RIJKSLANDBOUWPROEFSTATION HOORN,

Een nieuwe methode ter onderscheiding van rauwe
an verhitte meik '

DOOR
E. HEKMA., _

(Ingezenden 24 October 1923).

Het trypaanblauw, een zure vitale kleurstof van eolloiden aard,
vindt, naar men weet, uitgebreide toepassing voor intravitale
kleuringen,

et is mij gebleken dat door deze kleurstof in de concentratic
van cen 1 opet. oplossing, waarin zij veelal wordt toegepast, ook de
cellen der melk ecn zckere kleuring ondergaan. Gebruikt men
evenwel cen zeer wwalke oplossing, bijv. een oplossing van 01—
0.2 pet., dan blijken do cellen der rauwe melk, bij cen hepaalde
werkwijze, ongeklourd te blijven, terwijl de cellen van op niet al
te lage temperatuur verhitte melk gokleurd worden en wel in
den regel diffuus,

Dit beginsel is het uitg gangspunt geworden van con onderzoek,
waarvan enkele resultaten in de navolgx.nd(, bladzijden zijn vervat.

Een concentratic der trypaanblawwoplossing van 1 pet. is niet
alleen daarom te Loog voor het hier gestelde doel omdat daar-
dooi ook de cellen der rauwe melk worden gekleurd, muaar boven-
dien omdat daarbij esn precipitaat in de melk ontstaat. Men moct
dan ook, zooals gezegd. veel zwakkere oplossingen nomen, waarhij
het meest doclmatig is gebleken een oplossing van 0,15 pet.
trypaanblauw in ag. dest. of in physiologiseh keukenzout. Mot
gebruik wvan physiologisch  keukenzout als oplosmiddel verdicnt
de voorkeur, omdat in dit geval het aantal gesedimenteerde cellen
in de rauwe melk in den zuml cen grooter i3 cn de ongeklearde
cellen veclal duidelijker waarncembaar zijn dan bi gebluxl\. van
water als oplosmiddel.

Methode.

De te onderzoeken melksoorten worden gefiltreerd door wat-
ten?), de trypaanblauwoplossing evencens.

1) Deels om eventueel anuwezig wuil te verwijderen, maar, wat de verhitte melk
betreft, vooral om de bij (hoogere) verhitting zich voordoende vormsels, die bij het ender -
zoek der mikroskopische preparalen zeer hinderlijk kunnen zijn, te verwijderen,
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Men vermengt de melk en de kleurstofoplossing in gelijke dee-
len en brengt de vloeistof over in centrifugebuisjes. Wat de cen-
trifugehuisjes betreft, werden door mij aanvankelijk conisch toe-
loopende gebruikt, later geregeld de bekende buisjes van TroMMs-
DORFF met gegradueerd capillair gedeelte. Genomen werd 5 ce.
melk en 5 c.c. kleurstofoplossing; bij de proefnemingen omtrent
een mengsel van rauwe en verhitte melk werd van beide 21 c.c. -+
5 c.c. kleurstofoplossing genomen.

Men laat de melk-kleurstofmengsels, na dezme goed vermengd
te hebhen, gedurende 10 minuten bij kamertemperatuur aan zich-
zelf over: daarna wordt gedurende 20 minuten gecentrifugeerd.
Gebruikt werd een Runne-centrifuge met ruim 2800 toeren, Er
zet zich zoowel wat aangaat de proefbuisjes met verhitte melk,
als met rauwe melk, een sediment en een roomlaagje af, in dier
voege, dat het sediment des te grooter pleegt te zijn, naarmate
de melk hooger verhit is geworden, et materiaal moet vervolgens
onmiddellijk of althans na korten tijd in bewerking worden ge-
nomen, teneinde de mogelijkheid te voorkomen, dat zich, tenge-
volge van een langere inwerking van de kleurstof, ook de cellen
der rauwe melk licht gaan kleuren. Het roomlaagje wordt weg-
genomen en desgewenscht eveneens aan een onderzoek onderwor-
pen. Vervolgens wordt de tusschenlaag, de ondermelk, afgepipet-
teerd, of, blj de TromMsDORFFsche huisjes, eenvoudig afgegoten,
terwijl daarna de daarbij boven het sediment aanwezig blijvende
kleino vloeistofrest met een capillair pipetje wordt afgezogen.

Van ieder der sedimenten worden, nadat elk sediment op zich-
zelf zoo gelijkmatiz mogelijk gemengd is — bij gebruikmaking
van huisjes van TROMMSDORFF met een capillair pipetje — gelijke
Aruppeltjes, resp. gelijke met gegradueerde cappillairpipetjes af-
gemeten hoeveelheden, op voorwerpglazen gebracht; vervolgens
wordt ieder druppeltic met een dekglas (men neme dekglazen van
gelijke grootte) bedekt, zorgdragende, dat het materiaal zoo gelijk-
matig mogelijk tusschen voorwerp- en dekglag wordt uitgespreid.
Miermede zijn de preparaten voor het mikrogkopiseh onderzoek
gereed. Het onderzoek vindt dus plaais in vochtigen toestand van
het materiaal, men laat de preparaten niet eerst luchtdroog wor-
den. Men kar wat de bepaling van het aantal cellen betreft voor
meer exacte waarnemingen natuurlijk van telkamers gebruik ma-
ken ; voor practische doeleinden kan men cchter zeer goed volstaan
met de op vorengenoemde ecnvoudige wijze vervaardigde prepa-
raten, en de cellen daarin per gezichtsveld to tellen, desgewenscht
onder gebruikmaking van een oculairkwadraat-micrometerglaasje.
Men zoekt een groot aantal gezichtsvelden af (wat door gebruik-
making van een verschuifbare objecttafel niteraard zeer wordt ver-
gemakkelijkt) en verkrijgt een gemiddelde per gezichtsveld door
het totaal aantal getelde cellen door het aantal doorgezochte ge-
zichtsvelden te deelen. Het gebruik van een Immersie-systeem is
niet noodig: met een droogsysteem. dat een vergrooting geeft van

800-—-400, b.v. Zeiss Qeulair 4 en Objectief D, (vergrooting 385)
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laten zich de verschijnsclen, waar het om gaat, zeer goed waar-
nemen, De te verrichten waarnemingen zijn van drieérlei aard:
men heeft te lotten op het al of niet gekleurd zijn der cellen (in
den regel worden door het trypaanblauw in de genoemde concen-
tratie de cellen diffuus, dus niet enkel de kernen, gekleuwrd); op
de intensiteit der kleuring; op het aantal en den aard {grootte)
der cellen. Wat de kleurstofoprame betreft, vindt men de cellen
in de sedimenten der rauwe melk ongekleurd, slechts nu en dan
vindt men daartusschen een enkele cel, die een zwak iintje heeft
nangenomen, De ongekleurds cellen komen — en dit geldt vooral
bij gebruik van physiologisch keukenzout als oplosmiddel van do
kleurstof — duidelijk vit op een ondergrond, die in den regel ecn
zwakken tint heeft aangenomen, Men hoede zich voor verwisseling
van de cellen met schnimvliegjes (die men meermalen in de prepa-
raten aantreft) en vetbolletjes. Verwisseling met vetholletjes is
trouwens nauwelijks mogelijk, censdeels omdat deze =ich in do
preparaten in den regel veel Kleiner voordoen dan-de cellen en
hun voorkemen, in verband met do lichtbreking, cen andere is,
en anderdeels omdat de vetbolletjes veelal naar boven #zijn goeste-
gen, terwijl de cellen zijn bhezonken in de preparaten. Opgemerks
zij nog, dat men talrijke cellen aantreft, waarin vetholletjes zijn
ingesloten,

Uitkomsten van proefneming.

In de preparaten, vervaardigd van de sedimenten der melk, die
befrekkelgk hoog of zeer hoo«r bijv. 10 minuten op 70° C.,
2 3 3 minuten op 80° C., 1 & 2 minuten op 90—100° C. ix verhit
geworden, vindt men alle cellen intensict gekleurd, op een lichten
ondewrond In de prepataten, vervaardigd van melk, die op 637 C.
fredurende een hall wur is verhit geworden, vindt men de cellen
7wak gekleurd, dus belangrijk minder intensief dan in de zoo
juist genoemde govallen. Yiwakke kleuring vindt men echter ook
reeds in de ptepamton die vervasrdigd zijn van melk, die slechts
10 minuten op G3° C. is verhit ﬂ'eworden, terwijl verhitting der
melk op 60° ., ja zelfs op H55° C. gedurende een half uur, de
cellen reeds een hichte tint doet aannemen. In de preparaten van
het sediment van een mengsel vaun (hoog) verhitte melk en rauwe,
treft men naast intensief gekleurde, ongekleurde cellen (van het
grootere type) aan,

Wat het aantal der gesedimenteerde cellen betreft, zij het vol-
gendo opgemerkt. In de ecrste plaats is hoet opmerkpluk dat de
sedimenten op zichzelf des te volumincuser zijn, naarmate de
melic hooger i1s verhit geworden. Men zou nu & priori verwachien,
dat in d¢ van deze onderscheidene gedimenien vervaardigde mikros-
kopische preparaten het aantal cellen ten naastebl aven groot
zou zijn. Dit i3 ochter merkwaardigerwijze niet het geval; het
aanta! cellen is cet, partbus in de van de onderscheidene sedi-
menten vervaardigde preparaten des te grooter, naarmate de melk
hooger is verhit geworden. Daaruit volgt, dat de sedimenten der
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rauwe, regp. betrekkelifk laaoverhitte. melle anders hestanddeslon
dan cellen in grootere Loeveelheid mocten bevatten dun de sedi-
menten der hooger verhitte melk. {n de sedimenten der normale
mell — en daarvan is hier enkel sprake — vindt men nu, be-
halve de ong bezighoudende cellen, die tot nader order eep-
voudigheidshalve onder den verzamelnaam leukocyten kunnen wor-
den gebracht —, veibolletjes, schuimvlicsjes ) en nu en dan plaat-
epitheelcelleri en voorts kaasstofdeclijes. Wat de  vetbolletjes,
schulmvliesjes en plaatepithecleellen betreft, vindt men in den
regel in de preparaten der onderscheidene sedimeaten geen op-
merkelijke verschillen, wat hun guantiteit aangaat.

Blijft dus over, dat het vooral de kaasstofdeeltjes moeten zijn,
die het leeuwenaandeel nemen aan de samenstelling van de sedi-
menten der rauwe, resp. laag verhitte, melk, in tegenstelling met
de sedimenten der hooger verhitte melk, waarvan de nnderhavige
ccellen het heofdbestanddeel vormen, Het feit, dat in de sedi-
menten der rauwe (resp. laag verhitie) melk, absoluut en relatief
zogveel minder cellen worden aangetroffen dan in die der hooger
verhitte, kan, voorzoover ik zie. drieérlei ocrzaak hebben: of
or gaax tijdens het centrifugeeren der rauwe {en, zij het in mindere
mate, ook bij de laag wverhitte) melk, een groot aantal cellen ten
gronde, of er blijven daarbi vesl meer cellen in de ondermelk
zweven, of er gaan meer cellen in den room over dan bij de
vorhitte melk, of wel meer dan ¢én dezer oorzaken doet zich
tegelijkortijd in meerdere of mindere mate gelden, Toor nader
onderzoek zal moeten worden uitgomaakt, hoc de vork in deze
in den steel zit; waarb intusschen reeds nu vermeld zij, dat
voorloopige procfnemingen er op wijzen, dat in den room der
rauwe melk meer cellen overgaan, dan in den room der (hoog)
verhitte melk. In dit verband =zal tevens de vraag onder de cogen
moeten worden gezien, waarom in de sedimenten der ranwe melk
bijna vitsluitend cellen van het grootore type worden aangetroffen,
Dat dit verschijnsel niet daarop berust, dat men hier met nist
ingekromepn ccllen zou kunnen hebben te doen, in tegensteiling
met de ecllen der verhitte melk, volgt reeds daaruit, dat hetzelfde
celtype evensens wordt gevonden in de sedimenten der laag en
hoog verhitte melk, welk type hier echter. in het bijzonder bij
hoogs verhitting, in verhouding tot de cellen van kleiner type
op den achtergrond treedt. Het is mogelijk, dat juist de cellen
van het grootere type het gemnakkelijkst sedimenteeren, van wege
hun wellicht grootere zwaarte. ofschoon hierbij niet. uit het cog
mag worden verloren, dat het juist vooral deze cellen zijn, waarin
veelal vetdruppeltjes voorkomen. Een andere mogelijkheid is deze,
dat de cellen van het kleinere type meer kleverig zijn. dan die
van het grootere type, zoodat de eerste gemakkelijker met de

vetholletjesaggregaten mee naar boven worden getrokken dan de

1) Voor ,schuimvliesjes” zie men : Verslagen landbouwknndige onderzcekingen XX VIIT,
blz. 46 (1923).
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laatste, terwijl deze eigenschap van kleverigheid verloren gaat
bij verhitiing en wel in des te sterkere mate, naarmate de melk
hooger is verhit geworden. I[ntusschen zal ook in dezen slechts
nader onderzoek, wasrin uit den aard der zaak de determineering
der onderscheidene in de melk voorkomende celtypen moet wor-

den betrokken, uitsluitsel kunnen geveni).

In de tabellon I, II, Il en IV vindt men enkele resultaten
van vorenstaand bedoelde proefnemingen samengesteld.

Tabel L

Rowwe sn op verschillende temperaturen verhitle melk.

| Gemiddeld asntal cellen -]-JEI'

g 3 gezichtsveld in de preparaten
g Kleusstof: g b N N van de sedimenten der melk
S trypnan-blauw, E uur en temperaiuur {25 velden geteld). Ofpmerkiogen.
2 Oplosmiddet ; QE van verhitting der melk [-----
o 2 onge- izwak ge-) intensief
wn ¥ kleurd. | kleurd | gekleurd.
| 1 !
I co onverhit, : 3 —_ -
: eq. dest. L2 30 minuten cp 600 G, § -~ 40 — .
. ! 3 | 30 minuten op 63% C. — 46 — ;
4 | 2 minuten op 950 C. — —_ meer dan 100
3 1 winuut op 2000 C. | — — meer dan 100
11 1 onverhit, 10 — — |
aq. deat. 2 80 minuten op 608 C. | — 30 — :
3 30 minuten op 63¢ C, | — 33 — i
D4 2 minuten op 960 C. || — — | meer dan 100,
i
I | 1 onverhit. ! i — — |
! 8q. dest 2 80 minaten op 55% C. — 20 —
3 30 minuten op 600 C. | — 38 —
| 4 30 minuten op 630 C, | — 42 -—
: 5 | 2 minuten op 95¢C. ' — —  {meerdan 100
! i
IV i 1 onverhit. 3 — —
aq. dest. 2 . B30 minuten op 36¢ C. — 18 —
3 | 30 minuten op 630 C, — 20 —_ .
\ 4 ;2 minuten op 859 C. || — — | meer dan 100,
Ve | onverhit. 5 — —
2q. dest. | 2 30 minuten op 87¢ C, 8 — — :
3 30 miouten ap 630 C. | — 3¢ —_ i
: l 4 | 2 minuten op 95% C. } - — | meer dan 100:
i | '
Vi, [ 1 oaverhit, 12 —_ — |
0.9 pet NaCl | 2 30 minuten op 370 C. 14 — -
| | & 30 mivuten op 630 C. | — 25 —
i 4 ; 2 minuten op 550 C. — — | meer dan 100

1} Uit een en ander volgt tevens dat het onderzoek ¢p het cellen-gehalte der melk,
zooals dat wel pleegt te geschieden door mikroskopisch onderzeek van het, b v. met
behulp van de buisjes van Trounsporrr verkregen sediment, geenszing als een deugdelijke
msatstaf kan worden beschouwd van het cellen-gehalte der geheele melk. Fen jetsbetere
mantstaf voor practische doeleinden zou ongetwijfeld kunnen worden verkregen door de melk
voor het centrifugeeren op een hepaalde temperatuur (b.v. 2 minuten op 880 C) te

verhitten.



i Gen iddeld aantul eellen per
G 5 gezichtaveld iz de preparaten
5| Kleurstof: g D i ¢ van de gedimenten der melk
8 | irypuan-blanw. 5 uur en temperatuur 25 velden greteld]. Opmerkir ges
g Oplosmiddel: £ |van verhitting der meik. 5 -
E £ opge- 'zwak ge.] intensief
7] Ay kleurd. \ kleurd. | gekleurd.
Via 1 onverhit. 7 —_ —
agq dest. 2 80 minuten op €00 C, — 30 —
3 3 minuten op 860 O _— — 16
Vi 1 onverhit. 25 — —_
0, pet. NaQl 2 80 minuten op 600 C. — 28 —
3 3 minuten op 850 (. — — 9p
VII 1 onverhat 5% — — De voor deze
aq. dest. 2 80 minuten op 800 C —_— 55 — preefgebruikie
3 4 minuten op 860 & — — meer dan 190 melk was 2 da-
4 2 minuten op 950 C. _ — meer den 100} gen in de ijs-
kagt bewaard
gebleven.
VIIIa 1 onverhit. 10 — —
&g dest. 2 30 minuten op 620 C - 25 —
3 8 minuten op 80 O —_ — 95
4 2 minuten op #56° C. — meer dan 100
VI 1 onverhiy, 21 — -
0,8 pet. NaCl 2 30 minuten op 620 C. — 29 —
3 3 minuten op 86¢ O, — — 55
4 2 minuten op 95¢ C. — — 70
IX 1 onverhit. 20 — —
uq. dest. 2 30 minuten op 620 C. — 32 —
3 10 minuten op 75¢ C, — - 65
5‘ 4 2 minnten op 960 C. - - 70
1 enverhit. 10 — —_
0,9 pet. NaCl 2 30 minuten op 62¢ C. — 30 —
3 10 minuten op 70¢ C. — — 75
4 2 minuten op 961 C. — — §0
Tabel II.
Rauwe en op 60°—64° (. verhitle melk.
Ia 1 onverhit. 12 — —
aq. dest, 2 30 minuten op 620 C. — 40 —_
8 30 minuten op 840 C. - 45 —
I 1 onverhit. 20 - -—
0,9 pot, NaCl 2 30 minuten op 620 C. — i1 —
3 30 minuten op 8§40 C. — 48 —_
ITa 1 onverhit. 11 —_ —
| aq. dest. ¢ 30 mwinuten op 620 C. - 31 —
3 30 mivuten op 630 C. — 80 _
4, 30 minuten op 8440 O _ 10 —
11 1 onverhit. 1 — —
0,0 pet. NaCl | 2 30 minuten op 620 C. — 28 —_
i 3 30 minuten op §3¢ C. — 20 —
i 4 30 minuten op 64* C. — 24 —
s | 1 onverhit, 12 — -
aq. dest. 2 30 minuten op 620 C. — 25 —
3 30 minuten op 840 C, — 25 —_
4 2 minuten op 95¢ C. - —  [mser dan 100
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G cﬁ;iddeld- ;\ﬂnt;ﬂ cellen per

;;' g gezichtgveld in de preparaten
] Kleurstof: g | Dutr en temperatuur van de sedimenten der melk
g | trypaan-blauw. ; i o F (26 velden geteld). Opmerkingen.
! Oplosmiddel: | § | ¥e2 verhitling der melk ' e -
5 g onge- zwak ge-| Intensief
[ A4 kleurd. } kleurd. | gekieurd,
I11% i onverhit 14 — —
0.9 pet. NaCl 2 80 mionten op 629 C. - 22 —
3 30 minuten op 640 C. —_ 24 —
4 2 minuten op 95% C. — meer dan L00
v 1 onverhit, 7 _ —
0,9 pet. NaCl 2 30 minuten op 800 C. - 25 -
3 30 minuten op 620 C. — 30 —
4 30 minuten op 640 C, — 84 —
v 1 onverhit 30 - — Dezelfde melk
0.9 pet. NaCl 2 20 minuten op 600 C. —_ 20 — als IV echter
3 30 minuten op 820 C. — 20 — 24 uur in de
& 30 minuten op 640 C. —_ 25 — ijskast be-
waard
Tabel IIL
Bauwe en gedurende 10, 20 en 30 minuten op 63° C. verhitte melk.
I 1 onverhit. 15 -
0,9 pet NaCl 2 10 mivuten op 630 C, — 20 —
f3 20 minuten op 637 C. — 30 -
4 30 minuten op 830 C — 30 —
IT 1 cnverhit, 29 — —
0,9 yet. NaCl 2 10 minuten op 630 C, - 34 -
3 20 minuten op 650 C. — 47 —
4 80 minuaten op 630 C. - 26 —
11Tg L1 onverhit. 14 — —
aq dest. 2 10 mionten op 83¢ C. — 37 —
3 20 miouten op 630 C. - 46 —
1 30 minuten op 68 C. — 85
II1s 1 onverhit. 33 —_
0,9 pet. NaCl 2 10 minuten op 83¢ C. — 30 —
3 20 minuten op 4% C. — 80 —
4 30 minuten op 630 C. — 28 —
1Va 1 onverhit. 27 —_ —
aq. dest. ) 10 minuten op 63¢ C. — 30 —
3 20 minuten op 63° C. — 28 —
4 30 minuten op 630 O. - 20 —
IVs. 1 | onverhit. 28 - e
0.9 pet. NaCl 2 10 minuten op 632 C. — 48 -
3 20 minuten op 630 C. - 27 —
4 30 miruten op 630 C. — 25 —
Va 1 onverhit. 14 — —
&{. dest. 2 10 miouten op 63% C. — 38 —
3 30 minuten op 630 C — 31 —
1 2 minuten on 850 C. - — 85
Vi | onverhit. . 30 — —
! 1 .
10,0 pet NaCl " 10 minuten op 830 C. — 31 —
: 3 30 minuten op 4% C. — 24 -—
| 4 2 minuten op 850 —_ —_ 1]
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Tabel IV.:

Mengsel van rawwe en verhitte melk.

Controle: Rauwe en verhitte melk afzenderlijk,

|

Gemiddeld aantal cellen per

g >
. ich . :
E Klsurstof: E Duur en tomperatunr | 5O taveld van 25 velden
5 | trypaan-blauw. 3 o Opmerkingen.
E Oplosmlddei: | 5 van verhitting. ] .
3 e onge- lzwak ge-| intensief
w A kleurd. | kleurd ’ gekleurd.
Ie aq dest. 1 onverhit, 5 — -
2 30 minuten op 630 C. - 28 —
3 2 minuten op 950 C. —_ e meer dan 100
4 |mengsel: onverhit
3 —_ GO
2 minuten op 95¢C.
It | 0,9 pet. NaCl | 1 onverhit, 20 - -
2 40 minuten op 480 C. — 29 .
3 2 minuten op 950 C, — - meer dan 100
+ |mengsel: onverhit _
-+ a 15 - 56
2 minuten op¥&CC.
Il aq. dest. 1 eoverhit. 8 — —
2 3 minuten op 8.0 C. - — 90 i
8 |mengeel: onverhit _
a 3 - 35
3 minuten op800C.
II# | 0,5 pet. NaCl 1 onverhit, 26 — —
i 2 8 minuten op 8¢¢ C. — - 65
3 |mengeel: onverhit ; | ;
‘ a 10 - 16
3 minuien op 8G4C.
Ii1 aq. dest. 1 onverhit. - 5 ' — —
2 2 minuten op 950 C. — — 92
3 |mengsel: onverhit -
& 2 — 50
2 minuten op 9600,
IV | 09 pet. NaCl | 1 onverhit, 16 — -
2 10 minuten op 10¢ C. — — 91
3 |mengeel: onverhit _
a 2 — 37
10 minuten op800C.
V| 09 pet. NaCl | 1 onverhis. 24 — —
2 10 minuten op 800 C. — — 85
3 |mengeel: onverhit -
& 3 — 26 i
10 minutenop 800C.
YI| 09 pet. NaCl | 1 onverhit, 1 — -
2 10 minuten op 800 C. - - 92
3 |mepngsel: onverhit.}
10 minuten op800C, 4 — 24
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Reswneerende staan ons das bij tocpassing van vorenstaand
aangegeven methode dric hulpmiddelen ter beschikking, die ons,
in combinatie, cen oordesl kunnen verschaffen omtrent de vraag
of cenigerlei melk verhit is gewcest, ja dan ncen, on of ge-
pasteuriseerde melk met rauwe melk vermengd is geworden.

Bedoelde kenmerken zijn:

1. llet ongekleurd zijn van de gesedimenteerde cellen der rauwe
melk (sporadisch mag een enkele licht gekleurde cel wordan
asngetroffen); het zwak gekleurd zijn van de gesedimen-
teerde cellen der laag (bijv. 10-—30 min. op 637 €.} ver-
hitte melk; het intensicf geklewd zijn van de gesedimen-
teerde cellen der hoog (bijv. 10 min. op 70° G, 2 & 3 min
op 80-—-90" €., 14 2 min. op 90--100° C.) verhitte melk;
het voorkomen van ongeklourde naast intensief gekleurde
gesedimenteerde cellen in hoog verhitte melk, die met rauwe,
of omgekeerd, is vermengd geworden.

2. De betrekkelijke grootte der gesedimenteerde cellen der
rauwe 1nelk.

3. Het voorkomen van weinig (ongekleurde) cellen in het sedi-
ment der rauwe melk en van een groot santal (gekleurde)
cellen in de verhitte melk, tot op zekere hoogte siijgende
met de temperatuur en den duur van verhitting.

Bij het nmuwkeurig in acht nemen van de ecerdergenoemde
voovschriften, wat de uitvocering der methode betreft, is men der-
halve in staat om te kunnen beoordeelen: of cenigerlei normale
melk op een hoogere temperatuur is verhit goworden, in welk geval
mon in de mikroskopische preparaten der sedimenten een groot
aantul intensief gekleurde cellen aantreft; of eenigerlei nermale
meik, nu bi] hoogere temperatuur (zie boven) gepasteuriseerd te
zijn, met rauwe melk, of omgekeerd, is vermengd geworden, in
wollkk geva)l men in de preparaten der sedimenten infensief ge-
kleurde cellen naast ongekleurde (grootere) cellen aantreft; of
ecnigerlei melk op betrekkelijk lage temperatuur (bijv. 10—30 min.
op 63", C.) is verhit goworden, in welk geval men in de sedimen-
ten een vrij groot aantal licht gekleurde cellen vindt; of de
melk rauw is, in welk geval men in de sedimenten slechts onge-
kleurde {(grootere) cellen aantreft, behoudens eventuesl sporadisch
enkele cellen, die een zwak tintje hebben aangenomen.

Geen uitsluitsel geeft het volgen der methode daarentegzn om-
trent de vraag of ecnigerlei melk gedurende een half uwur op
63° C. verhit resp. ,gepasteuriseerd” is geworden (en hetzelide
gelde voor een deor Frosr ') aangegeven methode) omdat de ver
gchijnselen, die de cellen vertoonen, ook reeds optreden bij cen
verhitting der melk, gedurende 10 min., op 63° C.

i) W. D. FrosT. Journal of American medic. assoc. 44, 821 (1915).
Studies in Science. Univ. of Winconsin. Number 2, 151 (1921}
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Daarentegen kan de beschreven histologische methode ook goede
diensten bewijzen, in de gevallen, waarin de reacile van SToroh
ens in den steek laat, wai het geval kan zijn, wanneer de melk
bepantde conserveermiddelen, bijv. kaliwm bhichromaat of formel
bevat. Dit moge blijken uit de in tabel V samengesiclde uitkomsten
van proefnemingen. De uitslag der fermentreacties (STORCH en
RoTHENFUSSER) 18 In deze tabel eenvoudigheidshalve aangegeven
door kruigjes. Vier kruisjes stellen voor de in versche normale
mellk gevonden sterkte der fermentreactics; een sterkere roactie
is aangegoeven door vijf kruisjes, cen zwakkere, afdalend, door drie,
twee of één kruisje, terwijl voor een negatieve veactie het tecken
—— is genomen.

Tabel V.

Kalium bichromaat bevallende rauwe en verhitte melk.

Controle: Rauwe en verhitte melk zonder toevoeging.

In alle serién is proefnummer 1 == ranwe melk; 2 = rauwe melk 4 0,005 pct. kalium
bichromaat; 3 = 10 miauten op 809 C. verhitte melk en 4 = 3 4 0,003 pet.
kaliam bichromaat. Als oplosmiddel voor het trypaacblauw is in
alle serien 0,9 pet. NaCl gebruikt.
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Ein neues Verfahren zur Unterscheidung von rauher
und erhitzter Milch.

(Kurze Zusammenfassung.)

Die zu priifende Mileh wird durch Watte filtriert und dann
mit einem gleichen Teile einer Losung von 0,1—0.2 pet. (prak-
tisch kann man 0,15 pet. verwenden) Trypanblau in destilliertam
Wasser oder (besser) in physiologischer Kochsalzlosung, versetzt,
s geniigen 5 c.e. Mileh und 5 cc. der Farbstofflisung, die,
nuch gehiriger Mischung, in einem Centrifugen-réhrehen, =twa
mit graduiertem Kapillarteil, z.B. ein TroMMSDORFFsches Rohrchen,
withrend 10 Minuten bei Zimmertemperatur sichselbst tiberlassen
werden. Nach dieser Zeit wird wihrend 20 Minuten centrifugiert.
Stdann wird die gebildete Rahmschicht und die Zwischenschicht
(Magermileh® entfernt. Die in dem kapillaren Teil des Rohrchens
zuriickgeblicbene kleine IFliissigkeitsmenge wird mit einer sehr
feinen Kapillarpipette abgesaugt, bis auf das Sediment, Das Sedi-
ment wird, mit Hilfe einer feinen Kapillarpipette, so gleichmiszig
wie miglich gemischi, was unbedingt notwendig ist, weil die ver-

1) e eellen zijn voar het meerendeel zwak getint.
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schiedencn Schicliten des Sediments Zellelemente in verschiedencr
Aunzabl enthalten. Von dem feuchten Sedimente werden Teipehen
(die bei allen Proben stets moglichst ganz gleich genoiumen wer-
dul sollen; zu der Anfertigung von lﬂll\l‘l)': l‘x EPArAten very cade,
indewn dafir morge getragen \\ud dasz das Material sich moglichss
gleichmiszig zwischen Objeet- und Decliglas aushreitet. Dantit sind
die Prepam.tc fir die mikrosk, Uutcrsuchungen fertig: dus 3Ma-
terial wird somit im feuchten und mnicht im lufttrocknen Zustande
untersucht, Wenn erwiinscht kann man anstatt der erwihuten
Herste Hungsweise der Preparate, Ziblkammer benutzen: fiir prak-
tischen Zwecke ist dies jedoch iberflissig; auch die Benntzunyg
eines lnimersionssystems  ist pleht notwendig; es genigt eln
Treckensystem, nur soll iminer mit dersclben Vergrissernng ge-
arbeitet werden, falls kein Zihlkammer oder Oculurquadrannicro-
meter benutzi wird., Bei der Studierung der mikrosk. Proparate
hat man zu achten: auf das ungefiirbt oder gefiirbt sein dor
Zelen und anf dic Intensitit der tiirbung; auf Zahl und Grisze
der vorhandenen Zellen., Dic Anzahl der Zellen in den Preparaten
kann in der Weise bestimmt werden, dasz man cine griszere
Zahl 2.3, 25 voen Gesichtstfeldern duwrelunustert und die {resamt-
zahl der geziblien Zellen dividiert dweh die Zabhl der duceh-
musterten I(.lClLiil sodasz wan eine Mittelzabl an Zellen pro
Gesichtfeld erhilt,

Vor Verwechsclung der Zellen mit Schaumhiutehen und idett-
kiigelehen sell man sich hiten.

Hs lisst sich bei genauer Innehaltung der erwiillinten Vor-
schriften heurteilen:

Qb irgend eine Mileh roh ist, in welchem Fall man in den
Triparaten nur ungefiirbte (verhiltnismiiszig grosze) Zellen vor-
findet: ob cine Milech hoeli (z.B. 10 Minuten anf 70° €., 24
3 Minuten auf 80—980° C.; 1 4 2 Minuten auf 90--100" C.) erhiinzt
worden ist, in welchem Falle man cine grosze Anzah! von inteusit
goefdrbren Zellen antrifft, wiithrend ungefirbte und sehwacl ge-
firbie fellen: ol ein Gemisch von hoch erhitzter wnd voher Milch
vorliegly du awelchem, Falle nebst zahlreicher inlensif aefdrbien
Zellen, ungefdrbie (sich grosz ausnchmende) Zellen sur Beobach-
tuny gelangen; ob eine Milch auf cine niedrige Temperatur (z.B.
10 -30 Minuten auf 63° (.) erhitzt worden ist, in welchew
Falle man cine missige Anzahl schwach gefiirbte Zellen walir-
nehmen kann, Ucber die Frage ob eine Mileh richtig wiihrend
¥y Stunde auf 63° C. pasteurisiert worden ist, gibt die Methods
kein Aufschluss, ebenso weinig wie die von W. Do Frosr, obwohl
von diesem Autor das Gegenteil behauptet worden st

Tebrigens hat die beschriebene Methode ebenfalis (Geltung [iir
dicjenige I'éllen, in welchen dic Mich il bestimmies Conserviv-
snittel (2.B. Kaliwmbichromaal oder Foruol) verselet rworden
ist, in welchew. Fall bekanntlich die Storchsche Fermentrcauhou
tm Stiche lassen kann.



