709
RIJKSLANDBOUWPROEFSTATION HOORN

DE BEPALING VAN PHOSPHATIDEN IN KARNEMELK
DOOR
f, MULDER
(Ingezonden 31 Augustus 1942)

LITERATUUROYERZICHT

Over het bepalen van het phosphatidegehalte van zuivelprodueten is
reeds veel geschreven en er zijn verscheiden methoden voor aanbevolen.
Men is het echter niet eens geworden over de bruikbaarheid van de metho-
den, terwijl er verschil van meening bestaat over de hoeveelheid phospha-
fiden die in zuivelproducten voorkomt.

De methoden kunnen niet worden getoetst door ze toe te passen op
zelfgermaakte suspensies van phosphatiden, b.v. van lecithine, in water,
omdat niet bekend is welke phosphatiden in melk voorkomen en in welken
vorm ze aanwezig zijn. Het is ook mniet practisch uitvoerbaar om de
phosphatiden in een zuiveren toestand of aan een specifiek reagens gebon-
den af te scheiden en te wegen. De phosphatiden onderscheiden zich vooral
van andere vetachtige stoffen en van vetten, doordat ze phosphor hevatten.
Hiervan masakt men bij de analyse meestal gebruik. De phosphatiden worden
met behulp van geschikte oplosmiddelen uit de melkproducten geéxiraheerd,
waarna in het extract een phosphorbepaling wordt uitgevoerd. Uit het
Phosphorgehalte wordt het gehalte aan phosphatiden berekend.

a. De berskening van het phosphatidegehalte naar aanleiding van phosphor-
bepalingen

De bepaling van het phosphorgehalte van de ,,phosphatiden’’ levert
geen principieele moeilijkheden op. Het iz echter niet mogelijk om uit
het eijfer voor het phosphorgehalte de hoeveelheid phosphatiden op een
volkomen juiste wize te berekenen. Melkproducten bevatten n.l. niet één
phosphatide, doch een mengsel van dergelijke stoffen. Zoo heeft men
gemeend twee monoaminophosphatiden (lecithine en cephaline) en een
diaminophosphatide (sphingomyeline) aan te kunnen toonen. Met zeker-
heid is het voorkomen wvan deze stoffen in melk echter niet bewezen
(1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 9). Voor de verhouding, waarin deze stoffen naast
elkaar voorkomen vindt men in de literatuur sterk uiteenloopende cijfers.
BrscHOFF (4) b.v. zegt, dat leecithine en cephaline in de verhouding 2 : 1
asuwezig zijn; Sasary (37) en Hirarsuka noemen de verhouding 1 : 2,83;
valgens Kocm en Woons (22) moet dit zijn 1 : 1 en volgens REwarp (35)
1,4 : 1. KurTz (23) vond voor de verhouding: lecithine : cephaline : sphin-
gomyeline, 8,4 : 4,5 : 1. Behalve over de verhouding, waarin de verschil-
lende phosphatiden naast elkaar voorkomen, verschilt men van meening
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over de samenstelling van deze stoffen zelf. Volgens de meeste onderzoekers
b.v. is lecithine een onverzadigde verbinding, hcewel men het er niet over
eens is welke vetzuurresten in hed lecithinemolecunl voorkomen; sommigen
echter zeggen, dat lecithine geen dubbele binding bevat. Het lijkt niet
onmogelijk, dat de phosphatiden, die in melk worden gevonden, evenals
natuurlijke vetten een wisselende samenstelling hebben en dat ze bovendien
niet altijd in dezelfde verhouding naast élkaar aanwezig zijn. Dit maakt
het echter onmogelijk om uit een phosphorbepaling het gehalte aan phos-
phatiden nauwkeurig te berekenen. Dikwijls heeft men zich uit de moeilijk-
heid gered door aan te nemen, dat er slechts één phosphatide in melk
voorkomt en dat dit distearyllecithine is, dat ca 3,84 9, P bevat (b.v.
CuapMan (10) ; Birp, BrEAZEALE en SaNDs (2, 3). HorrarL (20) ging van de
veronderstelling uit, dat alles stearodleolecithine is; deze verhinding bevat
3,86 9, P. Anderen veronderstelden b1] hun berekening, dat er behalve
lecithine ook cephaline in melk aanwezig is en dat de beide stoffen in een
onderlinge verhouding 1 : 1 voorkomen (b.v. WrigHT, Holm en DEvsHER
(18)); ze berekenden een gemiddeld phosphorgehalte van bijna 4 9. Ock
schijien sommige onderzoekers eenvoudigheidshalve een phosphorgehalte
van 4 % te hebben aangenomen. Daar we vrij zeker te doen hebben met
een mengsel van lecithine en cephaline, en sphingomyeline, dat volgens
eenige literatuuropgaven ook aanwezig is, eveneens ca. 4 % phosphor bevat,
lijkt de veronderstelling, dat de phosphaliden van de melk gemiddeld 4 %
phosphor bevatten, wel te verdedigen. Volgens een recente mededeeling van
Hiroiren en Mabpison (21), die tegenwoordig voor ons niet toegankelijk is,
bevatten de melkphosphatiden vrij veel hoogere vetzuren, zoodat het niet
onmogelik is, dat het phosphorgehalte iets lager dan 4 % zal zin.

Een andere groep onderzoekers, o.a. Morr en Moos (27), berekent geen
phosphatidegehalte, doch vermeldt alleen het resultaat van de phosphor-.
bepaling. Ofschoon dit wetenschappelijk juist ig, is het foch min of meer
een ontviuchten van de moeilijkheid, terwijl men bij sommige onderzoekin-
gen weinig aan het phosphorgehalte heeft en beslist het phosphatidegehalte
moet kennen.

b. Het extraheeren van de phosphatiden

' De bepaling van het phosphatidegehalte wordt geheel onzeker, omdat
niet bekend is op welke wijze deze stoffen kwantitatief uit melk kunnen
worden afgescheiden, zonder dat andere phosphorverbindingen mede
worden afgezonderd. De phosphatiden, die zoowel hydrophobe als hydro-
phiele eigenschappen hebben, komen n.l. in melk in een gehydrateerden
vorm voor. Men kan deze verbindingen daardoor niet met een uitgesproken
bydrophoob oplosmiddel extraheeren en loopt gevaar om bij de extractie
andere hydrophiele phosphorverbindingen mee te extraheeren. Men moet
dus een oplosmiddel kiezen, dat voldoende hydrophiel is om de phospha-
tiden op te logsen, maar dat ook weer voldoende hydrophoob is om het
oplossen van andere phosphorverbindingen, zooals phosphaten, te voor-
komen. Men heeft op verscheiden manieren getracht deze moeilijkheden
op te lossen.
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1. Eztractie van gedroogde producten

Teneinde te voorkomen, dat te zamen met de phosphatiden o.a, anor-
ganische phosphor wordt afgescheiden, gingen scrmmige onderzoekers van
melkpoeder uit, cm geen water bij de extractie sanwezig te hebben
{Scump-MisLEEIM (40); Sasaxr {87); Biscuorr (4); DiEmair, BLEYER en
Orr (12); REwarp {(35)). Anderen gingen de meik vodr de extractie drogen.
Als droogmiddel werden o.a. gebruikt: gips (SuppLEE (41) en Cusick (9))
en natriumsulfaat (HoLwerpa (19))}. Buruiana en Furtunesco (7} droogden
de melk op zand bij 105° C. Weer anderen {OsBORNE en WAKEMAN {30, 31))
precipiteerden de eiwitten van de melk; volgens hen worden de phospha-
tiden door de geprecipiteerde eiwitten vastgehouden. Het neerslag werd
door hen gedroogd en vervolgens met een organisch oplosmiddel, b.v.
chloroform, aether, alechol of een mengrel hiervan geéxtraheerd. Ook wel
liet men melk druppelen bij een mengsel van alechal en aether, waaraan
wat azijnzuur was toegevoegd. De phosphatiden lesten dan op in het
alechol-aether-mengsel; dit werd door filtreeren van eiwitten bevrijd, by
een lage temperatuur tot een dikke stroop ingedampt, daarna sangewreven
met watervei) natriumsgulfast en tenslotte geéxtraheerd met een aether-
aleohcl-mengsel of met chloroform (Broprick-Prrrarp (8); Monr, BRook-
MANN en MULLER (28)). Borpas en Racskowsky (5) en Dornic en DaIre
(13) volgden een soortgelijke extractiemethode; ze extraheerden de melk
met aleohol en de droogrest van de verkregen alecholische oplossing met een
mengsel van alechol en aether. Burow {6) droogde de stroopachtige massa
niet met natriumsulfaat, doch extraheorde haar zonder meer. MoHR en
Moos (27) zetten het alcoholische extract van de melk op watervri
natriumsulfant te drogen en gebruikten de oplossing dan zonder meer voor
de phosphorbepaling.

Herhaaldelijk ziet men in de literatuur het vermoeden uitgesproken,
dat een te intensieve droging de oorzaak kan zijn van een onvolledige
extractie van de phosphatiden {(Hess en Hermax (17), Bmp en Sawps (2),
GRroszFELD en WaLTER (16)). Bewijzen hiervoor zijn echter niet geleverd.
Wel iz gebleken, dat een deel van de phosphatiden door sfukjes droog
eiwit kan worden ingesloten, zcodat het niet toegankelijk is voor de
extractiemiddelen. HorLwrrpa (19) wees er op, dat de phosphatiden na
een al te rigoureuse droging sleeht in een mengsel van alcohol en aether,
doch uitstekend in petroleumaether of chloroform oplossen. BurvuiaNa en
Furrunesco mossten bij de afzondering van de phosphatiden uit melk, die
bij 106° C op zand was gedroogd, icts langer extraheeren dan normaal,
masr ondervonden verder geen moeilijkheden. Ze gebruikten na elkaar
alechol en aether als oplosmiddelen.

2. Exlraclie langs nallen weg

Mede uit vrees voor een nadeeligen invloed van het drogen geven velen
de voorkeur aan een extractle langs natten weg. Als extractiemiddel is
heel veel gebruik gemaakt van ecen mengsel van alcohol en aether. De
verhouding, waarin deze stoffen worden gemengd, en de verhouding van
de totale hoeveelheid extractiemiddel tot de hoeveelheid te extraheeren
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melk zijn van veel helang. Tot op zekere hoogte kan men de hoeveelheid
;,extraheerbare phosphor’” naar wensch wijzigen door die verhoudingen
anders te nemen. Bij gebruik van veel alechol vindt men veel ,,extraheer-
bare phosphorus”, bij gebruilk van veel aether daarentegen weinig. Het
1s dan ock niet te verwonderen, dat men met de natte wijze van extraheeren
zulke uiteenloopende resultaten heeft gekregen. In de eerste plaats lossen,
zcoals Honweabpa aantconde, in  alechol-aether-mengsels gemalleelijls
phosphorverbindingen, die geen phosphatiden zijn, op. Verder kunnen bij
aanwezigheid van veel alechol en water ancrganische phosphorverbindingen
oplossen. HoLwErpa kon b.v. in het volgens Momr en Moos op natrium-
sulfaat gedroogde extract (100 dln melk, 100 din aleohol-aether 3: 1) een
hoeveelheid anorganische phosphor, overeenkomende met 0,1—0,15 9
phosphatide, aactoonen. De gencemde Duitsche onderzoekers venden dan
ook een cnwaarschijnlijk hoog gehalte aan phosphatiden; in melk 0,49 %,
en in ondermelk 0,48 9. Gramam en Kay (15} gebruikien hetzelfde
extractiemiddel als MorR en Moos, doch namen meer van het mengsel
ten opzichte van de te extraheeren hoeveelheid melk; ze extraheerden
1 em?® melk met 49 em? vlceistof. Zooals is te verwachten, vonden ze
minder ,,phosphatide” dan Morr en Moos; volgens hen bevat melk
0,1—0,32 9 phosphatide. Een soortgeliike methode werd door o.m. Kocnu
en Woobs (22}, Broor (1), HEss en HELmar (17), Houw, WrigHT, DEYSHER
{18) en BuruiaNa en Fumrruonesco (7) gevolgd. Bijj al deze metheden
lost er een grootere of kleinere hoeveelheid phosphorverbindingen, die geen
phosphatiden zijn, op. Ook is door sommige onderzoekers getracht bij de
extractie geen aleohol te gebruiken en dus alleen met aether te extraheeren.
Het bleek echter, dat niet alle aanwezige phosphatide in de aether over-
ging; volgens TavEau neemt aether ongeveer 70 9, van de aanwezige
phosplratiden op., Men heeft dit op verschillende manieren willen ver-
klaren. Dikwijls werd aangenomen, dat de phosphatiden in melk aan
eiwit zijn gebonden en dat de extractie uit deze verbindingen decor de aan-
wezigheid van alechol mogelijk wordt gemaakt (OsBORNE en WaREMAN (30);
ParMER en WIESE (33); LoBSTEIN en FLATTER (24). MACHEROEUF en SANDOR
{26) nemen aan, dat alcohol dehydrateerend op het phosphatide of even-
tueel op de phosphatide-eiwitverbinding werkt, tengevolge waarvan het
van zijn watermantel bercofde phosphatide toegankelijk wordt voor de
aether en opgelost kan worden. De verklaring van HoLwEekpa is minder
duidelijk; ze neemt aan, dat een sterk dehydrateerende stof als droge
aether, de gehydrateerde phosphatiden niet gemakkelilk zal kunnen
cplossen, In plaats van aleohol gebruikte Tavrav (42) een zeepoplossing
om het phosphatide in een extraheerbaren vorm te brengen. Evenmin
als met behulp van aether alle phosphatiden uit melk kunnen worden
geéxtraheerd, lossen deze verbindingen alle op in alleen aloohol (o.a.
Rewarp (85), FurrtuvEsco en Buruiana (7).

Verscheidene onderzoekers hebben voer het afscheiden van de phos-
phatiden uit melk gebruik gemaskt van de wefextractiemefhode van
Rése-Gorruies. Volgens PETERSEN en HERREID {34), THursTON en PETER-
SEN (43) en HogrrarLl (20} kan volgens deze extractiemethode vrijwel alle
aan melk toegevoegde ellecithine worden teruggewonnen. Dit gelukte
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echter niet aan Caapmar (10) en Lyons en Frvray (25). WiksE, NAIR en
Fremivg {44) vonden in het Roése-Gottlieb-extract 90 9% van aan melk
toegevoegd sojalecithine terug. Ze merker echter terecht op, dat men
hieruit niet met zekerlieid mag afleiden, dat de in melk aanwezigs
phosphatiden ook volledig worden geéxtraheerd; de toestand, waarin deze
voorkomen, kan b.v. een geheel andere zijn; de extractie zou daardoor
kunnen worden belemmerd of gemakkelijker worden gemaskt., In het
algemeen vonden de onderzoekers, die volgens Rése-Gottlieb extraheerden,
vri] lage phosphatidegehalten, maar hieruit mag natuurlijk volstrekt niet
worden afgeleid, dat de cijfers te laag zijn. Het is heel aannemelijk, dat
de hij toepassing van deze methode gevonden waarden laag zijn, omdat
er weinig verontreinigende phosphorverbindingen mee worden geéxtraheerd.
In de eerste plaats n.i, wordt er een vrij groote hoeveelheld extractiemiddel
gebruikt; verder wordt asnmerkelijk meer aether dan alechol toegevoegd
(de verhouding tusschen de van deze vloeistolfen gebruikte hoeveelheden
is 21 : 1). Bovendien wordt tenslotte nog vrij veel petroleumaether toege-
voegd. In petroleumaether lossen gehydrateerde stoffen slecht op en men
ziet na de toevoeging van deze vloeistof dan ook een troebeling ontstaan
in de corspronkelijk vrij heldere aetherische oplossing. Alles gamengenomen
bestaat er weinig gevaar voor, dat er sterk hydrophiele phosphorverbin-
dingen in het extract zullen achterblijven. Wimse, Namr en FLEMIFG
konden inderdaad in het extract geen anorganisehe phosphor aantoonen.

Een verdere bijzonderheid van de extractiemethode volgens Rose-
Gottlieb iz, dat de te extraheeren melkproducten alkalisch worden gemaalkt
met behulp van sterke ammonia. Bij de vetbepaling geschiedt dit om de
extractie volledig te doen zijn. Ock bij de phosphatidebepaling schijnt de
toevoeging van ammonia van belang te zijn, want HoLwEerpavond iets
meer phosphatide in melk en In rcom als ze vodr de extractie wat
ammonia toevoegde, dan zonder deze toevoeging.

¢. Indirecte bepalingsmethoden

Over eenige indirecte methoden, die werden voorgesteld ter bepaling
van de phosphatiden in melk, kunnen we kort zijn. Volgens THURsSTON en
Perersex (43) hebben de phosphatiden of de ontledingsprodueten ervan
geen invloed op de vetbepalingsmethode volgens Babcock. Ze willen het
phosphatidegehalte van karnemelk bepalen door de resultaten van de
vetbepaling volgens Rise-Gottlieb en die volgens Babeock van elkaar af
te trekken. Daar de methode van Babeoek geheel onjuiste waarden geeft
voor het karnemelkvetgehalte en de ontledingsproducten van de phospha-
tiden zeker inviced zullen hebben op de resultaten, die volgens deze
methode werden verkregen, is het voorstel van THURSTON en PETERSEN
geheel onaanvaardbaar (29).

PrTERSEN en HERREID (34) denken het phosphatidegehalte van karne-
melk te kunnen berekenen door de ecijfers, verkregen bii de bepaling van
het vetgehalte volgens een variant op de Rise-Gottlieb-methode (de
methode van Moson~ier} en die, welke worden verkregen bij de vetbepa-
ling volgens een door hen ontworpen methode (de Minnesota test) van
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elkaar af te trekken. De phosphatiden zullen bij de Minnescta test geen
invloed hebben op de vetbepaling, want toegevoegde lecithine verhoogt het
gevonden eijfer voor het vetgehalte niet. Het genoemde verschil is echter
aanmerkelijk grooter dan het phosphatidegehalte, dat men volgens directe
bepalingsmethoden vindt., Voor rcom met 20 9% vet varieerde het bij het
onderzoek van PETERSEN en HERREID van 0,1684 tot 0,3199 9. Vooral
het hoogste cijfer is onwaarschijnlijk hoog. Zelf vonden we tusschen de
vetbepaling volgens Rise-Gottlieb en die volgens de Minnesota test een
gemiddeld verschil van 0,175 9, terwijl de uiterste versehillen waren
0,09 en 0,38 9. Het gemiddelde versechil is dus aanmerkelijk hooger dan
het gemiddelde phosphatidegehalte, dat 0,075 9% bedrceg. Toch zou men
op grond ven dit groote verschil het principe van de phosphatidebepalings-
methode van PETERSEN en HERREID niet mogen verwerpen. De Minnesota
test is n.l. een ervaringsmethode en het zou kunnen zijn, dat er een
correctie zou moeten worden aangebracht op de volgens het origineele
voorschrift van PereErseN en HERREID gevonden cijfers of dat het voor-
sehrift iets diende te worden gewijzigd. Echter ook na het aanbrengen van
een correctle zou het voorstel van de beide Amerikaansche onderzoekers
moeilijk aanvaardbaar zijn, want de volgens hun methode berekende
phosphatidegehslien vertconen variaties, die wveel grooter zijn dan de
volgens de directe bepalingsmethoden gevonden cijfers voor het gehalte
aan phosphatiden.

EIGEN ONDERZOEK

Het is niet gemakkelijk een keuze te doen uit de vele in de literatuur
genoemde phosphatidebepalingsmethoden, te meer omdat geen van deze
methoden geheel bevredigend kan worden gencemd. Vooral de keuze van
een extractiemethode geeft moeilijkheden.

a. De methode van Holwerda

Teneinde geen anorganische phosphor in de extracten te krijgen, lijkt
het gewenscht het water van de karnemelk véér de extractie te verwijderen.
Daar er gevaar bestaat voor het insluiten van phosphatiden door vaste
eiwitdeeltjes, 1z het niet goed om uit te gaan van gedroogde karnemelk,
rooals b.v., karnemelkpoeder. Hetzelide argument kan echter moeilijk
worden ingebracht tegen het drogen van de karnemelk op zand of op een
droogmiddel als natriumsulfaat of gips; er zal dan n.l. weinig gevaar voor
insluiten bestaan.

Horwerpa (19), die deze methode toepaste (ze droogde op natrium-
sulfaat en extraheerde met een alcohcl-aether-mengsel 3 :1), vond geen
anorganische phosphor in haar extracten. Helaas bleek bi] haar onderzoek,
dat er behalve de phosphatiden nog vrij groote hoeveelheden van een
niet-ionogene phosphorverbinding in de extracten overgingen. Volgens
Hovwerpa was deze verbinding een phosphorzure ester; met zekerheid is
dat echter niet bewezen. Teneinde den invloed van deze vreemde phosphor-
verbinding op de phosphatidebepaling uit te sluiten, stelde de gencemde
onderzoekster voor een correctie aan te brengen. Volgenms haar bevat
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vetvrije ondermelk geen phosphatiden, zoodat ze de correctie voor melk
meende te kunnen leeren kennen door deze vloeistc! intensief te centri-
fugeeren en in de verkregen vetvrije ondermelk de hoeveelheid , extraheer-
bare phosphor’’, volgens haar ,,ester-phosphor’”’, te bepalen. Ze vond in
volle melk een hoeveelheid extraheerbare phosphor, overeenkomende met
0,099 % phosphatide; in de ,,vetvrije” ondermelk een hoeveelheid, over-
eenkomende met 0,059 9%. In werkelijkheid is volgens haar dus ongeveer
0,02 % phosphatide aanwezig. Daar de correctie veel grooter is dan het
phosphatidegehalte, verliest de methode veel aan betrouwbaarheid. Zeer
kleine hoeveelheden phosphatiden zuller dan ook moeilijk met behulp van
deze methode kunnen worden bepaald.

1. De toepassing van deze methode op zure en soele harnemelk

HoLwERDA heeft niet aangegeven hoe de correcfie voor karnemelk moet
worden bepaald. In karnemeik is een deel van de phosphatiden waar-
schijnlijk niet verbonden met vetdeeltjes, zoodat het niet mogelijk zal zijn
de eorrectie te bepalen door middel van een bepaling van de extraheerbare
phosphor in ,,vetvrij” gecentrifugeerde karnemelk. Bovendien kan karne-
melk moeilijk vetvr]) worden gecentrifugeerd, omdat het vet er voor een
belangrijk deel in een colloidalen vorm in voorkomt (11, 38). Tabel 1 bevat
eenige cijfers, waaruit blijkt, dat het vet en de phosphatiden niet door
middel van centrifugeeren uit zure karnemelk kunnen worden verwijderd.
Bij de betreffende proeven werden de karnemelkmonsters gedurende 1} uur
in een laboratoriumcentrifuge krachtiz gecentrifugeerd.

- TABEL 1
9, volgenz HoLWERDA’s methode
Monster woxtraheerbare phosphor”,
Onf ° uitgedrukt als phosphatide
Karnemelk (zuur) Na centrifugeeren
1 (0,67) *} 0,08 (0,15) 0,04
2 0,62) 0,075 0,12y 0,045
3 (0.67) 0,08 (0,16) 0,04

*) De tusschen ( ) geplaatste cijfers geven het vetgehalte (Gerber) aan.

Daar de correctie voor de storende phosphorverbindingen niet kan
worden bepaald in het ecentrifugaat van karnemelk, zal dit moeten
geschieden in het ultrafiltragt. De storende verbindingen passeeren volgens
HoLwERDA een ultrafilter, terwiil de phosphatiden daardoor worden tegen-
gehouden. Als ultrafilter gebruikten we een volgens OsTwaLD bereid
collodionfilter (82). Bij alle de genomen proeven kon in het ultrafiltraat van
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zure karnemelk slechfs een spoor extraheerbare phosphor worden aan-
getoond, waaruit volgh, dat =zure Lkarnemelk nagenceg geen storende
phosphorverbindingen bevat. Tijdens de bewerkingen, die de room bij de
boterbereiding ondergeat, schijnen deze verbindingen tol niet-extraheerbare
stoffen te worden omgezet. Bij zoete karnemelk is het probleem geheel
anders, zooals blijkt uit tebel 2. Bi de proeven, waarcp deze tabel
betrekking heeft, werden de karnemelk en het ultrafiltraat er van geéxtra-
heerd volgens de methode van Honwserpa. De gevonden hoeveelheden
phosphor werden omgerekend tot % phosphatide, ofschoon dat natuurlijk
niet juist is, daar b.v. het ultrafiltraat geen phosphatide bevat. Deze
berekening werd echter uitgevoerd om te laten zien welke fout gemankt
wordt als er bij het volgen van de methode van Honwirpa geen rekening
wordt gehouden met de storende phosphorverbindingen. Tevens werd het
phosphatidegehalte van de karnemelkmonsters bepaald volgens een
methode, waarbij de extractie van Rése-Gottlieb werd gevolgd. Op deze
cijfers wordt op blz. 720 teruggekomen,

TABEL 2
Extractic volgens HoLwWERDA; ! .
schiinbaar phosphatidegehalte Werkelijk phosphatidegehalte
Val H Extractie vol
A. Kamemolk | B. Ultrafiltrage | O8°S HOGWSRDA | Extractio volgens
0,163 0,b48 0,115 0,10
0,11 0,03 0,08 0,09
0,13 0,03 0,10 0,08
0,08 0,01 0,07 0,078
0,08 0,02 0,06 0,07
0,12 0,04 0,08 0,08

Uit de tabel volgt duidelijk, dat zoete karnemelk phospherverbindingen,
die storend werken bij de phosphatidebepaling volgens de methode van
Horwgrpa, bevat.

Aangezien de bepaling van de correctie bij het onderzoek van het
phosphatidegehalte van karnemelk uit zuren room volgens de methode van
Horwerpa kan vervallen, is deze methode bij die karnemelksoort goed
bruikbaar. Voor het onderzoek van zoete karnemelk is de methode zeer
omslachtig, omdat telkens de hoeveeolheid extraheerbare phosphor in het
ultrafiltraat van karnemelk moet worden bepaeld.

2, Het phosphatidegehalte van centrifugemellk en het bepalen wvan de
correctie, die bij de methode van HorLweRpa moet worden aangebracht

Over het gebruik van deze methode bij het bepalen van het phosphatide-
gehalte van andere melkpreducten zij nog het volgende opgemerkt. Volgens
Horwzerpa bevat ondermelk geen phosphatiden. Ze kwam tot die veronder-
stelling naar aanleiding van eenige pogingen, die zonder resultaat bleven,

. om uit centrifugemelk phosphatiden af te zonderen. Benige andere experi-
menten van haar lijken echter in sfrijd te zijn met het bovenstaande. Bij
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deze proeven trachtte ze de storende phosphorverbinding, waarvan ze
veronderstelde, dat het een phosphorzure ester is, in weeghare hoeveetheden
uit ondermelkpoeder af te zonderen. Uit 500 g van dit poeder verkreey ze
echter, naast ea. 600 mg van de storende phosphorverbinding ongeveer
200 mg phosphatide. Het ondermelkpoeder was dus lang niet phosphatide-
vri]. Daartegenover echter staat, dat het ook niet vetvrij was en dat de
asnwezige phosphatiden dus misschien aan het vet zouden kunnen zijn
gebonden, Het vetgehalte bedroeg omstreeks 1 9% en kan dus niet uitzon-
derlijk hoog worden geroemd. Men zou zich kunnen afvragen hoe hoog het
phosphatidegehalte zou zijn geweest als het poeder in het geheel geen
vet had bevat. HoLwERDA geeft reeds een antwoord op deze vraag., Tmmers
volgens haar verandert het phosphatidegehalte van ecentrifugemelk
nagenoeg niel, als deze vloeistof aan een zeer scherpe centrifugeering
words onderworpen en dus ten naaste bij vetvrij wordt gemaskt. Ook de
proeven, die door mijzeld in deze richting werden gencmen, hadden
eenzelfde resultaat, zooals blijkt uit de cjjfers, die in het laatst van de
volgende alinea worden gegeven. Eerder dan aan te nemen, dat ondermelk
geen phosphatiden bevab, zou ik uit de proeven van HoLwEerpa willen
afleiden, dat in cndermelk een geringe hoeveelheid phosphatiden voorkomt.

Als we aannemen, dat er bij de proeven van HoLwErDA over het afzon-
deren van de phosphatiden en de storende phosphorverbinding uit onder-
melkpoeder van beide stoffen evenveel verloren ging, komen deze stoffen
in centrifugemelk in een verhouding 1:8 voor, m.a.w. van de hoeveelheid
extraheerbare phosphor hestaat ongeveer } deel uit phosphatiden. Daar er
volgens IHoLwerpa in centrifugemelk een hoeveelheid extraheerbare
phosphor aanwezig is, die overeenkomt met 0,06 % vphosphatiden, zou er
volgens de bovenstaande veronderstelling ongeveer 0,01 9 phosphatide in
dat product voorkomen. Deze geschatte hoeveelheid komt overcen met die,
welke men vindt als men de phosphatiden uit de centrifugemelk extraheert
volgens de methode van Rése-Gottlieh. We vonden wvolgens de laatst-
genoemde methede in de centrifugemelk van het boterfabriekje van de
proefzuivelboerderii gemiddeld 0,013 % phosphatiden. Na deze ondermelk
nog eens gedurende een uur in een laboratoriumecentrifuge te hebben
gecentrifugeerd, zoodat ze nagenceg geheel vebyri] was, vonden we
gemiddeld nog 0,012 9, phosphatiden,

Ock op andere manieren kon het voorkomen van vphosphatiden in
centrifugemelk waarsehijnlijk worden gemaakt. Zoo kon worden aangetoond,
dat het Rose.Gottlieh-extract behalve phosphor ook stikstof bevat. De
stiksbofhoudende stof iz oploshaar in organische oplosmiddelen en ig dus
waarsehijnlijk geen eiwit. Verder bleek, dat in het ulfrafiltraat van onder-
melk zoo goed als geen phospher, die volgens de methode van Rise-
Gottlieb kan worden geéxtraheerd, voorkomt (meestal vonden we minder
dan 0,002 9). Hieruit volgt, dat de phosphorverbinding, die bij de methode
van HorLwerpa storend werkt, niet of slechts in geringe sporen bij de
methode van Rése-Gottlieb wordt geéxtraheerd.

Eigenlijk mag ook niet worden verwacht, dat centrifugemelk phospha-
tidevrij is. De phosphatiden worden n.l. hij rceren, schudden, karnen,
centrifugeeren en dergelijke bewerkingen, waarbij de melk in esn krachtige
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beweging komt, van het oppervlak van de vetbolletjes verwijderd en komen
dan terecht in het melkplasma. Als room wordt gecentrifugeerd, blijft er
in de , vetvrije”” ondermelk esen aanzienlijke hoeveelheid phosphatiden
achter; in een dergelijke centrifugemelk vonden we h.v. meermalen 0,05 %
phosphatiden, Naar aanleiding hiervan moet dus wel worder. aangenomen,
dat in normale ondermelk een geringe hoeveelheid phosphatiden voorkomt.

Uit het voorgaande volgh, dat de correctie, die bij de methode van
Hovuwerpa moet worden aangebracht, niet mag worden bepaald door een
bepaling van de hoeveelheid extraheerbare phosphor in | vetvri’ gecentri-
fugeerde ondermelk, maar dat deze bepaling moet geschieden in het ultra-
filtraat van de melk of het melkproduct. Volgens deze redeneering bevat
melk ongeveer 0,01 % meer phogphatide dan HoLwespa aangaf, zoodat
het gemiddelde cijfer niet 0,02 % maar 0,03 9% wordt. Dit laatste cijfer
komt goed overeen met door andere onderzoekers volgens andere verdedig-
bare methoden gevonden waarden.

b. Vergelifking van eenige geheel verschillende bepalingsmethoden

Daar we het phosphatidegehalte van melk en dat van melkproducten
niet kennen en we niet weten of de extractie van de melkphosphatiden op
dezelfde wijze kan geschieden als de extractie van aan ondermelk toege-
voegde vreemde phospbatiden, kunnen we moeilijk zeggen welke van de
gencemde metheden juist is. Als echter bij onderzoek van eenzelfde
monster karnemelk volgens verschillende methoden een gelijk eijfer voor
het phosphatidegehalte zou worden gevonden, zou men met een tamelijk
groote waarschijnlijkheid mogen asnnemen, dat zoowel dit cijfer als de
methoder juist zijn. Op grond van deze redenecering hebben we van eenige
monsters zure karnemelk het phosphatidegehalte bepaald volgens de
methode van Broprick-PIrrrarp, volgens de methode van HoLwemrpa en
volgens een methode, waarbij gebruik werd gemaakt van de vetextractie-
methode van R&sE-GorrLiEB. De gevolgde voorschriften luiden:

1. Broprick-Prrrarp: 100 g karnemelk werd onder schudden en roeren
gedruppeld bij 100 em® van een aleohol-aether-mengsel (1:1). Toen alle
karnemelk was toegevoegd bleef het mengsel nog ca. 6 uren staan, terwijl
dikwijls werd geschud. Het gevormde neerslag werd door centrifugeeren
verwijderd en gewasschen met een aleohol-acther-mengsel. De wasch-
vloeistof werd te zamen met het extract in vacuo tot een dikke stroop
ingedampt; hierbij werd de temperatuur beneden 50° C gehouden. De
stroop werd met een drievoudige hoeveetheld watervri] natriumsulfaat aan-
gewreven en daarna gedurende drie uren in een Soxhlefapparaat geéxtra-
heerd met chloroform. Na verdampen van de chlorcform werd de droogrest
verascht met soda en salpeter. Het gevormde phosphaat werd volgens de
methede van Lorexz bepaald als phosphorammoniummeolybdaat.

2. De methode van Horwrerpa. 1 em? karnemelk werd met 3 g
watervri] natriumsulfaat aangewreven en gedurende een half uur geéxtra-
heerd door schudden met 50 em?® van een alecohol-aether-mengsel (8 din
alechol 95 ¢ en 1 dl aether). Daarna werd gefiltreerd en van 40 em? helder
extract het oplosmiddel in vacuo verdampt in een microdestructiebuis.
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Het residu werd volgens NEUMANN verascht met 0,5 em® van een mengsel
van 1 deel sterk zwavelzuur en 1 deel sterk salpeterzuur. Zco noodig werd
later nog wat salpeterzuur toegevoegd. Na afloop van de destructie werd
met wat water verwarmd om het nitrosylzwavelzuur te doen ontleden,
waarna tot 10 em?® werd aangevuld, Het phosphaat werd nephelometrisch
bepaald met behulp van een strychnine-molybdeen-reagens volgens
MzpixcEr #). De benoodigde hoeveelheid van de onbekende phosphaat-
oplogsing werd met water aangevuld tot 9 cm® en bedeeld met 1 em?
reagens. De ontstane troebeling werd in een cuvetje, zocals gebruikt in
den colorimeter van HELLIGE, vergeleker met de troebelingen van een
vergelijkingsschaal, die werd verkregen door bij opklimmende hoeveel-
heden (0,15—0,5 em?®) van een phosphaatoplossing, die 20 mg phosphor
per 1 bevatte, 1 em® van het reagens te voegen, nadat de phosphaat-
oplosgingen waren asngevuld tot 9 em? met verdund zwavelzuur (8.5 em®
sterk zwavelzuur op 500 em water). Volgens HoLwERDA is deze methode
nauwkeurig tot op 10 % en kan de nauwkeurigheid worden opgevoerd door
2 verschillende hoeveelheden van de onbekende oplossing te nemen. Daar
slechts met zure karnemelk werd gewerkt, behoeide geen correctie te
worden aangebracht.

3. Eaxtractie volgens ROSE-GorTLms. Deze werd volgens het in de
Cedex Alimentaris voorkomende voorschrift voor het bepalen van het vet-
gehalte van melk uitgevoerd. Hierbij wordt na het bezinken een gedeelte
van de heldere aetherische oplossing afgetapt en voor de verdere analyse
gebruikt. In het buitenland neemt men dikwijls alle aetheroplossing weg
en gehudt daarna opnieuw met aether en petrolenmaether. Bij de
phosphatidebepaling bleek dit weinig zin te hebben; het tweede extrach
bevatte nagenoeg geen phosphatiden. Aanvankelijk bestond het plan om
het phosphorgehalte van de extracten op een door HorrarLL beschreven
methode te bepalen, n.l. door verassching van de droogrest met magnesium-
nitrast en bepaling van het gevormde phosphaat volgens Devigkg. Daar
deze colorimetrische bepaling moeilijkheden opleverde, werd van dit voor-
nemen afgestapt en werd het phosphorgehalte van de extracten op dezelfde
wijze bepaald als dat bij de methode van HoLwERDA geschiedt.

De volgende tabel (3) geeft een overzicht van de resultaten, die met
deze methoden werden verkregen. (Ook tabel 2, op blz. 716 bevat eenige
eijfers.)

Daar de drie methoden ten naaste bij hetzelide cijfer voor het phospha-
tidegehalte geven, zullen ze waarschijnlijk alle bij benadering juist zijn.
Verder volgt uit de cijfers van tabel 3, dat de onderzochte karnemelk-
monsters zeer waarschijnlijk ongeveer 0,08 %, phosphatiden bevatten,

*) HoLweRDA bereidde dit reagens als volgt: asn een helder gefiltreerde oplossing
van 4 g amtmoniummolybdaat in 100 ¢m water wordt zooveel van een verzadigde strych-
nineacetaatoplossing (1 : 65) toegevoegd, dat een even blijvende troebeling onistast.
Hiervoor is noodig 8 % 9 em®. De verkregen oplossing wordt gemengd met een gelijk
volumen salpeterzuur (s.g. 1,88) en, na een nacht te hebben gestaan, gefiltreerd. Het
reagens moet in het donker worden bewasrd em blijft slechts eenige dagen bruikbaar.
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TABEL 3
Phesphatidegehalte (%) volgens de methode
Karne-
melk- Bropric
monster PITTAR:. Rége-GoTTLIED HoLwERDA
H — 0,09 0,11
2 — 0,08 0,08
3 — 0,08 0,075
4 — 0,076 0,08
& 0,069 0,08 —
8 0,087 0,09 —
7 0,066 0,07 —
8 0,065 0,07 —

¢. Het voorschrift, dat bij het verder onderzoek werd gevolgd

Van de genoemde drie extractiemethoden is die van BRopRICK-PITTARD
het omslachtigst. Als mer veel phosphatidebepalingen wil verrichten, komt
ze dan ook minder in aanmerking dan de beide andere methoden. Van
deze beide is de extractie volgens Rése-Glorreies het eenvoudigste uit
te voeren. Daar deze methode reeds door veel onderzockers is toegepast
en dsar bij toepassing van de methode van Horwerpa bij het onderzoek
van zoete karnemelk en andere melkproducten een groote en moeilijk te
bepalen correctie op de gevonden waarden moel worden aangebracht, geven
we de voorkeur aan de extraectie volgens R&ésE-GorTLIEB.

Als het phosphorgehalte van de extracten volgens de strychnins-molyb-
deen-methode wordt bepaald, heeft men slechts weinig extract noodig.
Teneinde chemicalién te besparen, hebben we de hoeveelheden in het
voorschrift lets gewijzigd. Hel gevolgde voorschrift luidt: In een gecali-
breerden schudeylinder met een inhoud van 50 em?, die voorzien is van
een ingeslepen stop, wordt 4 cm?® melk achtereenvolgens bedeeld met
0,8 cm?® sterke ammonia, 4 em? alcohol, 10 em?® sether en 10 cm?®
petroleumsether. Na elke toegevoeging wordt, evenals dit geschiedt bij de
vetbepaling volgens Rase-Gorriies, geschud. Nadat men heeft laten
bezinken, leest men het volumen van de aetherlaag af en pipetteert 10 em?
van het asthermengsel in een mierodestructiekolije. Nadat de oplosmiddelen
zijn verdampt door het kolfje in een waterbad te verwarmen, wordt het
phosphorgehalte van de droogrest bepasld op de door HoLwERDA beschreven
wijze (blz. 718). Uit het gevonden phosphorgehalte kan dat van de karne-
melk worden berekend.

d. Eenige in de literatuur genoemde cijfers voor het phosphatidegehalte
van karnemelk

Tn de literatuur vindt men in het algemeen hoogere waarden voor
het phosphatidegehalte van karnemelk opgegeven dan de in tabel 3
gencemde. Morr en Moos hebben een uitvoerig literatuuroverzieht
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gegeven van de tot 1932 gepubliceerde waarden. Ze ontmoetten cijfers, die
uiteenliepen van 0,0332—0,8768 9. Deze groote verschillen zullen voor
een deel moeten worden toegeschreven aan verschillen fusschen de gevolgde
methoden. Misschien ook kunnen een deel van de verschillen zijn ontstaan
doordat de onderzochte scorten karnemelk niet op dezelfde wijze en uit
dezelfde melksoort waren bereid.

Tahel 4 bevat eenige van de in de literatuur genoemde eijfers.

TABEL 4
Phosphatide,
Extractie- Phosphatide | Vetgehalte berekend .
methode (9% (%) op vet Opmerkingen
{%)
MoA®m en
BrocEMANN| BRODRICK- 0,1142 0,50 22,8
PrrTarn
MoHR en
Moos. . . —_— 0,8433 0,45 187,4 Extract bevatte
anorg, P?
HoLm en
WaIGHT . 0,284—0,382 | 0,06—1,64 —_—
HorrarL. . | MoJONNIER 0,14—0,16 — ) 19,7 Zoete karne-
melk
» " 0,10—0,17 —_ 17,9 Zure karnemelk
CHAPMAN, . " 0,1036—0,148 0,643 20,25
BIrD en
SanNps . . " 0,149 0,70 25,26
BIRD, BREA-
ZEALE,
Bawps . . ' 0,1329 — — Uit room met
20 % vet
» " 0,1670 — — Uit room met
30 %, vet
» » 0,2154 —_— — Uit room met
40 9, vet
Horwrrpa . | HOLWERDA 0,10—0,126 —_ —

Ale we de door MoHR en Moos en de door Hoy en WRIGHT vermelde
cijfers, waarvan bijna met zekerheid kan worder gezegd dat ze niet juist
zijn, uitschakelen, is er een tamelijk goede overeenstemming tusschen de
volgens verschillende methoden gevonden cijfers.

Volgens de tabel zou karnemelk 0,11—0,17 % phosphatiden bevatter.
Zelf vonden we volgens de drie genoemde methoden van onderzoek in het
algemeen lagere waarden; meestal 0,08 9. Een verklaring voor dit versehil
vermogen we niet te geven. Misschien moet deze worden gezocht bij een
versehil in vetgehalte van den room, waaruit de karnemelk werd bereid,
en mogelijk bij een versehil in samenstelling van de melk of bij de gevolgde
techniek in de boterfabriek.
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e. Het phosphatidegehalte van de karnemelk van het proefboterfabrielkje

Tabel 5 geeft een overzicht van de voor het phosphatidegehalte gevonden
waarden, die betrekking hebben op karnemelksoorten, die in het boter-
fabriekje van de Proefzuivelboerderij werden vervaardigd uit zuren room
met ongeveer 20 %, vet. Er werd even voor het afkarnen doorgaans 6—10 9,
water in de karn gespoeld. De tusschen { } geplaatste eijfers zijn afkemstig
van eer niet gepubliceerd onderzoek van HorLwERDA; deze werden bepaald
volgens de door haar ontworpen methode.

TABEL 5.

in 4 karnemelkmonsters werd gevonden 0,05--0,06 9, phosphatiden
L 10 (4) o o . 0,06—0,07 % o

o 15 (40) . . 0,07—0,08 9 s

i 21 (13) . . " 0,08—0,09 % ”

ey 8 1 1 L 0!09—0910 % 1"

Het gemiddelde van deze eijfers is 0,07—0,08 %. Zonder inspoelen
van water bij het karnen zou dit gemiddelde zijn: 0,08—0,09 %.

Daar de karnemelkmonsters gemiddeld ongeveer 0,5 % vet bevatten
kwamen er op 100 deelen vet ca. 15 deelen phosphatide voor.

f. De inviced van eenige factoren op het phosphatidegehalte van karne-
melk

Voor een deel moeten de geconstateerde schommelingen in het phos-
phatidegehalte van de karnemelk waarschijnlijk worden toegeschreven aan
schommelingen in het vetgehalte van den room en andere min of meer
kleine variaties bij de boterbereiding. De grootste schommelingen kunnen
daarmede echter niet worden verklaard. Waarsehijnlijk =zijn het geen
seizoenschommelingen, want binnen betrekkelijk kleine perioden werden
relatief groote veranderingen in het phosphatidegehalte waargencmen.
Bmrxs (39) vond soortgelijke schommelingen in het phosphatidegehalte van
melk. Tn 1939 vond hij in gemengde stalmelk op 7 Maart 0,009 9, phospha-
tiden, op 5 April 0,028 %, op 18 April 0,016 % en op 2 Mei 0,028 9.

Het phosphatidegehalte van karnemelk uit weidemelk en van karnemelk
uit stalmelk bereid was even hoog (tabel 6). De melkmonsters, waarop
de cijffers van deze tabel befrekking hebben, waren afkomstig van twee
groepen koelen; de eene greep liep in de weide, de andere stond in dien-
zelfden tijd op stal.

TABEL 6

Phosphatidegehalte (%)

FProef n°. Ge-
middeld

1 2 3 4 b} 6 i

Karnemelk van weidemelk 0,08 | 0,10 ( 0,10 | 0,010 | 0,09 | 0,09 0,10 0,084
Karnemelk van stalmelk | 0,11 | 0,105 0,10 | 0,08 [ 0,09 | 0,09 | 0,085 0,094
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Het resultaat van deze proeven is in overeenstemming met oudere, niet
gepubliceerde proeven, die in dit laboratorium werden genomen en waarbij
werd gevonden, dat er weinig verschil bestaat tusschen het phosphatide-
gehalte van weldemelk en dat van stalmelk. Ook wvolgens Gourp (14) is
het phosphatidegehalte van melk niet sterk afhankelijk van de voeding van
het vee,

Het is bekend, dat sommige factoren, die bij de boterbereiding van
belang zijn, cok inviced hebben cp het phosphatidegehalte van karnemelk.
Daarom werd de invloced van eenige van deze factoren nader onderzocht.

Het pasteuriseeren ven den reom had geen invloed op het phosphatide-
gehalte van karnemelk (tabel 7).

TABEL 7

Phosphatidegehalte (%)
Karnemelk uit rauwen, zoeten room . . . . . . . . . 0,07 0,09
Karnemelk uit gopasteuriseerden room . . . . . . . . 0,07 0,08
Karnemelk uit rauwen, gezuurden room . . . . . . . 0,07 0,00
Karnemelk uit gepasteuriseerden en gezuurden room . . 0,065 0,086

Het zuren van den room had volgens tabel 7 evenmin invloed op het
phosphatidegehalte van de karnemelk als het pasteuriseeren. Dat het
guren geen invloed heeff, blijkt ook uit de proeven, waarvan de resultaten
in tabel 8 zijn vermeld. Uit de eijfers van deze tabel blijkt, dat de wijze
waarop de room werd gekoeld geen invloed had.

TABEL 8

Temperatuurbehandeling van den room Zoete Zure
ne het pasteuriseeren karnemelk | karnemelk

Tot karnen op 12° C; kamtemperatuur 16° C. . . . . 0,085 -—
" W 200 0% . 15°C. . ... 0,095 —
8—19—0; karntemperatuur 14° C. . . . . . . . . . 0,075 0,08
19—19—0; » o, .. ... 0,09 0,08
0—20—5; Y M Q. 0,09 0,09
20—20—85; " 14 C. .. ... ... 0,09 0,08
25-—-25—0; " 12°C . . . .. Ce e 0,09 0,10
35-—25-—0; - 2000, . ... 0,085 0,10

Het uvetgehalte van den room, waaruit de karnemelk werd bereid,
had, zooals reeds was hekend (b.v. Birp, BREAZEALE en BANDS), een
grooten invloed op het phosphatidegehalte van de karnemelk (tabel 9).
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TABEL %
Vetgehalto van den zuren room . . . . . 6,9 9, 116,25 9, | 25,859, | 39,0 9%
Phosphatidegehalte van de karnemelk . . 0,06 %, | 0,075 %, 0,09 ¢ 0,125 9

Men zou zich kunnen indenken, dat de phosphatiden vrij snel in karne-
melk worden ontieed en dat daarmede de schommelingen in het phospha-
tidegehalte van dit product moeten worden verkisard. Van eenige monsters
karnemelk werd het phosphatidegehalte dadelijk na het karnen bepaald
en tenslotte nogmaals nadat de monsters ongeveer 10 dagen bij kamer-
temperatuur hadden gestaan. ‘

Dadelijk na het karnen |0,08 90,09 940,07 90,07 2, 0,055%; 0,055%(| 0,05 % | 0,06 %
Na 10 dagen bewaren 0,07 910,08 9;(0,07 9,t0,07 %| 0,05 9] 0,06 9% 0,05 9% | 0,06 %

Uit deze cijfers volgt, dat het phosphatidegehalte van de karnemelk-
monsters bif de bewaring weinig of niet was veranderd.

SAMENVATTING

In de voorgaande mededeeling werd een overzicht gegeven van in de
literatuur genoemde methoden ter bepaling van het phosphatidegehalte
van karnemelk. Evenmin als men het eens is over de bruikbaarheid van
deze methoden, is men het er over eens hoeveel phosphatide in melk
en melkproducten voorkomt. De methoden kunnen niet worden gecontro-
leerd door bepalingen uit te voeren in zelfbereide suspensies van phospha-
tiden, omdat niet precies bekend is welke phosphatiden in melk voorkomen
en in welken vorm ze aanwezig zijn.

Uitgaande van de veronderstelling, dat wanneer voor eenzelfde monster
karnemelk volgens verschillende bepalingsmethoden hetzelide eijfer voor
het phosphatidegehalte wordt gevonden, zoowel de toegepaste methoden
als het cijfer zeer waarschijnlijk juist zullen zijn, hebben we de hoeveelheid
phosphatiden in eenige monsters karnemelk volgens drie gehesl versehil-
lende methoden bepaald. Deze methoden waren 1°. die van DBroDRICK-
Prrrarp, 2°. die van HornwEerpa, en 3°. een methode, waarbi) dezelide
extractiemethode werd toegepast als bij de vetbepaling volgens Rose-GorrT-
LiEB. De drie methoden gaven gelijke cijfers voor het phosphatidegehalte,
zoodat we aannemen, dat ze juist zijn.

De methade van BropricK-Prrrarp is heel bewerkelijk, zoodat ze niet
voor serieonderzoek in aanmerking komt,

De methode var HoLwerpa is bruikbaar voor zure karnemelk, maar
minder goed voor zoete en voor andere melkpreducten, die storende P-ver-
bindingen bevatten. Tegengesteld aan de meening van HoLwerpa, dat
er in scherp gecentrifugeerde ondermelk geen phosphatiden voorkomen,
vonder we, dat in dit product een kleine hoeveelheid (0,01—0,015 %)
van deze verbindingen aanwezig is. De correctie, die HorLwrrpa bij het
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onderzoek van melk voor de storende P-verbinding sanbracht en die ze
bepaalde door een ,,phosphatidebepaling’ in gecentrifugeerde ondermelk
te doen, is dus te hoog en haar bepalingen zijn dientengevolge alle ruim
0,01 % te laag wuitgevallen. In gecentrifugeerde karnemelk komt een
aanzienlijke hoeveelheid phosphatiden voor (soms wel 0,05 9%). De
correctie voor de P-verbinding, die storend werkt by de methode van
Hovwerpa, kan worden bepaald door middel van een ,,phosphatide-
bepaling” in het ultrafiltraat van het te onderzoeken melkpreduct. De
methode wordt dan echter nog bewerkelijker dan die van BRODRICE-
Prrrarp.

De derde methode, waarbij gebruik werd gemaakt van de extrectie-
methode van Rose-GorTrTLIEB, is gemakkelijk en snel uit te voeren. (ok
omdat reeds dikwijls gebruik is gemaskt van deze methode, geven we aan
haar de voorkeur.

We hebben een voorschrift uitgewerkt, waarbij van 4 cm® karnemelk
wordt uitgegaan (blz. 720). Het phosphatidegehalte van het extract words
bepaald door het phosphorzuur, dat bij de verassching van de droogrest
volgens NEUMaNN ontstaat, te bepalen met behulp van het reagens van
MepiveEr volgens een door HoLwERDA uitgewerkte methode (blz. 719). Bjj
de berekening van het phosphatidegehalte werd aangenomen, dat de melk-
phosphatiden gemiddeld 4 9, P bevatten.

De karnemelk, die in het proefboterfabriekje van de proefzuivelboerderi]
uib room met 20 9% vet werd bereid, bevatte 0,04—0,10 %, gemiddeld
0,08 <4, phosphatiden; d.i. 15 g per 100 g vet.

Karnemelk, bereid uit weidemelk, bevatte evenveel phosphatiden als
karnemelk uit stalmelk. Het pasteuriseeren en het zuren van den room
hadden evenmin invloed op het phosphatidegehalte van de karnemelk als
de temperatuurbehandeling van den rocm. Daarentegen had het vetgehalte
van den room een grooten invloed. Bij een bewaring van de karnemelk
gedurende ca. 10 dagen b3 kamertemperatuur veranderde het phosphatide-
gehalte niet,

De beschreven methode is even goed te gebruiken voor andere melk-
producten en melk als voor karnemelk,

ZUSAMMENFASSUNG

Die Literatur dber die Bestimmung von Phosphatiden in Buttermilch
wurde besprochen.

Der Thosphatidgehalt von einigen Buttermilchsorten wurde auf drei
verschiedenen Weisen bestimmt. Da diese Methoden dieselben Zahlen fir
den Phosphatidgehalt gaber wurde angenommen, dasz sowohl die Metho-
den alg die gefundene Gehalte richtiz waren. Die drei Methoden waren:

1°. Die Methode von BroprIcK-PrrTarp. BSie fordert viel Arbeit und
eignet sich nicht fir Serienuntersuchungen.

2, Die Methode von Horwerpa. Diegse Methode ist gesignet fiir
Buttermileh aus gesanertem Rahm, fordert aber fiir Siiszrahmbuttermilch
und andere Molkersiprodukte welche stérende P-Verbindungen enthalten,
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sehr viel Arbeit. Tm Widerspruch mit der Behauptung von HoLWERDA,
dasz in Magermilch keine Phosphatide vorkommen, wurde auch darin eine
kleine Menge von den genannten Verbindungen (etwa 0,01—0,015 9)
gefunden. Deshalb ist es nicht miglich die Korrektion fiir stérende
Phosphor enthaltende Verbindungen durch eine ,,Phosphatidbestimmung’’
in den ,fettfrel’” zentrifugierten Produkten anzubringen, sondern man
mugz diese Bestimmung in den Ultrafiltraten ausfiihren.

3°. Bei der dritten Methode wurden die Phosphatide nach der Fett-
extraktionsmethode von ROSeE-GoTTLIER extrahiert. Der P-gehalt der
Extrakte wurde, nachdem diz Trockenmasse nach NEUMANN zerstort war,
mit dem Reagenz von MEDINGER, nach einer von HoLwrrpa ausgearbeite-
ten Methode, bestimmt. Er wurde angenommen, dasz die Phosphatide der
Milch 4 9% P enthalten. Diese Methode (8. 720) ist schnell durchfiikrbar.
Fiir eine Bestimmung braucht man nur 4 em?® Buttermileh.

Die Methode ist aueh fir andere Milehprodukte brauchbar,

Die Buttermileh von der Versuchsbutterei (von Rahm mit 20 9% Tett)
enthielt 0,04—0,10 9, im Mittel 0,08 9%, Phosphatide; dies bedeutet 15 g
Phosphatide auf 100 g Fett.

Buttermiloch wvon ILandmilch hatte denselben TPhosphatidgehalt wie
Buttermilech von Stallmileh. Der Phosphatidgehalt der Buttermileh
wurde weder von der Pasteurisierung und der Siuerung, noch von der
Temperaturbehandlung, wohl aber wvon dem Fettgehalte des Rahmes
beeinfluszt.

Der Phosphatidgehalt der Buttermileh dnderte sich nicht wihrend einec
10-tégigen Aufbewahrung bei Zimmertemperatur.

SUMMARY

A review of literature on the estimation of phospholiping in buttermilk
wag given,

From some samples of buttermilk the phospholipinecontents were esti-
mated by three different methods. Ay these methods gave the same result
it was concluded that they were right and that the figures for the
lipincontents too were right. The three methods were:

1. The method of BropRick-PrrTaRD; a very workable one,

1. The method of HoLwERDA, fit for sour, but less fit for sweet butter-
milk and other dairyproducts in which disturbing P-compounds oceur.
Contrary to the statement of Horwerpa that skimmilk does not contain
sny phospholipins, we found in that preduet a slight amount of these
compounds (0,010,015 9,). Therefore the correction for extractable
non-lipin P-compounds, which has to be made when this method is used,
cannot be found by a phospholipin estimation in skimmilk, but has to be
determined in an ultrafiltrate of the concerning milkproduet.

3. By the third method the fat-extraction-method of RésE-GOTTLIEB
was applied, while the phosphorcontents of the extract were estimated
after a destruetion of the residu after Nmumanw, with the reagent of
MupInGER after a method worked out by Horwerpa. It was assumed that
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the phospheliping of the milk contain 4 9% P. This method can be carried
out quickly; for one estimation only 4 cm? buttermilk are sufficient. A
detailed description of the method was given on page T720.

This method ecan be used good for other milkproduets as well as for
buttermilk.

The buttermilk from cream with 20 ¢ fat, manufactured in the experi-
mental butterfactory, contained 0,04—0,10 % (average 0,08 %) phospho—
liping; this means 15 ¢ liping for 100 g fat.

Buttermilk from stable-milk contamed the same quantity of phospho-
lipins as buttermilk from pasture-milk. Pasteurization and souring of the
eream, just as the temperature-treatment, had no influence on the lipin-
contens of buttermilk, but the fatcontents of the cream had a great

influence. The phospholipincontents did not alter when te buttermilk
was kept at roomtemperature during 10 days.
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