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VOORBERICHT

In deze publicatie zijn een viertal rapporten vereenigd omtrent de onder-
zoekingen, die door de N.V. De Bataafsche Petroleum Maatschappij in op-
dracht van den Algemeenen Nederlandschen Zuivelbond werden verricht op
het gebied van de colloidchemie der ondermelk.

Algemeene Nederlandsche Zuivelbond,
(F.N.Z.)

H. K. KosTER, Vaorzitler.
J. A, GELUR, Secretaris.

’s-Gravenhage, Mei 1944,
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ALGEMEENE INLEIDING

DOOR
Ir. H. EILERS

Voor de melkverwerkende industrie is de kennis van de colloidale structuur
en eigenschappen van haar grondstof van groote beteekenis. Vrijwel alle be-
werkingen, die de melk in de fabrick ondergaat, berusten geheel of ten deele
op collpidcherische verschijnselen (b.v. karnen en stremmen), of veroorzaken
veranderingen in den colloidalen toestand van melkbestanddeelen, die van over-
wegend belang kunnen zijn voor de kwaliteit van het verkregen product (steri-
lisatiemoeilijkheden van ingedikte melk; opstijving van ingedikte melk, waaz-
-aan suiker is toegevoegd).

Indien men afziet van de onderzoekingen, die zich bezighouden met den
betrekkelijk. groven verdeelingstoestand van het melkvet, moet men consta-
teeren, dat in vergelijking met de belangstelling, waarin het bacteriologisch
onderzoek zich mocht verheugen, het colloidchemische zuivelonderzoek een
verwaarloosd terrein is. Toch is voor vele bewerkingen niet de vetverdeeling,
doch de colloidale structuur der ondermelk van het grootste gewicht, een
onderwerp, waarover slechts verspreide en onvolledige gegevens in de
zuivellitteratuur gevonden worden. Deze lacune in de kennis van het te
verwerken product wag aanleiding, dat de Algemeene Nederlandsche Zuivel-
bond (F.N.Z.) van de door de omstandigheden geboden gelegenheid gebruik
maakte, aan de N.V. De Bataafsche Petroleum Maatschappi] opdracht te
verleenen door haar laboratorium te Amsterdam een fundamenteel onderzoek
te doen instellen naar de colloidchemie van ondermelk. Bij dit onderzock
moest zoowel aandacht besteed worden aan de melkeiwitten als aan den invloed,
die de melkzouten op den colloidalen toestand dezer eiwitten hebben; om het
gebied eenigszins te beperken zou de aandacht voornamelijk geconcentreerd
worden op het gedrag dezer stoffen:

1) in de verhouding, waarin zjj in normale melk voorkomen;

2) in de concentratie, waarin zij voorkomen in normale melk en in hoogere
concentratles,

3) in tegenwoordlgheld van die stoffen, welke normaal in de melk voor-
komen;

4) in het pg gebied tusschen 4,5 en 7;

5) in het temperatuurtraject 15—120° C.

Waar zulks noodig zou blijken, had de uitveerder de vrijheid, proeven met
eenvoundiger systemen te verrichten.

De voor publicatie in aanmerking komende resultaten van dit onderzoek
worden in een viertal artikelen behandeld, getiteld:
I. De caseinaat-phosphaat-phase van koemelk.
II. Het voorkomen van citraat in de phasen van ondermelk.
III. Onderzoekingen over de viscositeit van ondermelk.
IV. Onderzoekingen aan ingedikte ondermelk.
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|. DE CASEINAAT-PHOSPHAAT-PHASE VAN
KOEMELK

DOOR

Ir. H. EILERS

INLEIDING

Caseine neemt in de lijst der componenten, die melk tot een waardevol
product maken, naar de hoeveelheid beoordeeld, de derde plaats in, doch ter-
wijl de in grootere hoeveelheden aanwezige bestanddeelen, melksuiker en
melkvet, vrgwel uitsluitend als energiebron voor den consument beteekenis
hebhen, is caseine, evenals andere eiwitten, tevens de leverancier van nood-
zakelijke bouwsteenen voor het organisme van den gebruiker. Het colloid-
chemische gedrag van dezen melkcomponent is van groote beteekenis voor de
melkverwerkende industrie, daar de bij verschillende bewerkingen van melk
optredende ontmengingsverschijnselen (streremen door leb, schiften door ver-
zuring, opstijving en coagulatie bij ingedikte melkproducten) voornamelijk
door dit eiwit veroorzaakt schijnen te worden. Bovendien is caseine vrijwel het
eenige zuivelproduct, dat ook voor andere, technische, doeleinden gebruikt
wordt, dank zij haar colloidale eigenschappen.

Niettegenstaande het vele onderzoek, dat op dit gebied gepubliceerd is —
men denke b.v. aan PorcHER’s studie over de siremming door leb, gezien van-
uit een colloidchemisch standpunt (80) 1) — vertoont de kennis van den toe-
stand, waarin de caseine in de melk voorkomt, nog vele lacunes. In het volgende
wordt getracht uit litteratuurgegevens, aangevuld met nieuw experimenteel
materiaal?) een afgerond overzicht te vormen van dezen toestand, een overzicht,
dat als basis kan dienen voor de studie van die technische procédé’s, waarbij
het gedrag van de caseine van overwegend belang is.

De caseine is als calciumcaseinaat in melk aanwezig in colloidaal dispersen
toestand (0,005—0,1x). Een groot deel der caseinaatmicellen is ultramicros.
copisch waarneembaar (WIEGNER (125)); zij kunnen danook betrekkelijk
eenvoudig mechanisch uit melk worden afgescheiden (b.v. door ultrafiltratie,
of door supercentrifugeering). De zoo verkregen gel-achtige massa’s bevatten
steeds een vrij groote hoeveelheid extra calcium en phosphaat; ook het voor-
komen van deze bestanddeelen in de caseinaatphase wordt in het volgende
besproken.

¥} Voor de litteratuurlijst, zie bladz. 1076.

2} Het experimenteele deel van dit onderzoek werd voorna.mehjk uitgevoerd
door Mej, A. BUrRGER en de Heeren A. . Hovurkane, H, MuL, A. pE VLAMING €n
A. A ZwoLsMAN,
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HOOFDSTUK I

SAMENSTELLING VAN HET CASEINAAT-PHOSPHAAT-COMPLEX

§ 1. GLOBAAL BEELD VAN DE SAMENSTELLING EN DEN BOUW
VAN CASEINE

Onder ecascine wordt verstaan de eiwitfractie, die bij aanzuren van rauwe
ondermelk tot pg = ca 4,7 neerslaat; melk van Nederlandsch vee bevat ge-
middeld ca 2,7 % van dezen component; hij is een phosphorhoudend en be-
trekkelijk zwavelarm eiwit; een elementenanalyse is in tabel 1 vermeld,

De door verschillende onderzoekers gegeven uitkomsten van elementen-
analyses varieeren vri) sterk; zoo wees DE KaDnrt {50) er op, dat de litteratuur-
opgaven voor het stikstofgehalte van caseine varieeren van 15,30 9, tot 15,92 %;
hij vond als gemiddelde van een groot aantal bepalingen 15,4 %, terwijl
SANDELTN (94) voor het stikstofgehalte van zuivere caseine 1554 9% en
LinperstroM-Laxc (60) 15,69 %, opgaven.

TABEL 1
Elementenanalyse van caseine, ontleend aan HavmarsTEN (41)

Koolstef . . . . . . . . . . ..o o e e e 52,96 9,
Waterstof . . . . . . . . . . L. . L L 7,05 %
Stikstof . . . . . .. L L L L L. 15,85 9
Zwavel. . . . . . . .. .. ... .. e e e . 0,72 9%
Phosphor. . . . . . . . . . . . . . ... L. 0,83 %
Zuurstof (versehil). . . . . . . . . . . .. . ..o L. 22,77 9,

Relatief nog grooter zijn de verschillen der voor het phosphorgehalie
opgegeven waarden. Veelal vindt men voor caseine de waarde 0,71 %, ver-
meld, die Vaxn Suyke & Bosworre (9, 103) aan hun gezuiverde caseine be-
paalden, en die zij als basis gebruikten bjj hun beschouwingen over de phos-
phorverdeeling in melk. Dit caseinepreparaat had echter waarschijnlijk bij de
zuivering geleden en phosphorhoudende ketens verloren, Bij latere, voor-
zichtiger bereide, caseinepreparaten volgens Van SLyge & Baker (102) vond
VAN SLYKE het oudere, hovenvermelde phosphorgehalte, 0,85 %, beves-
tigd (101).

Bij ultracentrifugeering van met kaliumoxalaat zorgvuldig ontkalkte
ondermelk vonden Pariror & PHILPOT (76), dat het ontstane kaliumcasei-
naat homogeen van deeltjesgrootie was en een sedimentatieconstante 6,101
vertoonde, Deze waarde was gelijk aan die, welke SvepBure & CABPENTER
{(112) gevonden hadden voor de grootste fractie van caseine, bereid volgens
Vax Sryre & Bager (102). Deze sedimentatieconstante wijst op een mole-
cuulgewicht van ca 75000 & 100000; daar de diffusieconstante echter niet
bekend is, kan het niet nauwkeuriger worden berekend.

In de laatste decennia is er ernstige twijfel gerezen aan de komogeniteit van
het onder den naam caseine bekende product. Door toepassing van verschil-
lende extractiemethoden kan men caseine splitsen in een aantal fracties, waar-
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'

van samenstelling en eigenschappen vrij sterk uiteenloopen (OsBorNE &
WAREMAN (71), LINDERYTRAM-LANG (60, 61), CHERBULIEZ (14), GrROE (36)).
Daar wij echter konden aantoonen, dat caseine-preparaten, gewonmnen uit
de grove en uit de fijne micellen van melk, dezelfde samenstelling hadden, ishet
waargehijnljk, dat deze fracties, indien zij al gepreformeerd in melk voorkomen,
in de micellen gemengd zijn, zoodat in het volgende caseine als een homogene
stof beschouwd zal worden.

Evenals alle eiwitten levert caseine bij kydrolyse een mengsel van een
hetrekkelijk groot aantal o-aminozuren. Daarnaast bevat het hydrolysaat
van dit eiwit den bovenvermelden phosphor in den vorm van o. phosphorzuur,
terwijl SprENSEN & Haveaarp (106) erin geslaagd schijnen te zijn een geringe
hoeveelheid der suiker galactose aan te toonen. )

Hoewel de op verschillende wijzen bepaalde gegevens over het gehalte der
caseine aan enlele aminozuren nog vri sterk uiteenloopen, is het mogelijlk
een globaal overzicht te verkrijgen van de hoeveelheden der verschillende
bouwsteenen, die in caseine aanwezig ziju, en daardoor van de reactieve
groepen van dit eiwit.

Een dergelijk overzicht wordt in tabel 2 gegeven; bij de berekening van de
percentages der stikstof, voorkomende in de afronderlijke aminozuren, is
uitgegaan van de aanname, dat het stikstofgehalte van caseine 15,8 %, be-
draagt; de stikstofbalans wijst dan een klein tekort aan.

Ter vereenvoudiging van de beschouwingen over de aantallen van
verschillende bouwsteenen werd uitgegaan van een model van een caseine.
molecuul met 1000 stikstofatomen; het molecuulgewicht van een dergelijke
eenheid, 89000, ligt in het uit de metingen met de ultracentrifuge waar-
schijnlijke gebied. Terwijl de gegeven berekening leidt tot een kloppende
balans voor phosphor en zwavel, toont zij een betrekkelijk klein tekort aan
voor koolstof, waterstof, zuurstof en stikstof. Uit dit tekort kan men, onder
inachtname van het hydrolysewater, een sluitpost berekenen van 75 amino--
zuurmoleculen met de gemiddelde samenstelling: CygH; oNOgo —Deze
uitkomst maakt het waarschijnlijk, dat men met een mono-amino-mono-
oxy-mono carbonzuur te doen heeft, zooals threonine, en dat het aantal der
reactieve groepen in ocaseine niet belangrijk beinvloed zal worden door toe-
komstige nauwkeuriger analysegegevens. Deze uitkomst maakt de aan-
wezigheid van de vroeger in de caseine sangenomen groote hoeveelheid
van het zuurstofrijke oxyglutamineznur onwaarschijnlijlk, en bevestigt dus
indirect het onderzoek van Nricorkr & Sminn (68), waarbjj dit znur niet
gevonden werd,

In de eiwitten zijn de aminozuren tot «polypeptizieketens gekoppeld volgens
het schema:

i i §
~N—C—C—N—C—C—N—-C—C—
VAN b/ VAN
HR, H HR, H H R, H

(11} & 107
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Vroeger nam men wel aan, dat naast deze ketens ook ringstructuren, b.v.
diketopiperazine-groepen,

H H "
O:C—ll\T—(I}—Rl of I-IO—C:N—(IJ—R1
Rzm(lj——N—IC=0 Ra—(I)—NzéwOH

i i
ketovorm enolvorm

in de eiwitten aanwezig zouden zijn, SimEoN en andere medewerkers van Pog-
CRER achtten het op grond van chemigche hydrolyseproeven zelfs waarschijnlijk,
dat ca 40 9, der aminozuren van caseine in dergelijke ringbindingen voor zou
komen. De ringstructuren worden echter door enzymen niet aangetast, terwijl zij
onder de producten der enzymatische afbraak van natuurlijke eiwitten niet .
worden aangetroffen. Men neemt thans dan ook algemeen aan (WALDSCHMIDT
Lerrz (120}, dat de aminozuren vrijwel uitstuitend volgens het polypeptide-
schema tot lange ketens gegroepeerd zijn; de gevonden ringstructuren zouden
door secundaire reacties tijdens de chemische hydrolyse ontstaan.

De in de polypeptide-binding gebonden carboxyl- en aminogroepen
verliezen hun karakteristicke eigenschappen. Dre chemische eigenschappen
van het elwitmolecuul, zooals bindingsvermogen van zuur en base, binding
van aldehyden aan aminogroepen, ete., worden dus veroorzaakt door de reac-
tieve groepen der R-radicalen en door de eindstandige COOH- en NH,-
groepen der zeer lange polypeptide-ketens.

De aminozuren, waarvan R een alkylyroep of een walerstofatoom is,
kunnen in de peptideketen siechts op één wijze gebonden zijn.

Proline en oxyproline bevatten geen g-aminogroep, doch een g-imino-
groep, die deel uitmaakt van een heterocyclischen ring. Volgens een onder-
zoek van Beromasw en medewerkers (6) is het waarschijnlijk, dat ook deze
iminogroepen deel uitmaken van de polypeptide-keten der natuurlijke eiwit-
ten, daar synthetische polypeptiden, waarin de iminogroep van proline ge-
benden aanwezig is, door enzymen gesplitst worden.

Van de mono-amino-di-carbonzuren {asparaginezuur, glutaminezuur) wordt
alleen de, naast het, de aminogroep dragende, koolstofatvom gelegen, carboxyl-
groep in de polypeptide-keten opgenomen; synthetische polypeptiden, waarin
de andere carboxylgroep in de peptide-keten werd gebonden, worden niet
door enzymen afgebroken (35). Een groot deel dezer, niet in de peptide-keten
opgenomen zuurgroepen is bij vele eiwitten als zuuramide geinactiveerd
(asparagine, glutamine).

Ook de g-aminogroep van lysine komt niet in de polypeptide-keten voor,
noch is zij op andere wijze in het eiwit gebonden. In een, na desamineering
van het eiwit met salpeterigzuur, gemaakt hydrolysaat kan men geen lysine
aantoonen. Deze a-aminogroep heeft een duidelijk basisch karakter {(60).
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De asnmerkelijk zwakker basische imidazolgroep van histidine en de niet
basische mdoIgroep van tryplophaan zijn eveneens vrlj

De aminogroep der guanidine-keten van arginine heeft een zeer sterk
basisch karakter. Ook deze groep is niet in de polypeptide-keten opge-
nomen; volgens een onderzoek van RooER & JEAN {03) zou echter een deel
van de in eiwitten aanwezige guanidinegrocpen van arginine niet vrij zijn,
doch als mono-gesubstitueerde derivaten voorkomen, die een brug tusschen
verschilende ketens zouden vorren. Bij caseine zmou volgens dat onderzoek
ca 25 %, der aanwezige arginine op deze wijze gebonden zijn.

Qok cystine, waarvan het molecuul twee aminozuurgroepen, verbonden
door een -8-8-binding, bevat, kan een brug tusschen twee polypeptide-ketens
vormen. Deze verbinding gaat in een reduceerend medium gemaklkelijk over
in twee moleculen eysteine, zoodat een verandering in den oxydatie-reductie-
toestand van het milieu een dissociatie van het eiwitmolecuul ten gevolge zou
kunnen hebben,

De ammoniak is waarschijnlijk onder vorming van neutraal reageerende
zuuramiden aan vrije zuurgroepen der mono-amino-di-carbonzuren gebonden.
Door verschillence onderzockers worden niet onaanzienlijk hoogere percen-
tages ammoniak-stikstof vermeld dan in tabel 2 werden verantwoord, b.v.
door Dums & Lzwis (23) 10,5 %, door LispERsTReM-Lawa (61) zelfs 11,4 %
der totale stiketof. Het is echter waarschijnlijk, dat deze grootere hoeveelheden
ontstaan zijn door afbraak van aminozuren tijdens langdurige hydrolyse van
het eiwit met sterke zuren of basen.

Het zwavelgehalte (0,7 4 0,8 9%,) der caseine wordt in tabel 2 geheel verant-
woord door de gevonden zwavelhoudende aminozuren @ 0,69 %, in methionine,
en 0,09 9%, in cystine. Volgens een onderzock van KassgrL & Beawp (52) komt
in caseme geen cysteine voor,

De in caseine aangetoonde phosphor komt volgens onderzoek van Rimne.-
Tox (90, 91}, Kavy (53}, PosrerNax {82, 83) en Lipman {63} voornamelijk voor
in den vorm van o. phosphorzuur, dat veresterd is aan alcobholische hydroxyl-
groepszn van serine en misschien ook van threonine (Rarorort (89}). Genosmde
onderzoekers siaagden erin uit caseine door inwerking van enzymen phosphor-
rijke poptonen (NfP = ca 2 4 3) af te scheiden, die naast de gencemde be-
standdeelen nog glutaminezuur en isoleucine bevatten, Wasrschijnlijk is een aan-
merkelijk deel van het phosphorzuur slechts aan één hydroxylgroep veresterd.

Het overzicht der verschiliende bouwsteenen van caseine, gegeven in tabel
2, maakt het mogelijk een globale berekening van de verschillende actieve
groepen van het eiwitmolecuul te maken. Hiervoor werd uitgegaan van het
reeds vermelde molecuulmodel met 1000 stikstofatomen. Volgens deze tabel
zouden in een dergelijk molecuul 788 bouwsteenen geidentificeerd zijn, met
763 in peptide- of amide-binding mogelijke amino- en imino-groepen. Hier-
tegenover bezit het model 840 carboxylgroepen, zoodat het moleeuul 77
carboxylgroepen zou bezitten, die hetzi] met de aanwezige vrije basische
groepen van het eiwit, hetzij met in het medium aanwezige ionen, zouten
kunnen vormen. Bovendien zon een dergelijk molecuul casgeine voor de zout-
vorming waarschijnljk nog 24 primaire en 24, of minder, secundaire hydro-
xyl-groepen van phosphorzuur ter beschikking hebben (zie pag. 1021).
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In de veolgende paragraaf zal worden nagegaan in hoeverre dit beeld over-
eenkomt met de titratiekromme van de caseine; hier zij er slechts op gewezen»
dat de door SANDELIN (34) vermelde gegevens over de vorming van een acetyl-
ester goed met het gegeven beeld overeenstenmen. Uit een caseine met 15,54
% stikstof verkreeg hij een acetyleeringsproduct met 14,52 9 stikstof. Dit
product had geen met formaldehyde reageerende aminogroepen; wij moeten
dus aannemen, dat de volgende reacties hadden plaats gevonden:

1. ROH + CH;CO0H - »RO.0C.CH, | H,0.
2. RNH, + CH,CO0H —»RNILOC.CH, - 11,0.

Voor reactie 1 zouden volgens tabel 2 ter beschikking zijn 89 alcohol-
groepen, verminderd met 24 (of meer), waaraan phosphorzuur als ester ge-
bonden is, terwijl reactie 2 waarschijnlijk plaats zal vinden aan alle 90 vrije
basische groepen. Het molecuul gewicht van het molecuulmodel, §9 000, zou
dus door de verestering stijgen met (65 + 90). 42 = 6500. Het stikstofgehalte
89 000 . of
33500 15,54 == 14,5 %,
hetgeen ook gevonden werd; indien de 75 aminogroepen der sluitpost ieder ook
een acetyleerbare -oxygroep zouden bevatten, zou bet stikstofgehalte van het
volledig geacetyleerde product dalen tot 14.0 %,

zou dus door een dergelijke reactie dalen van 15,54 op

§ 2. DE REACTIE VAN CASEINE MET ZUREN EN BASEN

De in water weinig oplosbare caseine wordt door alkalién en zuren in op-
lossing gebracht, waarbij zij verbindingen vormt. Daar er een zekere hooveel-
heid base noodig is om caseine te neutraliseeren, b.v. ten opzichte van phenol-
phtaleine, beschouwde men vroeger caseine wel eenvoudig als een zuur en
berekende men haar equivalent gewicht (zie b.v. VAN Snyrr & Bosworth
(104)). -

Potentiometrische titratie heeft aangetoond, Jat neutraliteit t.0.v. een
willekeurig gekozen indicator geen juiste basis voor de becordeeling van het
base-bindingsvermogen van een eiwit oplevert, doch dat bjj iedere waarde
der py een andere hoeveelheid zuur of loog gebonden wordt, die mede afhankelijk
is van de tevens aanweszige ionen. Daar de zoutvorming der caseine het gedrag
harer dispersies grootendeels beheerscht, achtten wij het noodig aan deze
reactie een ruime plaats in dit onderzoek te wijden.

De potentiometrische titraties werden uitgevoerd met een glaselectrode
en een calomel-electrode; de metingen werden verricht met een lJamppotentio-
meter.

Een door ons bepaalde potentiometrische titraticcurve met caleiumhydro-
xyde !) van caseine volgens HAMMARSTEN en terugtitratie met zoutzuur is
opgenomen in grafiek 1. Uit dergelijke lijnen blijkt, dat caseine tusschen py 5,5
en 7 vrij veel loog hindt, terwijl volgens een onderzoek van HorFmann &
GorTNER (44) andere eiwitten, voorpamelijk prolaminen, zooals zeine en
gliadine, zeer weinig loog binden bij waterstofionenexponenten lager dan 10.

i) De In-oplossing van calciumhydroxyde werd bereid volgens HorFMaANN &
GorTNER (45) in een 33 9)-ige rietsuikeroplossing,
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Bij een meer gedetailleerde beschouwing van de titratiekromme in grafiek
1 valt op, dat de tak, die de terugtitratie weergeeft, vrij sterk naar de lagere
pr-waarden verschoven is t.o.v. die der directe titratie. Dif verschijnsel,
dat ook door GORTNER en medewerkers (92) werd opgemerkt, werd door hen
terecht toegeschreven aan den invioed van de neutrale zoufen, die bij de terug-
titratie aanwezig zifn. Dit effect wordt gedemonstreerd door de, ook in grafiek
1 opgenomen, door ons bepaalde, titratiekromme met caleimmhydroxyde van
een caseinesuspensie, waaraan 300 mg NaCl per 200 m! water was toegevoegd.

Bij de in grafiek 2 weergegeven potentiometrische titratie met carbonaat-
vrije natriumhydroxyde in een stikstofatmosfeer werd daarom 0,01 grammol.
natriumchloride toegevoegd. De verkregen limen voor de titratie met base en
de terugtitratie mey zuur vallen, behalve by pg 5—86, practisch samen; deze
afwijking moet aan de betrekkelijk grove verdeelingstoestand der caseine by
den aanvang der meting geweten worden.

De invloed van electrolyten op het verloop der titraties berust op de
instelling van evenwichten volgens DoNwaX tusschen de ionen in het water
in de onmiddelijke nabijheid van het gedissocieerde colloidale deeltje en in
de rest der waterphase; deze evenwichten veroorzaken in electrolytarme op-
lossingen een aanmerkelijke afwiking tusschen pg-waairdn in beide deelen
der vloeistof. Bij aanwezigheid van een neutraal elsctrolyt in een concentratie,
die groot is t.0.v. die der waterstof- of hydroxylionen, kan het effect echter
verwaarlcosd worden. In het, voor ons in het volgende vooral van belang zijnde,
pr-gebied tusschen 3 en 11, zijn deze concentraties kleiner dan 10—3, dus ten op-
zichte van de concentratie van het toegevoegde nratriumchloride, 5.10—2
verwaarloosbaar; bij deze metingen behoeft dus geen rekening met DoNNAN-
effecten gehouden te worden.

Bii pg-waarden <Z 2,5en > 10,5 vertoont de titratiekromme van eiwitten
een sterk verbruik van reagems bij betrekkelijk geringe veranderingen der
Pu. Neemt men volgens de klassieke dissociatietheorie van Vax 't Ho¥F en
QsrwaLnd aan, dat de hoeveelheld reagens, noodig om water een zekere pg-
waarde te geven, onafhankelijk is van de overige aapwezige jonen, dan kan
men door van de experimenteele waarden de hoeveelheden reagens af te trelkken,
die aan de gebruikte hoeveelheid water deze py-waarden verleenen, de door de
overige stoffen verbruikte hoeveelheid reagens berekenen. Het bljkt, dat ook
dan eiwit in deze gebieden een verandering der py sterk buffert. GORTNER en
medewerkers constateerden dit verschijnsel bij alle door hen onderzochte
eiwitten. Volgens hun berekeningen zou het verloop dezer deelen der potentio-
metrische titratiecurve sterk afhankelijk van de temperatuur zijn, Zjj conclu-
deerden uit deze gegevens, dat men hier te maken zou hebben met adsorptie
van zuur of bage aan het eiwit en wel voornamelijk aan de peptide-keten,

Bezwaren tegen deze opvatting zijn door PrrTzorr & CARPENTER (75)
naar voren gebracht, die aantoonden, dat Gorrver en medewerkers de varia-
tie der pyr als functie der temperatuur niet juist borekenden. De gecorrigeerde
titratiecurve vertoont juist een ternperatuurafhankelijkheid in het midden-
stuk en een van de temperatuur practisch onafhankelijk verloop aan de einden.

Brow~E (12a) trachtte op het verloop van de titratie-curve de moderne
electrolyttheorie toe te passen en verwees naar een onderzoek van STONE &
Famey (108) over beinviceding van de oplosbaarheid van thalliumchioride
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door eiwit (ovalbumine, edestine, excelsine en haemoglobine). De waarden
voor de ionenactiviteit van thallochloride, waren niet in overeengstemming
met de berekende, indien in de vergelijking
: . log v = 0,505 +/ u 1)

voor het eiwit de valentie en het door SvEDBERG gevonden molecuulge-
wicht werden gebruikt, doch wel indien voor de drie eerstgenoemde eiwitten
een empirisch molecuulgewicht van 11400 en daarbij behoorende valenties.
werden ingevoerd. Men kan nu den invloed, dien een colloidaal deeltje met deze
afmeting, lading en de er omheen gevormde ionenwolk op de zich instellende
waterstofionenconcentratic heeft, met de thecrie van DEsYE berekenen en
vindt dan een bij pg = 12 steil oploopende curve, gelijkend op de experimen-
teel gevondene. Indien deze asnnamen ook bij caseine zouden gelden, dan
zouden dus de steile gedeelten der titratiecurve in het alkalische en zure gebied
niet op loog- of zuuradsorptie door het eiwit wijzen, doch veroorzaakt worden
door de ionen-activiteit der colloidale deeltjes. Bij pg-waarden lager dan
10,5 geeft de titratiekromme ook volgens deze berekeningswijze de werkelijke
loogbinding van het eiwit weer.

In het gebied tusschenr py 2,5 en 10,5 zou men met chemische bindingen,
door stoichometrische betrekkingen beheerscht, te maken hebben. Wi zien
dan bufferingsgebieden tusschen pg 2,6 en 7 en tusschen pg ca & en ca 12,
gescheiden door een gebied van geringe buffercapaciteit.

Wi willen thans nagaan of deze looghbinding voornamelijk veroorzaakt.
wordt door vrije carboxylgroepen van het eiwit of door veresterd phosphor-
zuur, een punt, waarover de litteratuur geen definitief uitsluitsel geeft.

GorTNER {33) vergelijkt bi] een bespreking van de binding van den
phosphor in de caseine het buffergebied tusschen py 4,5 en 7 wet dat, waarbij
de secundaire hydroxylgroep van phosphorzuur geneutraliseerd wordt, waar-
door hij suggereert, dat phosphorzuur de drager van de zure eigenschappen
van caseine zou zijn. Ook Davies (21) legt een verband tusschen het zure
karakter der caseine en de secundaire zuurgruep van het phosphorzuur,
terwijl DE Kapr (50) althans een belangrijk deel van de zoutvorming van
de caseine aan de twee, bij de verestering van phosphorzuur aan serine
vrijblijvende hydroxylgroepen toeschrijft.

De proeven van HorFMawN & GORTNER (44) bevatten echter een argu-
ment tegen deze veronderstelling, n.l. dat ook bloedfibrine, een practisch
phosphorvrij eiwit, een duidelijke loogbinding tusschen pg 5 en 7 vertoont.

Tegenover de opvatting, dat het zure karakter van caseine aan phosphor-
zuur moet worden toegeschreven staat de meening, dat de vrije zaurgroepen der-
monc-gmino-di-carbonzurende dragersvande zure eigenschappenvan caseine zijn.

Pavurr en medewerkers (73, 74) verwaarloozen bij de berekening der zure--
groepen van caseine het phosphorzuur geheel. Deze berekening berust op ge-
gevens van CoREN & BERGGREN (16), die de titratiecurve van caseine kwan-
titatief trachtten te verklaren. Zjj gingen bij hun berekening uit van een een-
heid met molecuulgewicht 12 800, die naast niet zuur reageerende bestand-

1) ¢ = ionenactiviteit;
4 = ionensterkte — } X'(cz?), wasrin ¢ de molaire concentratie van een ion en
z zijn waardigheid voorstelt,
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deelen 19 glutaminezure, 4 asparaginezure en 8 oxyglutaminezure carboxyl-
groepen zou bevatten; deze droegen 12 amidammoniakgroepen, zoodat 19
vrije carboxylgroepen overbleven. Daarnaast kwamen drie moleculen phos-
phorzuur voor. Potentiometrisch werd gevonden, dat een dergelijjke hoeveel-
heid caseine een hoeveelheid zuur bindt, overeenkomend met 18 groepen,
doch dat, indien zij eenigen tijd in alkalisch.milien verblijft, zij gedeeltelyk
gehydrolyseerd wordt, zoodat dan 24 zure groepen reageeren. Zij besloten
hieruit, dat in versche caseine de phosphorzure estergroepen niet tot de zure
reactie bl_]dra.gen Bij deze beschouwing werd echter geen Tekening gehouden
met de vrije basische groepen van het eiwit.

- BrownE (12) acht het waarschijnlijk, dat bij de zoutvormmg van caseine
twak gedissocieerde carboxyl- en hydroxylgroepen omgezet worden in sterk
gedissocieerde zout- en phenolaatgroepen. Bovendien zouden bi] de zout-
vorming weinig-gedissocieerde lnwendlge zout;bmdmgen geopend kunnen
worden.

Een scherpere interpretatie van de titratickromme kan gegeven worden
met behulp van de sterlle-exporenten, d.z. de negatieve waarden van de
logarithmen der dissociatie-constanten, der verschillende wvrije groepen.

Bij de volgende heschouwing zijn de constanten gebruikt van de dlssoemtle-
reacties volgens BR@NSTED

1) RCOOH < RCOO— -l— HF.
2) RNH{ <—¢ RNH, +H+.

Gegevens over de sterkte-exponenten van aminozuren zijn opgenomen
in tabel 3.

TABEL 3

Sterkte-exponenten van de, in eiwilten vrije; groepen der voornaamste aminozuren
bij 25° ©, voornamelijk ontleend aon L1oYD en SHoRE (64)

PR, Px,
Asparaginezuur . . . .. . L . L L L L e e e e 3,8 —
Glutaminezaur . . . . . . . . . . . . e e e e e e . 4,1 —
Tyrosine . . . . « . . o« . . . .o W e e e e e e 10,3 —
Histidine . . . . . . S | - 5,0—6,1
Ligsine . . . . . v . . o e e e e e e e e e — 10,5
Arginine . . 0 . S . L o o e e e e e e — 12 & 13

Over de sterkte-exponenten van phosphorzure esters vonden wij slechts
weinig gegevens.: Men zou met BRIGaNDO (10) kunren veronderstellen, datb
bij verestering van één hydroxylgroep van phosphorzuur de overblijvenden
zich zouden gedragen als de secundaire en de tertiaire groep van o. phosphor-
zuur, doch ook, dat deze verestering op den zuurtegraad der overblijvende
twee zoutvormende groepen weinig invloed zou hebben, zoodat deze zouden
reageeren als de primaire en secundaire hydroxylgroep van het vrije zuur.
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Hierop wijzen enkele gegevens over de sterkte.exponenten van a - en f -
glycerolphosphorzuur, vermeld in het Chemisch Jaarboekje IT (1938, pag. 100},
n.]. voor den eersten trap 1,40 resp. 1,37 en voor den tweeden trap 6,44 resp.
6,34; het was echter niet uitgesloten te achten, dat hier een activeerende
invloed van de hydroxylgroepen der glycerol uitging.

"Len einde een nader inzicht te verkrijgen in de mate, waarin phosphorzure
esters hij de moutvorming van caseine hetrokken kunnen zijn, achtten wij het
noodig de potentiometrische titratiekrommen van enkele phosphorzure esters
to bepalen.

Eenvoudighsidshalve weorden in plaats van de serine-estersaethylesterabereid,
terwijl wij ons tevreden stelden met de bepaling van titratiekrommen van de
ongezuiverds producten.

Mono-aethylphosphaat werd bereid. door vermenging van phosphorpentoxyde,
aothylalecoholen water in de voor de vorming van dezen ester berekende verhouding
142 : 932 ; 18, waarbij het bij de verestering van alcohol afgesplitste water ge-
bonden wordt:

P04 + 2 C,H;0H 4 H,0 —>» 2 PO{OH),.0CH;

Het reactiemengsel wordt zeer warm; het werd door plaatsen in een koelbad be-
neden $0°C gehouden. Er ontstond een viskeuzo vloeistof, die eenige dagen in een
exsiccator boven calciumchloride bewaard werd. Bij potentiometrische titraties
met kaliumhydroxyde en met caleiumhydroxyde (zie grafiek 3a en 3b) werden
practisch gelijke krommen verkregen, hetgeen een belangrijk verschil vormt met
het gedrag van o.phosphorzuur 1). Deze krommen wijzen op de aanwezigheid
van een twee-basisch zuur, waarvan bij een verdunning, overeonkomend met 400
mg phosphorzuur op 200 ml watér, de eerste trap geneutraliseerd wordt tusschen
PH 1,80 en ca 4,0, dus even sterk schijnt te zijn als de eerste trap van o.phosphor-
zuur (pr = 2,1), en de tweede bij titratie met KOX het halveeringspunt heeft bij
PH ca 8,7; hij is dus ongeveer even sterk als de tweede trap van o.phosphorzuur
{pKk = 6,7%

Een mengsel van mono- en di-aethylphosphaat werd op overeenkomstige wijze
bereid door vermenging van phosphorpentoxyde en aethylaleahol.

P05 + 3 CH,OH —»IPO{OH),.0C0,H; + PO.OH{OC,H),

Ook nu steeg de temperatuur aanmerkelijk, waardoor koelen noodzakelijk was.
Op den boedem van het bekerglas zette zich een vaste stof af: teneinde de reactie
te bevorderen werd wat aether toegevoegd, waarna in verloop van enkele dagen
het neerslag oploste, De aether werd in vacuum afgedampt en daarns de titratie
in de bij de andere proeven gebruikte verdunning uitgevoerd. Uit de titratiekromme
(zie grafiek 3c) blijks, dat de hoeveelheid zuur, noodig voor den eersten neutralisatie-
trap (tot pg = 4) practisch dezelfde is als bij den mono-ester, doch dat de hoeveel-
heid, noodig voor de titratie van den twesden trap, aanmerkelijk is afgenomen.

Uit deze proeven volgt, dat bij verestering van phosphorzuur de over-
blijvende hydroxylgroepen reageeren als de sterkst zure van o.phosphorzuur,
dus bij den mono-ester als de primaire en de secundaire, bij den di-ester als de
primaire, Het maakt dus voor de zoutvorming in niet alkalisch milieu weinig
verschil of één hydroxylgroep van phosphorzuur vrij dan wel veresterd is.

Bij de interpretatie van de titratiecurve van caseine kan uitgegaan worden
van het feit, dat bij neutralisatie van een zwak zuur met-een sterke base, de
Pr op het punt, waarbij het zuur half geneutraliseerd is, gelijk is aan de px
van dat zum?).

1) Zie bladz 1032, grafick 5.
%y Uit de op bladz. 1019 ingevoerde vergelijking der dissociatie volgt, dat ook voor
de basische groepen halveering bij een waarde der pH gelijk aan de px pldats vindt.
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Uit de gegevens van tabel 3 en van grafiek 3¢ volgt dan, dat:

p Aanwezige zure groepen in zouttoestand Omgezet in hot ;f;g;:}l
H en uit zout vrijgemaakte basische groepen traject vigs. tab. 2
3 1y, primair o. phosphaat 1 sprim.o.phosphaatl . 22

o W \ + 3} carboxylgr. 40
4,0 prim. o. phosphaat 4+ } carboxylgr. } carboxylgr. - 18,5
5,9 | prim, o. phosphaat + carboxylgr. § histidine
1 bresiite
+ % histidine ) histidine + }sec, | < 22,5
6,7 prim. o. phosphaat + carboxylgr. 4 o. phosphaat
histidine + § sec. o. phosphaat )
’ 21}; gec. o.phosphaat | < 12
8,0 prim. o. phosphaat -+ carboxylgr. +
histidine -+ see. o. phosphaat )
S 4 tyrosine + 4 lysine 36,5

10,4 | prim. 4 sec. o. phosphorz, + carboxyl-

gr. + histidine + Jtyrosine + Liysine

4 12,56 prim. + sec. o. phospherz. + carboxyl- %tyrosim‘e—ﬁ- %lysine St(:;mf g:or
gr. + histidine 4 tyrosine + lysine + + § arginine adsarp
1 arginine

Uit grafiek 2 kunnen de hoeveelheden reagens bi de potentiometrische
terugtitratie met NaGH vau 5 g luchtdroge caseine volgens HAMMARSTEN
(Kanreaum) of 4,5 g droge caseine of ca 1/20 000 grammolaeuul van het ia
tabel 2 gebruikte model afgeiezen worden, Vergelijking dezer gegevens met de
uit het hovenstaande staatje berekende geeft:

Verbruik per 1/,, 400 grainmoel, caseine

Berekend

Gewvonden

Tusschen pg 3 en

TALA

[l R -

B o= O L e
S et L e R
[

Geconstateerd kan worden, dat er een behoorlijke overeenstemming be-
staat tusschen het berekende en het gevonden verloop der potentiometrische
titratiekromme van caseine; het verschil tusschen de berekende en de gevonden
waarde tusschen py 8 en 10,4 wordt waarschijnlijk vercorzaaks, doordat bij
de gebezigde groote verdunning in dit gebied een deel der argininegroepen
mede geneutraliseerd wordst,
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SANDELIN (94) vermeldt, dat, indien aan een ten opzichte van phenol-
phtaleine neutrale oplossing van | g caseine een overmaat van een neutrale
formaldehyde-oplossing wordt toegevoegd, zij wederom door verdere toevoeging
van 5,25 ml 0,1 n NaOH geneutraliseerd kan worden. Door het formaldehyde
worden dus per g caseine 0,525 milli-aequivalent basische groepen geinacti-
veerd of per grammolecuul caseine met 1000 N-atomen 46,7 gramaequiva-
lent.

In ten opzichte van phenolphtaleine neutraal milieu (pg ca 8) heeft de
imidazolgroep van histidine volgens het voorafgaande geen basische eigen-
schappen; door de formoltoevoeging wordt dus de dissociatietoestand dezer
groepen niet gewijzigd.

Volgens LLoYyD en SHORE (64) wordt een aminogroep door de toevoeging
van formaldehyde 1000 X zwakker; hierdoor wordt de guanidinegroep van
arginine (pg =12 & 13} echter niet zooveel verzwakt, dat zij haar basisch karakter
bij pg 8 zou verliezen. Door de formoltoevoeging worden dus in een eiwit
alleen vrije typische aminogroepen geinactiveerd, voornamelijk die van lysine.
Volgens tabel 2 bevat het molecuulmodel van caseine 44 lysine-groepen en
waarschijnlijk nog 2 basische groepen van het aminohydroxydedecaanzuur;
het totale aantal, 46 groepen, komt dus goed overeen met de door SANDRLIN
gevonden uitkomst, wijzend op 46 & 47 met formaldehyde reageerende basische
groepen,

Een verderen steun voor de bruikbaarheid van dein tabel 2 gegeven globale
samenstelling van caseine zien wij in eenige door LINDERsTReM-LaNG (60) ge-
publiceerde gegevens over {itreerbare 2ure en basische groepen in het hydrolysaat
van 1 g luchtdroge caseine (vochtgehalte 11,565 %,). De zure groepen uit
dit hydrolysaat verbruikten bijj titratie in acetonische oplogsing met thy-
molphtaleine als indicator 98,2 ml 0,1 n loog of 111 ml per g droge caseine.
Bij deze titratie ligt het omslagpunt zoo, dat lysine niet, arginine daaren-
tegen wel, als base reageert; hieruit volgt, dat de phenolgroep van tyrosine
als zuur berekend moet worden; de onderzocker geeft op, dat per
molecuul phosphorzuur 2,71 hydroxylgroep reageert. De volgens deze
methode titreerbare zuurgroepen zijin dus de carboxylgroepen, verminderd
met die van arginine, de phenolgroepen der tyrosine en 2,7 X het aantal
phosphorzunrmoloculen, dus per berekend caseine-molecuul met een molecuul
gewicht 89000 ({waarin nog 75 niet geidentificeerde aminozuurmoleculen
aanwezig zijn): 840 — 23 + 29 + 2,7 x 24 + 75 = 985, Het hydrolysaat van

1 g van een dergelijke caseine zou dus verbruiken ﬁ%ﬁ x 10000 = 111

mi 0,1 n loog, hetgeen ook door LINDERsTReM-LaNe gevonden werd.

By de titratie der basische groepen van het hydrolysaat in acetonische
oplossing met naphtylrood als indicator reageeren alle in de tabel 2 vermelde
in peptide- en amidevorm mogelijke groepen alkalisch, benevens nog een
stikstofhoudende groep van arginine, lysine en histidine, dus in totaal, inclusief
de niet gedefinieerde aminozuurmoleculen, 927 groepen, hetgeen per 1 g droge
caseine een loogverbruik van 104 ml 0,1 n beteekent, terwijl LINDERSTROM-
Lana voor de sphtsmgsproducten van het luchtdroge product 92,8 ml nood_lg
had, hetgeen een verbruik van 105 ml voor het droge product oplevert,
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Bjj de terugtitratie van caleiumcaseinaat ontstaan afwijkingen in het ver-
loop der curve, waarschijnlijk door de aanwezigheid van met één valentie ge-
bonden caleium in de nabijheid van nog slechts tijdelijk geactiveerde zure
groepen.

Aannemende, dat de calciumzoutvorming der eiwitten voorgesteld kan
worden door:

Ca + + + proteine —— g Ca-proteinaat

is door HastiNG (122) en medewerkers wit de oplosbaarheid van calcium-
carbonaat bij variabele pg in eiwitoplossingen bij 38°C de dissociatieconstante
bepaald. Voor caseine vonden zij:
{Ca + *+1 [proteine —~—] — 10— 223
[Ca-proteinaat |

Calciumeaseinaat is dus een betrekkelijk weinig gedissocieerde verbinding;
bij aanwezigheid van caleium- en alkaliionen zal het caleium bij voorkeur door
het eiwit gebonden worden. Hierdoor wordt wit melk, die rijk is aan alkali-
zouten, het cageinaat, b.v. door leb, practisch nitsluitend als calciumzout af-
gescheiden (in combinatie met caleiumyphosphaat).

Wij moeten ons de caseine in melk bij py 6,7 dus voorstellen als een eiwit,
waarvan de sterk zure groepen, d.z. primaire phosphaat- en vrije carboxyl-
groepen, geheel en de zwakker zure secundaire phosphaatgroepen voor ongeveer
de helft, zoutgroepen gevormd hebben met de vrije basische groepen van argi-
nine en lysine en met aanwezige anorganische kationen; noch de phenolgroep
der tyrosine, noch de imidazolgroep van histidine zullen bij dezen zuurtegraad
noemenswaard tot de zoutvorming bjjdragen. Behalve de vorming van in-
wendige zouten tusschen de zure en basische groepen van het eiwit is ook aan-
legging van tegengesteld geladen ionen uit het medium aan deze groepen
mogelijk.

Bij het iso-electrische punt (pg = eca 4,6) zullen de primaire phos-
phaatgroepen en een groot deel der vrije carboxylgroepen nog in zout-
vormenden toestand voorkomen; zij kunnen dan inwendig zouten vormen
met de vrije, basische groepen van arginine, lysine en histidine; in een
electrolythoudend medium kan echter ook in plaats van inwendige zout-
vorming aanlegging van de aan de groepen van het eiwit tegengesteld
geladen ionen uit de oplossing plaats vinden. Dit laatste verschijnsel zal des
te sterker optreden naarmate de met deze ionen gevormde zoutgroepen
minder sterk gedissocieerd zijn; calcimmn zal dus hardnekkiger worden vast-
gehouden dan alkali,

Indien isoelectrische caseine met loog opgelost wordt, wordt alkali ver-
- bruikt voor zoutvorming aan de resteerende vrije carboxylgroepen en aan een
deel van de secundaire phosphaatgroepen; bovendien wordt de histidine uit
de aanwezige zoutgroepen door de toegevoegde base verdrongen.

Bij het oplossen van iso-electrische caseine met behulp van zuur zullen
de inwendige zoutgroepen van het eiwit vervangen worden door zoutgroepern
van de aanwezige vrije basische groepen met de anionen van het toegevoegde
Zuur.

(24) G 120



1025
§ 3. HET COLLOIDAAL VERDEELDE PHOSPHAAT IN MELK

Bi} precipitatie met leb of bij afeentrifugeeren met een supercentrifuge
van de kaasstof uit melk verkrijgt men een calciumcaseinaat, dat vermengd is
met calcinm(magnesium)-phosphaat. Verschillende onderzoekers kwamen bij
‘de bestudeering van de caseinaat-phosphaat-phase van ondermelk tot uiteen-
loopende conclusies betreffende den aard van dit phosphaat. In het onder-
staande zal in de eerste plaats de belangrijkste over dit gebied verschenen
litteratuur besproken worden, terwijl daarna eigen onderzoekingen op dit ge-
bied behandeld zullen worden.

A,  Litteratuuroverzicht

Terwijl de eerste onderzoekers, die zich met de colloidale structuur van
melk bezig hielden, zooals LEamawwN, het waarschijnljk achtten, dat het
calcinmcaseinaat in een of anderen vorm gebonden was aan tricalcinmphos-
phaat, stonden lateren, zooals Van SLYER en PorcHER, op het standpunt, dat
uiterst fijne deeltjes van een calciumphosphaat door caseine als schutcolloid
in suspensie werden gehouden. Volgens Van SLyYrE zou dit phosphaat dical-
ciumphosphaat zijn, volgens PoRCHER een mengsel van di- en tricalcium-
phosphaat. Recenter onderzoek, o.a. door PYNE en Ling, leidde weer tot de
oorspronkelijke conceptie van een moleculaire associatie tusschen tricalcium-
phosphaat en calciumeaseinaat, zonder dat de aard dezer associatie geheel
opgehelderd werd.

De verschillende inzichten worden het krachtigst verdedigd in de publi-
caties van VaN BLYRE & BoswowrrH (105) en van Py~NE (86), die in het onder-
staande uitvoeriger behandeld zullen worden.

De eerstgenoernden, die tot de conclugie kwamen, dat in de melk dicalcium-
phosphaat gesuspendeerd door caseine voorkomt, analyseerden een zestiental
melkmonsters en hun ultrafiltraten, verkregen met PASTEUR-CHAMBERLAND
kaargen. Zij berekenden, onder de aanname, dat het phosphorgehalte van
caseine 0,71 9, hedraagh, de verhouding organischianorganisch phosphaat
der caseinaat-phosphaat-phase en vondenhiervoor waarden, varieerend tusschen
0,83 en 2,47, waaruit zij besloten, dat geen constante caseinaat-phosphaat-
verbinding aanwezig is, hetgeen nog niet zegt, dat het phosphaat niet aan
het caseinaat gebonden is. Waar wij thans weten, dat de hoeveelheid onopge-
lost anorganisch phosphaat bij het verzuren der melk geleidelijk afneemt en
deze onderzoekers geen gegevens publiceerden over den zuurtegraad hunner
monsters, behoeft het niet constant zijn dezer verhouding geen verwondering
te wekken.

Verder veerden zij als neutralisatiewaarde voor 1 g caseine 89.10—* gram-
aequivalent calcium {of magnesium}in en berekenden hiermede de hoeveelheid
calcium, die door de caseine der melk gebonden is. Aannemende, dat het on-
opgeloste phosphaat dicalciumphosphaat is, verkregen zij een vrijwel slui-
tende balans, terwijl uitgaande van tricalcinmphosphaat de analyses een groot
tekort aan calcium en magnesium te zien gaven.

Tegen deze berekening kunnen ochter de volgende bezwaren te berde ge-
bracht worden:
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a. Zooals reeds opgemerkt werd, heeft Van Suyxe (101) later medegedeeld,
dat het phosphorgehalte van zuivere caseine niet 0,71 ¢, bedraagt, zooals
hij bij bovenstaande berekening had sangenomen, doch 0,85 9. Hierdoor
wordt de hosveelheid in caseine chemisch gebonden phosphor grooter
en dus de hoeveelheid in phosphaatvorm kleiner dan door Van SLyYkE &
BoswortH berekend werd. '

b. De neutralisatiewaarde van caseine 9,102 werd door BosworTH & Vax
" BLYKE (8) bepaald bij titratie van calciumcaseinaat met zoutzuur tot
neutraal t.0.v. phenolphtaleine of door inwerking van caseine op caleium-
carbonaat. Melk reageert echter niet neutraal, doch zuur, t.0.v. phenol-
phtaleine, zoodat om de hoeveelheid calcium, die door de caseine in melk ge-
bonden is, te bepalen, de neutralisatiewaarde t.0.v. den werkelijken poten-
tiometrischen zuurtegraad der melk, pg = ca 6,6 & 6,7, gebruikt moet
worden. Uit de gegeven potentiometiische titratiekrommen en uit
het onderzoek van Horrmaws & GomrrNer (45) blijkt, dat de hoeveel.
heid hase, die door caseine bij een zekere py gebonden is, afhankeljk
is van de in het stelsel aanwezige componenten, zoodat men bij potentio-
metrische titratie van het eiwit met een base een lagere binding constateert
dan bij terugtitratie van het eiwitzout met zuren tot dezelfde py. Nemen
wi} deze hoogere waarde aan als overeenkomend met den toestand der
caseine in melk, dan volgt uit de gegevens, dat 1 g caseine ongeveer 7,5.10—
aequivalent caleium tusschen pg ca 4,6 tot 6,7 bindt, dus aanmerkelijk
minder dan de waarde, waarop VAN SLYKE & BoswoRTH hun berekeningen
baseerden.

Wij hebben deze berekeningen herhaald, aannemende, dat het phos-
phorgehalte van caseine 0,85 9, bedraagt en dat de neutralisatiewaarde der
caseine in melk 7,510~ is. De berckening toont dan aan, dat, indien het
colloidale phosphaat aanwezig zou ziju als dicalciumphosphaat, bjj alle onder-
zochte monsters een duidelijk overschot aan kationen gevonden wordt, doch
dat, indien men uitgaat van de veronderstelling, dat het onopgeloste anorga-
nische phosphaat geneutraliseerd is overeenkomend met tricalciumphosphaat,
men een beter sluitende balans verkrijgt, al bljjft de gemiddelde resteerende
afwijking grooter dan bij de berekening volgens VAN SLYEE, Over het algemeen
is deze afwijking bij de monsters met een overschot kationen gering, by die
met een overschot anionen grooter, hetgeen er op wijst, dat het phosphaat
geen basisch caleiumphosphaat kan zijn, doch dat naast tricalciumphosphaat
in sommige monsterg zuurdere verbindingen kunnen voorkomen, hetzij caseine,
die, b.v. doordat de melk wat zuurder reageerde tijdens het onderzoek, minder
calcium gebonden hield, hetzij dat naast tricalciumphosphaat ook wat dicalcium-
phosphaat aanwezig is.

Naar aanleiding van de berekening van Vax SLyEE & Bosworta hebben
vergchillende auteurs, o.a. WricHT (126) en PALMER (72) zonder eigen ex-
perimenteel onderzoek aangenomen, dat in de melk het anorganische phos-
phaat voorkomt als dicaleiumphosphaat.

PYXE (86) kwam als resultaat van verschillende proeven tot geheel andere
conclusies en wel zou volgens hem:
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1. het anorgamsch ealeiumphosphaat'chemisch gebonden zijn aan het calclum-

caseinaat in den vorm van een dubbelzout;

2. het grootste deel van dit anorganisch phosphaat aanwezig zijn in een vorm,

die wat neutralisatietoestand betreft, overeen zou kommen met tricaleium-
phosphaat.
Voor het door hem verondeistelde complex gaf hij het volgende symbool:

(COOH}
(NH;}D —R- (COOQCa)
(COOCaPO Ca)

Ter staving van de eerste dezer conclusies voerde hij de volgende arga-

menten aan;

a.

Gyorey (40) vond, dat hij vertéring van melk of synthesische caseinaat-
phosphaatmengsels by constante pg (6,5) door pancreasenzym de hoeveel-
heid opgelost anorganisch phosphaat toeneemt, terwijl de totale hoeveel-
heid anorganisch phosphaat constant blijft. Was het phosphaat aanwezig
in den vorm van een zuiver anorganisch phosphaat, dan is deze vondst
onverklaarbaar; was het echter als dubbelzout met het door het enzym
aangetaste en gedeeltelijk opgeloste calciumecaseinaat aanwesig, dan kan
men een dergelijk gedrag verwachten,

De uitkomst der formoltitratic van melk is ongeveer 11 % lager dan
indien men met kaliumoxalaat vooraf caleium geprecipiteerd heeft (PynNE
(85, 87)). Bij synthetische calciumcaseinaat-phosphaat-stelsels bedraagt
de toename der formoltitratie zelfs tot 16 %, Ook bjj calciumcaseinaat-
carbonaat-stelsels neemt men dit verschijnsel waar, doch caleiumgelatinaat-
phosphaat vertoont het niet. PYNE concludeert nit deze proef, dat door de
vorming van een complex met calciumphosphaat reactieve groepen der
cageine geblokkeerd zijn, die vrij komen bij de vernietiging van het com-
plex door onttrekking van caleium.

KoueTiant (54) nam waar, dat de zuurtegraad van melk bij koken toe-
neemt en schreef dit toe aan afbraak van een caseinaat-phosphaat-complex;
ook de formeltitratie neemt onder deze omatandigheden toe (15 % bij § uur
op 120° C).

Om plausibel te maken, dat het aan het caseinaat gebonden phosphaat in

neutralisatietoestand overesenkomt met tricalciumphosphaat, wees PynE op
de volgende feiten:

a. De verlaging van den $itrimetrischen zuurtegraad van melk bij toevoeging

van kaliumoxalaat kan verklaard worden door de volgende gelijktijdig op-
tredende reactieg:

Het in onopgelosten toestand aanwezige tricaleiumphosphaat wordt omge-
zet in trikaliumphosphaat, dat alkalisch reageert, zoodat minder loog veor
de bepaling van den zuurtegraad noodig is. Het opgeloste dicaleinmphos-
phaat, dat t.o.v. phenolphtalsine zuur reageert, wordt omgezet in het
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onder die omstandigheden neutrale dikaliumphosphaat. Daar het tricaleinm-
phosphaat met het calciumcaseinaat bij het stremmen meegesleept wordt,
verloopt de eerste reactie in melk, doch niet in wei. Het opgeloste dical-
ciumphosphaat komt ook in wei voor, zoodat de tweede reactie zoowel in
melk als in lebwei plaats vindt.

De grootte der verandering in zuurtegraad der caseinaat-phosphaatphase
bij toevoeging van oxalaat: ca. 0,9 ml 1 n NaOH/100 ml melk, corres-
pondeerend met ca 0,76 g CaO/1 melk, komt overeen met hetgeen verwacht
kan worden, indien het colloidale ancrganische phosphaat der melk tri-
caleiumphosphaat zou zijn, waarvoor SSLONER 0,071 g Ca0 en PorcHER
{81) 0,076 g vonden. Hiermede is ook in overeenstemming het verschil in
de hoeveelheden anorganisch phosphaat in de zure wei en in de lebwei van
melk, ‘

B. Voegt men bij een calcinmeaseinaatoplossing met pg = 8,5 een oplossing
van natriumphosphaat derzelfde pm, dan treedt een pg-verschuiving op
tot pg = 7,5, hetgeen volgens PYNE een aanwijzing zou zijn voor de vor-
ming van een complex, te meer daar zij bij toevoeging van oxalaatin plaats
van phosphaat achterwege blijft. In het experimenteele gedeelte van dit
hoofdstuk (bladz. 1038) komen wij op deze redencering terug.

y. PYNE bepaalde de moleculaire verhouding Ca:H4 PO, in synthetische
calciumphosphaat-caseinaat-stelsels en in hun ultrafiltraten. Bij een ver-
houding van 1,22 & 1,28 in het stelsel bleek deze in het colloidale deet
1,39 & 1,41 te bedragen. Daar deze verhoudingen voor di- en tricaleium-
phosphaat respectievelijk 1,0 en 1,5 bedragen, besloot Pyng, dat het in de
colloidale phase aanwezige phosphaat voornamelijk tricalciumphosphaat
is, waarnaast eenig dicalciumphesphaat zou vosrkomen.

d. Tenslotte merkte PyNE op, dat de potentiometrische titratieccurve van
calciumeascinaat-phosphaat tusschen pg 7 en 10, waarbij tricaleiumphos-
phaat geen bulferende werking heeft, niet geheel identiek verloopt aan die
van caseine, daar tusschen pg 7,0 en 8,5 een wat sterkere buffering
optreedt, hetgeen eveneens als een aanwijzing voor het optreden van een
chemisch complex beschouwd werd.

Volgens PYNE bestaat de caseinaatphase van ondermelk dus uit dubbel-
zouten van calciumcaseinaat en (voornamelijk tri-)calciumphosphaat, waarvan
de mengverhouding naar gelang der omstandigheden varieert. De mogelijk-
heid werd geopperd, dat de componenten onder een kleine verschuiving van
den zuurtegraad gekoppeld zijn.

Ook DE RADT en Van Minnex (50, 51) achtten de aanwezigheid van een
chemisch complex tusschen caleiumcaseinaat en tricalciumphosphaat waar-
schijnlijk. Uit scheidingsproeven met de supercentrifuge bleek n.l.,.dat bij
7 fracties uit 2 melken een practisch constante moleculaire verhouding:
Ca:PO, = 4 : 3 in de serumvrije caseinaatphosphaatphase aangetroffen werd.
Wordt hiervan afgetrokken het deel der PO, dat als ester in de caseine ge-
bonden voorkomt en de daarmede aequivalente hoeveelieid Ca, dan blijft
voor het anorganisch calciumphosphaat de verhouding 3 : 2 over. In afwijking
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van PyNE denkt DE Kapr het. tricalciumphosphaat echter aan calcium.
zouten van het in de caseine veresterde phosphorzuur gekoppeld. Volgens deze
beschouwing kan deze phase dus worden voorgesteld als een complex:

Cas-PO,—Ca......... Cay(PO,},
of als een verbinding:

\03_904 = Ca

Op PynE’s onderzoek is door Livg (62) voortgewerkt. Door titratie van
ondermelk en lebwei, met en zonder toevoeging van kaliumoxalaat, onder-
scheidde hij in ondermelk den zuurtegraad van het serum met uitzondering
van het phosphaat, dien van de caseine en hoeveelheden zuur, die een maat
geven voor de hoeveelheden opgelost dicalciumphosphaat en colloidaal tri-
caleiumphosphaat (zie bladz. 1042).

De by de titraties in verschillende versche melkmonsters verkregen uit-
komsten deden Ling echter twijfelen aan een chemische binding tusschen het
caleiumeaseinaat en het tricaleiumphosphaat. Hij vond een nauwe rechilijnige
correlatie tusschen den zuurtegraad der caseine en de hoeveelheid calcium,
gebonden in het tricalciumphosphaat (zie grafiek 4); dit verband was niet

) GRAFIEK 4
CaQ in CazP30p per g
OD 40} caseine x
0038
CO36E
Q0341
+ QO32L
0030} )
A8
— ‘Zuur:iegr;aad‘per‘ g caseine

028 ©32 036 040 0;4

Verband tusschen zuurtegraad der caseine en hoeveelheid caleium gebonden in tricaleium-
phosphaat bij versche melkmonaters volgens Liwg,
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