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Bijstellingen

1+ Tegen de door Wittfogel (Z. Lebensmittel-Untersuch, u. Forsch.,

134, 1, 1967) voorgestelde metode om te bepalen of vis védr of
na de rigor mortis werd diepgevroren, zijn ernstige bezwaren in

te brengen.

De vorming van dimethylamine tijdens het bederf van vis is uit—

sluitend te wijten aan endogene enzymen,

De metode van Tarladgis (J. Sci. Food Agrice., 15, 602, 1964) voor
de bepaling van het TBA-getal als maatstaf voor de oxydatieve
vetranzigheid, kan niet rechtstreeks op visserijprodukten worden

toegepast,



SF7E

/L X o
RIJKSFACULTEIT DER LANDBOUWWETENSCHAPPEN —q@lf o
# " o /
LEERSTOEL VOOR VOEDINGSLEER EN HYC}I’ENE { 7

Institunt voor Tesusiert
3 (1" 1]

Insitinis or 2 ‘
Prinsas ¢ fisabath!

840‘ Brede"..-gclgimu - jel. VD7

Bijdrage tot de studie van de extraheerbare
stikstofverbindingen in doornhaai (Squalus acanthias L.)
en de evolutie ervan tijdens het bewaren in ijs

door

Ir. Wilfried VYNCKE

Proefschrift tot het bekomen van de graad van
Doctor in de Landbouwkundige Wetenschappen

op gezag van
Rector Prof. Dr. Ir. A.G. BAPTIST

Hoogleraar in de Landhuishoudkunde

Promotor: Prof. Dr. Ir. HH. HENDERICKX

1969



VOORWOORD

— — — —— —

Bij het voorleggen van dit proefschrift neem ik gaarne de
gelegenheid te baat om mijn promotor, Prof. Dr. Ir. H. Henderickx
mijn diepe erkentelijkheid te betuigen voor de hulp en de steun ver—

leend bij de verwezenlijking van dit werk.

Ik dank zeer oprecht Prof. Dr. J. Martin, titularis van de
leerstoel voor voedingsleer en hygi&ne, voor zijn nooit aflatende be-

langstelling en stimulerende invloed.

Mijn dank gaat ook naar de Professoren Dr. Ir. A. Cottenie,

Ir. E. Maes en Dr. N, Schamp die het manuscript hebben nagezien.

Aan Ir. F. Lievens, Direkteur-Generaal van het Bestuur voor
Landbouwkundig Onderzoek bij het Ministerie van Landbouw, Ir. A. Van—
slijcken, Direkteur van het Rijkscentrum voor Landbouwkundig Ondesrzoek
te Gent en Dr. P, Hovart, Direkieur van het Rijksstation voor Zeevis—
serij te Oostende wens ik mijn dank te betuigen voor de gelegenheid die
mij geboden werd dit proefschrift in het kader van de programmals wvoor

wetenschappelijk zeevisserij—onderzoek te verwezenlijken.

Zeer hartelijk dank ik de heren I. Dobbelaere en L. Sanders
voor de gewetensvolle en kundige uitvoering van een groot deel van het

experimenteel werk.

Een speciaal dankwoord ook voor de heren R. Aspeslagh en
R. Vandenberghe die de nodige speciale apparatuur hebben vervaardigd,
voor de bemanningsleden van het onderzoekingsvaartuig "Hinders" en van
de vissersschepen die de proefvis hebben aangevoerd, en voor mevr,
Ce Willems, mejo. De Vermeesch en de heren R. Focke en P, Vandromme die

tekst en tekeningen Y fwerkten.

Gent, 6 juni 1969,




Inleiding en probleemstelling

Hoofdstuk 1 - Literatuurstudie

1.1, Algemene gegevens

1e2¢ Het bederf van S. acanthias

1.2.1. De aan bederf onderhevige substraten

1.2+2+ De extraheerbare stikstofbestanddelen

1¢20241. Ureunm

1e2¢2+.2, TMAO en verwante verbindingen
1.242+3. Creatine en creatinine

1e2e2e4e Vrije aminozuren en verwante ver-—

bindingen

1.2.3, Veranderingen in de extraheerbare stikstof-
fraktie post-mortem
1¢2.3¢1+ Autolyse
1e2¢3.2. Bakterieel bederf

1e2e3e3e Tijdens het bederf gevormde afbraak—
produkten

Hoofdstuk 2 - Metoden en materialen

2.1s Proefvise

2.2 Analytische metoden

2.2.1. Ammoniak

2.2.2, Ureum

2+2.3+ Trimethylamine
2.244 . Trimethylamineoxyde
2¢2e5. Methylamine

2.2.6., Dimethylamine

Blza

11

14

14
16

18

23

23
24

26
30
e
36
39
39




2.2.7+ Creatinine

2.2.8. Creatine

Pelis 9 CK-aminostikstof

2.2410, Peptiden

2.2+411+ Vrije aminozuren

2.2.12. Cysteine en cystine

2.2¢13. Proline

242414 . Hydroxyproline

24215, Vrij choline

2+2.16, Betaine

2.2.17. Waterstofsulfide

2+2.18. Indol

2.2+19. Vluchtige reducerende stoffen
242.20. Totale stikstofgehalte
2.2.21. Droge stofgehalte

2.2422, Kathepsinenaktiviteit

242423+ Aktiviteit van de noutrale endopeptidasen
2e2424 . Elektrische weerstand

2.2+25. pH-metingen

2.2.26. Redoxmetingen

2.3. Organoleptische keuring

Hoofdstuk 3 - Invloed van biologische faktoren

3e1e Modus operandi

3.2+ Resultaten en diskussie

3e2.1. Maaginhoud (voeding)
3242, Individuele bepalingen

3¢24241+ Ureum en ammonigk
3+2+2.2. Trimethylamineoxyde
3¢2¢243. Creatine en creatinine

36202440 Ok-aminostikstof

29
41
42
45
46
53
55
56
58
60
62

62
65
66
66
67
67

68
68

T1

T1
75

75
¢

81
81
82




Hoofdstuk 4 - Evolutie van de extraheerbare stikstofver-
bindingen tijdens het bewaren van S. acanthias

302e2e5.
3624246,
3¢24247s
3424248,
3+242.9.

3:242410. Droge stof- en totaal stikstofgehalte

Peptiden

Vrije aminozuren

Cysteine en cystine
Proline en hydroxyproline

Vrij choline en betaine

3¢242¢11+ Proteolytische aktiviteit

3e3s Besluiten

4.1« Modus operandi

4.2, Resultaten en diskussie

4.2.1, Uitloogproeven

4.2.2. Individuele bepalingen

4e2e2e1
4622426
AP e2iedie
4e2e24le
420250
4.2:246.
dislelellie
442428,
dee2eTe
442.2.,10.
4.2.2.11.
del2e2t2.
432 020 3
4e2e2e14
4e2e2415
448324164
4e2e2e17 s

Ammoniak
Ureum

Trimethylamine
Trimethylamineoxyde

Creatine en creatinine

(ﬂ —amino— en peptidenstikstof
Vrije aminozuren

Cysteine en cystine

Proline en hydroxyproline

Vrij choline en betalne
Methylamine

Dimethylamine

Vluchtige reducerende stoffen
pH

Elektrische weerstand
Proteolytische aktiviteit

Organoleptische keuring

84
86
89
90
90
91
92

92

94

94
96

96
100
100
102
102
105
105
106
108
112
116
7
118
118
118
159
120
121
123



44243+ Aanvullende proeven met geslachtsrijpe en
niet geslachtsrijpe doornhaaien
4+3. Besluiten
Hoofdstuk 5 -~ De objektieve kwaliteitsbepaling van doornhaai

Samenvatting en besluiten

Literatuur

124

126

128

134

141



INLEIDING EN PROBLEEMSTELLING,

— — - T — — — —

De jongste tien jaar is de wereldproduktie van zeevis prak—
tisch verdubbeld, nl. van 31 tot 61 miljoen ton (FAO 1968). Alles laat
daarenboven voorzien dat de ontwikkeling van de visserij in de komende
Jjaren nog aanzienlijker zal zijn en dat de vis een steeds belangrijkere

plaats onder de voedingswaren van dierlijke oorsprong zal innemen.

Daar de vis echter één van de meest bederfelijke produkten
is, stelt het behoud van de kwaliteit zware problemen. Vooraleer doel-
treffende metoden voor het verlengen van de versheid te kunnen ontwik-—

kelen, is een grondige kennis van de bederfverschijnselen noodzakelijk.

Werd op dit gebied reeds heel wat wetenschappelijk onderzoek
op de beenvissen en voornamelijk op de grote industriéle soorten zoals
kabeljauw, haring, zalm, tonijn enz. verricht dan werd tot nog toe zeer

weinig aandacht aan de kraakbeenvissen (roggen, haaien) besteed.

Voor dit proefschrift werd de doornhaai (Squalus acanthias L)
gekozen. De aanvoer van deze vis is sedert de tweede wereldoorlog in
Buropa immers aanzienlijk toegenomen, nl. van 20,000 tot 60.000 ton in
recente jaren. In Belgié wordt hiervan per jaar ongeveer 900.000 kg
in de vissershavens binnengebracht § men kan hierbij opmerken dat prak-
tisch alle doornhaaien ontkopt en gestroopt onder de benaming "zee-

paling" in de handel gebracht worden.

Over de biochemische veranderingen tijdens het bederf van
doornhaai is zeer weinig bekend. Deze thesis bleef evenwel beperkt
tot de extraheerbare stikstofverbindingen (niet eiwitbestanddelen) die

voor de biochemische kwaliteitsstudie belangrijke komponenten zijn.
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In de eerste plaats kunnen zij in de grondstof (pas gevangen
vis) door kwalitatieve en kwantitatieve verschillen het verder verloop
van het bederf beinvloeden, Het is immers een feit dat biologische
faktoren zoals levensmilieu, geslachtscyclus, seizoen, voeding, ouder—
dom, enz. de samenstelling van de vis in het algemeen en deze van de
extraheerbare stikstofverbindingen in het bijzonder, kunnen wijzigen
en aldus de evolutie van de diverse afbraakprocessen na de dood van

de vis kunnen beinvloeden (Bramstedt 1962).

Een tweede reden is dat deze verbindingen tijdens de daarop
volgende bewaarperiode in aanzienlijke mate worden gevormd, zodat hun

studie veel informaties over de bederfverschijnselen kan bijbrengen.

Daar hierover voor S. acanthias weinig of niets bekend is,

is het doel van dit proefschrift :

1+ Na te gaan hoe de belangrijkste biologische faktoren, nl. geslacht,
geslachtsrijpheid (ouderdom) seizoen en voeding het gehalte aan de
voornaamste extraheerbare stikstofverbindingen in pas gevangen

doornhaai beIlnvloceden en welke variantie hierbij wvoorkomt.

2. Tijdens bewaarproeven in ijs te bestuderen hoe de eventuele verschil—
len in samenstelling van de grondstof door bovenvermelde faktoren
veroorzaakt, de evolutie van de extraheerbare stikstofbestanddelen

en de snelheid van bederf van de vis kunnen beinvloeden.,

3. Te onderzoeken welke verbindingen als geschikte versheidsindikatoren
voor de objektieve kwaliteitsbepaling van doornhaai kunnen worden

gebruikt.

Het onderzoek bleef beperkt tot de periode beginnende na
de rigor mortis en eindigende met de ecerste duidelijke tekens van be-—

derf, m.a.w., de periode die voor de kommercidle praktijk van belang
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is. De purine-derivaten (nucleinezuren, nucleotiden, enz.) werden niet
in deze dissertatie behandeld. Zij zijn trouwens vooral van betekenis
in de periode gaande van de dood van de vis tot de rigor mortis

(Soudan 1965).




Fig. 1 — De doornhaai (Squalus acanthias L.)
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HOOFDSTUK 1 - LITERATUURSTUDIE.

— I e T i e — T e e s e e -

De doornhaai (Squalus acanthias Linnaeus 1758 ; syn.
Acanthias acanthias Linnaeus, Acanthias vulgaris Risso) behoort tot
de klasse van de Chondrichtyes, onderklasse van de Elasmobranchii of
dwarsbekken, orde van de Squaliformes (Pleurotremata), familie van de
Squalidae (figuur 1) (International Code of Zoological Nomenclature
1961).

De doornhaai uit de Stille Oceaan werd lange tijd als een
afzonderlijke soort aangezien (Squalus suckleyi Girard) tot uit de
uitgebreide onderzoekingen van Bigelow en Schroeder (1948) gebleken
is dat er geen ware morfologische verschillen zijn. De naam Squalus

acanthias werd dan ook algemeen aangenomen.

Bijzonder kenmerkend zijn de twee doornen die zich voor
iedere rugvin bevinden. De doornhaai, die een kraakbeen endoskelet
heeft, wordt tot 1,20 m lang ( + 10 kg) en zijn levensduur gaat tot
40 jaare. Zoals bij de meeste vissen wordt het wijfje groter. Hij

komt als bodemvis zowel in ondiep water als op diepten tot 400 m voor.

Se acanthias is een wereldbewoner. Men vindt deze vis prak-
tisch in alle wateren, van de noordelijk zeeén tot de tropen § hij
komt echter het talrijkst in de Noordzee en aan de kusten van de

Atlantische en Stille Oceaan voor.

Aasen (1961) en Holden (1965) stelden vast dat in de Noord—
zee twee grote, relatief goed gescheiden populaties voorkomen, nl,

de Schots-Noorse populatie en de Kanaal-populatie. De Schots-Noorse
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populatie bewoont het zeegebied tussen Schotland en Noorwegen in de
winter maar is vooral gekoncentreerd rond de Shetlands en de Orkaden

gedurende de zomer.

De Kanaal-=populatie bevindt zich in de winter hoofdzakelijk in
het Kanaal en migreert grotendeels in de lente naar het zuidelijk deel

van de Noordzee,

Se. acanthias is ovovivipaar. De voortplantingscyclus is uit-
zonderlijk lang en duurt van het begin van de ontwikkeling van de
eieren tot de geboorte van de jongen ongeveer 48 maanden. Daar twee
cyclussen gelijktijdig verlopen kan de doornhaai om de twee jaar

jongen afwerpen.

De eerste cyclus geschiedt in de eierstok. Na 24 maanden zijn
de eieren volledig ontwikkeld en treden in de twee baarmoeders waar
ze bevrucht worden (2de cyclus). Na 36 maanden breekt het eikapsel
en de embryo's komen vrij in de uteri te liggen. Na 48 maanden ten—
slotte worden de jongen geboren en hebben dan een gemiddelde lengte

van 27,5 cm. Hun aantal schommelt tussen 3 en 15 (gemiddeld 7).

De ovulatie gebeurt gewoonlijk in december-januari en de ge—

boorte in november tot januari (Holden en lieadows 1962).

De geslachtsrijpheid wordt bij de mannetjes bij een kleinere

lengte dan bij de wijfjes bereikt.

Tenslotte kan worden vermeld dat de osmoregulatie van de
doornhaai en andere kraakbeenvissen essentieel van deze van de been—
vissen verschilt, waar de inwendige osmotische druk kleiner dan de
uitwendige is (hypotonie). Men heeft integendeel een lichte hyper—
tonie, die behouden blijft door de aanwezigheid wvan hoge koncentraties

aan ureum en trimethylamineoxyde (Forster 1967).




121+ De aan bederf onderhevige substraten.

Om de evolutie van de extraheerbare stikstofbestanddelen
tijdens het bederf te kunnen volgen, is een grondig inzicht in de
samenstelling van de doornhaai, m.sa.w, van de aan bederf onderhevige

substraten noodzakelijke.

Over de algemene samenstelling van S. acanthias komen in de
literatuur slechts gegevens van Reay et al. (1943) en van Shewan
(1951) voor, die dan nog op een zeer beperkt aantal individuen werden

bepaald. Volgens deze auteurs bestaat de doornhaai uit :

Water : 75-78 %

Totale stikstof : 3,3-4,0 %
Niet—eiwitgebonden stikstof : 1,0-1,3 %
Lipiden : 3,9-5,6 %

Koolhydraten ¢ < 0,1 %

De afbraak van de lipiden en de koolhydraten wordt in dit proefschrift

niet verder behandeld.

1e2.2. De extraheerbare stikstofbestanddelen.

Bij de doornhaai - zoals bij de andere dwarsbekken ~ be-
draagt de niet—eiwit-fraktie zowat 34 % van de totale stikstof, t.0.v-

9,2 & 18,3 % bij de beenvissen (Shewan 1951).

Deze fraktie bestaat overwegend uit (a) ureum 3 (b) trimethy-
lamineoxyde (TMAO) en verwante kwaternaire ammoniumverbindingen (bv.
betaine, choline) ; (c) guanidine derivaten (bv. creatine, creatinine)s

(d) vrije aminozuren en verwante verbindingen 3 (e) peptiden 3
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(f) vluchtige stikstofbasen (ammoniak, aminen) 3 deze laatste stoffen
komen in levende of pas gevangen vis slechts in geringe koncentratie
voor, maar worden belangrijk tijdens het bederf (g) purinederivaten,

zoals ADP, ATP, inosine, hypoxanthine.

Zoals reeds in de inleiding vermeld worden deze laatste hier

niet verder bestudeerd.

1-20201 ° _I_J_r_@_w_g (NHZ)ZCO:;

Bij de beenvissen komt weinig ureum voor (0,5 tot 15 mg %).
Bij de kraakbeenvissen echter is deze base de meest karakteristieke en
belangrijkste extraheerbare stikstofverbinding en maakt zowat 45 % van
de niet—eiwitstikstof uit. Ureum komt voor in alle weefsels en or—
ganen in een koncentratie die in dezelfde vis overal relatief gelijk

is en tussen 1 en 2 % schommelt.

In het vlees van S. acanthias komt volgens Simidu en Oisi

(1951) gemiddeld 1,7 % voor.

Voor de biosynthese van ureum zijn twee mogelijke wegen be—
kend : de ornithine-cyclus en de purine-weg, die in recente jaren

ontdekt werd (Brown 1964) (figuur 2).

Bij deze laatste biosynthese wordt vertrokken van L—serine of
een andere geschikte formyl-donor en tetrahydrofoliumzuur j de synthese
gaat over urinezuur, allantoine, allantoinezuur om uiteindelijk ureum

te geven.

Uit proeven door Goldstein (1967) uitgevoerd, bleek de
ornithine~cyclus echter meer den 95 % van de ureum in S. acanthias

te produceren. Zoals bij de zoogdieren is de ornithine-cyclus werk—
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zaam in de lever, waar arginase en de overige noodzakelijke enzymen
werden geldentificeerd. Hunter en Dauphinee (1924), Baldwin (1960)
stelden echter vast dat ook in de meeste andere weefsels arginase aan~
getroffen wordt, maar in lagere koncentraties. Campbell (1961) beves—
tigde deze waarnemingen maar kon de aanwezigheid wvan ornithine—~carba-—
myl-transferase, een sleutelenzym in de ornithine-cyclus, buiten de
lever niet aantonen. Het is daarom twijfelachtig dat in normale om=—
standigheden signifikante hoeveelheden ureum buiten de lever gevormd

worden.

Niettemin is bij de kraakbeenvissen - in tegenstelling met
de beenvissen = ureum in nagenoeg gelijke koncentratie in gans het

lichaam aanwezige.

TMAO (CH, ).NO
a) TMAO (CH,),

De aanwezigheid van TMAO in zeevis werd voor het eerst door
Suwa in 1909 vastgesteld, en wel in de doornhaai. Sedertdien werd

het in alle onderzochte soorten zeevis gevonden (Beatty 1939 $ Dyer

1952).

Het TMAO is typisch voor zeevis, en komt in zoetwatervissen
weinig of niet voor (Dyer 1952 5 Simidu 1961). Het gehalte kan aan-—
zienlijk verschillen volgens de vissoort en de visgrond. De Clupeidae
(bv. haring) bevatten gemiddeld ongeveer 40 mg %, de Gadoldae (bv.
kabdjauw) #+ 90 mg % (Dyer 1952). De dwarsbekken bevatten een duide-
1lijk hoger gehalte : 190 tot 270 mg N % voor Squalus acanthias (Beatty
1939 3 Norris en Benoit 1945 3 Dyer 1952).

Over de funktie en de oorsprong van het TMAO bestaat nog

geen volledige zekerheid.




De meeste auteurs zijn het echter eens dat het TMAO bij
kraakbeenvissen althans een osmoregelende funktie bezit. Het hoger
gehalte is hiervoor een aanduiding. Volgens Baldwin (1960) is de bij-—
drage van het TMAO 20 tot 25 % van de totale osmotische druk van het

inwendig mediume.

Volgens dezelfde auteur zou het TMAO ook als funktie hebben -
analoog met ureum - het overtollige ammonia, dat anders toxisch zou
worden, te elimineren. Dit zou gebeuren door transmethylering en
oxydatie in de lever en bi] sommige soorten ook in de donkere spieren.
Dat TMAO in kraakbeenvissen een essentié&le metabolische funktie bezit
die verschilt van de beenvissen wordt ook sterk gesuggereerd door het
feit dat het bloed van de Elasmobranchii een relatieve hoge koncentra-
tie van dit oxyde bevat, terwijl het praktisch niet voorkomt in het

bloed van beenvissen (Benoit en Norris 1945 3 Dyer 1952).

Benoit en Norris (1945), Ogilvie en Warren (1957), Hashimoto
en Okaichi (1958 a, b) en Okaichi et al. (1959) bewezen echter dat het
TMAO ook van exogene oorsprong kan zijn en uit het voedsel kan worden

opgenomen.

Volgens Dyer (1952) en Bilinski (1962) kan ook een deel van
het TMAO uit choline gevormd worden. Onderzoekingen van Baker et al.,
(1960, 1963) en van Bilinski (1964), tenslotte toonden aan dat het
TMAO in de vis ook door oxydatie van TMA kan worden gevormd. Reeds
geruime tijd is het trouwens bekend dat deze oxydatie ook bij de mens
en de zoogdieren plaats grijpt (Suwa 1909 3 Tarr 1941 3 Norris en

Benoit 1945 3 Baker en Chaykin 1962).

b) Betaine (CH

Betaine (CH,),N-CH, -COOH.

De kraakbeenvissen bevatten een hoog gehalte aan betaine :

gemiddeld 150 mg % terwijl de beenvissen gemiddeld 100 mg % en de
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zoetwatervissen 10 mg % bevatten. Een overzicht hiervan wordt door
Shewan (1951) gegeven. Op te merken valt dat bij alle onderzochte
vissoorten uitsluitend glycylbetaine voorkomt. Een uitzondering hier-
op vormt de paling, waar X -butyrobetaine aangetroffen wordt. Andere
betainen zoals homarine, trigonelline en stachydrine werden uitsluitend

in schaal— en weekdieren gevonden (Shewan 1951).

Volgens Bilinski (1964) zou betaine door oxydatie van choline
gevormd worden.

¥-CH_—-CH_OH.

¢) Vrij choline (CH3)3 >=CH,

Over choline komen in de literatuur weinig gegevens VvOOT.
Volgens Takada en Nishimoto (1958 b) zou het vrij cholinegehalte van
dwarsbekken duidelijk hoger liggen dan bij beenvissen. Bij de haai
Sphyrna zygaena vonden deze auteurs 36 mg % t.0.ve 2 tot 17,5 mg % bij

diverse beenvissen.

Vrij choline ontstaat hoofdzakelijk door herhaalde methylering
van aminoethanol, dat uit glycine of serine gevormd wordt, door

methionine (Leuthardt 1963) (figuur 3).

Het kan ook uit fosfatiden (bv. lecithine) door fosfolipasen

NH
4
C
#  TNi>
T2 ad vt nggiigq_qg_g;ggiigige CH3—N——CH2-COOH en
s NH
K

L g
CH, ="~ CH,~CO-NH

worden vrijgesteld.

Creatine is afkomstig van het in de spieren aanwezige fos—
focreatine, dat enkele uren na de dood van de vis reeds volledig af-

gebroken is (Reay et al. 1943).
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Het gehalte schommelt voor de diverse vissoorten van 162 tot
639 mg per 100 g. (Reay et al. 1943 s Shewan 1951 3 Sakaguchi en Si-
midu 1964). Voor doornhaai geeft Shewan (1951) 350 & 500 mg % ope

Volgens Reay et al. (1943) blijkt er geen systematisch ver-—
schil tussen Teleostii en Elasmobranchii te bestaan. Algemeen gezien

echter is het gehalte in vis hoger dan in zoogdieren.

Voor oreatinine vonden Sakaguchi en Simidu (1964) gehalten
van 24 tot 56 mg % in diverse beenvissen en 59 mg % in de gevlekte

haai (Mustelus manazo Blecker).

Te2.2.4. Vrije aminozuren en verwante verbindingen.

Volgens Florkin (1956) zou iedere diersoort een intracellu—
laire specifieke vrije "aminozurenpool" bezitten met een specifieke
gemiddelde koncentratie. Deze koncentratie is het hoogst bij de dieren
die het minst geévolueerd zijn en daalt naarmate een hogere evolutie—
trap wordt bereikt. Aldus bevatten de kraakbeenvissen een hoger ge—

halte aan vrije aminozuren dan de beenvissen.

Het voorkomen van een typische aminozurenpool werd bij di-
verse vissoorten door Ranke (1959) Schaefer (1959) en Partmann (1965)
bevestigd. Deze auteurs wijzen er echter op dat door uitwendige in-—
vloeden de individuele waarnemingen dikwijls sterke afwijkingen kunnen

vertonene.

Gegevens over vrije aminozuren en verwante verbindingen bij
S. acanthias worden enkel bij Shewan (1953), Vulf'son (1961) en
Schaefer (1962 b) aangetroffen. Alleen Vulf'son voerde de bepalingen
kwantitatief uit.
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Van de overige Squalidae werden de hondshaai (Scylliorhinus
canicula L) (Ranke 1959 3 Schaefer 1962 b) en de gevlekte haai

(Mustelus manazo Bleeker) (Sakaguchi en Simidu 1964) onderzocht.

Deze gegevens werden in tabel 1 verzameld.




Tabel 1 = Vrije aminozuren in Squalus acanthias L. en verwante
soorten (a).

} Shewang Sohaefer§ Vulf!son | Ranke . Schaefer | Sakaguchi
Aminozuur | 1953 | 1962b | 1961 11959 | 1962 b | 1964
ey | (B) b)) o (B e i ()

glycine ! e +++ 50 ; LA L s
sarcosine E o z 99 | ' ,
&, -alanine |+t 4+ | 34 i +++ | 23,8
i3 —alanine |+ +++ | 105 | 4 o+
valine | SD. + g | f 4 f SDe
leucine/isoleucine| sp. ; 42 % ‘ et 7.1
serine | - | 21 j t 4,9
threonine | + | +++ 14 i+ | 12,1
cysteine/cystine | e+ ! + | ++ | 2949
taurine e | P ot i 28,0
methionine Qi | | Ges 14,0
asparaginezuur SPe | ++ 15 ++ i ] 5,9
glutaminezuur Ehan i 4+ 26 | ++ 247
lysine 8D b S ST SROTEE Oye
arginine SPe e 50 ++ | +++ 2,
ornithine | 25 §
histidine ++ 0 + + 63,6
fenylalanine 0 22 » | = 241
tyrosine Qe 0 j | 0 [
tryptofaan 0 ? { { 8D
proline + ++++ } ‘ L +++
hydroxyproline | + ‘ | +
X =—aminoboterzuur ; + ! f | |
(3 —aminoboterzuur | ! gy | .
y —eminoboterzuur | i Dos | ' S

1

(a) spe : spoor
+ ¢ welnig
++ ¢ middelmatig
+++ ¢ veel
++++ ¢ zeer veel

(kwantitatieve gegevens in mg per 100 g visvlees § niet ingevulde
gegevens werden door de auteur niet vermeld).

(b) Doornhaai (Squalus acanthias L)
(c) Hondshaai (Scylliorhinus canicula L)

(d) Gevlekte haai (Mustelus manazo Bleeker)
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1.2.3. Veranderingen in de extraheerbare stikstoffraktie post—

mortem,.

Reeds in 1909 stelde Bruns vast dat het vlees en de erin
aanwezige biologische vloeistoffen van pas gevangen, gezonde vis,
steriel zijn. Dit werd sindsdien herhaaldelijk bevestigd
(Maltschewsky en Partmann 1950 s Heiss 1954 3 Shewan 1962)., Het slijm,
de kieuwen en de ingewanden hebben echter een sterke kiembelasting, die

2 2 3

varieert tussen 1O2 en 107 per cm huid of kieuwweefsel en tussen 10

en lO8 per ml darmvloeistof (Shewan 1949, 1961).

Na de dood van de vis wordt het inwendig elektrodynamisch
evenwicht van de weefsels verbroken, en de membranen die tot dan toe
semi-permeabel waren kunnen de diffusie van biologische vloeistoffen

en het indringen van bakterién niet meer beletten.

Het bederf van de vis geschiedt zoals bij de andere dieren
autolytisch en bakterieel., Bij de autolyse geschiedt de ontbinding
van de dierlijke weefsels door de werking van de in de cellen aanwezige
(endogene) enzymen. De autolyse staat tegenover de bakteridle ont-
binding die geschiedt door exogene enzymen. Wij beperken ons hier

tot de autolyse van de stikstofsubstraten met uitzondering van purine-—

basen.

12431+ Autolyse.

Willstdtter en Baumann (1928) gaven de naam "kathepsine" aan
het geheel van de intracellulaire proteolytische enzymen. De betekenis
van de autolyse voor het bederf van vis is nog steeds een veel om—
streden vraage. Meestal is het immers zo dat men niet altijd met zecker—
heid kan uitmaken of bepaalde afbraakprodukten uitsluitend van auto-
lytische oorsprong zijn dan wel gedeeltelijk of geheel bakterieel

worden gevormd.
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Om het aandeel van de intracellulaire enzymen te kunnen be-
palen, moet alle bakteri&le proliferatie worden uitgeschakeld. Dit
kan gebeuren hetzij door het gebruik van antiseptica zoals tolueen of
chloroform, van antibictica, van ioniserende stralen of door het uit-
snijden in aseptische omstandigheden van steriele blokken visvlees.
Al deze technieken hebben nadelen, waarvan het voornaamste is dat het
bederf - zij het autolytisch - niet meer in "natuurlijke" omstandig—
heden plaats grijpt. Een overzicht hiervan wordt door Jones (1962)

gegeven.

De meeste auteurs, die diverse soorten beenvissen onderzochten
geven echter aan dat de autolyse bij 0° C gering is, wanneer men het
gehalte aan vrije aminozuren doseert (Proctor et al. 1950 s Partmann
1952 ; Hodgkiss en Jones 1955 3 Shewan en Jones 1957 3 Liston 1965 3
Partmann 1966). Zij zijn van oordeel dat de autolyse van weinig be-—

tekenis is voor het bederf van vis.

Andere auteurs benaderden het probleem van de autolyse enzy—
mologisch., Bailey et al, (1942) vonden dat de proteolytische aktiviteit
t.0.ve. hemaglobine als substraat het sterkst was bij pH 4, dus tamelijk

verwijderd van de normale post—rigor pH van vis nl. 6 tot 7.

Siebert (1958) bestudeerde de werking van kathepsinen en
neutrale endopeptidasen bij 37° C en diverse vissen en vond in verge-
lijking met zoogdieren (rund, varken, konijn en rat) per gram weefsel
vijfmaal meer kathepsinen in de lever, zesmaal meer in de milt en
tienmaal meer in de muskulatuur van vissen (460 & 1035 Mg tyr/h/g).

Op te merken valt echter dat de vissen een temperatuur van 4+ 300-C
lager hebben dan de zoogdieren. Wanneer men rekening houdt met de Q1O—
faktor wordt de aktiviteit van de vissen bij T7° C ongeveer gelijk aan

deze van de zoogdieren,
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Neutrale endopeptidasen werden in tegenstelling met de zoog—

dieren niet in steriele vis aangetroffen.

Jones (1955, 1956, 1959 b) stelde tijdens het bewaren van
steriele kabeljauw een gevoelige vermeerdering van l-methylhistidine
en{% -alanine vast., Hij kon aantonen dat deze aminozuren afkomstig
wafen van het dipeptide anserine dat door een endogeen enzym gesplitst
werd. HiJj noemde het enzym anserinase. Het anserinase zou enkel in

Gadoidsoorten en bepaalde Salmonidae voorkomen (Lukton en Olcott 1958).

Schmitt et al. (1966) bestudeerden de dipeptidase—aktiviteit
in diverse vissen t.0.v. 27 verschillende dipeptiden als substraat.
Algemeen gezien overtreft de dipeptidase—aktiviteit in visweefsels aan—
zienlijk deze van zoogdieren. Van alle bekende dipeptidasen vertoont
glycyl-L-leucine dipeptidase de hoogste aktiviteit. De specificiteit
blijkt echter tamelijk breed te zijn en het enzym kan talrijke homo=
logen van glycyl-L-leucine afbreken. Verder is ook van betekenis

L-alanylglycine dipeptidase.

Siebert et al. (1964) bestudeerden verder de enzymen van hot
aminozuurmetabolisme in kabeljauw. Verschillende transaminasen ver-—
toonden een sterke aktiviteit. Aminozuurdecarboxylasen ontbraken
praktisch volledig waardoor de vorming van aminen door toedoen van

endogene enzymen hoogstwaarschijnlijk niet plaatsgrijpte.

Evenmin werden oxydatieve enzymen (monoamino-oxydasen) vast—

gesteld.

1¢2e342. Bakterieel bederf.

De bakteriéle flora kan kwalitatief en kwantitatief aanzien—

lijk variéren niet alleen van vis tot vis, maar ook tijdens het bederf
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zelf. In dit proefschrift wordt hier niet verder op ingegaan. Er
kan er enkel op gewezen worden dat de bakterién overwegend psychrofiele
gram -negatieve staafjes zijn van de soorten Pseudomonas, Achromobacter

en Flavobacterium (Shewan 1962).

De hoofdwegen voor het indringen van de mikro-organismen
blijken te lopen van de kieuwen en de nieren in het vlees via het
vasculair systeem enerzijds en rechtstreeks door de huid en het buik-—

vlies anderzijds.

Het tijdstip waarop bakterién in het steriel visvlees dringen
blijkt wisselvallig. Volgens Shewan (1962) zou het buikvlies steriol
blijven tot de wanden van de maag en de ingewanden geperforcerd zijne.

Dit zou bij 0° C na T & 9 dagen gebeuren.

Fr is meningsverschil wat betreft de snelheid waarmede de
bakterién door de huid treden. Sommige auteurs reporteren dat het
visvlees gedurende minstens 10 dagen steriel blijft (Dyer et al.
1946) terwijl andere opgeven dat de besmetting korte tijd na de dood
kan beginnen (Liicke en Frercks 1940 ; Maltschewsky en Partmann 1951).
Shewan (1962) stelde vast dat vanaf de tweede dag post mortem enkele
bakterién in het visvlees, voornamelijk langs de zijlijn, aanwezig
zijn maar dat de grote massa van het visvlees echter verschillende

dagen steriel blijft.

De intensiteit en de oriéntatie van het bakterieel bederf
varieert volgens het min of meer proteolytisch karakter van de mikro-
flora, de initiale belasting en de reproduktie~ en diffusiemogelijk-—
heden in het visvlees. Zij is vooral zeer gevoelig aan de tempera-—
tuuromstandigheden, daar deze de aktiviteit en de groei van de bak—
terién beinvloedt en daarenboven onrechtstreeks een selektie in de

soorten kan veroorzaken (Soudan 1965).
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Door de autolyse en de bakteriéle werking worden de diverse
stikstofsubstraten tijdens het bederf in meer of minder sterke mate
afgebroken. De voornaamste stikstofafbraakprodukten zijn trimethy—

lamine (TMA) ammoniak en aminen.

15853, 340. THL.

Door Suwa (1909) werd voor het eerst vastgesteld dat bak—
terién het in zeevissen aanwezige TMAO tot TMA reduceren. Beatty en
Gibbons (1937) en Beatty (1938) toonden verder aan dat het tijdens
het bederf van vis gevormde TMA uitsluitend van bakteri€le oorsprong
is. In steriel visextrakt en visvlees greep geen reduktie plaats.
Beatty (1938) stelde dearenboven vast dat minstens 94 % van het ge—
vormde TMA van TMAO afkomstig moet zijn.

Tarr (1939) vond dat zowat 10 % van de op vis aanwezige
mikro—organismen in staat zijn TMAO te reduceren en hiervoor een
enzym bezitten dat het oxyde aktiveert en het als waterstofacceptor
geschikt maakt. Watson (1939) kwam tot hetzelfde besluit en sugge—
reerde het enzym "trimethylamineoxydase! te noemen. Tarr (1940)
bestudeerde de specificiteit van het enzym t.o.v. talrijke substraten.
Hij kwam tot de konklusie dat het enzym de drie laagste verbindingen
van de homologe reeks met algemene struktuur R3N = 0 (TMAO, triethy—

lamineoxyde en tri-n-propylamineoxyde) aktiveert.

e L,
3)3 N \.C::'bevatten

(betaine, choline) worden niet geaktiveerd. Om deze reden stelde

Verbindingen die de groep (CH

Tarr (1940) voor het enzym "triamineoxydase" te noemen.

De reduktie van TMAO tot TMA geschiedt niet door het tria—

mineoxydase alleen § ook een dehydrogenase is noodzakelijke. Verschil~
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lende dehydrogenasesystemen met lager redoxpotentiaal dan het stelsel
TMAO - TMA kunnen in aanmerking komen (Tarr 1939 3 Castell en Snow
1951). Voor dit stelsel geeft Vaisey (1956) een normaal redoxpoten—
tiaal van 120 tot 140 mV bij pE 7,2 0D

Als waterstofdonor treedt vooral melkzuur op, dat hoofdzake-
lijk door glycogenolyse ontstaate In mindere mate komen ook pyrodrui-
venzuur, gluciden en glycogeen in aanmerking (Beatty 1938 5 Watson
1939 ; Neilands 1945). Watson (1939) bestudeerde de reduktie van TMAO
in aanwezigheid van melkzuur en stelde vast dat de reaktie als volgt

verloopt @

CH,CHOH COOH + (CH

3 NO ——> CH, CO COOH + (CH3)3 N + H,0 (1]

3)3 3 2

Het gevormde pyrodruivenzuur wordt echter onmiddellijk verder gecoxy-—

deerd volgens :

CH, CO COOH + (CH

3 NO + H,O —> CH, COOH + (CH3)N + CO, + H,O (2)

3)3 e 3 2 2

Krebbs (1937) stelde vast dat HZO aan de reaktie deelneemt. BEen inter-—

mediar TMAO-hydraat wordt gevormd. De zuurstof van TMAO wordt inder-—
daad niet gebonden aan de ketogroep van het pyrodruivenzuur, maar het

neemt de waterstof van het hydraat op om één molekule HZO te vormen.

De globale reaktie is dan ook :

NO + H.O —> CH,COOH + 2(CH

CH, CHOH COOH + 2(CH3)3 . 5

3 N + CO, + 2H,0 (2)

3)3 2
Een ophoping van pyrodruivenzuur volgens reaktie (1) is inderdaad niet
mogelijk daar het pyrodruivenzuur sneller geoxydeerd wordt dan het

melkzuur (Watson 1939).
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Kleine hoeveelheden TMA kunnen ook door bakteridle aktie uit
choline gevormd worden (Dyer en Wood 1947 s Takada en Nishimoto 1958).
Deze reaktie blijkt bij voorkeur te gebeuren wanneer weinig of geen
TMAO aanwezig is, zoals bv. in zoetwatervissen (Takada en Nishimoto
1958). De hiervoor verantwoordelijke bakteri&n kunnen geen TMA uit

betaine vormen (Dyer en Wood 1947 3 Campbell en Williams 1951 j BEddy
1953).

1e2¢34342¢ Mono- en dimethylamine.

Monomethylamine werd in diverse beenvissen sporadisch in kon-—
centraties van enkele mg N % aangetroffen., Dimethylamine zou in

doornhaai tijdens het bederf niet gevormd worden (Soudan 1965).

1e2 3 ddade Ammeniak en aminen.

Ammoniak kan tijdens het bederf van de vis door verschillende
reakties gevormd worden. Bij de dwarsbekken ontstaat de grootste hoe-
veelheid ammoniak door afbraak van het overvloedig aanwezig ureum.
Verder ontstaat het door desaminering van de aminozuren en verwante
verbindingen, door oxydatie van aminen en door afbraak van nucleine~
basen. Tenslotte dient opgemerkt dat vrije ammoniak ook in de levende
vis optreedt ten gevolge van de normale desamineringen van het celmeta-
bolisme, zoals bv. de overgang adenine - hypoxanthine. De koncentratiec

schommelt tussen 6 pn 36 mg in Elasmobranchii (Soudan 1965),

Simidu en Oisi (1951) vonden voor S. asanthias een gemiddelde

waarde van 23 mg N %.

a) Afbraak van urcunm.

De afbraak van ureum wordt gekatalysecerd door een enzym, de
urease., Simidu en Oisi (1951 b,c) konden aantonen dat het engym prak-—

tisch uitsluitend van bakteri8le oorsprong is § zij vonden slechts
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sporen urease in de spierweefsels van de haaiachtigen.

Volgens Wang en Tarr (1955), die een isotopentechniek ge~—
bruikten, zou de hydrolyse van ureum door bemiddeling van urease via

carbaminezuur gebeuren.

co, + NH
NH 27 e

NH s
el o
o ® e O et + iy
N s
NH o

3

Gedurende de afbraak van ureum wordt een parallele stijging

van de hoeveelheid ammoniak waargenomen (Simidu en Oisl 1951 b).

~

Het schema van de bakteridle afbraak kan als volgt worden

voorgesteld (Soudan 1965) :

desaminase
R QH, - CH(NHZ) + COOH % R CH, - CO ~ COOH + NH3
l decarboxylase l decarboxylase
oxydase
R CH2 - CH2 - NH2 S R CH2 -~ COOH + NH3

Terwijl aldus een deel van de aminozuren gedesamineerd wordt
met vorming van ketozuren en lagere vetzuren, wordt een andere deel
gedecarboxyleerd met vorming van aminen, waaronder vooral het iso-
amylamine, putresceine, cadaverine, tyramine, tryptamine en histamine
te vermelden zijn, respektievelijk afkomstig van leucine, ornithine,

lysine, tyrosine, tryptofaan en histidine.
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Naarmate het bederf vordert en het midden meer alkalisch
wordt, worden deze aminen door de bakterién geoxydeerd met vrijmaking

van ammoniake

De hoofdweg voor de afbraak van de aminozuren blijkt echter
wel de oxydatieve desaminering te zijn. Decarboxylering treedt in
veel mindere mate en slechts in de latere stadia van het bederf op

(Dyer en Mounsey 1945 3 Hughes 1958).

Beatty en Collins (1939) stelden daarenboven vast dat de
desaminering van de vrije aminozuren slechts na een uitgesproken

vorming van TMA plaats greep.

1e2¢343e4s Choline en betalne.

Over het afbraakmechanisme van choline en betafne in vis is
zeer weinig bekend. lMen kan er echter op wijzen dat het metabolisme
van deze twee kwaternaire ammoniumbasen zeer verwant is. Shieh (1964,
1966) vond dat in adroob midden een mariene bakterie, Achromobacter
cholinophagum, in staat is het choline af te breken. Hij kon aantonen
dat het choline eerst tot betaine wordt geoxydeerd. Het betatne wordt
dan tot formaldehyde en dimethylglycine gedemethyleerd. Op te merken
valt dat geen methionine wordt gevormd door transmethylering met homo-
cysteine, zoals in hogere dieren werd vastgesteld. Het dimethylglycine
wordt tot sarcosine en formaldehyde geoxydeerd. Het sarcosine wordt
niet tot glycine geoxydeerd zoals in zoogdieren werd vastgesteld
(Soloway en Stetten 1953), maar in serine omgezet. Het mechanisme
van deze laatste omzetting is duister. Het serine tenslotte wordt
gedesamineerd tot ammoniak en pyrodruivenzuur. In anadrobe omstandig-
heden werd vastgesteld dat bakteri®n in staat zijn choline en betatne
tot trimethylamine af te breken (Dyer en Wood 1947 s Hayward en
Stadtman 1959).
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HOOFDSTUK 2 -~ METODEN EN MATERIALEN,

— — — — — — — — e T

2sls Proefvin,.

De voor de proeven gebruikte S, acanthias was uitsluitend
afkomstig van de Belgische visserijsektoren "Noordzee-~Zuid" en "Kust-—
zee" (overeenkomend met de internationale sektor IV C)e De vissen
behoorden dan ook tot de in 1.1. vermelde "Kanaalpopulatie". Meer
bepaald kwam het gebied gelegen tussen 51° en 53° NB en 1° en 3° OL,
hetzij de visserijvakken 101, 102, 201, 202, 203, 204, 207 en 208 in
aanmerking (figuur 4). In dit gebied varieert de diepte tussen 2 en

5O S,

De vissen werden met de bordentreil volgens de normale vis-—
serijpraktijk gevangen (duur der slepen : 2 tot 3 uur) zij werden dan
onmiddellijk in afwisselende lagen ijs en vis in het visruim opge-—
slagen. Speciale aandacht werd besteed aan het zorgvuldig wassen van
de vis en het vermijden van kneuzingen en kwetsuren door te ruwe be~—

handeling,

Onmiddellijk na de aankomst in de vissershaven van Oostende
werd de vis naar het laboratorium gebracht en bij 1° C in ijs ge—

stockeerd indien de voorziene proef niet onmiddellijk kon aanvatten.

Alle doornhaaien waren sedert 12 tot 36 u gevangen bij het

begin van de proeven.

Daar het nemen van de visweefselmonsters meestal relatief
lang duurde werd deze bewerking in een op ongeveer 5° C gekoeld
laboratorium verricht, ten einde schadelijke temperatuurstijgingen

te vermijden.




monsterneming

mediaan skeletogeen septum
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Fig. 8§ - PLAATS VAN DE MONSTERNEMING
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De vissen werden opnieuw zorgvuldig met ijskoud water
(i 2° C) gespoeld. Tenzij anders vermeld werd dan een strook van de
epaxiale spieren (musculi longissimi dorsi) over de grootste lengte
van de vis nl. van de voorste buikvin tot de achterste rugdoorn, uit-—
gesneden (figuur 5). De huid en de rode spieren (musculi laterales
superficiales) werden zorgvuldig verwijderd. Volgens de grootte van

de vis bedroeg het monster 100 tot 200 g.

Voor de meeste analytische metoden werd de vis tenslotte twee—
maal in een elektrische vleesmolen gemalen en zorgvuldig dooreenge~—
mengd. Wanneer bepaalde analysen niet onmiddellijk konden worden uit-
gevoerd, werd een hoeveelheid vismonster smel in een tunnelvriezer

diepgevroren en bij - 30° C bewaard.

Door de aard van de in deze thesis beschreven proeven dienden
talrijke analysen in een relatief beperkte tijd te worden uitgevoerd.
Om deze reden was het noodzakelijk zoveel mogelijk metoden te ge~
bruiken die op vlugge en ecenvoudige wijze konden worden toegepaste.

Niettemin moesten zij voldoende gevoelig en nauwkeurig zijn,

Enkele metoden konden praktisch ongewijzigd worden oVeryg o
nomen. In dit geval wordt enkel het principe vermeld. De meeste
echter dienden aan de bijzondere eisen van het onderzoek op doornhaai
te worden aangepast. Alle metoden werden op hun bruikbaarheid en Te—

produceerbaarheid onderzocht.

Voor de kolorimetrische bepalingen werden ofwel een Coleman
Junior spektrofotometer met ronde cellen van 19 mm ofwel een Vitatron

Model UC 100 kolorimeter met vierkante kuvetten van 10 mm gebruikt.
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De meeste invloedsfaktoren werden met behulp van de metode
met gepaarde vergelijkingen (variante van de t-test) statistisch

getoetst volgens :

£ met (n - 1 vrijheidsgraden), waarbij

J Q/VTT

]
]

gemiddeld verschil tussen de paarsgewijze uitgevoerde proeven

s = standaardafwijking van de verschillen

n]
i

aantal paren
Voor het bepalen van de reproduceerbaarheid van de metoden
werd de standaardafwijking uit de in meervoud uitgevoerde proeven

berekend volgens de range-metode (Bauer 1960)

s Waarbij

1]
I
<)
5 e

d = gemiddeld verschil tussen hoogste en laagste proefresultaat
Cn = ko&fficiént afhangend van het aantal herhalingen (n) j C is
respektievelijk 1,13 voor n = 2 § 1,69 voor n = 3 en 2,06 voor

Nreadie

Voor het vergelijken van de standaardafwijkingen ten einde
eventuele verschillen in reproducecerbaarheid op hun signifikantie te
toetsen werd de F-test gebruikt wanneer slechts twee reecksen van
waarnemingen aanwezig waren. Voor meer dan twee recksen werd de

Hartley~-test (Hartly 1950) toegcepust.

Men neemt de grootste (qux) en de kleinste standaardaf-

T T 2 2
wijking (Smin) en berekent de verhouding Smax/smin

mag een bepaalde theoretische waarde, afhangend van het aantal te

e Deze waarde

vergelijken standaardafwijkingen en het aantal vrijheidsgraden, niet

overtreffen,
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2e2e1+ Ammoniake

Voor de bepaling van vrije ammoniak in biologische vloei—
stoffen heeft de metode van Conway (1962) brede toepassing gevonden.
Alhoewel relatief eenvoudig en zeer nauwkeurig bezit zij toch ernstige
nadelen, nl. (a) het verwijderen van het vet, dat noodzakelijk is wvoor
de luchtdichtheid, is niet altijd eenvoudig, (b) de diffusieduur is
relatief lang, (c) het gebruik van kolorimetrie als doseringstechniek
vereist het kwantitatief overhevelen van de absorptievloeistof, (d) de

cel is relatief duur.

Om deze reden werd gepoogd een gewijzigde mikrodiffusie—-
techniek toe te passen, die deze nadelen niet zou bezitten. Na talrijke
oriénterende proeven bleek dat de metode van Seligson en Seligson (1951)9
die werd voorgesteld om de vrije ammoniak in bloed te bepalen, aan vis
kon aangepast worden. Een vroegere mededeling verscheen hierover
(Vyncke en Merlevede 1963). Sedertdien werd de metode echter nog ge~—
perfektioneerd (Vyncke 1968).

Alle oplossingen dienen met ammoniakvrij water bereid te
worden. Voor met ionenwisselaars gedemineraliseerd water is deze voor—
waarde vervuld. Gewoon gedestilleerd water moet door een kolom Amber—

lite Monobed III of een analoog hars worden gezuiverd.

Nesslerreagens : volgende modifikatie bleek de grootste stabiliteit en

gevoeligheid te geven :

Oplossing 1 : los 40 g HgI, p.a. en 30 g KI p.a. in 100 ml water..

2
Oplossing 2 ¢ los 95 g NaOH p.as. in 1.000 ml water.

Meng 1 en 2 en laat drie dagen staan. Dekanteer de klare bovenstaande
vloeistof in een bruine fles en bewaar in het donker.

Verdun 1 : 25 voor gebruik. De stockoplossing is drie maanden houdbaar.




.,Tﬂ
I

]
B 24
4 ¥
[+
gerodeerd
P Y
uiteinde \\é 4
[
s 38
Fig. 6 — Mikrodiffusiefles

(afmetingen I1n mm)



Fig. 8 — Mikrodiffusierotator in horizontale stand
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2+.241.2. Apparatuur.

— Mikrodiffusieflesjes.

De door Seligson en Seligson (1951) voorgestelde penicilline—
flesjes werden na talrijke modifikaties uiteindelijk vervangen door
flesjes met gerodeerde hals (B24), voorzien van een doorboorde poly-—
ethyleen stop met glazen staaf. De staaf wordt vastgekleefd met ge—~
wone universeellijm 3 hierdoor is de stop tevens hermetisch dichte
Het uviteinde van de staaf is bolvormig verdikt en gerodeerd. De af-—
metingen zijn in figuur 6 vermeld. Met deze flesjes wordt het in—
brengen en het verwijderen van de staaf zonder de wanden te raken door
de B24~opening vergemakkelijkt. Deze opening is maximaal, daar men

rekening moet houden met het relatief kleine volume van de diffusie-—

fles,

— Mikrodiffusierotator.

De "Multi-Purpose Rotator" Model 150 V (Scientific Industries,
New York, U.S.A.) werd eerst beproefd, doch het vasthechtingssysteem
met klemmen voor de flesjes bleek niet geschikt te zijn. De rotatie-
kop werd dan ook vervangen door een zelfontworpen model (figuur 7).
Dit model bestaat uit drie schijven uit plexiglas van 27 cm diameter.
De eerste schijf dient als grondplaat voor de flesjes j de tweede is
voorzien van 12 openingen van 4 cm diameter. Deze twee schijven zijn
op de centrale as, op een afstand van 3,5 cm van elkaar bevestigd.,
De derde plaat heeft 12 openingen van 1 cm diameter die juist over de
glazen staven passen en komt op de stoppen van de flesjes te rusten.
Het geheel wordt door middel van een vlindermoer vastgedraaida. De
flesjes staan aldus in de rotatiekop stevig vast en zijn terzelfdertijd
hermetisch gesloten. De rotator kan zowel in horizontale als in ver—

tikale stand gedraaid worden (figuren 7 en 8).




2.2e143. Werkwijze.

Tien g vis worden gedurende 2 min. met 400 ml ammoniakvrij
water gehomogeniseerd 3 1 ml van de bovenstaande vloeistof (filtreren
is overbodig) wordt in een mikrodiffusieflesje gepipeteerd., Eén ml
verzadigde kaliumkarbonaatoplossing wordt toegevoegd en onmiddellijk
daarop wordt het uiteinde van de glazen staaf over + 5mminl1lXN
zwavelzuur gedompeld ;3 het overtollige zuur wordt afgeschud en de stop
wordt op het flesje geplaatst zonder de wanden te raken. De flesjes

worden in horizontale stand in de rotator geplaatst en vastgeschroefd.

De rotatiekop wordt in vertikale positie gewenteld, de motor
wordt aangeschakeld en op 50 toeren per minuut geregeld. Na 30 min

wordt het roteren stopgezet.

De staafjes worden uit de flesjes verwijderd, zonder de
wanden te raken en in een beker van 10 ml, dic 5 ml Nesslerreagens 1 :

25 bevat, geroerd. De extinktie wordt bij 400 nm gemetene.

Alle mikrodiffusiebepalingen moeten in strikt gestandardiseerde
omstandigheden worden uitgevoerd. Het volume van de diffusieflesjes,
de diffusieoppervlakten en de rotatiesnelheid kunnen gemakkelijk kon-
stant gehouden worden en zijn daarom van minder belang. Sterke varia—
ties in kamertemperatuur dienen echter vermeden te worden, vermits de

diffusieduur hierdoor beinvlioed wordt.

Het toevoegen van 1 ml verzadigde kaliumkarbonaatoplossing

brengt de pH op 12,2 tot 12,3, hetgeen een optimale diffusie verzekert.

De diffusie is na ongeveer 75 min beéindigd, maar ongeveer
92 % en 98 % (+ 1 %) ammoniak komen respektievelijk in 15 en 30 min
over. Er valt op te merken, dat wanneer de flesjes niet geroteerd

worden, de diffusie 18 tot 24 uur duurt.




2
\O
-

De diffusiekurven zijn zeer reproduceerbaar en in principe kan
dan ook een korte diffusieduur (bve. 10 min ) genomen worden. Het is
echter aan te raden 30 min te nemen, daar in deze omstandigheden de
rotatieduur niet nauwkeurig moet worden in acht genomen. Daarenboven
zijn, in dit geval, kleine fluktuaties in draaisnelheid zonder belang

(Seligson en Seligson 1951).

De extinktie van de oranje—-gele Nessleroplossing bleek ge-—
durende ca 30 min . stabiel te zijn. Wanneer de kolorimetrische be~
paling niet onmiddellijk kan geschieden, moet de oplossing van de
lucht afgeschermd worden. In 30 min vermindert de extinktie anders

met ongeveer 8 %.

Naast ammoniak produceren ook diverse andere verbindingen
een kleur met het Nesslerreagens. Voor vis betreft het vooral di-
methylamine en trimethylamine, die samen met ammoniak door de alka~
lisering vrijkomen, diffunderen en als sulfaat op het staafje worden
gebonden. Uit kontroleproeven uitgevoerd met 10 pig N van beide ver-
bindingen, overeenkomend met 40 mg N per 100 g vis, bleek dat in de
gegeven omstandigheden het Nesslerreagens niet gekleurd werd, en dat
het blijkbaar niet gevoelig genoeg is voor deze verbindingen in deze
koncentraties. Dimethylamine en trimethylamine storen dan ook de

ammoniakbepaling niet.

Uit kontroleproeven, uitgevoerd met 500}L g ureum bleek geen
ammoniak vri]j te komen, hetgeen ongetwijfeld aan de zeer korte dif-
fusieduur te wijten is. Dit is een belangrijk voordeel, daar de
metode aldus toelaat vrije ammoniak te bepalen in ureumrijke vissen,
hetgeen met de meeste andere metoden (bv. destillatie) niet mogelijk

is.
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22146+ Rendenent,

—— — — ——

Toegevoegde hoeveelheden ammoniak van 10 tot 100 mg N %
werden voor 99,2 % (s = 0,58 %) teruggedoseerd.

In het gebied van 20 tot 60 mg N % gaven de dubbelproeven ecn
standaardafwijking van 0,4 mg, hetzij een variatiekoéfficiént van
1,0 %» In het gebied 61 tot 150 mg bedroeg dit 1,1 mg, hetzij gemid-
deld 1,2 %.

22 02o UI‘eum.

De metode van Conway (1962) werd aan de versnelde mikrodif-

fusietechniek aangepast.

2.2.2+1. Reagens.

- Urease-oplossing ¢ 500 mg urease (Merck, 250.000 E/g) worden
met 100 ml fosfaatbuffer pH 7 (3 g NaZHPO4 + 2 g KH2P04 in 100 ml water)
gemengd. Men filtreert en verdunt 1 : 10 voor gebruik j is ongeveer

4 weken in frigo houdbaar.

2.2.202. Hi;t_vgez.i%;

Men homogeniseert 10 g vis in 400 ml ammoniakvrij water en
verdunt vervolgens 1 ml filtraat tot 50 ml. Men pipeteert hiervan 1
ml in een diffusieflesje en voegt 0,5 ml ureasefosfaatoplossing toe.
Men laat de hydrolyse gedurende 15 min. bij kamertemperatuur door—
gaan, voegt 1 ml verzadigde kaliumkarbonaatoplossing toe en voert
verder de ammoniakbepaling zoals beschreven in 2.2.1.3. uit. Men be~
paalt terzelfdertijd in een blanko-proef het oorspronkelijk ammoniak-
gehalte dat dan van het proefresultaat wordt afgetrokken vooraleer

het ureumgehalte wordt berekend. De urease—oplossing zelf geeft
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een extinktie ven E; = 0,025 (s = 0,0002).
De hydrolyseduur van 15 min verzekert een volledige omzet-—

ting van ureum en dient niet streng in acht te worden genomen.

2e20203e Invloedsfaktoren.

Kistiakowsky et ale. (1952) wezen op het feit dat de gebruikte
fosfaatbuffer door bepaalde aanwezige onzuiverheden op urease inhi-—
berend kan werken. Dit is vooral het geval wanneer de urease—oplog—
sing zeer verdund is. Voor de bepaling van de urease-aktiviteit ver—
kiezen Gorin en Chin (1966) dan ook trisbuffer te gebruiken, die ge-
makkelijk in zeer zuivere vorm te verkrijgen is. Ook tegenover metaal-—
ionen is urease gevoelig, waardoor het toevoegen van EDTA aangeraden

wordt (Shaw 1954).

Om dit te testen werden 20 vergelijkende proeven op visextrak—
ten uitgevoerd waarbij respektievelijk de normale fosfaatbuffer, een
tris-buffer (Gorin en Chin 1966) en een fosfaatbuffer waaraan lO~3M
EDTA werd toegevoegd, gebruikt werden. Alle extinkties waren be—

grepen tussen 0,200 en 0,300,

Teo,v. de fosfaatbuffer gaf de tris-buffer ecen gemiddeld
positief verschil van E = 0,002 (spreidingsbreedte : =0,017 tot +
0,020) en de EDTA-fosfaatbuffer E = 0,005 (spreidingsbreedte : =~0,022
tot + 0,025). Toepassing van de toets met gepaarde vergelijkingen

liet geen signifikant verschil uitkomen.

Ook de reproduceerbaarheid van de individuele waarnemingen
bleek niet wezenlijk te verschillen, Hiervoor werden de
standaardafwijkingen uit de vier herhalingen van iedere bepaling be-
rekend en bedroegen respektievelijk voor de fosfaatbuffer 0,006, voor

de trisbuffer 0,008 en voor de EDTA-fosfaatbuffer 0,007.
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De bovenvermelde werkwijze bleek aldus geschikt te zijn om
ureum in doornhaai-extrakten te doseren. Zij werd dan ook verder in

ongewijzigde vorm toegepaste.

Toegevoegde hoeveelheden ureum van 500 tot 1,000 mg % werden
voor 98,8 % (s = 1,2 %) terug bepaald.

In het gebied van 600 tot 2.000 mg % gaven de dubbelproeven
een standaardafwijking van 26 mg aan, overeenkomend met een variatie—

ko&fficiént van 2,0 %.

2.2.3, Trimethylamine (TMA).

Men bepaalt TMA meestal hetzij met de kolorimetrische pikraat-—
metode van Dyer (1945), hetzij met de mikrodiffusiemetode van Beatty
en Gibbons (1936) volgens het Conway-principe.

Alhoewel de metode van Dyer zcer gevoelig en reproduceerbaar
is, heeft zij enkele belangrijke nadelen : zij omvat veel bewerkingen
en is zeer gevoelig voor water en organische onreinigheden (vet, ae—
tergens). Het minste spoor vaen deze stoffen kan aanzienlijk fouten

geven.

De nadelen van de mikrodiffusie~techniek volgens Conway
werden in 2.2.1. aangehaald. Voor lage koncentraties aan TMA kunnen
grote afwijkingen optreden. Bij lange diffusieduur treedt daarbij
dikwijl hydrolyse van trimethylamineoxyde op (Spinelli 1964).

Daar met de versnelde mikrodiffusietechniek goede resultaten
voor ammoniak werden geboekt, werd getracht deze metode aan de TMA

dosering aan te passen.
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Hiervoor diende echter een kleurreagens gevonden te worden
dat gevoelig genoceg is en niet gestoord wordt door het water aanwezig
in het zwavelzuur 1N waarin het TMA geabsorbeerd is. Daarenboven

moest het relatief eenvoudig en rechtstreecks kunnen toegepast worden.

In de literatuur werden slechts enkele reagentia gevonden
die eventueel aan deze vereisten zouden voldoen : de chloraniltest
voor aminen (Sivadjian 1931), het Dragendorff-reagens (Bregoff et al.
1953), de reaktie van kaliumpentacyanoferraat en kobaltnitriet (Jacobs
en Hoffman 1931 j; Dyer 1945), het aminozuurreagens van Folin (natriun
naftochinon—4-sulfonaat) (1922), het fenolreagens van Folin en Ciocal—

teu (1927) en de reaktie met itaconinezuuranhydride (Wronski 1966).

Deze reagentia werden in ori&nterende proeven op hun bruik—
baarheid onderzocht en enkel het fenolreagens van Folin en Ciocalteu
bleek in aanmerking te kunnen komen. Het werd dan ook aan een verder

onderzoek onderworpen, en bleek geschikt om TMA in vis te doseren.

2e2e341s Werkwijze.

Eén ml visextrakt wordt aan de versnelde mikrodiffusie onder—

worpen, zoals beschreven in 2.2.1.3.

Het uiteinde van de glazen staaf wordt echter gedompeld in 4
ml Na2003 2% in 0,1 N NaOH 3 2 ml Folin-Ciocalteu-reagens (Merck,
verdund 1 : 10 voor gebruik) worden vlug bijgepipeteerd. Om geen ont-—
snapping van TMA (alkalisch midden) te hebben worden deze bewerkingen
in een proefbuisje met gerodeerde hals B24, waarin de staaf en de stop

van de mikrodiffusiefles juist passen, uitgevoerd.

De buisjes worden gedurende 1 uur in een termostatisch water—
bad bij 20° C + 0,1 C geplaatst en de extinktie wordt afgelezen bij
690 Nl e
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2.2¢3e2« Invlioedsfaktoren.

- Invloed van het oplosmiddel.

De kleurontwikkeling dient in alkalisch midden te gebeuren.
In het oorspronkelijk recept van Folin en Ciocalteu (1927) wordt 2 %
Na2003 opgegeven, In hun modifikatie van de metode voor de bepaling
van het eiwitgehalte met behulp van het fenolreagens geven Lowry et
al. (1951) echter de voorkeur aan 2 % Na2003 in 0,1 N NaOH, hetgeen
de pH doet toenemen en de gevoeligheid van de reaktie verhoogt. Beide
oplosmiddelen werden beproefd. Hiervoor werden tien vergelijkende
proeven met extincties van 0,050 tot 0,200 uitgevoerd. De oplossing
van 2 % Na2003 in 0,1 N NaOH (pH 10,59) gaf waarden die gemiddeld
34,1 % hoger lagen dan bij 2 % Na2003 (pH 9,52). De standaardafwijking

bedroeg hierbij 1,8 %.

Lowry et al. (1951) stelden vast dat het toevoegen van cu'
de kleurintensiteit van bepaalde aminozuren in het Folin-reagens ver—
hoogt. Dit bleek voor TMA niet het geval te zijn. Ook bleek het
overbodig een reaktieduur van 10 min vbddr het toevoegen van het

reagens in acht te nemen, zoals door bovenvernoemde auteurs vermeld,

— Invloed van de temperatuur.

De temperatuur blijkt een grote invloed op de kleurontwikke~
ling vit te oefenen (figuur 9). De proeven werden tienmaal met 11,u.g
TMA-N uitgevoerd. De gemiddelde standaardafwijking bedroeg 0,0014
extinktie~cenheden. Om praktische redenen werd de bepaling bij 20° C

uitgevoerd.

- Invloed van de reaktieduur.

De invloed van de reaktieduur werd getest in tien dubbel-

proeven met 10 M g TMA-N uitgevoerd. Uit de resultaten die grafisch
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in figuur 10 zijn weergegeven (Sgem = 0,0015), bleek dat na 30 min.
9953 % van de maximale extinktie bereikt wordt. Het interval van

vertrouwen voor de individuele waarnemingen bedroeg + 1,6 (X = 0,05).

- Invloed van de diffusie.

Het was van belang na te gaan of de versnelde diffusie van

TMA aan de algemene mikrodiffusiewetten bezntwoordt.

De gemiddelde diffusiekurve (5 proeven met 8,5 M g N uitge~

voerd s 8 = 0,0013 tob 0,0016) is in figuur 11 weergegeven. Ook de
basisfunktie log g—é—;— = t.A1 (Conway 1962) werd berekend. Hierbij

is a de beginkoncentratie aan TMA, x de gediffundeerde hoeveelheid

TMA, t de diffusieduur en A, de absorptiesnelheidskonstante. De

1
funktie werd tevens in figuur 12 uitgezet. Hieruit blijkt dat een

rechte bekomen wordt met als vergelijking

a
log s 04,2045 t + 0,096

Het intercept 0,096 bleek met een waarschijnlijkheid van 99 % niet
signifikant van O te verschillen. Men kan dan ook aannemen dat de
diffusie van TMA volgens een reaktie van de eerste orde verloopt en
de vermelde basisfunktie volgt.

De gemiddelde absorptiesnelheidskonstante A, bedraagt 0,233

.]

(Sgem = 0,0081) en is aldus ongeveer 2,2 maal groter dan de konstante

voor ammoniak (0,104). De tijd voor 99,5 % diffusie bedraagt

log %%% / L2t o 10-min g

De diffusieduur kan dus korter genomen worden dan voor am—
moniak. Daar beide bepalingen echter meestal samen uitgevoerd werden,

werd een tijd van 30 min genomen.,
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- Invloed van ammoniak en dimethylamine,

Proeven uitgevoerd met 20,4 g van iedere verbinding toonden
aan dat de TMA-bepaling niet beinvloed wordt. Wat betreft ammoniak
betekent dit een nieuw voordeel t.o.v. de mikrodiffusiemetode volgens
Conway. Inderdaad, in deze laatste metode is het noodzakelijk het

ammoniak met formaldehyde te binden.

Wanneer hoeveelheden TMA van 1 tot 10 mg N % aan het vis—
extrakt werden tosgevoegd werd gemiddeld 99,5 % (s = 0,71 %) terug—

gevonden.

— — —— n—— o — i ———

In het gebied 1 tot 10 mg N % gaven de dubbelproeven een
standaardafwijking van 0,06 mg, hetzij een variatieko&fficiént van

1,25 %. Tussen 11 en 20 mg N % was dit 0,18 mg of 1,20 %.

24244+ Trimethylamineoxyde (TMAO).

In alle voorgestelde metoden wordt het TMAO eerst tot TMA
omgezet, dat dan volgens de boven beschreven technieken wordt ge-—
doseerd. Als reduktiemiddel werden tin, tinchloride, Devarda's
legering en titaanchloride beproefd. De moeilijkheid bestaat erin
ook bij lage koncentraties een volledige reduktie te bekomen. Bystedt
et al. (1959) toonden aan dat titaanchloride de beste resultaten
geeft. Hun metode werd hier verder onderzocht en aan de versnelde

mikrodiffusietechniek aangepast.

22 04 olle Ee_r_kﬁij_z_@_.

25 g vis worden met 200 ml trichloorazijnzuur 5 % gedurende

2 min gehomogeniseerd. In een maatkolf van 100 ml wordt aan 5 ml
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filtraat 1 ml TiCl3—oplossing 10 % toegevoegd. Na 1 uur wordt tot
100 ml verdund en het TMA-gehalte wordt op 1 ml bepaald zoals in
2.2+e3¢1« beschreven., In een blankoproef wordt het oorspronkelijk

TMA—-gehalte gedoseerd en afgetrokken van de TMAO-bepaling.

Voor het testen van de metode werd TMAO-HCLl (BDH) gebruikt,
waarvan het gehalte in oplossing door Kjeldahl-bepaling werd ge-—

doseerd.

-~ Hoeveelheid TiClB.

Twintig proeven werden uitgevoerd met respektievelijk 50 en

500 A g TMAO-N waarbij telkens 0,5 3 1 en 2 ml 10 % TiCl

B-Oplossing
werden gebruikt. De reduktietijd bedroeg 2 uur. Tussen 1 en 2 ml
TiCl3 bleek geen verschil voor te komen. De reduktie was hierbij
maximaal en bedroeg voor 50 Mg N 3 98,4 % (s = 1,9 %) en voor 500

Mg N 99,0% (s =1,5%). Tussen de drie standaardafwijkingen
bleek geen wezenlijk verschil te bestaan (Hartley-test). Toepassing
van de variantie—analyse toonde tevens aan dat de kleine genoteerde
afwijkingen (respektievelijk 1,6 en 1,0 %) niet signifikant van O
verschilden en dus binnen de grenzen van de proeffouten vielenes

Een toevoeging van 0,5 ml TiCl, gaf slechts een reduktie van

3
83,1 % (s = 2,5 %) en bleek dan ook onvoldoende te zijn.

— Reduktietijd.

Analoge proefnemingen met respektievelijk 30, 60 en 120 min
reduktietijd werden uitgevoerd. Tussen 60 en 120 min werd geen ver—
schil waargenomen en was de reduktie maximaal. De bekomen procentuele

hoeveelheden TMA bedroegen 98,3 % (s = 1,9 %) voor 50 s g N en 98,8 %




38.

(s = 1,5 %) voor 500 Mg, hetgeen overeenkomt met de vorige proeven.

Na 30 min was slechts 67,3 % (s = 2,9 %) gereduceerd.

Een reduktie van 1 uur is dan ook noodzakelijk maar tevens
voldoende hetgeen in tegenstelling met Bystedt et al. (1959) staat,

die 2 uur als minimale reduktietijd opgeven.

- Oxyderen van het overtollig TiCl3.

Wanneer de pikraatmetode toegepast wordt voor de TMA~bepaling
is het noodzakelijk het overtollige 'I‘iCl3 te reduceren m.a.w. te ont—
kleuren door toevoeging van enkele druppels kaliumnitraatoplossing
en een tiental minuten te wachten. Bij de hier beschreven diffusie—
metode is dit overbodig, hetgeen nog een voordeel voor deze metode

betekent.

-~ Rechtstreekse reduktie in de diffusiecel.

Er werd ook beproefd de reduktie rechtstreeks in de diffusie~
cel uit te voeren. Hiervoor werd aan 1 ml TMAO-oplossing 1 druppel
10 % TiCl3

2.2+3.1. beschreven uitgevoerd. De proef werd tienmaal met respek-—

—oplossing toegevoegd, Na 1 uur werd de diffusie zoals in

tievelijk 5, 10 en 15tﬁtg TMAO~N herhaald. De gemiddelde ijkkurve
bleek weinig van de vroeger bepaalde TMA-kurve af te wijken. Deze
metode was aldus in principe wel bruikbaar maar de reproduceerbaarheid
lag veel lager : de uit de dubbelproeven berekende standaardafwijking
bedroeg O,52}pxg t.0eve 0,15 Mg voor de metode met afzonderlijke

reduktie. Toepassing van de F-test gaf een signifikant verschil

(A = 0,01).

De onrechtstreeckse metode is dan ook te verkiezene
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Hoeveelheden TMAO van 50 tot 100 mg N % aan het visextrakt
toegevoegd werden gemiddeld voor 98,4 % (s = 0,96 %) terug bepaald.

— v — — - — —— —

De dubbelproeven gaven in het gebied 80 tot 200 mg N % een
standaardafwijking van 2,6 mg, hetzij een variatiekoé&fficidnt van

1,9 %.

2.2+.5, Methylamine.

Methylamine werd bepaald met de 1-fluoro-2,4—dinitrobenzeen~—
metode van Dubin (1960). Het wordt eerst door versnelde mikrodiffusie
gedurende 60 min afgezonderd en dan in het reagens opgelost in bo—
raatbuffer overgebracht. Na 10 min inkubatie bij 65° C wordt een
HCl-dioxaan oplossing toegevoegd en de extinktie bij 353 nm gemeten
(een Beckman DU spektrofotometer werd gebruikt). De invloed van
ammoniak was verwaarloosbaar. De standaardafwijking bedroeg 0,12 mg,
in het gebied 0,5 tot 1,5 mg N, overeenkomend met een variatieko&ffi-

ciént van 12 %.

2.2.6. Dimethylamine,

Dimethylamine werd bepazld volgens de metode van Dowden
(1938), gewijzigd door Dyer en Mounsey (1945). Bij een hoeveelheid
visextrakt wordt een koper—ammoniak-reagens (ammoniumacetaat, koper~—
sulfeat, natriumhydroxyde en ammoniumhydroxyde) en een oplossing van
koolstofdisulfide in benzeen toegevoegd. Met dimethylamine wordt geel

koperdimethyldithiocarbamaat gevormd dat kolorimetrisch bepaald wordt.

2.2¢7« Creatinine.

Voor de bepaling van creatinine in biologische stoffen wordt

meestal de Jaffé—reaktie (reaktie met pikrinezuur in alkalisch midden)
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toegepast. FEen metode werd hier op punt gesteld om het creatinine~—

gehalte rechtstreeks op visextrakten te bepalen.

2e2.T¢1e Nerkwijze.

50 g vis worden met 200 ml 5 % trichloorazijnzuuroplossing
gedurende 2 min gehomogeniseerd en 1 ml filtraat wordt in een maat—
kolf van 25 ml gepipeteerd. Men voegt 5 ml verzadigde pikrinezuur—
oplossing toe, 2 ml 10 % NaOH-oplossing en wacht twee minuten. Men

lengt tot 25 ml aan en kolorimetreert bij 490 nm.

— Hoeveelheid pikrinezuur.

Proeven met 0,5 %, k % en verzadigde pikrinezuuroplossingen
wezen uit dat deze laatste koncentratie de meest geschikte is. Met
1 %—oplossing worden weliswaar ongeveer dezelfde gemiddelden bekomen
maar de reproduceerbaarheid ligt tweemaal lager (s = 0,04 t.0eve

0,02 mg in het gebied 0,5 tot 1 mg/ml).

Hallmann (1960) gebruikte als reagens een natriumpikraatop~—
lossing in natriumhydroxyde. Dit reagens bleek echter blankowaarden
te geven die aan relatief grote schommelingen onderhevig waren. Won-
neer verzadigde pikrinezuuroplossing en 10 % NaOH afzonderlijk bereid
en gebruikt werden, werd dit verschijnsel niet vastgesteld. Deze

werkwijze is dan ook nauwkeuriger.

- Reaktieduur.

Met zuivere creatinine~oplossingen wordt reeds na ongeveer
2 min reaktieduur een maximale extinktie bekomen die tijdbestendig
is. Met visextrakten echter stijgt deze laatste voortdurend door de
omzetting van het aanwezige creatine tot creatinine. De kolorimetrische

bepaling mag dan ook niet worden uitgesteld.




41.

De Jaffé~reaktie is niet volledig specifiek voor creatinine.
Bepaalde stoffen zoals glucose, ribose, glucuronzuur, ascorbinezuur,

enz. storen de reaktie, maar zijn weinig of niet in vis aanwezig.

Kontroleproeven op ureum, TMA, TMAO en aminozuren uitgevoerd
gaven negatieve resultaten. De hier toegepaste rechtstreekse metode

bleek dan ook verantwoord te zijn.

Toegevoegde hoeveelheden creatinine van 15 tot 50 mg %

werden gemiddeld voor 97,6 % (s = 1,7 %) teruggedoseerd.

Voor een koncentratie van 15 tot 70 mg % werd uit de dubbel—
proeven een standaardafwijking van 0,88 mg bekomen overeenkomend met

een variatieko&fficidnt van 2,1 %.

2.2.8. Crogtine.

Creatine werd eveneens rechtstreeks op visextrakten bepaald.

Door waterafsplitsing gaat het in creatinine over.

2.208.1. Nerkwijze.

10 ml visextrakt worden tienmaal verdund. Men pipetecert
hiervan 1 ml in een maatkolf van 25 ml en voegt 3 ml 1 N zwavelzuur
toe. Men verhit bij 110° C gedurende 5 uur. Het creatininegehalte
wordt bepaald zoals in 2.2.7.1. Het in een afzonderlijke proef be—

paalde oorspronkelijke creatininegehalte wordt afgetrokkens
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2.2+8.2+ Invloedsfaktoren.

- Gebruikte zuur.

Hughes (1960) stelde voor de waterafsplitsing rechtstreeks
met het pikrinezuurreagens uit te voeren. Deze werkwijze bleek echter
weinig reproduceerbare resultaten te geven : in het gebied 0,5 tot. 1,5
mg/ml bedroeg de standaardafwijking 0,12 mg t.o.v. 0,02 mg voor

zwavelzuur.

Met 3 ml H,S0 A 1 N wordt in 5 uur 99,6 % van het creatine
omgezet (8 = 1,9 %). Met 1,5 ml bedraagt dit slechts 90,4 % (s =

1,8 %),

-~ Reaktieduur.

Ne 3 uur was 94,7 % (s = 5,2 %) en na 5 uur - zoals vermeld -
99,6 % (s = 1,9 %) creatine omgezet. De reproduceerbaarheid (n = 20)
bleeck signifikant te verschillen (F—test,(( = 0,01). Om deze reden

is het beter een hydrolyseduur van 5 uur te nemen.

2.2483.3+. Rendement,

Bij het toevoegen van hoeveelheden creatine wvam 100 tot 300

mg % werd gemiddeld 97,0 % (s = 2,1 %) teruggevonden.

In het gebied van 150 tot 550 mg % gaven de dubbelproeven
een standaardafwijking van 7,7 mg overeenkomend met een variatie-—

ko8fficiént van 2,2 %.

2l eTie X —aminostikstof.

2.2.9.1. Werkwijze.

Voor de bepaling van de oﬁ-aminostikstof werd na oriénterende
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proeven, waarbij de gasometrische metode van Van Slyke (1911) de for—
moltitratie en de ninhydrinemetode van Berger (1959) beproefd werden,

de voorkeur aan de kopermetode van Pope en Stevens (1939) gegevena

De reden hiervoor is dat deze metode eenvoudiger uit te voeren is,

geen reaktie geeft met ureum en ammoniak, die in de meeste andere
metoden storen, en anderzjds wel reageert met proline en hydroxyprolinc,
die in doornhaai in relatief hoge koncentraties blijken voor te komen

en die bv. met de klassiecke metode van Van Slyke niet bepaald wordene.

De metode van Pope en Stevens is gebaseerd op het feit dat
wanheer een suspensie van koperfosfaat aan een aminozurenoplossing
wordt toegevoegd, deze laatste met Cu.++ oplosbare verbindingen vormene.
Een koperdosering geeft aldus het C& —-gminogehalte. Pope en Stevens
voerden deze laatste bepaling jodometrisch uit. Wij hebben echter de
voorkeur gegeven aan de kolorimetrische bepaling met diethyldithio—
carbamaat § de werkwijze van Charlot (1961) werd hierbij als basis ge-—

nonene.

Voor de proef worden 20 g vis met 200 ml 5 % trichloorazijn~—
zuuroplossing gedurende 2 min gehomogeniseerd 3 3 & 10 nl filtraat
worden hiervan gebruikt. In enkele gevallen werd ook de extraktie
met 80 % alkohol (zie 2.2.11.1.) toegepast. Tussen beide metoden

bleek geen signifikant verschil voor te komen.

— — —— —— —— o —— —

Siees ++ -
— Weinig oplosbare Cu -aminozuur-~komplexene.

Sommige aminozuren (bv. cysteine, methionine, tryptofaan,
leucine, fenylalanine) vormen slechts weinig oplosbare koperkomplexen.
Wanneer ze echter met andere aminozuren gemengd worden, worden ze Wel

oplosbaar (Pope en Stevens 1939)° Twintig vergelijkende proeven
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werden uitgevoerd om na te gaan of het noodzakelijk is een zokere
hoeveelheid "oplosbaar" aminozuur toe te voegen. Hiervoor werden
telkens aan één proef bij 5 ml visextrakt (trichloorazijnzuur) 1,60
mg glycine (= 0,3 me N) toegevoegd, De andere proef werd normaal

uitgevoerd,

Alle extinkties waren tussen 0,100 en 0,400 begrepen. De
extinkties van de kontroleproeven werden van de test met toegevoegd

glycine afgetrokken. De toets met de gepaarde vergelijkingen toonde

oo

aan dat het gemiddeld positief verschil van 0,004 (spreidingsbreedte
-~ 0,007 tot + 0,013) ten voordele van de glycine-test met een waar-—

schijnlijkheid van 99 % niet signifikant wase.
Men kan dan ook besluiten dat in de gebruikte visextrakton
voldoende "oplosbare! aminozuren aanwezig zijn en dat het toevoegen

van glycine of een ander aminozuur overbodig is.

- Storende bestanddelen.

Ureum, TMAO en TMA bleken de bepaling niet te belnvloeden.
Volgens Clayton en Steele (1967) zou ammoniak (in urine) storen. Di%
werd getest met de koncentratices die normaal in het visextrakt aan—

wezig zijn en gaf een negatief resultaat.

- acwm wn amem

Wanneer 10 & 50 mg N % glycine, c(-alanine, leucine, phenyl-
alanine, threonine, tyrosine, asparaginezuur, arginine en valine aan
het visextrakt werden toegevoegd, werd gemiddeld 93,2 & 106,3 % terug-
gevonden (algemeen gemiddelde 96,4 %). De standaardafwijkingen liepen
hierbij van 2,4 tot 5,1 %.
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De dubbelproeven gaven een standaardafwijking van 1,6 mg
in het gebied 20 tot 120 mg N %, Dit komt overeen met een variatie-

ko&fficidnt van 2,3 %.

2.2,10, Peptiden.

2¢2+10.1. Werkwijze.

Voor de dosering van het peptidengehalte werden 3 ml van het
trichloorazijnzuur extrakt (zie 2.2.8.1.) in een ampulle van 10 ml
gepipeteerd. Na toevoegen van 3 ml gekoncentreerd HCL werd deze toe-
gesmolten en werd de oplossing gedurende 21 tot 24 u bij 110° C +
0,5° C gehydrolyseerd. Het c& —amino—gehalte werd dan volgens 2.2.8.7.
bepaald. Het oorspronkelijk aanwezig vrij aminozurengehalte werd af~

getrokken.

2.2.10.2., Invloedsfaktoren,

— Hydrolysemetode.

Voor de hydrolyse kon tussen de refluxmetode en de werkwijze
met toegesmolten hydrolysebuis worden gekozen. Tien vergelijkende
proeven met oplossingen tussen 50 en 60 mg N worden uitgevoerd met
de boven beschreven metode enerzijds, met reflux onder stikstofstroom,
anderzijds. Het gemiddeld verschil bedroeg + 2,4 mg (spreidings--
breedte -~ 2,1 tot + 6,3 mg) ten voordele ven de reflux-metode, maar
was met 99 % waarschijnlijkheid niet signifikant. Daar deze metode
daarenboven omslachtiger is, werd de voorkeur aan de werkwijze met

toegesmolten ampullen gegeven.

— Hydrolyseduure.

Bepalingen uitgevoerd na respektievelijk 12, 15, 18, 21 en
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24 u toonden aan dat na 21 u geen verhoging van het 0< —amino~gehalte
meer plaats greep.

2:.210.3. Reproduceerbaarheid,

e wvnh wmoe et W emn ey e . —

Tussen 5 en 70 mg N % gaven de dubbelproeven een standaard—

afwijking van 1,6 mg, hetzij een variatieko8fficidnt van 4,3 %.

2.2011o. Vrije aminozuren.

De scheiding van de vrije aminozuren werd met bidimensionele
dunnelaagchromatografie uitgevoerd. De kwantitatieve bepaling ge—
schiedde door rechtstreeks densitometrie en automatische registratie
en integratie van de bekomen pieken. Cysteine, cystine, proline en

hydroxyproline werden evenwel met andere metoden gedoseerd.

e vcmn wmw | — - - - — — — — — o— — t—

De metode van Awapara (1948) werd aangepaste. Men homogeni-—
seert 7,42 g vis (met een gemiddeld droge stofgehalte van 24 %) met
25 ml absolute ethanol gedurende 1 min. Men voegt driemaal 50 ml 80 %
ethanol toe (telkens 1 min homogeniseren). Na filtratie worden 25 ml
in een maatkolf van 100 ml gepipeteerd, die met chloroform wordt aan-—
gevuld. Er scheidt zich vrij vlug een waterige laag af (+ 5 ml) die
de vrije aminozuren bevat en vrij is van lipiden en de meeste kool-

hydraten en zouten.

Voor papierchromatografie moet het extrakt dan hetzij door
lyophilisatie, hetzij door vakulindestillatie worden gekoncentreerd
(Hughes 1959 s Jones 1959 s Ranke 1960). Dit bleek echter met de hier

toegepaste werkwijze overbodig te zijn (zie verder).

Er werd echter nagegaan of door verwarmen van de alkohol een

hoger rendement bekomen werd. Proeven met alkohol die op 50° C werd
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verwarmd en waarbij het homogenaat vbdr filtreren gedurende 60 min

bij 50° C gehouden werd gaven echter geen signifikante verschillene.
Het toevoegen van diverse aminozuren bleek een rendement van gemiddeld
94,3 % (s = 2,4 %) te geven, wanneer de OK —~aminostikstof bepaald

werd volgens de metode beschreven in 2.2.8.1.

Men neemt algemeen aan dat hoge koncentraties aan ureum de
chromatografie storen (Block et al, 1958 s Pataki 1966 3 Stahl 1967).
Tijdens onze proeven bleek dit echter niet het geval te zijn. In-
tegendeel, het toevoegen van een spoor urease om ureum te ontbinden,
zoals door bovenvermelde auteurs wordt voorgesteld, bleek de reprodu--
ceerbaarheid van deigﬁwaarden ongunstig te beinvloeden en meer diffuse

vlekken te veroorzaken.

e w— w—— — — —— —— (o — o — m——n

- Platen.

Celluloseplaten van 20 x 20 cm Schleicher & Schiill (nr.
1.440) werden gebruikt, daar zij een hogere reproduceerbaarheid dan
zelf Dbereide platen bleken te bezitten, hetgeen voor kwantitatieve

bepalingen belangrijk is.

- Aanbrengen van het te scheiden mengsel.

De aminozurenoplossing werd in frakties van 11/11 op de plaat
gespot. Telkens werd de vlek met een warme luchtstroom gedroogd.
Ten einde de opeenvolgende vlekken op precies dezelfde plaats aan te
brengen werd gebruik gemaakt van een heftafel van 30 x 30 em voorzien
van een schabloon uit plexiglas waarin de platen konden worden ge—
schoven (figuur 13). De plaat werd dan telkens tot juist tegen de
druppel van 1 M1 onderaan een precisie-—doseerspuit met micrometer-
schroef Agla (Burroughes Wellcome Co., Londen), gebracht en dan on—
middellijk iets terug naar beneden gedraaid. Meestal werd 10 /A,l
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gespot. Wanneer echter van bepaalde aminozuren te sterke koncentraties

voorkwamen werden kleinere hoeveelheden genomen,

— Ontwikkeling.

Voor de bidimensionele ontwikkeling werden de diverse loop--
middelen door Pataki (1966) vermeld, beproefd. Verder werden eveneens
volgende kombinaties uitgetest : Butanol-azijnzuur-water (431 3 5)/
Pyridine-amylalkohol-water (7 : 6 : 6) (HSrhammer et al. 1963), Buta-
nol-azijnzuur-water (4 : 1 s 1)/Methanol~diethylamine 33 % (8 3 2)
(Blanc et al. 1965) en Methanol-chloroform— 25 % ammoniak (2 s 2 3 3 ¥4
Methanol-water—pyridine (20 : 5 ¢ 1) (Bondivenne en Busch 1967). Ook
de multidimensionele techniek (vier loopmiddelen) van Von Arx en

Neher (1963) met onverzadigde kamers werd beproefd.

Daar echter geen enkel loopmiddel volledige bevrediging
bleek te geven werd naar andere solventsystemen gezocht. Voor de
scheiding van de in doornhaai aanwezige vrije aminozuren bleken twee

kombinaties noodzakelijk te zijn.

De meeste zuren konden door het systeem methanol-butanol -
17 % ammoniak (80 : 20 : 20)/fenol~Water (75 ¢ 25 + 25 mg NaCN) worden
gescheiden, Hydroxyproline en proline (gele vlekken) overlapten ge-
deeltelijk respektievelijk {5 —~alanine en methionine maar de inter—
ferentie was verwaarloosbaar daar de iminozuren bij 525 nm praktisch
geen extinkiie vertonen. Voor de bepaling van lysine, ornithine,
asparaginezuur en glutaminezuur werd dezelfde kombinatie gebruikt j
in de ontwikkelkamer werd echter tijdens de tweede ontwikkeling een

bekertje sterke ammoniak geplaatst.

De ontwikkeling werd volgens de voorschriften van Stahl
(1967) in glazen kamers, volledig belegd met filtreerpapier om een

oververzadigde atmosfeer te verwezenlijken, doorgevoerd. Per kamer
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werden twee platen in loodrechte stand ontwikkeld. Als loopafstand
werd 11 tot 12 cm genomen., De looptijden bedroegen hierbij respek—
tievelijk gemiddeld 2 u, 4u30 en 4u30 voor methanol- butanol— ammoniak,

fenol-water en fenol-water + ammoniake.

Alle proeven werden in vierdubbel uitgevoerd. De gemiddelde
Rf—waarden voor de drie systemen zijn in tabel 2 vermeld. Zij bleken
goed reproduceerbaar te zijn : de gemiddelde variatieko&fficiént be—
droeg 3,6 %. Op te merken valt dat met het loopmiddel fenol-water en
ammoniak in de gasfaze voor de basische aminozuren (histidine uitge~
zonderd) l-methylhistidine, anserine en carnosine, duidelijk hogere
R_.-waarden bekomen werden. Dit verschijnsel is in de papierchromato—

ik
grafie eveneens bekend (Block et al. 1958).

Bij bidimensionele - en daarenboven kwantitatieve -~ dunne—
laagchromatografie moeten de werkomstandigheden strikt gelijk genomen
worden. Na de eerste ontwikkeling werden de platen gedurende Jjuist
20 min bij kamertemperatuur met behulp van een hiervoor gebouwde een—
voudige ventilatorinstallatie gedroogd (figuur 14). Uit vergelijkende
proeven bleek het drogen bij hogere temperatuur (60° C) geen voor-

delen te bieden.

Na de tweede ontwikkeling werden de platen gedurende 45 min

in een geventileerde droogstoof bij 60° C (i.0,5° C) gedroogd.




Tabel 2 «~ Gemiddelde R

i

-waarden van de aminozuren (x 100).

50

Loopmiddelen (=)

Aminozuren

] 2 5

X -alanine 48 46 55
f3 -alanine 49 54 56
oA —aminoboterzuur 36 59 65
-aminoboterzuur 54 T2 e
arginine 20 39 85
asparaginezuur 18 15 10
cysteine 23 55 37
cystine 26 66 42
fenylalanine 2] 88 A
glutaminezuur 70 24 16
glycine 41 30 36
histidine 34 72 63
hydroxyproline 47 56 35
leucine 70 83 5
lysine 40 12 78
methionine 51 15 80
l-methylhistidine 44 40 91
ornithine 32 11 2
proline 50 89 84
sarcosine 55 67 67
serine 38 25 30
taurine 50 27 34
threonine 45 40 42
tyrosine 54 55 60
valine 66 T2 68
anserine 44 45 96
carnosine 34 28 85

2 : fenol-water (7

25)

(2) 1 ¢+ methanol-butanol - 17 % ammoniak (80 : 20 :
s

3 : fenol-water (+ ammoniak in gasfaze) (75 : 25)

20)
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~ Revelatiee.

Na 5 min werden de platen met 0,1 % ninhydrine in iso-—
propanol dat 2,5 % collidine bevat (aerosol Merck) besproeid. Zij
werden dan 30 min bij 60° C verwarmd. Figuur 15 geeft het vlekken—
patroon in werkelijke grootte van de aminozuren weer, respektievelijk

met loopmiddelenkombinaties 1-2 en 1-=3,

De platen werden dan in het donker bij 10° C tot 's ander—
daags bewaard. Deze temperatuur bleek meer reproduceerbare resultaten
dan de kamertemperatuur te geven. De enkele aminozuren met fenol-
water + ammoniak ontwikkeld, werden echter onmiddellijk gedoseerd daear

na enkele uren witte vlekken op de plaat verschenen.

Tijdens de oriénterende proeven, en telkens er twijfel be-
stond, werden ter identificering ook verschillende specifieke sproei—-
middelen gebruikt, nl. het Sakaguchi-, Pauly-, Ehrlich-, isatine—,
Dragendorff—- en vanilline-reagens, bereid volgens Stahl (1967).

2.2¢11¢3. Densitometrie.

De platen werden densitometrisch geanalyseerd met de auto-
matische uitrusting Photovolt TLC 530 voorzien van een registreer—
apparaat Varicord 42 en een automatische integrator Integraph 49
(Photovolt Corp., New York) 3 een kollimatisch diafragma van 0,1 x

15 mm en een filter van 525 nm bleken optimale resultaten te geven.

De ijkkurven werden met koncentraties van 0,1 tot 1 ME
opgesteld.,

Ter illustratie werden in figuur 16 de kurven van een
neutraal (leucine), basisch (arginine), zuur (glutaminezuur), aro-
matisch (fenyl-alanine) aminozuur, alsmede van een aminoguur met OH-

funktie (threonine) weergegeven. Daar de kurven met stijgende kon-
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centratie een vlakker verloop kennen heeft men er belang bij het amino—
zuurgehalte relatief laag te houden. Hiermede worden trouwens sommige

vlekken beter gescheiden.

Tussen 30 min en 20 u bleek de kleurintensiteit met 1 tot

10 % te verhogen.

Uit de proeven die in vierdubbel werden uitgevoerd bleek dat
in het gebied 0,1 tot O,SIM,g, waarin meestal werd gewerkt, de stan—
daardafwijking voor de diverse aminozuren van 0,012 tot 0,066 Me
schommelde (tabel 3) hetgeen overcenkomt met een variatieko8fficidnt

van 4 tot 22 %.

De reproduceerbaarheid van de metode schommelt dan ook vol—
gens het aminozuur en de koncentratie tussen + 8 tot + 44 % (indivie

duele waarden, d = 0,05).
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Tabel 3 - Standaardafwijkingen (in Mg) en variatiekodfficidnten (%)
van de aminozuren (=).

S v
o, —alanine 0,021 I
(3 -alanine 0,013 10
arginine 0,042 14
asparaginezuur 0,043 14
fenylalanine 0,018 6
glutaminezuur 0,050 i
glycine 0,058 19
histidine 0,066 22
leucine @013 4
lysine 0,047 16
methionine 0,067 22
ornithine 0,057 19
sarcosine 0,040 13
serine 0,050 1
taurine 0,014 10
threonine 0,032 11
tyrosine 0,042 14
valine 0,013 4

(&) Voor lysine, ornithine, glutaminezuur en asparaginezuur
loopmiddelen 1 en 3 3 andere aminozuren : 1 en 2,

2.2.12. Qysteine en cystine.

2+2:1241. Werkwijze.

De metode van Fernande en Henry (1965) werd gebruikte.
Hierbij geeft cysteine met 2,6~dichloro-p-benzochinon een rode kleur
met maximale extinktie bij 510 nm. Het reagens is specifiek voor de

struktuur NH2 - CH2 - CH2 —~ SH (cysteamine) en is onafhankelijk van



54.

de aanwezigheid van vrije of gedsterificeerde groepen (cysteine,
methylcyste:'ine)° De gevoeligheid van de metode blijkt zesmaal groter
te zijn dan deze van de klassieke metode van Sullivan met Folin— rea-

gens (1,2-naftochinon-4-sulfonaat).

Cysteine wordt rechtstreeks bepaald. Cystine wordt eerst
door koper-—I-chloride gereduceerd en als cysteine-koper-I-merkaptide
neergeslagen 3 dit wordt dan door het doorleiden van waterstofsulfide
ontbonden en het vrijgestelde cysteine bepaald. Het oorspronkelijk

cysteine—gehalte wordt afgetrokken.

Fernandez en Henry, die de metode voor urine op punt stelden,
konden vrij cysteine alleen niet bepalen, daar de ontwikkeling van
het chromogeen in sterk zwavelzuurmidden dient te geschieden en hiecr—
door een donkere kleur in de urine ontstaat. Voor trichlooraszijnzuur-
extrakten van doornhaai bleek dit echter het geval niet te zijn zodat

beide aminozuren konden worden gedoseerd.

2:.2012.2. Storende faktoren.

—rrn | — — — oo— — — 2

TMAO, TMA, ureum, ammoniak en aminozuren bleken geen invloec

op de bepaling te hebben.

Wanneer tienmaal een hoeveelheid cysteine van 5 tot 15 mg %
toegevoegd werd, werd gemiddeld 98,3 % (s = 2,1 %) teruggevondens
Voor cystine bedroeg dit voor dezelfde hoeveelheden 96,4 % (8 = 3,5 %).

Voor cysteine werd in het gebied 7 tot 23 mg % een standaard-—

afwijking van 0,39 mg gevonden hetzij een variatiekod&fficiént van

2,6 %.
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Voor cystine bedroegen deze cijfers tussen 8 en 16 mg % res—

pektievelijk 0,44 mg en 3,7 %.
2.2.13. Proline.

2.2.13.1. WHerkwijze.

De metode van Troll en Lindsley (1955) werd toegepaste. Hier-
bij wordt ninhydrine in sterk zuur midden gebruikt j met proline en de
basische aminozuren wordt een relatief stabiel rood komplex bekomens
De basische aminozuren worden vbdr de proline-bepaling met een zwak
zure ionenwisselaar (Zeokarb 226, H+—vorm) verwijderd., Daar dit in
neutraal midden dient te gebeuren, omdat anders proline-verliezen op-
treden, werd een alkohol—-chloroformextrakt i.p.v. een trichloorazijn—

zuurextrakt gebruikt (zie 2.2.11.1.).

Cysteine stoort echter in de metode van Troll en Lindsley.
Br werd beproefd dit te vermijden door een permierenzuur-~oxydatie uit
te voeren, waardoor cysteine en cystine in cysteinezuur omgezet worden,
dat de kolorimetrische prolinebepaling niet stoort. (Wren en Wiggall
1965). Deze werkwijze bleek echter zeer omslachtig te zijn en vermin-
derde daarenboven de reproduceerbaarheid : de variatieko&fficiént steeg
van 3,7 tot 6,2 % (dubbelproeven). Daar cysteine echter met ninhydrine
in sterk zuur midden goed reproduceerbare extinktiewaarden geeft (in
1967 stelde Gaitonde zelfs een metode voor de bepaling van cysteine
volgens hetzelfde principe voor) werd verkozen een korrektiefaktor
hiervoor in te voeren : de equivalente extinktiewaarde overeenkomend
met het gehalte aan cysteine bepaald volgens de in 2.2.12.1. beschreven

metode werd van de proline-waarden afgetrokken.

Volgens Messer (1961) zouden diverse aminozuren, dipeptiden

en tripeptiden storen en zou het toevoegen van glycine dit beletten.
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Uit de vergelijkende proeven werd een gemiddeld positief ver-
schil van 3,4 mg % (spreidingsbreedte — 1,5 & 4,9 mg) ten voordele van
glycine bekomen, Dit verschil was echter met 99 % waarschijnlijkheid
niet signifikant. Tyrosine en hydroxyproline die volgens Wren en
Wiggall (1965) eveneens kunnen storen, bleken in de koncentraties die

in doornhaai voorkomen een verwaarloosbaar kleine invloed te hebben.

Wanneer hoeveelheden van 20 tot 50 mg % proline aan het vis—
extrakt werden toegevoegd werd gemiddeld 96,3 % (s = 3,1 %) teruggge—

vonden.

— — — —— — o— — f—

De dubbelproeven gaven een standaardafwijking van 2,8 mg of

een variatieko8fficidnt van 3,7 % in het gebied 30 tot 120 mg %.

2.2¢14. Hydroxyproline.

20201441, Herkwijze.

De metode van Neuman en Logan (1950) gemodificeerd door
Blomfield en Farrard (1964) werd gekozen. Hierbij wordt hydroxyproline
met waterstofperoxyde geoxydeerd § met p—dimethylaminobenzaldehyde

(Ehrlich-reagens) wordt dan een rode kleur bekomen.

Eén ml gefiltreerd trichloorazijnzuur-—extrakt van doornhaai
wordt in een maatkolf van 25 ml gepipeteerd. Men voegt 1 ml 0,05 M
CuSO4,l,5 ml 2N NaOH en 1 ml 6 % H202 toe en mengt zachtjes. De oxy-—
datie wordt in een waterbad bij 40° C gedurende 20 min uitgevoerd j
het overtollig peroxyde wordt door hevig schudden vernietigd. De
2804 en 5 ml 3 %

p—dimethylaminobenzaldehyde in n~propanol worden toegevoegd. De

kolven worden in een ijsbad afgekoeld, 2 ml 6,5 N H
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kleurontwikkeling geschiedt bij 70° C gedurende 50 min. De kolven
worden opnieuw afgekoeld, en onmiddellijk aangelengd met 40 % n~pro-—

panol. De extinktie wordt bij 560 nm gemeten.

~ Oxydatie—omstandigheden.

Blomfield en Farrard (1964) voeren de oxydatie bij 40° C

gedurende 10 min uit,.

Uit 10 vergelijkende proeven met koncentraties van 5 tot
15 mg % uitgevoerd, bleek echter dat een tijd van 20 min signifikant
hogere resultaten gaf (gemiddeld + 19,2 % met een spreidingsbrecdte
van + 2,3 tot + 25,6 %). Boven deze tijdsduur bleek geen vermeerdering

meer voor te komen.

Stegemann (1958) stelde voor chloramine T i.pev. H202 te
nemen daar met dit reagens de gevoeligheid en de stabiliteit van het
hydroxyproline~chromogeen verhoogd worden, vooral wanneer de gehalten

zeer laag zijn.

In de koncentraties waarin hydroxyproline echter in doorn-—
haai voorkomt werd dit niet vastgesteld. Tien vergelijkende proeven
in het gebied 5 tot 15 mg % gaven een verschil van + 2,5 % (spreidings—
breedte — 5,4 tot + 8,7 %) dat met een waarschijnlijkheid van 99 %

niet signifikant bleek te zijn.

~ Stabilisering van de kleur.

Bergman en Loxley (1963) vermeldden dat n-propanol, dat in
de metode van Neuman en Logan als oplosmiddel voor het Ehrlich-rea—
gens gebruikt wordt, een weinig stabiel chromogeen geeft. Zij stelden

voor isopropanocl te nemene
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Tijdens 10 dubbelproeven met 10 mg % hydroxyproline uitge—
voerd werd dit feit echter niet vastgesteld, Noch de standaardafwij-—
kingen (0,32 en 0,34 mg) noch de gemiddelden (9,8 en 10,3 mg) verschil-

den signifikant,

2e2 el ee Rondementt

Wanneer hoeveelheden hydroxyproline van 5 tot 15 mg % aan
het extrakt werden toegevoegd, werd gemiddeld 94,8 % (s = 3,2 %)

teruggevonden.

De dubbelproeven gaven in het gebied van 5 tot 21 mg %

een standaardafwijking van 0,44 mg, hetzij een variatieko&fficisnt van

334 %e

224156 Vrij choline.

Bij alle gebruikelijke metoden voor de dosering van Vrij
(en gebonden) choline (met ammoniumreineckaat, perjodide, fosfomolyb—
daat) vormt de scheiding van betaine en choline het hoofdprobleem.
Daarenboven storen talrijke aminozuren in meer of minder sterke matec.
Daar in doornhaai relatief veel betaine voorkomt, diende een metode
op punt gesteld te worden die de scheiding op eenvoudige wijze door-—

voert en voldoende specifiek voor choline is.

Een aanpassing van de adsorptiemetode met florisil, door
Lim en Schall (1964) voor de dosering van het tdamaal cholinegehalte

in voeders voorgesteld, bleek aan deze eis te voldoen.

242415.1, Werkwijze.

Men bereidt een dunne brij ven 4 g florisil (Floridin

Comp., Tallahassee, Florida, USA) in 10 ml methanol en laat 10 tot
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15 sec bezinken. Men giet de fijne deeltjes die in suspensie blijven
af en brengt de florisil op een kolom van 30 cm hoogte en 1 cm dia—

meter door toevoegen van methanol over.

Een choline-oplossing (1 tot 4 mg) die vooraf op pH 2 tot
6 gesteld werd, wordt op de kolom gegoten. Men spoelt achtereenvolgens

met 5 en 10 ml methanol en tenslotte met 10 ml 10 % aceton,

Men voegt 5 ml ammoniumreineckaat-—oplossing (2 %) toe en
wast de overmaat met 20 ml ijsazijn uit. Men elueert de roze band
cholinereineckaat met 10 ml aceton en kolorimetreert bij 525 nm. Daar
cholinereineckaat lichtgevoelig is (Ackerman en Salmon 1960) dient
een sterke belichting (bv. rechtstrecks zonlicht) vermeden te worden
en de metingen niet uitgesteld te worden. Proeven toonden verder aan

dat telkens een nieuwe kolom dient gebruikt te worden.

2¢2¢1542« Storende bestanddelen.

Proeven uitgevoerd met betaine, TMA, 15 aminozuren, creatine,
creatinine (3 mg op kolom) en met ureum en TMAO (24 mg) toonden aan
dat enkel TMA stoorde (E = 0,190). Voor de overige bepalingen werden
extinktiewaarden van 0,003 & 0,022 t.0.v., aceton gevonden, terwijl de
blankowaarde (water) gemiddeld 0,012 bedroeg. Het feit dat betaine

geen invloed heeft kan hier benadrukt worden.

Voor de verwijdering van TMA werd volgende oplossing g~
vonden. Door toevoeging van base werd TMA vrijgesteld en in 10 min
kwantitatief overgedestilleerd. Alhoewel het bekend is dat choline
in basisch midden gemakkelijk in TMA overgaat bleek de hier toegepaste
werkwijze (vooral de korte tijdsduur) slechts een verlies van 3 13%
te geven, dat goed reproduceerbaar was. Daarenboven was de ijkkurve

na destillatie bepaald rechtlijnig.
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Voor de praktische uitvoering worden 50 g vis met 100 ml
trichloorazijnzuuroplossing 5 % gehomogeniseerd § 40 ml van het fil-
traat worden in een destillatiekolf van 100 ml gebracht en met 10 %
NaOH (+ 2,5 ml) op pH 11-12 gebracht. Men destilleert gedurende 10
min. , brengt op pH + 5 met ijsazijn (i 1 ml) en voert de choline-be—

paling nit moals dn 2.2.15.1,

Voor pas gevangen vis, die praktisch geen TMA bevat, kan

het extrakt rechtstreeks op de kolom gebracht worden.

1 tot 8 mg % toegevoegd choline werden gemiddeld voor 97,4 %
(s = 4,9 %) teruggedoseerd.

De dubbelproecven gaven in het gebied van 3 tot 9 mg % een
standaardafwijking van 0,27 mg aan, overeenkomend met een variatie—

koéfficiént van 4,5 %.

2.2.16, Betalne.

Voor de bepaling van betaine stellen zich dezelfde problemen
als voor choline, nl. dat talrijke interfererende verbindingen voor-
komen. Door het gebruik van een gemengde ionenwisselaar, zoals door
Carruthers et al. (1960) voorgesteld, bleken choline en vrije amino-
zuren volledig geadsorbeerd te worden terwijl betaine niet gebonden
werd. TMA en TMAO kwamen daarentegen eveneens in het eluaat terecht
en stoorden de reinesckaatbepaling. TMA kon verwijderd worden door
het TMA-reineckaat bij pH 8,5-9 neer te slaan en af te filtreren.

Dit slaagde echter niet met TMAO en pogingen om het met diverse re-
duktiemiddelen (tin, titaanchloride, Dewarda's legering, koper) in

TMA om te zetten bleven zonder gunstig resultaat. Er werd echter
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vastgesteld dat TMAO met reinéckaat reproduceerbare resultaten geeft.
Daar het gehalte afzonderlijk gedoseerd wordt (zie 2.2.3.) kon hier

gemakkelijk een korrektiefaktor worden ingevoerd.

De kolorimetrische bepaling van betaine met reineckaat is

gebaseerd op de metode van Glick (1944).

24241 6(1 . E_e_:_r_ky_ig_zg_.

Men bereidt een kolom met 2 volumes De-Acidite FF (OH ) en 1
volume Amberlite IRC-50 (H+), volgens de voorschriften van Carruthers
et al. (1960).

20 g vis worden met 200 ml 80 % ethanol gedurende 2 min gem
homogeniseerd. Het filtraat wordt in een roterende vakulinmverdamper

tot 50 ml gereduceerd en over de kolom gebracht.

Men voegt bij 10 ml eluaat 10 ml 5 % ammoniumreineckaatop~
lossing en brengt de pH op 8,5-9 met NaOH. Om het neerslaan te vergem~
makkelijken wordt de beker in een op =10° C gekoelde vloeistof ge—~
plaatst. Men filtreert op filtreerkroes G3 en brengt het filtraat op
pPH 1,2, Men koelt af, filtreert en wast het neerslag driemaal met
ether (150 ml ether + 1 ml water). Het neerslag wordt in 70 % aceton

opgelost en bij 525 nm gekolorimetreerd.

2¢e2+1642+ Rendemente

50 tot 100 mg betaine werden voor 93,5 % (s = 5,3 %) terug-—

gevonden.

De dubbelproeven gaven in het gebied van 60 tot 290 mg %
een standaardafwijking van 9,6 mg aan, hetzij een variatieko®ffici&nt

van 5,5 %.
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2¢2e17+ Waterstofsulfide.

22351 7.1 . Kezkiiizgo

De metode van Brenner et al. (1953) werd toegepast. Het
waterstofsulfide wordt door aanzuren van een visextrakt vrijgesteld
en door een COz—stroom meegesleurd. Het wordt dan in een zinkacetaat—
oplossing geabsorbeerd en met p—aminodimethylaniline, HCl en ijzer—
III-chloride behandeld waardoor methyleenblauw ontstaat, dat bij 660

nm wordt uitgemeten.

Het visextrakt wordt bereid door 50 g doornhaai met 200 ml
gedestilleerd water gedurende 2 min te homogeniseren en te filtreren ;

25 ml worden gebruikt.

Voor hoeveelheden van 5 tot 25 M g % gaven de dubbelproeven
een standaardafwijking van 0,28 Mg aan, hetzij een variatieko&fficidnt

van 1,8 %.

2.2:+18¢ Indol,
De metode van de AOAC (1960) werd toegepast.
Hierbij wordt indol uit een waterig extrakt overgedestilleerd
en na extraktie met chloroform, met p-dimethylaminobenzaldehyde kolo-

rimetrisch bepaald.

2.2.19. Vluchtige reducerende stoffen (VRS).

242419410 Werkwijze.

Bij deze metode worden de vluchtige reducerende stoffen die

in een bepaald tijdsinterval (meestal 40 min ) door adratie vrijkomen
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globaal gedoseerd. De metode van Farber en Ferro (1956) werd hierbij
toegepast. Het principe hiervan is als volgt. ZEen aératiekolf en een
reaktiekolf zijn met elkaar via een luchtpomp in gesloten kringloop
verbonden. In deze twee kolven wordt respektievelijk vissap en kalium—
permanganaatoplossing gebracht. De luchtpomp brengt de vluchtige re-—
ducerende stoffen in de permaganaatoplossing over waar ze geoxydeerd
worden. Door terugtitratie met natriumthiosulfaat wordt het aantal

mikro-equivalenten VRS bepaald.

De metode van Farber en Ferro (1956) werd ongewijzigd gevolgd
met uitzondering van de gebruikte luchtpomp. FEr werd immers vastgesteld
dat de reproduceerbaarheid van de bepalingen veel te wensen overliet
wanneer een diafragmapomp gebruikt werd, zoals door deze auteurs opge-
geven : de standaardafwijking, berekend uit veertig dubbelproeven in
het gebied 5 tot 35 Meq uitgevoerd, bedroeg 3,7 Meqg. De reden is dat
het debiet moeilijk konstant kan worden gehouden, zelfs wanneer een

aérometer wordt tussengeschakeld.

Na het testen van diverse olievrije pompen bleken slangen—
pompen (WAB, Bazel, Zwitserland) de beste reproduceerbaarheid te
geven. Daarenboven kunnen dergelijke pompen gemakkelijk aan éénzelfde
as verbonden worden waardoor in ieder apparaat hetzelfde debiet wordt

bskomen.

Voor de VRS-bepaling is vissap nodig. Om dit te extraheren
gebruiken Wittfogel en Gebhardt (1957) een elektrische centrifuge,
Banks (1955), Farber en Ferro (1956) en Connell (1957) diverse typen
mechanische of hydraulische persen. Voor doornhzai bleek een elek—
trische centrifuge wegens de gelatineuze konsistentie van het visvlces
niet te kunnen gebruikt worden. Ook het aanwenden van een hydraulische

pers (Apex 10 ton, London) en verschillende soorten handpersen (type
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fruitpersen) bleek slechts een zeer gering rendement te geven en zoer

omslachtig te zijn.

Om deze reden werd gepoogd een techniek op punt te stellen
die toelaat op relatief eenvoudige wijze vissap uit doornhaai (en

andere vissen) te extraheren.

Na talrijke oriénterende proeven bleek een kleine handpers
met schijven, mits aanpassingen, uitstekend aan de gestelde eisen te

beantwoorden,

Het is een kleine handpers uit gegalvanizeerd ijzer met
licht konische schijven van 8,3 cm diameter (Presse Médicale AS, Parijs)
(figuur 17). De schijven zijn geribd om het kontaktoppervlak te ver—

groten.

De nodige druk wordt bekomen door het aanspannen van een
veer met behulp van een vleugelmoer., Ten einde de gewenste druk te
kunnen instellen, werd de pers voorzien van een momentsleutel
(Torquometer type TQC~1-FU, Snap~on Tools Corp., Kenosha, USA), die
via een buizensleutel met de vleugelmoer verbonden werd § hiervoor

werd op deze laatste een moer van 17 mm gelast.

Voor iedere bepaling wordt 100 g vis, verdeeld in stukken
van 5 tot 10 g gebruikt.

—— —— — — — — — o—

Daar niets bekend was over de mogelijke invloed van faktoren
zoals druk, persduur, drukoppervlak, hoeveelheid vis, filtreren van
het sap, enz. op het VRS-gehalte van het vissap, werd een uitgebreide

reeks proefnemingen aan dit probleem gewijd.
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De bovenvermelde faktoren werden in 20 tot 30 vergelijkende
Proeven getest en de resultaten werden statistisch beoordeeld met de
toets van de gepaarde vergelijkingen. Vis van uiteenlopende versheid

(VRS-waarden : 5 tot 35 %Leq) werd gebruikt.

De resultaten voor enkele vissoorten verschenen in een
vroegere mededeling (Vyncke 1968 b). Voor doornhaai werden analoge
resultaten bekomen. Enkel de druk bleek een signifikante invloed te
hebben. Het gemiddeld verschil tussen de twee gedxperimenteerde
drukken (0,35 en 0,50 kg/cmz) bedroeg + 3,13 Meq of 18,4 % ten voor—
dele van de hogere druk en was zeer signifikant. De speidingsbreedte

van het verschil liep van O tot + 7,0 ”Aeq.

Men dient dus rekening te houden met de persdruk voor de

extrakiie van vissap voor de VRS-bepaling bestemd.

De standaardafwijking, berekend uit de dubbelproeven in het
gebied 5 tot 35 Meq, bedroeg 1,5 Meq. Op te merken valt dat deze
standaardafwijking duidelijk hoger ligt dan bij andere vissoorten waar
in dezelfde omstandigheden 0,45 tot 0,97 M. eq bekomen werd (Vyncke
1966). Dit is ongetwijfeld te wijten aan de meer gelatineuse konsis—
tentie van doornhaai, waardoor het vissap meer troebel (kolloidaal)
is en de reproduceerbaarheid van het diffusieproces meer wordt be—

invloed.

2.2.20., Totaal stikstofgehalte (Kjeldahl).

Volgende metode bleek optimale resultaten te geven : 0,5 ¢
gemalen vis worden in een Kjeldahl—kolf van 100 ml afgewogen. Illen
voegt 3 g seleniummengsel volgens Wieningen (Merck) en 13 ml gekon-—
centreerd zwavelzuur toe. De destruktie wordt gedurende twee uur

uitgevoerd terwijl de warmte progressief wordt opgevoerd.
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Men lengt aan tot 100 ml (meatkolf) en destilleert hiervan
20 ml met 20 ml NaOH 50 % (200 ml NaOH 50 % + 50 ml Na23203 8 %) in
een toestel van Antonacopoulos (1960) gedurende 20 min. Men vangt het

destillaat in 10 ml boorzuur 3 % op en titreert met H.SO 6 R ol P s

e 4
een gemengde indikator voor stikstoftitraties (Mischindikator Dy

Merck) «

De dubbelproeven gaven cen standaardafwijking van 0,028 %
in het gebied van 3,40 tot 3,86 % N, hetzij een variatieko8fficilnt
van 0,77 %o

2.2.21. Droge stofgehalte.

5 & gemalen vis worden in een aluminium schaaltje met zand
vermengd en gedurende 4 uur bij 105° C gedroogd. Men laat ze ver~

volgens gedurende 1u30 in een dessicator afkoelen en weegt terug af,

2.2.22, Kathepsinen—aktiviteit.

De kathepsinen—-aktiviteit werd bepaald volgens de metode van
Anson (1938) gewijzigd door Siebert (1957). Hierbij wordt een extrakt
van vis in 1 % KC1 gedurende 15 min met een door ureum gedenatureerde
hemoglobine-oplossing bij 37° C geinkubeerd., Deze inkubatie werd bij
PH 4,5 i.pove 4,3 zoals door Siebert voorgesteld, uitgevoerd daar uit
de oriénterende proeven gebleken is dat deze pH voor doornhaai opti~

maal is (zie 4.2.2.16.),

De enzymenaktiviteit wordt door toevoegen van trichloorazijn—
zuur stopgezet, en de oplossing wordt ofwel bij 280 nm uitgemeten of-—

wel met fenolreagens behandeld en bij 760 nm gekolorimetreerd.

Deze laatste werkwijze werd werkozen. De metode van Lowry

et al. (1951) gewijzigd door McDonald en Chen (1965) werd gevolgd,




Fig. 18 — Meting van de elektrische weerstand met
de ,Intelectron Fish-tester”.
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Deze metode blijkt gevoeliger dan de UV-techniek te zijn en laat de
meting van zeer lage enzymenaktiviteiten toe. De kleurontwikkeling
geschiedt bij pH + 10 in een natriumcarbonaat—oplossing die natrium-
kaliumtartraat en kopersulfaat bevat. De resultaten werden inhg

tyrosine/h/g vis uitgedrukt,
De dubbelproeven gaven in het gebied 150 tot 500 Mg tyr
een standaardafwijking van 15 /4g tyr, hetzij een variatieko&fficibnt

van 4,8 %,

2.2.23, Aktiviteit van de neutrale endopeptidasen.

De kaseinolytische metode van Kunitz (1947) werd toegepust.
Ben KCl-extrakt van vis wordt gedurende 30 min bij pH 7,6 in een
kaseine~oplossing geinkubeerd, Na stopzetten van de proteolyse door
trichloorazijnzuur wordt dezelfde werkwijze als voor de kathepsinen

gevolgd.
De dubbelproeven gaven een standaardafwijking van 8,6/u.g
tyr in het gebied van 10 tot 3801ALg tyr, hetzij een variatieko&ffi~

ciént van 4,4 %.

2.2.24. Blektrische weerstand.

De elektrische weerstand van het visweefsel werd gemneten
met behulp van de "Intelectron Fish~Tester V" (Dethloff Electronics,
Hamburg, W. Duitsland) (figuur 18) , door Hennings (1963) op punt ge-
steld. De werking van het apparaat berust op de veranderingen in
dielektrische eigenschappen die zich na de dood van de vis in de

weefsels voordoen.

De konduktantie van de vis vermeerdert sterker dan de sus—
ceptantie en het apparaat meet het verband tussen beide grootheden

door de admittantie bij twee frokwenties (1 en 16 ke/sec ) te vergeo—
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lijken. Een kwaliteitsindex Q wordt bekomen uit de verhouding van de

impedanties Z1 en Z16’ respektievelijk bij 1 en 16 kc/sec gemeten

Z1
16

e —

Wanneer het bederf vordert en de konduktantie verhoogt,

streeft Z1/Z16 naar 1 en dus Q naar O.

Eenvoudigheidshalve wordt dit verschijnsel in dit proef-—

schrift verder "elektrische weerstand" genoemd.

P e pH-metingen.

De pH van het visweefsel werd rechtstreecks in dubbelgemalen
vis gemeten met behulp van een gekombineerde glas-kalomel-elecktrode

met bolvormig uiteinde en een pH-meter Metrohm E350B.

2.2.26. Redoxmetingen.

De redoxpotentiaal werd op vissap gemeten met behulp van
een gekombineerde platina-kalomelelektrode Metrohm EA217. De metingen
werden onder stikstof en op een magnetische roerder uitgevoerd. De

waarden werden na 5 min afgelezen,

2.3. Organoleptische keuring.,

====== =mrme== =

De diversev1aboratoriumanalysen werden door een organolep—
tische keuring aangevuld. Voor de belangrijkste vissoorten bestaan
in het buitenland enkele keuringsschema's., Ren overzicht hiervan wordt
door Wittfogel (1962) gegeven. Voor doornhaai echter bestaat geen
enkel gedetailleerd schema, zodat het noodzakelijk was er zelf een op

te stellen. In de eerste maanden van het onderzoek werd het schema
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verschillende malen gewijzigd, vooral wat betreft de relatieve waarde

van de diverse kwoteringen. Het definitief aangenomen schema is in

tabel 4 weergegeven.

De keuring werd telkens door 3 tot 5 nersonen bestaande uit

laboratoriumpersoneel en vaklui uitgevoerd op een totaal van 30 punten.

Wegens praktische moeilijkheden was het echter niet mogelijk altijd

dezelfde vaklui in de groep op te nemen.

Tabel 4 - Organoleptisch keuringsschema.

Oppervlakte en konsistentie.

~ Heldere kleuren § een weinig doorschijnend slij
zeer vaste konsistentie

-~ Minder heldere kleuren § slijm melkig, doorschi
elasticiteit verminderd

— Dof uitzicht § meer slijm, geelachtig van kleur

zachte konsistentie

konsistentie

Ogen.

4 Oogappel bolvormig § hoornvlies klaar, glanzend
pupil diepzwart

— Oogappel vlak § hoornvlies opalescerend § pupil
opaak

— Oogappel ingezonken j hoornvlies verbleekt, tro
pupil melkig grauw

- Oogappel ingekrompen ; hoornvlies miskleurig ;

ondoorzichtig, met geelbruin slijm overtrokken

-3

Jnend

°

L

— Vuil uitzicht § veel geelbruin slijm j; zeer zachte

5

ebel,

pupil

°

)

Kwoteringen
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-

Kieuwen (na opensnijden van de kieuwplaten).

Kleur bloedrood ; klaar slijm

Kleur rozerood 3 ondoorschijnend slijm

Kleur bruinrood, uitgewassen § troebel geelachtig
slijm

Kleur vuil-bruin § dik geelbruin slijm

Buikholte.

Nieren en bloed dieprood § buikvlies glad, glanzend,
vast aan buikwand 3 geen rode kleur langs middengraat
Nieren en bloed verbleekt § buikvlies ruwer, minder
vast § roze kleur langs middengraat

Nieren en bloed bruinrood § buikvlies ruw, dof, van
de buikwand af te trekken j rode kleur langs midden—
graat

nieren en bloed vuil-bruin j buikvlies zeer ruw, ge—
scheurd, los van de buikwand § bruine kleur langs

middengraat

Geur van ingewanden en Kieuwen.

Geen onaangename geuren
Minder frisse geur - eventueel lichte ammoniakgeur

Ammoniakgeur met geuren van lagere vetzuren vermengd

Sterke ammoniakgeur, gemengd met uitgesproken bedorven

geur (HZS’ TMA, enz.)

Geur van visvleces.

(

te keuren op uitgesneden vismonsters)

Aangename, frisse geur

Iets minder aangename geur, op melk of bier gelijkend
Geur van lagere vetzuren, gemengd met lichte ammo-
niakgeur

Sterke ammoniakgeur, gemengd met sterk bedorven

geur (H2S, TMA, enz.)

Kwoteringen




710

HOOFDSTUK 3 -~ INVLOED VAN BIOLOGISCHE FAKTOREN,

T — T T et - T T T e T e e e T e e T e ST e T I e e

Als biologische faktoren werden tijdens deze proeven onder-—

zocht : geslacht, geslachtsrijpheid (ouderdom), seizoen en voeding.

3¢.1.1+ Bepalen van het geslacht : bij S. acanthias levert dit

geen moeilijkheden op daar het mannetje aan de binnenzijde van de

buikvinnen twee paringsorganen heeft.

3.1.2, Bepalen van de ouderdom : geschiedt door het tellen van de

jaarringen die op de rugdoornen aanwezig zijn (Holden en Meadows
1962). Bij voorkeur wordt hiervoor de achterste doorn gebruikt. De
telling geschiedt zonder voorbehandeling van de doornen en voor
kleinere exemplaren onder een vergrootglas. Op te merken valt echter
dat wegens het vaak voorkomen van onduidelijke ringen of beschadig-
ingen in slechts 45 % van de gevallen de ouderdom met zekerheid kon

worden bepaald.

3+«1+3. Bepalen van de geslachtsrijpheid : uit de literatuurgegevens

(zie tabel 5) blijkt dat praktisch geen geslachtsrijpe mannetjes
beneden de 60 cm voorkomen. Voor de wijfjes is deze grens TO cm.
Men kan aldus aan de hand van de lengte een indeling in geslachts—
rijpe en niet geslachtsrijpe dieren doorvoeren. Daar echter in
sommige gevallen een onvoldoend aantal individuen met kleine af—~
metingen kon worden bekomen, werden dan grotere klassen genomen en

de geslachtsrijpheid van iedere vis bepaald.
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Tabel 5 = Minimale en maximale grootte (in cm) van de doornhaai big
geslachtsrijpheid, in verschillende zeegebieden.

4 0
Auteur Zeegebied ﬁ
Min, Max, Min. Mex,o
Ford (1921) Kanaal 60 83 70 110
Hickling (1930) Terse Zee 62 o 70 e
Templeman (1944) Newfoundland
(Atlantische Oceaan) | 40 86 T4 101
Bonham et al. Washington
(1949) (Stille Oceaan) 72 100 92 124
Holden en Schotland
Meadows (1964) - - 70 98

- 8 : Templeman (1944) toonde aan dat de lengte van de paringsorganen
een goed kriterium voor de geslachtsrijpheid is. De grens kan
op 3 cm gesteld worden. In geval van twijfel dient de aanwezig—

heid van sperma in de zaadblaas als bevestiging.

- 9 ¢t de geslachtsrijpheid is hier meestal gemakkelijk te bepalen doch
vereist het opensnijden van de abdomen. De meeste geslachts—
rijpe wijfjes bevatten embryo's of ontwikkelde eieren. Deze
laatste zijn groot en hebben een gele kleur zodat zij goed kun-—
nen onderscheiden worden. In geval van twijfel is de breedte
van de uterus determinerend : bij geslachtsrijpe wijfjes bedrauagt

deze minstens 3 cm (Templeman 1944) .«

3e1.4. Uitvoering.

Om de seizoeninvloed te kunnen nagaan werden over een
periode van drie jaar (1965-68) per seizoen 10 vissen van iedere
kategorie onderzocht. Deze waren afkomstig van 2 & 4 vangsten in de

bedoelde periode verricht. Alle doornhaaien werden zoals in 2.1.
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vermeld behandeld. In totaal werden aldus van iedere kategorie 120

individuen geanalyseerd.

De gegevens betreffende lengte en ouderdom van deze vissen
werden in tabel 6 vermeld. Zoals vermeld in 3.1.2. kon de ouderdon
maar op 45 % van de individuen worden bepaald. Men kan evenwel aan—
nemen dat de vermelde gegevens met een goede benadering voor alle

doornhaaien gelden.

Tabel 6 - Lengte en ouderdom van de aan het onderzoek onderworpen
doornhaaien (a).

Kategorie Lengte Ouderdom(b)
8 niet geslachtsrijp 55 = 71 cm 4 -8 j.
(58 cm) (5 3.)

3 geslachtsrijp 68 - 85 cm TEn 20N
(74 om) (14 j.)

0 niet geslachtsrijp 54 - 76 cm 4 ~12 3.
(66 cm) (6 3.)

9 geslachtsrijp 78 - 98 cm 8 =22 9.
(85 cm) (15 j.)

(a) mediaan der waarnemingen tussen haakjes.

(b) bepaald op + 45 % van de vissen.

Op iedere vis werden volgende extraheerbare N-bestanddelen
bepaald ¢ ureum, ammonia, TMAO, creatine, creatinine,@& —aminostikstof
en peptiden. Het laatste jaar werden ook vrije choline, betaine en

vrije aminozuren bepaald,

Daar het gehalte aan droge stof en het totale stikstofge—

halte (Kjeldahl) in verband staan met het gehalte aan extraheerbare
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N-bestanddelen en daarenboven goede indikatoren van de biologische
toestand zijn, werden zij eveneens in het onderzoek betrokken. Ook
de proteolytische aktiviteit (zure en neutrale endopeptidasen) werd

bepaald.

Tenslotte werd een uitgebreide studie over de maaginhoud
(voeding) van de doornhaai tijdens dezelfde periode verricht. Hiervoor
werden echter naast de boven vermelde 480 vissen, ook 1.321 bijkomende
vissen in de vismijn te Oostende onderzocht. Op te merken valt dat
deze vissen 2 tot 8 dagen oud waren j voor maagonderzoek echter vornt
dit geen bezwaar. In totaal werden aldus 1.801 individuen, hetzij 20
tot 50 per seizoen en per groep naar geslachtsrijpheid ingedeeld, ge~

nomene.

De resultaten van de verschillende analytische bepalingen
werden aan een variantie-analyse onderworpen ten einde na te gaan of
er tussen de gemiddelden van de 16 groepen (4 doornhaaigroepen per

seizoen) signifikante verschillen voorkwamen.

Vobr iedere test werd eerst met de Hartley-toets (zie Rede)
berekend of de verschillen tussen de varianties van de 16 groepen als

toevallig of niet konden worden beschouwd.

Daarna werd de F~waarde volgens de gewone werkwijze bepaald
(Snedecor 1962). De grenswaarde bedraagt hierbij 1,70 (o = 0,05) of
2,10 ( = 0,01) wanneer 16 groepen van 30 waarnemingen aanwezig zijn
(464 vrijheidsgraden) en 1,75 (A= 0,05) of ( 0 = 0,01) wanneer 16
groepen van 10 waarnemingen (144 vrijheidsgraden) in aanmerking te
nemen zijn (choline, betaine, vrije aminozuren en kathepsineaktiviteit).
Wanneer de berekende F-waarde de grenswaarde overschreed werd met be—

hulp van de Tukey-test nagegaan welke groepen wezenlijk verschilden.
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Het minimum verschil werd berckend volgens

/\ S s & . VET_ met n = aantal waarnemingen

Send i

| n per groep (10 of 30)
De t-waarde bedrnagt 1,97 (A = 0,05) of 2,60 ( A= 0,01).

St Resultaten en diskussie.

3.2¢1. Maaginhoud (voeding).

Daar tussen de drie proefjaren weinig verschillen bleken
voor te komen, werden de drie reeksen waarnemingen duidelijkheidshalve

gegroepeerd.

Uit de gegevens van tabel 7 kan men besluiten dat de voeding
van de doornhaai van het zuidelijk deel van de Noordzee niet aan sei-
zoeninvloeden onderhevig blijkt te zijn. BEvenmin is tussen wijfjes en
mannetjes of tussen geslachtsrijpe en niet geslachtsrijpe dieren cen
duidelijk onderscheid vast te stellen. Bij de niet geslachtsrijpe
(kleine) individuen komt enkel een ietwat groter percent schaaldieren
voor. Dit kan wellicht verklaard worden door het feit dat kleinere
doornhaaien bij voorkeur ondiep water opzoeken en dus vaker bij de

bodem vertoeven (Hickling 1930).

Vis vormt het voornaamste voedsel en in dit verband kan
erop gewezen worden dat de eerste onderzoekers, nl. Ford (1921) in
Groot-Brittanni&, Templeman (1944) en Fraser (1946) in Canada voorop
stelden dat haring (Clupea harengus en palasii) het voornaamste voedsel
van de doornhaai uitmaakt. Dit werd echter door Chatwin en Forrester
(1953), Bonham (1954) en Holden (1966) weerlegd. Zij konden aantonen
dat de doornhaai een "opportunist" is, die zich voedt met hetgeen hij
het meest overvloedig kan vangen en geen voorkeur voor bepaalde vige—

soorten heeft.
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Opmerkenswaardig is echter het hoog percentage Ammodytidac.
De identificeerbare soorten waren de smelt (Ammodytes lanceolatus

Lesauvage) en de zandspiering (Ammodytes lancea Yarrel).

Bij de Clupeldae waren vooral haring (Clupea harengus L) en
in mindere mate ook sprot (Clupea sprattus L) aanwezige. Bij de Heu—
ronectidae werden de schol (Pleuronectes platessa L), de bot (Pleu-
ronectes flesus L) en de schar (Pleuronectes limanda L) gefdentifi—

ceerde.

De gadidae omvatten vooral twee soorten, nl. kabeljauw

(Gadus morhua L) en wijting (Gadus merlangus L).

De identificeerbare crustacea bestonden overwegend uit de
zwemkrab (Portunus holsatus) en in mindere mate uit de heremietkreeft

(Bupagurus bernhardus).

Tenslotte dient het groot percentage lege magen bijzonder
genoteerd te worden (gemiddeld 49 %). Dit verschijnsel is ongewoon
daar het in zeevissen meestal te wijten is aan een voedseltekort ge—
bonden aan het seizoen, zoals bv. in de vissoorten van het Hoge
Noorden, of aan de geslachtscyclus zoals in de haring. Beide oorzaken
zijn echter uitgesloten voor doornhaai. De meeste auteurs die de
voeding van S. acanthias onderzochten, stelden niettemin steeds een
hoog percentage lege magen vast, en dit in alle werelddelen : Sato
(1935), Templeman (1944), Bonham (1954) en Holden (1966) noteerden
cijfers van 47 & 73 % hetgeen in de lijn van het hier verrichte onder—
zoek ligt. Holden kon hierbij aantonen dat de oorzaak niet diende
gezocht te worden in een snellere vertering van de prooien, zoals
door Aasen (1961) vooropgesteld, noch in het uitbraken van het voedsel
tijdens de vangst, maar in het feit dat de doornhaai zich slechts

intermitterend voedt,




Tabel 7 - Meaginhoud van doornhaai.

Aantal vissen
Zonder voedsel

Niet gefdeatificeerde
vissoorten

Vis
Ammodytidae
Clupeidace
Pleuronecticae
Gadidae

Schaaldieren

Portunus
Bupagurus

Vis + schaaldieren

9 geslachtsrijp

9 niet geslachtsrijp

Lente Zomer Herfst Winter Lente Zomer Herfst Winter
o 1
150 150 5 L3 150 150 85 70
2% 57 % 45 % 51 % 61 % 53 % 42 % 41 %
24 % 15 % 26 % 24 % 17 % 29 % 26 % 25 %
20 % 19 % 18 % 16 % 9 % 10 % 21 % 18 %
25 % 46 % 37 % 42 % 47 % 25 % 50 % 38 %
20 % 10 % 12 % 15 % 15 % 18 % 15 % 8 %
35 % 17 % 31 % 22 % 28 % 26 % 15 % 31 %
20 % 27 % 20 % 21 % 10 % 31 % 20 % 23 %
8 % 5% 8 % 6 % 8 % T % 9 % 10 %
85 % 76 % 62 % 57 % 80 % 5 % 66 % 63 %
15 % 24 % 38 % 43 % 20 % 25 % 34 % 37 %
6 % 4 % 3% 3% 5 % 1% 2 % 6 %




Tabel 7 - Maaginhoud van doornhaai (vervolg).

— Aantal vissen
- 7nnaer voedsel

- liet geldentvificeerde
vissoorten

- Vis
Ammodytidae
Clupeidas
Pleuronccticdae
Gadidae

~ Schaaldieren

Portunus
Bupagurus

- Vis + cchaaldieren

8 geslachtsrijp ? 8 niet geslachtsrijp

Lente Zomer Herfst ? Winter Lente Zomer Herfst Winter

150 150 5 e 150 150 83 7

60 % 52 % 43 % 45 % 42 % 50 % 40 % 44 %

21 % 16 % 15 % 18 % 14 % 20 % 21 % 16 %
38k 28% 29 % 45868 T HL.. BBk 39 % 44 %
19 % 16 % 20 % 10 % 16 % 1 % 17 % 12 %
23 % 34 % 20 % 20 % 25 % 29 % 22 % 16 %
20 % 22 % 33 % 25 % 22 % 35 % 22 % 28 %

5 % 9% 6 % T % 12 % 6 % 1 % 8 %

17 % 76 % 75 % 66 % 73 % 73 % 60 % 80 %
23 % 24 % 25 % 34 % 27 % 27 % 40 % 20 %
1% 5 % 10 % 6 % 8 % 4 % 7% 6 %

OQL
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3e2.2. Individuele bepalingen.

Uit de bereckende F-waarde volgt dat enkel (A ~amino-stikstof,
peptiden,(i\—alanine, glutaminezuur, glycine, leucine en kathepsine—
aktiviteit signifikante verschillen vertonen. Zoals verder zal be—
sproken worden bleken deze verschillen voor alle geciteerde verbindingen,
met uitzondering van de peptiden, tussen de geslachtsrijpe en niet ge-—
slachtsrijpe doornhaaien voor te komen. Voor de peptiden bleken de
verschillen aan seizoeninvloed te wijten te zijn. De globale resul—

taten werden in tabel 8 opgenomens

Tabel 8 — Resultaten van de bepalingen met signifikante verschillen
met betrekking tot geslachtsrijpheid of seizoen.

gini@;?iant Geniddelde Gemiddelde nict
Bepaling F i ; geslachtsrijpe | geslachtsrijve
eemtanil doornhaaien doornhaaien
(Ok= 0’01)
A —aminostikstof (mgh%) T.43 11 65 (s = 14) 79 (s = 15)
A -alanine (mg%) 3,06 16 18 (s = 12) 29 (s = 13)
glutaminezuur (mg%) 6,73 11 9 (s =1) 22 (s = 10)
glycine (mg%) 3,29 42 51 (& = 32) 84 (s = 40)
leucine (mg%) 247 32 35 (s = 25) 56 (s = 29)
kathepsinenaktiviteit 1,96 54 (=) 206 (s = 61) 250 (s = 61)
(me tyr/b/g)
lente/zomer herfst/winter
peptiden (mg N 5,96 9 63 (s = 14) 52 (8 = 14)

(=) g = 0,05.

De overige bepalingen werden noch door het geslacht, noch
door de geslachtsrijpheid, noch door het seizoen beinvloed. Hun re-
sultaten werden dan ook gegroepeerd en de belangrijkste gegevens in

tabel 9 vermeld,




betrekking tot geslacht, geslachtsrijpheid of seizoen.

Tabel 9 - Resultaten van de bepalingen zonder signifikante verschillen met

g : Laagste Hoogste Standagrd- Variatie-
SerRtLg G i FaElele waarde waarde afwijking koéfficiént

Ur eun 0,29 1.893 mg % 1.602 mg 2.195 mg 153 mg 8 %
Ammoniak 1,56 19,6 mgh¥ 6,0 mg 35,8 mg 5,7 ug 29 %
TMAO I 201 mgN% 175 mg 225 mg 25 mg 12 %
Crectine 1574 509 mg % 264 mg 649 mg 71 mg 14 %
Creatinine 1451 53 mg % 17 mg 87 mg 17 ng 2%
(3 —alaaine 1433 16 mg % 2,0 mg 30 mg 6,3 ng 39 %
Arginine 1559 T:6 mg % 1,0 mg 21,9 mg 4,2 mg 55 %
Aspiraginszuur $,52 6,5 mg % 1,0 mg 19,3 mg 3,9 mg 60 %
Fen;lalarine 1,60 9,9 mg % 0 mg 22,8 mg 4,8 mg 48 %
Sarcosine 1,59 52 mg % 9 mg 107 mg 23 mg 44 %
Serine 1461 6,9 mg % 0 mg 20,8 mg 4,6 ng 52 %
Taurine 1,46 119 mg % 14 mg 277 mg 55 mg 46 %
Threoni.ie 1351 19 mg % 0 mg 63 mg 14 mg 3 %
Valine 1,62 5,0 mg % 0 mg 15,8 mg 3,3 ng 66 %
Proline 1,53 99 mg % 37 mg 138 mg 25 mg 25 %
Hydroxy >roline 1554 10,5 mg % 3,5 mg 19,2 ng 3,5 ug 30 %
Cysteine 1,44 8,2 mg % 2,1 mg 16,6 mg 3,3 mg 42 %
Cystine 1,67 9,4 mg % 1,8 mg 16,9 mg 3,6 ng 38 %
Choline 1,48 4,3 mg % 0,7 mg 11,0 mg 2,8 mg 65 %
Betafne 1,70 98 mg % 29 mg 282 nmg 60 mg 61 %

Totale stikstof B 3,40 % 3,09 % 3,86 % 015 % 4,6 %

Droze wtof 150 2440 % 20,1 % 28,5 % 1.5 % 6,2 %

-08
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De volledige resultaten van de versehillende bepalingen

werden in aanhangsel (tabellen A1 tot A29) opgenomen .

Het gevonden algemeen gemiddelde van 1.893 mg % ligt hoger
dan de resultaten van Simidu en Oisi (1951) die gemiddeld 1.700 mg %
opgaven voor S. acanthias in Japanse wateren. Dezelfde auteurs vonden

echter een hogere waarde voor ammoniak, nl. 23 t.0.ve 19,6 mg N %.

3.2.2.2., TMAO (tabel A3).

Het bekomen gemiddelde van 201 mg N %, met als uiterste
waarden 175 en 225 mg, komt vrij goed overeen met de resultaten van
vroegere auteurs (Beatty 1939 ; Norris en Benoit 1945 3 Dyer 1952) die
gehalten van 190 tot 270 mg TMAO-N % in S. acanthias vondene.

Het feit dat het TMAO—gehalte niet aan seizoeninvloeden
onderhevig is kan hier echter nader toegelicht worden. Inderdaad,
verschillende onderzoekers (Ronold en Jakobsen 1947 $ Shewan 1951 3
Hughes 1959) vonden in diverse beenvissen (Clupefdae, Gadidae) een
duidelijk hoger TMAO—gehalte in de wintermaanden, maar konden hier
geen uitleg voor geven. Hughes suggereerde echter dat deze verander-
ingen wellicht in verband met de geslachtscyclus staan. Deze auteurs
stelden ook vast dat het gehalte van de base met de ouderdom van de

vis stijgt. Dit werd hier evenmin voor doornhaai vastgesteld.

Deze waarnemingen wijzen er nogmaals op dat er een fundamen~

teel verschil tussen beenvissen en kraakbeenvissen bestaat wat betreft

de funktie van het TMAO.

Zoals vermeld (zie 1¢242.2,) zijn de meeste auteurs het
eens dat de rol van het TMAO bij kraakbeenvissen in de osmoregulatie

dient te worden gezocht. Het gehalte aan TMAO zou dus praktisch
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alleen door de osmotische druk van het levensmilieu, de zee, worden

beinvloed.

Deze druk wordt hoofdzakelijk door het zoutgehalte en de
temperatuur bepaald. In het zuidelijk gebied van de Noordzee variecert
het zoutgehalte weinig (i.O’OB %) terwijl het grootste t emperatuur—
verschil ongeveer 12° C bedraagt (ICES Oceanographic Data Lists 1966),
De doornhaai zoekt echter bij voorkeur wateren van 7 tot 12° C op
(Jensen 1966). Deze twee faktoren zijn dan ook zeer waarschijnlijk
niet bij machte om het osmotisch evenwicht sterk te beinvloeden, zodat
het niet signifikant verschil tussen de diverse TMAO-waarden hierdoor

kan worden verklaard.

Indien men verder aanneemt dat de base ook uit het voedsel
kan worden opgenomen (Benoit en Norris 1945 5 Ogilvie en Warren 1957 ;
Hashimoto en Okaichi 1958, 1958b 3 Okaichi et al. 1959), dan heeft
het sterker TMAO—gehalte van de voedingsvissen in de wintermaanden in

ieder geval geen invloed op het gehalte in de doornhaai zelf.

Het gemiddeld creatine-gehalte van 509 mg % ligt hoger dan
de door Shewan (1951) opgegeven waarden, nl. 350 tot 500 mg %.

Voor creatinine kan opgemerkt worden dat de variaties in

het visweefsel groter zijn dan deze van creatine.

Zoals vermeld duidt de berekende F-waarde van 7,43 (tabel 8)
op zeer signifikante verschillen tussen de 16 groepen; Toepassing van
de Tukey-test toont aan dat het kleinste signifikant verschil 8 mg
( &A= 0,05) of 11 mg ( <A = 0,01) bedraagt. Uit tabel A6 is het duide—

lijk dat een wezenlijk verschil alleen tussen de niet geslachtsrijpe
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en de geslachtsrijpe vissen bestaat. Tussen wijfjes en mannetjes
blijkt geen verschil voor te komen. Evenmin werden seizoeninvloeden
genoteerd. Op te merken valt echter dat de groep geslachtsrijpe manne—
tfes van de winterperiode (gemiddeld 57 mg) met 95 % waarschijnlijk

wel signifikant van de overige groepen geslachtsrijpe doornhaaien ver—
schilt. Op het 99 % niveau blijkt dit niet meer het geval te zijn,.

Er bestaat dan ook een betrekkelijk grote kans dat het gemiddelde van

57 mg toevallig abnormaal laag is.

De gemiddelde waarden, nl. 65 mg N % voor geslachtsrijpe cen
79 mg N % voor niet geslachtsrijpe doornhaaien (tabel 8) wijken sterk
af van het door Schaefer (1962 b) opgegeven gehalte aan K —~amino~-stik—
stof, nl. 143 mg ¥ %. Men dient echter te noteren dat deze auteur
slechts enkele individuen onderzocht en daarenboven de metode van
Van Slijke toepaste voor de ¢l —amino-bepaling. Andere gegevens over
het Ck —amino-stikstofgehalte bij doornhaai worden in de literatuur

niet aangetroffen,

Verschillende faktoren kunnen het gehalte aan vrije amino—
zuren in vis beinvloeden. Zo varidren verschillende aminozuren onder
invloed van de voeding (Farris 1958 3 Lukton 1958). Uit tabel 7 blijkt
dat dit voor de hier onderzocht doornhaai-groepen weinig waarschijnlijk

iSa

Ook de osmotische druk (zoutgehalte, temperatuur) van het
zeewater kan een rol spelen. Florkin (1956) en Ranke (1959) stelden
immers vast dat de vrije aminozuren een rol spelen in de osmoregulatie,
Wegens de in 3.2.2.2. aangehaalde faktoren en daar de niet geslachts—
rijpe en de geslachtsrijpe dieren bovendien uit hetzelfde gebied af—
komstig zijn, is het ook praktisch uitgesloten dat de gevonden verschil~

len aan een gewijzigde osmoregulatie te wijten Zijne
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De oorzaak voor het hoger gehalte aan vrije aminozuren bij
jonge dieren is ongetwijfeld te zoeken in het feit dat de meeste van
deze zuren aan het eiwitmetabolisme deelnemen. Florkin (1956) wijst
er in dit verband op dat de biochemische reakties die zich in de niet-—
eiwitstikstoffraktie in de levende cel voordoen zeer intensief zijn.
Bestendig worden eiwitten uit aminozuren gevormd terwijl anderzijds
andere aminozuren uit eiwitten worden vrijgemaakt. In een jong orga—
nisme is het metabolisme door de intensere groei sterker zodat hierbi]
een hoger gehalte aan (A —aminostikstof voorkomt. De gevoelige ver—
andering in groeiritme vbédr en na de geslachtsrijpheid blijkt hier
trouwens goed mede in overeenstemming te zijn : vddr de maturiteit
bedraagt het groeiritme 5 tot 10 cm per jaar, na deze faze 0,5 tot
3,5 cm per jaar (Templeman 1944 3 Bonham et al. 1949 3 Holden en
Meadows 1962) .

Het voorkomen van een hoger ol —aminogehalte bij jonge
individuen werd door Severin en Vul'fson (1959) bij steur (Acipenser

sturio) en eveneens bij hogere dieren (eend, konijn) vastgestelda.

3+2.2.5. Peptiden (tabel AT).

Voor de peptiden wordt een F-waarde van 5,96 bekomen, het-
geen op zeer signifikante verschillen tussen de 16 groepen duidt.
Toepassing van de Tukey-test geeft als kleinste signifikant verschil
T mg (k= 0,05) of 9 mg (o4 = 0,01) op. Uit tabel A7 blijkt dat dit
tussen de groepen herfst-winter enerzijds, lente-zomer anderzijds het

geval is.

Noch de geslachtsrijpheid, noch het geslacht blijken een

invloed te hebben.

Men kan aannemen dat door de hogere watertemperatuur in de

lente-zomer—periode het stikstofmetabolisme versneld wordt, zodat meer
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reptiden voorkomene.

Het feit dat in niet geslachtsrijpe doornhaaien een hoger
gehalte 7;\-aminostikstof (zie 3.2.2.4.) bij eenzelfde hoeveelheid
peptiden voorkomt en daarenboven enkel deze laatste door het seizoen
worden beinvloed, wijst er echter op dat de biochemische reakties die
tot de vorming van vrije aminozuren en peptiden leiden niet op dezelfde

wijze beinvloed worden.

Mogelijke oorzaken hiervoor zijn dat de enzymenaktiviteiten
bij beide groepen verbindingen niet op dezelfde manier evolueren, dat
de reaktiesnelheidskonstanten der verschillende reakties een andere
temperatuursinvloed ondergaan en dat tenslotte de uitwisseling van de
beide groepen verbindingen tussen het inter~ en intracellulair vocht

niet gelijk is en aldus de enzymatische reakties beinvloedt.

De bewaarproeven brengen dit verschillend gedrag trouwens

sterker tot uiting (zie 4.2.2.5.).

Uit tabel 7 volgt tenslotte dat een seizoeninvloed uit

oorzaak van een gewijzigde voeding dient te worden uitgesloten.

Over het gehalte aan vrije peptiden en over de eventuele
selzoeninvloeden bij S. acanthias worden in de literatuur geen gegevens
gevonden. Voor de andere vissoorten zijn enkel de wWaarnemingen van
Ranke (1960) bekend, die bij leng (Molva wvulgaris L) eveneens in de
zomerperiode een hoger peptidengehalte vond. Deze onderzoekster vond
echter terzelfdertijd een lager (A =—aminogehalte en besloot hieruit
dat in de zomer vooral de afbraakprocessen zowel van eiwitten als
van aminozuren versneld worden. Deze waarnemingen komen dus slechts
gedeeltelijk overeen met de in dit proefschrift bekomen resultaten

over doornhaai.,.
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Uit de verschillende variantie—analysen, blijkt dat alleen
bij C% -alanine, glutaminezuur, glycine en leucine signifikante ver—
schillen tussen de diverse visgroepen optreden. Uit de minimale
waarden in tabel 8 vermeld en uit tabellen A8, A12, A13 en A14 volgt
dat op één uitzondering na ( (A -alanine, 9 niet geslachtsrijp, winter/
lente) geen signifikante seizoeninvloeden werden genoteerd. Evenmin

heeft het geslacht een invloed op het gehalte asan vrije aminozurena.

Tussen de geslachtsrijpe en niet geslachtsrijpe groepen
worden echter wel signifikante verschillen vastgesteld, alhoewel niet
alle groepen hiervoor individueel in aanmerking komen., Globaal gezien
echter kan besloten worden dat de kleine dieren signifikant meer
c& -alanine, glutaminezuur, glycine en leucine bevaten. Deze vaststel—
ling is in overeenstemming met het hoger gehalte aan (X —aminostikstof
dat eveneens werd waargenomen (zie 3.2.2.4.). Op te merken valt daar-—
bij dat ook bij andere aminozuren (arginine, asparaginezuur, threonine)
voor de kleine doornhaaien in absolute waarden hogere gemiddelden
genoteerd worden, maar dat deze statistisch niet signifikant zijn, en

dit ongetwijfeld door de hoge standaardafwijkingen.

Zoals reeds vermeld komen over vrije aminozuren bij S. acan-
thias in de literatuur enkel kwantitatieve gegevens van Vul'fson (1961)
voor (zie tabel l), Wanneer men met de grote spreidingsbreedten
rekening houdt, kan men besluiten dat de gevonden gehalten aan
A -alanine, asparaginezuur, fenylalanine, glutaminezuur, glycine,
leucine, sarcosine, serine, threonine en valine vrij goed met deze van

Vul'fson overeenkomen,

Het gehalte aan KB-—alanine echter 1ligt beduidend lager,
nl, gemiddeld 16 t.0.v. 105 mg %. Op te merken valt echter dat de
Russische auteur slechts een gering aantal vissen heeft onderzocht,

zodat deze hoge waarde toevallig kan zijn.
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Ook het argininegehalte valt veel lager uit dan door

Vul'fson opgegeven : gemiddeld 7,6 t.o.v. 50 mg %.

Volgens Schaefer (1962 b) die een semi-kwantitatieve tech—
niek gebruikte zou anderzijds in doornhaai (en in andere Squalidae)
meer arginine dan in beenvissen voorkomen. Deze vooropstelling kan
hier niet zonder meer aanvaard worden daar de door ons gevonden waarden,
nl. 1,0 tot 21,9 mg %), op ongeveer hetzelfde niveau liggen als voor
diverse beenvissen gepubliceerde gegevens, nl. 2,4 tot 32,6 mg %
(Sakaguchi en Simidu 1964 3 Konosu et al. 1964 3 Arahaki en Suyama
1966) .

Fenylalanine, glutaminezuur, leucine, serine, threonine en
valine konden in enkele gevallen niet gedetektecerd worden. Voor
fenylalanine werd dit verschijnsel ook door Schaefer (1962 b) waarge—
nomen die er echter een algemene regel van mazkte, hetgeen door onze

proeven tegengesproken wordt.

Volgende vrije aminozuren worden echter bij pas gevangen
doornhaal in geen enkel geval waargenomen : methionine, tyrosine,
tryptofaan, ornithine en histidine. Behalve voor de laatste twee
aminozuren, werd dit feit ook door andere auteurs vastgesteld (zie

tabel 1).

Vul'fson (1961) vond 25 mg % ornithine. Daar wij echter
tijdens het bewaren van doornhaai dit aminozuur eveneens hebben ge-—
detekteerd (zie 4.2.2.7.) bestaat de mogelijkheid dat de versheids—

graad bij de proeven van de Russische auteur verschillend was.

In tegenstelling met onze resultaten stelde Schaefer
(1962 b) een matige hoeveelheid vrij histidine vast. Er dient echter

opgemerkt te worden dat onze proeven uitsluitend op de witte spieren
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(M. longissimi dorsi) werden uitgevoerd. Enkele aanvullende proef~—
nemingen toonden echter aan dat in de rode spieren (M. laterales super—~
ficiales) wel vrij histidine voorkomt zodat de gegevens van Schaefer

feitelijk niet tegenstrijdig zijn.

Lysine wordt slechts in 23 % van de gevallen waargenomen in

koncentraties die nooit 2 mg % overschrijden.

Wanneer men de gehalten aan vrije aminozuren die hier weiden
gevonden vergelijkt met de koncentraties die voor diverse beenvissen
werden gepubliceerd (Shewan 1953, 1955 3 B. Ranke 1955, 1959 3 E. Ranke
1960 3 Severin en Vul'fson 1959 ; Schaefer 1959, 1961, 1962, 1962 b,
1963 3 Simidu et al. 1958 ; Sakaguchi en Simidu 1964, 1965 3 Konosu et
ale 1964 3 Arahaki en Suyama 1966 3 Ito 1959 ;3 Jones 1959 ; Hughes
1959), dan stelt men vast dat X -alanine, fg‘-alanine, arginine, as~
paraginezuur, fenylalanine, glutaminezuur, serine, taurine, threonine,
tyrosine en valine gehalten van dezelfde grootte—orde vertonen. Glycine,

sarcosine, leucine, lysine en histidine wijken echter gevoelig af.

Het glycinegehalte in S. acanthias (gemiddeld 67 mg %) ligt
op een hoger peil dan dit van de meeste beenvissen waar in vele go—
vallen een koncentratie van 20 mg % niet wordt overschreden. Deze
grotere hoeveelheid staat wellicht in verband met het duidelijk hoger
gehalte aan bindweefsel nl. gemiddeld 11 % $e0 Ve 2 HOLH0 % voor
beenvissen (Reay et al. l943),daar glycine hierin bijzonder rijkelijk

voorkomt .

Sarcosine wordt in beenvissen en in hogere dieren slechts
in zeer geringe mate aangetroffen (Tallan et al. 1954). De relatief
hoge gehalten in doornhaai mogen dan ook wel typisch genoemd worden en
staan ongetwijfeld in verband met de hogere koncentraties aan glycine
en betaine, daar deze verbindingen metabolisch met sarcosine nauw ver—

want zijn.
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Het leucine-gehalte (gemiddeld 45 mg %) ligt gevoelig hoger

dan in beenvissen, waar het meestal onder de 10 mg % ligte

Lysine en histidine tenslotte, die in pas gevangen doornhaoi
weinig of niet aanwezig zijn, komen in beenvissen wel voor en dit in
hoeveelheden die voor lysine tot 50 mg % en voor histidine tot 1.000

mg % (in pelagische vissoorten) kunnen gaan.

Anserine en carnosine werden tijdens onze proeven niet ge~
detckteerd. Dit bevestigt aldus de resultaten van de meeste auteurs
die deze dipeptiden bestudeerd hebben (Schaefer 1962 § Severin en

Vul'fson 1959).

Evenmin werd l-methylhistidine, dat in anserine voorkomt,
aangetroffen. Anserine en carnosine blijken aldus typisch voor been—
vissen te zijn. Elasmobranchii, die meer primitieve dieren zijn, be-
vatten enkel (5 -alanine, de andere bouwsteen van beide dipeptiden.
Volgens Severin en Vul'fson (1959) zou in de loop van de ontwikkeling
van het organisme en de uitbouw van de spierfunkties, bij hogere
wezens meer komplexe verbindingen, zoals de twee dipeptiden uit

(5 -alanine gesynthetiseerd zijn.

In tegenstelling met de Teleostii werd tijdens onze proeven
geen seizoeninvloed in het gehalte aan vrije aminozuren vastgesteld.
Dit feit werd reeds tijdens de bespreking van de CK -aminostikstof

nader toegelicht (zie 3.2.2.4.).

In de literatuur worden beide aminozuren meestal samen

bepaald en als cystine uitgedrukt.

Voor de Squalidae wordt enkel voor Mustelus manazo een

koncentratie van 29,9 mg % aangegeven (Sakaguchi en Simidu 1964) .
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Voor de Teleostii komen slechts enkele waarnemingen van Konosu et al.
(1964) en Arahaki en Suyama (1966) voor (0,8 tot 3,2 mg %). In ver-
schillende beenvissoorten werden trouwens noch cysteine noch cystine
in vrije vorm aangetroffen (Sakaguchi en Simidu 1964). Uit deze ge-
gevens blijkt dat het gehalte aan beide vrije aminozuren.in Squalidae

duidelijk hoger ligte.

Het relatief hoog gehalte aan beide iminozuren dient hier te
worden benadrukt. In de literatuur zijn hiervoor bij S. acanthias geen
waarden bekend. Voor beenvissen worden voor proline duidelijk lagere
gehalten vermeld, nl. maximum 17,5 mg % (Arahaki en Suyama 1966). Vrij
hydroxyproline wordt in pas gevangen beenvis weinig of niet aangetroffen

(Hughes 1961).

Daar beide iminozuren bijzonder rijkelijk in kollageen voor—
komen en hydroxyproline zelfs in andere eiwitten praktisch niet wordt
aangetroffen, staat het hoger gehalte van deze zuren in doornhaai on—

getwijfeld in verband met het hoger gehalte aan bindweefsel.

3¢2.2:9. Vrij choline en betaine.(tabellen A25 en A26)°

e s s " o— o w— o — v —

Bij beide verbindingen vallen de hoge standaardafwijkingen op,
hetgeen erop wijst dat zij aan grote variaties onderhevig zijn. IEr kan
hierbij echter worden opgemerkt dat de variatiekodfficiénten tussen

choline en betaine weinig verschillen.

Voor vrij choline zijn in de literatuur geen gegevens bekend.
Het gemiddeld gehalte aan betalne (98 mg %) ligt lager dan door Shewan
(1951) vermeld nl. 150 mg %.
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en A28)

Zoals vermeld zijn het droge stof- en het totaal stikstofge—~
halte zeer goede indikatoren van de biologische gesteldheid van de vis
en staan trouwens in verband met elkaar : een vermindering van het
totale stikstofgehalte gaat meestal met een verhoging van het water-

gehalte van de weefsels gepaard.

Uit tabellen A27 en A28 volgt dat dit verschijnsel bij Se
acanthias niet voorkomt en wordt bevestigd door de gegevens van de ex—
traheerbare stikstofbestanddelen waar, met uitzondering van de peptiden,
geen seizoeninvloeden worden vastgesteld. De doornmhaai blijkt in dit
verband sterk af te wijken van de meeste andere vissoorten, waar wel
duidelijke seizoeninvloeden te bespeuren vallen. Als voorbeeld kan
hier kabeljauw worden aangehaald, waar het droge stofgehalte in de lente
duidelijk lager ligt dan in de andere seizoenen (17 % t.0.ve 20 %)

(Love 1960).

Voor het verschillend biologiseh gedragingspatroon bij de doorn-
haai kunnen ongetwijfeld vooral twee redenen worden opgegeven. herst
en vooral is uit de waarnemingen over de maaginhoud (zie 3.2.1.) ge—
bleken dat er in de voeding geen seizoenverschillen te noteren zijn
en dat de doornhaai intermitterend het voedsel opneemt dat hij het
meest overvloedig ter beschikking vindt. Lange perioden van voedsel—
gebrek, die soms bij andere vissoorten voorkomen, worden niet vastge—

steld,

Een tweede reden is dat de geslachtscyclus bijzonder lang is,
nl. 48 maanden (zie 1l.1l.) zodat de veranderingen in de samenstelling
van de visweefsels, die hiermede gepaard gaan en bij de meeste andere
vissen sterk tot uiting komen, ongetwijfeld zeer verminderd zijn
het organisme van de doornhaai heeft meer tijd om zich aan de nood~

wendigheden van de geslachtscyclus aan te passen.
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De aktiviteit van de neutrale endopeptidasen blijkt in pas
gevangen doornhaal zeer gering te zijn. Zij werd dan ook niet verder
statistisch verwerkt. De aktiviteit van de kathepsinen daarentegen
ligt op een hoog peil en vertoont daarenboven signifikante verschillen
(tabel 8). Toepassing van de Tukey-test geeft als minimaal wezenlijk
verschil tussen de diverse groepen 54./ig tyr/h/g aane. Uit tabel A29
is het duidelijk dat de aktiviteit bij de niet geslachtsrijpe doorn—
haaien signifikant hoger dan bij de geslachtsrijpe dieren ligt. Dit
verschil bedraagt gemiddeld 21 %.

Voor S. acanthias worden in de literatuur geen gegevens over
de proteolytische aktiviteit gevonden. De kathepsinenaktiviteit echter
ligt lager dan de waarden die Siebert (1958) reporteert voor diverse

beenvissen, nl. 460 tot 1.035 Mg tyr/h/g.

Beiiie §gsluiten.

Uit het onderzoek van de biologische faktoren is vooreerst gem
bleken dat de voeding van de doornhaai niet door het seizoen beinvloed
wordt. Evenmin is tussen wijfjes en mannetjes of tussen geslachtsrijpe
en niet geslachtsrijpe dieren een onderscheid vast te stellen. Dit
feit is belangrijk daar de signifikante verschillen die bij diverse
verbindingen werden waargenomen, in ieder geval niet door een gewijzigde

voeding veroorzaakt zijn.

De kleine, niet geslachtsrijpe doornhaaien bevatten signifikant
meer A —aminostikstof, A ~alanine, glutaminezuur, glycine en hebben

een sterkere kathepsineaktiviteit.

Het peptidengehalte wordt daarentegen door het seizoen be—

invloed : in de lente-—zomer-periode is het gehalte hoger dan in de
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herfst-winter-periode. Overige extrahecerbare stikstofverbindingen
blijken noch door het geslacht, noch door de geslachtsrijpheid, noch

door het seizoen te worden beinvloed.

De gegevens over de vrije aminozuren bevestigen globaal gezien
de waarnemingen van Florkin (1956), Ranke (1959), Schaefer (1959) en
Partmann (1965) die vaststelden dat in iedere vissoort een specifieke

"aminozurenpool" voorkomt.

Vergeleken met de meeste beenvissen onderscheidt S. acanthias
zich door (a) hoge gehalten aan glycine, leucine, cysteine, cystine,
proline, hydroxyproline en sarcosine, (b) het weinig of niet voorkomen

van lysine en histidine.




HOOFDSTUK 4 - EVOLUTIE VAN DE EXTRAHEERBARE STIKSTOFVER-

BINDINGEN TIJDENS HET BEWAREN VAN S, ACANTHIAS.

I T e e e

4414 Modus operandi.

4e1e1. Bewaarproeven.

Per seizoen werd één bewaarproef per kategorie uitgevoerd.
Hiervoor werden zoveel mogelijk voor de geslachtsrijpe en de niet ge-
slachtsrijpe doornhaaien respektievelijk de grootste en de kleinste
individuen genomen. De vissen werden hiervoor zorgvuldig gestript,

gewassen en in ijs bij + 1° C bewaard.

Na respektievelijk 2, 5, 9, 12 en 19 dagen (i 1 dag) werden
de in 3.1.4. vermelde extraheerbare stikstofbestanddelen gedoseerd.
Daarenboven werden ook de pH, de VRS en de elektrische weerstand van
het visvlees bepaald, daar deze metoden eveneens door de extraheer~—
bare stikstofbestanddelen worden beinvloed en daarenboven bij andere
vissen als goede objektieve versheidstesten worden aangezien (overn
zicht bij Farber 1965). Per proef werden volgens de beschikbare hoe-

veelheid 3 tot 10 vissen genomen,

Tijdens deze bewaarproeven werden tenslotte twee reeksen aan—
vullende experimenten uitgevoerd. In de eerste reeks werd het uit—
loogeffekt (uitlogen van de extraheerbare N-bestanddelen onder invloed
van het smeltend ijs) bepaald, in de tweede reeks werd het verschil

tussen geslachtsrijpe en niet geslachtsrijpe vissen nader onderzocht.

4e1e2. Uitloogproeven.,

De proeven werden met geslachtsrijpe en niet geslachtsrijpe
dieren verricht en werden driemaal herhaald. Tien kg vis en tien kg

ijs werden in een polyethyleen bak, waarvan de bodem van talrijke
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openingen van 1 cm diameter voorzien was, gebracht. Deze bak werd oOp
een analoog recipiént geplaatst, waarin 1 liter 10 % zoutzuur gegoten
werd ten einde de enzymatische en bakteriéle aktie te verhinderen en

tevens zoveel mogelijk de vluchtige basische verbindingen (TMA en NH3)

vast te houden.

Het overblijvend ijs werd telkens respektievelijk de 5de, 9de,
12de en 19de dag zorgvuldig van de vis verwijderd en bij de verdunde
zoutzuuroplossing gevoegd. Nieuw ijs werd aan de vis toegevoegd en een
nieuwe HCl-oplossing in de onderste bak gegoten. Nadat het verwijderd
ijs volledig gesmolten was, werd het volume gemeten, de oplossing in-
dien nodig in vakuiim ingedampt en het gehalte aan TMAO, TMA, ureunm,
ammoniak, d\—amino, creatine en creatinine, proline en hydroxyproline,

cysteine en cystine, bepaald.

Creatine en creatinine werden samen gedoseerd, daar creatine
in zuur midden gemakkelijk in creatinine overgaat. Daar deze laatste
verbinding echter in veel geringere hoeveelheden voorkomt, geven de
resultaten hoofdzakelijk het uitgeloogde creatine-gehalte aan. Proline
en hydroxyproline werden eveneens samen bepaald, daar blankoproeven in
dezelfde omstandigheden uitgevoerd, uitgewezen hadden dat een gedeclte
van het proline tot hydroxyproline geoxydeerd werd. Ook cysteine en

cystine werden om dezelfde reden samen bepaald.

4e1¢3s Vergelijkende proeven tussen geslachtsrijpe en niet ge—~

slachtsrijpe doornhaaien.

Vier monsters, ieder bestaande uit 3 tot 10 stukken vis uit de

epaxiale spieren gesneden, werden gebruikt

NG : niet geslachtsrijpe doornhaai, + 15 x 1,5 x 1,5 cm
G1 : geslachtsrijpe doornhaai, kleine metamerie, 15 x 1,5 x

1,5 om
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G2 : idem, grote metamerie, 15 x 1,5 x 1,5 cm

G3 : idem, dubbele dikte, 15 x 3 x 3 cm

De monsters werden in ijs bewaard en verder zoals in de proeven oOp

gehele vissen behandeld. De proeven werden driemaal herhaald.

Qe Re§u}taten_9n diskussie.

De gemiddelde resultaten werden in figuren 20 tot 41 en 44 tot
58 grafisch voorgesteld. De volledige waarnemingen van de proeven die
over drie jaar verricht werden, zijn in aanhangsel opgenomen (tabellen

A30 tot A42).

Vooraleer tot de bespreking van de verschillende resultaten
over te gaan, kan er onmiddellijk op gewezen worden dat uit bovenver-—
melde figuren en tabellen volgt dat bij geen enkele proef een invloed
van het geslacht of van het seizoen werd waargenomen. Deze faktoren
blijken aldus tijdens het bederf van S. acanthias geen determinerende

rol te spelen.

4e2.1. Uitloogproeven.

Uit de uitloogproeven (tabellen 10 en 11) blijkt dat het
spoeleffekt van het smeltwater voor alle proeven, TMA en ammoniak
uitgezonderd, het sterkst is gedurende de eerste negen dagen. Aan—
zienlijke hoeveelheden extraheerbare stikstofbestanddelen worden

tijdens deze periode uitgeloogd.

Dat tijdens de verdere bewaring veel minder verbindingen
uitdiffunderen kan verklaard worden door het feit dat de konsistentie
van de doornhaai tijdens het bederf door de afbraak van de relatief
grote hoeveelheden bindweefsel die zich in deze kraakbeenvis bevinden
meer en meer gelatineus wordt. Deze gelatineuze konsistentie remt

in sterke mate de diffusie in het smeltwater. Naast de organoleptische
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waarneming geeft het aantal ml perssap hiervan een duidelijk beeld.
Het werd twintigmaal onder konstante druk bepaald (zie 2.2.19.20).

Het gemiddeld verloop (s =:1.5 ml) werd in figuur 19 afgebeeld, Hier—
uit blijkt dat bij beide groepen vooral tussen de 12de en de 19de

dag een sterke vermindering van het aantal ml te noteren valt. Bij

de niet geslachtsrijpe dieren wordt daarenboven vanaf de 12de dag een

duidelijk lagere waarde bereikt dan bij de geslachtsrijpe vissen.

Bij de kleine vissen wordt trouwens meestal een groter spoel-
effekt vastgesteld. De reden hiervan dient gezocht in het feit dat
kleine vissen een relatief groter oppervlak en een kleinere laagdikte

vertonen zodat de diffusie gemakkelijker doorgaat.

Voor TMA en ammoniak daarentegen grijpt het sterkste verlies

tussen de 12de en de 19de dag plaats.

Tenslotte dient opgemerkt dat deze spoelproeven enkel onder-—
ling vergelijkbare resultaten geven. Deze mogen aldus niet recht~
streeks met de gegevens van figuren 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 44, 45,
47 en 48 worden vergeleken daar de proefomstandigheden niet toelieten
alle uitgeloogde extraheerbare stikstofverbindingen terug te vinden.
Niettemin wordt voor de verbindingen waarvan tijdens het bederf nor-
malerwijze geen nieuwvorming mag worden verwacht (TMAO, ureum, crea-~
tine) een zeer goede overeenkomst met de resultaten van figuren 22, 24
en 25 waargenomen. Een sterkere daling van de koncentratie komt hier-

bij altijd overeen met een groter spoeleffekt.
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Tabel 10 = Uitgeloogde N-verbindingen bij geslachtsrijpe doornhaaien
(koncentraties per 100 g vis).

| | |
Verbinding | Proef | 54 9 4 12:4 H A0
TMAO 1 ; 11 26 10 5
(mg N %) 2 | T | 3% 15 7
; e b oan 21 8 9
Geme | 9 Lol 7
TMA oA g 1.9 3
(mg N %) 2 g 0 3 5 5
3 B i 5 ; 3
Gem, | 0 5 2 4 } 4
! i
Ureun 1 A 382 152 1
(mg %) v i mE D g4 Hoo9b
RN RS 80 20
Gem, i 106 409 108 32
]
Ammoniak 1 | 5 10 12 20
(mg N %) 2 ! 8 4 8 1
3 3 6 14 14
Gem. 5 . 11 15
Creatine 1 25 20 15 b
$ 2 54 b3y 25 12
creatinine 3 a2 L 48 12 A
(mg %) Gem, | 42 23 17 8
A —amino-N 1 | 6 10 12 3
(mg N %) . 2 8 % 6 5 2
T 4 | 6 X
Gem. ! 6 8 3
!
Peptiden R 1 1
(mg N %) e oy B g
2 3 ; 12 3 % 4
Gem, 3 ! 9 3 % 2
Proline + 1 20 % o 2 1
hydroxyproline 2 L . 4 3
(mg %) CISLIGNT D T 1 s
Gem. - n] 7 2 1
Cysteine + 1 iF A L W Bl - S0
cystine g 142 0,8 a2 043
(mg %) e S 0,5 0,6 0,5
Gem, o 0,9 0,4 0,3
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Tabel 11 - Uitgeloogde N—verbindingen bij niet geslachtsrijpe doorn—
haaien (koncentraties per 100 g vis).

Verbinding Proef 5 a ’ 9 d 12 4 19 4
TMAO 1 14 ' 22 SteL 9
(mg N %) 2 12 15 . 4

3 20 14 et ¢4

i Gem, 15 1 12 T

TMA 1 0 4 5 2
(mg ¥ %) 2 0 3 | 6 6
3 0 T e 3

Gem, 0 3 5 4

Ureun 1 151 160 43 50
(mg %) 2 123 302 70 27
3 165 256 51 22

Geme 146 239 55 Si6!

Ammoniak 4 10 9 15 25
(mg W %) 2 8 12 20 18
3 6 1 1.2 18

Gem., 9 16 20

Creatine 1 45 18 20 4

+ 2 63 ; (b A 5

creatinine 3 50 o a0 12 8
d. {
(mg %) Gem. 53 11 | 16 6
A -amino-N 1 8 8.5 6
(mg ¥ %) 2 12 15 { % 2
3 4 11 i 5 3
Gem. 8 11 § 8 4
i
Peptiden 1 5 o PR Sl 2
(mg N %) g 8 10 S 3
3 4 12 i 2 1
Gem. 6 Tl SRR >
Proline + 1 32 ) | 2 4
hydroxyproline 2 21 5 6 1
(mg %) 3 13 4 1 2
Gem, 22 5 3 2
Cysteine + 1 244 240 ; 0,4 0,1
cystine 2 Vil 448 < ( 0,2
(mg %) 3 3,0 1,6 | 0,3 0,6
Cem. 242 v % 0,46 0g3
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4.2.2. Individuele bepalingen.

De cerste negen dagen van de bewaarperiode grijpt slechts een
geringe vermeerdering van het gehalte aan vrije ammoniak bij geslachts—

rijpe dieren plaats. Vanaf de negende dag echter stijgt de kurve zeer

Vlugo

Voor niet geslachtsrijpe dieren daarentegen wordt een ander
beeld bekomen. De vermeerdering van vrije ammoniak grijpt hier vroeger
plaats en bereikt na 19 dagen hogere waarden, nl. gemiddeld 136 t.0.v.
101 mg N %.

Deze resultaten komen gedeeltelijk met deze van Shewan (1951)
overeen, die echter geen melding gemaakt heeft van de grootte (ge—
slachtsrijpheid) van de vissen. Deze auteur stelde enkel na 8 tot 10
dagen een duidelijke stijging van de vrije ammoniak bij doornhaai van

de Noordzee vast, nl. van ongeveer 10 mg tot 115 mg na 21 dagen.

Moyer et al. (1959) en Southcott et al. (1960) echter vonden
tijdens het bewaren van S. acanthias slechts een geringe stijging van
het ammoniakgehalte, dat nooit 20 mg N % overschreed. Hetzelfde beeld
werd trouwens voor TMA bekomen (zie 4.2.2.3.). Stansby et al. (1968)
bekwamen later ongeveer dezelfde resultaten. Deze auteurs werkten
echter op doornhaai van de Noord-Amerikaanse kusten en Moyer et al.
(1959) suggereren als oorzaak van deze abnormaal lage waarden, de af-
wezigheid van een urease-vormende bakteriepopulatie. Vergelijkend
bakteriologisch onderzoek zou noodzakelijk zijn om dit te bewijzen
maar in ieder geval is uit onze proeven gebleken dat er een verschil
in bederfsnelheid tussen de Europese en de Noord-Amerikaanse doornhaai

bestaate.
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Volgens Suyama et al. (1950) zou bij haaiachtigen een sta—
tionaire faze in de afbraak van ureum tot ammoniak voorkomen, hetgeen
op de vorming van bepaalde intermediaire verbindingen zou wijzen.
Anderzijds meldden Simidu en Hibiki (1953) dat in bepaalde omstandig-
heden een vertraging of stopzetting van de ureumafbraak kan optreden.
Volgens deze auteurs zou dit te wijten zijn aan het feit dat ureum
zowel binnen als buiten de spiercellen voorkomt en dat de bakterién
ecerst de intercellulaire base aanvallen. Het intracellulaire ureum

moet dan door de celwand diffunderen, hetgeen een trager proces is.

Beide verschijnselen werden tijdens de hier beschreven proeven

op doornhaai echter niet vastgesteld.

Om hierover een nader inzicht te bekomen werd het ureumgchalte
van het perssap van geslachtsrijpe doornhaai bepaald. Dit sap werd
onder konstante druk (0,5 kg/omz) uitgeperst (zie 2.2.19.2.) en volgens
de proeven van Banks (1955), Love (1955) en Connell (1957) bestaat het
voor pas gevangen vis bijna uitsluitend uit intercellulair vocht. Ge-
durende het bederf komt dan geleidelijk aan meer intracellulair vocht

in het sap terecht.

Uit figuur 21 volgt dat op geen enkel ogenblik, ook tijdens
de eerste dagen van de bewaarperiode niet, ureum in het intercellulair
vocht ontbrak. De koncentratiedaling was daarenboven zeer analoog met
deze die in visweefsel werd waargenomen. Voor niet geslachtsrijpe

doornhaaien werd een zelfde beeld bekomen.

Deze proef wijst er dan ook op dat er een relatief snelle
uitwisseling van ureum tussen het intra- en het intercellulair vocht

moet geschieden.
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Er kan er aan toegevoegd worden dat ook TMAO en Cﬂ-aaminostik—
stof in perssap hetzelfde beeld gaven. Ook de pH van het sap bleek

weinig van dit van het visvlees te verschillen.

De extraheerbare stikstofverbindingen blijken dan ook in
doornhaai vlug te diffunderen, hetgeen ongetwijfeld de snelle bederfe—

lijkheid van de vis in de hand werkt.

4.2.2.2. Ureun (figuur 22, tabel A31).

Tot de negende dag blijkt bij de vier diergroepen een vlugge
daling van de ureumkoncentratie plaats te vinden, die geenszins met de
gevonden ammoniakwaarden overeenkomt (tabel A30, figuur 20), maar wel
met de gegevens van de uitloogproef. Deze vaststelling werd ook
tijdens de volgende bepalingen verricht : hieruit blijkt dat de ureum—
koncentratie in de eerste plaats bepaald wordt door het uitloogeffekt

en niet door de afbraak tot ammoniak.

4¢2.2.3. Trimethylamine (figuur 23, tabel A32).

De eerste vijf dagen is de vorming van TMA zeer gering, om dan
geleidelijk aan belangrijker te worden. De sterkste vermeerdering
wordt evenwel tussen de 12de en de 19de dag genoteerd, nl. van gemid-
deld 4,4 (geslachtsrijp) en 6,6 (niet geslachtsrijp) tot 14 mg N %.

Op te merken valt dat juist in deze periode de optimale pH voor het

triamineoxydase ligt, nl. 7,2 tot 7,4 (Elliott 1952).

Deze resultaten komen vrij goed met deze van Shewan (1951)
overeen met dit verschil dat deze auteur slechts na een tiental dagen
een duidelijke stijging van het TMi-gehalte vaststelde. Zijn voorop—
stelling dat ammoniak in doornhaai vlugger en in sterkere mate dan

TMA gevormd wordt kan hier dan ook niet aanvaard worden.
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Opmerkenswaardig is echter dat de waarnemingen van Moyer et al.
(1959), Southcott et al. (1960) en Stansby et al. (1968) — de enige die
verder in de literatuur over doornhaai voorkomen - op een slechts ge=—
ringe stijging van het gehalte aan TMA bij de Noord-Amerikaanse doorn—
haai wijzen, dat na twee weken slechts 2 & 5 ng N % bedroeg. Zoals
in 4.2.2.1. vermeld  stelden deze auteurs trouwens hetzelfde feit bij de
vorming van ammoniak vast. Tijdens onze proeven werd in twee gevallen,
nil. wvoor g geslachtsrijp, proef 1, winter en voor 9 niet geslachtsrijp,
proef 1, winter, een analoog verschijnsel vastgesteld, waarbij na 19
dagen respektievelijk slechts 2,5 en 2,6 mg N % TMA werden genoteerd
(tabel A32).

De reden voor deze slechts geringe TMA-vorming kan bakterieel
of enzymatisch zijn. Een tekort aan substraat (TMAO) of aan waterstof--
donor (melkzuur, koolhydraten) is a priori uitgesloten. Castell en
Snow (1949) stelden vast dat het enzymensysteem dat het TMAO reduceert
gevoelig is aan pH~veranderingen. Uit tabel A39 volgt echter dat dit
voor de twee proeven het geval niet was. Dezelfde auteurs (1951)
stelden verder vast dat ook de temperatuur de reduktie beinvloed : een
daling van enkele graden vermindert gevoelig de triamineoxydase—akti-—
viteit. Vanaf de vangst werden de vissen echter telkens op dezelfde
wijze in smeltend ijs bewaard, zodat deze faktor evenmin een rol kan

spelen.

De aanwezigheid van bepaalde inhibitoren is evenmin waarschijn-—
lijke Inderdaad, Neilands (1945) bestudeerde de invloed van cen ganse
reeks natuurlijk en kunstmatige inhibitoren, en stelde vast dat slechts
weinig natuurlijke verbindingen een doeltreffende werking vertonen.
Enkel indol, skatol en waterstofsulfide inhibeerden gedeeltelijk het
enzym. Daar deze verbindingen echter slechts op het einde van de be-
waarperiode voorkomen, nl., bij vis die praktisch bedorven is,kan dit

de twee afwijkende proeven niet beinvloed hebben.
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Zoals door Moyer et al. (1959) gesuggereerd, ligt de oorzaak
waarschijnlijk in een toevallige afwezigheid of slechts gering voor—
komen van een triamineoxydase-vormende bakterieflora. Een aanduiding
hiervoor is ook dat er tussen de diverse mariene bakteriesoorten cen
sterk verschil in het vermogen om TMAO te reduceren bestaat. Het
percent bakterién dat triamineoxydase produceert kan aanzienlijk va—
riéren : Dyer (1947) vond 10 & 29 %, terwijl Shewan (1951) cijfers van
8 & 43 % opgeeft.

Men stelt verder vast dat bij de niet geslachtsrijpe doorn—
haaien het TMA-gehalte van de 5de tot de 12de dag vlugger oploopt dan
bij geslachtsrijpe vissen. De 19de dag echter worden ongeveer dezelfde
hoeveelheden aangetroffen. Hr blijkt aldus vanaf de 12de dag een
duidelijke remming van de TMA-vorming voor te komen. Een stimulering
van de TMA-vorming bij de geslachtsrijpe doornhaaien is daarbij minder

waarschijnlijk.

Elliott (1952) bewees immers dat een stijging van de pH de
reduktie van TMAO sterk vermindert en zelfs volledig kan stopzetten.
Hij gaf evenwel op dat het verschijnsel vooral vanaf pH 9 merkbaar was.
Uit onze proeven blijkt echter dat de remning van de TMA-vorming reeds
bij een lagere pH moet gebeuren. Dit verschil kan wellicht verkloard
worden door het feit dat Elliott op modelsystemen (gemalen vis, gebuf-—
ferd midden, geen uitloging) werkte, en dat de waarden in gehele doorn—
haai die in ijs bewaard wordt, lager komen te liggen. Men kan aannemen
dat eenmaal de optimale pH (7,2 & 7,4) voorbij, de aktiviteit van het

triamineoxydase sterk daalt.

Een bijkomende inhiberende werking van waterstofsulfide (zie

tabel 12) is evenwel niet uitgesloten (Neilands 1945).
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4+2.244. Trimethylamineoxyde (figuur 24, tabel A33).

Wanneer men de TMA- en TMAO-waarden vergelijkt, blijkt dat
de relatief sterke vermindering van het TMAO-gechalte in de eerste
plaats aan het uitlogen van deze stikstofbase te wijten is. Dit wordt
trouwens door twee feiten bevestigd. Eerst en vooral daalt tijdens
de twee proeven waar dgechts weinig TMA gevormd werd (dngeslachtsrijp,
proef 1, winter en 9 niet geslachtsrijp, proef 1, winter) het TMAO—
gehalte niettemin ongeveer in dezelfde verhoudingen als voor de andere
proeven. Vervolgens wijzen de resultaten van de uitloogproeven (zie

4.2+7.) hier eveneens op.

Zoals voor ureum wordt het TMAO-gehalte in doornhaai tijdens
het bewaren in ijs aldus in de eerste plaats door het spoeleffekt bo-

paald.

en A35)

Het creatine-—gehalte daalt vanaf het begin van de bewaarperiode
bij de vier viskategorieén en dit hoofdzakelijk door uitlogen, zoals uit
4.2.1. blijkt. Bij de kleine, niet geslachtsrijpe doornhaaien echter
is de koncentratievermindering om aangechaalde reden sterkere Tussen
de 5de en de 12de dag is de daling minder uitgesproken. Zoals uit fi-
guur 26 blijkt moet het creatine in deze periode gedeeltelijk althans
in creatinine worden omgezet. Het is inderdaad uitgemaakt dat creati-

nine enkel uit creatine kan gevormd worden (Leuthardt 1963).

Vanaf de 12de dag treedt een scherpe koncentratievermindering
op. Daar uit de uitloogproeven (zie 4.2.1.) blijkt dat tussen de 12de
en de 19de dag nog maar weinig creatine in het ijssmeltwater terecht
komt, moet hier een duidelijk biochemische afbraak plaatsgrijpen. Al-
hoewel uit deze proeven niet kon uitgemaakt worden welke verbindingen

vrijkomen, kan men aamnemen dat creatine hier vooral gedesamineerd
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wordt. Shewan (1961) stelde immers deze afbraak bij kabeljauw vast.

Bij de niet geslachtsrijpe dieren worden lagere waarden be—
reikt, maar de relatieve koncentratievermindering is ongeveer gelijk
vanaf de 5de dag, nl. + 50 mg %. Dit wijst erop dat in geslachtsrijpe
en niet geslachtsrijpe dieren de afbraakreakties een snelheid van de-

zelfde grootte—orde hebben.

Bij creatinine wordt eerst een daling waargenomen die onge~
twijfeld aan het uitloogeffekt (zie 4.2.1.) te wijten is. Van de 5de
tot de 9de dag treedt een koncentratieverhoging op § zoals boven reeds
aangegeven wijst dit erop dat een hoeveelheid creatine in creatinine
wordt omgezet. Vanaf de 9de dag grijpt een nieuwe daling plaats.
Zoals creatine, moet tijdens deze periode ook creatinine biochemisch

afgebroken worden.

bellen A36 en A3T).

Voor de (A —aminostikstof blijkt een duidelijk verschil tussen
de kurven van de geslachtsrijpe en de niet geslachtsrijpe doornhaaien
te bestaan. Voor de vier kategorién zijn deze kurven afwisselend
dalend, stijgend en opnieuw dalend., Bij de niet geslachtsrijpe dieren
zijn deze dalingen en stijgingen meer uitgesproken. Zoals in 3.2.2.4.
vermeld liggen bij deze vissen ook de uitgangswaarden signifikant

hoger.

Voor het peptidengehalte blijken er tussen de vier kategorieén
geen duidelijke verschillen op te treden,en de kurven hebben overal
een dalend verloop. Opmerkensweardig is hierbij dat de vastgestelde
signifikante seizoenverschillen tussen de diverse beginwaarden (zie
3.2.2.5,) tijdens de daarop volgende bewaarperiode weinig of geen in—

vloed blijken te hebben. Tussen de negende en de twaalfde dag is de
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vermindering van het peptidengehalte het sterkst. Daar tijdens deze
periode het uitlogen én van peptiden én van aminozuren sterk geredu-
ceerd is, wijst de stijging van het ck —aminogehalte op een exopepti-
dasenwerking die sterker is dan de endopeptidasenaktiviteits Ook de
afbraakreakties van de aminozuren grijpen minder vlug plaats dan de
vorming van nieuwe vrije zuren uit de peptiden. Vanaf de 12de dag
gaat de daling van de peptiden minder snel door, zodat hier de aktivi-
teit van de endopeptidasen deze van de exopeptidasen moet benaderen.
Anderzijds blijkt hier de aminozurenafbraak sterker dan de peptiden-—
splitsing te zijn. De grotere schommelingen die bij het A —amino—
gehalte van de niet geslachtsrijpe doornhaaien worden vastgesteld,
worden echter niet bij de peptiden teruggevonden. Dit wijst erop dat
bij deze vissen de endo— en de exopeptidasen een sterkere aktiviteit
vertonen zodat zij op hetzelfde peil van de geslachtsrijpe individuen
blijven. Voor de endopeptidasen wordt dit door de bepaling van de

proteolytische aktiviteit bevestigd (zie 4.2.2.16.).

Ben andere indikatie hiervoor wordt door de uitloogproeven
gegeven. Inderdaad, alhoewel alle kurven van de vier kategorieén
doornhaai ongeveer hetzelfde uitzicht vertonen en een verschil tussen
kleine en grote vissen niet duidelijk waarneembaar is, hebben de
kleine dieren de 5de en de 9de dag sterkere uitloogwaarden, hetgecen
erop wijst dat meer peptiden gevormd werden maar door het groter

relatief oppervlak sterker uitgespoeld werden.

Bij de kleine vissen is het uitloogeffekt de ecerste negen
dagen groter. Wanneer men echter voor kleine en grote doornhaaien
de gedurende de cerste 5 dagen uitgeloogde hoeveelheid (A —amino—
stikstof vergelijkt met de hoeveelheid die in de vis afnam, dan stelt
men vast dat deze laatste hoeveelheid veel meer verschilt dan de
uitloogwaarden. Dit betekent dat de afbraak van <X —aminostikstof

in de kleine vissen vroeger geschiedt en intenser doorgaat. Dezelfde
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waarneming werd de 9de dag verricht en wordt in 4.2.3. verder be—

sproken.

Het wisselend verloop van het O\ —aminogehalte is waarschijn-
lijk te wijten aan het feit dat de bakterieflora in de loop van het
bederf kwalitatief verandert, hetgeen dan op bepaalde tijdstippen ecen
gewijzigde invloed heeft op de respektieve intensiteit van de vormings-—
en afbraakreakties van de aminozuren. Dit feit werd immers door ver—
schillende auteurs vastgesteld (Castell et al. 1948 ; Shewan 1951).
Volgens Ranke (1960) zou de stijging van de pH hierbij determinerend

zijne.

Tenslotte kan opgemerkt worden dat bij de doornhaai het sei-
zoen geen invloed op de evolutie van het OA —aminogehalte heeft. Dit
is in tegenstelling met hetgeen door Ranke (1960) en Bramstedt (1963)
voor diverse beenvissen werd vastgesteld, nl. een hoger gehalte aan

vrije aminozuren in de zomerperiode.

Cysteine, cystine, proline en hydroxyproline worden afzondecr-

1ijk besproken.

Uit de resultaten van de overige aminozuren blijkt daty, alhoe—
wel enkele uitzonderingen voorkomen, het gehalte aan A -alanine, ar-—
ginine, fenylalanine, glutaminezuur, glycine, leucine en threonine
(figuren 29 tot 35) een ongeveer sinusoidaal verloop kent, dat vrij

goed met de kurven van O -aminostikstof overeenkomt (figuur 27).

Voor de niet geslachtsrijpe doornhaaien worden in de meeste
gevalilen de 12de dag hogere waarden bereikt, hetgeen eveneens met de
A —amino-kurven overeenstemt. De betekenis van deze resultaten werd

dan ook reeds in 4.2.2.6. toegelicht. Men kan er aan toevoegen dat de
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biochemische afbraak- en vormingsreakties die het gehalte aan boven—
vermelde aminozuren tijdens het bewaren van S. acanthias bepalen, op

ongeveer dezelfde manier moeten worden beinvloed,

Het verloop van /5 —~alanine (figuur 36) en asparaginezuur
(figuur 37) is onregelmatig maar wijst ecerder op een relatief konstant
gehalte., In ieder geval kan worden opgemerkt dat tussen de 2de en de
5de dag, 30 van de 32 kurven een dalend verloop vertonen dat aan het

uitlogen en waarschijnlijk ook aan de bakteriéle afbraak te wijten is.

Dat er op geen enkel tijdstip een duidelijke stijging van
ﬁs —-alanine wordt vastgesteld kan worden verklaard door het feit dat
dit aminozuur in eiwitten ontbreekt, zodat het tijdens de proteolyse
hieruit niet kan worden vrijgesteld. Verder ontbreken eveneens de
dipeptiden anserine en carnosine, die tijdens het bewaren onder in-

vloed van het anserinase [5 —alanine kunnen geven (Jones 1955).

Door decarboxylering van asparaginezuur kan het eveneens onte
staan (Siebert et al. 1965). Op te merken valt echter dat Ranke
(1955, 1960) en Bramstedt (1962), vaststelden dat tijdens het bewaren
van beenvissen een stijging van./%-elanine met een daling van het as-—
paraginezuurgehalte gepaard ging, hetgeen hier niet het geval is

(figuren 36 en 37).

Pantotheenzuur (bestanddeel van coénzyme A) bevat eveneens
[}—alanine. Door de zeer geringe koncentraties is een eventuele

vorming van (% —alanine uit dit zuur echter weinig waarschijnlijk.

Sarcosine en aurine, die niet in eiwitten voorkomen, kennen
een algemeen dalend verloop (figuren 38 en 39)- Deze vermindering
is het sterkst de eerste negen dagen, en is ongetwijfeld in deze

periode hoofdzakelijk aan het uitlogen te wijten. Men bemerkt hierbij
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dat de daling bij de niet geslachtsrijpe vissen sterker is, hetgeen
hiervoor een bijkomend argument is. Voor taurine werd dit in kabel-
Jjauw trouwens bevestigd (Jones 1955 b). Een beduidende bakteridle
afbraak van taurine is dearenboven weinig waarschijnlijk, daar dit

aninozuur als relatief inert bekend staat.

Over de bakteriéle afbraak van sarcosine is weinig bekend.
Een omzetting tot methylamine en glyoxylzuur, onder invloed van bak-
terieel glycine oxydase, zoals door Ratner (1944) vastgesteld, grijpt
waarschijnlijk niet plaats, daar slechts in enkele gevallen methyla-—
mine wordt gevonden (zie 4.2.2.11.). De kans dat sarcosine in serine
wordt omgezet, zoals door Shieh (1964, 1966) bij een mariene bakterie,
Achromobacter cholinophagum, werd waargenomen, is eveneens klein, daar

geen vrij serine wordt gedoseerd (zie verder).

Tyrosine (figuur 40) wordt pas vanaf de 5de dag waargenomen
en stijgt vlug tot ongeveer de 12de dag om dan (op één uitzondering
na, nls Q geslachtsrijp, herfst) licht te dalen. Bij de niet ge—
slachtsrijpe dieren zijn de stijging en de daaropvolgende daling

sterker.,

Volgens Partmann (1951) zou tyrosine een van de aminozuren
zijn die tijdens de proteolyse van vis het gemakkelijkst vrijkomen.
Alhoewel dit niet bij alle vissen werd vastgesteld (Ranke 1960) kan
men deze vooropstelling bij de doornhaai althans volgen, daar in pas
gevangen vissen geen vrij tyrosine voorkomt maar het gehalte vroeg
begint te stijgen. Tyrosine blijkt dan ook een goede indikator van

de eerste tekens van bederf te zijn.

Zoals vermeld in 3.2.2.6, komt in pas gevangen doornhaai
weinig of geen vrij lysine voor. Zoals bij tyrosine stijgt echter

het gehalte vrij vlug vanaf de 5de tot de 12de dag (figuur 41). Bij
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de geslachtsrijpe dieren wordt dan, op twee uitzonderingen na, nog een
lichte stijging waargenomen. Voor de kleine doornhaaien is de ver-—
meerdering van het lysine-gehalte sterker. Vanaf de 12de dag echter
wordt op één uitzondering na, een daling waargenomen. Uit de litera-—
tuur is genoegzaam bekend dat lysine relatief inert is, en dat het aan
transamineringen en desamineringen van de o —aminogroep weinig of
niet deelneemt. Pas in latere stadia wordt het tot cadaverine gede—
carboxyleerd. Ook de vorming van piperidine, N-aminopeperidine en

pyridine in vis werd waargenomen (Bramstedt 1957)(figuur 42).

Daar de kleine doornhaaien zich tussen de 12de en de 19de dag
in een verder stadium van bederf dan de geslachtsrijpe individuen be-—
vinden, kan de daling van het lysine-gehalte tijdens deze periode door

de vorming van deze stoffen worden verklaard.

Methionine verschijnt pas de 12de dag bij de geslachtsrijpe
en de 9de dag bij de niet geslachtsrijpe doornhaaien in koncentraties
begrepen tussen 1 en 5 mg %. Dit gehalte ondergaat weinig verander-

ingen tijdens de daarop volgende bewaarperiode.

Ornithine wordt enkel vanaf de 9de dag bij de vier visgroepen
waargenomen. Het gehalte vertoont verder geen duidelijke lijn en
schommelt tussen 2 en 7 mg %. Ornithine kan uit arginine gevormd
worden onder invloed van het arginase. Dit enzym wordt in de weefsels
van doornhaai aangetroffen (zie 1.2.2.1.) 3 een endogene vorming van
ornithine is echter weinig waarschijnlijk, daar zoals vermeld het en-—
zym ornithine carbamyl transferase ontbreekt. Het is echter bewezen
dat vele mikro-organismen (o.a. soorten die op vis voorkomen) enzymen
bevatten die arginine tot ornithine kunnen afbreken (Thornley 1960).
Vele bakterién kunnen echter ook proline en glutaminezuur tot orni~
thine omzetten. Deze aminozuren zijn trouwens met ornithine meta—

bolisch verwant (Fruton en Simmonds 1961) (figuur 43).
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Serine en valine verdwijnen reeds vanaf de Hde dag hetgeen
erop wijst dat de afbraakreakties van deze aminozuren sterker doorgaan

dan de vormingsreaktiese

Van histidine wordt slechts in enkele gevallen sporen aange-—
troffen. Vrij histidine komt aldus én in pas gevangen doornhaai én
tijdens het bewaren van deze vis praktisch niet voor, hetgeen volledig

in tegenstelling met de meeste beenvissen is (zie 3.2¢2464)e

In 5 gevallen wordt de 9de, 12de en l6de dag A —aminoboter—
zuur vastgesteld (1 tot 3 mg %). In 8 gevallen wordt bij de kleine
doornhaaien de 19de dag &’-@minoboterzuur gevonden. Daar dit amino—
zuur door decarboxylering van glutaminezuur ontstaat, wijst dit er
nogmaals op dat deze soort reakties pas in een gevorderd bederfstadium

doorgaan.

Tenslotte kan worden vermeld dat op verschillende chromato—
grammen onbekende vlekken voorkwamen die met de klassieke kleurrea-—
gentia niet konden worden geidentificeerd. Het betreft waarschijnlijk
lagere peptiden, amiden en andere minder voorkomende aminozuren en
ninhydrinepositieve stoffen. Op te merken valt hierbij dat ook niet-
stikstofverbindingen (bve. aldehyden en ketonen) met ninhydrine een
positieve reaktie kunnen geven (Zacharius en Talley 1962 3 Schilling
et al. 1963). Geen enkele onbekende vlak kwam echter konstant voor
of bleek duidelijke koncentratieveranderingen tijdens de bewaarperiode

van Se. acanthias te vertonen.

Cysteine vertoont de vijfde dag een daling, die hoofdzakelijk

aan het uitlogen te wijten is (2zie 4.2.1.).
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Vanaf deze datum wordt een regelmatige stijging waargenomen,
die bij de niet geslachtsrijpe dieren sterker blijkt te verlopen en
hogere waarden bereikt na 18 dagen (gemiddeld 20,9 t.0.v. 16,7 mg %).
Dit wijst erop dat de reakties die tot het vrijstellen en/of de
vorming van cysteine leiden sterker zijn dan de afbraakreakties, en dat

het verschil bij de kleine dieren het grootst is.

Het meest typische afbraakprodukt van cysteine is waterstof-

sulfide, dat door toedoen van een desulfhydrase wordt gevormd.

Op te merken valt dat verschillende mikro-organismen (bv. E.
Coli) in staat zijn door eenvoudige waterafsplitsing, het cysteine

terzelfdertijd te desamineren (Leuthardt 1963)

COOH COOH COCH
| desulfhydrase | HZO |
- ) = -
HC NH2 : C HH2 + H2 3 C 0] e I\TH3
I I I
HZC - SH CH2 CH3
cysteine amino—acrylzuur pyrodruivenzuur

Uit tabel 12 volgt dat de vorming van H.S echter relatief ge—

2
ring is. Het wordt enkel vanaf de 12de dag waargenomen en dan nog niet
tijdens alle proeven. Er werd hier evenmin een duidelijk invloed van
het geslacht of van het seizoen vastgesteld. Voor de niet geslachts—

rijpe dieren is het H_ S-gehalte echter meestal duidelijk hoger (gemid—

2
deld 26,1 t.0.v. 16,6“/Ag % de 19de dag), hetgeen op een grotere af-

braak van cysteine wijst.

Daar echter bij de kleine dieren het cysteIne-gehalte toch
meer stijgt, bevestigt dit dat de vormingsreaktie van cystelne sterker

zijn dan de afbraakrezkties.
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Tabel 12 = Evolutie van het waterstofsulfide-gehalte tijdens het be-
waren van S. acanthias (in u g %).
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In verband met de afwezigheid van waterstofsulfide tot een ver
gevorderd bewaarstadium kan gewezen worden op het feit dat HZS zeer
onbestendig is en gemakkelijk tot sulfaat kan worden geoxydeerd, Het
is dan ook mogelijk dat vdbdr de 12de dag toch kleine hoeveelheden HQS

werden gevormd maar dat deze onmiddellijk werden geoxydeerds

Verder dient vermeld dat de bakteriéle vorming van HZS Tolity
voorkeur in anadroob midden gebeurt. Dit werd door McLean en Castell

(1956) bij Gadidae bevestigd.

In zuiver adroob midden kan men verwachten dat cysteine en
andere SH-verbindingen zeer snel hetzij door bakterién, hetzij door de
luchtzuurstof geoxydeerd worden. Het feit dat tijdens deze proeven
echter een stijging van het vrije cysteine~gechalte en tevens de aan-
wezigheid van HZS op het einde van de bewaarperiode werden genoteerd,
wijst op een tegenovergesteld verschijnsel en kan 0.a. worden verklaard
door het feit dat tijdens het bederf de konsistentie van de doornhaai-—
weefsels meer en meer gelatineus wordt (zie 4.2.1,) en dat hierdoor

het milieu meer en meer anaéroob wordt.

Dit wordt door de bepalingen van het indol-gehalte bevestigds
Zoals bekend uit de literatuur wordt deze verbinding het gemakkelijkst
in ana&roob midden door bakteridle aktie uit tryptofaan gevormd (Fruton
en Simmonds 1961). Uit aanvullende proeven bleek indol -~ zoals water-—
stofsulfide =slechts op het einde van de bewaarperiode in geringe kon-—

centraties (0,2 tot 0,4 mg %) voor te komene

Men dient hierbij niet uit het oog te verliezen dat de meerder—
heid van de bakterién ana&roob zijn en dat door de grote hoeveelheden
die op het cinde aanwezig zijn, de zuurstofspanning vlug daalt (Shewan

1961 3 Soudan 1965).
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Daarenboven kan gewezen worden op het feit dat naarmate hot
bederf vordert, de redoxpotentiaal van het midden daalt (figuur 46).
Volgens Barnes en Ingram (1955) zou dit de groei van de ana8roben sti-
muleren. Het dalen van de redoxpotentiaal zal daarbij de neiging tot

oxydatie van cysteine eveneens verminderen.

Tenslotte dient vermeld dat bepaalde mikro-organismen in
staat zijn SOZ—, SOE—, en S voor de synthese van zwavelhoudende
aminozuren te gebruiken (Henderickx 1961) zodat cystefne ook hieruit

kan worden gevormd.

Het vrij cystine—gehalte tenslotte vertoont in tegenstelling
met het cysteine-gehalte een cerder vlak verloop (figuur 45). Het
stijgend gehalte aan cysteine heeft aldus blijkbaar geen invloed op het
cystine—gehalte.

Bij proline wordt een algemene koncentratievermindering vast-
gesteld. Deze vermindering is echter tussen de 2de en de 5de dag het
sterkst, en is hoofdzakelijk te wijten aan het uitloogeffekt (zie
442:19)e ‘Br-dient hierbij niet uit het oog verloren te worden dat
proline één van de meest oplosbare aminozuren isy nl. 162 g per 100 ml
water, Bij de niet geslachtsrijpe dieren is deze daling nog sterker

door het groter relatief oppervlak.

In de verdere bewaarperiode wijzen de dalende kurven op een
biochemische afbraak van proline. Hierbij kunnen diverse verbindingen
worden gevormd, o.a. glutaminezuur, ornithine, Cf—aminovaleriaanzuur,
die dan verder door desamineringen en decarboxyleringen worden afge—
broken. Het kan ook door rechtstreekse oxydatie hydroxyproline geven
(Stetten 1951) alhoewel dit hier minder waarschijnlijk is daar de
redoxpotentiaal daalt (figuur 46).
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Hydroxyproline vertoont een ander beeld. Tot de vijfde, of
in sommige gevallen de negende dag, wordt een daling vastgesteld, die
alhoewel de uitloogproef het niet met absolute zekerheid kan uitmaken
(zie 4.2.1.) ongetwijfeld aan het spoeleffekt te wijten is. Bij de
niet geslachtsrijpe dieren is deze daling trouwens scherper, hetgeen
deze vooropstelling kracht komt bijzetten. Vanaf de 5de of 9de dag
echter treedt een vermeerdering van het hydroxyprolinegehalte op. Al—
hoewel een vorming door oxydatie van proline (zie boven) niet uitge~—
sloten is, komt deze stijging ongetwijfeld vooral van de steeds verder
doorgedreven degradatie van de bindweefsels. Dit iminozuur komt immers

praktisch uitsluitend in de eiwitten van deze weefsels Voore

Het feit dat het hydroxyproline voor mikro-organismen niet
levensnoodzakelijk is (Neuman en Logan 1950) is verder waarschijnlijk

niet vreemd aan deze geleidelijk ophoping van het vrije iminozuure

Uit figuren 49 en 50 blijkt dat zowel het choline- als het
betalnegehalte zecer onregelmatig verlopen en dat geen enkele duidelijke
lijn kan worden aangegeven. Om dezelfde reden is het eveneens onmoge—
lijk uit te maken of er een invloed van het seizoen, het geslacht of

de geslachtsrijpheid bestaata

De redenen van dit onregelmatig verloop konden hier niet uit—
gemaakt worden. Wel kan erop gewezen worden dat beide verbindingen
geen eindprodukten zijn. Men kan ook besluiten dat de reakties die tot
de vorming en/of de afbraak van vrij choline en betaine leiden sterk
door het milieu worden beinvloed. Als methyldonoren kunnen choline
en betalne in talrijke reakties tussenkomen, die door een wijziging

in het milieu kwalitatief en kwantitatief kunnen verschillen.




Meq /5ml

70 9 geslachtsryp 70+ 9 niet geslachtsrijp .
60 - 60 o
50 - 501
4 40F

30 30+

20 20

10 10

0

70r 70r

60 60

50 \—Zv 50

401 S 40

30 30

20 20r

101 101

0 \

2 5 8 12 19 d 2 5 9 12 8 d

neye

Cacanthine

tiidenc hot

hewaren




118.

Er dient ook benadrukt te worden dat beide verbindingen ge—
makkelijk door oxydatie of reduktie in elkaar kunnen overgaan zodat
ook dit feit wellicht het beeld ingewikkelder maakt. Tenslotte kan
worden vermeld dat Lovern (1962) kon aantonen dat een vorming van vrij
choline uit fosfolipiden bij doornhaai tijdens de normale opslag in ijs
verwaarloosbaar klein is, alhoewel deze fosfolipiden in hoeveelheden
van 553 tot 910 mg % voorkomen, waarvan de helft ongeveer lecithine is.

Deze faktor althans kan hier dan ook uitgeschakeld wordene.

4e242411. Methylamine.

a4 % van de proeven wordt de 19de dag een kleine hoeveel—
heid methylamine vastgesteld die tussen 0,5 en 1,5 mg N % schommelt.
De vorming van dit amine blijkt dus enkel in een gevorderd bederf—
stadium plaats te grijpen (tot de 12de dag werd het niet Waargenomen)

en onregelmatig van natuur te zijne

4e2.2412+ Dimethylamine.

Bij geen enkele proef wordt de aanwezigheid van dimethylamine
waargenomen., Dit bevestigt de proeven van Soudan (1965) die vaststelde

dat het amine niet in doornhaai gevormd wordte.

Bij de geslachtsrijpe dieren geschiedt slechts een geringe
stijging van het VRS-gehalte gedurende de cerste negen dagen 3 nl.
van gemiddeld 5,9 tot 9,7 Aeq. Vanaf deze dag stijgen de VRS-waarden

snel om na 19 dagen een gemiddelde van 44,9 M eq te bereiken,

Bij de niet geslachtsrijpe dieren echter is de stijging ge—
durende de eerste negen dagen gevoeliger, nl. van gemiddeld 6,5 tot
17,2 ~ eq en bereikt na 19 dagen hogere waarden, nl. gemiddeld 54,7
AL eqe.
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Dit hoger gehalte kan te wijten zijn noch aan het hogere
ammoniakgehalte (zie figuur 20) daar de VRS-bepaling niet door ammoniak
beinvloced wordt, noch aan trimethylamine daar deze base bij de niet ge-—
slachtsrijpe doornhaaien geen hogere waarden bereikt (figuur 23). De
reden dient dus gezocht in andere vluchtige reducerende bederfver—

bindingen, zoals vluchtige zuren (o.a. H.S), aldehyden, ketonen enz.,

2
die tijdens het bederf van de niet geslachtsrijpe doornhaaien sterker

blijken gevormd te worden.

4.2.2414. pH_(figuur 52, tabel A39).

Onder invloed van de diverse biochemische reakties die zich
tijdens het bederf van S. acanthias voordoen, en waarbij hoofdzakelijk

alkalische afbraakprodukten vrijkomen, stijgt de pH in het visvlees.

Uit de bekomen resultaten blijkt echter dat de pH op verschil-
lende wijze bij geslachtsrijpe en niet geslachtsrijpe doornhaaien
evolueert. Bij de eerste kategorie is er de eerste negen dagen weinig
verandering waar te nemen, nl, van gemiddeld 6,21 tot 6,34. Vanaf de
negende dag echter gaat de pH vlug omhoog om op de 19de dag gemiddeld
7,86 te bereiken.

Bij de niet geslachtsrijpe vissen grijpt er tijdens de eerste
negen dagen ook een duidelijke stijging plaats, nl. van gemiddeld 6,22
tot 6,61. Vanaf deze periode neemt de pH nog vlugger toe en bereikt

hogere waarden dan bij de geslachtsrijpe dieren, nl. gemiddeld 8,29.

Uit figuren 20 en 23 blijkt dat in de eerste plaats ammoniak
hiervoor verantwoordelijk is en niet TMA, daar deze base in niet ge~—

slachtsrijpe dieren geen hogere waarden bereikt.

Voor de vier kategorién doornhaai zijn de aanvangs—pH-waarden

ongeveer gelijk. Het algemeen gemiddelde bedraagt 6,22, de laagste en
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hoogste genoteerde waarden bedragen respektievelijk 6,08 en 6,37.
Deze resultaten komen vrij goed overeen met de weinige die in de
literatuur gevonden worden, nl. deze van Cutting (1953) die 6,2 tot
6,5 noteerde, van Moyer et al. (1959), die 6,2 tot 6,4 vond en van
Misericordia (1960) die 6,2 tot 6,6 (gemiddeld 6,2) reporteerde.

Over variaties van de pH tijdens het bewaren van doornhaai
zijn echter alleen de proeven van Moyer et al. (1959) bekend, waarvan
de resultaten dan nog volledig verschillend zijn. De pH bleek immers
slechts weinig te stijgen en bereikte na 18 dagen slechts de waarde
6,8. Dit verschijnsel staat in verband met de abnormaal lage am—
moniak- en TMA-waarden die door deze auteurs bekomen werden (zie

R by T

Tenslotte kan worden opgemerkt dat bij S. acanthias hogere
waarden dan bij de beenvissen worden bereikt, waar bv. voor kabeljauw

na 19 dagen een pH 7,2 wordt bekomen (Vyncke 1964).

De Q-waarden van de geslachtsrijpe doornhaaien vertonen de
eerste vijf dagen een gevoelige daling, nl. van gemiddeld 70 tot 45.
Dit wijst erop dat de dielektrische eigenschappen van de celmembranen
vanaf het begin van de bewaarperiode vlug veranderen. De verdere
daling van de Q-waarden is dan afwisselend trager (5de tot 9de dag),
terug sneller (9de tot 12de dag) en tenslotte opnieuw trager (12de
tot 19de dag).

Bij de niet geslachtsrijpe dieren wordt een analoog beeld
waargenomen met dit verschil echter dat de daling van de elektrische
weerstand vlugger geschiedt en reeds vanaf de 5de dag een tiental
Q-eenheden lager komt te liggen. De eindwaarden (19de dag) echter

liggen op hetzelfde niveau. Dit betekent echter niet a priori dat
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beide viskategorieén op dit tijdstip in dezelfde staat van bederf
verkeren. Men dient hierbij rekening te houden met het feit dat de
Q-waarden asymptotisch naar O streven.(Hennings 1963). Om deze reden

zijn de metingen beneden Q = 10 niet gevoelig genoeg meera

s e s s s i bt e e

De aktiviteit van de kathepsinen blijkt een algemene stijgende
tendens te vertonen. Deze vermeerdering is voor de vier groepen
doornhaai ongeveer gelijk., Voor de niet geslachtsrijpe dieren worden
evenwel op het einde van de bewaarperiode hogere waarden genoteerd,
maar ook de aanvangswaarden liggen, zoals reeds vroeger vermeld,

hoger (zie 34¢2.2.114)%

Als optimale pH wordt 4,5 gevonden (figuur 55, kurve 1). Deze
pH blijkt tijdens de bewaarperiode niet te veranderen en is daaren—
boven gelijk (i_0,1 pH) voor alle onderzochte monsters, Dit geeft
een aanwijzing dat de kathepsinen weinig veranderingen ondergaan
tijdens de opslagperiode. BEen verschuiving van de pH cduidt immers
meestal op een gewijzigd enzymenpatroon. De optimale pH voor de
katheptische aktiviteit van niet gezuiverde enzymenextrakten van doorn-—
haai werd tot nog toe niet bepaald. Voor andere vissen werden volgende
pH-waarden genotecerd : haring (Clupea harengus : 3,5 (Luypen 1959),
makreel (Scomber tapeinocephalus) en haai (Mustelus griseus) : 3,6
(Saito en Sameshima 1958), kingklip (Acanthistius sebastoides) : 4,5
en heek (Merluccius capensis) 5,0 (de Koning en Papendorf 1965).

Ter vergelijking kan vermeld worden dat voor hogere dieren (rund,
koni jn, kip) een waarde van ongeveer 3,8 wordt opgegeven (Berman

1967).
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Alhoewel lager dan de waarden door Siebert (1958) voor andere
vigssoorten opgegeven (460 Yot 1.035 g tyr/h/g) is de katheptische
aktiviteit van doornhaail nog op een'hoog peil, vergeleken met deze

van zoogdieren.

Men dient echter niet uit het oog te verliezen dat de be-
paling van deze aktiviteit in maximale omstandigheden wordt uitgevoerd.
De gegevens van figuur 54 hebben dan ook slechts een vergelijkende
waarde en geven geen beeld van de werkelijke proteolyse in de ViSa
Deze hangt af van een reeks faktoren zoals temperatuur, pH, aanwezig-
heid van inhibitoren enz. die determinerend zijn voor het verloop van

de enzymatische reaktiese.

Vooral de pH zal hier beperkend optreden. Uit figuur 55 blijkt
dat de katheptische aktiviteit bij pH 6,2-gemiddelde begin-pH van
doornhaai (zie 4.2.2.14.) slechts ongeveer 20 % van de maximale waarde
bedraagt. Men kan dan ook aannemen dat de kathepsinen enkel in het
begin van de bewaarperiode van doornhaai een zekere rol in de proteo-

lyse kunnen spelen.

- NWeutrale endopeptidasen (figuur 56).

Voor de neutrale endopeptidasen wordt een ander beeld bekomen.
De 2de dag wordt slechts een verwaarloosbaar kleine aktiviteit waar—
genomen. Dit is echter vanaf de 5de dag het geval niet meer. Dat
tijdens deze periode geen neutrale endopeptidasen werkzaam zijn wordt
bewezen door de twee kurven van figuur 55 (deze twee kurven werden
gekozen omdat zij ongeveer dezelfde maximele waarden nl. 338 en 340
Mg tyr/h/g hebben). Kurve 1 heeft betrekking op doornhaai van de
2de dag (9 niet geslachtsrijp, winter) en bereikt bij pH 7,5 nog
slechts een zeer kleine waarde (i_lO,u,g). Kurve 2 echter, die be—
trekking heeft op vis van de 9de dag (9 geslachtsrijp, 1ente) ver—
toont bij pH 7,5 een schoudervorming en bereikt slechts bij pH + 10
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dezelfde lage waarde, hetgeen erop wijst dat in dit geval neutrale

endopeptidasen aktief zijn.

Vanaf de 5de dag neemt de aktiviteit snel toe om na 19 dagen
waarden van 180 tot 265 m g tyr/h/g te bereiken bij de geslachtsrijpe
dieren. Bij de kleine doornhaaien is deze stijging nog sterker en
bereikt na 19 dagen 270 tot 380 Mg tyr/h/g. BEvenmin als bij de
kathepsinen wordt hier een invloed van het seizoen of van het geslacht
waargenomen. Op te merken valt dat de aktiviteit van de neutrale
endopeptidasen slechts ongeveer de helft van deze van de kathepsinen

bereikt.

Siebert (1958) stelde voorop dat de neutrale endopeptidasen
in vis uitsluitend van bakteriéle oorsprong zijn. Voor doornhaai zijn
er sterke aanwijzingen dat dit werkelijk zo is. Inderdaad, het begin
van de aktiviteit van deze enzymen (5de dag) valt samen met de periode
waarop algemeen aangenomen wordt dat de bakteriéle aktie duidelijk
wordt (zie 1.2.3.2.). Daarenboven is deze proteolytische aktiviteit
sterker bij kleine individuen 3 uit de resultaten van de meeste andere
bepalingen (ammoniak, VRS, pH, enz.) en de organoleptische keuring,
blijkt duidelijk dat deze vissen sneller bederven § de bakteriéle

aktiviteit is dan ook logischerwijze sterker,

o o—— — — ot

Tot en met de vijfde dag krijgen de vier visgroepen ongeveer

dezelfde kwotering.

Vanaf de negende dag echter wordt voor de kleine dieren een

duidelijk lagere waarde bekomen, nl. gemiddeld 13,5 t.o.v. 17,8,

De organoleptische keuring bevestigt aldus de resultaten van

de diverse laboratoriumanalysen nl. dat niet geslachtsrijpe doorn-—
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haaien vlugger bederven. Het onderscheid in bederfsnelheid komt
echter bij de laboratoriumanalysen reeds vanaf de Sde dag tot uiting,
hetgeen erop wijst dat deze metoden gevoeliger zijn om de eerste ver-—

schijnselen van een kwaliteitsachteruitgang aan te duiden.

4.2.3. Aanvullende proeven met geslachtsrijpe en niet geslachtsrijpe

doornhaaien.

De gegevens van tabel A42 en figuur 58 bevestigen de resultaten

van de vorige bewaarproeven.

Met uitzondering van TMA en peptiden, geven alle metoden een
duidelijk onderscheid tussen geslachtsrijpe (G1) en niet geslachtsrijpe
doornhaaien (NG) aan. De waarden van de individuele bepalingen liggen

trouwens op hetzelfde niveau als tijdens de vorige proevens

Kleinere vissen hebben kleinere myotomen, zodat per eenheid
van volume meer myocommata voorkomen, Daar deze laatste bindweefsels
de dragers zijn van het bloedvaten— en lymphe-systeem, die in doorn-
haai niet duidelijk gescheiden zijn (Mott 1957% en daar algemeen
vooropgesteld wordt dat het indringen van de bakterién in de eerste
plaats langs deze weg geschiedt (Shewan 1961), zou men kunnen aan—
nemen dat om deze reden het bederf van'kleinere, niet geslachtsrijpe

doornhaaien vlugger geschiedte.

De proef met blokken vis met kleine (G1) en grote myotomen
(G2) geeft echter voor geen enkele bepaling een duidelijk onderscheid
in bederfsnelheid. De metamerie blijkt aldus zonder invloed te zijn.
Men kan hieruit besluiten dat het indringen van bakterién en de dif-
fusie van bakteriéle enzymen, opgeloste substraten en afbraakproduk—
ten door de afstand van de myocommata niet worden beinvloed., Dit

indringen moet dan ook voor een belangrijk deel rechtstreeks in de
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viscellen van de myotomen gebeuren, zonder daarom noodzakelijkerwijze

langs de myocommata te gaane

Bij niet geslachtsrijpe vissen (NG) treedt een sterkere
vermindering van het gehalte aan vrije aminozuren ope. Daar het uit—~
loogeffekt wegens de proefomstandigheden (zelfde laagdikte) voor grote
en kleine vissen ongeveer gelijk moet zijn wijst dit erop dat de
vrije aminozuren in kleine individuen aan sterkere afbraak onderhevig
zijn. Men kan dan ook aannemen dat door het hogere gehalte aan vrije
aminozuren in niet geslachtsrijpe doornhaaien, de bakterién een guns-—
tiger voedingsbodem vinden en hierdoor een vlugger en intenser bederf

veroorzaken. Verschillende argumenten pleiten hier trouwens voor.

Fruton en Simmonds (1961) wijzen erop dat vele bakterién niet
in staat zijn protelnasen in het kultuurmedium vrij te stellen. Deze
organismen hebben daarom gemakkelijk diffundeerbare stikstofbronnen

(ammoniak, aminzuren, lagere peptiden) nodig voor hun ontwikkeling.,

Recent werk op rundvlees (Jay en Kontou 1967) toont trouwens
aan dat de bederfflora in de eerste plaats de aanwezige laagmoleku-—

laire stikstofverbindingen, eerder dan de eiwitten zelf, verbruikt.

Verder stelden Tomiyama en Kawazoe (1956) vast dat visauto-
lysaten voor de groei van bepaalde bakterién beter zijn dan de kon—

ventionele media.

Jones (1954), Hodgkiss en Jones (1955) en Shewan en Jones
(1957) voerden tenslotte vergelijkende proeven met steriele en niet
steriele kabeljauw uit en reporteerden dat er sterke indikaties zijn
dat de bakterién in de beginfaze van het bederf bepaalde vrije amino-
zuren (bv. glutaminezuur en {3 -alanine) bij voorkeur verbruiken, al-
hoewel de interpretatie van de resultaten door het uitloogeffekt

bemoeilijkt werd.,
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Dat de grootte zelf van de vis eveneens een rol speelt wordt
aangetoond door de resultaten van de proef met blokken van dubbele
dikte (3 em i.p.v. 1,5 cm) (G3), waar het bederf geringer is dan de
overeenkomstige blokken met kleinere dikte (G1/G2).

Ook bij TMA wordt dit waargenomen. Dit wijst erop dat naast
het feit dat de reduktie van TMAO vanaf een pH hoger dan + 7,5 door
de kleinere aktiviteit van het triamineoxydase (biochemische faktor)
gerend wordt (kurve NG), de laagdikte (fysische faktor) eveneens een
rol speelt. Dit bevestigt de proeven van Wood et al. (1942) die vast—
stelden dat de bakteri8le reduktie van TMAO hoofdzakelijk een opper—
vlakteverschijnsel is, waarbij TMAO en TMA respektievelijk naar en van
de oppervlakte diffunderen, zodat de dikte van de aan bederf onder—

hevige laag hierbi] determinerend ise.

Daar de waarnemingen voor pH, ammoniak en VRS analoog zijn,
kan men aannemen dat de andere bederfverschijnselen eveneens hoofd-

zakelijk aan de oppervlakte plaatsgrijpen.

Uit deze aanvullende proeven kan worden besloten dat het be—
derf van kleine, niet geslachtsrijpe doornhaai vlugger geschiedt door

het hoger gehalte aan vrije aminozuren en door de kleinere dikte.

4.3. Besluiten,

De bewaarproeven van S. acanthias in ijs toonden in de eerste
plaats aan dat aanzienlijke hoeveelheden extraheerbare stikstofver—
bindingen door het smeltwater worden uitgeloogd. Zo wordt de evolutie
van het gehalte aan ureum, TMAO en creatine tijdens de bewaring prak—

tisch uitsluitend door het uitloogeffekt bepaalde.
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Verder duiden de organoleptische keuring en de meeste be—
palingen aan dat kleine, niet geslachtsrijpe doornhaaien vlugger be—
derven dan grote geslachtsrijpe individuen. Er kon worden aangetoond
dat dit te wijten is aan twee faktoren, nl. (a) de kleinere laagdikte
en het groter relatief oppervlak, waardoor de bakterién vlugger gans
het visvlees kunnen besmetten en de uitwisseling van de af te breken
substraten en de gevormde bederfprodukten gemakkelijker geschiedt en
(b) het hoger gehalte aan vrije aminozuren det cen gunstiger voedings—

bodem voor de mikro-—-organismen vormt.
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HOOFDSTUK 5 - DE OBJEKTIEVE KWALITEITSBEPALING VAN DOORNWHAAT.

—— ] e T e ST e —r L I e T T T e e e — I - —

Om gebruikt te kunnen worden voor de objcktieve kwaliteitsbe-
paling moet een metode zoveel mogelijk aan volgende kriteria beant-

woorden ¢

-~ er moet een goede korrelatie met de organoleptische keuring

bestaan,

~ tijdens het bederf moeten de waarden zonder grote schomme—
lingen, ofwel voortdurend stijgen, ofwel voortdurend dalen ;
dit moet toelaten met een redelijke betrouwbaarheid kwali-

teitsgrenzen te bepalen,
- de reproduceerbaarheid moet voldoende zijn,

- ook tijdens de cerste fazen van het bederf moet de gevoelig-

heid bevredigend zijn,

- de uitvoering van de test moet relatief eenvoudig kunnen

geschieden en weinig tijd in beslag nemen.

Wanneer men de verschillende metoden die in vorig hoofdstuk
werden besproken overloopt, dan stelt men vast dat vooral NH3, VRS,
pH en -mits enkele beperkingen - TMA en elektrische weerstand aan deze
kriteria vrij goed beantwoorden.

Daar de bekomen gemiddelde kurven voor NH,, VRS, pH en TMA

39

cen zeer analoog verloop kennen (figuren 20, 51, 52 en 23) werd nage-

gaan of zij aan een gemeenschappelijke funktie beantwoorden.

Hiervoor werden ecerst de algemene gemiddelden berekenda
Tabel 13 geeft deze waarden, die betrekking hebben op 24 proefnemingen,

weer.
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Tabel 13 — Gemiddelde waarden voor ammoniak, VRS, pH en TMA,.

Geslachtsrijp
| 28 54 | wa 12 4 15 4
NH, (mgl%) 20,1 23,1 2742 44 44 100,5
VRS (M eq/5 ml) | 5,9 Tl 9,8 19,0 44,49
pH 6,21 6,27 6,34 6,80 7,86
™A (mgh%) 5 ¥ 07 243 4,4 1441
Niet geslachtsrijp
24 54 9 4 124 15 4
i, (mgl%) 19,59 27,8 37,4 6555 135,6
VRS (mkeq/5 ml) | 6,5 959 1742 28,6 B350
pH 6,22 64,34 6,61 7,08 8,29
T™MA (mgN%) 0,2 23 432 6,6 13,9

worden ten einde onderling te kunnen worden vergeleken.

Vervolgens dienden alle resultaten procentueel uitgedrukt te

Hiervoor

werden de gemiddelde waarden van de 2de en van de 19de dag respek—

tievelijk op O en op 100 % gesteld.

Van alle gegevens werd eerst de

beginwaarde afgetrokken waarna met de gepaste koéfficiént werd ver—

menigvuldigde.

100

Deze werd als volgt berekend

waarde na 19 d - waarde na 2 d

Volgende transformaties werden aldus ingevoerd

Geslachtsrijpe doornhaaien s

Procentuele ammoniakwaarden

Procentuele VRS-waarden = (VRS - 5,9) . 2,56

- (NH3 - 20,1) . 1,24

°
°
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Procentuele pH-waarden = (pH - 6,21) . 60,6
Procentuele TMA-waarden = (TMA - 0,1) . 7,14

Niet geslachtsrijpe doornhaaien :

Procentuele ammoniakwaarden =(NH3 - 19,9) . 0,86
Procentuele VRS-waarden = (VRS = 6,5) . 2,07
Procentuele pH-waarden = (pH - 6,22) . 48,3

Procentuele TMA-waarden = (TMA - 0,2) . 7,29
De procentuele waarden werden in tabel 14 opgenomene

Tabel 14 - Procentuele gemiddelde waarden voor ammoniak, VRS, pH en

TMA,
Geslachtsrijp
2 a 5 4 N e B T8 19
NH3 0 sl 8,8 30,1 100
VRS 0 3,3 10,0 33,5 100
pH 0 396 779 3598 100
TMA 0 4,2 15,8 30,0 100
Niet geslachtsrijp
2 d B g 94 12.4 194
NHB 0 6,8 15,1 39,4 100
VRS 0 1.0 e 45,8 100
pH 0 BB 18,8 4155 100
TMA 0 13,5 28,0 46,6 A

Tabel 14 geeft een duidelijk beeld van de goede analogie
tussen de vier bepalingen (TMA bij de niet geslachtsrijpe doorn-—

haaien uitgezonderd).
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Tenslotte werd de gemeenschappelijke funktie bepaald. Er
werd hierbij vastgesteld dat het verloop van de vier bederfwaarden
met een goede benadering semi-logaritmisch is, op voorwaarde dat een

konstante aan de resultaten wordt toegevoegd.

Voor geslachtsrijpe doornhaaien werd aldus gevonden dat vol-

gende funktie rechtlijnig verloopt s

log (7 + Y)

waarbij Y de procentuele NH -, VRS-, pH- en TMA-waarden voorstelt.

3
De regressielijn, berekend met de metode van de kleinste

kwadraten, beantwoordt aan s log (7 + Y) = 0,070 t + 0,686, waarbij

t het aantal dagen voorstelt. Deze funktie werd in figuur 59 grafisch

uitgezetea

De vier metoden volgen aldus ongeveer hetzelfde bederfpatroon
en evolueren vrijwel op dezelfde wijze. Enkel de 9de dag wordt voor
VRS, NH

¢ 3

voor TMA niet wordt vastgesteld, wijst dit erop dat deze verbinding

en pH een ietwat sterkere afwijking genoteerd. Daar dit

voor geslachtsrijpe doornhaaien gevoeliger is.

Voor de kleine individuen bleek een analoge funktie geldig

te zijn, maar een hogere konstante diende ingevoerd te worden @

log (20 + Y)

De regressielijn is dan ook verschillend :

log (20 + Y) = 0,047 t + 1,19
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Het sneller bederf van deze doornhaaien komt aldus door de
hogere konstante en de gewijzigde richtingsko&fficiént duidelijk tot

uiting (figuur 59).

In tegenstelling met de grote vissen komt TMA niet meer met
NH3, pH en VRS overeen. Dit is te wijten aan het feit dat de vorming
van TMA, zoals in 4.2.2.3. besproken, vanaf de 12de dag sterk wordt
geremd. Deze stikstofbase kan dan ook moeilijk voor de objektieve

kwaliteitsbepaling van niet geslachtsrijpe doornhaai worden gebruikt.

De elektrische weerstand blijkt vooral geschikt om het bederf
in de eerste fazen van de bewaarperiode te volgen. Zoals reeds in
44242415+ vermeld, is de gevoeligheid bij lage Q-waarden sterk ver-—
minderd. Daarenboven blijkt de metode talrijke bijkomende nadelen te
bezitten, waarvan de voornaamste zijn 3 (a) onmogelijkheid de meting
op ontvelde vis uit te voeren, (b) grote gevoeligheid voor kneuzingen,
uitdroging en invloed van elektrolyten (bve sporen zeewater). Deze
nadelen werden reeds tijdens bederfstudies op andere vissoorten vast-—

gesteld (Vyncke 1967).

Van de vrije aminozuren zijn tyrosine en lysine als aanvul-
lende objektieve kwaliteitsbepalingen nuttig omdat ze de eerste
duidelijke tekens van kwaliteitsafname aanduiden door het feit dat ze

in pas gevangen doornhaai praktisch niet voorkomen.

Vrij methionine en ornithine kunnen eveneens waardevol zijn,
zelfs als kwalitatieve bepalingen, daar deze aminozuren pas op het
einde van de bewaarperiode voorkomen en aldus de nabijheid van de

grens van bederf aangeven.

De organoleptische keuring toonde aan dat bij ongeveer 8

punten op 30 de vis vrijwel bedorven is. Wanneer men deze kwotering
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met de andere bepalingen vergelijkt, worden bij benadering volgende

grenzen bekomen 3

- ammoniak : 60 mg N %

- TMA (geslachtsrijpe doornhaaien) : 9 mg N %
- VRS : 30 Meq/5 ml

—~ pHg .2

- elektrische weerstand : Q

il

15

Voor de hier beschreven proefomstandigheden komt dit overeen
met een bewaarduur van respektievelijk 15 en 12 dagen voor de ge~—
slachtsrijpe en niet geslachtsrijpe doornhaaien., De organoleptische
keuring toonde aan dat deze grenzen zowel voor kleine als voor grote
vissen gelden. Dit komt trouwens duidelijk tot uiting in figuur 59
waar respektievelijk 15 en 12 dagen met dezelfde logaritmische waarde,

nl. 1,75, overeenkomen,
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SAMENVATTING EN BESLUITEN.

—

In dit proefschrift werd eerst nagegaan hoe de voornaamste
biologische faktoren, nl. geslacht, geslachtsrijoheid (ouderdom),
seizoen en voeding het gehalte aan de voornaamste extraheerbare stik—
stofverbindingen in pas gevangen doornhaai beinvloeden en welke varian-—

tie hierbij voorkomt.

De voeding van S. acanthias van het Zuidelijk deel van de
Noordzee blijkt niet door het seizoen beinvloed te worden. Evenmin
is tussen wijfjes en mannetjes of tussen geslachtsrijpe en niet ge—
slachtsrijpe vissen een onderscheid vast te stellen. Vis vormt het
voornaamste voedsel, met een overwicht Ammodytidae (smelt en zand—
spiering). Opmerkenswaardig is echter het feit dat in 49 % van de

gevallen lege magen werden aangetroffen.

Uit de vastgestelde maaginhoud kon besloten worden dat de sig—
nifikante verschillen die bij diverse verbindingen werden waargenomen,

in ieder geval niet door een gewijzigde voeding veroorzaakt zijn.

De kleine, niet geslachtsrijpe doornhaaien bevatten gignifi~
kant meer OA -aminostikstof, c& -alanine, glutaminezuur, glycine en

hebben een sterkere kathepsinenaktiviteit.

Deze hogere waarden zijn noch aan de voeding, noch aan de
osmotische druk te wijten, maar aan het feit dat de meeste aminozuren
aan het eiwitmetabolisme deelnemen. In cen jong organisme is de groel

intenser zodat meer vrije OK ~aminozuren voorkomen.

Het peptidengehalte wordt daarentegen door het seizoen be-

invloed : in de lente—zomer-~periode is het gehalte hoger dan in de
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herfst-winter—periode. Het verschillend gedrag van de peptiden en
van de vrije aminozuren wijst crop dat de biochemische reakties die
tot de vorming van beide groepen verbindingen leiden, niet op de—
zelfde wijze worden beinvloed. Overige extraheerbare stikstofver-
bindingen blijken noch door het geslacht, noch door de geslachtsrijp—

heid, noch door het seizoen te worden beinvloed.

In verband met de vrije aminozuren onderscheidt S. acanthias
zich van de meeste beenvissen door (a) hoge gehalten aan glycine,
leucine, cysteine, cystine, proline, hydroxyproline en sarcosine,

(b) het weinig of niet voorkomen van lysine en histidine.

In geen enkel geval worden volgende vrije aminozuren waarge-
nomen : methionine, tyrosine, tryptofaan, ornithine en - zoals ver-
meld - histidine. Evenmin worden anserine, carnosine en l-methyl—
histidine gedetekteerd, hetgeen in tegenstelling is met wat voor de

meeste beenvissen wordt waargenomens

Tenslotte worden bij het droge stof- en het totaal stikstof-
gehalte geen signifikante verschillen vastgesteld. De doornhaai
blijkt in dit verband sterk af te wijken van de meeste andere vis—

soorten, waar wel duidelijke seizoeninvloeden te bespeuren vallen.

De redenen hiervoor zijn dat er in de voeding gecen seizoen—
verschillen te noteren zijn en dat de geslachtscyclus uitzonderlijk

lang is (48 maanden) zodat deze minder van het organisme vergte

Vervolgens werd tijdens bewaarproeven in ijs bestudeerd hoe
de vastgestelde verschillen in samenstelling van pas gevangen
S. acanthias door de vermelde biologische faktoren veroorzaakt, de
evolutie van de extraheerbare stikstofverbindingen en de snelheid

van bederf van de vis beinvloeden.
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Ten einde de invloed van het spoeleffekt van het smeltwater
van het ijs na te gaan werd eerst een reeks uitloogproeven uitgevoerd.
Hieruit bleek dat het spoeleffekt voor praktisch alle proeven gedurende
de eerste negen dagen het sterkst is. Aanzienlijke hoeveelheden stike

stofbestanddelen worden tijdens deze periode uitgeloogde.

Er kon worden aangetoond dat het verloop van diverse ver-—
bindingen o.m. ureum, TMAO, creatine, tijdens het bewaren, bijna uite-
sluitend door het spoeleffekt bepaald wordt en niet door de biochemische

afbraak.

De meeste proeven toonden aan dat de kleine, niet geslachts—
rijpe doornhaaien vlugger bederven dan de grote, geslachtsrijpe indi-
viduen. Verschillen in bederfsnelheid te wijten aan het geslacht of

het seizoen werden echter niet waargenomen.

Door de ureumafbraak worden grote hoeveelheden ammoniak ge-
vormd j nl. respektievelijk gemiddeld 101 en 136 mg N % bij grote en

kleine vissene.

Niettegenstaande de hogere TMAO—gehalten blijft het gehalte
aan TMA relatief laag. Verder werd vastgesteld dat bij de niet ge—
slachtsrijpe doornhaaien het TMA-gehalte van de Dde tot de 12de dag
vlugger oploopt dan bij geslachtsrijpe vissen., De 19de dag echter
worden ongeveer dezelfde hoeveelheden aangetroffen, zodat vanaf de
12de dag een duidelijke remming van de TMA-vorming voorkomt, te wijten

asan een inhiberende werking van de hogere pH.

Het ck —amino~gehalte kent een sinusoidaal verloop & afwis—
selend dalend, stijgend en opnieuw dalend. Bij de kleine doornhaaie.

zijn deze dalingen en stijgingen meer uitgesproken.
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Fr kon hierbij worden aangetoond dat de afbraak van de
C& —amino-verbindingen bij deze kategorie vroeger begint en intenser
doorgaat. Het verloop van A —~alanine, arginine, fenylalanine,
glutaminezuur, glycine, leucine en threonine komt vrij goed met dit

van C( —~aminoovereens

Het wverloop van (3 —alanine en asparaginezuur is onregelmatig

maar wijst eerder op een relatief konstant gehalte.

Sarcosine en taurine, die niet in eiwitten voorkomen, kennen

een algemeen dalend verloop, hoofdzakelijk te wijten aan het uitlogens

Tyrosine en lysine worden pas vanaf de 5de dag waargenomen

en stijgen dan relatief vliug.

Methionine verschijnt pas in kleine koncentraties (l tot 5 mg
%) de 12de dag bij de geslachtsrijpe en de 9de dag bij de niet ge—
slachtsrijpe doornhaaien. Dit gehalte ondergaat weinig veranderingen

tijdens de daarop volgende bewaarperioden.

Ornithine wordt enkel vanaf de 9de dag bij de vier visgroepen
waargenomen, Het gehalte toont verder geen duidelijke lijn en schom--

melt tussen 2 en T mg %.

Serine en valine verdwijnen reeds vanaf de 5de dag hetgeen
erop wijst dat de afbraakreakties van deze aminozuren sterker doorgaan

dan de vormingsreakties.

Van histidine wordt slechts in enkele gevallen sporen aange—
troffen. Vrij histidine komt aldus én in pas gevangen doornhaai én
tijdens het bewaren van deze Vis praktisch niet voor, hetgeen volledig

in tegenstelling met de meeste beenvissen i8e
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Bij proline wordt een algemene koncentratievermindering vast--
gesteld. Deze vermindering is echter tussen de 2de en de S5de dag het

sterkst, en is hoofdzakelijk te wijten aan het uitloogeffekte.

Hydroxyproline vertoont een ander beeld. In het begin van
de bewaarperiode wordt een daling waargenomen, hoofdzakelijk aan het
spoeleffekt te wijten. Nadien treedt echter ecen vermecerdering van de
koncentratie op, te wijten aan de steeds meer doorgedreven degradatie

van de bindweefsels waarin dit iminozuur praktisch uitsluitend voorkomtb.

Cysteine vertoont eerst eveneens een daling, gevolgd door een
regelmatige stijging, hetgeen erop wijst dat de reakties die leiden
tot het vrijstellen en/of de vorming van cysteine sterker dan de af~
brazkreakties zijn. Cystine daarentegen vertoont een eerder vlak ver-
loop. Waterstofsulfide, het typische afbraakprodukt van cystelne,
wordt enkel op het einde van de bewaarperiode waargenomen, wanneer het

midden meer anaéroob geworden ise.
Choline én betaine verlopen zeer onregelmatig.

De vluchtige reducerende stoffen vertonen gedurende de ccrste
9 dagen slechts een matige stijging. Daarna echter gaat de koncen—
tratie zeer vlug omhoog. Bij de niet geslachtsrijpe doornhaaien wordt
een hoger gehalte bereikt dat noch aan ammoniak noch aan TMA, maar aan
andere vluchtige reducerende verbindingen (vluchtige zuren, aldehyden,

ketonen, enz.) te wijten is.

De pH stijgt relatief vliug en bereikt na 19 d hogere waarden
dan in beenvissen (8,28 %.0.v. 6,90). De reden hiervoor is het vrij-

komen van grote hoeveelheden ammoniake.
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De elektrische weerstand daalt gevoelig de eerste vijf dagen,
hetgeen erop wijst dat de dielektrische eigenschappen van de celmem—
branen vanaf het begin van de bewaarperiode vlug veranderen. De verdere

daling is dan minder sterk.

De aktiviteit van de kathepsinen blijkt een algemeen stijgende
tendens te vertonen. Daar de optimale pH 4,5 bedraagt, kan men aan—
nemen dat de kathepsinen enkel in het begin van de bewaarperiode een

zekere rol in de proteolyse kunnen spelen,

De neutrale endopeptidasen worden pas vanaf de 5de dag werk-
zaam en de aktiviteit sijgt van dan af vlug. Deze endopeptidasen zijn

van bakteriéle oorsprong.

Uit aanvullende proeven met kleine en grote doornhaaien kon
aangetoond worden dat de kleine individuen wegens twee redenen vlugger
bederven @ (a) het hoger begingehalte aan vrije aminozuren, dat een
gunstiger voedingsbodem voor de mikro-organismen vormt, (b) de kleinere
laagdikte en groter relatief oppervlak die het indringen van de mikro~
organismen vergemakkelijken en daarenboven de diffusie van de substraten

en afbraakstoffen bespoedigen.

De metamerie van de visspieren blijkt hierbij geen invloed

te hebben.

Tenslotte werd onderzocht welke bepalingen voor de objekticve
kwaliteitsbepaling van S. acanthias kunnen gebruikt worden. Uit de
resultaten van de organoleptische keuringen blijkt dat vooral ammoniak,
VRS, pH, en elektrische weerstand in aanmerking komen., Voor gcslachts—
rijpe individuen kan TMA ook gebruikt worden. Ammoniak, VRS, pH en
TMA blijken daarenboven met een goede benadering aan dezelfde semi~

logaritmische funktie te beantwoorden.
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De elektrische weerstand, blijkt vooral geschikt om het be—

derf in de eerste fazen van de bewaarperiode te volgen.

Van de vrije aminozuren zijn tyrosine en lysine als sanvul-
lende objektieve kwaliteitsbepalingen nuttig omdat ze de eerste duide--
1lijke tekens van kwaliteitsafname aanduiden door het feit dat ze in

pas gevangen doornhaai praktisch niet voorkomene

Vrij methionine en ornithine kunnen eveneens waardevol zijn,
zelfs als kwalitatieve bepalingen, daar deze aminozuren pas op het einde

van de bewaarperiode voorkomen en aldus de nabijheid van de grens van

bederf aangeven.
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Tabel A1 — Ureumgehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1965 | 1965 1966 1966
Gemiddelde 1920 1872 1906 1885
Spreidingsbreedte 1664 = 2175 | 1702 = 2195 | 1615 = 2065 | 1655 —~ 2008
Standaardafwijking 160 155 141 e
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 1869 1933 1908 1925
Spreidingsbreedte 1602 - 1955 11684 - 2180 | 1619 = 2110 | 1710 -~ 2187
Standaardafwijking 123 155 154 150
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 1894 1919 1895 1877
Spreidingsbreedte 1636 = 2138 | 1610 = 2095 | 1643 -~ 2108 | 1604 -~ 1992
Standaardafwijking 157 152 146 122
Algemeen gemiddelde 1894 1908 1903 1895
9 niet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 1935 1906 1878 1890
Spreidingsbreedte 1705 ~ 2180 [ 1612 -~ 2068 | 1630 - 2102 { 1631 —~ 2002
Standaardafwijking 149 143 148 116
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 1870 1911 1904 1688
Spreidingsbreedte 1611 = 1997 | 1666 = 2131 | 1644 - 2112 {1603 — 2019
Standaardafwijking 123 146 147 130
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 1904 1930 1882 1916
Spreidingsbreedte 1622 = 2147 |1705 = 2194 | 1608 ~ 2005 | 1656 -~ 2156
' Standaardafwijking 165 153 124 157
Algemeen gemiddelde 1903 1915 1888 1898




Tabel A1 - Ve

nsarde] lg .

Zomer Herfst Winter Lente
theslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 1873 1881 1917 1892
Spreidingsbreedte 1641 .- 2111 | 1608 = 2195 | 1750 - 2185 1604 - 2189
Standaardafwijking 147 184 136 183
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 1949 1904 1886 1901
Spreidingsbreedte 1766 = 2133 [ 1681 = 2184 | 1642 - 2112 1604 ~ 2159
Standaardafwijking 115 158 147 174
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 1897 1919 1865 1886
Spreidingsbreedte 1654 = 2191 | 1658 - 2106 | 1619 = 2155 1610 - 2115
Standaardafwijking 168 140 168 158
Algemeen gemiddeldd 1906 1901 1889 1893
dﬂniet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
' Gemiddelde 1823 1899 1923 1867
Spreidingsbreedte 1640 - 2130 {1623 - 2195 | 1620 - 2176 | 1613 -~ 2150
Standaardafwijking 154 179 174 168
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 1861 1871 1902 1860
Spreidingsbreedte 1602 = 2152 | 1625 = 2145 | 1610 - 2151 | 1623 ~ 2104
Standaardafwijking 172 163 170 151
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 1884 1876 1870 1854
Spreidingsbreedte | 1615 = 2156 | 1631 - 2185 [1608 = 2195 | 1639 ~ 2157
Standaardafwijking 170 174 184 62
Algemeen gemiddelde 1856 1882 1898 1860




Tabel A2 - Vrij ammoniakgehalte in S. acanthias (in mg W %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp

1965 1965 1966 1066
Gemiddelde 26,3 10,4 24,3 15,4
Spreidingsbreedte 11,3 = 28,8 | 6,0 = 25,1} 15,2 = 27,6 | 10,0 =~ 25,3
Standaardafwijking 5ss 6,0 ; 3,9 4,8

1966 1966 1967 ! 1967
Gemiddelde 14,0 27,7 17,7 26,3
Spreidingsbreedte 9,8 = 29,8 | 10,6 - 28,11 9,8 = 23,7 12,2 = 28,1
Standaardafwijking R 545 4,44 5,0

1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 24,5 19,6 20,0 14,5
Spreidingsbreedte 9,9 - 24,2 | 11,3 - 32,0| 9,5 = 29,2 8,7 - 24,6
Standaardafwijking 4,5 6,5 6,2 5,0
Algemeen gemiddelde 21,6 19,2 [ 20,7 18,7

O niet geslachtsrijp
—————— -1———+—_--—_.—_—_———_-—_-—q

1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 13,5 18,1 25,5 20,5
Spreidingsbreedte | 6,3 = 29,5 [10,5 = 27,7 [12,1 = 31,2 {10,9 = 26,2
Standaardafwijking 5% 5 44 6,0 448

1966 1966 1967 1967
Cemiddelde 26,1 1242 1544 19,6
Spreidingsbreedte | 12,3 - 33,0| 7,0 = 31,2| 8,7 - 22,7 | 10,1 - 28,8
Standaardafwijking 6,5 145 444 )

1967 1967 1968 1 1968
Gemiddelde 21,9 27,1 10,8 20,6
Spreidingsbreedte | 10,2 = 27,7 | 9,3 = 32,2| 6,0 = 27,0 | 10,5 ~ 29,6
Standaardafwijking 535 Tel 6,6 6,0
Algemeen gemiddelde 20,45 1951 17 2 20,2




Tabel A2 — Vervolge.

Zomer Herfst Vinter Lente
A s
0" geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
| Gemiddelde 23,2 19,4 1247 10,8
Spreidingsbreedte | 10,1 - 24,7 | 12,0 = 32,0 | 10,5 = 22,6 | 8,1 — 21,4
Standaardafwijking 4,6 643 3,8 4,2
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 15,5 11,4 26,6 25,9
Spreidingsbreedte { 10,5 — 29,9 ] 8,1 = 17,6 | 11,5 = 24,5 [13,0 = 27,3
Standaardafwijking 641 3;0 441 4 55
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 2243 27,6 27,0 18,4
Spreidingsbreedte 12,1 = 28,6 { 14,5 = 25,6 [ 15,1 = 25,1 [10,5 = 24,2
Standaardafwijking Syl 345 3id 443
Algemeen gemiddelde 20,3 | 1955 22,1 18,4
;:: ————————— sSSmommm=m== —"==—b===——'~——_=— === === ====
dﬂhiet geslachtsrijp
Do s i ko s R i, e S T s v
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 12,5 15,2 25,6 18,1
Spreidingsbreedte 8,2 = 25,71 9,1 = 29,1 }10,2 = 35,9 | 9,0 « 31,9
Standaardafwijking BsS 64,3 8,1 1.2
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde i) 20,9 13,2 27,0
Spreidingsbreedte | 10,5 = 32,7 | 7,2 - 34,2 | 6,5 = 25,9 [10,5 ~ 28,9
Standaeardafwijking 750 8,5 651 538
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 1idis4 2453 2254 12450
Spreidingsbreedte | 9,4 — 33,6 (11,2 = 34,7 |7,6 = 31,5 |6,8 —~ 29,0
Standaardafwijking 7,6 7,4 7,5 T
Algemeen gemiddelde Y150 20,1 20,4 19,2




Tabel A3 - TMAO-gehalte in S. acanthias (mg N %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp

1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 191 204 202 162
Spreidingsbreedte | 143 — 220 | 153 - 244 | 180 - 266 | 146 — 209

| Standaardafwijking 24 28 2 19

1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 1915 210 205 199
Spreidingsbreedte 132 - 217 179 - 237 180 - 277 157 — 232
Standaardafwijking 26 18 30 23

1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 225 189 208 211
Spreidingsbreedte 180 2262 141 - 230 171 - 254 164 —~ 265
Standaardafwijking 23 28 26 21
Algemeen gemiddelde 197 201 205 197

0O niet geslachtsrijp

1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 188 193 214 196
Spreidingsbreedte 137 -~ 225 153 ~ 240 174 - 269 158 —~ 241
Standaardafwijking 27 27 30 26

1966 1966 1967 1967

. Gemiddelde 220 210 201 185

Spreidingsbreedte 176 — 251 166 = 245 170 - 239 141 ~ 228
Standaardafwijking 23 24 21 o

1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 192 201 223 205
Spreidingsbreedte 159 - 241 162 = 251 189 ~ 263 157 = 244
Standaardafwijking 25 28 23 27
Algemeen gemiddelde 200 201 212 195




Tabel A3 = Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
Oﬁgeslachtsrijp
k— —————————————————————————

1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 224 186 204 181
Spreidingsbreedte 173: = 265 150 - 232 169 -~ 255 135 —~ 218
Standaardafwijking 29 25 27 26

1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 210 212 205 190
Spreidingsbreedte 187 - 241 164 -~ 249 185 = 271 160 = 223
Standaardafwijking 17 26 i 19

1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 178 194 209 197
Spreidingsbreedte 144 = 213 158 = 232 1173 - 260 151 —= 234
Standaardafwijking 24 23 2 26
Algemeen gemiddelde 204 197 206 189

Oﬂniet geslachtsrijp

1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 195 241 203 184
Spreidingsbreedte 154 = 216 175 = 248 173 = 234 144 ~ 222
Standaardafwijking 19 22 19 24

1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 189 190 209 215
Spreidingsbreedte 143 - 230 145 -~ 229 1189 - 266 172 — 248
Standaardafwijking 27 26 24 23

1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 20t 202 212 188
Spreidingsbreedte 172 - 262 152 = 236 179 - 268 140 = 224
Standaardafwijking 28 o 28 26
Algemeen gemiddelde 198 201 208 195




Tabel A4 — Vrij creatine-gehalte in S. acanthias (in mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1965 1965 2 1966 1966
Gemiddelde 509 548 477 526
Y sl aisaasabe. | 305 - 610 - fuzo.— 618 | 356 ¢ 566 388 % £80
Standaardafwijking 67 62 66 72
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 525 469 544 478
Spreidingsbreedte 401 - 615 318 - 524 322 - 545 344 - 555
Standaardafwijking 67 64 70 66
1967 1967 1968 1968
{ Gemiddelde 516 489 495 499
Spreidingsbreedte 415 = 620 350 - 560 297 - 537 381 ~ 576
Standaardafwijking 64 66 75 61
Algemeen gemiddelde 516 502 494 501
LS TRTEaes e sRessvonseas s e e = =y
O niet geslachtsrijp
____________________ - ————
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 473 547 502 434
Spreidingsbreedte 365 - 578 345 - 588 311 - 533 294 — 545
Standaardafwijking 66 76 69 78
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 536 h22 hes 563
Spreidingsbreedte 376 - 614 330 - 560 373 = 599 340 —~ 584
Standaardafwijking 74 712 71 T6
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 519 497 BeT 488
Spreidingsbreedte 306 - 561 | 300 - 550 402 - 619 | 288 ~ 524
Standaardafwi jking 80 78 68 T4
Algemeen gemiddelde 509 502 517 495




Tabel A4 - Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
Ozéeslachtsrijp
| 1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 435 536 508 : 545
Spreidingsbreedte 306 = 527 308 = 573 401 - 629 365 -~ 570
Standaardafwijking 69 } 83 T 64
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 566 458 513 513
Spreidingsbreedte 399 — 622 284 ~ 528 311 = 560 389 —~ 593
Standaardafwijking 70 5 78 64,
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 539 496 585 501
Spreidingsbreedte 379 - 625 388 - 617 435 = 627 396 ~ 607
Standaardafwijking T 72 60 66
| Algemeen gemiddelde 513 496 545 1
Oﬁaiet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 452 504 _ 476 5i1a
: Spreidingsbreedte 264 = 486 350 -~ 601 05 = 5 422 ~ 612
Standaardafwijking 69 78 64 2
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 509 554 434 496
Spreidingsbreedte 312 = 555 435 = 649 290 = 542 285 —~ 539
Standaardafwijking 76 67 79 19
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 5eT 488 568 475
Spreidingsbreedte 357 - 578 285 - 531 393 - 615 315 « 557
Standaardafwijking 69 e 69 76
Algemeen gemiddelde 496 515 492 514




Tabel A5 - Vrij creatinine-gehalte in S. acanthias (in mg %)x

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
————————————— r— — ARG e wm— w— G— — — — w— WS —
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 66 50 59 58
Spreidingsbreedte Shi= T 20 - 78 23 - T4 25 ~ 80
| Standaardafwijking 16 18 15 17
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 41 60 Sl 65
Spreidingsbreedte 18 = 75 29 - 81 22 - T1 26 —~ 86
Standaardafwijking 18 16 15 19
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 44 49 72 41
Spreidingsbreedte 20 -~ 69 22 =74 36 - 82 21 -~ 69
Standaardafwijking 15 16 14 i
Algemeen gemiddelde 50 53 61 55
9 niet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
} Gemiddelde o 45 59 68
Spreidingsbreedte 25 - 86 20 - 75 22 = T4 29 ~ &0
Standaardafwijking 19 T 16 15
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 43 ) 44 41
Spreidingsbreedte 21 - 79 25 -~ 82 18 = 76 2lam 2
Standaardafwijking 18 17 18 16
1967 1967 1968 1968
| Gemiddelde b 40 62 48
" Spreidingsbreedte 23 - 79 18 -~ 78 23 =81 21 ~ T8
Standaardafwijking i 19 18 18
‘ Algemeen gemiddelde 55 47 55 52




Tabel A5 = Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
O;%eslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 43 48 69 42
Spreidingsbreedte 20 ~ 78 22 = T3 25 - 74 21 - 74
{ Standaardafwijking 18 16 15 16
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 61 45 50 T1
| Spreidingsbreedte 23 -~ 17 19 - 67 P2 = 0 O 2
Standaardafwijking 17 14 435 16
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 56 64 61 48
Spreidingsbreedte 19 e 70 30 = 178 28 « 80 24 =786
Standaardafwijking 16 15 16 18
Algemeen gemiddelde 53 52 60 54
ooomEETTmmEEEEEE=Es ——*::::zh ———————————— =3 L ff
0" niet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 58 53 40 66
Spreidingsbreedte 20 - 81 22 = 716 19 - 71 23— 87
Standaardafwijking 19 1 16 20
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 63 i) 59 48
Spreidingsbreedte 24 - 80 19 ~ 72 2 i B2 it
Standaardafwijking AT 16 45 4
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 4.4 68 45 55
Spreidingsbreedte 18 = 79 24 - 81 1T = 98 21 -~ 78
Standaardafwijking 19 18 19 18
Algemeen gemiddelde 5% 54 48 56




Tabel A6 - o(—aminostikstofgehalte in S. acanthias (in mg N %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
! Gemiddelde T2 68 65 75
Spreidingsbreedte 50 - 95 49 - 80 52 = 93 50 - 102
Standaardafwijking 14 10 12 16
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 55 65 13 67
Spreidingsbreedte 31 - 70 35 - 82 53 = 101 39 - 91
Standaardafwijking | 12 14 15 16
1967 1967 1968 1968
{ Cemiddelde 68 65 54 78
Spreidingsbreedte 48 - 92 36 - 85 42 = 19 48 - 99
Standaardafwijking 43 15 5 16
Algemeen gemiddelde 65 66 65 i T2
e Y T e e e e B s e
9 niet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 90 81 L7 85
Spreidingsbreedte 71 ~ 118 62 - 116 62 —~ 101 56 ~ 107
Standaardafwijking 14 16 12 16 i
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde ¥ s 78 80 84
Spreidingsbreedte 52 - 98 55 ~ 108 67 - 127 56 —~ 104
Standaardafwijking 14 16 18 15
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 82 T0 81 80
Spreidingsbreedte 51 - 106 55 = 91 54 - 102 50 = 104
Standaardafwijking 17 11 15 16
Algemeen gemiddelde 81 76 79 F k)




Tabel A6 - Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
0"&eslachtsTiip
1965 1965 1966 1966
Cemiddelde 67 70 54 65
1 Spreidingsbreedte 412 - 87 40 - 95 40 - 80 41 = 92
Standaardafwijking 14 17 12 16
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 70 64 58 61
Spreidingsbreedte 52 ~ 99 36 - 96 39 - 81 42 —~ 87
Standaardafwijking 14 18 13 14
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 58 66 60 T3
Spreidingsbreedte 28 -~ 73 41 = 90 35 ~ 81 54 -~ 109
- Standaardafwijking 14 15 14 17
Algemeen gemiddelde 65 66 S 66
O)%iet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 80 85 T4 68
Spreidingsbreedte 61 = 102 65 — 108 50 = 99 41 = 89
| Standaardafwijking 12 13 15 12
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde gl 82 67 89
Spreidingsbreedte 50 - 101 62 - 115 48 ~ 85 59 - 124
Standaardafwijking 16 16 11 20
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 5 T2 83 81
Spreidingsbreedte 55 = 105 55 = 92 68 - 131 51 ~ 102
Standaardafwijking 15 11 19 16
Algemeen gemiddeldoe | 75 79 74 79




Tabel A7 — Peptidengehalte in S. acanthias (in mg N %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 66 49 50 64
Spreidingsbreedte 32 - 85 39 - 84 35 - 79 30 - 79
Standaardafwijking 16 14 13 15
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 65 54 57 66
| Spreidingsbreedte Qi 8 28 - 182 31 = 79 s e
Standaardafwijking 12 16 15 14
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde T0 53 58 62
Spreidingsbreedte 33 - 80 30 - 82 27 - 82 38 - 86
Standaardafwijking 14 16 T 1
| Algemeen gemiddelde 67 52 55 64
2 1 -t ——F 233t 3ttt a3 2 3 21+ 1 —F——‘:::‘
O niet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 61 47 42 56
Spreidingsbreedte 29 - 81 27 - 67 A==80 30 ~ T4
Standaardafwijking 16 e 15 14
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 56 50 54 63
Spreidingsbreedte 32 - 76 42 - 80 25 -~ 18 G0
Standaardafwijking 13 11 16 14
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 66 53 48 61
Spreidingsbreedte 33 - 17 38 -~ 86 30 - 78 28 ~ 79
Standaardafwijking 13 1 15 16
Algemeen gemiddelde 61 50 48 60




Tabel AT = Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
Oiéeslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
| Gemiddelde 59 55 24 63
Spreidingsbreedte 3=t 31 - 66 40 - 83 38 - 83
Standaardafwijking 12 10 i 14
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 63 47 55 62
Spreidingsbreedte 30 - 78 35 = 67 37 - T7 40 - 82
Standaardafwijking 15 10 42 {55
1967 1967 1968 1668
Gemiddelde 67 62 54 65
Spreidingsbreedte 31 - 76 42 - 78 45 - 19 98 ~ 73
Standaardafwijking 14 44 10 4
Algemeen gemiddelde 63 54 56 65
P_‘- i i == = = i il b e e e ==a
Oj;iet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 65 60 50 63
Spreidingsbreedte 49 -~ 82 36 - 85 31 = T4 36 -~ 79
Standaardafwijking 10 5 i 13
1966 1966 1967 1967
| Gemiddelde 63 He 50 66
Spreidingsbreecdte 42 - 88 30 - 68 29 - T3 46 —~ BT
Standaardafwi jking 14 4 1% 13
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 68 48 56 69
Spreidingsbreedte dd-ce= 1 29 - 64 26 - 80 39 -~ 87
Standaardafwijking y E2 10 1L 15
Algemeen gemiddelde 65 53 52 66




Tabel A8 — Vrij

o =alanine-gehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 20 15 25 12
Spreidingsbreedte 5 = 41 T =37 10. -~ 58 6 —~ 38
Standaardafwijking | et 9 15 10
Q niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
1 Gemiddelde 25 35 20 5§
Spreidingsbreedte 4 - 42 8 = 65 11 - 38 6 ~ 62
Standaardafwijking 12 18 8 17
O;éeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 27 14 18 16
Spreidingsbreedte Te—i52 8 = 41 St 52 8 ~ 45
Standaardafwijking 14 10 45 2
O;;iet geslachtsrijp
o — e I P Ll OIS et el B o 1 Sy e U Ry it e U
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 28 32 22 30
Soreidingsbreedte 9 ~ 64 5 ~ 58 12 = 42 T - 41
Standaardafwijking 17 16 9 4




Tabel A9 — Vrij arginine-gehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
1 Gemiddelde 5,1 8,0 6,2 449
. Spreidingsbreedte o0 = 956 § 335w 17,7 1,8 = 15454 1510015
Standaardafwijking Byl 454 443 B
0 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 8,2 10,0 S5 6,8
Spreidingsbreedte 3,2 = 19,0 Bl =209 244 = 16,8 1,9 = 14,4
Standaardafwijking 5,0 A 4,5 35
O}Eeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 5 9,2 5sl 6,5
Spreidingsbreedte 146 19,1 § 3,5 = 16,31 353 = 15,8 12,0 ~ 18,5
Standaardafwijking BsD 4,0 34 343
b4
0 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 9,5 8,1 954 10,1
Spreidingsbreedte | 4,8 = 21,6 | 3,9 - 18,1 | 4,0 -= 16,2 | 5,1 = 18,5
Standaardafwijking el 444 3,8 42




Tabel A10 — Vrij asparaginezuur-gehalte in S. acanthias

(mg %) .
Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 441 Bl 6,8 645
{ Spreidingsbreedte | 2,5 = 8,9 § 1,9 - 12,0] 1,6 = 15,0 | 2,4 ~ 11,6
Standaardafwijking 2,0 By 442 257
9 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
| Gemiddelde 9,1 6,6 8,8 8.5
Spreidingsbreedte | 3,2 - 17,5§ 4,5 - 11,81 2,0 - 18,2 | 3,2 -~ 15,3
Standaardafwijking 445 243 S5 3,8
O;éeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 530 447 3,9 6,1
Spreidingsbreedte 2,6 = 15,31 1,9 = 13,0] 1,1 = 10,9} 2,0 = 14,4
Standaardafwijking 4,0 3.5 3,1 3,9
O;%iet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde Ts3 78 6,4 Tyl
Spreidingsbreedte | 3,1 - 19,3| 2,8 - 17,1| 2,0 - 16,6 | 1,0 — 18,2
Standaardafwijking T 455 4,6 a3




Tabel A11 — Vrij fenylalanine—gehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
0 geslachtsrijp
B i sl A e s i i T R i e R R
g
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde ) 10, 2 1 8,5 9,4
Spreidingsbreedte | 1,7 -=12,2] 0 = 17,81 2,6 = 17,5 3,0 = 15,4
Standaardafwijking Han 5,6 4,7 349
9 niet geslachtsrijp
___________________ e e
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde R 11,6 75 10,4
Spreidingsbreedte 4,1 - 20,91 3,8 - 18,1 1,9 = 14,3 | 24D = 18,1
Standaardafwijking Bk 445 359 4,9
O;éeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 11,9 12,8 9,1 8,0
Spreidingsbreecdte 2.8 =19,31 1,5 = 21,61 255 « 17,81 350 » 1541
Standaardafwijking | S92 6,3 4,8 440
O/;iet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 7,4 | 8,8 13,0 11,5
Spreidingsbreedte | 0 = 15,9] 2,1 = 17,4} 2,5 = 22,8{ 3,2 = 19,7
Standaardafwijking 3,8 4,8 6,4 Bt




Tabel A12 - Vrij glutaminezuur—gehalte in S. acanthias (mg %)

Zomer Herfst Winter Lente
! 9 geslachtsrijp
r~ 1967 1967 r 1968 7 1968
F Gemiddelde 5,9 10,4 1251 8,6
| Spreidingsbreedte | O - 19,1 | 1,1 =24,3| 2,4 =28,0] 0 =~ 27,0
Standaardafwijking 6,0 Ts3 8,0 8,5
9 niet geslachtsrijp
—————— e B B b G D e T
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 20,4 15,2 26,9 23,3
| Spreidingsbreedte | 5,1 - 38,5} 3,0 = 32,6 | 1,9 - 37,8| 5,6 — 36,8
Standaardafwijking 1045 9,3 1353 9,8
O;éeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 9,1 T40 6,4 1191
Spreidingsbreedte £y w2650 3 1,1 = 19,91 0 v 2136 7 4w 34,8
Standaardafwijking 10 5,9 6,8 10,4
O"niet geslachtsrijp
1967 1 1967 1968 1968
Gemiddelde 28,9 o 18,9 21,4
Spreidingsbreedte 6,0 = 39,4 | 4,7 = 34,6 | 2,5 = 35,9 544 ~ 33,4
Standaardafwijking 10,5 9,4 1045 3,8




Tabel A13 = Vrij glycine-gehalte in S. acanthias (mg %).

Zoner Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 50 58 36 67
Spreidingsbreedte T - 99 5 =119 4 - 83 11 = 106
Standaardafwijking | 29 36 25 30
9 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 61 87 78 107
Spreidingsbreedte 6 - 133 13 = 150 20 - 128 31 - 161
Standaardafwijking 40 43 34 40
O;%eslachtsrijp
i B o o S g o N PSR
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 44 63 5 38
Spreidingsbreedte 6 - 95 10 = 115 3 - 146 4 - 99
Standaardafwijking 28 33 45 30
O;;iet geslachtsrijp
P . G S s ey Gt i s e e i S R
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 100 90 71 80
| Spreidingsbreedte 28 =50 12 - 177 9 - 123 21 -~ 129
Standaardafwijking 39 52 36 34




Tabel A14 - Vrij leucine—gehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
_____________ - — = e — -
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 36 45 27 31
| Spreidingsbreedte 3 - 89 5 = 84 0 - 63 4 ~T7
Standaardafwijking 20 25 20 23
9 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 70 39 55 63
Spreidingsbreedte 12 -~ 139 3 - 83 6 - 111 19 ~ 92
Standaardafwijking | 40 25 33 23
O)Zeslachtsrijp
1967 1967 ] 1968 1968
Gemiddelde 41 D 34 a4
Spreidingsbreedte 6 - 69 0 - 70 4 = 96 6 — 108
Standaardafwijking 20 22 29 e
O/Ziet geslachtsrijp
__________________ Rl e S
1967 1967 W 1968 1968
Gemiddelde 67 52 48 57
Spreidingsbreedte 9 -~ 126 13 = 99 15 ~ 85 10 — 92
Standaardafwijking S AT 22 26




Tabel A15 = Vrij serine-gehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 ] 1968
Gemiddelde 754 3,2 6,8 5,3
Spreidingsbreedte .2 = AT T 4 B0 =105 ] O «=ilhB § Ul el Byl
Standaardafwijking Se 248 o 1 4 40
9 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 4 45 8,2 951 750
Spreidingebresdte | 0 = 12,1 { 2,2 = 14,6} 2,0 =19,5§ 4,8 =~135,5
Standaardafwijking 3,8 39 555 443
O;%eslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 10,5 758 %58 8,8
Spreidingsbreedte 3,0 ~20,8 | 1,6 = 14,3} 2,0 = 13,81 243 = 17,5
Standaardafwijking 5,6 4,0 3l 4,8
O)giet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Cemiddelde 9,1 641 6,8 4,7
Spreidingsbreedte | 3,5 - 17,2 } 0 =17,2} 1,1 =18,9| 0 =~ 14,9
Standaardafwijking 443 544 5,6 457




Tabel A16 - Vrij taurine-gehalte in S. acanthias (mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 15 86 155 124
Spreidingsbreedte 21 = 211 16 = 149 78 - 277 38 ~ 213
Standaardafwijking 60 42 63 55
9 niet geslachtsrijp
1967 1967 ] 1968 1968
Gemiddelde 96 ot 128 120
Spreidingsbreedte 20 - 182 35 - 236 14 - 236 41 —~ 193
Standaardafwijking 51 63 70 48
O;éeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 82 147 109 159
Spreidingsbreedte 14 = 173 22 = 237 30 ~ 186 50 = 247
Standaardafwijking 50 66 49 62
0" niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 123 . 140 116
Spreidingsbreedte 25 ~ 228 29 - 175 4T -~ 206 35 =~ 172
Standaardafwijking 64 46 50 43




Tabel A17 - Vrij threonine-gehalte in S. acanthias (mg %)

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
_____________ e
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 12 15 25 16
Spreidingsbreedte 2 -~ 34 3 -4 3 - 63 0 — 45
Standaardafwijking 10 12 19 14
O niet geslachtsrijp
e S prie S G
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 28 21 14 22
Spreidingsbreedte 8 = 49 4 = 52 3 - 38 2 - 59
Standaardafwijking 13 15 14 18
O;%eslachtsrijp
e ————— (o G s e
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 13 16 26 10
Spreidingsbreedte 3 - 35 0 - 41 2 - 53 0 - 29
Standaardafwijking 10 13 16 9
O;iiet geslachtsrijp
______ . S i i N i o s o S
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 22 20 28 18
Spreidingsbreedte 40 =58 5 = 43 3= 160 @ 18
Standaardafwijking i & 12 18 15




Tabel A18 = Vrij valine-gehalte in S. acanthias (mg %)«

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 " 1967 1968 1968
' Gemiddelde 544 25 338 7450
Spreidingsbreedte | 1,2 = 10,7 0 =7,0 | 0 =13,9 | 1,5 - 15,8
Standaardafwijking 340 2o 454 445
O niet geslachtsrijp
___________ B .
1967 . 1967 1968 1968
Gemiddelde 4 44 5.0 2,9 6,3
Spreidingsbreedte | 1,0 — 13,4 | 2,1 = 13,2 | 1,5 = 7,9 | 2,3 = 14,4
Standaardafwijking 3,9 3,5 2,0 3,8
Oﬂgeslachtsrijp
____________ o o A S
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 51 645 T3 4,0
Spreidingsbreedte | 0 =12,71 3,2 =12,4] 2,5 -13,9| 0 =~12,4
Standaardafwijking 4,0 2,9 ' 3,6 3,9
O;%iet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 6,0 o 3,9 4,8
Spreidingsbreedte | 2,4 = 10,3} 1,1 =11,6| 1,8 -8,2 [ 0 =11,
Standaardafwijking 235 353 2,40 £,




Tabel A19 - TVrij sarcosine—gehalte in S. acanthias (mg %)

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 E 1968
Gemiddelde 37 52 61 45
Spreidingsbreedte 9 -~ 60 12 - 85 15 ~ 107 18 - 81
Standaardafwijking 16 23 29 20
9 niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 55 39 46 65
Spreidingsbreedte 20 =TT 10 = 89 12 = 98 21 -~ 91
Standaardafwijking 18 25 21 22
O;%eslachtsrijp
e ———— — e o  — —  —— — —— o — o e
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 67 44 53 60
Spreidingsbreedte 17 - 100 25w T3 18 - 85 21 -~ 97
Standaardafwijking 26 15 21 24
O/%iet geslachtsrijp
—————— ke R T
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 50 38 62 56
Spreidingsbreedte 19 - 76 9 -~ 101 15 = 101 20 ~ 103
Standaardafwijking 18 29 2 26




Tabel A20 = Vri] F?—alanine—gehalte in S. acanthias (mg %) .

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 14 16 19 14
Spreidingsbreedte 4 = 24 T - 24 Sa= 27 6 - 27
Standaardafwijking 643 S 6,9 6,6
O niet geslachtsrijp
_________________ oW el i S
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 15 Ty 20 iy
Spreidingsbreedte i 25 2 - 22 11 - 28 T ~ 30
Standaardafwijking 6,9 by 3 TR, Tk
74
O/geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 13 )77 13 18
Spreidingsbreedte 4 - 22 7 - 28 3 =25 9 ~ 28
Standaardafwijking y i) 6,6 6,9 5,9
2 ;
0" niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 16 14 T 20
Spreidingsbreedte 8 - 26 5 = 25 9 -~ 30 10 = 29
Standaardafwijking | 556 B3 6,6 6,0




Tabel A21 = Vrij cysteine-gehalte in S. acanthias (in mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 4 1968
Gemiddelde 10,4 9,0 Ts5 6,8
Spreidingsbreedte 43T = 15428 3 542 = 13,51 2,6 » 16,6 1 30 w14 1
Standaardafwijking 343 2,6 444 3,5
O niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 7,9 8.3 8,8 10,3
Spreidingsbreedte 3,8 = 13,0 2 I b 3,8 = 16,2 2,6 - 15,9
Standaardafwijking 259 4,6 3,9 432
O;%eslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 845 Tt 645 9,2
Spreidingsbreedte 3,5 w124 8,7 ~ 14,8 1 3,0 -3 2,6 — 16,3
Standaardafwijking 2,8 4,0 35 4,3
0" niet geslachtsrijp
_____ iy . o o O o BNl At i s il
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 9,3 8,0 5,9 Ts5
Spreidingsbreedte 3,8 = 15,9 | 4,2 - 12,8 SRRl 2,9 = 12,7
Standaardafwijking a0 257 4,0 o




Taebel A22 — Vrij cystine-gehalte in S. acanthias (in mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 7 1967 1968 1968
Gemiddelde 11,4 9,0 143 9,8
Sprefdingabresdte | 4,0 - 15,11 2,4 « 15,7} 3,1 = 14,51 5,2 ~ 14,4
Standaardafwijking 3,8 448 335 249
O niet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 843 12,0 Byl Ts9
Spreidingsbreedte 149 = 14,0 30152 241 = 14,5 138 =145
Standaardafwijking 3,8 235 3,9 4,0
Oiéeslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 955 8,0 1045 11,0
Spreidingsbreedte a2 = 16,5 1 3,6 » 1431 249 = 14,04 6 » 15,0
Standaardafwijking 4,2 3.3 3,8 254
O;glet geslachtsrijp
_____________ o o i S o .
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde T 942 10,44 11,3
Spreidingsbreedte | 2,0 - 13,7 | 3,2 = 15,9 | 4,1 - 15,8 | 4,5 = 16,9
Standaardafwijking 3,7 4,0 Syt 3,9




Tabel A23 = Vrij proline-—-gehalte in S. acanthias (in mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
L 9 geslachtsrijp
1967 T 1967 1968 1968
Gemiddelde 96 105 84 1
Spreidingsbreedte 43 = 130 38 - 131 40 = 136 40 ~ 133
Standaardafwijking | o7 29 23 29
i Q mict goslsobterifp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde He5 86 114 o
| Spreidingsbreedte 39 - 129 40 - 118 43 - 126 3T = 125
Standaardafwijking 28 24 26 27
0 pesteshianiip
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 85 102 111 93
Spreidingsbreedte 43 = 119 55 -~ 123 50 = 133 42 -~ 112
Standaardafwijking 23 + 21 26 e
% O;aiet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 102 88 15 98
Spreidingsbreedte 56 - 138 63 - 127 60 - 133 57 - 123
Standaardafwijking 25 20 23 20




Tabel A24 - Vrij hydroxyproline—gehalte in S. acanthias (in mg %) »

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 10,6 8,9 1255 952
Spreidingsbreedte | 4,2 - 16,3 | 3,8 = 14,0 { 6,0 = 15,2 | 4,1 = 16,5
Standaardafwijking 3,8 - 249 3,9
0 niet geslachtsrijp
e e o e e e e e e e e e e e e
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 10,6 11,5 12,0 9,1
Spreidingsbreedte | 4,0 = 15,4 | 5,7 = 15,5 | 5,5 = 17,9 | 4,7 = 14,2
Standaardafwijking 346 41 3,9 3,0
0’ keslachtsrijp
1967 1967 1 1968 1966
Gemiddelde 8,5 12,0 10,3 14,1
Spreidingsbreedte 4yt = 15,2 F 532 = 15,0 § 4,1 = 14,6 | 3,0 (68
Standaardafwijking 335 a A 4,2
O;;iet geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 115 _ ; 5 e 8,7 9,5
Spreidingsbreedte 555 = 19,2 1 4,1 = 15,2 | 4,2 = 13,1 5,0 = 16,7
Standaardafwijking 453 * 25 3,0 341




Tabel 425 - Vrij choline—gehalte in S. acanthias (in mg %).

Zomer Herfst Winter Lente
9 geslachtsrijp
o - — o  ame o G - (o - — — — o ot e m
1967 1967 1968 ] 19686
Gemiddelde 444 s 6,2 345 4,8
Spreidingsbreedte | 1,5 - 10,5| 2,0 = 10,9| 1,0 = 9,2 | 2,0 = 11,0
Standaardafwijking 3,1 2.7 246 2,8
0O niet geslachtsrijp
e Rl et Renl il
1967 1967 1968 1968
| Gemiddelde 6,0 441 249 s
Spreidingsbreedte 130« 10,1 2,0 = 10,8} 0,8 = 10,7} 1,6 - 9,8
Standaardafwijking - 2ol 3,1 246
0"%Leslachtsrijp
_____________ s i st Ao A
1967 1967 1968 1968 1
Gemiddelde 245 433 38 Sal
Spreidingsbreedte | 1,0 = 10,1 { 1,2 = 10,4| 0,7 = 9,1 | 1,1 — 10,1
Standaardafwijking 245 2,9 246 2.8
1
Oﬂhiet geslachtsrijp
OOl S o e | S W\ s Wy P o s S o — G — —— — e
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 447 k25 5 6 3,0
Spreidingsbreedte 1,0 = 10,1 141 =~ 8,8 1,9 = 1045 0,9 ~ 10,8
Standaardafwijking 2,8 24 247 34




Tabel A26 - Betalnegehalte in S. acanthias (in mg %).

Zomer Herfst Winter Leute
9 geslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 102 63 82 124
Spreidingsbreedte 38 = 244 44 - 196 51 = 229 35 ~ 273
Standaardafwijking 65 48 56 il
O niet geslachtsrijp
- ————— e - = — e B s
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde T 110 142 91
Spreidingsbreedte 45 =235 33 - 262 Sl 42 ~ 182
Standaardafwijking 60 T2 51 44
O;éeslachtsrijp
1967 4 1967 1968 1968
Gemiddelde 109 59 81 145
Spreidingsbreedte b et 2 29 - 230 34 - 193 53 ~ 282
Standaardafwijking T0 63 50 1P
O;%iet geslachtsrijp
e SR B B B B B e B T o e R ey | Sy o s
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 88 133 g5 T1
Spreidingsbreedte 41 - 225 30 = 265 49 = 224 32 —~ 213
Standaardafwijking 58 14 55 BT




Tabel A27 - Droge stofgehalte in S. acanthias (in %).

Zomer Herfst Winter Lente
g geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Geniddelde 22,9 ol 22,8 2455
Spreidingsbreedte 20,5 = 25,6 | 20,5 = 24,9 | 21,3 = 26,1} 22,3 -~ 26,9
| Standaardafwijking 146 ' 143 135 144
1966 1966 1967 1967
} Gemiddelde 24,0 2544 22,9 24 49
Spreidingsbreedte | 22,8 - 27,6 | 21,9 ~ 27,2 | 21,0 = 25,4 | 22,3 ~ 27,1
Standaardafwijking L 146 153 : B4,
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 25,2 23,0 25,4 23,6
Spreidingsbreedte 23,0 = 27,7 120,5 = 24,9 ] 22,6 = 2741 181,99 ~ 26,4
Standaardafwijking 14 el drgd i igd
Algemeen gemiddelde 24,0 233 2a T 2453
= === S e e s T T e

1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 21,9 24,6 23,8 0542
Spreidingsbreedte | 20,9 - 26,1 | 21,5 - 26,8 { 21,0 = 25,4 | 22,1 — 26,8
Standaardafwijking y S0 148 B 145

1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 2645 22,2 24557 22,0
Spreidingsbreedte | 22,2 - 27,1 21,0 - 25,3 | 22,6 - 27,7 | 20,8 — 25,9
Standaardafwijking 1:5 153 146 1,0

1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 24,3 25,1 25,2 23,9
Spreidingsbreedte | 21,9 - 26,2 23,0 - 28,0 {22,0 - 27,4 |20,6 - 25,8
Standaardafwijking 1,3 59 5 146
Algemeen gemiddelde el .2 2359 24,5 25,0




Tabel A27 - Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
07%oslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 26,1 23,5 24,5 22,0
Spreidingsbreedte 24,0 - 28,5 120,5 - 25,8121,8 = 26,6 20,1 = 24,6
Standaardafwijking 1 146 1,5 144
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde ot et 24,2 25,6 26,0
Spreidingsbreedte | 20,1 —= 24,2 | 22,0 ~ 26,7 | 22,4 - 28,5 23,2 - 28,4
Standaardafwijking 1igl 1,4 1,9 1,6
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 22,9 23,8 21,9 2545
Spreidingsbreedte 20T » 24,9:421,2 « 26,0 120,2 =206 182,44 . » 21,5
Standaardafwijking 1 40> e 146
Algemeen gemiddelde 2535 23,8 24,0 24 45
O;;iet geslachtsrijp
PRESEAIE SIS S Ce T PRI i S R e TR I e R A
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 24,0 24 41 23,9 26,0
Spreidingsbreecdte 22,1 - 26,8 | 21,6 - 26,8 | 21,8 - 26,2 | 23,3 —~ 28,3
Standaardafwijking 1,4 1,6 §53 1,5
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 22,9 22,5 25,1 23,6
Spreidingsbreedte | 20,9 - 25,1 |20,7 = 25,1 {23,1 = 27,9 | 21,1 = 26,4
Standaardafwijking Ts3 143 145 I -
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 26,2 25,3 23,8 2541
Spreidingsbreedte | 22,2 - 27,3 |23,1 - 28,2 | 21,2 - 25,8 |21,0 = 25,7
Standaardafwijking 156 1.6 - 14
Algemeen gemiddelde 2433 23,9 24,2 2442




Tabel A28 — Totaal stikstofgehalte in S. acanthias (in %).

Zomer Herfst Winter Lente
O geslachtsrijp
b aon e e o ot —— R Rt e e el r ______
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 3541 3,52 3,38 3,42
Spreidingsbreedte 3,22 « 3,72 [ 3,23 = 3,78 13,15 = 3,581 3,25 » 3,73
Standaardafwijking Ol 0,17 0,13 0,15
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 3,46 3437 3,53 3,36
Spreidingsbreedte |} 3,24 = 3,75 | 3,17 = 3,58 |3,15 = 3,72| 3,20 — 3,69
Standaardafwijking 0,16 0452 0,17 0,15
1967 1967 1968 1968
| Gemiddelde 3235 3,40 3435 3,46
Spreidingsbreedte 3,17 = 3,62 | 3,515 = 3,65 13,16 = 3,671 3,31 = 3,80
Standaardafwijking 0,14 Q515 0,16 G515
Algemeen gemiddelde Su40 3543 By42 i dz
9 niet geslachtsrijp
R SR el WIE s R S R S S e e
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 3,38 3,40 3455 3,38
Spreidingsbreedte 3517 = 3,59 134525 = 3,74 3,34 =~ 3,86} 3,19 ~ 3,64
Standaardafwijking 0,15 0,15 0,16 0,14
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 25 Sa0 3530 3445
Spreidingsbreedte | 3,19 - 3,68 3,10 = 3,65 |3,13 - 3,66] 3,20 - 3,68
Standaardafwijking 0% U 0517 0,16 8515
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 3,50 3,42 3,43 3,36
| Spreidingsbreedte 3322 = 3,73 [3+23 = 3,70 3,21 = 3,62 |3,1T7 = 3,72
Standaardafwijking 0,16 0,14 @42 55 s
Algemeen gemiddelde 3347 Ao B i 3539




Tabel A28 - Vervolg.

Zomer Herfst Winter Lente
Oiéeslachtsrijp
pe o - — - e = e e
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 3500 3931 o _ 230
Spreidingsbreedte 3525 = 3,TT 3511 = 3,56 13,10 = 3,57 E3 20 W 385
Standaardafwijking 0,16 Ol Oy 14, 1 O 18
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde s 39952 3504 3is 35
Spreidingsbreedte 3511 = 3,63 13,24 ~ 3,82 | 3,24 = 3,75 13514= 3,60
Standaardafwijking 0,16 0,18 016 0,14
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 3,42 3,39 3,40 3,42
Spreidingsbreedte 33230 3,74 §3,519 % 3,63 1 3,41 = 3463 13,990 2,70
Standaardafwijking 0,16 5 E0 0,16 0,16
Algemeen gemiddelde 3441 3,40 AN gl 2
O)Ziet geslachtsrijp
1965 1965 1966 1966
Gemiddelde 3,29 3438 3,49 3,37
Spreidingsbreedte 3319 = 3,75 [ 3412 = 3,63 ] 3,24 = 3,75 |3,15 = 3,62
Standaardafwijking 0,17 0,16 0,16 0,14
1966 1966 1967 1967
Gemiddelde 3,32 5 58 3,31 3,54
Spreidingsbreedte | 3,13 - 3,58 |3,11 = 3,56 | 3,09 - 3,61 |3,30 ~ 3,76
Standaardafwijking 0,14 0,14 0,16 0,14
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 3443 3,44 3,200 3438
Spreidingsbreedte | 3,10 = 3,66 |3,24 - 3,76 {3,20 - 3,70 |3,16 = 3,62
Standaardafwijking 5% g 0,16 0435 0,14
| Algemeen gemiddelde 3438 3,39 340 3,43




Tabel A29 - Kathepsinen-aktiviteit in S. acanthias (in ) tyr./b/g)

Zomer Herfst Winter Lente

Q geslachtsrijp

1967 1967 1968 1968
| Gemiddelde 204 220 185 211
Spreidingsbreedte 131 296 140 = 378 | 102 = 299 144 .= 298
Standaardafwijking 52 75 62 59

g e e e e et e s i e F ————————————
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 270 235 220 281
| Spreidingsbreedte $41 = 344 1128 « 287 113 w 320 E 135 a8
Standaardafwijking 64 50 66 T0
O;%eslachtsrijp
1967 1967 1968 1968
Gemiddelde 220 215 190 | 206
Spreidingsbreedte 101 = 295 115 — 302 95 = 260 120 — 336
Standaardafwijking | 61 ! 59 52 68

Oj;iet geslachtsrijp

Gemiddelde 248 266 254 232
Spreidingsbreedte 125 = 354 130 = 346 111 - 270 141 ~ 293
Standaardafwijking 72 ’ 68 50 48




Tabel A30 — Evolutie van het vrije ammoniakgshalte in S. acanthias tijdens het bewaren in ijs
g d
(in mg N %).

Lente Zomer g Herfst | Winter
Proef;
2l Uelba fe et 9d. 12d 119 dted “ndi5d o igqg 12d 194 n2d 54 194 12d | 19d 24’ ‘154 494 12d | 194
9 geslachtsrijp
—————_———F—--——T-————--———_-—-—_F——_—_-———'—"—-_———‘_ﬂ-—".—_——q———
1 25 24 321 48 100 16¢ 25| 29 29 12& 19k 2R 53 99 - -~ - - -
2 18 o) 22 31 81 24 4 | TR 50 119 27 25 291 361 83 15 15 190 44 109
3 14 16 208 15 78 12 17 241 42| 108 20F 261 291 521 120 241 261 268 44 94
Gemo | 19| 20| 25| 38 86l 17} 23| 28 52| 18 22f 26/ 29/ 47| 101f 20/ 20! 23 44 97
9 niet geslachtsrijp
e e e e e o e e e e T e e T e e e e e e | = -
1 12 17 221 131 180 19 33 A 154 170 20 S R ] e [ [l 251 [ 36) A6 611 149
2 21 gl 4l 63} 146 24 ey - 3 58( 142 11 26 35 69| 123 24y 31 441 131 121
3 2 28 32t 500 1150 25 26§ . 32 641 131 (= 21F 461 65} 116 141 28 38 62 133
Cem. | 18 23| 31) 62f 14off 22| 27| 37 661 148] 16| 25| 40| 10| 124f 21| 32| 43| 65| 134
Ojéeslachtsrijp
G shame ke s o, e e alid gttt ol W e 5w i e i o e o S i
1 25 22 204 - 4o 27 27 22 58{ 102 ol 201 26} 41 99 201 261 308 . 5T 106
2 20 odek (SSH 5 9 24 291 30r 46F 90 20 e 2hl 30 17 15 18 281 411 120
3 20f . 2ht. M 27 75 23 2ol s 581 123 13 200224 - 32 869 22% 25 24 38| 118
Gems | 23] 22] 301 39§ 94ff 251 21| 232 ilﬂiu 111 21) 24] 36| 884 191 23] 278 45| 115
O;%iet geslachtsrijp
_—.'F'——'——'_]'-.“}_-Wp_—_——'——“-—"-——‘—""""—"'_—-l'——'—'—""_—[_—""""—'——""_—""’——
| 13 221 41 60| 112 = = = = -l 27 31 451 71} 163 g6y 291 35 151 132
2 24 3631 47 131 139 15 2ty ah 591 158 21 27 300 h Y 108hh 160 281  30F 98 Y80
3 4] 3 361 691 1158 221 311 42] 684 132% 211 221 267 591°445 % .211 33} 38F 161 128
Geme | 20| 31| 41] 67 122y 18| 281 38] 64| 1454 23| 26| 33} 61] 1394 21| 30| 36| 69| 133




Tabel A3l -~ “volutlie van et urcull=genalve 1ll ve. alalltlllas Ll Juelds el Lewalell LIl Lo il s /o) e

Lente Zomer Herfst Winter
Proef :
24 5d 9d 124 | 194 |{ 2d 5d od 124 | 194 th 5d 9d 12d {194 (|24 5d 9d. 124 {194
0 geslachtsrijp
+
_.—————J——-—T-———-— ——-r———l-—-—db—————- ——1-—-—-1———-1—-—1———-—--—-—-—-]—-—1——-—-_—..—
g/ 1924 1820{ 1073} 402 863}1914 17771 1096] 807l 676|j1965| 18011 990| 881] 702 -~ - &l o
2 1863] 1635 9521 674 5591 1880} 1758] 1302| 1110} 1077 1825 1623| 1209 90| T3T7|{1989] 1746] 1299( 1109} 1033
3 1854| 1617) 899| 679 53§ 1917 1720 905 7981 650||1900] 1692| 1172| 1002| 900|{1858] 1694 1192] 938] 932
Geme | 1880| 1690} 976] 752 633l| 1903| 1752 1101] 905| 801 1897] 1705] 1123] 9541 780{11924} 1720] 1245] 1023] 982
9 niet geslachtsrijp
D e il el Bttt S Bttt SRl el il el ity Bl ol et
1 2015 1660 1261 908 76311890 1555 99& 905 811“%97% 1805 1352|1211} 1150}{1878} 1515 110& 976f 901
2 1959 1381] 953| o7« 5844 1844 1348] T47| 745 738J1922 1520] 1003] 970 925]{1909} 1660] 1222} 942 817
3 1970 1452 863 708] 552 1803 1209 861} T76| 709 1906] 1474} 1015 984| 808411920 1385| 737} T730] 684
Geme | 1981} 14908 1005| 763 6121 1845 1370 866 809 753111935 1601} 1123] 1055 961}11902] 1520f 1020 883} 801
O)éeslaohtsrijp
‘e et b RSy kel i gl SR —-—'ﬂ'—'—l—--—--w-—'j'—'— alind et Wi —-—'T'—'— ——————
1 1877 17001 1100} 905| 7451 2007 1866] 1311} 1099 851|{1910] 1791| 1202} 1100} 922{{1919] 1685 1154{ 1009 909
2 18131 1651 857F 154 606H1943 1732| 1309 756| 692118941 1630 959| 971 810||18T70| 1714} 1223| 885 754
3 1845 1649 1036] 94| 63Q[ 1970, 1809 1094| 880 707%1868 17421 1129| 869 TO1{1901] 1645 1072} 808 733
Gem. | 1852] 1666 <<8] 500 66C 1973] 1802 1238] 911 750l(1890 1721} 1096 980 811411897 1681] 1150 901} 798
O;iiet geslachtsrijp
_————————————'F-'-—'—'———-ﬂ——'—‘-——-—P-—————'“‘T—-—*F—‘--‘—————J—'——————J
1 1951] 1601} 1187} 1104} 930 - — — - —11901| 1359 951 T750| 731}|1931} 1539 1105] 9941 930
2 1976 1351] 850| 743| 6534|1918 1610 953] 894| 709](1880 1382] 903| 663] 645|{1878] 1197 824] 799 702
3 1925| 1304| ©c06{ 886] 3491925 1489 T768] 687 598|{1858 1700 1199} 1001 966111914 1423] 949 918 810
Gems | 1950] 1418 961| 911 81C| 1922 1550 860] 791| 654111879 1480 1017 804 7181}{1908] 13861 9591 904 814




e DT NI e A g e B B N i e R e T e e T e L 4 I T L o e T = T T1o 0 o g e e Ay BTy 4 B o s Asn i) =5 R R

Lente Zomer Herfst Winter

Proef]

24 5d 9d 126 1 19d 8 24 5d 9d 12d {194 §2d Hd. 9d 124 14940 f2d) - liHd 9a |12d | 194

|

9 geslachtsrijp
-———-——————1——-‘1—-——— _—_—_——___W—_-——1_—.——_‘_—.—7-_—‘-————1-——1_——
. 1 o a0 4,6 13,2& St 48t 2.0 250190 0 be-bi st s ganel o a T g L
2 o | 0,50 1,5 3,8/16,d] o | 0,7 2,2 7,0{10,8 0,6] 0,6 1,2| 2,5|13,3|f 0,5| 0,4 3,5| 6,0 15,1
3 0,3l 0,6l 2,1 5,315,8 0,2| 0,9 3,00 4,3{11,8 o | 0,8 1,7 7,1116,0] 0,2| 0,8 0,9 5,1 10,5
Geme | O.11 0,0l 2,21 4.4] 15,18 0.2 1.0 2.4 4.6 1398N 0,21 0,41 2,01 50115591 0,21 0,6f 2,2 5] 12,8

niet geslachtsrijp

0 4 3,661 15,08 O o,; 4,5 6,2118,0 .01 2. 5,;1 9,41 12,48 O 2.3F N85 2.6
2 0 Oyl 4,60 1,51 15,08 1421 10f 5,4 6,51 11,718 © 2,51 3,60 6,116,508 0 1591 5,91 8,21 14,4

0 0,71 2.4 53 13,18 © 0,20 3,8 4,912,280 0,31 3,91 2,91 6,31 6,80 0,6 2,2] ‘3,01 6,8 15,9

o] 2,21 3.4] 6311458 0.4 2408 4,51 6,8113,98 O.4] 2,61 4401 7.2112,5H 042] 1,71 3.4] 648 10,9

e

0" geslachtsrijp

0.1 B.el F.00 5,8015,08 © { 0,5] 10 4,2119,48 1,08 1,00 4,20 5,512,000 | 01 080 D& 2.5
2 0,51 0,31 4,20 6,0010,58 1,21 0,8 2,08 2,0113,08 0 '} 1,4} 2,8 7.0]16,5% 0,2} 1,51 3,2 4.8 15,6
0 $:00 0,90 1,80 17,88 0,20 Oyl 4,00 4.5116,98 0,28 0 { 2,00 24111.98 0 | 1,20 2,30 4,5 16,1
021 0,31 2,71 3.7 1440 0,31 0.6 2.3 3.5116,20 0,41 0,8 3.01 4.9813,4H0 0,1} 1,0 2.0 3.3 11.6

r1 ol S R R U i SR B R T T el B ) B L e 7,; 15,5
2 0 1 2.4 3,31 8,2025,48 0,51 2,61 5,11 8,0016,50 0,51 2,11 2410 5,6 15,0 0,78 1,08 6,11 8,440
3 038) 1588 4,98 5,0013,68 0 1 1,51 3.0 6;0112,180 | €,60 3,68 4411080 0 | 2560 4;3] 4,4 10,3
Gem. | 0,2} 1.8] 4,8] 6,3[16.6l 0.2] 2,0] 4,11 1.3115,60 0,21 2,21 3,7 6,012,271l 0.2} 2.1| 4.6] 6,9 14,6




Tabel A33 - dvolutie van het TMAO-gehalte in S. acanthias tijdens het bewarcn in ijs (in mg N %) o

Leate Zomer Herfst Winter
Proef
24 5@ 94 124 {194 }{24 5d 9d 12d | 194 || 24 5d 9d 12d 1 194 li2d Y 9d 124 | 194
9 geslachtsrijp
F ot il oo S s Eupreilie e B <ol ey Miacalih om0 il urm o | paineanlit, selioa g Mistadbbraratt et iiue: $ons e - o oo S sl 1y toca e B oo B eI, N O R ST e S e SRS
1 212} 200F 1458 1413 1008 1901 1708 149 13H 9 220f 2000 162 118 103 - - o i o
/s 1951 1688 133 1101 1130 2151 194 161} 1500 12 205_ 14 4401 1300 A2 2041 200F 468 102 89
3 176} 163F 128 115 83|| 206 187 1701 124 6 1031 054 A2 493 911 191} 168] 135f 143] 110
Geme 1941 1171 1351 1251 901 203} 1820 1601 137 1991 182 143 1171 102]| 198 184 151 1231 100
Q niet geslachtsrijp
......._——.——..——----—--—-—~—1—————-—-—1 —————— ——— g G —— — . —] D Gl e S e e weaw  wmm o s, wm wm— pwon  cmm - — o —
1 17T 148] 1551 123] 111 217 195 149] 109 101)| 194| 144] 128 92 191 1921 1i6 1441 121 134
2 2031 182] 154 112 col| 210| 183] 124| 120} 101}} 195| 181 143] 117 100} 175] 148] 127/ 100 95
3 189| 150f 118f 107 Tl 1811 141] 105f 107 95112071 1131 125] 106 91{f 219] 180] 137 103 76
Geme, 1891 1601 150 114 ié 2021 1131 1261 112 22 198] 166] 132 105 90} 195] 168] 136] 108 5
Ozgeslachtsrijp
AR T i S U SR e S e S S i S s ——r— A -r-a--"r--"—-—-
1 195] 170f 155] 130{ 102}j 189% 174} 145/ 135| 121} 220| 209l 165| 140 971l 201| 196] 120{ 128 123
2 205% 13901 1307 118 D0 1921 1111 -135] 125; 1028 10811 1651 1401 127 110 2050 189l 1611 1171 85
3 198} 178] 135 126} 103}l 211} 189] 128} 129 89|l 203 190{ 169 138 8411 179 168} 154 115/ 110
Gem. 1991 17< 1408 1241 100H 1971 17181 1361 1291 1041 2011 1881 158 1351 21' 1951 184 145| 120f 107
O;Ziet geslachtsrijp
===~ r- - -1 47— -7 ——|—-—7———~——T————fF—— - —p ———— 1 — — — — ]
1 185] 1641 142 119| 100 - - - - =209 5L A8 100 102 2046l 1A0E 126k 116
2 1771 164 119] 101 781 1901 157| 123} 100 83|11 218| 182] 150 118} 108}| 220 190] 135/ 105 83
& 206] 185{ 129 171 9511 205 169 150{ 129| 104} 175 169] 119} 106 S0 191 1448 192 96 77
Geme 189 171] 130{ 107 21 198] 163! 137| 115 9411 200] 168] 134] 111| 100|f 205| 165| 129] 109 92




Tabel A34 - Evclutie van het creatine-gehalte in S. acanthias tijdens het bewaren in ijs (in mg %) «

Lente Zomer Herfst Winter
Proef] ]
2d 5d aiog 124 1194 [j24d 5d 94 12d }19d #2d |54 9d J12d ] 194 #§24 | 54 9d 12d | 194

9 geslachtsrijp

1 456( 403] 353f 320 327|| 551| 388 440| 419| 306|| 494| 458] 435 411 241 -~ - - - -~

2 5021 459 419 401) 261} 467 4500 369 333| 333 569] 483 453| 425 191|| 442 338 326 303 288

3 469 398 331| 3zv| 238fl 490 3720 396| 387| 239l 501| 411| 382 369 292 5331 459 395{ 367} 371

Gem. | 475| 420] 363 350 2751 503 403] 402| 380] 293f 521 451} 4231 402] 241 éﬁé 398 360| 335 330
9 niet geslachtsrijp ST I %

1 544 461 449] 407| 236| 440] 323 ~| 282] 252|| 452 391 365| 328 235 523r 367 358 318 276

2 502| 4051 383] 361| 154§ 511 387 355| 331 345 539 429 398 375 316|| 491} 420 417]| 381 222

3 4991 393} 381) 336| 144Jf 448] 295| 270| 241| 264 48T 361} 322] 300 181 560 361 3341 2931 200

Gem. | 5151 429 401} 366] 174)l 466] 3351 313| 285| 28 | 4931 394] 361 334| 244 222 382] 369] 330] 232
Ojéeslachtsrijp

1 472 ~r 414 390[ 274} 539| 400] 379 333| 221j| 485| 452 447 423r 286|l 5220 412 385| 359 324

2 210f 479 452 435{ 318} 547| 461 419] 382 300? 5301 3731 373} 372| 358|| 4601 473 457| 440| 361

3 451] 406] 390| 363| 224| 483 358] 335( 301| 192 472 428] 381| 331| 276 463 390] 381| 352| 286

Gemo | 417 443) 18| 390 272f| 523| 406 377) 339| 238l| 496 418] 401| 375| 306|| 481| 425| 407/ 384] 323

O}%iet geslachtsrijp

1 r5o—9. 420 477 364r £22 - - - - | 498 351F350 34Or25-91v 513 448} 420] 384 281_‘
2 531 382| 353 320] 77| 565| 426] 385| 330{ 313|| 445 414 379 376 154{| 475 358 338 290 202
3 488] 395 359| 299 181|| 514| 323| 302| 264} 200|| 448| 338] 308] 291| 216 -~ 369 3631 333] 231
Gem- | 509 406 373| 328| 227|| 540| 375| 343| 297| 256 463 368 346] 336 20011 4941 391] 374 3011 238




Tabel A3f ~ Evolutie van het creatinine-gehalte in S. acanthias tijdens het bewaren in ija (in mg %)q

Lente Zomer Herfst Winter
Proef;
24 e 9d 12d | 194 |[|2d Hd. 9d 124 1194 {|2d 5d 9d. 12d {194 []24 5d 9d 12d | 194
9 geslachtsrijp
] 1 68 60, 16 Tz 63 54 50 61 55 46 48 41 45 41 26 - - - j -
2 44 38 55 Sl 40 32 2i 30 28 18 T0 62 67 60 14 48 42 50 46 14
3 15 5@; 624 568 2% 59 41 47 391 28] 46 347 39} 351 42 65 64 611 57 25
Gema 62| 21} 64] 60 43l 48, 37| 461 40| 31| 55 46 20 41 23 24 3 38 AR 4

9 niet geslachtsrijp
--———-———--—---—-—-—-———--——-—-——-—--—-——-—--—-—————1-—-———(—————-—-———' —————— oy (T — | - diin| -~
1 Tk B68F 731 104 5@V 68 6D -t 411 19} T1 57F 66f 60f 390 31 391 387 28 10
2 20F 351 59F M 24 46 621 T3 61} S50 38 261 30% 33 13 37U sF 4l 48 19
3 111 65F a8} 53 3Nl 44} 334 541 431 290 43 3] 411 44 3804 650 e2]l 7ol s8 as
Gems 66} 26 60| 38/ 40| 531 52| 63 48] 32ft 50 38] 51} 45 29 44| 45| 49 421 24

Ojéeslachtsrijp
- ——m— T — =T = —T———T—— e B e T e e i O
1 61 39 €5 56] 46 471 -1 62 59] 48 68 52 Y S 10 23 491 4 44 38
2 35 64| 42 3 28 iz 53 69 63 51 46f 46 67 6 30 63 50 60 59165
3 40% - 39 2511 500 - 21 5% " 2B 4ol a2l o6l . 15 6&l 12 154 39} 44] 35( 231 20
Geme 451 46 53l 48 Wl S57¢ 40f 571 54 44)| 63| 55 &4 i 18h a1 381 &8 41 38

O;%iet geslachtsrijp '
i e ——-—-——‘-——-—‘——-——--—v—-—-r————-———-——- Iy N o R s G — [ T T TS P T e e e e s oy o ene
1 661 541 s8I 31l o2 i~ o - - ~{| 69 61 638 5% 19 58 . 53 60f 5% 53
o 33y 25f O0F Dif 30 72 63f eaf 53l 3GR. 36 C 48] 61 o6 oyl - zeb 3 ) 16
3 471 61] 68| 61} sofl 51 34] 5] 41 o T ST SR R T R T e T
Gem. 431 &) 22 - BOL . guit 6N 48% BEL. 471 28 i 48 & AN Atk 43 35 41 483 30




Tabel A36 - Evolutie van het o -aminostikstof-gehalte in S. acanthias tijdens het bewaren in ijs (in mg N %).

wente Zomer Herfst Winter
Proef]
2d 5d ad 124 {194 {24 s 9d 124 | 194 (|24 5d 94 12d 1194 4i2d 5d 19d 12d | 194
9 geslachtsrijp
e e e e e e L e e e e g e
1 70 61 20 95 66 712 67 60 65 63 SO Al 39 98 61 - - - ~ -
2 56 45 M 768 428 67 58 49 83 T2 64 45 40 62 80 54 501 43 80 41
3 68| 55 311 68 3ff 68 51| 44] 67| 44t 65 60| 49 101 63| €3] 59| 32| 57 26
Gem. | 65| z3 4o 80| 48 69 59 51 1| o) 62 5ol ai oal 8l 38| 5| 1| &4 3
9 niet geslachtsrijp
h——r—--—-—--——-———-—-—————;————-'—\——- ————— ————-—————1P——r—--—— —————————
1 ac il a9l 131 123u 12 54 241 100 63 89 o571 43 120 95 80 68{ 35| 108 91
5 DOl 430 o0 viar 70 GG 62l 430 17 A3F TR 48] 33 T9F BUH S8 681 38} 188} 110
3 791 49 27 88 61 661  46f 20 80 38 85 Lal 5 91 ¥ iis 89 491 201 104 -
Gemo | 81) 50f 25| 110} 87l 15| 54 32| 86 45 84 55| 44 91| 13| 81| 60| 31| 118 101
Ojgeslaohtsrijp
frme o | — — ) o——— — o — p—] -—-—--r-—-—-—-—--r——-——-—-r— —————— e U T P e e ek Wnew e e — i ol i PR I et
1 68 LYl o1 1 1e 66 60 53 84f 44 63 56| 46 81 17 54 501 45 88 43
2 9V 551 39 S0r 43l TOR -55F  45F 0L 308 458 ALl 30F . 66: 508 624 641  56F 108 53
3 €3 54 42 70 31 55 491 5 2t 42 53 431 40 62 62 60 46 41 83 38
Gem. | 60} 31§ 4B} E4f 208 64f 54 301 35f 398 S50 461 391 701 634 611 521 471 91 48
O;Qiet geslachtsrijp
e il el s lbonge | it o ol el fo L i - i Ml e BB B e = == o i e e o
1 €1 70 181 118 95 - - - - - 79 56| 30 80f 38} 72 60 18811 80
2 941 611 291 138 41 Ti 5Tl 46 981 &1 9N 641 46f 981 42W €91 53} 33} © 18 45
3 84 45 38 94 62 82 408 33 69F 52 12 501 28f 119 66{| 82 441 35 83 64
Gemo | 861 61| 27} 115] I8 17 49 40| 83| 69| 80l 56/ 351 99 48] 14| 52| 29 99 63
o - : s M | M M 2 - A




Tabel A37 - Evolutie ven het peptiden-gehalte in S. acanthias tijdens het bewaren in ijs (in mg N %).

Lente Zomer Herfst Winter
Proef i -
2d {5¢ {9da (124 [19d4 f|l2d |5d@ |94 [12d [19d |oa {54 |9a |124 |19a |lea |5a |9a [12d4 |19a
e R e D L S e iy SERITE O e
F1 5 13 10 58 1eR. 60F W 5 36 68 511 82 41 3 1; L B G
2 T3l B0b B4t - 33 318 89 121 6d 20 ot 45 43} 36/ 19 19| 60| 56} 52§ 20| 11
3 61| 55. e ¢ SRR | IR 1 62} 491 424 21 1on 3. 3 241 32 3 45 43 41 331 28
Gem. 101 330 631 41} 208 641 . 60y 53 251 OH 4lf 42 36 2Ol 14l 331 SO 47| 261 20
O niet geslachtsrijp
7—'—"‘—"-"'_'—"“"_"‘—-—"—‘——"""“—i—'————‘-"r—""_1"'—“‘_"1——'ﬁ_""—"""—""—"'“-‘-
1 . e e S 358 59) 62] ok 45 158 601 6% 501 43] 351 54 480 45 85 - 14
2 708 a5l 380 3t 3ol il Sof 53l 34 26l 64l 4 s2b a8l zell 4@ 3sl 00 44l o
3 96y 401 431 211 - A0R A8y S5EF 56F 341 128 46] 48] 461 201 13 45 41 9 6
Gem. § o1} 47t 421 3C1 288 68 541 56 36 188 561 551 saf 31 25l 45 43| 28 181 1
O;geslachtsrijp
b i R s L i 2 U T g e R e bt o el o s e
1 69| 61 60] 30 TRL 76 -G8y 40 338 481 49 Ay WL o1 9 4L @b e 13
5 <y Y. v B 51 63F 49 391 3568 61 531 50} 291 208 & 61y 551 37 M
3 531 4h] 451 21 425 68l 521 48k 27 21 40] 124 28 0 5il 66§ 6ol 62l 43l 24
Gem. | 63| 50 47} 22| 8 72| 61] 520 35| 30l 50| 45| 41| 18| 12| 58] 54| 50| 32| 23
O};iet geslachtsrijp
———f""'——'—“""—"‘—ii‘_—f"""""""'“‘r—"—""r"————'"""""—""——""'"-"‘—'_"_“—_"‘
1 63] 64 66] 26] 12 o - - & w3l €04 -S52f 49f 321 2611 471 40} 37F 13 9
2 T2} 00 Za) 40 2TH 61 B4 B 2th . 208 4tl 31 391 22 A%l P2 86 kAt 3o
3 60} 51 PUF 28 VRl AL A0F 4 Al 13k 451 41 14 -1 49} 50] 46} 271 18
Gemo| 65f 5Bf 311 ‘321 194 601 491 54 28 A6l 481 43 401 g3 181 S2f 49) 451 2°F 20




Tabel A38 - Evolutie van de VRS in S. acanthias tijdens het bowaren in ijs (in Mea/5 ml).

Levnte Zomer Herfst Winter
Proef : .
24 54 Su 124 | 194 jj24 5d 9d 124 | 194 |{|24 5d %94 12¢ F19d jied 5d 9d 124 | 194
9 geslachtsrijp
b——r——‘_—"——-——T——_"———————_—“__"'—_'————'-1—'—"-—-‘1——F_—"—'——r-—————
1 6,4 8,5{10,2|19,4|45,1}] 9,8 11,2_16,6 21,51 43,901 8,41 10,81 14,0 30,21 47,7 - - — - e
2 0 2,6] 3,8(10,5|36,2110,1f 9,8 11,9 14,4 39,8l 9,5/ 11,5 10,3] 24,9 52,7 3,5 4,1 8,0, 8,5 49,7
3 338 53 4, 15,5049,30 2,9 3,8 13,51 25,0 47508 6;31 T:00 1.4 20,5140,41 7,81 8,4 14,5} 19,4 40,2

| Geme | 3,21 5,5| 6.2]15,1]40,9) 1.5| 8,0 14.0] 20,4| 43,5/ 8,0| 9,8/ 10,5 27.8]49.5!| 5.6 6,3]11,2] 13,9 45,0

9 niet geslachtsrijp

T C N T SO G . SR SN AN]SR USSP A S ey’ Vs S ety Winy " | . "_———'——ﬁ——’-——_-'——_—— bl R R
1 0901 10,41 17,6{ 31,4| 60,1| 4,3} 6,00 15,4| 37,3| 55,1 3,8 8,9 19,4 24,7|58,4/{11,1 14 44 2490r3590 59,1
2 353] 6,3112,8[29,2158,71 4.6 10,8 20,5 36,0] 40,3 5,0 5991 T3} 14,31 664,411 5,91 948117.,4 25,6] 56,6
. 1,2f 3,9/ 3,8{20,0 4T, T|) 56 13,4] 15,7 30,1 45,21 9,7 10,3} 20,0 28,1| 66,5|{12,3 1354{23,9 30,5{ 45,3
Geme A ghlri bl 3 3L0 6.0 8 5500t 555/ 10,11 17,2} 34,5 46,8{l 6,2 8,4 1526‘22,4 63,8 2;& T2t oo 30,31 53,71

Ojgeslachtsrijp
1 €,5110,0[11,9{21,5|48,5|| 5,6 5,4 696F2092 4293( 2,7 594 T53|20,9[48,5[| 5,6| 6,9 7,2 15,7 49,4
2 G308 1.21 B,512 .9 40,3{110,11 9,7 12,0 22,3] 46,0|] 6,8 9,0 10,51 19,4] 38,91 7,3} 10,1 12,7} 25,0} 51,0
5 3,50 4,9]10,1118,8[50,0{1 8,7 T,5| 8,3} 14,4] 37,4| 0 355 5,2{10,1145,4{} 3,0 T,2] 8,6 24,0{ 44,1

Gem. | 5,31 7,0110,2/17,7146,31| 8,1) 1.5 8,9019,0141,9)) 3,2 5,9 7.7]16,8|44.2[| 5.3| 8,0 9,5/21,6]48,2

Oj%iet geslachtsrijp

e v . o o e o o s Y o o g e o g ey g i e e S St i e o e e i s e e e it
1 8,51 9,5{15,0{31,5] 54,3 3 - - - - -l 7,4 10,3f10,8}33,2}48,7 4,4F 6,11 11,8 29,2160,5
2 957114 ,5) 22,61 29,4| 45,8]]| 6,8 10,1} 24,2| 30,5| 53,2 10,9 14,8} 15,2|36,0{59,4}| 1,5} 10,4} 20,1 334118344
3 4,8 5,6]13,7/20,6[40,5[] 4,1] 5,8/ 16,1 20,6 60,31l 9,6] 11,4]18,3130,1]53,8]| 6,3/11,9 18,5| 23,9/ 56,6
Geme o171 11:2110,4127,21 46,91 5.4 112_2941*25,6 56,811 954} 12,21 14,7[33,1} 54,0} 4,0 2£§~16,8 28,9} 60,1




Tabel A39 «— Ev>lutic van de pH in 5. acanthias tijdens het bewaren in ijs.

Taonte Zomer Herfst Winter

Proef:
2d 5d 9d 1247 194 1124 5d 9d 124 {194 |24 S 9d 12d | 194 [{2d 5d 9d 1241194

9 geslachtsrijp

. el S ol i e e B T i R B o el [T = = = == 7= = =] = == [ o= e em e ey e e e -

1 6416 6,32 6,41) 6,7 T,796,27| 6,33| 6,49| 6,75|8,12|{6,30| 6,33 6,31} 6,69 7,61 - Nipee wa Apleie MU
2 6,10 6,22 6,30 6,72 7,96 6,22| 6,35] 6,40| 6,77| 8,15||6,35 6,28 6,40 6,84 7,85/|6,12| 6,15 6,21 6,94 7,71
3 6,08} 6,201 6,28 6,6C| 7,77|16,12| 6,26( 6,45| 6,90 7,90!|6,20| 6,22| 6,24 6,69 7,63 6,21} 6,28 6,30 6,85| 7,92

Gem. | 6,11] 6,27 6,33f 5,7C} 7,846,201 6,31] 6,44] 6,84| 8,06||6,28| 6,27 6,31| 6,74 7,70!|6,17] 6,21] 6,25| 6,90 1,81

9 niet geslachtsrijp

el e T e — ———-————.———-.—.—1-——.——_-——.-—_——..———-——,—-——-—-—-.——————r—————_

1 6537| 6,46 6,77| 6,92 5,5&;6916 6,29] 6,49 7,19| 8,41}6,24] 6,32 6,71| 7,25 8,13||6,22 6,34 6,55| 7,27| 8,30
2 6,35| 6,48| €,61{ 7,09 €,2816,21| 6,40 6,62| 6,91 8,15/|6,09 6,24| 6,49 6,99 8,45(16,36] 6,45 6,68] 7,30 8,11
3 5,29 693é F565 6583-5937 6,30| 6,33} 6,48 7,14 8,21 6,12 6,24 64,65 Ts14 8,33]16,19 6,3@ 6,73 Ts11 8,05
Gen. | §,34| 6,43 £,68] 6,95 € ,40116,22/ 6,34 6,53| 7,08) 8,26](6,15| 6,27) 6,61] 7,12| 8.,33(|6,26] 6,38 6,65] 7,23 8,15
O}éeslachtsrijp
F—-———'——"‘-_-“"‘_—'—‘-—_‘_——"—'—F"'——_'—'F'——_—'———————-——'_——_"——————ﬂ
1 6,2C| 6,38 6,41} 6,91 8,101|6,24 by 2P 6,25 6,72 7,8816,30 6,23 6,35 5,69 7,85 6,13 6,416 6,24 6,84 7505
2 6,351 6531 5,501 6,83 783 6,10 6,18 6,21 6,70 Ts644164,19 6,36] 6,42 6,92 Tyl 6,28 6,3% 6,38 6,95 T1+,94
3 6427 6,35 6,39] 6,74 7,8516,25] 6,30 6,43 6,83 TsTel16.21 6,25} 6,30 6572 7,99 6,20 6,27 6,28| 6,81 8,03
Geme 623) 31;2 62§3 5,831 7,92116,19} 6,23 6,29 6,75 115 6,23] 6,28 6,36 6,78 7,88 b o1 6225‘6,30 6,87 7,90

O);iet geslachtsrijp

b o e o o e e L e i o g Bl A e oy O S il T e B A
11 6,12| 6,13| 6,52| 7,15| 8,45 -l - A A 46,17 6,33| 6,60 7,25| 8,28||6,28| 6,33| 6,77| 7,13| 8,28
2 6,09]6,32| 6,40 6,52| 8,14116,30| 6,35/ 6,69| 6,85| 8,55(6,31 6,40 6,72 7,04 8,15|6,15| 6,37| 6, 60| 6,88| 8,01
3 6,20)6,30| 6,66| 7,231 8,2116,22| 6,46| 6,50| 7,12 8,36|16,12| 6,31| 6,57| 7,18| 8,49||6,13] 6,25| 6,63| 7,05 8,09

Gems | 6514]6,26]0,5517,10|8,27]|6,26}6,40| 6,59 6,98] 8,46||6,20] 6,35 6,63]| 7,16 8,31/16,18] 6,31 6,66 7,02| 8,12




Tabel A40 — Evolutie van de elektrische weerstand in 8. ccanthias tijdens het bewaren in ijs (in Q-waarden) .

uvente Zomer Herfst Winter
Proef
2d f5d |94 [12d4 [19d f|2d }54 194 {124 [19d |{2d |54 |94 |12d [19d [lea |54 [9a | 124|194
B o ca e R e e s e
1 841 63 .32l 30] 128 681 sS4 25 14 100l 691 30f 21 R el GRS TN
2 plc S, o SR\ gl LT s T S S &8 B 54 I 19 Al 671 58 4@ 34 5
3 Ll BT R R N 61 61} 351 24t 1% 1 01 A e e TR O Sob 3 3 13 2
Gous ) 78 83 o8 o8 i e a3} M 200 @ ) a9 3o il e 4l o4 o 5
0 niet geslachtsrijp
_____h__v____m_____-_i_w____T____T__~“_____r_,________
1 13] 46f 37} 24F 158 B0fF 3ef 18 ‘14 10ff 65 280 21 8 4} 621 26 1% 2 4
2 LY Al 4dF 13 Bff 821" 457 331 10 21l 791 38 291 11 2ib 66l 42 My 2
3 T a3 o8 7 ofl 86| 30 20 7 Ay 50F 221 12 0 off ‘B3 Nl an 5 3
Gems i T v S B3l 2% g4 101 W88 28! 20f 6 &t 8 A3 28 10 3
O;éeslaohtsrlgp
_____________“____m____r____m-_____________¢__________
1 T6l BBl 5 17 441 81] ' 451 40} 25 iR M1 40 401 3 - 108 851 46 461 20 T
2 581 41t 388 4 28 91 3%y 20F . 1z 48 561 408 34F 381 150 16f 51 8 1
3 63 301 30} g25F 10 611 34r A2 10 oW 17 621 541 2 104 751 M) 3 16 4
Geoume f ES% dof 200 18F 38 23 311 24 150 28 0} S0 45 26 W4l I8 43 A8 2@ 7
O;%iet geslachtsrijp
1 T BT T B R G G B e B B
2 871 281 M4F 10 88781 381 2 OF 7ar ‘3B 351 26} 1811 B0F 301 ‘%0 6 1
3 TiE 4217 3EF 261 138 6L 27F 19F 16 GR  SB1 3%t . 24 8 81t 59} - 34] 16 4 0
Geme Soy 24 Rl LOn B8 Ra) 46} 1% 4R Gp- 404 341 £6] 434 Qi) 3F . 18 o




Tabel A41 -- 'woteringen van de organoleptische keuring van S. acanthias tijdens het bewaren in ijs (op 30 p.).

Lente Zomer B Herfst Winter
Proe
24 54. Jd t2d01 19d 5 2d 5d 9d 124 }19d (|24 5d T9d 124 719d 2d 5d 9d 124 | 194
Loda ol Lol R R R e L
1 i € 28 17 11 4 28 e3 20 16 5 30 25 16 10 By - - -] - -~
2 291 231 201 15 : G - SR T 3§ 301 291 22 8 141 30 28] 19| 15 4
3 30 25 6 10 5 29 23 15 12 6 28 26 18 11 1 28 27 19 12 2
G, 1 @l W08 - J2k oF o8 o8 BN 18 gk o fE i 4 gl aa 28 A48 i85
9 niet geslachtsrijp
1 i 30 241 10 9 0 28 2 15 10 1 ey 27 15 10 3 30 28 13 7 Oﬁ
2 oF 2 1) 6 g . 300 28} 15 4 3829 251 16 8 3 <48 231 15 9 i
3 29 A5 12 5 2 28 24 12 o 1 28 24 13 5 0 29 27 12 5 1
Gemsd SOl 23 deb 4 40 2 26 gl e BN g2of a5l 45t 8 aboedk ofl 4aF 3 g
O;Eeslachtsrijp
r_1 28 22 19 11 2 29 21 17 19 3 29 25 16 10 4 28 23 1 10 3
2 3C 26 16 15 4 28 24 20 13 6 30 29 20 15 5 30 27 21 11 0
3 26k 131 A5 4 25230 Al 10 28 30f Q6L 51 .40 3 28 271 181 14 2
Seme 230 BL Ly 15 328 B3 18 194 afl 308 get a9t g2l AW @0 asl 14 2} =2
O;iiet geslachtsrijp
AR L ol B G b e S B o o e
2 30 22 14 10 0 29 26 wfir 6 0 28 22 1 6 2 30 26 Yo 4 2
3 30 26 11 9 1 28 26 14 s Iy 30 25 10 if 3 29 23 14 5 0
S - St S0l Lol B 01 28F 2h1 10 3l T 208 ol Bl el SEOAE a4 g 3




Tabel A42 — Invloed van geslachtsrijpheid, metamerie en laagdikte op
o —amino--l, peptiden en ammoniak,

pH, VRS, TM4,

pH
Geslachtsrijp 3 kleine metamerie Geslachtsrijp § grote
(1) metamerie (G2)
L——_—_—_“-—'-'.‘——""'-—_'""“-‘""‘_'—"-‘——-1“‘_—"——"‘m'—""“i
Proef 24 5d 9d 124 194 24 5d | 94 124 194
1 16,35 |6,33 V6,32 16,46 |7,56 6,29 | 6,35 | 6,28 | 6,71 | 7,71
2 6,28 | 6,35 | 6,38 | 6,66 |7,79 ||6,40 ] 6,27 | 6,301 6,74 |7,80
3 683 16,26.46,37.16,52°17,57 H6,27' 6,28 § 6,41 1 6,92 | TyDe
Goms 16,20 16,31 16,36 |6.55 17464 16,321 6,301 6,33 1 B:79 1168
Geslachtsrijp j dubbele dikte (G3) |{Niet geslachtsrijp (W.G.)
———--———————-———--—-——--——————«--—--——-—-———-‘———‘——‘-—-—-—1—-‘-—'—-——-‘--‘*'
Proef 24 5d 9d 12d 194 || 24 5d 9d. 124 194
1 6,39 | 6530 | 6,35 | 6,52 | 7,35 [[6,25 | 6,34 | 6,54 | 7,30 |8,53
2 6,36 §6,40 16,27 16,44 ,7’38 P6’33 6,38 | 6,45 17,09 |8,26
3 |6,32 | 6,27 | 6,28 | 6,44 17,20 [16,27 | 6,40 | 6,49 | 7,24 18,36 }
Geme 16,36 {6532 | 6,30 | 6,47 {1231 ||6:31 { 6,37 | 6,49 | 1,21 LME
VRS 11l |
( /:$q/5 m1) |
Geslachtsrijp 3 kleine metamerie fGeslachtsrijp $ grote
(a¢1) imetamerie (G2)
e e ) S el CE e ek | OSBRSS R e T e
Proef 2d 5d 9d 12d 19d 2d 5d 9d 12d 19d
i 354 36 10,9174 ,11 36,8 6,5 | 14,91 1155 115,38 1480
2 1,21 4,71 5,9 123,5145,1 || 3,4 8,5{10,8 | 17,4 |40,4 |
3 T 10,2 990,17 129,97 141,85 8,0 9,9 6,9 13,0 149,8
Gems 441 6,2 B.5 1198 :141,0 6,0 101 9,7 11552 146,1
Geslachtsrijp § dubbele dikte (G3) ||Niet geslachtsrijp (N.G.)
Proef 2d 5d 9d 12d 194 !} 24 5d 9d 12d 19d
1 8,0 } 5,4 [14,9 |13,3 34,8} 9,1 | 9,5 20,9 |25,3 |58,2
2 153 T2 20000 25 S 4500 9,9 | 19,6 | 28,4 66,2
3 2,8 P 8,2 115,28 1302 T:6 114,61 10,8 32937 16635
Gems Ao 8.1 34 4 1100 13001 6,9 111,23 § 1140 125.1 [63.6




Tabel A42 = (vervolg).

TMA (mg N %)

Geslachtsrijp § kleine metamerie Geslachtsrijp § grote
(¢1) metamerie (G2)

P — v —— — — — — — — 7 —— — — v o | o— o oy w— —— — T {— ) oot ot | o ot

Proef 2d 5d 9d 12d 19d:] = 2d 5ad 94 124 19d

e s [ ——— e

1 Ot G 2at 32200 0,34 :2,0F 6.4 1184
2 0 e 10l B.64496,31 0,2 0 el it
3 IR R SRR S S R 0,1 10,61 5:8 1121
Gem. e tod -2 7 gl 6 0001 ] 024 1.1 8.8 daan

Geslachtsrijp 3 dubbele dikte (G3) |[Niet geslachtsrijp (W.G.)

abl R el Bt R R o L—__————_——————T

Proef 24 5d 9d 124 194 2d 5d 9d 12d 1 9d

e

1 0 051 156 230 9,3 0 25 Dl 6,9 112,0
2 0 0,4 2.2 IR L 0,1 0,6 0,9 63b- 115,
3 0 el 0T -1 2,11 T3 H 0,11 :9:61 49 18010y

Gem. 032 ol TeeD B 9,7 Oy gl 3,6 6.0 1121

o« ~ amino-N (mg N %)
Geslachtsrijp § kleine métamerie Geslachtsrijp § grote
(G1) metamerie (G2)
i B e e o e =

Proef 2d 5d 9d 124 194 2d 5d 9d 124 19d

et e e el el B e T B e B B ]

1 ot gk o2 50 63 1 55k 4} 90 4
2 60 | 38 | 28 64 | 41 104 42 S0ti6l ¥ 2]
& 46 48 39 18 30 45 46 35 69 36

NO

Gen. St beat o3 b 651 40 48 | 43| 69 | 36

Geslachtsrijp ; dubbele dikte (G3) |[Niet geslachtsrijp (N.CG.)

r———-—_—-——————-——-—-——-———————_————.———-—.—.——-—-

Proef 2d 5d 9d 124 194 24 5d 9d 124 19d

et e e el e B B (SO R I SUPSSNISURPI [pae———

1 71 584 43 581 . 56 |- 60 | Bt Rieg R e Sa0
2 G-L B9t B0 ] 661 B2l 8ol 6y Anlbsdk g
3 3 41 39 51 41 T3 54 25 88 69

Geiie o B D2 47 284 204 1 1 00 L AR el TT




Tabel A42 - (Vervolg).

peptiden (mg N %)

Geslachtsrijp j kleine metamerie |Geslachtsrijp § grote
(a1) metamerie (G2)

_——_1__-_——_-‘——————-_’r————_-—.—'——-ﬁ—-*—J

Proef 2d 5d 9d 124 | 19d 24 5d 9d 12d 194

. P o prn—— e —— | —— e R

1 61 5T 52 40 23 59 41 a9 40 30
2 41 40 36 - 20 10 36 90 25 15
3 29 46 45 L R b 42 314 38 5

Gem. 54 48 44 31 28 61 42 o G T

Geslachtsrijp 3§ dubbele dikte (G3) Niet geslachtsrijp (N.G.)

—————————--——————-——--J--——————-—ﬁ-—r-'j——-ﬁ

Féroef 2d 5d 9d 124 194 2d 5d 9d 124 194

— ] e ] e | ce— | e | | emmeee ] em— ] e ] eeee—

1 65 61 50 1 a1 ] 4o}l 56 ) 45} 4] 29 % 28
2 53 46 57 31 25 A 50 46 30 18
3 57 45 42 41 31 46 39 31 21 24

Gem. 584 sof 20 b 381 321 491 44t a8} B 2

— —

SomEmEmEEmETEsE mEm s == mSmommsmmmmsEes ======== = ====

ammoniak (mg N %)

Geslachtsrijp 3 kleine metamerie Geslachtsrijp § grote
(G1) metamerie (G2)

o o oy o v | o - — — - | — | | ot o | ot e gt e o g

Proef 2d 54 9d 12d 194 2d 5d 9d 124 194

P I en— e e e I B R S A T B i ]

1 25 23 26 501105 19 20 18 51 91

2 15 16 22 37 87 26 15 28 39 80

3 18 16 25 38 89 21 14 19 44 83
Gem. 40 18 244 421 931} 221 16| g2 A0t G4
Geslachtsrijp 3 dubbele dikte (G3) |[[Niet geslachtsrijp (W.G.)

e e e ikt o | st i o ma | i i ot sl o i A S e e ) o

Proef 2d 5d 9d T2d 194 2d 5d 9d F2d- | 19d

e I — e B T e N e B B B

1 7 18 25 42 81 22 35 44 o1 119
2 15 20 22 31 66 28 94 1. 38 58 | 134
3 18 24 25 1. 34 69 21 23 34 56 1 114

Gem. P SR [ TS S ol T S ]









