 |13,41 | 90,5
136,1 | 51,6 | 3,15 5 |108,3 | 41,0 112,98 41 92| 35043 23 |266,8 |101,1 {16,51
47,9 |100,0 7
41,2 |10G,7
60,5 1137,2 60,5 |137,2
29,4 | 78,2 29,4 | 78,2
60,5 } 35,5 3294 | 17,2 13 |179,0 (105,0
56,4 |100,2 g
39,0 |101,3
56,6 |133,7 56,6 1133,7
31,2 | 76,8 31,2 | 76,8
56,6 | 32,1 4|385,2|12,7 17 [183,2 |103,8
76,5 |104,1 9
90,4 |163,6
79,3 | 107,6 79,3 | 107.6
50,1 1,72 | 56,8 222 1,11 | 36,7 82,4 2,83 | 93,6
I5s.4 | 90,2 Iad4d | 50,2
1294 | 26,2 | 1,72 | 56,9 6 1186,7 | 37,8 | 1,11 | 36,7 29 1483,0 | 97,2 | 2,83 93,6’
76,3 {100,4 10
34,1 | 97,2
776 | 1075 | . 776 1 107,5
15,1 0,52 | 18,1 64,4 2,22 | 77,1 70,5 2,74 | 953 | @)
92,2 | 99,4 83,2 | 95,4
92,7 | 25,7 | 0,52 | 18,1 | 4 |[157,6 | 43,7 2,22 | 77,1 20 (360,7 |100,1 | 2,74 | 95,3
10,5 | 89,7 1t
14,3 | 85,6
76,0 [101,9 76,0 (101,9 e}
0,00 0,0 118,89 . 4,10 | 93,2 118,9 4,10 | 93,2
82,5 | 8,3 825 | 98,3
76,0 | 18,3 | 0,00 0,0 5 {201,4 | 48,4 | 4,10 | 93,2 22 1393,2 | 4,6 | 4,10 93,2
163,90 | 94,5 1639 | 945 12
123,8 | 4,27 | 70,3 10,0 1,38 | 22,7 165,28 5,65 | 93,1
152,9 | 195,5 152,9 | 105,5
7,7 427 | 703 | 9 |192,9 1,38 | 22,7 25 |478,9 | 96,9 | 5,65 | 93,1

lilicagel 10 dagen boven 50% NaOH gedeactiveerd
iilicagel 2 uur gedreogd op 150°C; iets actiever dan normaal bereide silicagel

dlicagel 4 wur gedroogd op 150°C; actiever dan normalesilicagel




toppen zeer onduidelijk. Door deactivering van het silicagel gedurende drie
dagen boven 509 NaOH werd geen verbetering verkregen (chromatogram 4),

Uit de uitkomsten der chromatogrammen 5 en 6 met monocarbonzuren, tri-
stearine, di- en tricarbonzuren bleek de sterke invloed van de activiteit van het
adsorbens op het verloop van de chromatografie. De opgebrachte stoffen wer-
den eerder ge€lueerd uit het gedeactiveerde silicagel dan uit het op normale wijze
bereide gel. Uit het feit, dat bij ouder gel het oliezvur voor een groter deel door
benzeen werd geglueerd, bleek, dat de activiteit van het normale gel tijdens de
bewaring terugloopt (vergelijk chromatogram 9 met vers bereid silicagel en 3
met wat ouder gel). De scheiding tussen de vetzuren en de di- en tricarbonzuren
was zeer goed. De percentages van de opgebrachte stoffen die werden terugge-
vonden, zijn alleszins redelijk.

Bij de bewerking van de chromatogrammen 7 en 8 werden de koolwaterstoffen
en cholesterolesters voor 100%, door resp. PAe en tetra geglueerd. In het PAe-
eluaat en het benzeeneluaat konden geen sterolesters worden aangetoond.
Cholesterol werd door de aanwezigheid van de andere stoffen reeds ten dele in
de laatste twee benzeenfracties ge€lueerd, zoals door kwalitatieve reacties kon
worden aangetoond. De opbrengst van de gehele elutie bedroeg resp. 1059, en
104 %,

De chromatogrammen 9, 10 en 11 gaven hetzelfde beeld als de vorige. Kool-
waterstoffen en cholesterylstearaat werden goed gescheiden; maar cholesterol,
tristearine en oliezuur werden ten dele gemengd geélueerd. Voor chromato-
gram 9 werd vers bereid silicagel gebruikt, waarvan de activiteit vrij groot was.
Verdere verhoging van de activiteit (chromatogram 10 en 11) had tot gevolg,
dat zowel cholesterol als oliezuur steeds sterker werden geadsorbeerd. In
chromatogram 9 kon in de laatste twee benzeenfracties cholesterol worden aan-
getoond; in de chromatogrammen 10 en 11 waren deze fracties vrij van choles-
terol. In chromatogram 11, waarvoor het silicagel sterk geactiveerd was, werd
tristearine geheel vrij van cholesterol en oliezuur verkregen en werden de beide
laatste stoffen, met elkaar gemengd, door aether ge€lueerd. Bij dit actieve sili-
cagel trad echter ook irreversibele adsorptie op, zoals o.a. blijkt uit de verlaging
van het percentage ge€lueerde koolwaterstoifen en cholesterylstearaat en voorts
uit het lage totaalgewicht van de eluaten (95%)).

Chromatogram 12 (tristearine, oliezuur, cholesterol) werd gemaakt met het-
zelfde gel als dat van chromatogram 9, echter ongeveer een week later. Hierdoor
was de activiteit enigszins teruggelopen. Het oliezuur werd weer iets meer door
benzeen geélueerd ; maar er was nog geen cholesterol in het benzeeneluaat aan
te tonen; geheel bevredigend was de scheiding echter ook hier nog niet.

De percentages oliezuur, die volgens de berekening uit de titratiecijfers wer-
den teruggevonden, blijken gemiddeld 9097 tc bedragen. Toch werd bij de
chromatografie van enkel oliezuur (tabel [1 - 22, 24) de opgebrachte hoeveel-
heid vrijwel geheel teruggevonden (98 %, en 100%,). Het verschil tussen deze uit-
komsten wordt waarschijnlijk veroorzaakt door de aftrek van de gemiddelde
waarde (0,03 ml 0,1 n loog) van de blancotitraties. Deze aftrek is vermoedelijk te
groot voor die titraties waarbij werkelijk vetzuren aanwezig zijn, omdat hierdoor
de CO,-opname in de vloeistof wordt verminderd. Dit verklaart dus waarom de
titratie vrijwel steeds een opbrengst van minder dan 100Y% aangeeft. De bere-
kende hoeveelheden oliezuur moeten dan ook als minimumwaarden worden
beschouwd.

Proeven met meervoudig onverzadigde zuren werden niet uitgevoerd daar wij
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niet over zuivere stoffen konden beschikken. Het valt te verwachten, dat deze
zuren nog sterker zullen worden vastgehouden dan het oliezuur, zodat men
hiermede terdege rekening zal moeten houden (zie ook tabel 11 - 25, 26).

IV. Chromatografie van grasextract met toegevoegde modelstoffen (tabel 13)

Bij de chromatogrammen 1 t/m 10 werd steeds hetzelfde grasextract gebruikt,
dat was verkregen door aetherextractie van vers gras, gedroogd bij 105°C.
Na 36 uur extraheren was de aanvankelijk diepgroene vloeistof, die uit het
extractievat afliep, kleurloos. Bij deze extractic werden geen voorzorgsmaat-
regelen genomen tegen de oxydatie van de onverzadigde verbindingen door
luchtzuurstof. ‘

De chromatogramimmen 1 en 2 van grasextract gaven redelijk overeenstem-
mende uwitkomsten. De PAe- en benzeeneluatén waren kleurloos, het tetra-
eluaat was lichtgeel (caroteen) en de aether- en alkohol-eluaten waren donker-
Eroemn.

De berekening van de chromatogrammen 3 tot en et 10 is geschied in de
veronderstelling, dat de toegevoegde stof slechts door één elutiemiddel werd ge-
elueerd. Slechts cholesterol vormde hierop een uitzondering; hierbij is aange-
nomen, dat het zowel door benzeen als door aether werd geélueerd. Op grond
van deze veronderstelling is het mogelijk vit de chromatogrammen | tot en met
10 een gemiddelde te berekenen van het percentage grasextract, dat door elk der
vijf eluentia werd ge&lueerd. Voor PAe bedroeg dit 0,6 % (zemiddelde van alle
chromatogrammen, uitgezonderd 3 en 4), voor tetra 1,3%, (uitgezonderd 5 en
6), voor benzeen 7,0%, (uitgezonderd 7, 8, 9 en 10), voor aether 21,4%/ (uitge-
zonderd 9 en 10) en voor alkohol 47,6 % (over alle chromatogrammen). Deze
gemiddelden werden gebruikt om, wanneer een stof uit een elutiegroep was
toegevoegd, voor het betrokken eluens de hoeveelheid eluaat afkomstig van het
grasextract te berekenen. Het verschil tussen deze hoeveelheid en de totale hoe-
veelheid eluaat werd dan beschouwd als toegevoegde stof. Voor cholesterol
strekte deze berekening zich uit over het benzeen- en het aethereluaat. De aldus
verkregen cijfers zijn in tabel 13 cursief gedrukt.

De uitkomsten zijn zeer hoopgevend ; wij vonden namelijk gemiddeld van de
koolwaterstoffen 949, van de sterolesters 1059, van tristearine 939/ en van
cholesterol 1009/ terug.

Voor cholesterol herhaalden wij de proef met een ander grasextract (chro-
matogrammen 11, 12 en 13). Van de blancobepaling 12 ging helaas het aether-
eluaat verloren, zodat hiervoor geen gemiddelde kon worden berekend; de uit-
komsten voor de andere eluaten kloppen echter zeer goed. Het percentage
teruggevonden cholesterol is in redelijke overeenstemiming met de chromato-
grammen 9 en 10,

Van het opgebrachte grasextract werd gemiddeld slechts 78 % teruggevon-
den. Op de kolom bleven o.a. gekleurde stoffen achter, die bij voortzetting van
de elutie met alkohol-water- en water-azijnzuur-mengsels konden worden ge-
elueerd. De hierdoor verkregen hoeveelheden eluaat bedroegen ongeveer 15%,.
De elutie was echter moeilijk vitvoerbaar en in het geheel niet reproduceerbaar.
Vooris trad er van niet nader gedefini€erde stoffen ongetwijfeld irreversibele
adsorptie op. Zo werd het adsorbens, dat eerst diepgroen was, door elutie met
50% azijnzuur-water diepblauw gekleurd. Wij hebben van een verder onderzoek
naar deze stoffen afgezien, omdat het hier zeer waarschijnlijk gaat om niet-
vetachtige stoffen.
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Tazer 13. De chromatografie van grasextract met toegevocgde stoffen

Adsorbens Opgebrachte stol’ Petroleum-
E aethereluaat
B )
: 2
g L8 2
g & g
= 83 g E
=] 2 ESE mg &= mg !
] 45 47 X 1 grasextract 157.1 ) 1,0 (
2 4,5 45 x 24 idem 160,3 2 0,4 (
3 4,5 48 x 24 idem 129,5 9,8 t
paraffinum liq. 47,4 44,7 %
totaal 176,9 4 45,5
4 4,5 44 x 24 grasextract 168,1 1,0 t
paraffinum lig. 49,9 0,6 k4
totaal 218,0 4 476
5 4,5 47 % 24 grasextract 153,8 0,7 {
cholesterylstearaat 41,4
totaal 195,2 2 0,7
6 4,5 42 % 24 grasextract 155,4 2,2 1
cholesterylstearaat 49,3
totaal 204,7 2 2,2
7 4,5 46 x 24 grasextract 157,9 1,0 C
tristearine 53,4
totaal 211,3 2 1,0
8 4,5 44 % 24 grasextract 149,2 0,5 C
tristearine 55,6
totaal 204,8 2 0,5
9 4,5 47 % 24 grasexiract 155,7 1,3 C
cholesterol 51,3
totaal 207,0 2 1,3
1¢ 4,5 45 x 24 grasexiract 168,6 3,7 C
cholesterol 54,7
totaal 223,3 2 6,7
gemiddeld gragsextract ¢
standaard afw. 1 0,
11 4,5 43 x 2¢4 grasextract 253,9 2 0.3
12 4,5 45 x 24 grasextract 259,8 2 2,5 G
13 4.5 44 % 24 grasextract 133,1 1,7 1
cholesteral 29,3
totaal 172,4 2 1,7

Voor de betekenis van de gecursiveerde getallen zij naar de tckst verwezen. De vet gedrukte getallen geven het gewicht ¢
percentage van de geglueerde stoffen, welke van het gras afkomstig zijn. Het gewicht werd verkregen door het gewicht va
gehele eluaat te verminderen met het berekende gewicht der teruggevonden toegevoegde stof. Het percentage geeft het dee
dat dit gewicht uitmaakt van de opgebrachte hoeveelheid grasextract.

Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 62 (9), 1-134 (1962)



Tetrachloor- Benzeen- Aether- Absoclute Totaal
koolstofehaaat elraat eluaai alkoholeluaat eluaat E
o
8
; 3 g i 3 E
i 3 2 g H
Plomg % || me % |¥| mg % | F| ms % [T} me w | @
H i,1 o7 4 10,8 4,9 3 37,9 24,1 2 80,5 51,2 13 | 131,3 83,6 1
! 1,8 1,1 4 9,5 5,9 3 299 18,7 3 715 48,3 14 | 119,1 74.3 2
0,7 0,5 8,1 6,3 26,2 20,2 52,5 40,5 88,3 68,2 3
44,7 54,3
0,7 4 8,1 4 26,2 3 52,5 17 | 133,0
43 26 14.2 8,4 46 | 17 a50 | 506 1461 | 869 4
46,6 | 932
43 4 14,2 4 41,6 3 85,0 17 | 192,7
2,0 1,3 2,6 6,2 30,7 20,0 74,2 48,2 117,2 76,2 5
42,0 014 £2,0 1014
44.0 4 2,6 4 30,7 2 74,2 16 | 159,2
20 .3 12,9 83 40,0 | 257 770 | 50,1 1350 | 869 6
54,1 1097 54,1 69,7
56,1 4 12,9 4 40,0 3 71,9 17 | 189,1
2,1 1,3 iI 7.0 29,1 18,4 78,0 49,4 121,3 76,8 7
56,3 94,2 46,3 94,2
2,1 6 61,4 4 29,1 3 78,0 17 | 1716
1,7 1,1 10,4 7,0 28,6 19,2 63,7 44,0 106,9 7,6 8
52 | sn1 512 | on1
1,7 6 61,2 4 28,6 3 65,7 17 158,1
2,7 1,7 10,9 7,0 33,3 214 69,6 44,7 123,2 79,1 9
54 16,5 44,0 85,8 49,4 96,1
2,7 4 16,3 4 77,3 3 69,6 15 | 167,2
1,8 1,1 ns | ze 6,0 | 24 822 | 488 1346 | 799 | 10
20 37 553 | 1011 57,3 | lot,8
1,8 L3 13,8 4 914 3 82,2 15 | 1899
1,3 7,0 21,4 47,6 78,5
0,23 0,57 1,04 1,08 2,07
6,6 2,3 5 35,2 13,8 2 17,4 6,8 4 120,3 46,9 151 1792 69,8 t1
8,1 3,1 4 33,7 13,7 5 - - 3 114,9 44,2 - - - 12
3,1 2,3 82 13,7 80 6,8 54,9 40,4 89,8 67,4 13
2,8 21 33,9 a6,3 36,7 93,4
3,1 4 21,0 4 42,9 3 54,9 15 | 1236
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Bij de hiervodr besproken proeven is ons voorts gebleken, dat het niet een-
voudig is een homogeen monster van een grasextract te verkrijgen. Dit werd
veroorzaakt doordat een deel van het extract zich tot een taaie massa verenigde,
terwijl de rest een zalfachtige consistentie had. Zoals in het volgende hoofdstuk
zal worden beschreven, kan deze moeilijkheid wel worden voorkomen,

V. De chromatografie van gras- en mestextracten

g. Inleiding. Alvorens kon worden overgegaan tot de toepassing van de uitge-
werkte analysemethode bij een verteringsproef, werden nog enkele proeven
uitgevoerd met gras- en mestextracten, verkregen door extractie van het ge-
droogde materiaal met aether (zie IV). De punten, waarnaar een onderzoek
werd ingesteld, hadden betrekking op de mogelijkheid het extract na verzeping
te chromatograferen en op de meest geschikte verhouding van adsorbens tot
adsorbaat.

b. Chromatografie na verzeping van het grasextract. Een afgewogen hoeveel-
heid van het grasextract A werd gedurende 1 uur op het kokende waterbad
verzeept met 5 ml 0,5 n alkoholische KOH-oplossing. Hierna werden achtereen-
volgens 2 mi H,80O, 109 en 2 m]l warm gedestilleerd water toegevoegd, waarna
met kleine porties PAe werd uitgeschud, totdat deze kleurloos bleef (ca. 10
maal). Na afdampen van de PAe werden de verzepingsprodukten op de in § ZA
beschreven wijze gechromatografeerd. In tabel 14 wordt een overzicht gegeven
van de uitgevoerde proeven (1, 2, 3). Bij de proeven 1 en 2 werden alle kolfjes
getitreerd met 0,1 n loog en met thymolblauw als indicator.

Uit de vitkomsten blijkt, dat de hoeveelheid verzepingsprodukten, uitgedrukt
in procenten van het grasextract A, nogal wisselde. Bezien wij echter de per-
centages eluaat in de verschillende elutiegroepen, berekend op de opgebrachte
verzepingsprodukten, dan blijkt dat deze vrij goed overeenstemmen. De chro-
matografie zelve geeft dus goede uitkomsten ; de grootste fouten worden blijk-
baar gemaakt bij het verzepen en bij het uitschudden van de verzepingspro-
dukten.

¢. De verhouding van adsorbens tot adsorbaat. De invloed van de verhouding
adsorbens-adsorbaat werd onderzocht in de proeven 4, 5 en 6 met het niet ver-
zeepte grasextract B1G. Uit de cijfers blijkt, dat de chromatogrammen 5 en 6
vrijwel gelijke vitkomsten gaven, hetgeen voor de hand ligt, aangezien de ver-
houding adsorbens-adsorbaat bij beide ongeveer gelijk was. De invloed van de
blancowaarden deed zich dus bij 4 0,36 g adsorbaat (proef 6) nog niet sterk
gelden. Bij 0,18 g adsorbaat {proef 4) is deze invloed echter wél merkbaar,
voornamelijk in het aethereluaat, dat bij deze proef iets verhoogd was.

Vervolgens werden nog twee chromatogrammen gemaakt van een ander niet
verzeept grasextract (extract 1422, proef 7 en 8) met ongeveer dezelfde ver-
houding adsorbens-adsorbaat als bij chromatogram 6 werd gebruikt. De uit-
komsten zijn redelijk met elkaar in overeenstemming, uvitgezonderd die voor het
PAe-eluaat (kranenvet?).

d. Chromatografie van mestextract. Twee chromatogramimen van een onver-
zeept extract van gedroogde verse mest (9, 10) en twee chromatogrammen van
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de verzepingsprodukten van dit extract (11, 12) gaven overecenstemmende uit-
komsten. Qok hier biedt de chromatografie dus goede mogelijkheden.

C. Overzicht der verkregen uitkomsten

Mengsels van vetachtige stoffen werden geadsorbeerd aan silicagel en achter-
eenvolgens geglueerd met enige eluentia. In het algemeen verliep de elutie als
volgt: petroleumaether elueert de koolwaterstoffen, vervolgens tetrachloor-
koolstof de sterolesters. Daarna worden door benzeen de glyceriden en de vet-
zuren geélueerd, waarna de sterolen en een groot deel van de di- en tri-carbon-
zuren door aether worden uitgewassen. Ten slotte kan de rest van de di- en tri-
carbonzuren door absolute alkohol van het adsorbens worden verwijderd.

Op deze wijze gelukte het de scheiding van koolwaterstoffen en sterolesters
naar wens uit te voeren. De scheiding van de andere bestanddelen leverde echter
moeilijkheden op. Hoewel de glyceriden en vetzuren meestal door benzeen
werden geélueerd, kon het voorkomen dat een deel der onverzadigde vetzuren
en glyceriden, met kleurstoffen gemengd, pas door aether werden geélueerd.
Deze tendens werd nog versterkt door de aanwezigheid van cholesterol, dat
zelf in hoofdzaak eveneens door acther gedlueerd wordt. Daar wij slechts reke-
ning behoeven te houden met zeer geringe hoeveelheden sterolen, zal het rem-
mend effect van deze stoffen bij de chromatografie van grasexiracten echter van
weinig belang zijn. Omgekeerd kan cholesterol reeds ten dele door benzeen ge-
elueerd worden, wanneer veel stoffen uit de benzeengroep aanwezig zijn. Dit
geval zal zich dus meestal voordoen bij het onderzoek van gras- en mest-
extracten.

De chromatogrammen met “normaal’ silicagel, bereid volgens de methode
van NUKAMP, gaven betere uitkomsten dan die, waarbij hei gel was geactiveerd
door verhitting op 150°C of waarbij het was gedeactiveerd door bewaring
boven NaQOH 3509,

Vergroting van de activiteit van het silicagel geeft een goede scheiding van de
verschillende vetachtige stoffen, doch er treedt hierbij irreversibele adsorptie op.
Tevens is het een groot bezwaar, dat de vetzuren niet meer door benzeen, doch
eerst door aether worden geélueerd, tezamen met kleurstoffen en zure afbraak-
produkten dezer kleurstoffen, die in het grasextract aanwezig zijn.

Het gebruik van de “normale” silicagel verdient dus de voorkeur. Het bleek
echter, dat de activiteit van deze ““normale™ silicagel, zoals het door ons bereid
werd (zie § 2Aa), na de bereiding nog iets te groot was. Daarom hebben wij voor
de verdere proeven een grote hoeveelheid gel bereid en dit na één dag bewaren
boven NaOH 509 in kleine porties in luchtdicht afgesioten flesjes bewaard,
totdat het gebruikt werd. Hierdoor werd bercikt, dat oliezuur voor 909,
(titrimetrisch) door benzeen werd geélueerd. In het aethereluaat konden wij
geen zuur meer aantonen; maar de laatste (vierde) tetrafractie bevatte veelal
reeds een weinig zuur (tot 109,). Dit is echter weinig bezwaarlijk, omdat deze
fractie geen stoffen bevat, die tot de eigenlijke tetragroep behoren, aangezien de
elutie van de laatstbedoelde stoffen zeer snel verloopt en reeds met de tweede
fractie voltooid is.

De aldus ontwikkelde methode werd toegepast op aetherische extracten van
gedroogd gras. De extracten werden als zodanig onderzocht dan wel na toevoe-
ging van modelstoffen. De uitkomsten waren zeer hoopgevend. De monster-
neming van de grasextracten leverde echter moeilijkheden op, doordat een deel
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TasrL 14. Chromatografie van gras- en mestextracien

Adsorbens Petroleumaether Tetrachlaorkoalstof

‘é . b - g 5T E a | £ | esls u 5 ;:E’

g Extract en wijze van behandeling ‘é‘ﬂ E E éﬁé'ﬁ "%‘E E *§ gf‘b g E; '§ E-“:.‘na- ; § _f o 'g:
£ 28 ¢ | 85% (255 283 ¥ | & =55 =¥ 38 ¢
rE mm '3 mg mg mg mg mi

1 grasextract A verzeept 42x24 | 45 121450 wo2m 468 2] 16 16 | 07 | 2] 1.4 14| 07 | 00| -
2 grasexiract A verzeept 41 x 24 4,5 | 210,2 | 124,0%)| 59,0 | 2 6,8 53,5 3,2 2 3.3 2,7 1,6 0,00 -
3 grasextract A verzeept 10x24 | 45 [2406| 117,80} 47,2 | 2 1 40 | 34 | 16 |2 | 28 | 23 | 1,1

4 grasexiract BIG onverz. 110 % -50 15,0 178,5 6 0,8 0,6 4 4,5 2,5

5 grasextract B1G onverz. 106 % 3¢ | 15,0 100:0,1 6 7,3 0,7 5 (28,0 28

6 grasextract B1G onverz. 54 % 30 7,0 359,9 4 4.3 1,2 3 13,8 3,8

7 grasextract 1422 onverz. 50 x 36 7.0 202,6 4 8,7 29 3 17,9 3,9

8 grasextract 1422 onverz. 51 % 30 7.0 306,7 4 30,8 | 10,0 3 (21,8 7,1

9 mestextract B1M onverz. 51 % 3D 7,0 265,1 4 1194 7.3 2 1293 11,1
10 mestextract BIM onverz. 52 % 30 7,0 214,6 4 | 11,5 5,4 3 | 18,4 8,6
11 mestextract B1 M verz, 50 x 30 7,0 | 2380 b) 4 9,1 3.8 3 1,6 0,7
12 mestextract B1M verz. 50 x30 | 7,0 |36, b) 4+ | 15,8 44 | 3| 81 ; 22 1 G126

a) In petroleumaether oplosbare verzepingsprodukten verkregen uit de hoeveelheid grasextract, aangegeven in de voorgaande kolom.
b) Het gewicht van de in PAe oploshare verzepingsprodukten werd niet bepaald; de verzepingsprodukten werden direct op het adsorbens gebracht

van de geéxtraheerde massa zich tot een taaie stroop verenigde. Om deze reden
en mede gezien de moeilijkheid silicagel te bereiden van precies de goede activi-
teit, leek het ons gewenst na te gaan of een geheel andere wijze van extractie en
bewerking van de extracten tot een nog betere scheiding in elutiegroepen zou
voeren. Niettemin hebben wij de tot nu toe uitgewerkte methode bij een ver-
teringsproef gebruikt,

§ 3. TOEPASSING VAN DE CHROMATOGRAFIE BIF EEN VERTERINGSPROEF

a. Algemene opzet. Deze proef werd uitgevoerd met een melkgevende koe
en omvatte een voorperiode van zes dagen, onmiddellijk gevolgd door een
hoofdperiode van acht dagen. Gedurende deze beide perioden stond het proef-
dier op stal en ontving het vers gemaaid gras. Tijdens de hoofdperiode werden,
zowel van het gras als van de mest, monsters verzameld, waarin door ons de
samenstelling van de vetachtige stoffen werd bepaald met de reeds beschreven
analysemethode.

b. Het proefdier. Voor deze proef werd de koe Zwartschoft 3 gebruikt, welke
niet drachtig was. V6dr de proef gaf deze koe gemiddeld 4,5 kg melk per dag
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Benzeen Aether Absolute alkohol Totaal
- & &
[ T 5 .
g8 g% 43|z g5 2y 421z g5 o E s gL 53 £
=1 =1 o .

AR IR I S| P2 Ew 2E A AR IR R Shq| FET B

=58 % | S8 | FE| S ®BE| 0 |58 P8 | & RES| 2% 28| TR & #EE | RE| &

-

)

Ty

mg ml mg ml mg mi mg B
76,1 | 75,9 | 355 | 1,64 | 414 3 13,3 | 133 6,2 | 0,15 887 | 2 6,3 6,3 2,9 | 4,00 - 15 | 98,7 | 98,5 | 46,0 1
88,2 [ 71,1 | 41,9 | 2,20 | 401 3 19,5 | 15,7 9,3 | 0,25 780 | 2 6,3 5,1 3,0 | 0,00 - 15 | 124,1 {100,1 | 59,6 2
90,0 ! 76,4 | 36,0 3 159 | 13,5 6,4 2 6.6 5,6 2,6 15 | 119,3 1101,3 | 47.8 3
4,9 5,6 4 | 63,4 | 35,5 2 | 39,7 | 22,2 24 (118,3 | 66,3 4
57,7 5,8 7 |308,1 | 30,8 3 [220,4 | 22,0 27 | 621,51 62,1 5
263 | 5,9 4 (1089 | 30,3 3 | 61,7 | 17 22 | 215,0 | 59,7 6
528 | 17,4 5 | 89,4 | 29,5 4 |1:0,8 | 36,6 23 12796 | 92,4 7
41,6 | 13,6 6 | 950 ; 31,0 4 (1104 | 36,0 23 | 299,6 | 97,7 8
104,0 | 39,2 6 (L1015 | 38,2 4 11,7 4,4 22 | 266,0 [100,3 9
85,0 | 396 5 | 88,3 | 41,2 4 14,8 6.9 22 12082 97,1 10
119,4 50,2 5 | 49,7 20,9 4 gt 3,4 22 11879 790 11
200,4 35,5 1 402 | 499 | 5 | 70,7 19,6 | 0,40 1770 4 1123 34 | 0,14 | 880 } 26 | 307,3 85,1 12

met 3,0% vet. Gebruik makende van de formule van FREDERIKSEN (1931):

G M MV
Z——+—+ —+ 1,
300 9 24

waarin Z = benodigde zetmmeelwaarde (kg), G = gewicht der koe (kg), M =
melkproduktie (kg per dag), ¥ — vetpercentage der melk, en rekening houdende
met een jeugdtoeslag van 0,6 kg zetmeelwaarde, berekenden wij een behoefte
van 4,32 kg zetmeelwaarde per dag.

¢. Het gras. Het gras, dat in deze proef werd gevoederd, was afkomstig van
perceel 1, behorende bij het laboratorium. Dit perceel was het laatst gemaaid op
20/7 1955 en hoewel er na het maaien kalkammonsalpeter was uitgestrooid, was
dit gras, door de grote droogte in augustus, bij de aanvang der proef (18/10)
nog niet volledig uitgegroeid.

Van een monster gras van dit perceel bedroeg het asgehalte 13,409, berekend
op ds {(droge stof) en het ruw-eiwit-gehalte 13,28 % van de ds. Met behulp van
de formule (DUKSTRA, BROUWER, 1939):
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xf

Z' = 0,6940 &’ + 0,164 x — 0,6632’ - 10 &
(Z' = kg zetmeelwaarde per 100 kg ds, ' = 100 - asgehalte, x' = ruw-eiwit-
gehalte) volgt hieruit een zetmeelwaarde 56,8. Deze waarde werd voor de gehele
duur van de proef aangehouden.

Door regelmatige monsternemingen en droge-stof-bepalingen werd er zorg
voor gedragen, dat de koc elke dag zo nauwkeurig mogelijk dezelfde hoeveel-
heid droge stof toegediend kreeg.

d. Het verloop der proef. De proef ving aan op 18/10 1955 te 9.00 uur en ¢in-
digde op 1/11 1955 te 9.00 uur. Zij bestond uit een voorperiode, die duurde van
18/10 tot 24/10 en een hoofdperiode van 24/10 tot 1/11. De etmalen begonnen
en eindigden te 9.00 uur.

Gedurende de hoofdperiode werd elke morgen, voor het eerst op 24/10 en
voor het laatst op 30/10 tijdens het afwegen van het rantsoen een monster gras
getrokken. Van dit monster werd 200,0 g onder doorleiding van lichtgas bij
100°C (binnen een watermantel) gedurende 24 uur gedroogd. Na afkoeling in
een luchtdichte plastic zak werd het monster onmiddellijk gemalen en vervol-
gens onder N, bewaard.

Van de voederresten werden het gewicht en het droge-stof-gehalte bepaald.
De hieruit berekende hoeveelheid droge stof werd in mindering gebracht op de
verstrekte hoeveelheid droge stof. Tabel 15 geeft een overzicht van de per dag
opgenomen hoeveelheid zetmeelwaarde.

TaBeL 15. Overzicht verteringsproef

Gras Mest Melk
okimov.1955 opgenomen
! zetmeelwaarde E s kg Wy t vet
kg g o g

18 3,18 4.8 5,25 252
19 2,83 4.7 4,98 209
20 3,63 4.0 4,88 195
21 3,74 4.4 4,70 207
22 3,48 44 4,75 209
23 3,73 4.8 4,56 219
24 3,78 4,2 3,98 167
25 3,49 3,05 3.8 4,66 177
26 3,17 2,48 34 4,79 163
27 3,81 2,54 34 4,91 167
28 3,51 2,28 3.8 4,32 164
29 3,13 2,67 3.6 4,22 152
30 3,76 2,17 37 4,51 167

1 2,28 3.6 4,31 155

Koe Zwartschoft 3: geboren voorjaar 1953; gewicht 385 kg; laatste kalfdatum 7 mei 1953;
niet drachtig.

Gedurende de hoofdperiode werd de mest opgevangen en tot het einde van
het etmaal in een gesloten bak bewaard. Na ieder etmaal werd de mest gewo-
gen, waarna een monster van 200,0 g werd genomen. Dit monster werd in een
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FiG. 1. Extracti
Soxhletapparaat voor extractic onder uit- levat

sluiting van lucht-zuurstof door inleiding en koeler

van stikstof.
)QQ/ :

— Stroomrichting van de stikstof.

vertind koperen schuitje ondér overleiden van lichtgas bij 100°C gedroogd. Na
24 uur werd het monster, na afkoeling in een luchtdichte plastic zak, gewogen,
gemalen en daarna onder N, bewaard. Het tijdvak, waarin de mest dagelijks
werd verzameld en bemonsterd, liep van 25/10, 9.00 uur tot 1/11, 9.00 uur.

De verzamelperiode van de mest begon en eindigde dus 24 uur later dan de
verzamelperiode van de grasmonsters, omdal de vertering van het gras enige
tijd vergt en het bekend is, dat na ongeveer een dag de onverteerde resten van
het voorafgaande voeder het lichaam voor het grootste deel hebben verlaten.

De hoeveelheden droge stof, uitgescheiden in de tnest, zijn opgenomen in
tabel 15. Uit de cijfers blijkt, dat deze hoeveelheden van dag tot dag vrij constant
waren.

De opgenomen hoeveelheid zetmeelwaarde bedroeg gemiddeld 3,48 kg per
dag, dus aanzienlijk minder dan de berekende norm 4,32 kg. Ten gevolge hier-
van liepen de melkgift en het vetpercentage der melk sterk terug, terwijl ook
het gewicht der koe niet toenam. Indien men geen rekening houdt met de jeugd-
toeslag, welke bedoeld is om het jonge dier te doen uitgrocien, zou de koe van
18 tot en met 30/10 45,77 kg zetmeelwaarde hebben moeten opnemen, terwijl in
feite 45,24 kg is opgenomen. Vermoedelijk moet de te kleine opname voor een
groot deel worden toegeschreven aan vermindering van de kwaliteit en de
smakelijkheid van het gras door het maaien en de bewerkingen voor het nemen
van de monsters.

e. De verwerking van de monsters. Na afloop van de proef werden in de 7 dag-
monsters gras en de 7 dagmonsters mest droge-stof-bepalingen uitgevoerd, Op
grond van deze bepalingen en de per dag opgenomen c.q. uitgescheiden hoe-
veelheid droge stof werden, zowel bij het gras als bij de mest, aliquote delen van
de dagmonsters tot een mengmonster verwerkt; resp. B6G en B7TM.

Van deze monsters B6G en B7TM werden afgewogen hoeveelheden met
peroxyde-vrije aether geéxtraheerd in een Soxhlet-apparaat onder stikstofdoor-
leiding (fig. 1). Het extraheren werd voortgezet totdat de overhevelende aether
kleurloos was (+ 5 X 8 uur). Het extract werd vervolgens gedroogd met watex-
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vrij NayS80, en kwantitatief overgebracht in een kolfje van 100 ml. De aether
werd afgedampt en daarna werd het residu onder het overleiden van stikstof
bij 100°C van de rest van het oplosmiddel bevrijd.

Aldus werden van het monster B6G twee extracten (B6G| en B6(2) — telkens
van 50,0 g materiaal — verkregen, en wel resp. 4,64 % en 5,08 % extract berekend
op ds. Op dezelfde wijze werden twee submonsters van 25,0 g B7M-behandeld ;
de uitkomsten waren hier B7M1: 6,679 en BTM2: 7,409, extract.

Aangezien er in de literatuur aanwijzingen zijn, dat de aetherextractie, voor-
namelijk ten aanzien van de vetzuren (al of niet gebonden), onvolledig is, zijn
van beide monsters (B6G en B7M) ook extracten bereid na voorbehandeling
met zuur en loog (KuMaGawa e.a., 1908; INaBA, 1908; TERROINE ¢.a., 1926;
VoRis, 1941; RaNDLE, 1943; ScHALL, THORNTON, 1943; BROUWER, 1944;
Leroy, Francois, 1952).

Deze bewerking verliep als volgt: Een hoeveelheid materiaal (gedroogd gras:
35,0 2; gedroogde mest: 33,0 g) werd in een rondbodemkolf van 1 liter bevoch-
tigd met 96 %, alkohol (gras: 75 ml; mest: 50 ml) en vervolgens werd 250 ml
zoutzuur (£ 15%) toegevoegd. Onder overleiding van Ny werd op het kokende
waterbad gedurende 8 nur verwarmd aan een opstijgende koeler. Na afkoeling
werd gefiltreerd en vitgewassen met 500 mi.water, waarna het residu in de kolf
werd teruggebracht. Hierna werd 250 ml 10%, KOH toegevoegd en wederom op
dezelfde wijze 8 uur verwarmd. Na afkoeling werd vervolgens aangezuurd met
gec. HCl tot zuur op congopapier en opnieuw gefiltreerd. Het residu werd in
vacuo onder N, boven silicagel gedroogd, waarna het met peroxyd-vrije aether
werd geéxtraheerd, zoals hiervoor is beschreven. De beide filtraten en de was-
vioeistoffen werden samengevoegd, aangezuurd en uitgeschud met aether, totdat
de acther geen gekleurde stoffen meer aan de vloeistof onttrok. De verzamelde
aether-oplossingen werden toegevoegd aan het aetherextract en op de reeds
eerder beschreven wijze (zie extracten B6G1 en B6G2) verder behandeld.

De verkregen grasextracten (B6G3 en B6G4) bedroegen resp. 6,799 en
6.64°% berekend op ds, de verkregen mestextracten (B7M3 en B7M4) resp.
7,19% en 7,26%. De uitkomsten van deze duplobepalingen stemmen beter
overeen dan de uitkomsten verkregen zonder voorbehandeling van het uit-
gangsmateriaal. De hoeveelheid extract uit het gras is veel groter dan bij de
directe extractie (resp. 6,797, en 6,64 7 tegen 4,647 en 5,08 7); voor de mest
is het verschil onbelangrijk. Dit zou er op kunnen wijzen, dat in het gras een
deel van de extraheerbare stoffen niet door de aether wordt bereikt (bijv. door-
dat het in de onbeschadigde cel is gelegen) of op zodanige wijze is gebonden,
dat het niet door aether kan worden opgelost. Bij de mest is dit klaarbiijkelijk
niet het geval (de cellen zijn vernictigd of de verbindingen ontleed).

[. Berekening van de verteringscoéfficiénten. Per dag werd door de koe 6,199 kg
ds opgenomen en 2,496 kg ds uitgescheiden. De schijnbare verteringscoéfficiént
van de ds van het gras was dus 59,8. Het door de koe per dag opgenomen gras
bevatte 301,3 g direct met aether extraheerbare stoffen; de mest bevatte 175,7 g
van deze stoffen. De “‘verieringscoéfficiént” is derhalve 41,7. De hoeveelheid
extract, na voorbehandeling met zuur en loog uit het per dag opgenomen gras
verkregen, bedroeg 416,6 g: de mest bevatte 180,1 g. De ““verteringscoéfficiént™
voor het extract was dus 56,8; dit is derhalve aanzienlijk groter dan de “verte-
ringscoéfficiént” berekend uit de directe extractie. De hicr gegeven “‘verterings-
coéfficiénten” zijn slechts schijnbare, omdat er geen rekening is gehouden et
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Fia. 2.

Vacuumdroogapparaat voor kolfjes met eluaat
onder doorleiding van stikstof en bij verhoog-
de temperatuur.

— Stroomrichting van de stikstof,

. aansluiting gashallastpomp.

. fiinregelkraan vacuum.

. capillair lek in verbinding met de buiten-

lucht,

. kraan voor de grove regeling van het va-

cuum.

. aansluiting manometer.

kraan voor de regeling van de stikstof-

stroom.

. aanvoerleiding stikstof.

. slijpstuk in het glazen exsiccatordeksel,
van zodanige afmetingen, dat slijpstuk 9
hierdoor in zijn geheel omhoog gebracht
kan worden.

9. slijpstuk met daaraan zoveel uitstroom-
buizen, als er kolfjes in de exsiccator ge-
plaatst kunnen worden.

10. geslepen scheidingsvlak tussen exsiccator-
pan en -deksel. De ondereinden van de
uitstréombuizen liggen in de hoogste stand
van slijpstuk 9 boven dit vlak.

11. kolfjes met eluaat.

12. porseleinen exsiccatorpan, welke in een
waterbad wordt verwarmd op ca. 80°C.

L T Y N Y

de afscheidingsprodukten van de darmklieren en met de veranderingen, die door
de pens- en darmflora worden veroorzaakt.

g. De chromatografische bewerking van de verkregen gras- en mestextracten.
Bij het chromatografische onderzoek der verkregen extracten werd steeds 7 g
adsorbens gebruikt. De hoeveelheid opgebrachte stof bedroeg in de regel onge-
veer 300 mg. Uit enkele voorbereidende proeven bleek ons, dat tot de deshe-
teeffende elutiegroep behorende stoffen volledig werden geglueerd, als de vol-
gende aantallen fracties van 25 ml werden opgevangen: 4 PAc-fracties, 3 tetra-
fracties (T), 8 benzeenfracties (Be), S aetherfracties (Ae) en 4 alkoholfracties (Al).
In enkele gevallen brak het scheidingsfront tussen benzeen en aether één fractie
eerder door, waardoor resp. 7 benzeen- en 6 actherfracties werden verkregen.

Het cluens werd vit de kolfjes afgedampt op het waterbad onder overleiden
van stikstof. Nadat het eluens grotendeels verwijderd was, werden de kolfjes
in een vacuumexsiccator geplaatst, waarin de laatste resten van het eluens door
een stikstofstroom bij een druk van 2-20 cm Hg en ca. 80°C werden verwijderd
(fig. 2). De duur van de droging bedroeg 1} uur, waarna de kolfjes werden ge-
wogen. Tijdens de weging werd de stikstof in de kolfjes door lucht vervangen,
omdat het gewicht anders ruim 2 mg te laag zou worden gevonden. Na de
weging werden de kolfjes opnieuw met N, gevuld en afgesloten, totdat een
titratic of een J-getalbepaling werd uitgevoerd.

Bij een chromatogram werd vervolgens of een zuurtitratie of een J-getalbe-
paling van de eluaten verricht. De zuurtitratie geschiedde met 0,1 n loog en met
thymolblauw als indicator; zij werd bij alle eluaten van het betrokken chroma-
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TaseL 16. Overzicht van de chromatografie van de extracten

5 petrclonm- { Terachleor | Beoeen | Acther | Abiohte
& = a) b} a) b) a) b) a) b) a) b)
£ | Extract en wijze van E4 - w w “
£ behandeling 2% % Ei Slsm| B|lsw| 3|sw| 35w
E B F|s% |2 |sz|72|§5: /3882|3885 &3
© AN PR IR ETN S R R I - S -
76 | BA |5 |f& |8 | BL|&SU | ERE|SD| ER
1 | B6G1 onverz. 3184 04 4,3 8,9 13,7 12,5
2 | B6G2 onverz. 359,0 09 ) 9,7 150 14,6
3| B6G1 verz. 233,6 0,5 0,4 18,9 39 1,1
4 | B6G1 verz 3194 | Le | 00| L7 | 0,07 190(578| 6,0|095| 1,4|0,41
5 | B6G2 verz. 2950 | 1,500 |04 |00 |21,0{499] 7,0/131 24038
6 | B6G2 verz. 273,0 1,5 0,3 22,1 7.2 2,2
7 | B6G3 verz. 268,0 2,1 0,8 250 8,7 1.4
8 | B6G3 verz. 600,9 1,500 (0200 [214|522] 631,41 09]0,18
9 | B6G4 verz. 326,0 21 100 06|00 127,716,597 851,55 1,5/0,14
10 | B6G4  verz. 281,3 32 2,5 18,4 9.7 1,5
11 | B6G4 verz. 3210 | 06 0.0 19, 11,4 1,5
12 | BTM1 onverz. 309.5 1,2 12 243 223 33
13 | BTM2 onverz. 3409 1,7 52 16,2 20,0 3,0
14 | BIM1 verz. 147,2 24 1001700 (209(1,77| 682,13 2,5]|0,50
15 | BTM2 verz. 5082 | 1,6 1,0 20,2 6.4 1,1
16 | BTM2 verz. 263,1 521001400 192(1,13] 7,0/ 3,8 | 1,4]|0,34
17 | BTM3 verz 2895 | 1,6 1,5 21,3 10,8 3,1
18 | BIM3 verz. 3232 |21 /00|09 |00 ]|21,6/346|128|203i 18|0,16
19 | BTM3 verz. 3475 | 20 0,5 21.1 14,6 1,7
20 | BTM4 verz. 3555 | 40| 00| 0700 (238|391 128 2,17| 3.8|0,65
21 | B7M4 verz. 318,3 5.0 0,3 24.7 11,0 3.5
mg mg mg mg mg
Blanco - 238 3,6 3.4 2,1 6,8
Blanco - 3,0 2,7 4,2 4,3 3,2
Blanco - 1,4 0,8 1,4 0.1 0,7 .

Adsorbens: 7 g silicagel; afmeting adsorptickolom: 47-51 x 30 mm.
Elutiesnelheid: 25 ml per 12-18 min.

a) Uitgedrukt in %/, van het monster B6G of B7M.

b) per 100 g droge stof van het monster B6G of BTM.

togram uitgevoerd. De J-getalbepaling werd slechts verricht bij die eluaten van
een chromatogram, welke meer dan 10 mg bedroegen.

h. Uitkomsten. Zoals gezegd, werden van het niet met zuur en loog voorbehan-
delde materiaal, d.w.z. gras (B6G) en mest (B7M), aetherische extracten: B6G1,
B6G2, BTM1 en BTM2 gemaakt, Er werden nu chromatogrammen vervaardigd :
1. van de onverzeepte extracten en 2. na verzeping dezer extracten. Bovendien
werden chromatogrammen gemaakt 3. van de verzepingsprodukten van de
extracten B6G3, B6G4, BTM3 en B7M4, verkregen uit het met zuur en loog
voorbehandelde materiaal. De uitkomsten dezer chromatogrammen zijn verza-
meld in tabel 16. Voorts is in de blokdiagratmimen (figuren 3 en 4) het gemiddelde
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B6G

onverzeept verzeept na zZuur- en loog
P P behandellng BUZU%"
J-getat _ _ _ per100gds
-m 1 bepaling

8.

+a 2 bepalingen
+o 3bepalingen

Fi1G. 3. Overzicht van de chromatografie van de grasextracten, behorende bij de verterings-
proef van 18/10 tot 1/11 1955.
= petroleumaether-fracties.
T = tetrachloorkoolstof-fracties.
Be = benzeen-fracties.
Hoeveelheden eluaat per fractie uitgedrukt in %/, van de droge stof van het uitgangs-
materiaal; aantal meq zuur uitgedrukt per 100 g ds van het vitgangsmateriaal,

Ae = aether-fracties.
Al = absolute alkohol-fracties.

‘B7M
onverzeept verzeept na zuur- en loog-
p behandeling ,_Megzuur
J-getal ] et
- m 1 bepaling. [ r
- @ 2 bepalingen [ .
« o 3 bepalingen
4

-
[getal
1200

1120

F1G. 4. Overzicht van de chromatografie van de mestextracten, behorende bii de verterings-
proef van 18/10 tot 1/11 1955,
Voor verklaring van de afkortingen zie figuur 3.

%



verloop van deze chromatogrammen weergegeven. De grafieken geven eveneens
een overzicht van de gevonden J-getallen.

J. Bespreking der uitkomsten. Allereerst moet worden opgemerkt, dat de
overeenstemming tussen de uitkomsten niet bijzonder goed is. Het grootste ver-
schil treffen wij aan tussen de chromatogrammen der onverzeepte mestextracten
B7M1 en B7M2. De corzaken van deze verschillen zouden kunnen worden
gevonden in de volgende delen van de analysegang:

1. de extractiemethode,

2. het nemen van een monster van het extract voor de chromatografie,
3. de wijze van verzeping voor de chromatografie,

4. de invloed van de wisselende blancowaarden bij de clutie.

ad 1. De directe extractie met aether is, vooral bij gras, niet volledig; de oor-
zaak hiervan is niet zonder meer duidelijk. Hierbij kan zowel gedacht worden
aan afscherming van de extraheerbare stoffen als aan (chemische) binding van
die stoffen in niet-extraheerbare verbindingen of complexen. Zoals gezegd, wer-
den door de voorbehandeling met zuur en loog meer stoffen toegankelijk ge-
maakt voor de extractievloeistof (niet voorbehandeld: 4,68 %, ; wel voorbehan-
deld: 6,71 %); bij de mest schijnt dit niet het geval te zijn (niet voorbehandeld:
7,04% ; wel voorbehandeld: 7,22 9,).

Bezien wij in tabel 17 de hoeveelheden stof in de benzeen- en aethereluaten,
verkregen na chromatografie van de extracten, dan blijken deze, zowel bij-gras
als bij mest, groter te zijn bij het voorbehandelde materiaal dan bij het niet voor-
behandelde materiaal. Hetzelfde blijkt ook te gelden voor de zuren, welke door
benzeen en aether werden geélueerd.

De extractiec na de voorbehandeling is dus zowel bij gras als bij mest volle-
diger. Hoewel men mag verwachten, dat de overeenstemming in de uitkomsten
bij een volledige extractie beter is dan bij een partiéle extractie, die door vele
factoren wordt beinvloed, blijkt dit toch niet het geval te zijn. Hiervoor moeten
de hierna te behandelen fasen van de bewerking verantwoordelijk worden
gesteld.

ad 2. Zoals reeds in §2BIV is gezegd, ontmengden de verkregen extracten
zich zeer sterk. Het was onmogelijk deze extracten door verwarming of op ande-
re wijze te homogeniseren. Dat hierdoor geen representatieve monsters voor de
chromatografie konden worden verkregen, spreekt welhaast vanzelf.

ad 3. Het uitschudden van het extract door middel van PAe leverde vrij veel
moeilijkheden. op, doordat zich stabiele emulsies vormden. Tengevolge hiervan
moest vele malen worden uitgeschud, hetgeen de nauwkeurigheid en de repro-
duceerbaarheid uviteraard verminderde.

ad 4. Door de consistentie van het extract kon niet steeds dezelfde hoeveel-
heid extract worden afgewogen, waardoor de invloed! van de blancowaarden
op de uvitkomsten van chromatogram tot chromatogram wisselde. Bovendien
zijn de blancowaarden zell allerminst constant, zoals blijkt uwit de uitkomsten
van de blancobepalingen opgenomen in tabel 16,

Niettegenstaande al deze bezwaren laten de unitkomsten toch nog enkele con-
clusies toe, en wel de volgende«

1. Stoffen met een hoog J-getal worden voor een aanzienliik deel “verteerd”.
De J-getallen zijn niet in tabel 16 opgenomen, omdat zij niet voor alle fracties
van de eluaten zijn bepaald, doch alleen voor die fracties waarin zich meer dan
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TaBeL 17, Verteringsproef. Overzicht van gemiddelden en verteringscoéfficiénten

Elueerbaar met:

%r‘% E % E? 58;:--:1 Benzeen Aether A:Iﬁ:g{::]ﬂ Opmerkingen
$5 |fdstX| 32
= oul u T E
SE |fa R[S g Nmeq < lmeq z !mcq
Onverzeept extract verkregen zonder voorbehandeling van het nitgangsmateriaal
B6G | 4,861 0,07|0,43| 0,93 1,44 ‘ 1,36 hoeveelheden per 100 g ds
B7M | 7,04|0,15| 042 2,03 2,11 10,32 gras c.q. mest
2,8310,060,17 0,82 0,835 0,13 uitgescheiden p. 100 g ds gras
2,03 0,01 | 0,26 | 0,11 0,59 1,23 “verteerd” per 100 g ds gras
42 9| 61 12 41 91 “verteringscoéfficiénten™

Verzepingsprodukten van extract verkregen zonder voorbehandeling van het uitgangsmateriaal

B6G [4.86(0,130,072,00| 540,60 ,110,18| 04 hoeveelheden per 100 g ds

BTM |7,04:0,31|0,14|2,00| 1,5]|0,68 010,17 04 gras ¢.q. mest )
2,830,12(0,05/ 081} 0,6]0,27 ,210,07| 0,2 uitgescheiden p. 100 g ds gras
203:001(0,0211,19} 480,33 -0,1{0,11| 02| “verteerd” per 100 g ds gras

42 212316018 |55 -7 62|57 “verteringscoéfficiénten”

Verzepingsprodukten van extract verkregen na voorbehandeling van het uitgangsmateriaal
met zuur en loog

(=N

BeG |6,71/0,19)0,08]222| 6108 1,5/0,14|0,16 hoeveelheden per 100 g ds

B7M |7,22/0,30{0,08,2,25} 3,7|1,24| 2,1|0,28|0,40 ]gras c.q. mest
2900,12;0,031091} 1,5/0,50| 0,8/0,11,0,16} uitgescheiden p.100 g ds gras
3,81 10,07(0,05, 1,31 4,6:0,39| 0,7/0,030,00| “verteerd” per 100 g ds gras
57T 137 |61 |59 |7 44 | 43 | 18 0 “verteringscoéfficiénten”

10 mg stof bevond. De uitkomsten zijn wel verwerkt in de figuren 3 en 4. Daar
de gevonden J-gefallen over het algemeen betrekking hadden op meer dan twee-
derde van het totale benzeeneluaat hebben wij toch de “gemiddelde” J-getallen
berekend. Yoor de benzeeneluaten verkregen uit de verzepingsprodukten van
het niet voorbehandelde materiaal bedroegen deze “gemiddelden”: B6G1
(tabel 16-3): 130; B6G2 (tabel 16-6): 116 tegenover B7TM2 (tabel 16-5): 77.
Voor de verzepingsprodukten van het voorbehandelde materiaal vonden wij:
B6G3 (tabel 16-7): 106; B6G4 (tabel 16-10): 121 en B6G4 (tabel 16-11): 137
tegenover B7TM3 (tabel 16-17): 33 en B7M3 (tabel 16-19): 33. In beide gevallen
wijst dit op een “verteringscoéfficiént” der dubbele bindingen, welke ca. 75
bedraagt.

2. De verzepingsprodukten van grasextract, welke door benzeen werden ge-
elueerd, werden slechts matig goed “verteerd” (“verteringscoéfficiént” resp. 60
en 59, tabel 17),

3. De door benzeen elueerbare zuren zijn goed “verteerbaar” (“‘verterings-
coéfficiént” van de meq zuur resp. 89 en 76).

4. Uit de hogere ‘“‘verteringscoéfficiént” voor de meq zuur in het benzeen-
eluaat vergeleken met die voor het gehele benzeeneluaat (89 tegen 60 bij het niet
voorbehandelde materiaal, 76 tegen 59 bij het voorbehandelde materiaal),
blijkt, dat de zuren (vnl. vetzuren) beter worden “verteerd” dan de. niet-zure
stoffen. :

5. De zuren, welke in het aethereluaat werden aangetroffen zijn niet beter
verteerbaar dan de rest van het eluaat. Bij het niet voorbehandelde materiaal
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vonden wij voor het totale eluaat een “verteringscoéfficiént™ 53, voor de zuren
werd zelfs een coéfficiént —7 gevonden. Bij het voorbehandelde materiaal waren
de “verteringscoéfficiénten” voor het totale eluaat en de daarin voorkomende
zuren vrijwel gelijk (resp. 44 en 43).

6. De hoeveelheden eluaat in de andere elutiegroepen zijn te gering om met
enige nauwkeurigheid een verteringscoéfficiént te berekenen, hoewel zij volle-
digheidshalve in tabel 17 zijn opgenomen.

7. Ten aanzien van de extracten, verkregen na voorbehandeling met zuur en
loog, dient nog te worden opgemerkt, dat deze alle zure en alle neutrale stoffen
bevatten welke in acther oplosbaar zijn, echter niet de alkalische stoffen, behalve
wanneer de gevormde zouten in aether oplossen.

De genocemde ‘‘verteringscoéfficiénten™ zijn slechtis schijnbare, omdat de
extraheerbare stoffen in de mest zijn samengesteld uit 1. niet geresorbeerde
stoffen, 2. door microdrganismen gevormde stoffen en 3. door het lichaam
uitgescheiden stoffen. Dit maakt het waarschijnlijk, dat er grotere hoeveelheden
werden geresorbeerd dan uit de ““verteringscoéfficienten” blijkt.

§ 4. EINDCONCLUSIES

De gevolgde methode geeft niet de gewenste inlichtingen. Dit werd in de
eerste plaats veroorzaakt door de vele, reeds genoemde onvolkomenheden in de
techniek der bepalingen. In de tweede plaats bestonden de verschillende elutie-
groepen ieder uit een gecompliceerd mengsel van stoffen, waardoor het niet
mogelijk was na te gaan, welke stoffen bij de vertering worden opgencmen en
welke niet, Ocok kan door gedeeltelijke afbraak tijdens de vertering een deel ener
stof in een andere elutiegroep geraken, waardoor voor stoffen vit deze laatst-
genoemde groep een te kleine, ja zelfs negatieve *‘verteringscoéfficiént™ kan
worden gevonden. Wij hebben dan ook de gehele extractiemethode en de voor-
bereiding van het extract voor de chromatografie aan een nader onderzoek
onderworpen, alvorens over te gaan tot verdere verteringsproeven. Een en ander
zal in het volgende hoofdstuk worden besproken.

HooFDSTUK 3

DE ISOLERING EN DE BEPALING VAN DE VETZUREN
UIT GRAS EN MEST EN DE TOEPASSING HIERVAN
OP EEN VERTERINGSPROEF MET KOEIEN

INLEIDING

Zoals in het voorafgaande hoofdstuk is beschreven, voldeed de door ons ont-
wikkelde methode tot onderzoek van de vetachtige stoffen in gras en mest niet
aan de gestelde eisen, zowel wat de scheiding in goed gedefini€erde groepen van
stoffen aangaat als wat de nauwkeurigheid betreft. Daar onze belangstelling
in de allereerste plaats gericht was op de vetzuren en de vertering daarvan,
hebben wij ons bij het verdere onderzoek beperkt tot de vetzuren, die vrij of in
verbindingen in het gras en de mest voorkomen. In dit hoofdstuk bespreken wij
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eerst de ontwikkeling van de nieuwe methodiek en vervolgens de toepassing
daarvan op een verteringsproef.

§ 1. ONTWIKKELING DER METHODIEK

Inleiding. Voor het ontwikkelen van de analyse werden de volgende punten
aan een onderzoek onderworpen:

a. De extractie van het uitgangsmateriaal.

b. De behandeling van het extract voor de verzeping.

¢. De verzeping van het extract en de verwijdering van de onverzeepbare stoffen,
d. De hoeveelheid adsorbaat per chromatogram.

a. De extractie van het uitgangsmateriaal. De behandeling van het nitgangs-
materiaal met zuur en loog vO4r de extractie, zoals beschreven in het voorgaande
hoofdstuk bij de bereiding van de extracten B6G3,4 en BTM3,4, is door ons
nader onderzocht.

Van een monster gedroogd gras (BL10G) werd 500 g zonder voorbehandeling
direct met aether geéxtraheerd (directe extractie). Het extract (B10G1) bedroeg
6,13%, berekend op de droge stof. Het geéxtraheerde gras werd in vier gedeel-
ten (elk ca. 125 g) verder bewerkt. Na bevochtiging met 25 ml alkohol en toe-
voeging van 1000 ml 5n HCl werd onder doorleiding van stikstof gedurende
9 uur gekockt. Na affiltreren en uitwassen met 500 ml water werd aan het
residu 500 mt 25% KOH toegevoegd, waarna wederom 9 uur werd gekookt
onder stikstof-doorleiding. Het residu werd afgefiltreerd en gewassen met 500ml
water en vervolgens in vacuo onder stikstof gedroogd en ten slotte werd het
droge residu met aether geéxtraheerd. De verzamelde filtraten en wasvloeistoffen
werden met geconcentreerd zoutzuur aangezuurd en uitgeschud met aether.
Alle actheroplossingen werden verzameld en gedroogd met watervrij Na,SO,,
daarna bevrijd van aether en in vacuo gedroogd. Het aldus verkregen extract
(B10G12) bedroeg 2,00 %, berekend op de ds van het uitgangsmateriaal.

Van hetzelfde monster gras (B10G) werd 500 g in twee gedeelten direct met
zuur en loog behandeld en daarna geéxtraheerd, evenals de verenigde en aange-
zuurde filtraten zoals in de voorgaande alinea voor de bereiding van extract
B10G1? beschreven is; de hoeveelheden toegevoegde reagentia waren dezelf-
de (extractic na voorbehandeling). Het extract bedroeg 6,38 % van de ds
(B10G2).

Van de extracten B10G1 en B10G2 werd op een onder c. te beschrijven wijze
het gehalte aan zure verzepingsprodukten en onverzeepbare stoffen in viervoud
bepaald. Deze gehalten, berekend op de droge stof van het uitgangsmateriaal,
bedroegen gemiddeld voor B10G1: onverzeepbaar 11,8%,, zure verzepings-
produkten 25,9% .. Voor B10G2 waren deze gehalten resp.: 7,4%, en 38,2%/ 4.
Het aantal meq zuur per 100 g ds in de zure verzepingsprodukten bedroeg resp.
8,0 meq en 11,2 meq.

Uit deze cijfers kan gemakkelijk worden berekend, dat door de voorbehande-
ling met zuur en loog (B10G2) de opbrengst aan zure verzepingsprodukten rela-
tief aanzienlifk toeneemt, evenals het aantal meq zuur per 100 g ds van het uit-
gangsmateriaal. De opbrengst agn onverzeepbare stoffen is echter bij de directe
aetherextractie (B10G1) groter. Vermoedelijk komen bij de directe extractie
chlorophyl en afbraakprodukten daarvan bij de onverzeepbare stoffen terecht.
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Deze laatste zijn bij de directe extractie nameliik groengeel van kleur, doch bij
de extractie na voorbehandeling zuiver geel.

De methode, gebruikt bij de extractie na voorbehandeling, is echter zeer be-
werkelijk door het vele filtreren en uitschudden. Teneinde deze bezwaren te
ondervangen zijn wij uitgegaan van de bewerkingen, die gebruikt worden bij de
ruwe-celstof-bepaling volgens de zogenaamde “‘verkorte methode™, in gebruik
bij het Rijkslandbouwproefstation Maastricht. Voorts hebben wij als oplosmid-
del voor het zuur en de loog het water vervangen door alkohol, waardoor het
filtreren achterwege kon blijven, omdat de alkohol kon worden afgedampt.

In één proef (B11G1) werden vrijwel evenveel equivalenten zuur en loog per
gram droge stof gebruikt als bij de “verkorte methode”. In een tweede proef
(B11G2) gebruikten wij één derde dezer hoeveelheden. De concentratie der
reagentia is bij beide proeven echter aanzienlijk hoger gekozen dan de ““ver-
korte methode” aangeeft, aangezien anders met te grote volumina gewerkt zou
moeten worden.

De bewerking bij de eerste proef (B11G1) verliep als volgt (de gegevens tussen
haakjes hebben betrekking op de tweede proef, B11G2).

In een platbodemkolf van 1000 ml werd het gedroogde gras — 25 g B11G -
bevochtigd met 50 (50) mt absolute alkohol en daarna werd er 200 (200) ml 2
{0,7) n HCl in alkohol aan toegevoegd, verkregen door menging van 34,3 (11,4)
ml gec. HCI met 166 (189) ml absolute alkohol. Na 3 uur koken aan een opstij-
gende koeler werd afgekoeld, waarna 100 (100) ml 10,3 (3,4) n alkoholische
NaOH, verkregen door mengen van 41,2 (13,7) g NaOH met 100 (100) ml
absolute alkohol, werd toegevoegd en opnieuw 3 uur gekookt. Na aanzuren van
het reactiemengsel met HCl werd de alkohol afgedampt, totdat de inhoud van
de kolf dikvloeibaar was geworden, Deze massa werd kwantitatief overge-
bracht in een porseleinen schaal en vervolgens in vacuo gedroogd (34 cm Hg,
75°C, N;), waarbij de massa enkele malen werd fijngemaakt. De droge massa
werd vervolgens in een Soxhlet-apparaat met aether ge€xtraheerd totdat de
aether kleurloos afliep (na ca. 4 x 8 uur).

Het aldus bereide extract B11G1 beliep 6,71 % van de droge stof en bevatte
54,59 (3,7% op ds) onverzeepbare stoffen en 34,59 (2,39, op ds) zure verze-
pingsprodukten (zie voor de bepalingsmethode onder ¢.). Het extract B11G2
omvatte 11,659, van de droge stof. Hierop zijn geen verdere bepalingen verricht,
omdat deaetheroplossingtroebelwasenzichsterk ontmengde. Biynaderonderzoek
bleek ons, dat dit extract grote hoeveelheden stof bevatte, welke niet behoren tot
de zogenaamde ‘“onverzeepbare™ stoffen of de “zure verzepingsprodukten™.
Vermoedelijk ging het hier om eiwitten en afbraakprodukten daarvan. De con-
centratie der reagentia bij deze extractie is dus niet hoog genoeg om de door
ons gezochte stoffen vrij van andere stoffen te verkrijgen. Deze bezwaren
kleefden niet aan de methode gevolgd bij de eerste proef (B11G1). Deze methode
is dan ook door ons voor het definitieve onderzoek gebruikt.

b. De behandeling van het extract voor de verzeping, Zoals in het voorafgaande
enkele malen is gezegd, ondervonden wij grote moeilijkheden bij het nemen van
een representatief monster uit een extract, doordat hierin ontmenging optrad.
Door het extract reeds in opgeloste toestand in een aantal gelijke delen te ver-
delen, konden wij deze moeilijkheid omzeilen.

De aetherische oplossing, verkregen bij de extractie, werd onder stikstofdoor-
leiding ingedampt tot + 75 ml. Na toevoeging van ca. 20 g watervrij Na,S0,
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bleef de oplossing gedurende een nacht staan, waarna zij via een hevel en een
6bG2-filter met ongeveer 5 g Na,50, onder stikstofdruk werd overgeperst in
een maatkoilfje van 110 ml. Extractiekolf, hevel en filter werden gewassen met
warme aether, totdat deze kleurloos bleef. Wanneer de totale hoeveelheid acther
te groot was, werd uit het maatkolfje aether afgedampt, waarbij het volume van
de oplossing nooit kleiner werd dan 50 ml. Na aanvulling tot 110 ml werd 4 maal
25 ml in afzonderlijke kolfjes gepipetteerd. Na afdestilleren van de aether en
drogen in vacuo werd het gewicht van de droge extracten bepaald.

Deze methode werd toegepast bij twee proefextracties. Bij de eerste proef
vonden wij resp. 376,7 mg, 375,0 mg, 373,2 mg en 373,4 mg, gemiddeld dus
374,6 mg droog extract. In de vier kolfjes van de tweede proef bevond zich
resp. 643,1 mg, 652,4 mg, 660,9 mg en 645,1 mg droog extract, gemiddeld dus
650, 4 mg. :

Deze methode van verdeling geeft dus goed overeenstemmende vitkomsten.
Een bijkomend, doch niettemin belangrijk voordeel van deze werkwijze is nog,
dat hierdoor steeds dezelfde hoeveelheid van een extract voor de chromato-
grafic wordt gebruikt, waardoor de invloed van de blanco-waarden vooreen
groot deel werd geélimineerd.

¢. De verzeping van het extract en de verwijdering van de onverzeepbare stoffen.
Bij algehele verzeping van het extract komt men tot een mengsel van stoffen,
dat aanzienlijk eenvoudiger van samenstelling is dan het oorspronkelijke, door
de voorbehandeling reeds ten dele verzeepte extract. Dit wordt vooral veroor-
zaakt door het uiteenvallen van allerlei verbindingen in stoffen met zuur karak-
ter (zgn. “‘zure verzepingsprodukten’’) enerzijds en stoffen met alkoholisch
karakter (zgn. “onverzeepbare stoffen’”) anderzijds. Hierdoor wordt het mogelijk
het mengsel in twee delen te scheiden, die beter toegankelijk zijn voor een analyse.

Het scheiden dezer twee groepen door vitschudden met een organisch oplos-
middel wordt ernstig bemoeilijkt door het optreden van sterke emulsievorming.
Onze gedachte ging uit naar een methode waarbij het alkalische reactiemengsel
op een inerte drager werd gebracht en vervolgens geglueerd met een organisch
oplosmiddel ter verkrijging van de “onverzeepbare stoffen”. Na aanzuren van
het reactiemengsel op de drager zouden de “zure verzepingsprodukten® kunnen
worden verkregen. ‘

De bewerking werd als volgt uitgevoerd met extracten, verkregen op de
wijzen die onder a. en b. zijn beschreven: Ongeveer 800 mg extract werd in een
kolfje van 100 ml gedurende 1 uur verzeept op het kokende waterbad met 1 g
KOH opgelost in 25 ml alkohol, waarbij het contact met de luchtzuurstof werd
verhinderd door het inleiden van stikstof. Hierna werd de alkohol afgedampt,
het reactiemengsel in vacuo gedroogd (24 cm Hg, 75°C, N;} en vervolgens
overgebracht in een filterbuis (Jena, 6bG4) waarin zich ongeveer 2 g papier-
poeder bevond. De onverzeepbare stoffen werden nu et aether ge€lueerd
(3 maal 75 ml), waarna het papierpoeder werd bevochtigd met + 4 ml H,SO,
409/, waarbij het poeder niet *“nat” mocht worden. Door het toevoegen van
ca. 15 g watervri] natriumsulfaat werd het water gebonden, waardoor in de
filterbuis een losse, rulle massa ontstond. De zure verzepingsprodukten werden
vervolgens met aether geélueerd. Celite (gezuiverde diatomeeénaarde) bleek als
drager niet te voldoen, daar het de opgebrachte stoffen te sterk vasthield. Dit
was eveneens het geval als het papierpoeder v66r het drogen aan het reactie-
mengsel werd toegevoegd.
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Met deze werkwijze hebben wij een aantal modelproeven uvitgevoerd met
cholesterol, stearinezuur en tristearine; hierbij werd van het cholesterol ca.
1015, teruggevonden. Van het stearinezuur en van het uit tristearine vrijge-
maakte zuur werd volgens het gewicht 99-1059; teruggevonden, volgens de uit-
komsten der titraties 96-100%,. De blanco-waarden waren verwaarloosbaar
klein.

Deze methode werd vier maal toegepast op het grasextract B11G1, verkregen
door extractie na voorbehandeling. Hierbij was de overeenstemming in de uit-
komsten voor de zure verzepingsprodukten goed, voor de onverzeepbare stoffen
was dit niet het geval. De oorzaak hiervan was waarschijnlijk, dat de eluaten
vrij troebel waren, vooral bij de elutie der onverzeepbare stoffen.

De vervanging van KOH bij de verzeping door Ba(OH), bracht geen verbe-
tering. Het gebruik van petrolecumaether i.p.v. aether voor de elutie van de on-
verzeepbare stoffen en van de zure verzepingsprodukten had echter het gewenste
effect, daar de aflopende vloeistoffen helder waren en de hoeveclheden on-
verzeepbare stoffen en zure verzepingsprodukten goed overeenstemden.

De aldus gewijzigde methode werd toegepast op mengsels van modelstoffen
{tabel 18). Hierbij bleek, dat stearinezuur niet geheel werd teruggevonden
{proef 1), waarschijnlijk door de geringe oplosbaarheid in petroleumaether.
Toevoeging van oliezuur aan het te scheiden mengsel gaf enige verbetering
(proef 2). In proef 3 gebruikten wij een mengsel van 509 oliczuur en 50,
stearinezuur {mengsel I), hetgeen weer een verbetering betekende. Het oliezuur,
dat voor de bereiding van mengsel I werd gebruikt bevatte een weinig “onver-
zeepbare™ stofien, welke wij met de hier beschreven methode uit mengsel I ver-
wijderden. Het aldus verkregen mengsel (IT1) werd voor proef 4 gebruikt, waarbij

TageL 18. De scheiding van onverzeepbare stoffen en zure verzepingsprodukten

Opgebracht Teruggevonden

Pr. onverzeepb. zure verzepingsprodukten
no. stof mg gewicht meq zuur

mg o/o a a

mg | % | mea | %

1 cholesterol 98,0 97,3 99,3 - - - -
stearinezuur 4830 - - 4158 | 86,1 | 1,46 | 86,2

2 cholesterol 80,0 83,0 | 1037 - - - -

stearinezuur 486,2

oliezunr 87.0 - — 517,7 | 90,3 1,83 | 91,6

3 cholesterol 96,9 97,7 | 100,8 - - - -
mengsel [ 503,1 - - 4727 | 940 | 1,70 | 96,6

4 cholesterol - 83,1 85,4 | 102,8 - - - -
mengsel II 4699 - ~ 4562 971 | 1,63 | 99,3
5 mengsel I11 586,6 0,7 - 580,01 989 | 202 | 943
6 mengsel 11T 5866 | 29 - 584,51 99,6 | 2,06 | 97,8

Mengsel T = mengse! van 50 % oliezuur en 50 %; stearinezuur.

Mengsel I1 = mengsel I, waaruit door middel van de hier gebruikte methode de ‘““onverzeep-
" bare” verontreimigingen zijn verwijderd.

Mengsel III = mengsel van meervoudig onverzadigde vetzuren, bereid uit lijnolie.

52 Meded. Landbouwhageschool, Wageningen 62 (9), 1-134 (1962)



TaseL 19. De scheiding van onverzeepbare stoffen en zure verzepingsprodukten

Onverzeepbaar Zure verzepingsprodukten
o eftl;;sc-t gewicht meq zuur
no. | B10G2 mg %tvant meq o per 100 mg

extract | zuur van —_—
mg mg | otract | 38 | verzeep- extract

baar
1 646,9 20,0 i 0,010 3559 55,0 1,12 0,315 0,173
2 6477 39,6 6,1 0,020 350,8 54,2 1,16 0,331 0,179
3 652,7 38,9 6,0 0,006 349,6 53,6 1,12 0,321 0,172
4 650,2 61,8 9.6 0,008 360,1 55,4 1,19 0,331 0,183
5 6530 | 38.1 58 | 6011 | 3515 | 538 | 1,06 | 0330 | 0178
6 6529 | 35.8 55 | 0012 | 3408 | 522 | 109 | 0320 | 0167
7 | 637 | 419 64 | 0011 | 3526 | 539 | 124 | 0352 | 0190
gemiddelde 9.4 61 0011 ) 3516 | 540 | 1,15 | 032 | 0477
standaardafw. | 4.6 072 | 00017] 225 039 | 0190 00045 0,0029

de zuren en het cholesterol vrijwel volledig werden teruggevonden. Ook sterk
onverzadigde vetzuren, uit lijnolic verkregen (mengsel I1I), werden vrijwel
volledig teruggevonden (proef 5 en 6).

Uit de modelproeven blijkt, dat de uitgewerkte methode zowel voor de on-
verzeepbare stoffen als voor de zure verzepingsprodukten goede uitkomsten
geeft. Het percentage teruggevonden cholesterol bedraagt rond 100 %7, dat voor
de vetzuren ligt tussen 949 en 1009, zowel uit het gewicht als uit de titraties
berekend.

Deze methode is vervolgens toegepast op zeven gelijke hoeveelheden van het
onder a. genoemde extract B10G2, verkregen na voorbehandeling. Ulit tabel 19
blijkt, dat hiermede zeer goed overeenstemmende vitkomsten werden verkregen.
Het gemiddelde gehalte van het extract aan onverzeepbare stoffen bedroeg in
7 proeven 6,1 4+ 0,72%; het percentage zure verzepingsprodukten bedroeg
54,0 & 0,39%;. Het aantal meq zuur in de zure verzepingsprodukten bedroeg
0,329 4 0,0045 per 100 mg of, berekend per 100 mg opgebracht extract, 0,177
4 0,0029.

Het scheiden van de onverzeepbare stoffen van de zure verzepingsprodukten
kan dus op de hier ontwikkelde wijze geschieden met goed reproduceerbare
uitkomsten voor beide soorten stof,

d. De hoeveelheid extract per chromatogram. In het voorafgaande onderzoek
was reeds gebleken, dat het scheidingsfront tussen benzeen en acther nu eens in
de ene dan weer in de andere fractie doorbreekt. Hierdoor werd de vergelijking
tussen verschillende chromatogrammen ernstig bemoeilijkt. Dit kon worden
voorkomen door de hoeveelheid adsorbens te verhogen van 7,0tot 7,5 g.

Ten einde de invioed van de grote variatie in de blanco-waarden zo veel moge-
lijk te verminderen, dient de hoeveelheid op te brengen stof zo groot mogelijk
te zijn. Hiertoe hebben wij een aantal chromatogrammen gemaakt met verze-
pingsprodukten van verschillende hoeveelheden van het grasextract B10Gl ge-
noemd onder a.

Uit de uvitkomsten bleek, dat bij ca. 800 mg extract een verhoging van de hoe-
veelheid eluaat in de tetrafracties optrad. De hiervoor verantwoordelijke stoffen
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zijn geen zuren en zijn waarschijnlijk in zo grote hoeveelheid aanwezig, dat de
adsorptie aan het silicagel niet meer volledig is en zij dus reeds door tetra-
chloorkoolstof worden geélueerd. De maximale hoeveelheid op te brengen stof
bedraagt daarom ongeveer 800 mg. '

§ 2. WERKWUZE TER ISOLERING EN BEPALING VAN DE VETZUREN IN GRAS EN MEST
A. Bijzondere benodigdheden

I
. alkoholische HCIL: 82 ml gec, HCI met 398 ml absolute alkohol,

. een mengsel van 100 g KOH (vast) en 230 ml absolute alkohol.

. alkoholische KOH: Ios 1 g KOH op in 25 mi alkohol 36 %;.

. filtreerpapierpoeder: filtreerpapier (Whatman No. 4), gemalen in een analysemolen met

an s

[

f.

Reagentia

zeefopeningen van 1,25 mm.

. silicagel, bercid volgens Nuxamp (1954): telkens wordt 40 g gel gedurende 18 uur bij 150°C

geactiveerd en vervolgens boven P,O; bewaard. Deze silicagel kan na twee dagen worden
gebruikt.

neutrale alkohol: voeg per 25 ml alkchol 9624 twee druppels thymolblauwoplossing toe en
neutraliseer daarna met 0,1 n loog tot groen.

carborundumkorrels: ca. 2 mm doorsnede.

II. Apparaten en glaswerk

a.
b.
c.

d.

droogstoof, geschikt voor het drogen in een inert gas bij 100°C.,

analysemolen met zeefopeningen van 1,25 mm doorsnede.

vacuumdroogapparaat, waarbij tijdens het gebruik N, kan worden doorgeleid (zie hoofd-
stuk 2, § 3g en fig. 2).

Soxhlet-extracticapparaat, voorzien van een extractiekolf van 1500 ml inhoud met twee
slijpstukken. Eén slijpstuk dient voor de aansluiting van het tussenstuk, dat ruimte biedt
voor de extractiechuls; het andere slijpstuk dient voor het inbrengen van een inleidbuis voor
stikstof, welke vitmondt boven de extractievloeistof. Op dit zelfde slijpstuk kan de hevel
voor het overbrengen van het extract worden geplaatst. Het tussenstuk moet een doorsnede
hebben van tenminste 8 cm en een werkhoogte van tenminste 30 ¢m (fig. 1).

. kleminrichting voor het vasthouden van de rubberstop met toevoerbuis op het filter 6bG2

of 6bG4 tijdens het persen onder druk. Deze kleminrichting is zodanig uitgevoerd, dat de
klem met een eenvoudige handgreep kan worden verwijderd (fig. 5).

; —_— Fi6. 5. Kleminrichting voor chromato-

7}?1 3 grafie onder stikstofdruk.
% il _'—'_"’;gi Verklaring der cijfers:

7 7

54

6L F—>5 3 1. Toevoerleiding voor stikstof onder

- druk

2. Kop van de trekstang (7) met lig-
plaats voor de excenteras (3)

3. Excenteras van de drukrol (4)

4. Drukrol met handel voor het om-
leggen

5. Drukplaat

6

8

9

6

. Rubberstop

. Centreerring voor de filterbuis

. Chromatografische kolom {glasfilter
Jena 6bG2)

10, Steunring, waarvan de afstand tot 2
instelbaar is d.m.v. moeren op de
trekstangen (7). Het apparaat is in
gesloten toestand getekend. Na het
omleggen van 4 kan de as (3) uit

9__1_3_?_1‘.__'.5 2 ]genornen wgrdenl; I:v;ama ((ig)druk-

i . . plaat (5) en de rul stop naar
schaat in om Zijaanzicht bovcn(worden afgenomen.

Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 62 (9), 1-134 (1962)

—

Vooraanzicht



B. Methodiek

I Isolering van de vetachtige stoffen uit gras en mest

a. Tijdens de gehele bewerking wordt er steeds voor gewaakt, dat geen oxy-
datie door de luchtzuurstof kan optreden. Daartoe wordt de lucht zoveel moge-
lijk door stikstof vervangen, uitgezonderd bij de bewerking genoemd onder
BIb, waarbij in verband met de beschikbare apparatuur lichtgas voor dit doel
wordt gebruikt.

b. Voorbereiding van het analysemonster. Het voor de analyse bestemde
monster (vers gras of verse mest) wordt gedroogd bij 100°C onder door- of
overleiding van lichtgas. Het drogen wordt voortgezet totdat het gewicht van de
droogrest constant geworden is. Het droge monster wordt daarna gemalen in
een analyseimolen (Allb).

¢. Ontsluiting van het monster. Van het gedroogde en gemalen monster wordt
60,00 g afgewogen en overgebracht in een rondbodemkolf van 2000 ml. Tevens
wordt 2 maal 3 g afgewogen en gedroogd bij 100°~105°C tot constant gewicht,
ter bepaling van het droge-stofgehalte. Het monster in de rondbodemkolf
wordt bevochtigd met 120 ml absolute alkohol, waarna onder voortdurend
roeren 480 ml alkoholische HCl-oplossing (Ala) wordt toegevoegd. Het mengsel
wordt 3 uur aan een opstijgende koeler gekookt en vervolgens gedurende 14 vur
bij kamertemperatuur gekoeld. Nu wordt onder heftig roeren het KOH-alkohol-
mengsel (ATb) in de aangegeven hoeveelheid toegevoegd ; de laatste resten KOH
worden met 20 m! absolute alkohol overgespoeld, waarna weer 3 uur aan een
opstijgende koeler wordt gekookt. Het reactiemengsel wordt snel afgekoeld en
onder voortdurende koeling geneutraliseerd met gec. HCI tot zure reactie op
congopapier, waarvoor £ 120 mi gec. HC] nodig is. Hierna wordt de alkohol
op het kokende waterbad zo goed mogelijk afgedestilleerd. De reactiemassa
wordt uit de kolf kwantitatief overgebracht in een porseleinen schaal en in het
vacuumapparaat gedroogd (34 cm Hg, 75°C, N,). Nadat het gewicht van de
schaal met reactiemassa constant is geworden, wordt de massa in een mortier
gepoederd.

d. Extractie van de vetachtige sioffen. De gedroogde en gepoederde massa
wordt overgebracht in een extractichuls en in het Soxhlet-apparaat (Alld) ge-
extraheerd met peroxydvrije aether. De extractie wordt voorigezet totdat de
overhevelende aether kleurloos is. De actherische oplossing wordt ingedampt
tot 4+ 70 ml en gedurende de nacht gedroogd met watervrij Na,SO,. Vervolgens
wordt de oplossing overgeheveld op een glasfilter 6bG2 waarop tevoren een
laagje Na,SO, ' 0 aq (1 cm) is gebracht. De oplossing wordt met stikstof door
het filter geperst in een maatkolfje van 110 ml. Extractickolf, hevel en filter
worden gewassen met 20 ml-porties warme aether, totdat de wasvloeistof kleur-
loos blijfi. Indien nodig wordt de inhoud van het maatkolfje, onder toevoeging
van 2 carborundumkorrels, ingedampt tot 50 ml om de porties wasvloeistof ook
nog in het kolfje te kunnen brengen. De inhoud van het maatkolfje wordt aange-
vuld tot 110 ml. Van de verkregen oplossing der vetachtige stoffen wordt 4 maal
25 ml gepipetteerd in te voren gewogen platbodemkolfjes van 100 ml. De aether
wordt op het waterbad (40°C) afgedestilleerd, waarna de extracten gedurende
3 uur in vacuo (34 cm Hg, 75°C, N,) worden gedroogd. Na afkoelen aan de
lucht gedurende 15 min. kunnen de kolfjes worden gewogen.
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Il. Isolering van de vetzuren uit de geéxiraheerde vetachtige stoffen en bepaling
van het joodadditiegetal en van het equivalentgewicht.

a. De volgens Bl verkregen extracten worden achtereenvolgens aan de vol-
gende bewerkingen onderworpen.

b. Voorigezette verzeping van het extract. Aan de inhoud van ieder der vier
kolfjes met extract (zie BId) wordt 25 mt alkoholische loog (Alc) toegevoegd.
Na omschudden wordt gedurende 3 uur aan een opstijgende koeler op het ko-
kende waterbad verzeept, waarna de alkohol wordt afgedestilleerd. Het nog
warme, vloeibare residu wordt door omzwenken in een dunne laag langs de
wand van het kolfje verspreid teneinde het droogproces te bespoedigen en
spatten te voorkomen. Vervolgens wordt gedurende 43 uur in het vacuum-
droogapparaat gedroogd (3—4 cm Hg, 75°C, N,). Tenslotte laat men de kolfjes
in vacuo onder N, afkoelen.

¢. Scheiding van het verzeepte extract in onverzeepbare stoffen en zure ver-
zepingsprodukten. Ongeveer 1 g filtreerpapierpoeder {Ald) wordt met 100 mi
gedestilleerd water opgeschud en vervolgens met behulp van een waterstraal-
luchtpomp vastgezogen op het filterplaatje van een glasfilter 6bG2. Het laagje
papier wordt stevig aangestampt, waarna het water met aceton wordt verwij-
derd en het papierlaagje door het doorzuigen van lucht verder wordt gedroogd.
Op dit laagje papier wordt 2 g papierpoeder los in het filter gebracht. De ver-
zeepte en gedroogde massa (BIIb) wordt met behulp van een spatel, papier-
poeder en een weinig petroleumaether, kwantitatief op het papierpoeder op het
filter gebracht. Hierna wordt 4 maal geélueerd met 80 ml petroleumaether,
waarbij het kolfje, waarin de verzeping heeft plaatsgevonden, telkens wordt
uitgewassen met de elutievloeistof. Het eluaat wordt opgevangen in een plat-
bodemkolfje van 100 ml, dat tezamen met 8 carborundumkorrels is gewogen.
Tijdens de elutie worden het papierpoeder en de verzeepte massa goed door de
elutievloeistof geroerd, waarbij men er zorg voor dient te dragen, dat het vast-
gestampte papierlaagje niet wordt losgemaakt. Indien nodig wordt de petro-
leumaether met stikstof door het filter geperst {(met gebruik van de kleminrich-
ting Alle), na gedurende ongeveer 20 min. in aanraking geweest te zijn met de
verzeepte massa. Na iedere elutie worden telkens 2 van de medegewogen car-
borundumkorrels toegevoegd en wordt de petroleumaether afgedestilleerd.
Tenslotte wordt het kolfje met het aldus verkregen onverzeepbare materiazal in
vacuo gedroogd (34 c¢cm Hg, 75°C, N,) en na 15 min. afkoelen aan de lucht
gewogen. Bij het doorpersen van de elutievioeistof tijdens de vierde elutie wordt
niet alle petroleumaether uit het filter geperst, maar wordt er voor gezorgd, dat
de porieén van het filterplaatje en het vastgezogen papierlaagje met de elutie-
vloeistof gevuld blijven. Dit dient om te voorkomen, dat het zwavelzuur, tijdens
het nu volgende aanzuren, in deze porieén dringt en daarna in het eluaat
geraakt.

Het kolfje, waarin de verzeping heeft plaatsgevonden, wordt nu bevochtigd
met 2 ml H,50, 40%, waarna de inhoud wordt overgebracht op het mengsel
van papierpoeder en verzeepte massa. Hieraan wordt dan nog 4 ml van dit zuur
toegevoegd, hetwelk met een spatel intensief met het papierpoeder wordt ge-
mengd. Als alles goed dooreen gewerkt is, wordt het vastgestampte laagje
papierpoeder losgemaakt en door het mengsel gewerkt. Daarna wordt 15 g
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watervrij Na,SO, toegevoegd en nogmaals.goed gemengd. Nu wordt 6 maal ge-
elueerd, telkens met 80 ml petroleumaether, op dezelfde wijze als hiervoor be-
schreven voor de winning van het onverzeepbare materiaal. Het aldus verkregen
eluaat met de zure verzepingsprodukten wordt na de laatste elutie ingedampt
tot 15 ml en deze oplossing wordt gebruikt voor de chromatografische scheiding.

d. Chromatografie van de zure verzepingsprodukiten. Voor het vervaardigen
van de adsorptiekolom wordt 7,5 g silicagel {Ale) in een filter 6bG4 (hoogte
30 cm) gebracht, met behulp van een waterstraalluchtpomp aangezogen en met
een stamper vastgestampt. Het silicagel wordt bedekt met een laagje (2 mm)
geprecipiteerd BaSQ, om te voorkomen dat het silicagel opwervelt bij het op-
brengen van de elutievloeistoffen. Nu wordt petroleumaether doorgezogen tot-
dat alle lucht uit het silicagel is verwijderd. Dit gaat eenvoudig door telkens
75 ml petroleumaether op te brengen en door te zuigen. Juist voordat de menis-
cus de bovenzijde van het BaSQO, bereikt, wordt het vacuum voorzichtig en
langzaam opgeheven. Nadat dit 2-4 maal is gedaan, is de lucht verwijderd, het-
geen blijkt vit het volledig doorschijnend worden van het adsorbens. Wanneer
het silicagel op de juiste wijze is bereid en de gewenste activiteit bezit, wordt een
adsorptiekolom verkregen van 58-62 mm hoogte.

De volgens Bllc verkregen oplossing van de zure verzepingsprodukten in
petroleumaether wordt uit het kolfje overgeheveld op de adsorptiekolom, waar-
na kolfje en hevel 3 maal worden gewassen met 5 ml warme petroleumacther.
De oplossing wordt met stikstofdruk van 30-50 cm Hg in het adsorbens geperst.
De stikstofdruk wordt zodanig geregeld, dat de elutiesnelheid 25 ml per 12-18
min. bedraagt. De druk wordt nu, en telkens ook later bij de volgende porties
elutievloeistof, verbroken op het ogenblik, dat de meniscus de bovenzijde van
het BaSO, bereikt. Er dient namelijk voor te worden gewaakt, dat geen stikstof
in de adsorptickolom dringt, daar hierdoor de adsorptie ernstig wordt ver-
stoord. Achtereenvolgens wordt nu geélueerd met de volgende elutievlocistoffen:
2 maal 25 m] tetrachloorkoolstof, 12 maal 25 ml benzeen, 5 maal 25 ml aethyl-
aether en 4 maal 25 ml absolute alkohol, waarbij de laatste elutie wordt voort-
gezet totdat geen vloeistof meer uit het filter treedt. Deze laatste fractie is groter
dan 25 ml, omdat hierbij ook de vloeistof in het adsorbens door de stikstof wordt
weggedrukt. Alle fracties van 23 ml worden opgevangen in platbodemkolfjes
van 50 ml, die tezamen met 2 carborundumkorrels zijn gewogen. Bij het over-
gaan van het ene eluens op het andere komt het scheidingsfront tussen de beide
vioeistoffent na elutie van ongeveer 35 ml uit het filter, dus in de tweede fractie
na de overgang. Als eerste fractie van een eluens wordt nu beschouwd de fractie,
waarin het mengsel van dit eluens met het voorafgaande wordt opgevangen.
Aldus verkrijgt men de volgende fracties eluaat: 2 maal petroleumaether (PAe),
2 maal tetrachloorkoolstof (T), 12 maal benzeen (Be), 5 maal acther (Ae) en
3 maal absolute alkohol (Al), tezamen dus 24 fracties.

Het eluens wordt uit de opvangkolfjes verwijderd door destillatie op het
waterbad onder stikstofdoorleiding, waarna de kolfjes in vacuo worden ge-
droogd (3-4 cm Hg, 75°C, N,). Na afkoeling aan de lucht gedurende 15 min.
worden de residus gewogen. Zoals gezegd werden van elk monster vier gelijke
delen extract in bewerking genomen (Blla), zodat ook vier chromatografische
scheidingen van de zure verzepingsprodukten worden uitgevoerd. Op elk van de
24 residus van de eerste en derde chromatografische scheiding wordt vervolgens
een bepaling van het joodadditiegetal vitgevoerd. Daarnaast wordt het equiva-
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lentgewicht bepaald in de residus van de tweede en vierde chromatografische
scheiding.

e. Bepaling van het joodadditiegetal volgens Wirs (NORMBLAD N 1046-50, ge-
wijzigd). De kolfjes worden bedeeld met 3 ml tetrachloorkoolstof, waarna de
residus door verwarming tot koken worden opgelost. In een groep van 8 kolijes
en 2 kolfjes voor de blancobepaling wordt nu 5,0 ml Wos-oplossing gepipetteerd
(uitgezonderd bij de eerste actherfractie, waaraan 10 ml wordi toegevoegd).
Zoals in het voorafgaande hoofdstuk beschreven is, worden de kolfjes zonder
afsluiting in het donker geplaatst en na 2 uur getitreerd. Hiervoor worden 4ml
KJ-oplossing en 14 ml gedestilleerd water toegevoegd en vervolgens wordt met
0.1 n thiosulfaat getitreerd tot bijna kleurloos, waarna 5 ml stijfseloplossing
wordt toegevoegd. Nu wordt onder heftig schudden, waarbij het kolfje met een
kurk wordt gesloten, getitreerd tot kleurloos.

f. Bepaling van het equivalenigewicht. De kolfjes worden bedeeld met 10 ml
neutrale alkohol (AIf). De residus worden door verwarming tot koken opgelost
en warm getitreerd met 0,1 n loog. Bij de sterk gekleurde residus (eerste en
tweede aetherfractie en eerste alkoholfractie} verdient het aanbeveling nog 2-3
druppels thymolblauwoplossing extra toe te vocgen,

§ 3. TOEPASSING VAN DE UITGEWERKTE ANALYSEMETHODE
BIJ EEN VERTERINGSPROEF MET VERS GRAS

a. Proefopzet. Voor deze proef werden drie koeien van het laboratorium op
stal gezet en gedurende 17 dagen gevoederd met vers gras. Het proeftijdvak was
verdeeld in een voorperiode van 7 dagen en een hoofdperiode van 10 dagen.
De proef werd op dezelfde wijze uitgevoerd als de voorgaande (hoofdstuk IT).
De uitvoering van de proef en de uitkomsten der analyses worden uitvoerig be-
schreven door VAN Es (1961) onder proefnummer R8.

b. De proefdieren. Hiervoor werden drie droogstaande dieren gekozen, aan-
gezien de voeding van melkgevende dieren aan de voortdurende daling van de
melkgift dient te worden aangepast, hetgeen de interpretatie der uitkomsten
bemoeilijkt. In tabel 20 zijn enkecle gegevens van de proefdieren verzameld,

¢. De bemonstering van het gras en de mest. De verse monsters werden op

dezelfde wijze verkregen als bij de voorgaande proef is beschreven. In afwijking
van de voorgaande proef werden deze monsters echter in verse toestand bij lage

TageL 20. Enkele gegevens omtrent de proefdieren

Kalfdatum Gewich Zetmeelwaarde
ewicht ————
Koe ngoorte- berekende
atum laatste eerstvolgende kg behoefte
kg
Roosje 8-1-"54 15- 9-°56 9-12-°57 504,6 2,65
Lamkje 9-5-54 6-10-"56 5-11-"57 4942 2,6
Klaske voorj. *52 15- 3257 (niet drachtig) 536,0 2,8
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temperatuur bewaard. Daarvoor werd ieder etmaal een aliquoot deel van het
voedsel (in duplo, monsters A en B) en eveneens van de geproduceerde mest in
grote stopflessen gebracht, waarin aldus monsters van de gehele hoofdperiode
werden verzameld. De grasmonsters werden steeds bij —25°C bewaard. De mest-
monsters werden onder toevoeging van een weinig formol, bij 4+ 23 5°Cbewaard.
De voederresten en de daarin aanwezige kluiten klei werden eveneens in stop-
flessen verzameld en na afloop van de proef geanalyseerd.

d. De analyse van gras en mest. Van de verkregen monsters gras en mest werden be-
paald de gehalten aan droge stof (ds), ruw eiwit (re) volgens KJELDAHL, ruw vet (rv) volgens de
methode van het Rijkslandbouwproefstation te Maastricht, ruwe celstof (r¢) volgens de
Weender methode, minerale bestanddelen (mb) door verassing, werkelijk eiwit (we) door neer-
slaan met Cu(QOH)., koolstof (C) door bepaling van het CO; na verbranding en het aantal
keal, dat vrijkomt per 100 g ds bij verbranding in de bom van BERTHELOT, Ten slotte werden
de stikstofvrije cxtractstoffen of “overige koolhydraten™ (ok) berekend met behulp van de
formule; 100 - (re -+ rv + rc + mb) = ok.

In verband met de toevoeging van formol bij de bewaring van de mestmonsters moet op de
verkregen cijfers bij de mest nog een correctie worden toegepast. Hierbij werd aangenomen dat
het formaldehyde niet vervluchtigde en bij de bepalingen in zijn geheel als “overige koolhy-
draten” werd teruggevonden,

De gecorrigeerde analysecijfers zijn gebruikt voor de berekening van de verteringscoéffi-
ciénten van de componenten van het voeder, die met de hiervoor gencemde analysemethode
werd)en bepaald. Tabel 21 geeft een overzicht van de uitkomsten dezer berekeningen (Van Es,
1961).

TaBeL 21. Verteringsproef met drie koeien (hoofdperiode 16/9-27/9 *57)

Verteringscoéfficiénten van de hoofdbestanddelen van het gras

Koe | ds [ re | v N re | ok | mb i we C | keal
Roosje 722 | 76,3 | 493 | 797 | 804 | 34,3 | 72,3 | 751 | 74,0
Lamkje 73,5 782 | 50,5 1 80,7 | 80,2 ) 392 1 742 | 16,0 | 750
Klaske 72,1 { 704 | 50,6 | 799 | 833 ] 32,2 | 71,6 | 750 | 73,9

e. Analyse der vetachtige stoffen. Van elk der drie monsters mest en van de
grasmonsters A en B is vervolgens een aantal submonsters bij 100°C in lichtgas
gedroogd en voor de analyse der vetachtige stoffen gebruikt. De bewerking van
de gedroogde monsters geschiedde geheel op de hiervoor in § 2 beschreven wijze.
De uitkomsten van de analyses zijn verwerki in tabel 22, waarbij voor de bere-
kening van de gewichtspercentages geen rekening is gehouden met de hoeveel-
heden eluaat, die bij een blanco-elutic werden gevonden. De hoeveetheid
“blanco-eluaat” bedroeg per volledig chromatogram maximaal 9 mg tegenover
een totale hoeveelheid eluaat van gemiddeld ruim 500 mg. Een reden te meer
om de hoeveelheid blanco-eluaat te verwaarlozen was het feit, dat deze hoeveel-
heid per elutiemiddel sterk varieerde, namelijk van ongeveer -3 tot 46 mg.

Bij de bepaling van het aantal meq zuur werd per fractie van 25 m] als blanco
0,03 ml 0,1 n loog afgetrokken, wanneer de totale titratic meer dan 0,03 ml be-
droeg; de uitkomsten 0,00, 0,01, 0,02 en 0,03 ml werden als nul beschouwd.
Voor de bepaling van het aantal meq dubbele bindingen (= aantal meq H,
nodig voor de volledige hydrogenering van de onverzadigde bindingen) was
geen blanco-correctie nodig.

De blokdiagrammen (fig. 6, 7, 8 en 9) geven het gemiddelde verloop van de
chromatografie der extracten voor elk der in tabel 30 opgenomen monsters,
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§ 4. BESPREKING DER UITKOMSTEN VAN DE VERTERINGSPROEF

L. Verteringscoéfficiénten van de belangrijkste groepen van nutriénten

Ten opzichte van de uitkomsten van het onderzoek naar de gewoonlijk bij
een verteringsproef bepaalde hoofdgroepen van nutriénten kan worden opge-
merkt, dat deze vrij goed overcensteminen met de waarden die men gemeenlijk
vindt. Het gehalte aan ds in het gras lag aan de lage kant, hetgeen zijn oorzaak
vond in het natte weer ten tijde van de proef. Het gehalte aan mb was door dezelfde
oorzaak aan de hoge kant, omdat zeer veel klei aan het vochtige gras bleef
hangen.

De overeenstemming tussen de verteringscoéfficiénten voor de onderscheiden
bestanddelen van het voeder bij de drie koeien is zeer goed (tabel 21). Uit de
uitkomsten van dit deel van het onderzoek mag de conclusie worden getrokken,
dat de verteringsproef op redelijke wijze is verlopen en dat mag worden ver-
wacht dat ook de vertering van de vetachtige stoffen op normale wijze verlopen
zal zijn. '

II. Vetachtige stoffen

Allereerst dient er op te worden gewezen, dat de overeenstemming der uit-
komsten, zowel die tussen de vier chromatogrammen van één extract als die
tussen de gemiddelden van duplo-extracties (tabel 22), niet zo goed is als de
voorafgaande proeven hadden doen verwachten. De spreiding in de uitkomsten
der benzeen- en aether-eluaten bedraagt 10-209%,. Voor de alkohol-eluaten is de
spreiding veel groter, waarvoor echter in de eerste plaats de geringe hoeveelhe-
den residu, die hierbij in het spel zijn, verantwoordelijk moeten worden gesteld.
Ondanks deze niet geheel bevredigende overeenstemming zijn de uitkomsten
voor de benzeen- en aether-eluaten toch wel van dien aard, dat wij gemeend
hebben hieruit enkele gevolgtrekkingen te mogen maken.

In tabel 22 werden geen uitkomsten voor-de petroleum- en tetra-eluaten opge-
nomen, omdat deze nooit meer stof bevatten dan in de overeenkomstige eluaten
van blancochromatogrammen werd aangetroffen. Deze uitkomsten zijn wel ver-
werkt in de figuren 6 t/fm 9, doch zij zullen verder niet worden besproken.

Een en ander willen wij doen aan de hand van tabel 23. Hierin zijn op de
regels | t/m 4 de gemiddelde vitkomsten der analyses verzameld. Op de regels
5, 6 en 7 zijn de cijfers vermeld, die zijn verkregen door de uitkomsten voor de
mest te betrekken op 100 g ds van het opgenomen gras, door vermenigvuldiging
met de factor

100 - verteringscoéfficiént ds gras
100

Door de aldus verkregen waarden af te trckken van de overcenkomstige
waarden voor [00 g ds gras konden wij berekenen welke hoeveelheden per
100 g ds gras werden “verteerd” (regels 8, 9, 10 en 11).

Uit de bovenstaande gegevens werden het J-getal en het equivalentgewicht
van de “verteerde” zuren berekend. De uitkomsten en de gemiddelden over de
drie koeien zijn eveneens weergegeven in de regels 8, 9, 10 en 11 van tabel 23.
Ten slotte zijn nog de schijnbare verteringscoéfficiénten voor de drie koeien en
de gemiddelden daarvan in deze tabel opgenomen (regels 12, 13, 14 en 15).
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FIG. 6.

Overzicht van het gemiddelde verloop der chromatografie van de zure verzepingspro-
dukten van het aetherische grasextract. )

Verklaring der figuur: van links naar rechts de verkregen uitkomsten, resp. uitgaande
van de grasextracten BI5G, B17G en B21G.

Yan beneden naar boven: de hoeveelheid eluaat per fractie uitgedrukt in °/,, van de
droge stof van het betrokken grasmonster; het J-getal van het eluaat per fractie; het
aantal meq zuur per fractie, omgerekend per 100 g droge stof van het betrokken
monster.

Abscis van elk diagram: achtereenvolgende fracties van 25 ml der onderscheiden
eluentia, namelijk P = petroleumacther, T = tetrachloorkoolstof, Be = benzeen,
Ae = aether en Al = absolute alkohol.
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FiG. 7. Qverzicht van het gemiddelde verloop der chromatografic van de zure verzepings-

64

produkten van het aetherische extract van de mest van koe Lamkje.

Verklaring van de figuur: van links naar rechts de verkregen uitkomsten, resp. uit-
gaande van de mestextracten B13M, B18M en B22M,

Zie verder verklaring bij fig. 6.
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FiG. 8. Overzicht van het gemiddelde verloop van de chromatografie van de zure verzepings-
produkten van het aetherische extract van de mest van koe Roosje.
Verklaring van de figuur: van links naar rechts de verkregen uitkomsten, resp. uit-
gaande van de mestextracten B19M en B20M.
Zie verder verklaring bij fig. 6.

a. De benzeen-eluaten. Allereerst richten wij onze aandacht op de vitkomsten
voor de met benzeen elueerbare stoffen. Het blijkt, dat het gemiddelde equiva-
lentgewicht der zuren uit het gras 330 bedraagt, dat van die uit de mest 438, ter-
wijl het berekende equivalentgewicht voor de “verteerde’ vetzuren 296 be-
draagt. Ter oriéntering geven wij het equivalentgewicht van linolzuur C,;H,,0,,
dat 280 bedraagt. Nu is het een algemeen bekend feit dat het gemiddelde equi-
valentgewicht van de vetzuren uit echte vetten, zowel van dierlijke als van plant-
aardige herkomst, altijd omstreeks 280 bedraagt. Dit stemt dus goed overeen
met het gemiddelde equivalentgewicht der “verteerde” zuren. Yoor de herkomst
van de zuren met de hogere equivalentgewichten dient men te denken aan de
vetzuren, die afkomstig zijn van de wasachtige stoffen welke een deel van de
cuticula der grassen vormen., Hierin worden inderdaad vetzuren aangetroffen
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BIUM —500_  Meq.zuur per BI6M _
Mest Klaske -350_ i00g droge stof, Maest Klaske _|

- 75 _ Yoo van de _
droge stof. -

FiG. 9. Qverzicht van het gemiddelde verloop der chromatografie van de zure verzepingspro-
dukten van het aetherische extract van de mest van koe Klaske.
Verklaring van de figuur: van links naar rechts de verkregen uitkomsten, resp. uit-
gaande van de mestextracten B14M en B16M.
Zie verder verklaring bij fig. 6.

met lange koolstofketens. Het gemiddelde equivalentgewicht van de onverteerde
zuren komt overeen met een zuur van ongeveer de samenstelling C,.H;,COOH
(438). Dit geeft ons dus een indirekte aanwijzing dat de wasachtige stoffen van
het gras niet door het organisme worden geresorbeerd. Deze aanwijzing wordt
nog versterkt door het feit, dat van de onverzeepbare stoffen vrijwel niets wordt
verteerd. Deze groep stoffen zal toch voor een groot deel bestaan nit de was-
alkoholen en de paraffinen, welke tezamen met de vetzuren deelnemen aan de
opbouw van de wasachtige stof.

Uit de analysecijfers betreffende het joodadditievermogen blijkt, dat de on-
verzadigde verbindingen, voorzover deze door benzeen worden geélueerd,
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vrijwel volledig worden “vertecrd”. Het J-getal dezer zuren uit het gras bedraagt
namelijk gemiddeld 105, dat voor de overeenkomstige stoffen uit de mest 16.
Het J-getal van de “verteerde™ zuren bedraagt gemiddeld 146. Ter vergelijking
dienen de J-getallen voor oliezuur, linolzuur en linoleenzuur, resp. 90, 181 en
274. Uit de diagrammen (fig. 6 tot en met 9) blijkt, dat in het gras met benzeen
elueerbare zuren worden aangetroffen met J-getallen boven 200, terwijl in de
mest op enkele vitzonderingen na (bij zeer geringe hoeveelheden stof per fractie)
geen J-getallen boven 50 werden gevonden.

Uit hetgeen hiervoor gezegd is over het J-getal en het equivalentgewicht van
de zuren uit gras en mest volgt, dat de met benzeen elueerbare zuren uit het
gras voor een groot deel bestaan uit vetzuren met ongeveer 18 C-atomen en
meerdere dubbele bindingen per molecuul, welke zuren preferent worden
“verteerd”. De verteringscoéfficiénten wijzen dit uvit; deze bedragen voor het
gewicht van de met benzeen elueerbare stof gemiddeld 68, voor de meq zuur 76
en voor de meq dubbele bindingen (= milligramatomen H nodig voor verza-
diging der dubbele bindingen) 95.

b. De aether-eluaten. Ten aanzien van de met aether elueerbare zuren zijn de
uitkomsten veel minder duidelijk, in de eerste plaats doordat wij er niet in ge-
slaagd zijn vit te maken welke soort zuren in dit eluaat worden aangetroffen.
Zoals reeds in hoofdstuk 2 is beschreven, wordt van oliezuur en linolzuur
(natuurlijke produkten) en van de gemengde vetzuren uit lijnolie een groot deel
door benzeen geélueerd, waarna echter door aether ook nog een belangrijke
hoeveetheid zuren wordt geélueerd. Qok is daarbij aangetoond, dat er geen
sprake is van oververzadiging van het adsorbens of van omzettingen gedurende
de bewerkingen.

Bij het beschouwen van de uitkomsten valt het op, dat bij deze groep stoffen
dezelfde tendenzen zijn te vinden als bij die in de benzeen-eluaten, doch dat deze
tendenzen minder sterk zijn, Zo is het equivalentgewicht der zuren vit het gras
321 en dat voor de overeenkomstige zuren uit de mest gemiddeld 389. Voor het
equivalentgewicht der “verteerde” zuren berekenden wij 290. Dit is ongeveer
gelijk aan het equivalentgewicht dat wij vonden voor de met benzeen elueerbare
zuren, die werden ‘‘verteerd”. Qok de voorkeur voor het “verteren” van de
zuren met lagere equivalentgewichten is ongeveer dezelfde. De verteringscoéf-
ficiént voor het gewicht der “verteerde” stof bedraagt 62, voor de meq zuur 69,
tegen resp. 68 en 76 voor de benzeen-eluaten.

De voorkeur voor het opnemen van onverzadigde verbindingen blijkt echter
veel minder sterk te zijn. Het J-getal der zuren uit het gras bedraagt 103, dat der
zuren nit de mest 67. Het berekende J-getal der ““verteerde” zuren bedraagt 125.
De verteringscoéfficiént voor de meq dubbele bindingen is 75 tegen 95 bij de
benzeen-cluaten. Bij de chromatografie bleek ook, dat bij het grasextract in
deze fracties geen hogere J-getallen dan 120 werden aangetroffen, terwijl daar-
tegenover bij de overeenkomstige fracties uit de mest geen extreem lage J-getal-
len werden gevonden, in tegenstelling met hetgeen wij bij de benzeen-eluaten
hebben gezien. Het is dan ook niet waarschijnlijk, dat de met aether elueerbare
onverzadigde zuren uit het gras en de mest grote hoeveelheden linolzuur of
linoleenzuur bevatten, aangezien men zich niet voor kan stellen waarom deze
dan niet eveneens preferent worden opgenomen. Wij hellen over tot de mening,
dat deze zuren zich in hun sterische configuratie en/of de vorm van hun kool-
stofskelet duidelijk onderscheiden van linolzuur en linoleenzuur,
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¢. De absolute alkohol-eluaten. De uitkomsten voor de met absolute alkohol
elueerbare zuren zijn, doordat zij betrekking hebben op zeer geringe hoeveel-
heden stof weinig betrouwbaar. Wij willen dan ook slechts wijzen op het feit,
dat uit de cijfers geen voorkeur voor het opnemen van onverzadigde zuren valt
op te maken. Verdere conclusies zouden wij aan deze cijfers niet willen verbin-
den.

Ten slotte willen wij nog opmerken dat, ondanks de grote spreiding in de uit-
komsten der afzonderlijke analyses, de overeenstemming in de verteringscoéffi-
ciénten voor de onderscheiden componenten en radicalen nog zeer redelijk is te
noemen. Wij achten het daarom gerechtvaardigd nog enkele beschouwingen
aangaande het belang van de zuren uit het gras voor de voeding van het rundvee
en in het bijzonder voor de eigenschappen van het melkvet te geven.

§ 5. BESCHOUWINGEN NAAR AANLEIDING VAN DE UITKOMSTEN
VAN DE VERTERINGSPROEF

Wij zullen bij deze beschouwingen uitgaan van de formule voor de berekening
van de voederbehoefte van runderen, zoals deze is opgesteld door FREDERIKSEN
(1931). Deze formule luidt:

Z=3p +1+M+ﬂ244V, M

hierin is Z de behoefte aan zetmeelwaarde in kg per dag voor een koe met ge-
wicht G kg en een produktie van M kg melk per dag met V' 9 vet. Wij willen nu
nagaan wat de invloed kan zijn van de geresorbeerde zuren op het joodadditie-
getal van het melkvet. Hiertoe dient de formule van FREDERIKSEN te worden
omgewerkt. Nu is:
K K

IOMVofMVf ofM VA 2)
waarin K = vetproduktie in grammen per dag, Bl_} invoering van (2) in (1) gaat
deze vergelijking over in:

G K K
Z=300 "1 Topt 25" )
Voorts is:
100
D= ZT 4)

waarin D = behoefte aan droge stof in kg per dag van een voeder met zetmeel-
waarde S kg per 100 kg ds.

Deze hoeveelheid droge stof bevat cen aantal meq onverzadigde bindingen in
de vorm van onverzadigde vetzuren, waarvan egen deel zal worden geresorbeerd.
Uitgaande van de hypothese van BROUWER (1932a), dat de hoeveelheid dezer
geresorbeerde zuren sterk gecorreleerd is met het J-getal van het melkvet, ver-
onderstellen wij dat niet deze zuren zelve, doch wel de daarin aanwezige dubbele
bindingen, onafhankelijk van G, ¥, M en K, vrijwel volledig in het melkvet
worden verwerkt. Met andere woorden: er bestaat in het metabolisme een
onafhankelijk mechanisme, dat de onverzadigde bindingen voor de melkvet-
synthese reserveert. Hiervoor zijn bij onze huidige kennis van het verloop van
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de melkvetsynthese geen bewijzen aan te voeren. Wel zijn er enkele aanwijzingen
te vinden om aan te tonen, dat wij geen ernstige fout maken bij deze veronder-
stelling.

In de eerste plaats de sterke voorkeur voor de ““vertering” van onverzadigde
zuren (95 %, van de met benzeen en 759, van de met acther elueerbare onverza-
digde zuren}, zoals it ons onderzoek blijkt. Nu wijst echter een onderzoek van
SHORLAND e.a. {1957) er op, dat onverzadigde vetzuren in de pens voor een deel
(partieel) gehydreerd zouden worden. Bij incubatie van 5 g vetzuur met 700 ml
pensinhoud gedurende 48 uur werd bij oliezuur ca. 70%; en bij linolzuur ca.65%;
van de onverzadigde bindingen in de vetzuren teruggevonden. Voor linoleen-
zuur waren de uitkomsten niet betrouwbaar, maar werd tenminste 359, der
dubbele bindingen in de vetzuren teruggevonden. De betekenis van deze proe-
ven is echter twijfelachtig, daar ten eerste in vivo een groot deel van het voeder
de pens reeds heeft verlaten na 48 uur. Ten tweede is een dosis van 5 g vetzuur
per 700 ml pensinhoud zeer hoog en ten derde bestaat in vivo nog de mogelijk-
heid, dat de onverzadigde vetzuren door de penswand worden opgenomen.
Ten vierde volgt uit enkele voederproeven van BROUWER e.a. (1937), dat ten-
minste 90 %, der dubbele bindingen in de vetzuren uit het voeder in het melkvet
wordt teruggevonden, hetgeen tezamen met het feit, dat het rund niet in staat is
zelf onverzadigde vetzuren te synthetiseren (Popiak, 1952), aantoont dat de
hydrogenering van de onverzadigde vetzuren in de pens nict van veel betekenis
kan zijn.

In de tweede plaats is belangrijk, dat de samenstelling van de lichaamsvetten
slechts in geringe mate afhangt van de samenstelling van de voedervetten, in het
bijzonder voor wat betreft de onverzadigde vetzuren (DAHL, 1957).

In de derde plaats wijst de sterke stijging van de onverzadigdheid van het
melkvet bij hongerende dieren (voeding onder de norm) eveneens in dezelfde
richting. Onder deze omstandigheden zal het organisme immers zoveel mogelijk
voeder- en lichaamsvetten mobiliseren en voor de instandhouding van de levens-
processen afbreken. Indien er echter een onafhankelijk mechanisme voor de
melkvetsynthese bestaat, zal dit voortgaan met de reservering der onverzadigde
vetzuren. De verzadigde vetzuren daarentegen zullen in verhoogde mate worden
verbrand en dus niet voor de synthese beschikbaar zijn. Hierdoor zullen in het
melkvet verhoudingsgewijs meer onverzadigde vetzuren worden ingebouwd dan
onder normale omstandigheden. Hieruit volgt, dat het J-getal van het melkvet
sterker zal stijgen dan overeenkomt met de theoretische stijging ten gevolge van
de aanvankelijk geringe daling van de vetproduktie,

Op grond van de voorgaande beschouwing is het mogelijk het aantal meq
dubbele bindingen, dat in het melkvet wordt verwerkt als volgt uit te drukken:

100

U= 10/ED = 10/EZ ~¢ . 5

Hierin is

U = aantal meq dubbele bindingen, dat per dag in het melkvet wordt ver-
werkt;

f = de constante fractie, die van de geresorbeerde dubbele bindingen in het
melkvet wordt verwerkt;

E = aantal meq dubbele bindingen, dat per 100 g ds van het voeder wordt ge-
1esorbeerd.
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Ten slotte nemen wij nog aan, dat deze zuren de enige bron zijn waaruit het
rund onverzadigde vetzuren voor het melkvet kan bereiden. Door Popiak (1952)
is namelijk bij de geit aangetoond, dat de synthese van oliezuur uit radioactief
gemerkt acetaat vrijwel nihil is. Wellicht is de geringe hoeveelheid radioactivi-
teit, welke in het oliezuur werd aangetroffen, slechts veroorzaakt door een
parti€ele synthese, namelijk verlenging van een onverzadigd vetzuur met een of
meer C,H,-groepen of door overdracht van dubbele bindingen aan radioactief
gemerkte verzadigde vetzuren. Alles samengenomen mogen wij aannemen dat
de invloed van de eigen synthese onbelangrijk is. Ook andere bronnen van on-
verzadigde vetzuren zijn (afgezien van het lichaamsvet bij ondervoeding) niet
bekend. Wij kunnen nu het J-getal (/) van het melkvet berekenen:

U 100

Jﬂmx1269><7 6

Invoering van (5) in (6} geeft:
100 126,9 100
s 1000 C K @)

waarna invoering van (3) in (7) en herleiding ons tenslotte de volgende formule
geeft:

= 10fEZ ~—-

fE G + 300
J= 3(423—"1(

Nogmaals zij er op gewezen, dat deze formule slechts geldt wanneer voldaan
is aan alle hiervdor genoemde hypothesen en het dier voorts precies opneemt
wat het nodig heeft voor lichaamsonderhoud en melkproduktie. Zodra het dier
voedsel op gaat nemen voor de eigen groei of voor de ontwikkeling van het
foetus wordt aan de formule van FREDERIKSEN nog een extra term toegevoegd,
welke geheel onafhankelijk is van G, ¥, M en K.

Helaas beschikken wij niet over gegevens van proeven die zodanig werden
verricht, dat zij geschikt zijn voor de verificatie van bovenstaande formule. Ten-
einde na te gaan of deze formule inderdaad een goed beeld geeft van de invloed
van de onverzadigde vetzuren uit het voeder op het J-getal van het melkvet, zal
het noodzakelijk zijn juist opgezette voederproeven te nemen, waarbij aan alle
voorwaarden ten aanzien van de voedselopname is voldaan. In het onderzoek
van ADRIANI, TamsMa e.a. (1945} zijn echter wel enkele aanwijzingen te vinden,
die ons een indruk kunnen geven of onze formule tot juiste uitkomsten leidt. Zij
vermelden namelijk de volgende regressiecoéfficiénten, verkregen uit de gegevens
over cen aantal koeien, welke gedurende drie weideseizoenen werden ver-

cial o+ 52 875) (8)

a. byy.zg = + 0,514 + 0,118 over 1942, 1943 en 1944 (9a)

b. bge.wg = + 0,908 4 0,247 over 1942, 1943 en 1944 {9b)

C bge gy = + 0 485 -+ 0,300 over 1943 en 1944 (9c)

d. bge.ap = + 0,580 over 1943 od)

€ bap.zg — + 0,131 + 0,028 over 1043, 1944 (%e)

L. bep.czg = + 0,125 - 0,028 over 1943, 1944 (91)
Hierml X = “refractie” = (nP,g — 1,45) % 104 van het melkvet;

. .10 B = gewicht der koe (kg)
vetproduktie (kg/etmaal)’ = ~ 10 x vetproduktie (kg/etmaal) ’
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100

C= vetgehalte der melk (%)’ Xs

kalven. (bze . s2q betekent de regressiecogfficiént van X towv. C, als B en X

constant zijn.) Verder geven zij voor de samenhang van J-getal {(J) en “refractie”
de volgende vergelijking:

(J-38) = 2,87 x 1073 (X-65)2 | 0,517 (X -65) + 0,648.  (10)

Wij kunnen nu door enkele benaderingen nagaan of de orde van grootte van

de factor fE/S uit formule (8) juist is. Wanneer X niet te veel afwijkt van 65 kan

de eerste term in het rechterlid van (10) worden verwaarloosd en gaat deze ver-
gelijking over in

= lactatiestadium in maanden na het af-

J = 0,517X + const. (60 << X < 70). (11)
Voorts is
A=1041,B=102(—;enC=102—1. (12a, b, )
K K Vv

De regressiecoéfficiénter kunnen nu omgerekend worden voor de door ons
gebruikte grootheden. Uit (11) volgt

1
X = (E_ﬁ J -+ const. (13)
Verder is per definitie
X = bxa,. %A + ba;xs .a,Xs -l" COIlSt., ‘ (14)
waaruit bij constante X en na invoering van (12a) volgt
X = bxa . 2 X 104 El + const. (15)
Uit (13 en {15) volgt dan
1 1
O—,-Sﬁ,.] = 104]3;“; -G I_( -+ const., (].6)
dus
J =0,517 104 - byy. 24 fl( -+ const. an
Nu is ook, wederom per definitie,
J=bHb . I%er 1X6+const. (18)
e I8¢
en it (17) en (18) volgt dan bij constante X
b , =+ 0,517 - 102 - bag - 24, (19)
jE - Xg
of volgens (9a), _
b ., = + 0,517 - 10* - (0,514 &+ 0,118) = + 2657 -+ 610. (20)
iz g
E

Op dezelfde wijze vindt men met behulp van de formules (9) en (12) de overige
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regressiecoéfficiénten. Samengevat vindt men dan de volgende waarden:

a. b = 42657 1 610 (20a)
f;]-ws

b. b =+ 469 + 128 (20b)
f;l-:ta

c. b . =+ 251 4 15,5 {20c)
.'f; %6

d. b = 4+ 30,0 (20d)
1 g1
A

e. b = | 6,75 &+ 1,45 (20e)
Jf-xs

f. b = + 6,45+ 1,45 (20f)
A

Voor 4, Ben C geven de auteurs de volgende gemiddelden:

A=ca. 200of Tl( = ca. 0,002, dus X = ca. 500,

B =ca. IOOofG

I?:ca.l » dus G = ca. 500,
C =ca. 28of -11/ =c¢a.0,28 ,dus ¥V =—ca. 3,6.
N K 500
Hieruit volgt M = or = 36 = & 14,0.

Wanneer de dieren, zoals in dit geval, allen hetzelfde voer ontvangen, ontstaat
vit formule (8), d.w.z. vit

J= fE(423G—|— 300

% + 141 — + 32 875) (8)

door differentiatie

_JE G 1 1
df = 5 423 dK+12690dK+14IdV . @2n
G 1
Aangezien J afhankelijk is van —, kan men ook schrijven:
K K V
G i 1
dJ:bgaadK+b|g:dT{+b131dT/' (22)
T ke %k
Uit (21) en (22) volgt dan
- fE
b K l—42,3 50 (23a)

Meded. Landbouwhogeschool, Wageningen 62 (9], [-134 (1962) 73



b,l.gl = 12960, (23b)
k ko

b = 141 f—E. 23¢)
1 g1 S
P

Helaas is slechts een exacte vergelijking mogelijk van de formules (20d) en
{23c), waaruit volgt:
fE _
5 =
Wij gebruiken nu voor de berekening van f£/S de waarden voor S en E, zoals
die bij onze verteringsproeven zijn gevonden, namelijk § = 60 en F = 14,6
resp. 22,2 resp. 22,5, al naar gelang wij rekenen met de onverzadigde verbin-
dingen die door benzeen (14,6; zie tabel 23 onder “gemiddeld per 100 g ds ver-
teerde hoeveelheden’), resp. benzeen en aether (14,6 + 7,6), resp. benzeen,
aether en absolute alkohol (14,6 + 7,6 + 0,3) worden geglueerd. Voorts nemen
wij aan, dat f niet veel van 1 afwijkt. Wij vinden dan voor fE/S resp. 0,243;
0,370 en 0,375, terwijl volgens (24) werd verwacht 0,213. De orde van grootte
van de theoretisch berekende factor fE/S stemt dus zeer goed overeen met de
experimenteel gevonden waarden voor deze factor, Hierbij mag niet uit het oog
worden verloren, dat de experimenteel bepaalde regressiecoéfficiént steeds
kleiner is dan de coéfficiént, dic zou worden gevonden wanneer geen fouten in
de bepaling der betrokken grootheden zouden worden gemaakt.
Uit de waarden voor fE/S, zoals die in de voorafgaande alinea zijn berekend,
kunnen ook de waarden van b 1 nl, 10,28 resp. 15,65 en 1586 en van
i
b Lo nl. 3149 resp. 4795 en 4860 (23a, b)

&
%

141 30,0 of % = 0,213. (24)

worden bepaald. Een exacte vergelijking met coéfficiénten van ADRIANI e.a. is
niet mogelijk. Toch stemmen deze waarden, wat hun orde van grootte betreft,
vrij goed met de door deze auteurs gevonden waarden (resp. 20e, fen a) overeen.

BroUuweR (1932a) vond voor de regressiecoéfficiént b . de waarde 1330

j_
3
-+ 340. Uit formule (7} volgt: '
_ JEZ
J = 12690 S K -+ const. (25)
en daar uiteraard
J=D>b - z -+ const., (26)
i K
&
is:
b = 12960'% == 1330 &+ 340 3))]

5

of
FE/S = 0,105 £+ 0,0268, derhalve wederom van dezelfde orde van
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grootte, vooral wanneer men bedenkt, dat de experimenteel berekende regressie-
coéfficiénten steeds kleiner moeten worden gevonden dan de theoretische.

Uit onze formule (8), d.w.z.

J fE(423£+—§0—0+141l+52,875),
K v
volgt
A fE G -+ 300
KT s g = b
Al fE 1
v~ s 1 = bweon
o E 1
‘9 +f—." 423E:bjg.1)k;.

(8)

(28)

29

(30)

Bij invoering van de gemiddelden voor G, K en ¥ van BROUWER:

G = 600, K — 500 en ¥ — 3,33 en de drie waarden
men

VOOI'fE/S = 0,243 : bjk g = —0,037, bj'v gk = —'3,09 en bjg .

voor fE/S = 0,370 : bz . g» = 0,056, b
voor fE/S = 0,375 1 byz . go = 0,057, bpp . gz = ~4,77 en byg

BrouwErr vond voor deze regressiecoéfficiénten

e - gk = —4,70 en byy .

voor fE/S vindt

vk — +0,0205
ok = 10,031,
T +0,032.

bk - g0 — -0,0131 + 0,0040, by . gz = ~3,53 - 1,45 en byy . o = + 0,00819

4+ 0,00809.

Ook hier dus weer een vrij grote mate van overeenstemming tussen volgens

de theorie berekende en in de praktijk gevonden waarden.

Het is ook mogelijk op grond van de formule (8) het joodadditiegetal te be-
rekenen voor verschillende waarden van G, K en V. De uitkomsten dezer bere-

TaseL 24. Joodadditiegetallen van het melkvet, berekend met de formule

J:f§(423G+300+141 + 52875 ) .
voor f = 1, E = 14,6, S = 60 en verschillende waarden voor G, Ken V
] v 33 3,6 ] 4,0
\ l60() 700 | 800 | 400 | 500 | 600 [ 700 | 800 | 400 | 5300 | 600 | 700 | 800
M|12,1|152(18,2]21,2 24,25 11,1 | 13,9 16,7 | 19,4 | 22,2 10,0 | 12,5 | 15,01 17,5} 20,0
500 43,8|39,7137,0135033,6|43,0{38,9(36,1342|32,7(42,0: 379 35,2|33,2|31,7
600 464 | 41,8 | 38,7| 36,5 | 34,8, 45,6 40,9} 37,8 |35,6]34,0| 44,6 40,0 | 36,9 | 34,7 | 33,0

¥V = vetgehalte der melk in %; K = melkvetproduktie per koe per dag in g; M = melkproduktie

perkoeperdaginkg; ¢

== levend gewicht der koe in kg, S = fractie der onverzadigde vetzuren in de

opgenomen droge stof, welke in het melkvet wordt verwerkt; E = aantal meq dubbele bindingen per

100 g opgenomen ds; S
van het melkvet.
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keningen voor E = 14,6 zijn verzameld in tabel 24. Uit deze cijfers blijkt, dat de
aldus berekende J-getallen zeer behoorlijk overeenkomen met de waarden, die
hiervoor bi} zomerboter worden gevonden. Daar voor deze berekeningen slechts
rekening is gehouden met de door benzeen elueerbare zuren, kan dit betekenen
dat de factor f kleiner is dan 1, doch ook kan het zijn dat de door aether en
alkohol elueerbare onverzadigde zuren #siet in het melkvet worden opgenomen.
Wanneer dit laatste wel het geval zou zijn, moeten de cijfers in tabel 24 met
ongeveer 50 % worden vermeerderd, waarna ze niet meer zouden overeenstemmen
met in de praktijk gevonden J-getallen.

§ 6. EINDCONCLUSIES EN SAMENVATTING

Wij menen uit onze vitkomsten de gevolgtrekking te mogen maken, dat het
zeer aannemelijk is, dat het joodadditiegetal van het melkvet vrijwel uitsluitend
bepaald wordt door de hoeveelheid onverzadigde vetzuren uit het voeder, Dit
geldt echter alleen voor die gevallen waarin deze hoevectheid nict te groot is,
want anders bestaat de mogelijkheid van overbelasting van het verwerkings-
mechanisme. Hierdoor zou een verdere verhoging van de hoeveelheid der aan-
geboden overzadigde vetzoren geen verhoging van het joodadditiegetal meer
veroorzaken. Met andere woorden: in deze gevallen is de factor f zeer veel
kleiner dan 1.

Samenvattend kan worden gezegd, dat de door ons gevonden cijfers betref-
fende de samenstelling van de vetzuren uit het gras en de vertering dezer zuren
door het rund zeker niet in strijd zijn met de door BRouwer (1932a) opgewor-
pen hypothese, dat de onverzadigde vetzuren uit het gras de “joodgetal-verho-
gende factor™ vormen. Integendeel, de vitkomsten geven op verschillende pun-
ten steun aan deze veronderstelling,

HooFDSTUK 4

STATISTISCHE BEWERKING VAN GEGEVENS
OVER ENKELE FACTOREN, DIE MEDE DE
CONSISTENTIE VAN DE BOTER BEPALEN

INLEIDING

Zoals reeds in hoofdstuk 1 is viteengezet zou een verbetering van de consis-
tentie der boter in verschillende jaargetiiden van groot belang zijn. Teneinde
een zodanige verbetering te kunnen bewerkstelligen is het noodzakelijk te weten,
welke factoren tezamen de consistentie van de boter bepalen. In hoofdstuk 1
hebben wij gewezen op de invloed van de bewerking der melk enerzijds en de
hoedanigheid van het melkvet anderzijds. Wanneer de bewerking der melk
echter onder gelijke omstandigheden wordt uitgevoerd, zal de hoedanigheid
van het melkvet bepalend zijn voor de beste consistentie, die kan worden ver-
kregen. Deze hoedanigheid nu wordt bepaald door de wijze waarop het produ-
cerend organisme de ter beschikking staande voedermiddelen verwerkt. Ten
dele wordt de wijze van verwerking bepaald door genetische factoren, welke
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door ons echter niet in het onderzoek zijn betrokken, omdat hier veeleer een
taak voor de fokker is weggelegd. Wij hebben ons onderzoek daarom beperkt
tot de invloed van de aard van het voedsel en de toestand van het dier. Om te la-
ten uitkomen wat met dit laatste wordt bedoeld, zij er bij wijze van voorbeeld
op gewezer, dat een dier met een hoge melkgift, melkvet van andere samenstel-
ling prodvceert dan een dier met een lage melkgift, ook als het voedsel in beide
gevallen gelijk is en aangepast aan de melkgift.

1. Vroegere onderzoekingen naar factoren, die de consistentie der boter bepalen

In hoofdstuk 1 hebben wij de invloed van de voeding op de melkvetsynthese
en op de chemische samenstelling van het melkvet besproken. Voorts is daarin
de hypothese van BROUWER (1932a) ter sprake gekomen, welke verband legt
tussen de verhouding van de hoeveelheden onderhoudsvoer en produktievoer
enerzijds en de geproduceerde hoeveelheid melkvet anderzijds. Nu heeft
FREDERIKSEN {1931) een empirische formule afgeleid voor de hoeveelheid voer,
die een melkgevende koe dient op te nemen teneinde in staat te zijn het stofwis-
selingsevenwicht te handhaven bij gelijkblijvende melk- en vetproduktie.
BrOUWER heeft deze formule gebruikt om duidelijk te maken welke factoren
zijns inziens van veel belang zijn voor de consistentie der boter.

Wij zullen in het kort de redenering van BROUWER weergeven, De formule
van FREDERIKSEN luidt:

M MV

Z =30t *t5 51 §))
waarin Z = benodlgde zetmeelwaarde in kg per dag,

G = gewicht der koe in kg,

M = melkopbrengst in kg per dag,

V' = vetpercentage der melk.
Stellen wij de vetopbrengst per dag in grammen X, dan is

K K

K =10MVofM—10VenMVf10 (2)

waaruit volgt:
G K K

7 =300 T ooy "3m0> @)
of

zZ G 1 L| 1 ,

E*(m“)fﬁg‘o‘#ﬁrl- @

Uit formule (4) volgt, dat het quotiént

7 Z _ onderhoudsvoer + produktievoer
K geproduceerd melkvet

groter wordt naarmate K (de vetopbrengst) kleiner wordt en eveneens wanneer
¥ (het vetpercentage) afneemt en ook wanneer G (het gewicht der koe) toe-
neemt.

Gezien de moeilijkheid om de consistentie der boter in cijfers uit te drukken,
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vervangt men de consistentie meestal, zoals reeds in hoofdstuk 1 is viteengezet,
door het J-getal of het refractometergetal, die daarmede nauw gecorreleerd zijn.
Het getal waarin men de stevigheid (de belangrijkste factor van de consistentie)
uitdrukt, wordt groter naarmate de boter slapper wordt. Eigenlijk is het dus
meer een maat voor de zachtheid van de boter.

Zoals eveneens reeds is gezegd, houdt de hypothese van BROUWER in, dat b1]
gelijkblijvende samenstelling van het voeder, het J-getal van het botervet hoger
wordt naarmate per g botervet meer voedsel wordt gebrnikt, met andere woor-
den naarmate Z' groter wordt. Indien deze hypothese juist is, dient er een posi-
tieve correlatie te bestaan tussen Z’ en het J-getal resp. het refractometergetal.
Uit formule (4) volgt dan, dat er ook een negatieve partiéle correlatic gevonden
dient te worden tussen het J-getal (c.q. het refractometergetal) enerzijds en het
vetpercentage resp. de vetproduktie anderzijds en een positieve partiéle corre-
latie met het gewicht der koe.

In het verleden zijn reeds pogingen gedaan om deze correlaties aan te tonen.
BrOUWER (19322) bewerkie de gegevens van een zestal voederproeven, die reeds
eerder door hem waren genomen (1932b). De gevonden correlatiecoéfficiénten
zijn opgenomen in tabel 25.

TaseL 25, Correlatiecoéfficiénten volgens BROUWER

aantal Correlatiecoéfficiénten
Proef dieren i
2 (7] | pori
1929 1 9 +0,03 -0,72 -0,12
1929 I 9 +0,40 0,78 0,66
1930 I 7 +0,34 0,66 -0,80
1930 I 8 +0,40 0,67 —0 12
1931 1 3 +0,45 —0 78 0, ,68
1931 n 8 -0,73 +0,28 0,85

K = vetproduktie in g per koe per dag.
V = vetgehalte der melk in procenten.
J == joodadditiegetal.

Uit de verkregen coéfficiénten blijkt inderdaad een duidelijke negatieve
correlatie tussen het J-getal enerzijds en het vetpercentage en de vetopbrengst
anderzijds. Voor elk der proeven werden ook de regressiecoéfficiénten berekend,
welke hier niet alle vermeld zullen worden. Wij volstaan met de coéfficiénten
over alle proeven tezamen. Deze hebben betrekking op slechts 37 dieren, aan-
gezien enkele dieren in meer dan één jaar aan de proeven deelnamen en daarom
alleen in het eerste jaar van hun deelneming werden meegerekend. Deze coéffi-
ciénten waren

bje = -0,0159 + 0,0034, bjy =-51 4 14,
bk . » = ~0,0134 4 0,0031, b .z = -3,82 4- 1,18,
Van 25 dieren waren ook de gewichten bekend, zodat hiervoor eveneens
enkele coéfficiénten werden berekend. Dit gaf als vitkomsten
bjk -9g = “0,0131 :I:O,004‘0, ij kg — ”3,53 + 1;451
byg . kv = +0,00819 + 0,00809.
Tenslotte volgde nog de berekening van
pjr = +0,672 en bz = 4-1330 4- 340,
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waarbi) voor de berekening van Z’' gebruik werd gemaakt van Z berckend
volgens FREDERIKSEN en dus niet van de feitelijk opgenomen zetmeelwaarde.

QOok ADRIANI en medewerkers (1945) bepaalden een groot aantal correlatie-
en regressiecoéfliciénten, waarvan de belangrijkste door ons in tabel 26 verza-
meld zijn. Deze cijfers zijn de gemiddelden van de uitkomsten van proeven
gedurende drie achtereenvolgende weideseizoenen (vitgezonderd die coéfficién-
ten, waarin de factor B voorkomt; deze zijn berekend over twee seizoenen),
waarbij de gegevens van koeien die in meer dan één seizoen deelnamen, slechts
eenmaal zijn geteld.

De door ADRIANI e.a. gebruikte grootheden zijn:
X, == refractiec = nPy5 — 1,45)104,
X; = lactatieperiode = aantal maanden verlopen na het kalven,
X, = leeftijd der koe in jaren,

s 10
"~ vetproduktie in kg per dag’
B — G
" 10 x vetproduktie in kg per dag’
100

vetpercentage der melk °
G = gewicht der koe in kg (berekend uit lengte en omvang).

Om een vergelijking van deze coéfficidnten met de door BROUWER berekende
en eveneens met de door ons te berekenen coéfficiénten mogelijk te maken, heb-
ben wij ze omgerekend op de door ons gebruikte basisgrootheden, namelijk het
refractometergetal (R), de vetproduktiein grammen per koe per dag (K) en het
vetpercentage (V).

Nuis
nPye — L4244
R —0,0W of n 0w = 0,0007R -+ 1,4244. (5)
VYoorts is
BP0 = nPs — ¢ (¢; = constante temperatuurcorrectie), (6)
dus

X1 = (0% — L4510t = (nPyp — & — 1,45)100 =
= (0,0007R + 1,4244 — ¢; - 1,45)10¢ = TR - 256 — 104 ¢
of
R = % X7 + const. )
Voor de omrekening van de regressiecoéfficiénten van de onafhankelijk ver-
anderlijke X, in die van de afhankelijk verandertijke R moeten deze coéfficiénten
dus door 7 worden gedeeld.
Verder is
10
4 =103k =
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Tasew 26, Correlatie- en regressiecoéfficiénten volgens ADRIANI ¢.a.

Correlatie- Regressie- Regressiecoéfficiént
Voetindex coéfiiciént coéfficiént Voetindex | ™ot onze eenheden berekend
Ccoéff. m.f. coéff, m.f, coéff, m.f,
X1 Xg +0,643 | +0,111 | 40,51 40,12 r% - Xg +7,2- 108 +1,7-102
XrC Xy +0,578 | +0,126 | 40,91 +0,25 r% - X +13 13,6
xb o xg +0,676 | 40,105 | +0,131 | 10,028 r% - X +1,86 40,40
x,b - cxg +0,672 | +£0,108 | +0,125 | +0,028 r% . % x| +1,79 +0,40
e - bxy 40,308 | +0,177 | +049 | 4030 | r % Exe 470 43
ax, - X, 0,577 | 10,126 | 2,00 40,54 -};x-,. - x, 2,00 10-%| 10,54 10~
ax, - %, 10,597 | 40,122 | +0,79 +0,20 éx, “xy +0,79- 10-¢| +0,20- 10-¢
bxy * X 0,389 | +0,163 | —4,5 +2,1 % Xs - Xg -0,045 40,021
by - X +0,727 | +£0,091 | 14,5 108 % X' X 10,045 10,008
X6+ ax, 10,560 | 40,132 | +0,57 +0,17 | » % . Tlc x| =81 +2,4
X1 " Xy +0,560 | +0,142 | 40,27 +0,09 rlv - % Xq +3,90 +1,30
1 1g
X0 ab - - 40,5801 - r—--= +8,29 -
v kk
xa 10,565 | 10,126 | 40410 | +0113 | r % +586-10° | +1,61-10
e 40,544 | +£0,131 | +0782 | +0228 r% 4112 13,26

In de kolom “*voetindex’’ betekent x,a - x,; dat de desbetreffentde coéfficiénten betrekking hebben op

. 1 .
de correlatie en regressie van X, t.0.v. A bij constante X Evenzo heeft I % x; betrekking op de

. . 1._.. G
correlatie en regressie van R t.o.v. - bij constante — en X, enz.

v K

X, = “refractie” = (. — 1,45) 10* 100
X, = leeftijd der koe in jaren C =
X, = lactatiestadium in maanden na het afkalven vetpercentage van de melk

10 G = gewicht der koe berekend uit lengte en omvang
A= — R = refractie van het melkvet uvitgedrukt in re-

vetproduktic in kg per etmaal fractometergraden
G ¥ = vetgehalte der melk in procenten

B K = vetproduktie in grammen per koe per dag

T 10 x vetproduktie in kg per etimaal



Indien A optreedt als afhankelijk veranderlijke vinden we in het algemeen
A = pQ + const., waarin ¢ = willekeurige onafhankelitk verander-
lijke, p = bijbehorende constante factor = regressiecoéfficiént van A4 t.o.v. Q.
Volgens (8) is dan ook ' o

104 Ti’ = pQ + const.

en dus

1 = 10-%Q + const.
K
In dit geval dienen de regressiecoéfficiénten p dus te worden vermenigvuldigd
met 104, Indien A4 optreedt als onafhankelijk veranderlijke heeft men:
M = wA + const., waarin M = willekeurige afhankelijk verander-
liike, w = bijbehorende regressiecoéfficiént van M t.o.v. A. Door substitutie
van (8) volgt:

M= 104w%,+ const.

Hier dienen de regressiecoéfficiénten w dus met 10* vermenigvuldigd te wor-
den.

Voorts is

G G .G

- T 1022 ofT - 102

10-10 3 ~ 10 ol g = 1075 O)

Bij otnrekening van B op G/K dient hier dus met 10-2 (B resp. G/K als
afhankelijk veranderlijke) of met 102 ( Bresp. G/K als onafhankelijk veranderlijke)
te worden vermenigvuldigd.

Voor C geldt

B

100 e e e
=y = 10 VofVMIO‘C. (1o

Dus voor omrekening van C op F dient met 102 {C resp. ¥ als afhankelijk
veranderlijke) of met 102 (C resp. V als onafhankelijk veranderlijke) vermenig-
vuldigd te worden. De aldus verkregen regressiecoéfficiénten zijn eveneens in
tabel 26 opgenomen,

De vergelijking van ADRIAND's coéfficiénten met die welke door BROUWER
werden berekend Is geenszins eenvoudig, doch kan op de volgende wijze ge-
schieden. Allereerst beschouwen wij bmla (ADRIAND) en bjz (BROUWER). De
eerste coéfficiént heeft betrekking op de regressie van de “refractie” t.o.v. A4,

4

10 .
dus " de tweede op de regressie van het J-getal t.o.v. de vetopbrengst K.

Blijkens tabel 26 is
X = bxlaA -+ const, = 0,4104 -+ const. (11

ADRIANI e.a. vonden voorts
J— 38 = -2,87 - 1073 (X1 - 65)2 4+ 0,517 (X1-65) + 0,648. (12)
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In de nabijheid van X; = 65 gaat vergelijking (12) overin
J == 0,517 (X1 — 65) + const. (13

Ook is blijkens (8)
1
en invoering van (8) en (11) in (13) geeft
J=10,517 x 0,410 - 10¢ }l{, ~+ const., (19

waaruit volgt
dJ

, 1
K= -0,517 x 0,410 - 10% K (15)

Nu was 4 gemiddeld ongeveer 20, dus K = 500 ¢n derhalve
dJ 1

4a____ — .
To= 0517 X 0,410 108 o5 = -0,00848, (16)

waarmede de door BROUWER gevonden regressiecoéfficiént
b = - 0,059 + 0,0034
in redelijke overcenstemmjng is.

Op dezelfde wijze kan u1t b;,;lc berekend worden.

av
Men vindt dan vit ADRIANI’S gegevens:
dJ '
v= -3,12, an

hetgeen eveneens redelilk overeenstemt met BROUWER’s uitkomst
byp =-5,12 + 1,4,
Voor by ¢ . ap is de bewerking als volgt:
=pAd + qB + bxlc . abC + const. (18)

Dit geeft na invoering van {13) en van de waarde 0,5801 voor bg. . 4p uit
tabel 29:

J=p'A-+ q¢B+ 0,517 x 0,5801C + const. (19)
Voorts is volgens (10)
1
— 102 =
C=10 7
dus J=p'A+ 4B+ 0,517 x 0,5801 x 102 %, (20)

waarunit volgt:

WV Ve
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Nu was C gemiddeld ongeveer 28, dus V = % en
aJ _ 0,517-0,5801 - 102

5= (100)2 =-2,35,

28

hetgeen wederom in redelijke overeenstemming is met de door BROUWER ge-
vonden regressiecoéfficiént

bi* kg = — 3,53 4 1,45.

EIGEN ONDERZOEK

I Inleiding en doel van het onderzoek

In de lteratuur werden dus aanwijzingen gevonden, dat er inderdaad een
zekere mate van samenhang bestaat tussen de grootheden, welke verband hou-
den met de consistentie enerzijds en de melkvetproduktie, het gewicht van de
koe en het vetpercentage der melk anderzijds. Het leek ons gewenst deze samen-
hang nader te bezien aan de hand van gegevens, die betrekking hebben op een
groot aantal dieren, zonder nochtans uitgebreide en kostbare proeven op te
zetten. Het bleek echter, dat geen cijfermateriaal beschikbaar was waarin ook
de gewichten der koecien waren opgenomen. Wij moesten ons derhalve tevreden
stellen met gegevens omtrent refractometergetal, vetproduktie en vetpercentage.
Dit materiaal kon verschaft worden door enkele grote combinaties van zuivel-
fabrieken en de botercontrolestations. Na beschouwing van de mogelijkheden
leken in de eerste plaais de gegevens, die ons door de FRICO t¢ Leeuwarden wel-
willend ter beschikking werden gesteld, het meest geschikt voor een statistische
bewerking.

De volgende overwegingen leidden ons tot de keuze van dit materiaal.

1. In het gehele gebied (de provincie Friesland) wordt vrijwel alleen melkvee
van het F.H.-veeslag aangetroffen.

2. Het aantal koeien op kleine bedrijven (minder dan 9 koeien) bedraagt
slechts ongeveer 8%, van het totale aantal koeien, Hierdoor zullen enkele sto-
rende invloeden, zoals het deel van de melkproduktie, dat voor eigen gebruik
wordt achtergehouden, alsook grote afwijkingen van de normale voedersamen-
stelling, welke zich het meest voordoen op de kleine bedrijven, niet veel effect
hebben.

3. De deelneming aan de melkcontrole is zeer groot. Hierdoor wordt een
goede bedrijfsvoering bevorderd, waardoor de voedering veelal beter aan de
norm wordt aangepast.

4. De invloed van het Fries Rundvee Stamboek is vrij groot. Bijna de helft
van de koeien die aan de melkcontrole worden onderworpen, is ingeschreven in
het stamboek of het hulpboek.

5. De vrijwel algemene declneming aan de tuberculinatieactie gedurende de
jaren waarop het cijffermateriaal betrekking heeft, maakt het mogelijk gegevens
te krijgen over het aantal melkkoeien per aangesloten fabriek.

II. Het cijfermateriaal
a. Her refractomerergetal. De refractometergetallen werden bepaald op het
laboratorium van de FricO met een boterrefractometer (Zeiss) bij 40,0°C.
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Deze refractometer werd enkele malen per jaar op onregelmatige tijden geijkt
met olie (Zeiss) met bekend refractometergetal. Het botervet werd verkregen
door het uitsmelten bij 40 °C van een monster boter uit één kist van de wekelijkse
produktic en wel van ecen steeds wisselende dag, die voor elke week door het
laboratorium werd vasigesteld. Op het tijdstip der bepaling was de boter
ongeveer twee weken oud, De mogelijkheid bestaat, dat de boter uit de gekozen
kist niet afkomstig is van alle leveranciers van de betrokken fabriek, doch
slechts van een deel dezer leveranciers. De daardoor veroorzaakte onnauwkeu-
righeid achten wij gering. Het refractometergetal werd afgelezen tot op 0,05
eenheden. De bepaling geschiedde afzonderlijk door twee personen, waarna de
uitkomsten werden gemiddeld en afgerond naar beneden op 0,05 eenheden, tenzij
het verschil tussen beide vitkomsten meer dan 0,20 bedroeg. In het laatste geval
werd een nieuwe bepaling uitgevoerd, waarna het gemiddelde werd genomen van
de twee uitkomsten welke het beste overeenstemden. Het is gebleken, dat ver-
schillen van meer dan 0,20 eenheden vrijwel altijd op foutieve aflezing of notatie
berusten. De aldus verkregen refractometergetallen zijn door ons beschouwd
als de gemiddelde refractometergetalien van alle melkvet der betrokken fabrie-
ken in de desbetreffende week. '

b. De melkaanvoer. Van elke hoeveelheid melk, door een leverancier bij de
fabriek aangevoerd, werd het gewicht bepaald. De cijfers omtrent de melkaan-
voer per fabriek per week zijn de sommen van de aldus verkregen gewichten.

c. Het vetpercentage der melk. Bij de aanvoer der melk werd telkenmale een
menster genomen van de melk van elke leverancier afzonderlijk. Deze monsters
werden gedurende 14 dagen voor elke leverancier apart verzameld. Op dit ver-
zamelmonster werd een vetgehaltebepaling volgens GERBER (1951 : NORMBLAD
NO10, 2e ed. (1946); 1952 en 1953: NORMBLAD N962 (1951} in enkelvoud ver-
richt. De cijfers voor het vetgehalte per fabriek en per 14 dagen werden verkre-
gen door voor elke leverancier het vetgehalte te vermenigvuldigen met de melk-
aanvoer in het betrokken tijdvak, de uvitkomsten van alle leveranciers te somime-
ren en vervolgens te delen door de totale melkaanvoer. Hierbij dient nog te
worden opgemerkt dat de melkvetbepaling in 1951 werd uitgevoerd met een
melkpipet van 11,00 ml en in 1952 en 1953 met een melkpipet van 10,77 ml.

d. De melkvetaanvoer. Dit gegeven werd voor elke fabriek op de hiervoor
beschreven wijze verkregen door berekening van de melkvetaanvoer van elke
leverancier uit melkaanvoer en vetgehalte over 7 dagen en sommering over alle
leveranciers.

e. Het aantal melkgevende koeien per fabriek. Het was niet mogelijk van week
tot week na te gaan hoeveel melkgevende koeien aanwezig waren bij de vee-
houders, aangesloten bij een bepaalde fabriek. Aangezien echter door de
Gezondheidsdienst voor Vee in Friesland, in het vervolg GVF genoemd, tijdens
de tuberculinatie-actie tevens een telling van het rundvee werd verricht, hebben
wij van deze gegevens gebruik kunnen maken. Bij deze tellingen werden de
dieren ingedeeld in l-jarige dieren, 2-jarige dieren en dieren ouder dan 2 jaar.
Een moeilijkheid was gelegen in de omstandigheid, dat de tellingen tijdens de
stalperioden plaats vonden, terwijl ons onderzoek betrekking heeft op de weide-
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perioden. Wij hebben echter gemeend, het aantal melkgevende dieren in een
bepaalde weideperiode het best te kunnen schatten door dit aantal gelijk te stel-
len aan het aantal koeien, dat bij de telling in de volgende stalperiode ouder dan
2 jaar was. Ten eerste zullen dieren, die in het afgelopen seizoen weinig of geen
melk hebben gegeven en die dus weinig invloed hebben gehad op het refracto-
metergetal en de melk- en vetproduktie, véor de winter worden opgeruimd.
Ten tweede zal de vervanging en uitbreiding van de veestapel door aankoop of
anderszins meestal eerst nd de stalperiode geschieden. Wij ontveinzen ons echter
niet, dat de cijfers geenszins op een hoge graad van nauwkeurigheid aanspraak
kunnen maken.

HI. De grootheden waarmede de berekeningen zijn uitgevoerd
a. Het refractometergetal (Ry).

b. Het vetpercentage (V). De cijfers voor deze beide grootheden werden
gebruikt zoals ze ons door de FriCo ter beschikking werden gesteld.

¢. De veiproduktie per koe per dag in grammen (Ky;). Deze cijfers werden als
gemiddelden per week en per fabriek verkregen door de melkvetaanvoer per
week te delen door 7 maal het aanial koeien, ouder dan 2 jaar, volgens de zo-
juist toegelichte gegevens van de GVF.

IV, De statistische bewerking der gegevens

a. Verantwoording der gebruikte gegevens. Het onderzoek liep over de gege-
vens van de jaren 1951, 1952 en 1953. Telkenjare werd echter slechts het tijdvak
van 1 juni tot en met 20 september in het onderzoek betrokken. De maand mei
hebben wij namelijk van ons onderzoek uitgesloten, omdat enerzijds in deze
maand het vee veelal nog enige tijd op stal staat of in de weide wordt bijgevoerd
en het anderzijds niet is vitgesloten dat de invioed van de stalvoedering en die
van de overgang op de weidevoedering nog nawerken., Door het maken van
enkele orignterende grafieken van de beschikbare cijfers bleek, dat er omstreeks
eind september onregelmatigheden in de cijfers voorkwamen, terwijl uit de
praktijk bekend is, dat in die tijd veelal wordt bijgevoederd omdat er dan vaak
een tekort aan gras bestaat. Daar echter de stijging van het vetgehalte tijdens de
weideperiode pas sterk doorzet gedurende het einde van augustus en het begin
van september en deze stijging voor ons onderzoek van veel belang was, hebben
wij gemeend het tijdvak van onderzoek toch zo lang mogelijk te moeten nemen
en daarom 20 september als laatste dag gekozen.

Voor het jaar 1952 hebben wij de cijfers betreffende het vetgehalte, de vet-
produktie en het refractometergetal, alles per fabriek en per week, in twee gra-
ficken uvitgezet. In figuur 10 zijn de refractometergetallen uitgezet tegen de vet-
percentages en in figuur 11 tegen de gemiddelde vetprodukties per koe. Teneinde
de overzichtelijkheid der grafieken niet te schaden, zijn slechts de gegevens ver-
werkt van 11 fabrieken, willekeurig gekozen uit de 52 Frico-deelgenoten, en
bovendien nog die van de fabricken op Ameland en Terschelling.

Uit figuur 11 blijkt, dat de punten die betrekking hebben op de gegevens van
de fabrieken op de eilanden Ameland en Terschelling, ver buiten de punten-
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Fii. 10. Het verband tussen het refractometergefal van het melkvet en het vetgehalte der melk

86

per FricO-deelgenoot en per week voor het tijdvak van | juni tot en met 20 september
1952,

—— zuivelfabriek op Terschelling

-——-- zuivelfabrick op Ameland

Terwille van een beter overzicht werden slechts 11 van de 51 overige fabrieken in de

grafiek opgenomen.
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FiG. 11. Het verband tussen het refractometergetal van het melkvet en de vetproduktie per
koe per dag per FriC0-deelgenoot en per week voor het tijdvak van 1 juni tot en met
20 september 1952,
— zuivelfabriek op Terschelling
——-- ziivelfabriek op Ameland
Terwille van een beter overzicht werden slechts 11 van de 51 overige fabrieken in de
grafiek opgenomen.

zwerm voor de overige fabricken vallen. In de grafiek refractie-vetgehalte
(fig. 10) liggen de punten betreffende deze fabrieken echter binnen de punten-
zwerm voor de overige fabrieken. Dit deed ons denken aan de mogelijkheid,
dat in de produktiegebieden van deze fabrieken het percentage van de melk, dat
niet aan de fabriek geleverd werd, aanzienlijk groter was dan het percentage, dat
voor de overige fabrieken als normaal gold (5-7%,). Bij navraag bevestigde de
directeur van de zuivelfabrick op Ameland, dat inderdaad een vrij hoog percen-
tage melk (+ 15%) op de bedrijven werd achtergehouden (invloed vakantie-
gangers; in september ligt dit percentage lager). Tevens bleek echter, dat het
aantal koeien volgens de opgave van de directeur lager was dan volgens de ge-
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gevens van de GVF, namelijk voor 1951 : 1365 tegen 1599; voor 1952 1350 tegen
1622 en voor [933: 1405 tegen 1625. Berekent men de ligging van de punten in
de grafiek refractie-vetproduktie vit de gegevens, zoals die door de directeur der
fabriek werden verschaft, dan vallen de punten voor deze fabriek vrijwel binnen
de puntenzwerm voor de overige fabricken.

De inlichtingen, die de directeur van de fabriek op Terschelling ons verstrekte,
waren van dien aard, dat hiermede geen afwijkingen ten opzichte van de overige
fabrieken konden worden verklaard. Op grond echter van de inlichtingen over
Ameland en de vrijwel overeenkomstige ligging van de punten voor de twee
fabrieken, hebben wij gemeend de cijfers van deze beide fabricken van onze
statistische bewerking te moeten uitsluiten,

b. Verdere bewerking van de basisgegevens. Voor ieder jaar werd het reken-
kundige gemiddelde van de weekcijfers voor elke fabriek berekend. In het jaar
1952 viel het begin van het door ons gekozen tijdvak (1 juni) samen met de
aanvang van een onderzoekweek (week 1). De laatste dag (20 september) van de
te onderzoeken periode viel samen met de laatste dag van een onderzoekweek
(week 16). Het gehele tijdvak besloeg 16 weken, dus werden de gemiddelden
voor de drie grootheden voor fabriek fverkregen met de volgende bewerkingen:

w =16

Sh

Rp=2= 2115 en overeenkomstig voor Vren K.
Ry = waarde van de grootheid R voor deelgenoot f
V¢ = waarde van de grootheid ¥ voor declgencot f;
Ky = waarde van de grootheid X voor deelgenoot f.

Yoor het jaar 1951 ving de onderzoekperiode aan op de zesde dag van een
weekperiode (week 0} en eindigde zij op de vijfde dag van week 16. De drie
grootheden werden nu als volgt berckend:

w=153

—R0+ZRw+ R

w=1

Ry = en overeenkomstig voor Fren Ky.

In het jaar 1953 viel het begm van de onderzoekperiode samen met de tweede
dag van een weekperiode (week 0) en het einde met de eerste dag van week 16,
De berekeningen waren dus:

w=15
6 % 1
?RO + Ry + 7 Rig
Ry = 2= 11 5 en overeenkomstig voor Vren Ky,

De verkregen cijfers zijn opgenomen in tabel 27 en tevens verwerkt in de
figuren 12 t/m 17. In de tabel en de graficken zijn ter vergelijking ook de cijfers
voor Ameland (fabriek te Hollum) en Terschelling opgenomen, welke echter,
zoals gezegd, niet bij de berekeningen zijn gebruikt.
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¢. De statistische berekeningen. De statistische berekeningen werden voor
ieder jaar afzonderlijk uitgevoerd volgens de gebruikelijke statistische metho-
den (Fiscuer, [938; Van UveN, 1946; SneDECOR, 1957). Hierbij werden de
notaties gebruikt zoals die door SNEDECOR zijn aangegeven.

De volgende grootheden werden berekend (n = aantal FrRico-deelgenoten in
een bepaald jaar in de berekeningen opgenomen):

f=n f=n f=n
ZRf,EK ZK = Vf;k=>i‘3;1? Ky _EV
R n n
F= f=1 =1
f=n f=n
et = Z (Rs-R)%; Zrk = Z (Ri-R) (Ks—K); Zrv = Z (R—-R) (V¢-V);
f=
f::! f—ﬁ f—n
Tk — Z (Ki—K)2; Tkv = (K;—K) (Vi-V); T2 = Z (V-2
f=1 =1

Hieruit verkrijgt men de correlatiecoéfticiénten:

ort = Lrk ) Zry 5 en voorts de regressiecoéfficiénten :
U vEREE T VERLs )

Tk Sy Zv8 Zrk — kv Zrv
by = m, brw E 5.3 ;bri .o = T (’Zkv)z ;

b _ Zk?Zrv-Zkv Zrk
ek T TR S — (kv

Vervolgens kunnen de bijbehorende standaardafwijkingen en de statistische
significantie dezer grootheden als volgt worden berekend:

o Xr2 - by Zrk o - ISr%  bey 2rv |
Pri w2y k2 P~ ¥ T2y e
V(Zr2 bek . » 2k —bpy g Zry) T2
(n-3) {Zk2 Zy2 - (Zkv)2} ’
_ V(Er2 —brx . v Zrk — by, 3 Z#v) 2K2
o (n=3) {Zk2 Ty% - (Zkv)?2}

_lbﬂ,; _Ib ﬁirk.v_ _ibrv.k
—‘—, b= ;o = 3ty —|———.
S Y ! Sp T v Sh ro-k Sh
rk 1 TRV ek

Deze laatste grootheden kunnen worden opgezocht in een t-tabel volgens
FisHER, waaruit de waarschijnlijkheid kan worden afgelezen dat de regressie-
coéfficiént inderdaad in de gevonden richting van nul verschilt,

Uit deze berckeningen volgen de regressievergelijkingen:
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Fic. 12, Verband tussen refractometergetal en vetproduktie per Frico-deelgenoot over het
tijdvak van 1 juni tot en met 20 september 1951.
Verklaring der grafiek:
R = gemiddelde refractometergetal
K = gemiddelde vetproduktie in g per koe per dag
- regressielijn van R t.ov. K
+ zuivelfabriek op Terschelling
®  zuivelfabriek op Ameland

Fre=R+ b (Kr-K); _Rr=R+ b (V- V);
R go=R+4bp o(Ksf—K)+ bry e (V5-V).
Bij de laatsigenoemde regressievergelijking kan nog de bijbehorende corre-
latieco&fficiént ten opzichte van de regressielijn worden berekend:
brk,g;Ef‘k“l’ brq)_kzrv
xr2 )
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FiG. 13, Verband tussen refractometergetal en vetgehalte der melk per FRICO-deelgenoot over
het tijdvak van 1 juni tot en met 20 september [951,
Verklaring der grafiek: zie fig, 12.

Op deze wijze verkrijgt men voor 1951 de volgende vitkomsten:

n =51;R=43,110:K= 511,4; V = 3,882,
Prk = —0,4442 y Pre == -“0,4519 N PT kv = 0,4995.
br]c = ’—0,001098 ; b»rvv = —0,5090 M brk = —0,000663 . bﬂ; k= —0,3247.

sp . = 0,0003237; s, = 0,14354; s = 0,0003837; sp = 0,17771.
Tk T L LI

tp, = 3,3920 sty = 3,546 : tp = 1,701 s th = 1,827,
rk ™ Tk . v re Lk

Ry = 43,67 —0,001098K; Ry = 45,09-0,5090V: By 1o — 44,71 —0,000663K -0,3247V.
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Fic. 14. Verband tussen refractometergetal en vetproduktic per Frico-declgenoot over het
tijdvak van 1 juni tot en met 20 september 1952,
Verklaring der grafiek: zie fig. 12.

Voor 1952 verkrijgt men:

n =S1;R=43012;K = 485,5; V = 3.838.
pre = -0,5411  ; pry = -0,5825 ; Py 4y = 0,6351.
bye = -0,002691 ; by = —0,8177 ; by ., = —0,001536 ; by, z = -0,5694.

sp = 0,0005974; s, = 0,1630 ; sp = 0,0006763; sb = 0,19092,
tk o Tk . @ ™.k

tbrk = 4,505 : tbr?) = 5016 ; tbrk b 2,271 ; tbn; = 2,982.

R — 44,32-0,002691K; Ry — 46,15-0,8177V; Ry g = 45,94 -0,001536K —0,5694 V.
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FiG. 15. Verband tussen refractometergetal en vetgehalte der melk per FrRico-deelgenoot over
het tijdvak van 1 juni tot en met 20 september 1952.
Verklaring der grafiek: zie fig. 13.

Voor 1953 vindt men aldus:
n =50;R=43,171; K = 501,1; ¥ = 3,865,

Pre = —0,2714 ; Pro = —0,1734 > PT ke = 092194'

byy = -0,000861 ; by — -0,2151 ; b .» = —0,000788 ; byy, & = -0,0312.

su, = 000055465 s = 0,17634; sn — 0,0008336; sp = 0,26274.

th = 1,552 s o = 1,220 ; tu = 0,946 s tn = 0,119.
rk ™ k. ® .k

Rex = 43,60-0,000861K; Rrv = 44,00-0,21517; Ry . 3o = 43,68-0,000788K —0,03127..
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FIG. 16, Verband tussen refractometergetal en vetproduktie per Frico-deelgenoot over het
tijdvak van 1 juni tot en met 20 september 1953.
Verklaring der grafick: zic fig. 12,

V. Beschouwing der uitkomsten

Allereerst bezien wij de uitkomsten aangaande het verband tussen het re-
fractometergetal en de vetproduktie. Hier vonden wij voor de regressiecoéfficién-
ten over de drie jaren 1951, 1952 en 1953 resp. —0,001098 4+ 0,0003237;
—0,002691 4 0,0005974 en —0,000861 + 0,0005546. Dit is in overeenstemming
met de hiervoor toegelichte hypothese dat het refractometergetal des te groter is
naarmate volgens de formule van FREDERIKSEN meer voedsel nodig is per gram
geproduceerd melkvet. Uit deze hypothese volgde namelijk, dat er een negatieve
correlatie zou moeten bestaan tussen het refractometergetal en de vetproduktie.
Inderdaad vonden wij hier een negatieve correlatie en regressie. In de jaren 1951
en 1952 bestaat een statistische waarschijnlijkheid van 999, dat ook de ware
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Fi1G. 17. Verband tussen refractometergetal en vetgehalte der melk per Frico-deelgencot over
het tijdvak van 1 juni tot en met 20 september 1953,
Verklaring der grafick: zie fig. 13.

. regressiecoéfficiénten in negatieve richting van nul verschillen. Voor 1953 is dit
niet het geval; de waarschijnlijkheid dat de ware coéfficiént in negatieve richting
van nul verschilt bedraagt hier nog ongeveer 93 9. ,

De betekenis van deze coéfficiénten kan blijken uit de vermindering van het
refractometergetal ten gevolge van een stijging van de vetproduktie met 100 g
per dag, Deze daling bedraagt voor de drie jaren resp. 0,11; 0,27 en 0,09 een-
heden. Aangezien een verandering van één eenheid in het refractometergetal
gemiddeld overeenkomt miet een verandering van 3 eenheden in het J-getal
(VAN Dam, 1938; voor zomerboter), komen de zojuist genoemde dalingen van
het refractometergetal overeen met dalingen van het J-getal met resp. ongeveer
0,3; 0,8 en 0,3 eenheden. De invioed van de vetproduktie lijkt dus niet groot,
doch, zoals reeds meermalen is gezegd, zijn de uitkomsten voor de absolute
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waarden van de regressiecoéfficiénten steeds lager dan bij theoretische beschou-
wingen voorspeld wordt en dus zal de werkelijke invlioed van de vetproduktie
groter zijn dan hier is gevonden.

Het verband tussen het refractometergetal en het vetgehalte werd bepaald
door de regressiecoéfficiénten —0,5090 +0,14354 resp. —0,8177 40,1630 en
—0,2151 +0,17634. Ook hier verschillen de coéfficiénten voor 1951 en 1952
met 99 % zekerheid in negatieve zin van nul en is de coéfficiént voor 1953, hoe-
wel negatief, niet significant verschillend van nul. Een stijging van het vetper-
centage met 0,59 geeft een daling van het refractometergetal met resp. 0,25;
0,41 en 0,11 eenheden, overeenkomende met een dsling van het J-getal met
resp. 0,75; 1,2 en 0,3 eenheden. Ook de invloed van het vetpercentage is dus
niet groot, doch men bedenke wederom dat de berekende waarden slechts
minima zijn,

Ten slotte bezien wij het verband tussen het refractometergetal enerzijds en
de vetproduktie en het vetgehaite anderzijds. De desbetreffende partiéle regres-
siecoéfficiénten zijn
voor 1951 : by . » = —0,000663 4-'0,0003837 en byy . = —0,3247 4- 0,17771;
voor 1952: byg . » = —0,001536 + 0,0006763 en'byry . x = -0,5694 + 0,19092;
voor 1953: byg . = —0,000788 -{- 0,0008336 en by .z = —0,0312 4- 0,26274.

Voor beide coéfficiénten voor 1951 bestaat 909, zekerheid dat zij negatief
zifn, voor 1952 bedraagt dewe:zekerhetd 99 9. De coéfficiénten voor 1953 ver-
schillen niet significant van nul. De betekenis van deze coéfficiénten blijkt,
wanneer wij de daling van het refractometergetal berekenen als het gemiddelde
vetgehalte stijgt van 3,6 % tot 3,99 en de gemiddelde melkgift stijgt van 16 kg
tot 20 kg per dag, hetgeen neerkomt op een stijging van de melkvetproduktie
met 204 g per dag. Deze daling is dan resp. 0,23; 0,48 en 0,17 eenheden, over-
eenkbimende met een daling van het J-getal met resp. 0,7; 1,4 en 0,5 eenheden.

Samenvattend kan worden gezegd, dat de statistische berekeningen leiden
tot uitkomsten, welke in overeenstemming zijn met de theorie omtrent de
invloed van het vetgehalte en de vetproduktie op het refractometergetal en het
joodadditiegetal. Voor de praktijk moge de grootte dezer uitkomsten op het
eerste gezicht teleursiellend zijn, niettemin onderstreept dit onderzoek nog eens
het grote belang van de verhoging van het vetgehalte der melk en van de vet-
produktie per koe voor de consistentie van de boter.

VI. Vergelijking van onze uitkomsten met literatuurgegevens

De vergelijking van onze uitkomsten met de uitkomsten door BROUWER
(1932a) verkregen is het eenvoudigst. BROUWER berekende de regressies van het
J-getal (J) ten opzichte van de vetproduktie (K) en het vetgehalte (V). Deze
regressies zijn als volgt om te rekenen:

1. Uit de onderzoekingen van VAN DaM (1938) is gebleken, dat
dJ = 3dR (bij benadering)

en daar dJ = bjpdK,

is 3dR = bjpdK
dR _ b

of K3
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Yoorts is dR

ET( brk
. _ by
en daaruit volgt by = 3 -
2. Yoor by, b . » et byy | z geldt dezelfde afleiding, hetgeen leidt tot
b b b
br‘u:$; b . v = 1k3'”enbrv.k= jz;.k.

In tabel 28 zijn de waarden voor de betrokken coéfficiénten vermeld, zoals
die door BROUWER zijn gevonden en voorts de regressiecoéfficiénten na omreke-
ning op het refractometergetal. De jaren waarvoor de berekeningen werden uit-
gevoerd zijn aangegeven in de laatste kolom dezer tabel.

TaBeL 28. Vergelijking van de gevonden regressiecoéfficiénten met literatuurgegevens

Qorspronke- Omge- Qorspronke- Omge- Proef-
Bron lijke rekende lijke rekende iaar
coéfficiént coéfficiént coéfficiént coéfficiént ]
BROUWER bk bri bye bry
(1932a) ~(,0149 ~0,00497 -1,46 -0,487 1929 1
-0,0193 ~0,00643 -1,57 -2,523 192911
—0,0174 -0,00580 8,68 2,893 1930 1
-0,0162 -0,00540 -0,79 -0,263 1930 11
-0,0175 -0,00583 -7,47 -2,490 1931 1
40,0084 +0,00280 5,26 -2,087 1931 IT
-0,159 —0,00538 -5,1 -1,70 alle proeven
ADRIANI €.a. bxla brk bz lc bru
(1945) 40,9302 —0,00531 40,8804 -0,986 1942
+0,6666 —0,00380 40,6608 —0,740 1943
40,4993 —0,00285 40,1817 -0,204 1944
+0,410 —0,00234 +0,782 0,876 alle proeven
eigen berekening bri bry
-0,00110 -0,5000 1951
—,00269 -0,8177 1952
—-0,00086 -0,2151 1953
BROUWER big.w brr.v bjo.x bro.x
(19323) -0,0134 —0,00447 -3,82 -1,273 alle proeven
ADRIANI €., bzlu.cx'? bri.» bxlc-ux Bro.x
+0,266 -0,00152 ~+0,573 -0,6418 alle proeven
eigen berekening bre.v brv.ke
-0,000663 -0,3247 1951
-0,001536 -0,5694 1952
—D,000788 -0,0312 1953

Voor de gegevens van ADRIANI e.a. (1945) verloopt de omrekening als volgt:
1. voor b”‘1“: A7 = TR < const., (dit hoofdstuk, form. 7)
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dx; = 7dR.
Ook is 1= bxlaA -+ const, en

dx; = b,;ladA. Nuis 4 = 104% en dus

1 : 1
dx; = b"l“ d104 X ﬁbxla L 104 X2 dK = 17dR

dR 104bx1a
of T brp = — gz on aangezien K = ca. 500,
| b Ly
18 k = 175 z, 8-

2. voorbxlc: X1 = bxlcC + const., dus

dx; = bzlch en omdat C = 102 I—I/en dX; = 7dR, volgt

bx ¢ lOsz e
G NPT S i V — . 100
dR 7 d10 = T dV. Nuis ¥V = ca. 7%
dr 282
en dus d—Vz bry = — % ba;lc.

Voor de vergelijking met b,y . , en by _ 5 staan bij ADRIANI e.a, geen direct
vergelijkbare gegevens ter beschikking, wel echter de regressiecoéfficiénten
b“’l“ ez, €N bg;lc Az waarin X7 de leeftijd der koe in jaren vocrstelt. Aange-
zien echter de gemiddelde leeftijd der koeien in een zo groot wingebied als waar-
op ons onderzoek betrekking heeft, van jaar tot jaar niet veel zal veranderen,
mogen wij aannemen, dat onze regressiecoéfficiénten zijn berekend voor con-

stante leeftijd. Derhalve mogen zij worden vergeleken met de genoemde coéfii-
ciénten van ADRIANI e.a.

3. voor b
:z:la, . C(Ii?

X = b:r]a . c:c7A + bxlc . aa:7c + bxlz7 . aeX7 | const.,
dx; = bxla . cx7dA + bxlc R a.a:TdC + bw1x7 . MdX'?!

€n bxlc . a,z? geldt:

dXy = 7dR
1
en dus dR = ﬁ(bxla . cx7dA + bwlc . ax7dc + bxlx7 . acdX7).
. 1 1 100
== 4 _- — 2 - = = ——
Voorts is A 10 X C=1¢ = K=ca 500en ¥V =ca. T
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1 1 1 :
derhalve dR = ? (bxla' ; cx7d104 I_( + bg;lg . ax7d102 'I—/ + bxlg;'? . g,ch';)

bxla - cx7104 bxlc - ax,?loz bxlx? .
Of dRZ—TdK———WdV-‘r—?—dXT,
R 1
zodat e bri, v = “175 bmla e
IR 282

5‘,‘}“* byy g = *mbxlc . 0Ty

In tabel 28 zijn zowel de oorspronkelijke coéfficiénten volgens ADRIANI e.a.
opgenomen, als de daaruit berekende waarden voor de coéfficienten overeen-
komende met de door ons gebruikte. Ten slotte zijn in deze tabel nog de uit-
komsten van onze eigen berekeningen opgenomen.

Bij beschouwing van de tabel blijkt er een redelijke mate van overeenstemming
te bestaan tussen onze uitkomsien en de waarden die uit de literatuur kunnen
worden verkregen. Dit bewijst, dat het hier gevonden verband tussen het re-
fractometergetal enerzijds en het vetgehalte en de vetproduktie anderzijds inder-
daad aanwezig is en tevens, dat het ongeveer van de grootte is welke de door
BroUwER (1932a) geformuleerde hypothese voorspelt. In het derde hoofdstuk,
waarin de vertering van de voedervetten werd besproken, is hierop reeds nader
ingegaan. .

HooFpsTUK 5

VERDER ONDERZOEK NAAR DE FACTOREN, WELKE HET
REFRACTOMETERGETAL VAN HET MELKVET BEPALEN

INLEIDING

In het voorgaande hoofdstuk toonden wij aan, dat er een duidelijk verband
bestaat tussen het refractometergetal van het melkvet enerzijds en het vetgehalte
der melk en de vetproduktie per koe anderzijds. De regressie van het refracto-
metergetal t.o,v. deze grootheden is echter zwak, zoals blijkt uit de berekende
regressiecoéfficiénten. Tevens bleek aan de gevonden coéfficiénten slechts een
geringe statistische betrouwbaarheid te kunnen worden toegekend. Voor het
jaar 1953 was het zelfs niet mogelijk de hypothese, dat er geen enkel verband
tussen het refractometergetal en de beide andere grootheden bestond, op sta-
tistische gronden te verwerpen. Teneinde de regressiecogffici€nten nauwkeuriger
te kunnen bepalen, dienden wij dus over een uitgebreider cijfermateriaal te kun-
nen beschikken van gelijke betrouwbaarheid als dat betreffende de Friese zuivel-
fabrieken. Voor het refractometergetal bleken zowel de gegevens van het boter-
controlestation ““Gelderland-Overijssel” (BCGO) te Deventer als die van de
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gecombincerde botercontrolestations “Eindhoven” en “Maastricht” (BCME)
te Roermond voor ons doel geschikt te zijn. De gegevens betreffende de aange-
voerde hoeveelheid melk en het vetgehalte daarvan zijn afkomstig van de zunivel- :
fabrieken zelve en deze zullen ongeveer van gelijke betrouwbaarheid zijn als die.
betreffende de Friese fabricken. Helaas bleek het onmogelijk te zijn het aantal
koeien per fabriek met enige nauwkeurigheid te bepalen, zodat de vetproduktic
per koe niet kon worden berekend. Noodgedwongen hebben wij ons onderzoek
dus moecten beperken tot het verband tussen refractometergetal en vetgehalte
der melk.

Aangezien wij bij de bewerking van de hiervdor genoemde gegevens de indruk
kregen, dat wellicht geografische, geologische en klimatologische factoren mede
bepalend kunnen zijn voor het refractometergetal van het melkvet, hebben wij
de gegevens hierover voor geheel Nederland verzameld. Aan deze gegevens
zullen aan het slot van dit hoofdstuk enkele beschouwingen worden gewijd.

§ 1. HET VERBAND TUSSEN HET REFRACTOMETERGETAL
EN HET VETGEHALTE DER MELK

A. Statistische bewerking van het ciifermateriaal

a. Verantwoording van het gebruikte cijffermateriaal. Wij hebben bij ons
onderzoek betreffende Gelderland en Overijssel gebruik gemaakt van de re-
fractometergetallen, die ons werden verstrekt door het botercontrolestation
“Gelderland-Overijssel” te Deventer. Deze gegevens bestonden uit de tweemaal
per maand voor iedere aangesloten fabriek bepaalde refractometergetallen.
Deze cijfers werden bepaald met één refractometer bij 40°C en uitgedrukt in
boterrefractometergraden. De refractometer werd op ongeregelde tijden geijkt
met een vloeistof van bekende refractie. Yoor Zeeland, Noord-Brabant en
Limburg werden de gegevens betreffende het refractometergetal verkregen van
de gecombineerde botercontrolestations “Eindhoven™ en “Maastricht” te
Roermond. De refractometergetallen werden voor beide stations met dezelfde
refractometer bepaald, geheel zoals vermeld voor BCGO.

De gegevens over de vetgehalten der aangevoerde melk werden ons voor
beide gebieden welwillend ter beschikking gesteld door de directeuren der be-
trokken fabrieken of — na machtiging hunnerzijds — door het Bedrijfschap voor
Zuivel te ’s-Gravenhage. Deze vetgehalten hadden betrekking op 14-daagse
perioden.

Daar wij de uitkomsten van dit deel van het onderzoek wilden vergelijken
met de uvitkomsten van de bewerking der gegevens omirent de Friese zuivelfa-
brieken, was het noodzakelijk de berekeningen voor Friesland op enigszins
andere wijze uit te voeren dan in hoofdstuk 4 is geschied. In de eerste plaats leek
het ons juister om ten aanzien van de refractometergetallen gebruik te maken
van de bepalingen hiervan door het botercontrolestation “Friesland” te
Leeuwarden en niet, zoals in hoofdstuk 4, van die uitgevoerd op het FrICO-
laboratorium. In de tweede plaats moest het tijdvak waarover de berekeningen
werden uitgevoerd, worden aangepast aan dat waarover de berekeningen voor
BCGQO en BCME mogelijk waren. In verband met het tijdstip waarop de mon-
sterneming voor de bepaling van het refractometergetal door BCGO en BCME
werd verricht, was het niet mogelijk het berekeningstijdvak te beéindigen op
20 september, zoals voor Friesland is geschied, doch eerst op 30 september. De
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gegevens over het refractometergetal van het melkvet, aangevoerd bij de
FRICO-deelgenoten, werden dus verkregen van het botercontrolestation “Fries-
land” en die betreffende het vetgehalte van de FricO-deelgenoten zelve.

Ten aanzien van het gehele cijfermateriaal dient nog te worden opgemerkt,
dat alle cijfers afkomstig zijn van routinebepalingen, welke uit de aard der zaak
niet de nauwkeurigheid hebben, die kan worden verkregen bij wetenschappelijke
proeven. Daar wij bij onze berekeningen echter gebruik maken van gemiddelden
over een aantal waarden (gewoonlijk 8) zal de invloed van deze geringere nauw-
keurigheid voor een groot deel worden geélimineerd.

Voorts zij er nog op gewezen, dat het refractometergetal door de controle-
stations wordt bepaald in een steekmonster van de boter, welke in het betrok-
ken tijdvak op de zuivelfabriek is bereid. Dit kan tot gevolg hebben, dat de uit-
komst van de bepaling niet representatief is voor alle in dat tiidvak aangevoerde
melk. De berekening van het gemiddelde over langere tijd zal de gemaakte fout
ook hier doen verminderen.

De gegevens omtrent de vetgehalten der melk hebben betrekking op alle aan-
gevoerde melk, hetgeen echter niet inhoudt, dat zij dan ook representatief zijn
voor de vetgehalten van alle door de koeien geproduceerde melk. In sommige
streken, voornamelijk in de gebieden van BGCQ en BCME, houden de veehou-
ders namelijk dat deel van het melkmaal voor eigen gebruik achter, dat het
minste vet bevat. Wij moeten dit dus bij de beschouwing van de vitkomsten onzer
berekeningen niet it het oog verliezen.

b. Berekening van het gemiddelde refractometergetal en het gemiddelde vet-
gehalte per fabriek. Voor het refractometergetal (R} maakten wij gebruik van
het gemiddelde over de maanden juni, juli, augustus en september van elk der
jaren 1951, 1952 en 1953. Dit gemiddelde werd verkregen door eerst het gemid-
delde per maand te berekenen en vervolgens deze vier getallen te sommeren en
hun som door 4 te delen. Deze wijze van berekenen was noodzakelijk, omdat in
enkele gevallen slechts één refractometergetal voor een maand beschikbaar was
en dus op deze wijze een juister getniddelde werd verkregen dan door eenvoudig
alle waarnemingen te sommeren en vervolgens te delen door het aantal waarne-
mingen.

Het rekenkundig gemiddelde der vetgehalten (V) per fabrieck werd gevonden
door voor elke fabriek te sommeren over alle perioden, welke vielen in het tijd-
vak van | juni tot en met 30 september, vermeerderd met een proportioneel deel
van die perioden, welke niet geheel binnen dit tijdvak vielen. Vervolgens werd
deze som gedeeld door het aantal perioden. Deze berekening werd dus geheel
vitgevoerd op de wijze, zoals die in het voorgaande hoofdstuk (IVb) is beschreven.

Tabel 29 geeft een overzicht van de cijfers voor BCME, tabel 30 van die voor
BCGO en tabel 31 van die voor BCF-rrico. Voorts zijn deze cijfers verwerkt
in grafieken (fig. 18, 19 en 20).

¢. Stalistische bewerking van de gegevens, Uit de gegevens omirent refracto-
metergetal en vetgehalte werden vervolgens per controlestation en per jaar het

gemiddelde refractometergetal (R) en het gemiddelde vetgehalte (J) berekend.
Voorts berekenden wij de correlatiecoéfficiént pyy, de regressiecoéfficiént by,
de standaardafwijking van deze coéfficiént sp,,, en het quotignt der beide laatst

genoemde grootheden ty, ., hetwelk een maat is voor de statistische waarschijn-
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TaBeL 29, De waarden van refractometergetal en vetgehalte per zuivelfabriek over het tijdvak van 1 juni tot en
met 30 september van elk der jaren 1951, 1952 en 1953
Zuivelfabrieken in Zeeland, Noord-Brabant en-Limburg, aangesioten bij de gecombineerde boter-
controlestations “Eindhoven™ en “Maastricht”” te Roermond

Fa- 1951 1952 1953 Fa- 1951 1952 1953
brick R v R 1% R v brick R v R v R v
1 43,80 354 4399 337 4428 345 46 43,69 3,53 4425 350 44,59 361
2 4408 3,54 4425 348 4445 352 47 4428 339 44,62 334 4490 339
3 4372 344 4390 342 4428 345 48 4352 346 4396 347 4442 342
4 4391 354 4418 350 4449 3.55 49 4391 354 44,14 353 4462 351
5 43,79 353 4395 350 44,14 3,54 50 4374 354 4406 3,51 4435 3,53
6 4404 342 4449 332 4464 3,42 51 4418 345 4456 340 4456 346
7 4381 348 4411 342 4450 346 52 4382 344 4412 342 4435 343
8 4374 344 4420 344 4430 3,52 53 4415 346 44127 342 4450 345
9 4378 342 4425 335 4439 342 54 4384 338 4429 334 4442 345
10 4380 340 4416 338 4449 338 55 4438 345 4456 340 4456 346
1l 43,80 347 4402 347 4438 352 56 43,60 3,53 4395 350 44,11 350
12 4358 354 4391 352 4451 355 57 4360 346 4376 346 4395 351
13 4372 348 44)2 346 4435 3,50 58 4398 351 44,10 348 4458 351
14 4402 334 4402 334 4441 337 59 4398 3,352 4428 348 4444 349
15 4388 342 4400 334 4450 338 60 4390 3,43 4421 335 4450 343
16 44,26 339 44,68 336 44,55 3,38 61 4392 333 4431 331 44,68 3,38
17 4394 347 44,18 348 4460 3,54 62 43,72 347 4418 343 4442 345
18 4374 349 44,10 344 44,50 345 63 4389 3,52 4418 346 44,60 347
19 4386 340 4419 337 4439 347 64 4386 341 4400 335 44,51 341
20 4400 336 4445 330 4462 337 65 4374 351 4404 348 4435 156
21 4381 342 4420 339 4442 342 66 43,76 3,39 4394 . 337 4434 338
22 4378 341 44,12 341 4438 344 67 4358 357 4395 351 4435 351
23 4374 353 4429 348 4464 350 68 4384 342 44,16 340 4444 343
24 4385 339 4412 336 44,62 345 69 43,60 343 4386 335 44,10 349
25 4385 353 4434 350 4441 351 70 4388 342 - 4412 343 4422 348

26 4441 3,39 4441 3,38 4470 344 71 43,88 341 4406 3,33 44,59 3,39

3

27 4371 354 4406 351 4439 355 72 4376 3,51 4420 346 44,56 3,50
28 4381 3,57 4411 351 4434 354 73 4339 360 43,22 361 4411 3,61
29 4376 342 4418 334 4434 339 74 4408 335 4431 329 44,56 3,36
30 43,80 348 4431 343 4449 347 75 4418 339 4440 336 4479 345
31 44,11 343 4426 333 4440 334 76 44,11 3,37 4445 338 4445 345
32 4406 344 4438 339 4452 341 77 44,15 343 4422 342 4476 341
33 4419 335 4449 329 4472 338 78 4425 348 4408 349 4460 3,56
34 4416 343 4416 339 4452 347 79 4409 352 4392 344 4459 343
35 4366 348 44,09 343 4432 349 80 4334 343 4380 346 4410 349
36 4420 341 4432 335 4489 334 Bl 44,54 341 4455 342 4472 345
37 43.81 347 4399 345 4439 348 82 4391 344 4418 344 4446 349
38 4426 346 4446 342 4430 343 83 43,75 351 4395 346 4432 350
39 4404 3,52 4431 347 4462 3,52 84 4412 343 4432 338 44,78 344
40 4401 342 4429 331 4445 334 85 4398 348 4428 342 4472 348
41 4422 332 44,62 330 4465 3,34 86 44,65 3,26 4458 330 44,90 3,31
42 4355 364 4346 360 4395 3.56 87 4401 338 4429 333 4449 335
43 4396 341 4426 335 4456 342 88 43,66 3.55 43,84 350 4426 3,54
44 4378 339 4401 343 4441 349 - 89 4419 345 4430 337 4485 338
45 4385 344 4420 341 4458 344 90 4449 343 4461 338 4492 343
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vervolg tabel 29

Fa- 1951 1952 1953 Fa- 1951 1952 1953
brick R 4 R Vv R v brick R 14 R V R v

91 43,75 3,55 44,01 348 4446 348 101 4435 3,39 44,36 332 4495 331
92 4396 3,51 4422 351 44,65 3,53 102 4374 349 4421 345 4442 344
93 4421 3,32 4438 3,35 44,65 3,37 103 44,15 3,57 44,12 353 4455 3,50
94 4386 3,53 4424 3,50 44,56 3,50 104 4409 348 4442 343 4455 347
95 4394 343 4419 343 4439 341 105 4390 3,51 4405 346 4452 354

3,44

3,47

96 43,88 3,56 44,19 351 4462 355 106 4405 341 4434 336 4470
97 4418 343 4429 341 4469 338 107 4379 363 - T o442
98 4379 353 4408 347 4441 348
99 4432 336 4460 335 4495 334
100 43,74 360 4399 350 4420 3,52

R = gemiddelde refractometergetal uitgedrukt in boterrefractometergraden
¥V = gemiddelde vetgehalte der melk in procenten

TaBeL 30. De waarden van refractometergetal en vetgehalte per zuivelfabriek over het tijdvak van 1 juni tot en
met 30 september van elk der jaren 1951, 1952 en 1953
Zuivelfabrieken in Gelderland en Overijssel, aangesloten bij het botercontrolestation “Gelderland~
Overijssel” te Deventer

Fa- 1951 . 1952 1953 Fa- 1951 1952 1953
brick R v R v R v brick R v R v R v

1 4412 342 4421 3,44 44,15 349 26 4409 346 4384 346 4402 3,53
2 4388 3,65 4395 365 4408 372 27 4399 359 4399 372 4399 357
3 4392 353 4418 352 4389 358 28 4419 353 44,14 353 44,19 3,52
4 4439 338 4435 341 4436 343 79 4434 340 4426 339 4434 344
5 4369 371 43,76 372 4374 374 30 44,15 352 4419 3,55 44,11 3,61
6 4380 361 43,79 3,59 4391 3,61 31 - - 4392 364 4395 3,67
T 4429 345 4412 346 44,19 354 32 4381 354 4405 3,53 4385 3,61
8 4422 344 4425 340 4439 348 33 4371 361 4358 362 4376 3,60
9 4425 345 4429 342 4438 345 34 4426 342 4424 338 44,25 342
10 4422 340 4410 343 4414 348 35 4415 343 4422 342 4421 346
11 4395 3,56 4406 3,53 4391 3,59 36 4429 350 4439 354 4412 3,58
12 4425 341 4432 341 44,40 3,46 37 4361 360 4365 357 4365 3.63
13 4424 347 - - 4422 352 38 4412 356 4432 356 4416 3,53
14 4440 340 4422 340 4432 340 39 4411 346 4430 345 4414 349
15 4381 3,64 4376 3,59 4385 3.62 40 4416 347 4421 351 4415 3,59
16 4422 355 44,09 360 4409 3,54 41 4439 337 4452 335 4441 340
17 4388 369 4379 365 4370 3,67 42 4436 343 4429 345 4435 348
18 4421 346 4425 348 4439 3,53 43 4414 349 44,19 348 4408 3,52
19 44,19 360 4420 360 4416 3.65 44 4399 346 4408 344 4401 349
20 4400 3,52 4405 353 4400 3,57 45 4412 345 4416 352 4405 3.52
21 4404 354 4409 3,59 4402 3,63 46 4438 335 4419 337 4439 341
22 44,16 358 4420 3,56 4411 363 47 . 4392 352 4398 3,57
23 43,92 351 4399 353 4339 359 48 4410 348 4419 351 4402 354
24 4392 354 4411 355 4404 3,60 49 4422 335 4432 336 4422 343
25 4445 334 44,52 337 4440 341 50 4350 3,66 4358 365 43,56 3,68
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vervolg tabel 30

Fa- 1951 1952 1953 Fa- 1951 1952 1953
briek R vV R V R 4 brieck R 4 R 14 R V

51 43,58 367 4352 369 43,60 3,72 86 44,56 344 44,64 346 4451 3,49
52 4436 346 44,50 348 4432 359 87 4440 3,38 44,50 3,34 44,55 3,35
53 43,89 362 4395 3,60 4375 3,60 88 4429 348 4428 3,50 4426 3,57
3
3

54 4402 352 4408 354 4416 3.6l 89 - - 4456 331 4470 335
55 4399 3,65 4384 370 4386 372 90 4395 3,62 4396 3,59 4401 362
56 4424 339 4409 342 4411 346 91 44,19 346 4416 348 4424 3,52
ST 4439 338 4440 338 4432 339 92 4476 335 4492 337 4479 333
58 4432 336 4436 336 4446 342 93 4418 350 4428 351 4411 355
59 4409 346 4406 343 4408 351 94 44,14 340 4419 341 4425 3,47
60 4405 347 4416 341 4404 3,50 95 4401 344 4409 342 4409 3,49
61 4408 346 4408 346 44,12 3,50 96 4426 346 4448 339 4441 34
62 4400 346 4386 345 4402 3,50 97 4412 3,39 43,88 341 4390 3,46
63 - - 4400 346 4408 353 98 44,00 344 4398 347 4395 3,49
64 4406 353 4406 3,54 4410 359 99 4369 3,50 4396 3,52 4379 3,54

65 4382 343 43,86 347 4386 3,51 100 43,85 347 439 336 4402 3,30

66 44,51 345 4469 345 4475 346 101 4390 349 4384 351 4396 3,55
67 4431 340 4428 340 - - 102 419 347 4415 352 44,14 3,54
68 4410 353 4419 355 4415 3,60 103 4444 350 4442 351 4435 354
60 4461 335 4465 335 4455 343 104 4440 330 4426 342 4431 3,43
70 4410 348 4415 350 4422 3,57 105 4426 350 44,02 345 44,09 3,52

- - 44,51 3,31 44,46 3,31 106 4471 331 44,69 3,23 4469 3,34
T2 4439 34T 4442 344 4459 349 107 4399 365 43,68 3,65 4392 1368
73 4432 343 4439 344 4421 3,50 108 4420 344 4454 346 4420 348
74 4474 3,22 447F 3,18 44,55 3,23 109 4449 3,39 44,54 3,33 44,55 3,39
75 4429 347 4431 347 4434 348 110 44,55 3,35 4464 331 4465 339

76 4452 3,36 4434 336 4448 343 111 4429 350 4421 349 4428 3,60
77 4421 343 4421 340 4421 346 112 4406 351 4398 354 44,10 3,60
78 4510 326 4531 308 4512 3,16 113 4459 345 4470 347 4461 347
79 4405 347 4399 345 4388 349 114 4414 349 4424 352 4410 356
B0 4452 346 4442 344 4450 3,45 115 4450 345 4475 339 44,84 345

81 4421 345 4432 339 4426 34l
82 4390 347 43,89 349 4400 356
81 4399 338 4394 338 4390 347
84 4420 343 4419 346 4419 351
85 4480 344 4491 343 4479 343

R = gemiddelde refractometergetal uitgedrukt in boterrefractometergraden
V = gemiddelde vetgehalte der melk in procenten

TaseL 31. De waarden van refractometergetal en vetgehalte per zuivelfabriek over het tijdvak van 1 juni tot en
met 30 september van elk der jaren 1951, 1952 en 1953
Zuivelfabrieken in Friesland, aangesloten bij het botercontrolestation *‘Friesland” te Lecuwarden
en bij de “FRICO” te Leecuwarden

Fa- 1951 1952 1953 Fa- 1951 1952 1953

briek R V R V R V brick R v R v R v
1 4294 400 4292 395 43,58 3,87 4 4300 3,82 4321 3,82 4354 3,82
2 4292 396 42,80 393 4348 3,92 5 4301 390 4319 386 43,69 3,86

3 4291 394 4281 395 4339 395
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vervolg tabel 31

Fa- 1951 1952 1953 Fa- 1951 1952 1953
brick R 14 R 4 R v brick R v R 14 R 14
6 4300 4,02 4281 398 4350 4,01 31 4308 401 4296 396 4362 395
7 4326 3,84 4328 3,81 4354 13182 32 4284 371 4298 372 4332 378
8 4285 395 4278 391 43,51 392 33 4306 379 4314 376 4331 381
9 4286 4,39 4296 4,01 4346 4,17 34 4284 384 4292 377 43,36 3382
10 4298 402 4312 395 43,66 4,05 35 4291 402 4272 397 4354 393
11 42,84 411 4284 405 4338 4,06 36 43,18 3,85 4331 3,80 43,68 3,88
12 4309 377 4336 3,77 4375 375 37 4281 407 42,89 400 4346 405
13 4318 381 4324 382 4371 383 38 4314 400 4310 398 4360 401
14 4310 395 4312 392 4344 396 39 4302 380 4318 376 4332 3.83
15 4311 3.81 4309 380 4346 38 40 4300 3,81 4305 382 4334 378
16 4309 385 43,08 3,79 4340 3,87 41 4286 3,85 4290 3,85 4340 3,89
17 4275 405 4275 401 4319 405 43 4278 399 4298 397 4345 3,94
18 4305 385 43,10 381 4344 387 44 4295 376 4306 375 4346 382
19 4296 386 43,12 385 4354 3389 45 4291 385 4301 385 43,34 387
20 4299 3,85 43,08 3,80 43,42 3,83
21 4292 379 4309 3,87 4348 3,87 46 4320 392 43,02 391 4359 391
22 4308 394 4302 3,82 43,58 3.94 A7 4306 400 4326 396 43,54 394
23 4255 389 4268 3,86 43,19 385 48 4314 3,86 4302 387 4369 3,76
24 4282 402 4288 399 4340 40 49 4309 391 4301 391 4335 3,93
35 4314 400 4292 402 4352 401 S0 4320 380 4330 372 4366 3,84
26 4292 395 4291 390 4348 392 51 43,05 394 4292 388 4344 3,92
27 43,18 386 4310 382 43,64 3,83 52 4290 4,11 4290 403 4330 4,03
28 42,76 392 4298 392 4344 391 53 4298 382 4306 383 4336 385
29 4302 391 4304 391 4344 391
30 4301 378 43,12 376 4361 381

R = gemiddelde refractometergetal vitgedrukt in boterrefractometergraden
¥ = gemiddelde vetgehalte der aangevoerde melk in procenten

TaseL 32. Uitkomsten der statistische bewerking van refractometergetallen en vetgehalten voor de
zuivelfabrieken, aangesloten bij BCME, BCGO en BCF

n E 17 fre l bre I Sb,,, { tbn, R‘rv
BCME | W7 | 43927 | 3458 | —0,5186 | —1,7294 | 027826 | 6,22 49,91-1,729V
1951 | BCGO | 110 | 44177 | 34721 -0.7378 | -2.1641 | 019054 | 11,36 | 51.69-2,164F
BCF 52 42,986 | 3,912 -0,2737 | -0,3628 | 0,18031 2,01 | 44,41-0,363¥
BCME | 106 | 44,187 | 3419| —0,5798 | —1,9260 | 0,26553 | 7,26 | 50,78-1,927V
1952 | BCGO | 114 | 44200 | 3471| —07023 | —1,957% | 0,18753 | 10,44 | 51,00-1,958V
BCF 52 | 43,021 | 3,881 0,5526 | 09424 | 0,20100 | 4,69 |46,68-0,942%
BCME 107 44,496 | 3456 | —0,4659 | -1,4207 | 0,26331 5,40 | 49,41-1,421V
1933 | BCGO 114 44,184 | 3,512 -0,7515 | -2,1011 0,1742% | 12,06 | 51,562,101V
BCF 52 | 43481 | 3902 | -0,1472 | 02159 | 0,20520 | 1,05 |44,32-0216V

Yoor verklaring der symbolen en de betekenis der uitkomsten: zie tekst.
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Fic. 18. Het verband tussen het refractometergetal van het melkvet en het vetpercentage der

108

melk.

Verklaring: Refr. get. = gemiddelde refractometergetal per fabriek over het tijdvak

van 1 juni tot en met 30 september.

Vet %, — gemiddelde vetpercentage van de melk, welke pedurende het bovenge-
noemde tijdvak bij de fabriek is aangevoerd.

BCGO = botercontrolestation “Gelderland-Overijssel™.

BCME = botercontrolestations “Maastricht” en “Eindhoven™.

BCF = botercontrolestation “Friesland™.

= regressielijn van het refractometergetal t.o.v, het vetpercentage.
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FiG. 19. Het verband tussen het refractometergetal van het melkvet en het vetpercentage der
melk.
Verklaring: zie figuur 18.

lijkheid, dat er inderdaad een verband bestaat tussen het refractometergetal en
het vetgehalte der melk in de door de regressiecoéfficiént aangegeven zin. Ten
slotte werd nog de regressievergelijking

Rrp = const. + bV
berekend. De uitkomsten dezer berekeningen zijn opgenomen in tabel 32, teza-
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Fi1G. 20. Het verband tussen het refractometergetal van het melkvet en het vetpercentage der

melk.
Yerklaring: zie figuur 18.

men met het aantal (#) der fabrieken, waarover voor elk controlestation en elk
jaar gegevens ter beschikking stonden. De berekende regressiclijnen zijn tevens
ingetekend in de grafieken (fig. 18, 19 en 20).

d. Bespreking der uitkomsten. Een beschouwing der regressiecoéfficiénten
leert ons, dat deze alle zonder uitzondering negatief zijn en liggen tussen
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-0,2159 en -2,1641. Voorts blijkt de absolute waarde dezer coéfficiénten voor
de gebieden van BCME en BCGO aanzienlijk groter te zijn dan voor het gebied
van BCF-rrico. Uit de waarden voor tp,, blijkt, dat de gedachte dat er geen

verband zou bestaan tussen refractometergetal en vetgehalte, de “nulhypothese”,
met grote stelligheid kan worden verworpen. Wanneer wij de waarden van deze
statistische grootheid voor elk gebied en clk jaar afzonderlijk bezien, zouden wij
deze gedachten ten aanzien van BCF in 1953 niet kunnen verwerpen, doch de ge-
vonden regressiecoéfficiént is toch negatief. Gezien de vitkomsten voor de overige
berekeningen kan deze laatste vitkomst niet worden gezien als een bewijs van
onafhankelijkheid van refractometergetal en vetgehalte.

De betekenis der gevonden regressiecoéfficiénten blijkt wanneer wij berekenen
hoe groot de daling van het refractometergetal zou zijn bij een stijging van het
vetgehalte der melk van 3,45% (ongeveer het gemiddelde voor BCME en
BCGO) tot 3,90% (ongeveer het gemiddelde voor BCF). Deze daling bedraagt
voor BCME circa 1,7 x 0,45 = 0,76 eenheden en voor BCGO 2,1 x 0,45 =
0,94 eenheden. Deze dalingen zijn zeer aanzienlijk en brengen het gemiddelde
refractometergetal voor BCME op ongeveer 43,5 en voor BCGO op 43,3 het-
geen vrijwel overeenstemt met het Friese gemiddelde 43,1,

Rechtstreekse vergelijking van onze uitkomsten met literatuurgegevens is
helaas niet mogelijk. BROUWER (19322) berckende echter wel de samenhang
tussen joodadditiegetal en vetgehalte en de door hem verkregen regressiecoéf-
ficiénten kunnen bij benadering worden-omgerekend tot die voor de samenhang
tussen refractometergetal en vetgehalte. Deze omrekening is reeds in hoofdstuk
4 vermeld en wij herhalen hier slechts de aldaar verkregen omgerckende waarde
voor het gemiddelde van deze coéfficiénten, namelijk ~1,70. ADRIANI e.a, (1945)
berekenden de regressiecoéfficiénten voor de samenhang tussen “‘refractie™ en
de reciproke van het vetgehalie, Qok van deze gegevens is de omrekening reeds
in hoofdstuk 4 beschreven. Deze auteurs vonden gemiddeld -0,876. Onze uit-
komsten voor BCME en BCGO zijn in vergelijking met de beide literatuurge-
gevens in absolute waarde dus aanzienlijk groter. Doch men verlieze niet uvit het
oog, dat de literatuurgegevens slechts op geringe aantallen koeien betrekking
hebben, waardoor toevallige fouten in de waarnemingen de absolute waarden
van de regressiecoéfficiénten belangrijk zouden kunnen verlagen. Voorts heeft
ook de omrekening van de coéfficiénten een verkleining van de absolute waarde
ten gevolge.

Onze vitkomsten voor BCF zijn daarentegen in absolute waarde gelijk of zelfs
aanzjenlijk lager. Hierbij kan geen sprake zijn van een verlaging van de abso-
lute waarden door een gering aantal waarnemingen. Wij kunnen een mogelijke
verklaring voor de verschillen tussen de onderscheiden coéfficiénten vinden in
de door ons in hoofdstuk 3 ontwikkelde theorie omtrent de invloed van de on-
verzadigde vetzuren uit het voeder op de samenstelling van het melkvet. Op
grond van deze theorie leidden wij de volgende formule af:

1L (1 G20

1
5 X + 141 7 + 52,875)

(hoofdst. 3, form. 8).
In algemene gedaante luidt deze formule:

G + 300
K
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Aangezien reeds vele auteurs (0.a. VaN DaM, 1938) hebben aangetoond dat
er een zeer nauw lineair verband bestaat tussen het J-getal en het refractometer-
getal van het melkvet, kunnen wij bovenstaande formule vervangen door:

300
GH3W_ o, . @

eR+g=a e v

waarin a, b, ¢, e en g constanten zijn, waarvan &, b en ¢ beslist positief zijn. In
deze formule komen naast V ook nog G (gewicht der koe} en K (vetproduktie
per koe) voor en daar wij zoeken naar het verband tussen R en V moeten wij
trachten deze beide grootheden te elimineren.

Nu vond BROUWER (1932a) een positieve correlatie (coéfliciént -+ 0,2569)
tussen K en V' bij een aantal proeven, waarbij de koeien gedurende een vrij lange
tijd werden geobserveerd. Onder de proefdieren bevonden zich zowel voorjaars-
als herfstkalvers en deze positieve correlatie werd dus gevonden ondanks het
feit, dat de dieren zich in zeer verschillende stadia van de lactatieperiode bevon-
den. Het is immers welbekend, dat naarmate de lactatie voortschrijdt het vet-
percentage stijgt en de vetopbrengst daalt, hetgeen een negatieve correlatie zou
moeten geven. Ook ons eigen onderzoek van de gegevens omtrent de Friese
zuivelfabricken levert een positieve correlatie tussen K en V; de correlatie-
coéfliciénten tussen de fabrieksgemiddelden voor de jaren 1951, 1952 en 1953
zijn nl. resp. + 0,6098, 40,5728 en +-0,5970. Uit deze gegevens mogen wij een
causaal verband tussen K en V afleiden; dit verband is mogelijk lineair of wijkt
althans in het normale K- en F-traject weinig daarvan af. We mogen dus schrij-
ven:

K=hV+j 3
waarbij & positief is.

Ten aanzien van G valt weinig te zeggen; uit de gegevens van BROUWER valt

1 . S
4 en Vaf te leiden, terwijl uit
de publikatie van ADRIANI e.a. (1945) eveneens een positieve correlatie tussen
deze beide grootheden kan worden afgeleid. Voorts zal de waarde van G van
fabriek tot fabriek weinig verschillen, daar hierbij gemiddeld wordt over grote
aantaltlen dieren.
Op grond van het hiervoor gezegde zullen wij niet ver bezijden de waarheid
zijn, wanneer wij in formule (2) & -+ 300 vervangen door een positieve con-
stante (k); de gehele formule wordt dan:

. , G
een zeer zwak positieve correlatie tussen —

eRt+g=a, - + - +ec G
waaruit volgt:

T e VAR er = -9

Aangezien de constanten a, b, e, k en k positief zijn en de beide kwadraten
eveneens, volgt uit (5), dat by, negatief moet zijn en dat de absolute waarde
van by, bij toenemende V zeer snel kleiner moet worden, aangezien F in een
kwadratische functie in de noemers van beide breuken voorkomt, Dit is geheel
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in overeenstemming met hetgeen door ons werd gevonden; ook het verschil
tussen de regressiecoéfficiénten gevonden door BROUWER en door ADRIANI e.a.
is in overeenstemming met deze formule. Het vetpercentage was bij eerstge-
noemde auteur gemiddeld nl. 3,279 en bij ADRIANI e.a. 3,57%,. Op grond van
deze vetpercentages en van onze ecigen uitkomsten bij een vetpercentage van
ca. 3,47% zou men als regressiecoéfficiénten verwachten ca. -2,5, resp. ca.
—1,7; de genoemde auteurs vonden echter —1,275, resp. -0,876. Men dient echter
niet te vergeten, dat bij beide onderzoekingen slechts geringe aantallen koeien
waren betrokken en dat bij het omrekenen van de oorspronkelijke regressie-
coéfficiénten van benaderingen gebruik is gemaakt.

Samenvattend kan worden gezegd, dat de gevonden regressiecoéfficiénten in
overeenstemming zijn met de door ons opgestelde theorie omtrent het verband
tussen de onverzadigde vetzuren uit het voeder en het refractometergetal van het
botervet. Ook bestaat er een redelijke mate van overeenstemming met de
schaarse literatuurgegevens. Als bewijs voor onze theorie kunnen deze uitkom-
sten echter nauwelijks dienen en wij moeten dan ook met grote nadruk wijzen
op het belang van vitvoerige proeven, waarbij de opzet zodanig dient te worden
gekozen, dat alle voor het bewijzen van onze theorie noodzakelijke gegevens ter
beschikking komen.

B. Mogelijke andere factoren welke het refractometergetal bepalen

a. Verwerking van het beschikbare cijffermateriaal. Bij de bewerking van het
cijfermateriaal viel het ons op, dat de refractometergetallen in het algemeen niet
van plaats tot plaats sprongsgewijze veranderden, doch dat de veranderingen
meer geleidelijk optraden. Teneinde na te gaan of deze veranderingen uitslui-
tend op rekening van het verschil in vetgehalte der melk kunnen worden ge-
schreven of dat ook andere factoren mede een rol spelen, hebben wij als volgt
gehandeld. Met behulp van de regressievergelijking, zoals die voor het betrok-
ken jaar en het desbetreffende controlegebied was gevonden, werd voor elke
zuivelfabriek het refractometergetal bérekénd, dat overeenkwam met het ge-
vonden vetpercentage. Vervolgens werd het verschil bepaald tussen het bere-
kende refractometergetal en het refractometergetal zoals dat in werkelijkheid
was gevonden. In een formule uvitgedrukt dus:

-

AR = Rgev — (bn;V —+ COﬂSt.) = Rgev - R (6)

Dit verschil AR hebben wij berekend voor alle zuivelfabricken behorende tot
de controlegebieden van BCF, BCGO en BCME en voor elk der jaren 1951,
1952 en 1953, Voor de meeste fabricken bleek het verschil in elk der drie jaren
gelijk gericht en ongeveer even groot te zijn. Wij hebben deze verschillen per
fabriek over de drie jaren gemiddeld en vervolgens in kaart gebracht (kaart 1).
Aangezien de regressiecoéfficiént, zoals reeds vele malen eerder door ons is ge-
zegd, in absclute waarde te klein is, bestaat de mogelijkheid dat de invloed van
het vetgehalte met deze wijze van berekenen nog niet geheel in rekening is ge-
bracht. Wij hebben in onze kaart daarom ook nog de gemiddelde afwijking van
het veipercentage per fabrick van het gemiddelde voor het betrokken controle-
gebied (AV) aangegeven. Voor de beide grootheden hebben wij de afwijkingen
in drie klassén ingedeeld nl.: AR, AV> +0,05; +0,05>AR, AV> -0,05 en
AR, AV< -0,05.
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b. Bespreking van het bewerkte cijfermateriaal. Bij beschouwing van de over-
zichtskaart (kaart 1) vallen reeds dadelijk de vrij grote aaneengesloten gebieden
op met een gelijk gerichte afwiiking van het refractometergetal (AR). Van ecn
nog resterend deel van de invloed van het vetpercentage is echter niets te zien;
in een klasse van afwijking van het refractometergetal treffen wij vertegenwoor-
digers aan van alle drie klassen van AV, Wij mogen dus aannemen, dat de in-
viced van V op R vrijwel geheel in rekening is gebracht. Van de grootheden,
welke volgens onze theoretische formule (hfdst. 3, form. 8) het refractometer-
getal bepalen, hebben wij het vetpercentage dus verantwoord. Er resten ons
nog: de factor f (bruikbaar deel der onverzadigde vetzuren), E (meq dubbele
bindingen per 100 g ds in het gras), S (kg zetmeelwaarde per 100 kg ds gras),
G (gewicht der koe) en K (vetproduktie per koe per dag).

De factor f zal hoogstwaarschijnlijk een fysiologisch bepaalde factor zijn,
welke van individu tot individu zal verschillen, doch die gemiddeld over een
groot aantal koeien van fabriek tot fabriek niet belangrijk zal verschillen; fmag
voor de onderhavige beschouwing als een constante worden aangemerkt.

De grootheden E en S worden bepaald door de hoedanigheid van het gras.
Deze hoedanigheid is afhankelifk van vele omstandigheden, zoals daar zijn:
mate en wijze van bemesting, groeistadium van het gras tijdens de beweiding,
wijze van beweiding, grondwaterstand, klimatologische omstandigheden en
grondsoort. Al deze omstandigheden zijn min of meer streeksgewijs bepaald;
daarnaast kunnen nog vele andere omstandigheden worden genoemd, welke
echter meestal van veehouder tot veehouder verschillen en gewoonlijk door het
verwerken van de cijfers per fabriek niet erg naar voren treden. Van de hiervoér
opgesomde omstandigheden lijken ons de beide laatstgenoemden, klimatologi-
sche omstandigheden en grondsoort, het belangrijkst. De klimatologische factor
zal bij het bespreken van het overzicht van de refractometergetallen (§2) nader
worden bezien. Voor de invioed van de grondsoort dienen wij allereerst een
blik op de kaart te werpen.

In de eerste plaats wijzen wij op een groot gebied met in positieve zin afwij-
kende refractometergetallen, dat zich uitstrekt van Zuid-Beveland door Noord-
west-Brabant, het Land van Heusden en Altena, de Bommelerwaard, de Betuwe,
de Lijmers en de zuidelijke IJsselstreek tot het gebied ten zuidoosten van
Zutphen. Dit gehele gebied bestaat grotendeels uit zee- of rivierklei en vooral in
Noordwest-Brabant valt de grens van dit gebied zeer duidelijk samen met de
grens tussen de klei en het zand. Hier zou dus van een nauwe binding aan de
grondsoort kunnen worden gesproken, ware het niet dat gebieden als Walche-
ren, Zeeuws-Vlaanderen, het Land van Maas en Waal en de noordelijke IJssel-
streek, welke geheel bij het eerder genoemde gebied aansluiten, zich kenmerken
door cen gemiddelde of negatieve AR. Het Maasdal in Limburg, waar ook gro-
tendeels kleigronden worden beweid, kenmerkt zich ook weer door een posi-
tieve AR, doch hierbij sluit zich aan een gebied door de Peel en oostelijk van het
stroomgebied van de Aa en de Zuid-Willemsvaart, dat gelegen is op hoogveen
of zandgrond. Het overblijvende deel van Noord-Brabant geeft een enigszins
verward beeld, maar vestigt toch de indruk dat op de zandgronden AR in het
algemeen negatief is. Ook op de zandgronden van de Veluwe ligt een gebied met
negatieve AR, dat zich echter voortzet in het noordelijke IJsseldal met het
Kampereiland en in het gebied rond Staphorst en Dedemsvaart. In deze gebie-
den treft men klei, zand, laagveen en hoogveen aan. Voor de Achterhoek,
Twente en Salland vinden wij merendeels een gemiddelde of negatieve AR,
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hoewel het beeld in dit gebied nogal verward is. In hoofdzaak vindt men hier
zandgrond, welke echter sterk doorsneden is met beekgronden en hoogveen
(rond Vriezenveen, AR pos.). In de Kop van Overijssel wisselen gebieden met
positieve, gemiddelde en negatieve AR elkaar af, hoewel hier vrijwel vitsluitend
laagveen voorkomt. Voor dit verschijnsel kunnen wij geen verklaring geven.

In de provincie Friesland kan men twee verschillende invloeden onderkennen,
namelijk de grondsoort en de wijze van veehouderij. Voor de eerste invloed zij
gewezen op het hoogveengebied rond Oosterwolde (AR neg.), de Friese Wou-
den (zandgrond, AR gemiddeld), en het laagveengebied rond de Friese meren
met een uitloper, eveneens op laagveen, naar Giekerk. De tweede invloed blijkt
naar onze mening vrij duidelijk uit het verloop van AR op het zeekleigebied: in
de Greidhoek (Witmarsum, Wommels, Weidum, Winsum) met overwegend vee-
teelt, een negatieve AR, in de Bouwhoek (Sexbierum, Marrum, Ee) met over-
wegend landbouw, waarbij de vechouderij nevenbedrijf is, een positieve AR met
daarnaast een overgangsgebied tussen deze gebieden onderling en het aangren-
zende laagveengebied (Achlum, Leeuwarden en omstreken, Birdaard en
Dokkum) waar wij een gemiddelde AR aantreffen.

Samenvattend kunnen wij dus zeggen, dat er sterke aanwijzingen zijn dat de
grondsoort, ook na het uitschakelen van zijn invloed op het refractometergetal
via het vetpercentage, waarschijnlijk een aanzienlijke invloed op het refracto-
metergetal uitoefent. Dit wijst nog eens te meer op de invloed van het voeder op
het refractometergetal langs andere wegen dan uitsluitend via de calorische
waarde.

De grootheid G (gewicht der koe) ontsnapt, voor zover wij kunnen zien, in
de overzichtskaart aan onze waarneming. Ongetwijfeld zijn hier ook sterk
regionaal gebonden invloeden aan te wijzen. Voorts is er een vrij groot verschil
in gewicht tussen de beide belangrijke veeslagen. Bij de bespreking van het
overzicht van de refractometergetallen voor geheel Nederland komen wij hier
nog even op terug.

Ten slotte de grootheid K (vetproduktie). Zoals uit onze formule blijkt zal
deze grootheid een belangrijke rol spelen bij de bepaling van het refractometer-
getal van het melkvet. In deze paragraaf onder A hebben wij echter al opge-
merkt, dat er een vrij sterke samenhang blijkt te bestaan tussen V en K. Wij
mogen dus aannemen, dat door het elimineren van de grootheid ¥ ook de
invloed van X al grotendeels is geélimineerd. Men kan dan ook niet verwachten
dat hiervan op de overzichtskaart nog veel te merken zal zijn.

Er rest ons nog een opmerking ten aanzien van de betrouwbaarheid van de
cijfers omtrent het vetpercentage der melk. Het blijkt namelijk, dat het percen-
tage van de melk, dat ten behoeve van het eigen bedrijf of gezin wordt achterge-
houden, van streek tot streek sterk wisselt. Dit is op zichzelf niet belangrijk,
daar hicrdoor het vetpercentage van de melk zoals dat aan de fabrick wordt be-
paald, niet wordt veranderd, mits de melk op het bedrijf maar goed wordt ge-
mengd alvorens er een deel aan te onttrekken. Dit laatste nu is in bepaalde
streken niet het geval; hier houdt men welbewust dat deel van ieder melkmaal
achter, waarvan het vetpercentage het laagst is. Men bereikt hierdoor dat het
vetpercentage van de melk, die aan de fabrick geleverd wordt, iets hoger ligt
dan het werkelijk geproduceerde vetpercentage. Dit verschil kan mogelijker-
wijze oplopen tot ruim 0,05 %, waardoor in R = by, ¥ + const. een onzekerheid
bestaat ter grootte van max. 0,05byy. Daar by, volgens onze berekeningen ten
hoogste 2,1 bedraagt, is de maximale onzekerheid in R, en dus in AR, ca. 0,10.
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In verband hiermede hebben wij de middelste klasse van AR zowel als van AV
gekozen van + 0,05 tot —0,05, waardoor ten hoogste in de grensgebieden tussen
de klassen enige verschuivingen van de uiterste klassen naar de middelste of
omgekeerd kunnen optreden. De grote lijnen op de overzichtskaart zullen hier-
door echter weinig of niet veranderen.

In het kort samengevat komen de conclusies op grond van de overzichts-
kaart hier op neer: 1) er is hoogstwaarschijnlijk een van ¥ en K onafhankelijke
invloed van de grondsoort op R; 2) de wijze van bedrijfsvoering bepaalt mede
het refractometergetal van het melkvet; 3) ten aanzien van de factoren fen G
is niets met zekerheid vit de gegevens op te maken.

§ 2. OVERZICHT VAN DE REFRACTOMETERGETALLEN VOOR GEHEEL NEDERLAND

In hoofdstuk 4 en ook in de vooraigaande paragraaf werd de afhankelijkheid
van het refractometergetal van ¥ en K bestudeerd, terwijl ook enkele andere
factoren, na eliminatie van de regressie t.o.v. ¥ en K, nader werden bezien. In
deze paragraaf zullen wij nu enkel het refractometergetal als zodanig beschou-
wen aan de hand van een uitgebreid cijfermateriaal over geheel Nederland in
drie achtereenvolgende jaren.

a. Het cijffermateriaal. De gegevens betreflende de refractometergetailen ver-
kregen wij door de welwillende medewerking van de botercontrolestations
“Groningen” (BCG), “Friesland” (BCF), “Assen” (BCA), “Gelderland-
Overijssel” (BCGO), “Utrecht” (BCU), “Noordholland” (BCNH), “Zuid-
holland” (BCZH) en *“Maastricht” en “Eindhoven” (BCME). Deze cijfers
hadden betrekking op de maanden juni, juli, augustus en september van elk der
jaren 1951, 1952 en 1953. De refractometergetallen werden door de controle-
stations bepaald met een boterrefractometer bij 40°C in steekmonsters van de
boter, welke in een bepaald tijdvak door de desbetreffende zuivelfabriek uit de
aangevoerde melk was bereid. Deze bepaling geschiedde in het algemeen &n
maal in de eerste helft en één maal in de tweede helft van elke maand. Uitzonde-
ringen hierop vormden BCG, alwaar 1 tot 10 bepalingen per fabriek en per
maand werden verricht (gemiddeld 4 tot 5) en BCU, dat veelal 3 bepalingen
per fabriek en per maand verrichtte. Voorts werden door alle stations nu en dan
één of meer bepalingen overgeslagen, zodat slechts één getal of zelfs in het geheel
geen vitkomst voor een maand beschikbaar was.

b. De bewerking van het cijfermateriaal. Wij berekenden vervolgens voor elke
fabriek en elke maand het gemiddelde refractometergetal ; in enkele gevalien,
waarin slechts één getal per maand beschikbaar was, werd dit als het gemiddelde
voor de betrokken maand beschouwd. Uit deze maandgemiddelden berekenden
wij tenslotte het gemiddelde refractometergetal over het gehele tijdvak van vier
maanden in elk der drie jaren. In die gevallen, waarin over één of meer maan-
den geen gemiddelden beschikbaar waren, werden de uitkomsten voor de be-
trokken fabrieken niet in het overzicht opgenomen. De aldus verkregen gemid-
delde refractometergetallen werden verwerkt in de kaarten 3, 4 en 5. Daarnaast
geeft kaart 2 een overzicht van alle zuivelfabrieken, waarvan de gegevens werden
bewerkt.

De grootte van de klassen waarin de refractometergetallen werden verdeeld
(0,25 eenheden), is zodanig gekozen, dat mag worden aangenomen, dat binnen
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het gebied van één controlestation een refractometergetal, ten gevolge van de
meetfouten in de bepaling van dit getal, ten hoogste één klasse kan verschuiven.
Tussen de gemiddelde refractometergetallen, bepaald door verschillende sta-
" tions, zal veelal een gering systematisch verschil bestaan, aangezien de ijking
van de refractometer nauwelijks met een grotere nauwkeurighetd dan 0,2 boter-
refractometergraden kan geschieden. Door dit systematische verschil kunnen de
gemiddelde refractometergetallen van een geheel controlegebied ten hoogste
één klasse verschuiven ten opzichte van die van alle andere gebieden.

¢. Beschouwing der gegevens. De gemiddelde refractometergetallen voor ge-
heel Nederland bedroegen in de jaren 1951, 1952 en 1953 achtereenvolgens
43,80, 43,82 en 44,00. Gezien de vrij regelmatige toename van de vetproduktie
per koe en van het vetpercentage der melk in de loop der jaren, zou men op
grond van de door ons gevonden correlaties tussen het refractometergetal en
deze beide grootheden mogen verwachten, dat het refractometergetal langzaam
zou afnemen. Niettemin vinden wij voor 1953 juist een vrij belangrijke toename
van het refractometergetal, namelijk met 0,18 eenheden. Dit komt overeen met
een stijging van het J-getal met 0,5 & 0,7 eenheden. Wij moeten dus aannemen,
dat de kwaliteit van het weidegras in 1953 een ongunstige invloed op het refrac-
tometergetal heeft gehad, daar dit de enige factor is welke sprongsgewijze kan
veranderen. Met andere woorden, in onze formule (8) (hfdst. 3) kunnen alleen
de grootheden E (meq dubbele bindingen per 100 g ds) en .S (zetmeelwaarde van
het gras) zodanig zijn veranderd, dat het refractometergetal is toegenomen. De
andere grootheden in deze formule, namelijk f (benutbaar deel van de dubbele
bindingen) en & (gewicht der koe) veranderen niet, terwijl X (vetproduktie per
koe per dag) en ¥ (vetgehalte der melk) ten gevolge van hun toeneming juist een
daling van het refractometergetal zouden veroorzaken. De grootheden Een S
kunnen slechts veranderen ten gevolge van klimatologische factoren. Nu is door
T HART (1960) aangetoond, dat het vooral het verschil tussen de berekende ver-
damping (Ep) en de neerslag (N) is, dat bepalend is voor de kwaliteit van het
gras. Het bleek hern, dat de kwaliteit minder goed werd naarmate het neerslag-
tekort (Ey -N) kleiner werd, dat wil zeggen naarmate het weer natter was tijdens
de groeiperiode van het gras. Uit de beschikbare gegevens bleek ons, dat het
neerslagtekort gedurende de maanden april, mei, juni, juli en angustus 1953 veel
geringer was dan in de overeenkomstige maanden van 1951 en 1952, waarin dit
tekort groter was en ongeveer gelijk voor beide jaren. Hoe en op welke wijze
deze verschillen in de klimatologische omstandigheden ten slotte inwerken op
de samenstelling van het melkvet, valt uit de ons ter beschikking staande gege-
vens niet af te leiden.

Gaan wij thans over tot een beschouwing van de overzichtskaarten, dan valt
ons op, dat het refractometergetal van het noordwesten naar het zuidoosten vrij
snel toeneemt. Het maximum wordt ongeveer bereikt op de lijn Nijmegen-
Dordrecht-Roosendaal, waarna het refractometergetal op een enkele uitzonde-
ring na (vnl. Zuid-Limburg) constant blijft of zelfs iets afneemt. Dit verschijnsel
kan door verschillende factoren worden veroorzaakt, waarvan wij er enkele in
het nu volgende deel van deze paragraaf zullen bespreken.

Ten eerste de factoren, vetgehalte der melk en vetproduktie per koe, die volgens
onze theorie een hoofdrol spelen bij de totstandkoming van de samenstelling
van het melkvet, zoals die wordt weerspiegeld in het refractometergetal. Beide
grootheden nemen van het noordwesten naar het zuidoosten tot aan de reeds
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genoemde lijn Nijmegen-Dordrecht-Roosendaal over het algemeen vrij sterk af.
Dit heeft tot gevolg, dat het refractometergetal toeneemt, zoals op de overzichts-
kaarten duidelijk te zien is. Ten zuiden van deze lijn blijven zowel het vetgehalte
als de vetproduktie gemiddeld genomen vrijwel constant, hetgeen in overeen-
stemming is met het gedrag van het refractometergetal in deze streken.

Ten tweede is het gewicht der koeien ingevolge onze theorie van belang. Opge-
merkt kan worden, dat het gemiddelde gewicht der dieren behorende tot het
M.R.I).-veeslag enigszins groter is dan dat der dieren behorende tot het F.H.-
veeslag. Gemiddeld genomen zou men dus mogen verwachten, dat het melkvet
van M.R.1J.-dieren een iets hoger refractometergetal zal hebben dan het melk-
vet van F.H.-dieren met een overeenkomstige melk- en vetproduktie. Hiervan is
op de overzichtskaarten geen spoor te vinden, zoals blijkt bij vergelijking van
zuidelijk Overijssel (M.R.1].) met noordelijk Overijssel (FF.H.) en van oostelijk
Noord-Brabant (M.R.I}.) met westelijk Noord-Brabant (F.H.).

Binnen de veeslagen zijn er ook verschillen in gewicht der koeien voor ver-
schillende streken van Nederland. In het F.H.-veeslag zijn de verschillen in ge-
wicht gering; in het algemeen is het gewicht in het zuiden des lands en in Zuid-
Holland wat groter dan in het overige deel van het land. De hierdoor veroor-
zaakte verhoging van het refractometergetal is echter niet te onderscheiden van
de verhoging die wordt veroorzaakt door het lagere vetgehalte der melk en de
lagere vetproduktie in het zuiden vergeleken met het noorden. In het M.R.1J.-
veeslag zijn de gewichtsverschillen iets groter; het gewicht der dieren in oostelijk
Noord-Brabant is nl. 5 a4 10%, groter dan dat der dieren in zuidelijk Overijssel
en de Achterhoek. Doch ook hier ontsnappen de daardoor veroorzaakte ver-
schillen in de refractometergetallen aan onze waarneming,.

Ten derde zijn daar de klimatologische factoren, zoals die inwerken op de
samenstelling van het weidegras en wellicht ook nog rechtstreeks op de dieren.
Hierover is reeds eerder in deze paragraaf het een en ander gezegd. Opmerking
verdient nog het feit, dat in het algemeen de refractometergetallen in de kust-
provincies lager zijn dan in het overige deel van het land. Deze provincies
hebben een teer uitgesproken zeeklimaat dan de meer landinwaarts gelegen
provincies. Echter kan hierbij ook het verschil in grondsoort een belangrijke
factor zijn. In deze provincies komt namelijk vrij veel zeeklei voor en dit kan
dan even goed een verklaring voor de waargenomen verschijnselen geven.

Ten vierde is er nog de invioed van verschil in grondsoort; ook hierover is
reeds het nodige gezegd. Niettemin willen wij nogmaals wijzen op enkele frap-
pante punten. Er zijn namelijk twee gebieden met relatief hoge refractometer-
getallen waarvoor wellicht de grondsoort, althans voor een deel, aansprakelijk
moet worden gesteld. Dit zijn het laagveengebied in Zuid-Holland en ten zuiden
van Amsterdam en het zee- en rivierkleigebied van de Brabantse Noordwest-
hoek, het Land van Heusden en Altena, de Bommelerwaard, de Betuwe en de
Lijmers. De scheidingslijnen zijn echter niet scherp en ook op andere grond-
scorten komen gebieden voor met overeenkomstige refractometergetallen.

Samenvattend kan worden gezegd, dat ten aanzien van het refractometergetal
Friesland en Noord-Hollands Noorderkwartier de gunstigste waarden te zien
geven, Ongunstig is het refractometergetal vooral in de streck tussen Amsterdam
en Gouda, de Betuwe, de Bommelerwaard, het Land van Heusden en Altena,
rond Geertruidenberg, de zuidrand van de Veluwe, de Lijmers, enkele plaatsen
in Twente en Salland en Zuid-Limburg. Ten aanzien van de factoren, welke
naast het vetgehalte der melk en de vetproduktie per koe invloed kunnen hebben
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op het refractometergetal is weinig met zekerheid te zeggen. Onze gegevens
laten noch ten aanzien van het gewicht der koeien noch ten aanzien van de ver-
schillende veeslagen enige conclusie toe omtrent hun mogelijke invloed. De
invloed van de klimatologische factoren en meer in het bijzonder van het neer-
slagtekort is mogelijkerwijze op te maken uit de landelijke gemiddelden van het
refractometergetal in de onderscheiden jaren en wel in dien zin, dat een kleiner
neerslagtekort samengaat met een hoger refractometergetal. Enkele aanwijzin-
gen zijn verkregen over een samenhang tussen de grondsoort en het refracto-
metergetal. Nader onderzoek van al deze factoren en hun samenhang met het
refractometergetal is ongetwijfeld van groot belang, zowel voor het verkrijgen
van een beter inzicht in de fysiologie van de opbouw van het melkvet als voor de
verbetering van de kwaliteit van de zomerboter.

§ 3. SAMENVATTING

Het onderzoek naar de samenhang tussen het refractometergetal van het
melkvet en het vetpercentage der melk gaf in overesnstemming met de literatuur
een negatieve correlatie te zien, welke in het algemeen statistisch significant
was, Na eliminatie van de invloed van het vetpercentage op het refractometer-
getal en daarmede tevens van een groot deel van de invloed van de vetproduktie
{t.g.v. de nauwe positieve correlatie tussen vetproduktie en vetgehalte) bleken
er voor de provincies Friesland, Overijssel, Gelderland, Zeeland, Noord-Bra-
bant en Limburg vrij duidelijke aanwijzingen te zijn, dat op de zandgrond het
refractometergetal naar verhouding lager is dan op de klei. Op het specificke
weidebedrijf schijnt melkvet met een lager refractometergetal te worden
gewonnen dan bjj de overige bedrijfsvormen. Een beschouwing van een over-
zicht van de refractometergetallen voor geheel Nederland droeg slechts weinig
bij tot het verkrijgen van meer inzicht in de samenhang van het refractometer-
getal met de overige mogelijke factoren.

SAMENVATTING

Volgens BROUWER wordt de consistentie van de boter tijdens de weidegang
voor een belangrijk deel bepaald door de onverzadigde vetzuren, welke door de
koeien met het gras worden opgenomen, Het doel van dit onderzoek was het
toetsen van deze hypothese door middel van gegevens omtrent de vertering van
de onverzadigde vetzuren uit het gras en door middel van een statistische ana-
lyse van gegevens omtrent de consistentie van de boter in verband met de dage-
lijkse vetopbrengst per koe en het vetpercentage der melk.

Hoofdstuk T geeft een overzicht van de huidige kennis omtrent het verband
tussen de consistentie van de boter, de samenstelling van het melkvet en de voe-
ding van het rundvee. Hierbij blijkt, dat de onverzadigde vetzuren van het melk-
vet in hoofdzaak bepalend zijn voor de consistentie van de boter. Aangezien de
consistentie niet op eenvoudige wijze kwantitatief kan worden uitgedrukt, wordt
meestal gebruik gemaakt van het joodadditiegetal of van het refractometergetal,
die beiden in hoge mate met de consistentie gecorreleerd blijken te zijn. Voorts
blijkt in het algemeen, dat een hoog joodadditieprodukt (hg vet x J-getal) van
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het voedervet samengaat met een hoog J-getal en een hoog refractometergetal
van het melkvet.

Hoofdstuk 2 vangt aan met een literatuuroverzicht van vroegere onderzoe-
kingen van lipiden uit gras en van de chromatografie dezer stoffen. Voor ons
onderzoek werd een adsorptiesysteem gekozen, bestaande uit silicagel als
adsorbens en een opeenvolgende reeks elutiemiddelen, namelijk petroleum-
aether, tetrachloorkoolstof, benzeen, aether en absolute alkohol. Vervolgens
wordt een beschrijving gegeven van de methodiek van de chromatografie en
van de bepaling van het zuurgetal en het J-getal van de eluaten.

Bij het onderzoek van eenvoudige modelstoffen en mengsels daarvan bleek
het mogelijk te zijn de koolwaterstoffen geheel vrij van andere lipiden door
petroleumaether te elueren. Sterolesters werden door tetra eveneens vrij van
andere stoffen ge€lueerd. De overige modelstoffen waren cholesterol, vetzuren,
triglyceriden en di- en tricarbonzuren. Deze konden niet geheel vrij van elkaar
worden verkregen. Wanneer men deze stoffen afzonderlijk chromatografeert,
worden de vetzuren en de triglyceriden door benzeen geélueerd, cholesterol
deoor aether en de di- en tricarbonzuren in hoofdzaak door absolute alkchol en
voor een klein deel door agther. Zodra men echter mengsels dezer stoffen chro-
matografeert, blijkt een deel van de vetzuren en de triglyceriden pas door aether
geélueerd te worden, terwijl een deel van het cholesterol reeds door benzeen
wordt ge€lueerd. Vermoedelijk is hier sprake van een wederzijds in elkaar op-
lossen dezer verbindingen.

De chromatografie van aectherische gras- en mestexiracten verliep geheel in
overeenstemming met de modelproeven. Bij toevoeging van modelstoffen wer-
den deze voor 95-100 %, in het desbetreffende eluens (c.q. eluentia) teruggevon-
den.

Vervolgens wordt cen beschrijving gegeven van de toepassing van de analyse-
methode op een verteringsproef met weidegras. Uit de uitkomsten dezer proef
konden de volgende conclusies worden getrokken :

a. De directe extractie van gras en mest is niet volledig, voornamelijk ten aan-
zien van de vetzuren.

b. De chromatografie van deze extracten als zodanig geeft vrijwel geen inlich-
tingen door het grote aantal samenstellende stoffen.

c. Na verzeping van deze extracten worden meer inlichtingen verkregen, die
echter ten gevolge van a. niet volledig zijn.

d. Door gras en mest achtereenvolgens te koken met zuur en loog en vervolgens
te extraheren met aether wordt een betere opbrengst aan vetzuren verkregen.
Toch waren de uvitkomsten van deze wijze van extraheren nog niet geheel
naar wens.

¢. De onverzadigde zuren, welke door benzeen worden geélueerd, zijn goed
“yerteerbaar” (tabel 17, verteringscoéfficiént voor de zuren ca. 80, voor de
onverzadigde bindingen ca. 75) en wel beter verteerbaar dan de overige.

. stoffen in dit eluaat; de verteringscoéfficiént voor het gehele benzeeneluaat
bedroeg namelijk ca. 60.

f. De zuren in de aethereluaten zijn minder goed “verteerbaar” (verterings-
coéfficiént ca. 45) en in ieder geval niet beter dan de overige stoffen in deze
eluaten. Ten aanzien van de onverzadigde verbindingen zijn hier geen con-
clusies mogelijk.

Gezien de vitkomsten dezer verteringsproef hebben wij in hoofdstuk 3 onze
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aandacht vrijwel uitsluitend bepaald bij de vetzuren, welke vrij of gebonden in
gras en mest voorkomen. Achtereenvolgens werd onderzocht: a. de extractie van
het uitgangsmateriaal, b. de verdeling van het extract in aliquote delen, c. de
verzeping van het extract en de verwijdering van de “onverzeepbare’ stoffen en
d. de hoeveelheid extract per chromatogram. Dit onderzoek leidde tot de vol-
gende essentiéle punten voor de analysemethode:

a. Het te analyseren materiaal wordt achtereenvolgens gekookt met alkoholi-
sche HCl en KOH, aangezourd met gec. HCI en daarna wordt de alkohol
afgedampt en het droge residu geé€xtraheerd met aether,

b. Het extract wordt in aetherische oplossing in vier aliquote delen verdeeld,
waarna de aether wordt verdreven en

c. het droge extract, vermengd met papierpoeder, door petrolenmaether van de
onverzeepbare stoffen wordt bevrijd. Na aanzuren van het papierpoeder-
extract-mengsel worden de zuren met petroleumaether uitgewassen.

d. De verkregen zuren, afkomstig van ca. 13 g droog gras of droge mest, worden
daarna gechromatografeerd op de in hoofdstuk 3 beschreven wijze.

In het volgende deel van hoofdstuk 3 wordt een uitvoerig voorschrift voor de
analyse van de zuren in gras en mest gegeven.

Bij toepassing van deze methode op een verteringsproef met drie koeien
bleek, dat door petroleumaether en door tetra geen enkel zuur werd geélueerd.
In de overige drie eluaten bevonden zich verschillende zure stoffen. Hiervan
werden zowel het aantal meq zuur als het aantal meq dubbele bindingen (aantal
meq H nodig voor de verzadiging van deze bindingen) bepaald. De uitkomsten
van deze proef zijn verzameld in tabel 23 en in de figuren 6, 7, 8 en 9.

Ondanks vrij aanzienlijke verschillen in de uitkomsten van de afzonderlijke
chromatogrammen blijkt er goede overeenstemming te bestaan tussen de gemid-
delde uitkomsten voor de drie koeien. De belangrijkste gemiddelde uitkomsten
zijn:

a. Yoor de verteerde stoffen, welke tot het benzeeneluaat behoren: equivalent-
gewicht 296, J-getal 146, verteringscoéfficiént 68, verteringscoéfficiént voor
de meq zuur 76 en voor de meq dubbele bindingen 95, aantal meq dubbele
bindingen per 100 g verteerde droge stof van het gras 14,6,

b. Voor de verteerde stoffen behorende tot het aethereluaat waren deze cijfers
achtereenvolgens: 290, 125, 62, 69, 75 en 7,6.

¢. Voor het alkoholeluaat zijn de uitkomsten minder betrouwbaar door de
geringe hoeveelheden stof in deze eluaten; zij bedroegen resp. 560, 64, 62, 71,
61 en 0,3.

Er blijkt dus een aanzienljjke voorkeur te bestaan voor de vertering van de
onverzadigde verbindingen, welke met benzeen geélueerd kunnen worden.

Voor een nadere beschouwing van de witkomsten gingen wij uit van de voeder-
norm voor melkkoeien volgens FREDERIKSEN, waaruit de volgende formule
werd ontwikkeld :

G + 300
K

_JE
-s

J = joodadditiegetal van het melkvet
J = de fractie van de onverzadigde bindingen E, welke in het melkvet worden
opgenomen

J (42,3 + 141 I—l/ + 52,875) .
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E = aantal meq onverzadigde bindingen per 100 g “verteerde” droge stof
S5 = zetmeclwaarde van het gras (kilozetmeeleenheden per 100 kg ds)

G = gewicht der koe (kg)

K = vetproduktie der koe per dag (g)

V = vetpercentage der melk.

Deze formule geeft dus op theoretische gronden een voorspelling van het
J-getal, wanneer £, E, S, G, K en Vin het rechterlid bekend zijn. Hierbij is aan-
genomen, dat de koe ongeveer zoveel gras eet als met de norm overeenkomt.

Met behulp van de waarden voor E e¢n S, verkregen bij de verteringsproef,
werd deze formule getoetst aan enkele literatuurgegevens. Voor S vonden wij
+ 60, voor E 14,6 of 22,2 of 22,5, alnaargelang wij gebruik maakien van de uit-
komsten voor het benzeeneluaat alleen dan wel van die voor het benzeen- en
aethereluaat samen, resp. het benzeen-, aether- en alkoholeluaat samen. De
factor f stelden wij gelijk aan 1. De uitkomsten van regressieberekeningen van
BroUWER (1932a) en van ADRIANI e.a. (1945) gaven, zonodig na omrekening in
de grootheden G, K, ¥ en J, waarden voor de regressiecoéfficiénten, die zeer
goed overeenstemden met de waarden voor deze coéfficiénten, welke uit boven—
staande formule met £ = 14,6 werden berekend.

Voorts werden voor een aantal waarden van G, K en ¥ en met behulp van
F=1, E= 14,6 en § = 60 de hijbehorende waarden van J berekend. Deze
zijn verzameld in tabel 24 en blijken geheel binnen de normale waarden voor het
J-getal te liggen. De keuze van E = 14,6 wordt gerechtvaardigd door de grote
voorkeur voor de vertering van de onverzadigde zuren uit het benzeeneluaat,
zoals uit de verteringsproeven is gebleken. De onverzadigde zuren uit het aether-
eluaat, welke volgens de modelproeven vermoedelijk voor een groot deel uit
afwijkende vetzuren bestaan, worden daarentegen niet met voorkeur opgeno-
men. Ten slotte geeft ook de goede overeenkomst, die bij de regressiecoéfficién-
ten werd gevonden met deze waarde van E, steun aan onze keuze.

In het algemeen zijn de uitkomsten van ons onderzoek in overeenstemming
met de literatuur en met de hypothese van BROUWER.

Hoofdstuk 4 geeft een beschrijving van de statistische bewerking van gegevens
omtrent het refractometergetal, de vetproduktie per koe en het vetpercentage
der melk gedurende het tijdvak van 1 juni tot en met 20 september voor een
aantal zuivelfabriecken in Friestand. Hierbij werden voor elk der jaren 1931,
1952 en 1953 negatieve regressiecoéfficiénten gevonden tussen het refracto-
metergetal (R) enerzijds en de vetproduktie (K), resp. het vetpercentage (V)
anderzijds. Deze coéfficiénten verschilden voor de beide eerstgencemde jaren
statistisch significant van nul. De partiéle regressiccoéfficiénten byg.y en byyp.i
waren eveneens negatief, doch alleen voor 1952 statistisch significant van nul
verschillend. Tabel 28 geeft een overzicht van onze uitkomsten in vergelijking
met de uvitkomsten van soortgelijke onderzoekingen door BROUWER en ADRIANI
e.a. Uit onze uitkomsten volgi, dat bij een verhoging van de produktie van ge-
middeld 500 g vet per koe en een vetgehalte van 3,86 % (de gemiddelden voor
deze fabrieken) tot 540 g vet en 4,11 % vet (de gemiddelden voor een der beste
fabrieken), het refractometergetal afneemt met tenminste 0,12 eenheden,
overeenkomende met een daling van het J-getal met ca. 0,36 eenheden.

Aan een uitgebreider cijffermateriaal, betreffende een groot aantal zuivelfa-
brieken in de gebieden van de botercontrolestations “Friesland”, “Gelderland-
Overijssel” en ‘“‘Maastricht-Eindhoven”, wordt in Aoofdstuk 5 voor dezelfde
jaren en tijdvakken de correlatie tussen R en V¥ getoetst. Hierbij werden voor elk
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der drie jaren en elk der drie gebieden negatieve regressiecoéfficiénten gevon-
den. Deze waren alle statistisch significant van nul verschillend, behalve die
voor “Friesland™ over de jaren 1951 en 1953. Voor “Friesland” betekenen deze
codfiiciénten, dat bij toeneming van het vetgehalte van 3,909, (gemiddelde) toi
4,15% (beste fabriek) het refractometergetal afneemt met tenminste 0,13 cen-
heden, overeenkomende met een afneming van het J-getal met ca. 0,4 eenheden.
Yoor “Maastricht-Eindhoven” neemt het refractometergetal volgens deze
uitkomsten af met tenminste 0,27 eenheden (het J-getal met ca. 0,8 eenheden),
als het vetpercentage der melk stijgt van 3,44 % (gemiddelde) tot 3,60%; (beste
fabriek). Voor “Gelderland-Overijssel” geeft een toeneming van het vetgehalte
van 3,48 % (gemiddelde) tot 3,729, (beste fabriek) een daling van het refracto-
metergetal met 0,50 eenheden (J-getal 1,5 eenheden). Zou het gemiddelde vet-
percentage van deze beide gebieden stijgen tot het gemiddelde vetpercentage
voor “Friesland”, dan zou dit een daling van het refractometergetal betekenen
met tenminste 0,71 eenheden resp. 0,79 eenheden, overecnkomende met een
afneming van het J-getal met ca. 2,1 resp. ca. 2,4 eenheden.

Met behulp van deze regressiecoéfficiénten werd vervolgens voor elke fabriek
en voor elk jaar het verschil (AR) bepaald tussen het berekende en het gevonden
refractometergetal. De gemiddelden van AR over de drie jaren werden voor elke
fabriek berekend en verwerkt in kaart [. Bij beschouwing van deze kaart blijkt,
dat in sommige streken de grens tussen gebieden met duidelijk verschillende
waarden voor AR samenvalt met de grens tussen twee grondsoorten. Dit is bij
voorbeeld het geval in Friesland met de grens tussen laagveen en klei resp. zand
en in Noord-Brabant met de grens tussen zee/rivierklei en zand. In andere stre-
ken is dit zeker niet het geval. Ook de wijze van bedrijfsvoering geeft aanleiding
tot verschillen (Friesland: grens tussen Greidhoek en Bouwhoek).

Tenslotte wordt in dit hoofdstuk een overzicht gegeven van de refractometer-
getallen voor geheel Nederland, wederom over dezelfde jaren en tijdvakken.
Deze gegevens zijn verwerkt in de kaarten 3, 4 en 5. Dit overzicht droeg slechts
weinig bij tot het inzicht in het verband tussen voeding en refractometergetal.
Alleen omtrent de klimatologische factoren willen wij nog een opmerking maken.
Er werd namelijk een aanwijzing verkregen, dat er enig verband bestaat tussen
het zogenaamde ““neerslagtekort’ in de groeiperiode van het gras en het refrac-
tometergetal, in dien zin, dat wanneer de berekende verdamping de hoeveel-
heid neerslag sterk overtreft, het refractometergetal lager is dan wanneer dit
“neerslagtekort™ kleiner is,

SUMMARY

THE RELATION BETWEEN THE LIPIDS FROM GRASS
AND THE CONSISTENCY OF BUTTER

According to BROUWER (1932a) the consistency of butter during pasture-
grazing is to a large extent determined by the unsaturated fatty acids contained
in the grass and ingested by the cows. The purpose of this investigation was the
testing of this hypothesis by means of data concerning the digestion of the
unsaturated fatty acids from the grass, and by means of a statistical analysis of
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data concerning the consistency of butter in connection with the clally fat
production per cow and the fat content of milk.

Chapter | gives a review of the present state of knowledge concerning the
relation between the consistency of butter, the composition of milk fat and the
dict. From this it becomes evident that the unsaturated fatty acids of the milk
fat are mainly determining the consistency of butter. As the consistency cannot
be expressed quantitatively in a simple way, the iodine-value (I.V.) or the re-
fractive index are mostly used. Each of these quantities appears to be correlated
to a farge extent with the consistency. Moreover a high iodine addition product
(hg of fat x 1.V.) of the ingested fat is generally correlated with a high 1.V, and
a high refractive index of the milk fat.

Chapter 2 begins with a review of former investigations of lipids from grass
and of the chromatography of these substances. For our investigation an
adsorption system was chosen consisting of silicagel as an adsorbant and a
succeeding series of eluents, namely light petroleum, carbon tetrachloride,
benzene, ether and absolute alcohol, Thereupon a description is given of the
chromatographic methods and of the estimation of the acid number and the
1.V. of the eluates.

When investigating simple model substances and mixtures of these, it appeared
to be possible to eluate the hydrocarbons by means of light petroleum, so that
they were entirely separated from other lipids. Sterol esters were also obtained
separate from other lipids by elution with carbon tetrachloride. The other
model substances were cholesterol, fatty acids, triglycerides and dicarboxylic
and tricarboxylic acids. It was impossible to obtain a complete scparation of
these compounds. When these substances were separately chromatographed,
the fatty acids and triglycerides were eluted by benzene, cholesterol by ether
and dicarboxylic and tricarboxylic acids mainly by absolute alcohol and to a
small extent by ether. However, as soon as mixtures of these substances were
chromatographed, part of the fatty acidsand triglycerides were retained on the
column during elution with benzene. Part of the cholesterol was also eluted by
benzene. The fatty acids and triglycerides remaining on the column were after-
wards eluted by ether together with the remaining part of the cholesterol. This is
probably due to the partial solubility of these compounds into each other.

The chromatography of ethereal extracts of grass and feces went completely
in accordance with the model experiments. Model substances when added to
these extracts were recovered for 95-100 per cent in the eluent or eluents in
question.

Thereupon a description is given of the application of the analytical method
to a digestion trial with pasture grass. From the results of this trial the following
conclusions were drawn:

a. The direct extraction of grass and feces is not complete, mainly with respect
to the fatty acids.

b. The chromatography of these extracts as such gives hardly any information
because of the great number of components.

c. After saponification of these extracts more information is obtained which is,
however, not complete (as a consequence of a.).

d. By boiling grass and feces with acid and base and by afterwards extracting
them with ether, a better recovery of fatty acids is obtained. All the same
the results of this method of extraction were not yet completely satisfactory.
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e. The unsaturated fatty acids eluted by benzene are well ““‘digestible” (table 17,
digestion coefficient for the acids approximately 80, for the unsaturated
bonds approximately 75) and certainly better digestible than the remaining
substances in this eluate; the coefficient of digestion for the complete benzene
eluate being approximately 60.

f. The acids in the ether eluate are less well “digestible’ (digestion coefficient
approximately 45) and in any case not better digestible than the remaining
substances in this eluate. Regarding to the unsaturated compounds no
conclusions are possible here.

In view of the results of the digestion trial in chaprer 3 we chiefly confined our
attention to the fatty acids — whether in free or bound form — present in grass
and feces. We successively examined: a. the extraction of the original material,
b. the partition of the extract into equal parts, ¢. the saponification of the extract
and the removal of the “unsaponifiable matter” and d. the quantity of extract
per chromatogram. This examination resulted in the following essential items
for the method of analysis:

4. The material to be analysed was successively boiled with atcoholic HCI and
KOH, acidified with concentrated HCl and afterwards the alcohol was
evaporated and the dry residue was extracted with ether.

b. The extract was divided into four equal parts in ethereal solution after which
the ether was removed.

¢. The dry extract mixed with filter paper powder was freed from the unsaponi-
fiable matter by light petroleum. After acidification of the above-mentioned
mixture the acids were washed out by light petroleum.

d. The acids thus obtained from about 13 g of dry grass or feces were then
chromatographed as described in chapter 2.

In the next section of chapter 3 a detailed description is given of the method
used for the isolation and determination of the fatty acids in grass and feces.

When applying this method to a digestion trial with three cows it appeared
that no acids were eluted by light petroleumn and carbon tetrachloride. In the
three remaining eluates there were various acid substances. Of these the amount
of meq acid as well as the amount of meq double bonds {meq H necessary for
the saturation of these bonds) was determined. The results of these experiments
are presented in table 23 and in the diagrams 6, 7, 8 and 9.

In spite of considerable variations in the results of the separate chromato-
grams a good agreement appears to exist between the mean results for the three
cows, The most important results were:

a, For the digested substances belonging to the benzene eluate: equivalent
weight 296, iodine value 146, digestion coefficient 68, digestion coeflicient
for meq acid 76 and for meq double bonds 95, amount of meq double bonds
per 100 g of digested dry matter of the grass 14.6.

b. For the digested substances belonging to the ether eluate these figures were:
290, 125, 62, 69, 75 and 7.6,

¢. For the alcohol eluate the resuits were less reliable because of the small
amount of matter in this eluate; they were 560, 64, 62, 71, 61 and 0.3 res-
pectively,

So there appears to exist a considerable preference for the digestion of the
unsaturated compounds eluted by benzene.
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For a further consideration of the results we started from the feeding standard
for dairy cows according to FREDERIKSEN, from which the following formula was
developed:

7= fE(423G—|-300

K + 141 - +52875)

J = iodine value of the milk fat
S = fraction of the unsaturated bonds E which are incorporated into the milk
fat
= the amount of meq unsaturated bonds per 100 g of ““digested” dry matter
§ = starch equivalent of the grass
G = live weight of the cow (kg)
K = daily fat production of the cow (g)
V' = fat content of the milk (per cent).

So this formula gives a prediction of the L.V. on theoretical grounds if
5 E, S, G, Kand Vare known. This is, however, only correct if the cow will eat
approximately the amount of grass corresponding with the feeding standard.

With the aid of the values for E and S, obtained from the results of the
digestion trial, the validity of this formula was tested, using some relevant data
derived from the literature. For § we found approximately 60; for £ 14.6, 22.2
or 22.5, according to whether we made use of the results for the benzene eluate
only, for the benzene- and ether eluates combined or the benzene-, ether- and
alcohol eluates together. The factor f was arbitrarily fixed at 1. When the re-
gression coeflicients calculated by Brouwer (1932a) and by ADRIANI et al.
{1945) were expressed in the quantities G, K, V and J, values were obtained
agreeing well with those caleulated from the above formula when E = 14.6.

Furthermore the corresponding values of J were calculated for a number of
values of &, Kand V, using f = 1, E = 14.6 and S — 60. These are presented in
table 24 and prove to be entirely within the normal range for the iodine value.
The choice of E = 14.6 is justified by the great preference for the digestion
of the unsaturated acids from the benzene eluate as shown by the results of the
digestion trial. The unsaturated acids from the ether eluate, on the contrary, are
not taken up with preference. According to the model experiments, this eluate
probably consists of unsaturated acids other than the normal vnsaturated fatty
acids. Finally our choice of E = 14.6 is once more corroborated by the good
agreement between the calculated regression coefficients and those actuallyfound.

In general the results presented in chapter 3 are in accordance with the litera-
ture on this subject and with the hypothesis of BROUWER.

Chapter 4 gives a description of the statistical analysis of data concerning the
refractive index, the fat production per cow and the fat content of the milk
during the period from June 1 to September 21 for 2 number of dairy-factories
in Friesland. For each of the years 1951, 1952 and 1953 negative regression
coefficients were found between the refractive index (R) on the one hand and
both the fat production (K) and the fat content (¥) on the other hand. These
coefficients for 1951 and 1952 differed in a statistically significant way from zero.
The partial regression coefficients byg., and byy.i were also negative, but only
those for 1952 differed significantly from zero. Table 28 gives a compilation of
our results in comparison with the results of similar investigations by BROUWER
and by Apriani et al. From our results it follows that with an increase in the
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daily fat production from 500 g of fat per cow and a fat content of 3.86 per cent
(the mean values for these factories) to 540 g of fat and 4.11 per cent fat (the
wean value for one of the best factories) the refractive index decreases with at
least 0.12 units. This decrease corresponds with a decrease of the iodine value
with about 0.36 units.

In chapier 5 the correlation between R and V for the same years and periods
was calculated from a more extensive collection of data concerning a great
nutnber of dairy-factories in the districts of the butter control stations *““Fries-
land”, ““Gelderland-Overijssel” and ‘‘Maastricht-Eindhoven” (Zeeland, Noord-
Brabant, Limburg). In this case negative regression coefficients were found for
each of the three vears and each of the three districts. All these were different
from zerc in a statistically significant way, except those found for “Friesland”
concerning the years 1951 and 1953. From the values of these coefficients for
“Friesland™ it follows that when the fat content increases from 3.90 per cent
(mean value) to 4.15 per cent (best factory), the refractive index decreases with
at least 0.13 units, corresponding with a decrease of the iodine value with about
0.4 units.

According to the regression coefficients for ‘““Maastricht-Eindhoven™ the
refractive index decreases with at least 0.27 units (the 1.V. with about 0.8 units)
if the fat content of the milk increases from 3.44 per cent (mean value) to 3.60
per cent (best factory). For “Gelderland-Overijssel” an increase in the fat con-
tent from 3.48 per cent (mean value) to 3.72 per cent (best factory) gives similarly
a decrease of the refractive index with 0.50 units (I.V. 1.5 units). If the mean fat
content of these two districts should increase to the mean fat content for *“Fries-
land”, then this should result in a decrease of the refractive index with at least
0.71 and 0.79 units respectively. This corresponds with a decrease of the iodine
value with about 2.1 and 2.4 units respectively.

Afterwards the difference {(AR) was determined between the refractive index
actually found and the refractive index which was calculated. This calculation
was done for each of the three years and each factory by means of the regression
coefficients. For each factory the mean of these three values for AR was cal-
culated and worked into map 1. When studying this map it appears that in some
districts the dividing-line between regions with clearly different values for AR
coincides with the dividing-line between two soil species. In Friesland this is for
example the case with the dividing-line between peat-bog and clay on the one
hand and sand on the other hand and in Noord-Brabant with the dividing-line
between sea clay/river clay and sand. In other regions this is certainly not the
case. The type of farming also gives rise to differences (Friesland : the difference
between the Greidhoek where dairy farming is most important and the Bouw-
hoek where this is a supplementary business).

Finally a review is given in this chapter of the refractive indexes for the whole
of the Netherlands, again for the same vears and periods. These data were
worked into maps 3, 4 and 5. This review contributed only little to the insight
into the relation between diet and refractive index. We only want to make one
additional comment on the climatic factors, as there was some evidence for a
relation between the so-called “lack of atmospheric precipitation” during the
growing period of the grass and the refractive index. When the estimated
evaporation greatly exceeds the amount of atmospheric precipitation, the
refractive index seems to be lower than when this “lack of atmospheric preci-
pitation™ is smaller.
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Kaart 1
HET REFRACTOMETERGETAL VAN HET MELKVET IN NEDERLAND
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AR = het gemiddelde verschil per fabriek tussen het gevonden en het berekende refractometer-
getal over 1951, 1952 en 1953,

AV = het gemiddelde verschil tussen het vetgehalte per fabrick en het gemiddelde vetgehalte
over het gehele controlegebied over 1951, 1952 en 1953,
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Kaart 2
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KAART 3
HET REFRACTOMETERGETAL VAN HET MELKYET IN NEDERLAND
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KaART 4
HET REFRACTOMETERGETAL VAN HET MELKVET IN NEDERLAND
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KAART 5
HET REFRACTOMETERGETAL VAN HET MELKVET IN NEDERLAND

LEGENDA 1953 XY

[ niet bepaald
—= 4238-4262 Vs

N]| 4263-4287
T c288-4312
L% 4313 -43.37
== 4338-43562
Bl 4363-43.87
B 43884412
§il 5134437
BERR c38-c462 i 3 - anll Y
B 44634487 : .
B ss0-4s02 , H :
B 503 -4537 i il

Gem. 44,00

134 Meded, Landbouwhogeschool, Wageningen 62 (9), 1-134 (1962}



