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INLEIDING .

De noodzaak on over een vlugge vetbepalingsmethode voor
vis te kunnen beschikken, doet zich voornamelijk voor in de
visverwerkende nijverheden. Juist hier worden bepaalde vetrijke
visprodukten zoals haring, heilbot en makreel bewerkt.

Het ligt voor de hand dat ae bepaling van het vetgehalte
zo snel mogelijk moet gebeuren, De korte tijd tussen de aanvoer
en het bewerken van vis laat een tijdrovende analyse met de
sochlet methode niet toe.

Voor bedrijfslaboratoria moet eerder worden uitgezien
naar een snelle vetbepalingsnethode die met eenvoudige apparatuur
IS ult te voeren,

De standaard methode die voor vaste monsters wordt ge-
bruitkt , komt neer op een extractie met een vluchtige oplosmiddel
iIn oen soxhletapparaat, De duur van de extractie varieert van
b tot 2k uur. Daarbij komt nog de tijd die vereist iIs om het
oplosmiddel van het extract af te distilleren en het residu tot
konstant gewicht te drogen.

Vloeibare monsters worden meestal geanalyseerd volgens de
gravimetrische Rose-Gottlieb methode, die In vereenvoudigde vorm
bekend staat als de i1lojonnier methode. Het monster wordt dan
met ammoniumhydroxyde behandeld en achtereenvolgens met ethyl-
alkohol, ethylether en petroleumether uitgeschud,

De T/emer - Schmitdt methode i1s sterk gelijkend aan de
Rose - Gottlieb methode, maar maakt gebruik van heet zuur iIn
plaats van ammoniumhydroxide om het vet vrij te stellen.



Naast de standaeord methode bestaan ook nog de brekings-
index methodes. Eer. voorbeeld hiervan is de Piri metkode die
door Ederzeel en Ritokes (1) voor het bepalen van ket vetgehalte
in vismeel wordt aangewend. Over het algemeen geven do brekings-
index methodes resultaten die lichtjes hoger liggen dan de ge-
gevens die met de referentie methodes worden bekomen.

Bij do soortelijke dichtheid methodes wordt het staal
met oen oplosmiddel voor vet vermengd, waarna het verschil in
dichtheid tussen het zuiver oplosmiddel en de oplossing wordt
gemeten. Deze methode werd door verscheidene vorsers onder-
zocht. Herty en al. (2 gebruikten C cl®, terwijl karris Q)
het 0. dichlorabenzeen als oplosmiddel aanwendden. ket O.
dichlorobenzeen verdient de voorkeur. Ket i1s niet ontvlambaar,
weinig vluchtig en heeft een soortelijk gewicht dat werkelijk
van dit van vet verschilt. De gehele bepaling duurt 30 minuten.

De 1nfra-rood methodes maken gebruik van infra—rode
stralingen. Bartels en Gerigh (4) bestudeerden de "Ultra x-
apparaat als snelle methode voor de determinatie van water en
vet iIn vleesprodukten,

Nucleaire magnetische resonantie - (56)j k-stralen - (6)
en microgolven absorptie methodes (7) zijn als snelle methodes
voor de vetbepaling bekend. De toestellen zijn echter duur en
alleen voor research geschikt.

De Bligh en Dyer metkode (8) i1s ongetwijfeld een van de
voornaamste extractie methodes. Deze methode werd door v er-
scheidene onderzoekers aangepast, o.a. door Winter (9) en uitge-
werkt voor vlees, kaas, bonen, gedroogde melk en vis. Voor verse
vis en vismeel wordt gebruik gemaakt van een éénfazig polair
oplosmiddel dat uit chloroform, methanol en water bestaat.



Bij do fotonietriscae methodes i1s do Hilko Toeter (10)
goed bekend. Deze methode werd speciaal ontworpen o.: het vet-
gehalte van de melk te bepalen.

Onder de volumetrische methodes wordt de Gerber methode
gebruikt als een snelle routinemethode voor de bepaling van het
vetgehalte i1n melk- en suivelprodukten, In Amerika wordt ge-
woonlijlc de Babcock methode toegepast, In tegensteiling met
de Gerber methode wordt van een ander type van kolf gebruik ge-
maakt, waarbij geen anylalkonol wordt toegevoegd.

De snelheid en eenvoud van de Gerber- en Babcock methodes
hebben tot verscheidene pogingen geleid om ze te verbeteren on
geschikt te maken voor andere produkten (11> 12, 13» 1)

Onderhavige studie brengt een bijdrage tot het onderzoek
omtrent de aanpassing van de Gérber methode voor de kwantitatieve
bepaling van vet iIn haring.

1« METHODEN  _IJATQRIAAL.

1.1. Labor atoriuminothodos .

a) -el UOJ:B.li_n_Z volgens de So.xhl_et m.oth®ideji

In een extractiehuls x/adt een staal van 5 tot 10 gr.
visvlees zorgvuldig afgewogen en daarna op een temperatuur van
105° tot 110° C gedurende 3 uur iIn een oven geplaatst.

Door middel van het Goxhlet apparaat wordt de extractie
(6 uur) met petroleumether uitgevoerd (kookpunt tussen 6C° en
80° C). Het extract wordt in een vooraf afgewogen kolf van



250 ni opgevangen, Daarna \Nrodt door destillatie de overblijvende
ether van het vet afgescheiden.

On de laatste rosten petroleur.iether te verwijderen, wordt
de kolf gedurende 1 uur op oen temperatuur van 105° C in de oven
geplaatst. Nadat de kolf in een exicator is afgekoeld, wordt
het opnieuw gewogen.

Het verschil iIn gewicht tussen de eerste en tweede weging
geeft het gewicht aan vet weer dat het staal bevat.

b) Ve thypalily wlgnjs de Gerber methocle.

Ongeveer 3 gr visvlees wordt riet een spatel iIn een melk-
butyroaeter aangebracht. Na het vullen van het butyroneter net
zwavelzuur, wordt 1 uill amylalkohol toegevoegd.

Daarna wordt de butyroneter in een warm waterbad geplaatst
tot het visvlees volledig is afgebroken, De centrifugetijd duurt
ongeveer 10 minuten met een snelheid van 1,000 toeren per ninuut.

Het afgescheiden vet dat zich In de hals van de butyro-
reeter bevindt, wordt afgelezen iIn volume eenheden.

Het percentage vet wordt als volgt berekend

aypt - sé&» vot x 0tdl2 ml x aantal graden x 100
gewicht staal 1In gram

waarbij : - het soortelijk gewicht voor haringvet 0,93 gr/cn3
bedraagt en
- het volune van 1 graad op de butyrometer 0,12 nl
bevat,



Er werd uitgegaan van een partij verse haring. 3en homo-
geen staal T/erd door herhaald mengen verkregen en iIn een la-
uitnaatfilm verpakt, Ket monster iverd In de diepvries bewaard.

liet de Goxhlet methode werd het vetgehalte van de verse
haring nauwkeurig bepaald,

De Gerber methode voor de bepaling van het vetgehalte van
melk werd aangepast, De veranderlijke faktoren als concentratie
van het zwavelzuur, temperatuur en V*-rblij:Ttijd in het waterbad
werden zodanig vastgelegd, dat de uiteindelijke resultaten, de
gegevens die door de Soxhletmethode werden beko en, benaderden.

Deze experimenten werden in het dubbel uirtgovoerc- om de
invloed van het amylalkohoi op de resultaten te kunnen nagaan.

Bij de eerste reeks proeven werd de verblijftijd iIn het
waterbad op 1 uur gesteld. Hierbij werd respectievelijk 50» 60,
70 en 80 volume ™ K SCN gebruikt.

Voor elk van deze concentraties werd de invloed van de
temperatuur van het uarmwaterbad (6o, 70 en 80° C) bestudeerd.

Vervolgens werd de aangepaste Gerber methode uitgetest
voor haring met een hoog en een laag vetgehalte, De resultaten
werden vergeleken met de gegevens die door middel van de Soxhlet
methode werden bekonen.

Uiteindelijk werd de bruikbaarheid van de Gerber methode
voor gerookte en gestoofde produlcten onderzocht.



2. REGULTATAN_yy 327°E£~| XI"GEN.

Tabellen 1 en 2 geven de vetgehalten In pet weer bij ver-
anderlijke concentratiec aan zwavelzuur en vratorb&dteaperaturen,

Tabel 1 - Procentuele vetgehalte in functie van de zuurconcentra-
tie en de temperatuur van liet waterbac. (3)I1

Concentratie Temperatuur van het bad
van het K"SOM 60° C 70° C 00° C
50 = Het staal iIs niet volledig

» afgebrolcen »

A N & -

. , 4.7 ]
60 @& 4,90 4,77 4,57
5,03 4,69 4,69
4,07 5.35 i%g

5,33 5.35 ,
0 # 5710 5.30 4.05
5,10 4,97 5,30
5,90 5,%12 4,06
5,92 S, 5,49
00 @ 5.10 5,05
5,09 5,10

(@ Geen amylallcohol werd aan het staal toegevoegd.



Tabel 2 - Procentuele vetgehalte iIn functie van de concentratie
aan zwavelzuur en de temperatuur van liet watarbad (@)

Concentratie Temperatuur van het bad
van het HNSON 60° C 70° C -0° C
50 i Het staal i1s niet volledig
afgebroken
4,83 5,23 5,73
60 i 4,79 5,07 5,77
- 5,06 5,28 4,97
n 5,17 5,25 4,45
Gemiddeld 4,96 5,21 5,23
o 2761 6,19
- ’ b ,1
[ .01 5,63 6.51
) 900 5,69 6,23
Gemiddeld 5,46 5,68 6,39
R 3
7,76 ) 10,05
80 3 7,76 @ c. 65
7,G0 11, 11,02 )
Gemiddeld 7,54 10,CC IC ,GO

(@ Eén ra ar.iyla.lkchol werd aan het staal toegevoegd.
() Verkoling van het et

2.1. Invloed van de zuurconcentratie en ce temperatuur van het
waterbad.

De rol van hot K,d_SO,4 IS de eilwitstoffen van het visnonster
op te lossen, waarbij de reaktie door toevoeren van warmte wordt
bevoordeligd. Uit de resultaten (tabel 1, 2) blijkt duidelijk
dat zowel de zuurconcentratie, als de temperatuur een i1nvloed
hebben op het bekomen resultaat.

Bij te lage concentratie van het zwavelzuur wordt een on-
volledige destructie van het staal verkregen, Dit verschijnsel
kan niet worden verholpen door een verhoging van de temperatuur
van het waterbad (zie 0 9.



Bij te hoge zuurconcentratie verkrijgt het vet een donker-
rode tot zwarte tint in plaats van de gewone lichtgele kleur ;
de aflezing op de butyrometer wordt hierdoor sterk bemoenlijkt.

Er doet zich een zekere verkoling van het vet voor.(@)

Een te hoge concentratie van het zwavelzuur en te hoge
waterbadtcmperatuur werken reakties tussen het afgescheiden vet
en het anylalkohol in de hand, waardoor het afgelegen volume
sterk wordt vergroot.

2.2. Invloed van het anylalkohol.

De rol van het auylalkohol is de afscheiding van de vetten
uit het zuurmengsel te bevorderen onder invloed van het centri-
fugeren.

Het gebruikte amylalkohol moet zo zuiver mogelijk zijn,
d.w.z. dat er geen verontreinigingen mogen iIn voorkoken, die
de resultaten kunnen verhogen. Baarou werd gebruik gemaakt van
"iso-amylalkohol voor melkanalyse volgens Gerber, kookpunt
12G6°-132°".

Bij te hoge concentraties aan zwavelzuur (80 @) en te hoge
waterbad tenperatuur (80° C) lost het anylalkohol zich in het
vet op en worden de resultaten verhoogd (tabel 11).

2.3. Invloed van het schudden.

Bij de proefnemingen werden de gevulde butyronieters on-
middell1jk geschud tot het staal volledig met zwavelzuur werd
omringd. Er werd vastgesteld dat een langdurig (3 min.) en
heftig schudden een gevoelige vermindering van de verblijftijd
van de butyrometer In het warmwaterbad tot gevolg hed..



2.4. Invloed van de vorbli.1fti.jd in het warawatarbad.

Experimenten werden verricht waarbij de verblijftijd
In het waterbad respectievelijk 15, 25, 35, 45 en 60 ainuten
bedroeg.

De concentratie van liet zwavelzuur was 70 » eu de tempera-
tuur van het waterbad werd op 70° ingesteld.

De resultaten worden in tabel 3 vermeld.

Tabel 3 - Vetgehalten in functie van de verblijftijd in het

wat erbad.
Tijd 15 min 25 min 35 min 43 min 00 min
4,76 4,05 5,58 5,72 5,77
Vetgehalten 4,4 4,91 5,18 5,45 5,61
(in pet) 4,79 5,34 5,35 5,51 5,63
5,44 4,99 5,26 EQp 5,60
Gemiddeld 4,91 5,02 5,34 5,51 5,67

"Janneer de gegevens (tabel 3) worden vergeleken met de
gemiddelde waarde (& ,62) verkregen met de Coxhlet methode,
kan worden vastgesteld dat enkel bij een verblijftijd van 45 tot
60 minuten overeenstemmende resultaten worden bekomen»

2.5. Nauwkeurigheid van de Gcrbcr methode.

a) Afleesfout bi j gebruik van de but yrofeter.

Bij de bepaling van het vetgehalte van een staal .t
minder dan 20 $ vet bevat, worden butyrometers gebruikt die per
tiende graad zijn onderverdeeld. Bij hogere vetgehalten wordt
beroep gedaan op butyrometers met een onderverdeling van 2
tienden graad.



10.

In het eerste geval kan het resultaat tot op 0,05 graad
worden geschat en in het twbede geval tot op 0,1 graad,

De afleesfout wordt d?.n respectieveli jih 0,15 en 0,37 ¢

0,112 + 0,03 X 100
_________________ = + 0,15 #

0,112 + 0,1 X 10C

+0,37 A

b) Verg eli. jking tus 3en de _Gsrber-_en j3oxhlet nejfdodke, £P _een
f£attij harinfE fet ,laag en hoog vet gehal.t e.

Er werd uitgegaan van twee p?.rtijen verse haring met een
laag (5.6 go en een hoog (20 &) vetgehalte.

De nauwkeurigheid van de gewijzigde Gerber methode, voor
de vetbepaling van he.ring, werd onderzocht en vergeleken met de
Soxhlet methode. liet beide methodes werden een twintigtal
analysen verricht,

Bij de toetsing van de gemiddelden, die door beide methoden
wordt bekomen,, is t telkens kleiner dan t . De nulhypothese
wordt niet verworpen en er mag worden verondersteld dat beide
methodes dezelfde gemiddelden geven.

De F-toets is telkens kleiner dan FX- De nulhypothese
wordt niet verworpen en er kan worden aangenomen dat beide
methodes even nauwkeurig zijn.

De resultaten van deze proeven zijn in de tabellen 4 en
5 opgenouen,



Gerber Soxhlet
Standaardafwi jking s = 0,616 s = 0,52

38 vrijheirdsgraden
t - toets =0,01 = 2,70 t = 0>485
=0,1 € = 1,68

Aantal vrijheidsgraden = 19
F - toets = 0,01 F =3,32
tweezijdig getoetst - 0.1 F*= 2. 12 F I-200

Nauwkeurigheid voor

dubbelprooven net

ﬁS_é)waarschijnlijk— 21,0 o + = 21,8 &+ 0,856 21,8 s =21,8 v+ 0,733
el



Gerber Soxhlet

Standaardafwi jking s = 0,273 s =0,21
38 vrijheidsgraden
t - toets = 0,01 t =270
=0,1 tx= 1,68 * = 1,046
Aantal vrijheidsgraden =U =19
F - tgggg = 0,01 F =3,32
tweezijdig getoetst _ _ _
= 0,1 F =2.,12 F = 1,69
Nauwkeurigheid voor
dubbelproeven_niet 5.6 & = 5,6 % + 0,384 5,71 1 = 5,71 % + 0,294

95 $ waarschijnlijk-
heid



ce JJEIng tus.sen do _Gerocr-_en Soxhlet ne_tlitc e _op een part.ij.
£0rookte en ”éstooace haring”

Sxpcriuenten werden verricht on de bruikbaarheid van de
Gerber methode voor gerookte en gestoomde haring uit te testen.

Uit de proefnemingen kwam tot uiting dat

- de rookbestanddelen geen storend effect op de bepaling
uitoefenen,

- de gewijzigde verhouding vet-water geen invloed op de
vetbepaling heeft,

- bij de toetsing van de gemiddelden, die door beide methodes
wordt bekomen t telkens kleiner dan txis ; de nulhypothese wordt
niet verworpen en er ma.g worden verondersteld dat beide methodes

dezelfde gemiddelden geven,

- de F-toets 1s telkens kleiner dan ; de nulhypothese
wordt niet verworpen en er kan worden aangenomen dat beide
methodes even nauwkeurig zijn,

De resultaten werden in de tabellen 6 en 7 opgenomen.



Gerber Soxhlet
Standaardafv/1 jking | s - 0,957 s = 0,99
33 vrijheidsgraden

3 - toets =0,01 t = 2,7

= 0,1 X = 1,63 © = °7?16
- Aantal vrijheidsgraden = 19

— toets _ _

tweezi jdig getoetst = 0,01 F = 3,32

= 0,1 F = 2,12 P ' ~ 081
Nauwkeurigheid voor
dubbeiproeven net 20,56 $ +JF= = 20,66 i + 1,37 20,37 1 - 20,37 s + 1,32

95 i~ waarschijnlijk—
j heid

-bI



Gerber Soxhlet

3landaardafwi jking s = 0;668 s - 0,595
33 vrijheidsgraden
t — toets = 0;01 t = 2,?\ _
:0’:; ';Y( - i ba t = 13461
Aantal vrijheidsgraden ilj - - 1Q
F - toets — —
== T2 = 0,01 F = 3,32
tweezijdig getoetst i i _
=08.T R = zar F =126

Nauwkeurigheid voor

dubbelproeven met . _ * . _ .
o5 j>Waarschijn|ijk_ 13,25 1+ M = 18,25 $ + 0,95 18*55 10+ M = 18,55 fo + 0,836

lieid
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5.

3, ALGEi=iJE=33gLyilEIJ.

Een wijziging van de butyronetrische vetbepaling volgens

Gerber voor het analyseren van het totale vet In verse, ge-
rookte en gestoomde haring werd uitgewerkt. In de methode

werd verdund zwavelzuur 70 $ aangewend,, Be verblijftijd in

het warm waterbad werd op 60 min vastgesteld en de tempera-
tuur van het warm waterbad werd op 70° C gebracht, Eén ml
amylalkohol werd aan het staal toegevoegd.

Uit de proefnemingen kwam tot uiting dat ; (@ voor lage zuur-
aoncentraties (6o f) een onvolledige destructie plaatsgrijpt ;
(b) voor te hoge zuurconcentraties (80 V en te hoge waterbad-
temperaturen 80 « het afgelezen volume sterk wordt vergroot.
Schudden van de butyrometer resulteerde iIn een vermindering
van de verblijftijd in het warm waterbad,

Bij de vergelijkende studie tussen de Gerber- en Soxhlet
methode voor verse haring met hoog en laag vetgehalte enerzijds
en gerookte en gestoo.ade haring anderzijds wijzen de resultaten
uit dat beide methoden voor de bepaling bruikbaar zijn, doch
gezien de Gerber methode een snelle doseringsmethode is,
verdient zij de voorkeur.
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