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INLEIDING. 

Ti jdens de opslag van vis zijn de l ipiden onderhevig 

aan d ive r se a fb raakprocessen die de kwali tei t ongunstig beïnvloeden. 

Eén van deze p r o c e s s e n is de hydro lyse , waarbi j een r eeks w a t e r 

oplosbare verbindingen (glycerol , glycerofosfaat , choline, fosforyl-

choline enz. ) en een r e e k s wa t e r -onop losba re verbindingen (mono-

en diglycer iden, lysofosfatiden, fosfat idinezuren, g l y c e r y l e t h e r s , 

alfat ische alkoholen en vr i j e ve tzuren) worden gevormd (1). 

De vr i j e ve tzuren zijn h ie rb i j de m e e s t typische 

afbraakprodukten. Zij zijn voora l van be tekenis in d i epvr i e sv i s 

en zijn hoofdzakelijk uit de afbraak van fosfolipiden afkomstig (2) 

(3). In sommige gevallen ech te r kunnen zij ook uit t r i g lyce r iden 

ontstaan (4) (5). 

De hydrolyse kan door b iochemische p r o c e s s e n , nl. 

door endogene of bak te r i ë l e enzymen (lipasen) doorgaan of ook 

nog van zu iver chemische aa rd zijn. E r valt h ie rb i j op te m e r 

ken, dat de hydro lyse van de vetten van de hoeveelheid aanwezig 

water afhankelijk i s . Hoe lager de b e w a a r t e m p e r a t u u r van d iep

v r i e s v i s i s , des te minder water e r in v loe ibare toestand o v e r 

blijft en des te t r a g e r de hydro lyse zal doorgaan. Daarenboven 

zal bij een l age re t e m p e r a t u u r de l ipasen-ak t iv i te i t ge r inge r zijn. 

Het bepalen van de totale hoeveelheid vr i je ve tzuren 

kan voor de hydroly t i sche vetafbraak van d i epvr i e sv i s een goede 

maa t s ta f vo rmen . 

In deze publikatie werd dan ook de bepal ingsmetode 

op punt ges te ld en op een r eeks v i s se r i jp roduk ten u i tge tes t (*). 

Het nut van de metode voor de objektieve kwal i te i t sbepal ing van 

(*) Wij bedanken de h e e r P . DE ROO, s tag ia i r van het Hoger 
Technisch Insti tuut te Oostende voor de medewerk ing aan de 
proeven. 
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d iepvr i e sv i s zal ech te r t i jdens v e r d e r e proeven dienen te worden 

onderzocht . 

2. BEPALINGSMETODEN VOOR VRIJE VETZUREN. 

Voor het bepalen van de vr i je ve tzuren wordt be 

roep gedaan ofwel op t i t r i m e t r i s c h e , ofwel op ko lo r ime t r i s che 

metoden. 

2. 1. T i t r i m e t r i s c h e metoden. 

De t i t r i m e t r i s c h e metoden komen nee r op een z u u r -

base t i t r a t i e van de geëx t rahee rde vetfrakt ie . De d ive r se var ian ten 

hebben voora l be t rekking op twee faktoren, namel i jk de ex t r ak t i e -

metode , die al le l ipiden moet ex t r ahe ren , en het al dan niet v e r 

wijderen van fosfolipiden, waarvan ve r sch i l l ende een zuur k a r a k t e r 

hebben en a ldus de bepaling kunnen beïnvloeden. 

De voo rnaams t e werkwijzen zijn : 

(a) T i t r a t i e met 0, 1 N ethanol ische KOH en fenolfthaletne a ls in-

dikator , na p rec ip i t a t i e van de fosfolipiden me t aceton bij 

0° C (2). 

(b) T i t r a t i e van al le lipiden (extrakt ie met ch loroform-methanol ) 

naa r fenolfthaletne in e thano l -benzeen-ch lo ro fo rm (1:1:1), 

(6) (7). 

(c) T i t r a t i e , na ex t rak t i e , in ethanol ; vooraf worden de fosfo

l ipiden me t een k ieze lzuurko lom verwi jde rd (8). 

(d) Scheiding van de vr i je ve tzuren van de r e s t van de l ipidenfrak-
R 

t ie door Amber l i t e IRA-400 (OH -vo rm) . 
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De vr i j e ve tzuren , die worden weerhouden, worden met HC1-

w a t e r - e t h e r - m e t h a n o l ge'èlueerd (4:6:170:40) (9). 

(e) Scheiding van de vr i je ve tzu ren door wassen van een e t h e r o p 

loss ing van de lipiden met verdunde na t r i umca rbonaa t (2). 

(f) Scheiding door de in p e t r o l e u m e t h e r (kpt. 40-60°) opgeloste 

l ipiden op een kolom van s i l icagel te brengen ; daarna e lue ren 

van a l le n ie t - fosforbevat tende lipiden met e thyle ther (3) (10). 

(g) Scheiding door chromatograf ie op k ieze lzuur en elutie van de 

n ie t - fosforbevat tende l ipiden me t l ichte pe t ro l eume the r (kpt. 

60-80°) - (95:5) a ls e luee rmidde l (2). 

(h) T i t r a t i e m e t 0 ,01 N NaOH van de lipiden in 3 ml ethanol op

gelost t. o. v. thymolblauw ; het eindpunt wordt k o l o r i m e t r i s c h 

bepaald (11). 

Bij d r i e metoden (a), (b) en (g) wordt aldus r e c h t 

s t r e e k s op het ex t rak t gewerkt . 

Bij de over ige metoden worden de lipiden e e r s t door 

vakuümverdamping ge ïso leerd . Daarna worden zij in het gewenste 

solvent opgelost voor verwi jder ing van de fosfolipiden. 

2. 2. K o l o r i m e t r i s c h e metoden. 

De k o l o r i m e t r i s c h e metoden steunen op de extinktie 

bij een bepaalde golflengte van komplexen van de vr i je ve tzu ren met 

koper . 

De var ian ten hebben voora l be t rekking op d r i e fak-

to ren , namel i jk het solvent waar in wordt gewerkt , de wijze van 



bepaling van het koperkomplex en het al dan niet verwi jderen 

van de fosfolipiden. 

De v o o r n a a m s t e werkwijzen zijn : 

(a) Meten van de extinktie bij 640 nm van een m o n s t e r opgelost 

in benzeen na toevoegen van 5 % wate r ig koper II ace t aa t 

oplossing (12) (13). 

(b) Meten van de extinktie bij 500 nm. 

Difenylcarbazide wordt gebruikt voor de bepal ing van Cu dat 

met de v r i j e ve tzu ren gebonden is ; a ls solvent wordt ch lo ro -

fo rm-hep taan -me thano l genomen. 

Fosfolipiden worden e e r s t met k ieze lzuur ve rwi jde rd (14) 

(c) Meten van de extinktie bij 440 nm. 

Men laat de vr i je ve tzuren in ch loroformmidden r e a g e r e n me t 

k o p e r n i t r a a t ; het Cu wordt met d ie thy ld i th iocarbamaat ge 

dosee rd . 

Fosfolipiden worden e e r s t met i jsgekoelde aceton en magnes ium-

chlor ide ve rwi jde rd (15) (16) (17). 

(d) Die thyld i th iocarbamaat wordt gebruikt voor het dose ren van 

Cu in een complex van vr i je ve tzuren gevormd door toevoegen 

van koper su l faa t -ammoniak ; er wordt in ch lo roform gewerkt 

(18). 

De metode (a) werd voorges te ld voor het bepalen van 

de vr i je ve tzu ren in p lan taard ige oliën. De eigen k l eu r van de 

olie blijkt in sommige gevallen s torend te werken . De overige 

metoden werden ui tgewerkt voor het bepalen van de v r i j e ve t 

zuren in bloed, p l a s m a en s e rum, m e e s t a l op z e e r kleine f rakt ies . 
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Duncombe (17) s tel t h ie rb i j voorop dat ch lo roform 

het enig geschikt oplosmiddel i s . T r ig lyce r iden , cho les t e ro l en 

c h o l e s t e r o l e s t e r s werken niet s torend. Fosfolipiden moeten even

wel worden verwi jderd . 

TITRIMETRISCHE BEPALING VAN DE VRIJE VETZUREN. 

Na het bes tude ren van de ve r sch i l l ende metoden die 

in de l i t e r a tuu r voorkomen (hoofdstuk II), bleek de t i t r a t i eme tode 

m e t e thanol ische KOH de m e e s t e mogeli jkheden te bieden. De 

m e e s t e a u t e u r s (2) (3) (8) (9) (10) (14) (15) (16) (17) raden aan 

de fosfolipiden te ve rwi jde ren , daa r bepaalde van deze l ipiden een 

zuur k a r a k t e r hebben. Anderen pa s sen evenwel de r e c h t s t r e e k s e 

t i t r a t i e toe (19) (20). De invloed van de voorafgaandel i jke v e r 

wijder ing van de fosfolipiden werd dan ook onderzocht . 

De adso rp t i eme tode op een k ieze lzuurko lom w e r d 

h i e rvoor gevolgd (2) (8) (14) (21). 

3. 1. Be re iden van v i sex t rak ten . 

Voor het e x t r a h e r e n van de vet f rakt ie werd de metode 

van Bligh en Dyer (22) gebruikt . 

Een hoeveelheid gemalen v isweefse l , bevat tende 

8 0 , + 1 g wa te r , wordt me t 200 m l methanol en 100 m l c h l o r o 

form gedurende twee minuten in een m i x e r gehomogenisee rd . E r 

wordt een homogeen mengse l bekomen. 

Door mengen me t ach te reenvo lgens 100 ml ch lo ro fo rm 

en 100 ml wa te r , te lkens gedurende der t ig seconden, onts taan twee 

fasen en de vas te bes tanddelen worden afgef i l t reerd . De ch lo ro fo rm-

laag bevat de l ipiden en vr i j e ve tzuren . 
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3,2. Be re iden van de adsorp t ieko lom. 

3. 2. 1. Appara tuur . 

Adsorp t iekolommen me t een hoogte van 30 tot 100 m m 

en een d i a m e t e r van 8 a 19 m m voorz ien van een grof ges in terde 

bodem G. O. 

Mikrobure t van 1 ml , in 0, 01 ml verdee ld . 

3. 2. 2. Reagens . 

Kieze lzuur : r e agens geschikt voor chromatogra f ie (U. C. B. , 

100 mesh) . 

Een se lekt ie van de k o r r e l g r o o t t e werd doorgevoerd 

door opeenvolgende sedimenta t ie in methanol (2 maal) 

en in aceton, waarna wassen in e ther (21). 

Het k i eze lzuur wordt bij 120° C gedurende 16 u ge-

ak t ivee rd (8). 

3. 2. 3. Be re iden van de kolom. 

E r wordt een b r i j van k ieze lzuur in d ie thyle ther ge

maakt . Deze br i j wordt in de kolom gebracht en men laa t het 

k ieze lzuur sed imen te ren . E r wordt een witte g rofkor re l ige kolom 

ve rk regen . Daar de lipiden in ch loroform zijn opgelost , moet de 

kolom e e r s t t egenover dit solvent worden ges t ab i l i s ee rd . 

Proefondervindel i jk werd vas tges te ld dat het bes t is 

de over to l l ige e ther te laten weglopen tot 2 m m boven de kolom. 

Vervolgens wordt evenveel ch loroform ingebracht a l s het volume 

van de ko lom zelf. Men schudt even goed, zodat de dichtheid van 

het oplosmiddel ove ra l dezelfde i s , en vervo lgens laat men s e -
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d imen te ren tot konstante hoogte. Eventuele luchtbel len worden 

door zacht t ikken verwi jderd . Opnieuw wordt de vloeistof tot 

2 m m boven de kolom door uit lopen ve rwi jde rd v o o r a l e e r te 

wassen met zu ive re chloroform. 

Het wassen wordt u i tgevoerd tot een doorz icht ige gel

acht ige kolom m e t een l ichte blauwe schijn wordt v e r k r e g e n . 

Proefondervindel i jk werd vas tges te ld dat dit gel na vijfmaal 

wassen , te lkens met 5 ml ch lo ro fo rm wordt v e r k r e g e n . 

3. 3. Ui t tes ten van de adsorp t iekolom. 

3. 3. 1. Afmetingen. 

Uit vergel i jkende proeven is gebleken, dat de d i a 

m e t e r geen invloed heeft. Kolommen me t een d i a m e t e r van 8, 

12 en 19 m m werden h ie rop getes t . 

Versch i l l ende kolomhoogten (10, 20, 30, 50, 80, 

en 100 mm) werden eveneens verge leken . De hoogten l age r dan 

30 m m bleken minde r te voldoen, dit dan door s tor ingen te 

wijten aan het opbrengen van de oplossing. 

E r wordt v e r d e r aangenomen dat een l ad ingsbe

zet t ing van + 1 mg P per g r a m a d s o r b e e r m i d d e l of 1 g r a m m o l e -

kule fosfolipide p e r 40 g r a m a d s o r b e e r m i d d e l nodig is (23). 

Wanneer dit wordt toegepas t voor lec i th ine , wordt 

bekomen : 

MG leci thine : 658 

MG fosfor 31 

leci thine bevat 1 atoomfosfor p e r molekule 
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Een kolom van 1 g kiezelzuur kan aldus maximaal 658/31 of 

20 mg lecithine adsorberen. 

3. 3. 2. Blanko's. 

Vergelijkende proeven op chloroform, na elutie op 

kolom en rechtstreeks werden uitgevoerd. De resultaten zijn 

in tabel 1 weergegeven. 

Tabel 1. - Uittesten van de blanko ^titratie met ethanolische KOH 

0, 1 N tegenover fenolfthalel'ne). 

Gewicht 
ï z e l z i 
in g 

10 ml 10 ml CHC1, ml KOH 
kiezelzuur r-uz-i i <•• 3 r> i M 

CHC1- na elutie 0, 1 N 

x - 0,020 

2 - x 0,020 

5 - x 0,018 

10 - x 0,028 

Deze proeven tonen aan dat de bereiding van de 

kolom de blanko's praktisch niet beïnvloedt. 

3. 3. 3. Keuze van base en indikator. 

De titratie die wordt uitgevoerd is een zuur-base 

titratie. De vrije vetzuren worden met een base van gekende 

titer in ethanol opgelost geneutraliseerd. De neutralisatiereak-

tie grijpt immers plaats in nietwaterig midden. Deze beper

king is een gevolg van de gevolgde extraktiemetode. Uit oriën

terende proeven is hierbij gebleken dat bij gebruik van een base, 

opgelost in water, de titratie onnauwkeurig wordt, door de vorming 



iPH 
-13 

Titratiekurve van 10 ml 
Haring extract met 0,1 N 
Ethanolische KOH. 

Omslag fenolfthalëine 

15 
i 

2,5 3,5 A ml KOH 

0.0 
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van een witte melkacht ige t roebe l (emuls ievorming) , die het o m 

slagpunt van de indikator z e e r onduidelijk maakt . 

Ti jdens deze proeven werden de t i t r a t i e s dan ook 

met 0, 1 N ethanol ische KOH ui tgevoerd. 

De m e e s t e au t eu r s gebruiken fenolftalei'ne a ls in

dikator . Andere voorges te lde indikatoren z i jnr roso lzuur (24) 

en nijlblauw (25). De dr ie indikatoren (0, 1 %) werden v e r g e 

leken op een ha r ingex t rak t (tabel 2). Ook thymolftaleïne werd 

beproefd. Met deze indikator werd evenwel geen sche rp o m 

slagpunt v e r k r e g e n . 

Tabel 2. - Tes ten van dr ie indikatoren (in ml 0, 1 N KOH). 

Fenolftalei'ne Nijlblauw Rosol rood 

0 ,652 0,644 0 ,577 

0 ,656 0,658 0 ,685 

0,015 0,146 0 ,113 

Uit deze resu l ta ten blijkt, dat nijlblauw en r o s o l 

rood een hoge blankowaarde geven en het omslagpunt door de 

hoeveelheid ch loroform wordt beïnvloed. Dit omslagpunt is 

daarenboven minde r duidelijk dan bij fenolftalei'ne. Deze l aa t 

ste indikator blijkt dan ook het m e e s t geschikt voor de t i t r a t i e 

van vr i je vetzuren, te zijn. Dat we rd bevest igd door het opstel len 

van de t i t r a t i eku rve (figuur 1) waarbi j 10 m l ha r ingex t rak t werd 

gebruikt . De te t i t r e r e n oplossing werd h ierbi j voor tdurend op 

een magne t i sche r o e r d e r met ve r l i ch te plaat in beweging gehouden. 

De k l eu roms lag gebeurde bij pH 11 ,5 a 12, hetgeen bevredigend 

is . 

5 m l ex t rak t 

5 ml ext rakt 
+ 20 ml CHC1 

25 ml CHC1 
(blanko) 
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Op te m e r k e n valt tens lot te dat voor gekleurde 

v i sex t rak ten (bv. rode za lm) het eindpunt van de t i t r a t i e best 

po ten t iomet r i sch wordt bepaald. 

3. 3. 4. Onderzoek met zu ivere ve tzuren . 

Dit onderzoek werd ui tgevoerd om na te gaan of vr i je 

ve tzuren niet door het k ieze lzuur worden geadso rbee rd . 

Twee ve tzuren die goed in vis ver tegenwoordigd zijn 

(4) werden gebruikt : een onverzadigd ve tzuur , o l iezuur (CH -

(CH ) -CH=CH-(CH ) -GOOH, h e p t a d e k e e n - 8 - c a r b o n z u u r - l ) en een 

verzadigd ve tzuur , pa lmi t inezuur (CH -(CH ) -COOH, pentade-

kaanca rbonzuur -1 ) . 

Het gedrag van de twee zu ren ten opzichte van de 

k ieze lzuurko lom werd getes t door opbrengen van een m o n s t e r van 

5 ml zuuroploss ing (l % in chloroform), waarna met ch loroform 

werd geë lueerd . 

De resu l ta ten zijn in tabel len 3 en 4 opgenomen. 

Tabel 3. - Invloed van ol iezuur op een k ieze lzuurko lom. 

Gewicht Blanko ml CHCL Eluens 
Proef k ieze lzuur ml O, IN KOH voor elutie ml O, 1 N KOH 

in g.. 
1 2 1,54 15 1,54 

2 5 1,54 25 1,52 

3(*) 5 1,54 15 1,54 

4 5 1,56 20 1,54 

(*) P roe f 3 op dezelfde kolom a l s proef 2. 
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Tabel 4. 

Proef 

1 

2(*) 

3 

4(*) 

- Invloed 

Gewicht 
k ie^e lzuur 

m g 

10 

10 

5 

5 

v a n pa lmi t inezuur 

Blanko 

m l O, 1 N 

2,19 

2,19 

2,19 

2,19 

KOH 

op een kieze 

m l 

voor 

CHC13 

elutie 

55 

35 

20 

20 

Izuurkolom. 

m l 

Eluens 

0, 1 N KOH 

2,20 

2, 18 

2, 18 

2, 20 

(*) P roeven 2 en 4 respekt ievel i jk op ko lommen 1 en 3 ge-
'êlueerd. 

Adsorpt ie van verzad igde ve tzuren blijkt a ldus niet 

op te t r eden . 

Uit tabel len 3 en 4 volgt, dat de ve tzu ren op de 

kolom niet worden geadsorbeerd , zelfs indien de p roefomstand ig -

heden (hoeveelheid e luee rmidde l , gewicht k i eze lzuur , opnieuw ge

bruiken van dezelfde kolom) worden gewijzigd. 

3. 5. Onderzoek met leci thine . 

Zoals ve rme ld , heeft de k i eze l zuurko lom tot doel 

bepaalde z u r e fosfolipiden te verwi jderen . Dit we rd op zu iver 

lecithine getes t . 

Har ing bevat ongeveer 750 mg fosfolipiden pe r 

100 g vis ( l ) . Ongeveer de helft van de fosfolipiden bes taa t 

uit lec i th ine , he tz i j ongeveer 400 mg leci thine pe r 100 g v i s . 

Bij de ex t rak t ie van de lipiden uit 100 g vis wordt een c h l o r o -

formlaag van 200 m l bekomen, waar in aldus 20 mg leci thine 

pe r 10 m l voorkomt . 

De gevolgde werkwijze is analoog a l s voor de 

ve tzuren . 
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De gebruikte lec i th ine-oploss ingen (lecithine uit 

e ie ren , p u r i s s i m u m , Merck) bevatten respekt ievel i jk 25, 40 en 

50 mg leci thine pe r 10 ml chloroform. 

De resu l ta ten worden in tabel 5 weergegeven. 

Uit deze resu l t a ten blijkt wel degeli jk dat leci thine 

door de k i lom wordt geadso rbee rd en de t i t r a t i e ande r s zou b e 

ïnvloeden. 

TESTEN VAN DE METODE OP VISSERIJPRODUKTEN. 

4. 1. Werkwijze . 

Ten einde een be te r inzicht in de noodzakelijkheid 

voor het a l dan niet gebruiken van een k i eze l zuurko lom vóór de 

t i t r a t i e van de vr i je ve tzuren te ve rk r i jgen , werd een r eeks p roeven 

op d iepgevro ren har ing (Clupea ha rengus L), kabeljauw (Gadus 

m o r h u a L) , schol (P l eu ronec te s p l a t e s sa L), rode z e e b a a r s (Se-

bas t e s m a r i n u s L), hondstong (P leu ronec te s cynoglossus L), en 

garna len (Crangon vu lga r i s Fabr . ) van ui teenlopende ouderdom 

ui tgevoerd . Te lkens werd de r e c h t s t r e e k s e t i t r a t i e me t deze 

na elut ie op een k ieze lzuurko lom verge leken . 

Als a d s o r b e e r m i d d e l werd 3 g k ieze lzuur genomen 

in een kolom van 12 m m d iame te r ; de hoogte bedraagt dan on

geveer 8 cm. 

E r werden 5 ml ext rakt gebruikt en met 25 ml 

ch loroform gee lueerd . Voor de r e c h t s t r e e k s e t i t r a t i e werden 

e e r s t 25 ml ch lo roform toegevoegd, ten einde in dezelfde o m 

standigheden te werken. De proeven werden t i enmaa l (voor 

garna len vijfmaal) op eenzelfde par t i j v is u i tgevoerd . De v is 



T a b e l 5. - I n v l o e d v a n l e c i t h i n e op e e n k i e z e l z u u r k o l o m . 

P r o e f 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

(*) 
G. 
ze 

; w i c h t 
I z u u r 

p r o e 

2 

2 

5 

5 

2 

2 

1 

1 

2 

2 

1 

k i e 
p e r 
f 

A a n t a l m l 
l e c i t h i n e 
o p l o s s i n g 
o p g e b r a c h t 

5 

10 

5 

10 

10 

10 

5 

10 

5 

5 

5 

m g l e c i t h i n e 
p e r 100 m l 

C H C 1 3 

500 

500 

500 

500 

500 

500 

400 

400 

2 50 

2 50 

400 

B l a n k o m l 
0 , 1 N KOH 

0, 

0, 

o, 
0, 

0, 

0, 

0, 

0, 

0, 

0, 

0, 

120 

240 

120 

240 

240 

236 

060 

120 

060 

060 

060 

m l C H C 1 3 

v o o r 
e l u t i e 

20 

15 

30 

25 

5 

15 

20 

5 

25 

50 

10 

E l u e n s 
m l 0, 1 N 

K O H 

0, 

0, 

o, 
o, 
o, 
0, 

o, 
o 
o, 
o, 
0, 

030 

070 

024 

030 

052 

040 

012 

010 

008 

060 

008 

(*) E l u t i e s 2, 4 , 6, 8, 10 w e r d e n u i t g e v o e r d o p d e z e l f d e k o l o m a l s r e s p e k t i e v e l i j k 
1, 3 , 5, 7, 9. 
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w e r d b i j - 2 8 0 C b e w a a r d en t e g e n h e t u i t d r o g e n van e e n i j s l a a g 

( g l a z u u r l a a g ) v o o r z i e n . E r w e r d g e e n b i j z o n d e r e v e r p a k k i n g 

a a n g e w e n d . 

4 . 2. R e s u l t a t e n . 

De r e s u l t a t e n w e r d e n in t a b e l l e n 6 to t 11 v e r m e l d . 

T a b e l 6. - T i t r a t i e van h a r i n g e x t r a k t e n m e t en z o n d e r k i e z e l -
z u u r k o l o m (in m l KOH 0, 1 N) . 

P r o e f 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

e m . 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

e m . 

R e c h t s t r e e k s 

0, 
0, 
0, 

o, 
o, 
o, 
0, 
0, 

o. 
o, 

0, 

1, 

161 
155 
180 
194 
159 
175 
140 
157 
161 
195 

168 

260 
268 
036 
048 
068 
066 
038 
064 
040 
070 

096 

M e t k o l o m 

0, 119 
0, 102 
0, 140 
0, 155 
0, 123 
0, 156 
0, 112 
0, 124 
0 , 0 9 9 
0, 150 

0, 128 

1, 260 
1, 260 
1 , 0 4 0 
1 , 0 4 0 
1, 070 
1 , 0 5 4 
1 , 0 4 0 
1, 060 
1, 062 
1, 064 

1 .095 

V e r s c h i l 

_ 
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-

_ 
-

+ 
-
+ 
-
+ 
-

+ 
-

_ 

0 , 0 4 2 
0 , 0 5 3 
0 , 0 4 0 
0 , 0 3 9 
0 , 0 3 6 
0 , 0 1 9 
0 , 0 2 8 
0 , 0 3 3 
0 . 0 6 2 
0, 045 

0 , 0 4 0 

0 , 0 0 0 
0, 008 
0 , 0 0 4 
0, 008 
0, 002 
0 , 0 1 2 
0 , 0 0 2 
0 , 0 0 4 
0 , 0 2 2 
0 , 0 0 6 

0 , 0 0 1 

(*) D u i d e l i j k r a n z i g . 
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Tabel 7 - T i t r a t i e van kabel jauwextrakten met en zonder k ieze l -
zuurko lom (in m l KOH 0, 1 N). 

Ouderdom Proe f R e c h t s t r e e k s Met kolom Ver sch i l 

(a) 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
0 

0, 175 
0, 178 
0, 248 
0. 197 
0, 199 
0, 185 
0,190 
0, 175 
0, 205 
0, 193 

0, 137 
0, 160 
0,201 
0, 180 
0, 180 
0, 148 
0, 172 
0, 140 
0,190 
0, 173 

- 0,038 
- 0,018 
- 0,047 
- 0,017 
- 0,019 
- 0,037 
- 0,018 
- 0,035 
- 0,015 
- 0,020 

Gem. 0, 194 0, 168 - 0 ,026 

12 m (b) 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0, 300 
0,298 
0, 302 
0, 246 
0, 245 
0, 270 
0, 310 
0,300 
0, 310 
0,450 

0, 330 
0, 330 
0, 328 
0, 240 
0, 305 
0, 342 
0, 320 
0, 350 
0, 315 
0,440 

+ 
+ 
+ 
-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
-

0,030 
0,032 
0, 026 
0,006 
0, 060 
0,072 
0,010 
0,060 
0,005 
0,010 

Gem. 0, 303 0, 350 + 0 ,027 

(a) Noordzeekabel jauw 

(b) I Js land-kabe l jauw 
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Tabel 8. - T i t r a t i e van scholext rakten met en zonder k i eze l zuu r -
kolom (in ml KOH O, 1 N) 

P roe f 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

Gem. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

Gem. 

R e c h t s t r e e k s 

0, 150 
0, 130 
0, 153 
0, 131 
0, 112 
0, 133 
0, 136 
0, 140 
0, 146 
0, 151 

0, 139 

0, 222 
0, 224 
0, 188 
0, 211 
0 ,205 
0,238 
0,243 
0, 262 
0,232 
0, 245 

0, 227 

Met kolom 

0, 128 
0, 105 
0, 119 
0, 113 
0,080 
0, 075 
0 ,062 
0 ,095 
0, 120 
0, 123 

0, 102 

0, 192 
0, 173 
0, 130 
0, 161 
0, 668 
0, 208 
0,221 
0 ,243 
0, 180 
0, 225 

0, 190 

Verschi l 

- 0,022 
- 0 ,025 
- 0 ,034 
- 0,018 
- 0,032 
- 0,058 
- 0,074 
- 0, 055 
- 0 ,026 
- 0, 028 

- 0 ,037 

- 0,030 
- 0,051 
- 0 ,058 
- 0,050 
- 0 ,037 
- 0,030 
- 0 ,022 
- 0 ,019 
- 0 ,052 
- 0,020 

- 0 ,037 
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Tabel 9. - T i t r a t i e van hondstongextrakten met en zonder kolom 
k ieze lzuur (in ml KOH 0, 1 N). 

Ouderdom Proe f R e c h t s t r e e k s Met kolom Versch i l 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0, 268 
0,258 
0, 267 
0,252 
0, 234 
0,222 
0, 247 
0,259 
0, 270 
0,229 

0, 254 
0, 229 
0, 248 
0,219 
0,205 
0,201 
0, 225 
0,232 
0,241 
0, 206 

- 0,014 
- 0,029 
- 0,019 
- 0,033 
- 0,029 
- 0,021 
- 0,022 
- 0,027 
- 0,029 
- 0,023 

Gem. 0, 251 0, 226 - 0, 025 

Tabel 10. - T i t r a t i e van rode z e e b a a r s e x t r a k t e n me t en zonder 
kolom k ieze lzuur (in ml KOH O, 1 N). 

Ouderdom Proe f R e c h t s t r e e k s Met kolom Versch i l 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0, 122 
0, 113 
0, 138 
0, 118 
0, 127 
0, 142 
0, 155 
0, 168 
0, 135 
0, 122 

0, 110 
0, 108 
0,119 
0, 113 
0, 115 
0, 140 
0, 150 
0, 160 
0, 134 
0, 115 

- 0, 012 
- 0,005 
- 0,019 
- 0,005 
- 0,012 
- 0,002 
- 0, 005 
- 0,008 
- 0,001 
- 0,007 

Gem. 0, 122 0, 114 - 0, 008 
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Tabel 11 - T i t r a t i e van ga rna lenex t rak ten met en zonder kolom 
k ieze l zuur (in ml KOH 0, 1 N). 

P roe f 

1 
2 
3 
4 
5 

Gem. 

R ech t s t r eeks 

0, 351 
0.311 
0, 355 
0,404 
0, 375 

0,359 

Met kolom 

0,077 
0 ,094 
0, 084 
0,068 
0, 077 

0,080 

Verschi l 

- 0 ,274 
- 0,217 
- 0,271 
- 0 ,336 
- 0,298 

- 0,279 

4. 3. Diskuss ie . 

De bekomen ve r sch i l l en werden op hun signifikan-

tie ge tes t met behulp van de toets van de gepaarde vergel i jkingen 

(26). Alle waarden met ui tzonder ing van ha r ing 24 m (tabel 6), 

bleken wezenli jk te ve r sch i l l en . 

Uit de resu l ta ten van tabel len 6 tot 11 blijkt, dat 

in de m e e s t e geval len l age re t i t r a t i ewaa rden na elut ie op een 

k ieze lzuurko lom worden bekomen. Dit wijst e r op dat wel d e 

gelijk z u r e komponenten (fosfolipiden) dienen te worden v e r w i j 

derd . Het v e r s c h i l t u s sen de r e c h t s t r e e k s e en o n r e c h t s t r e e k s e 

bepaling is ech te r én van de v i s s o o r t én van de duur van de 

opslag (hydro lysegraad) afhankelijk. Zo werd voor rode z e e b a a r s 

bi jvoorbeeld een veel k le ine r , alhoewel nog signifikant, v e r 

schil genoteerd (tabel 10) dan bij de andere v i s soor t en . 

Voor garna len valt integendeel het z e e r groot v e r 

schil op. Deze schaa ld ie ren moeten dan ook een re la t ief g r o 

t e r e hoeveelheid z u r e fosfolipiden bevatten. 
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In twee gevallen ech te r werden ande re resu l t a ten 

bekomen. Bij de proef met ha r ing van 24 m d iepvr i e sops lag 

(tabel 6) wa ren de waarden van beide t i t r a t i e s p r ak t i s ch gelijk. 

Op te m e r k e n valt echter dat de waarden veel hoger lagen dan 

bij de proef me t ha r ing van 2 maanden. Dit wijst op een hoge 

hydro lysegraad , zodat de zu re fosfolipiden waarsch i jn l i jk r e e d s 

afgebroken waren en de t i t r a t i e niet m e e r konden beïnvloeden. 

Bij de proef met I J s l andse kabeljauw van 12 m a a n 

den (tabel 7) bleken na doorgang door de k i eze l zuurko lom hogere 

waarden bekomen te worden, hetgeen e rop wijst dat ook bas i s che 

verbindingen op de kolom worden gebonden. 

Uit aanvullende proeven i s gebleken dat dit i n d e r 

daad het geval i s . Een ch loroformoploss ing die 55 mg ammoniak 

per 5 ml bevat te (bekomen door abso rp t i e in een gaswasf les ) , na 

elutie geen ammoniak m e e r . Anderz i jds we rd bepaald hoeveel 

totale vluchtige bas i s che stikstof (TVB) in het v i sex t r ak t aanwezig 

was (27). In het v lees van de kabeljauw was deze waarde r e l a 

tief hoog, nl. gemidee ld 35 mg N % t. o. v. 20-25 mg N % voor 

v e r s e r e v i s . Hiervan bleek ca 0, 1 mg N / m l in de ch lo ro fo rm-

laag over te komen. Voor 5 m l ex t rak t komt di t m e t ongeveer 

0, 035 ml KOH 0, 1 N overeen . Dit kan aldus de hoge re waarde 

van de o n r e c h t s t r e e k s e t i t r a t i e v e r k l a r e n . Ook bij rode z e e b a a r s 

kan het kleine v e r s c h i l t u s sen beide t i t r a t i e s waarschi jn l i jk ge 

deeltel i jk aan de hoge re TVB-waa rde (gemiddeld 30 mg N %) 

worden toegeschreven . 

In i ede r geval tonen deze proeven aan, dat voor de 

bepaling van de v r i j e ve tzuren een k i eze l zuurko lom dient te 

worden aangewend. Deze kolom houdt zowel s to rende z u r e a l s 

bas i sche komponenten tegen. Te noteren valt ech te r dat bij 

z ee r v e r s e vis deze l aa t s t e verbindingen te v e r w a a r l o z e n zijn, 

hetgeen voor d i epv r i e sv i s m e e s t a l het geval i s . 
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V e r d e r e proeven zullen nog moeten uitwijzen of 

de bepal ing van de vr i je ve tzuren voor de objektieve kwal i t e i t s 

bepaling van d i epvr i e sv i s waardevol i s . 
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SAMENVATTING. 

De t i t r i m e t r i s c h e bepal ing van vr i j e ve tzu ren die 

met ch lo ro fo rm-methano l werden g e ë x t r a h e e r d we rd u i tge tes t . H i e r 

bij werd de noodzakeli jkheid onderzocht om vooraf de fosfolipiden, 

waarvan sommige een zuur k a r a k t e r hebben, met een k ize lzuurko lom 

te verwi jderen . Vergel i jkende proeven op d iepgevroren kabeljauw, 

har ing , schol, rode z e e b a a r s , hondstong en ga rna len van ui teenlopen

de ouderdom ui tgevoerd , gaven een beves t igend antwoord. D a a r e n 

boven bleken ook bas i s che verbindingen te worden geadso rbee rd . 

De hoogte van de kolom heeft p r ak t i s ch geen in

vloed en fenolftalelne blijkt de bes te indikator voor de t i t r a t i e te 

zijn. 

LITERATUUR. 

(1 

(2 

(3 

(4 

(5 

(6 

(V 

(8 

(9 

Lovern , J . (1962) : F i sh in Nutr i t ion, E. Heen en R. K r e u z e r 

Ed. , (FAO Rome) , F ish ing News (Books) London, p. 86. 

Lovern , J. , Olley, J. en Watson, H. (1959) : J. Sci. Food 

Agr ic . 10, 327. 

Garc ia , M. , Lovern , J. en Olley, J. (1956) : Biochem. J. 

62. 99. 

Olley J. , P i r i e , R. en Watson, H. (1962) : J. Sci. Food Agr i c . 

l^ , 501. 

Soudan, F . (1965) : La conserva t ion pa r Ie froid des po i s sons , 

mol lusques et c r u s t a c é s , J. B. Ba i l l i è r e & F i l s , P a r i s . 

Dyer, W. en E r a s e r , D. (1959) : J. F i sh . R e s . Bd. Can. 

{6, 43. 

Dyer, W. en Morton, M. (1956) : J. F ish . Res . Bd. Can. 

J J , 129. 
Olley, J. en Lovern , J. ( i960) : J. Sci. Food Agr . 11. 644. 

Hanahan, D. , D i t tmer , J. en Warash ina , E. (1957) : J. Biol. 

Chem. 228, 68 5. 



- 22 -

(10) Lovern , J. (1956) : Biochem. J. 63, 373. 

(11) Chakrabar t i , B. (1962) : Clin. Chim. Acta 7, 450. 

(12) Bas i l ico , F. (1966) : Cor r . F a r m . 21, 534. 

(13) Baker , D. (1964) : J. A m e r . Oil Chem. Soc. 4J_, 21 . 

(14) Lau re l l , S. en Tibbling, G. (1967) : Clin. Chim. Acta 16, 57. 

(15) Aus ta l l , H. en Truj i l lo , J . (1965) : J. Clin. Chem. U, 741. 

(16) Buncombe, W. (1962) : Biochem. J. _83, 6 P . 

(17) Duncombe, W. (1963) : Biochem. J. 88, 7. 

(18) B a r r e t o , R. en Mano, D. (1961) : Clin. Chim. Acta 6, 887. 

(19) MacCal lum, W. , A d a m s , D. , Ackman, R. , Ke, P . , Dyer, W. , 

F r a s e r , D. en P u n j a m a p i r o m (1969) : J. F i sh . R e s . Bd. Can. 

26, 227. 

(20) De Silva, M. (1962) : J. Sci. Food Agr ic . J_3, 160. 

(21) McCar thy , A. en Duthie, A. (1962) : J. Lipid R e s . 3, 117. 

(22) Bligh, E. en Dyer , W. (1959) : Can. J. Biochem. Phys io l . _37, 

911. 

(23) Smith, I. (1963) : Chromatographic and E lec t rophore t i c Tech 

niques , Vol. I, 2e Uitg. , I n t e r sc i ence Publ . New York, p. 369. 

(24) Dyer, W. , Morton, M. , F r a s e r , D. en Bligh, E. (1956) : J. 

Fish. Res . Bd. Can. n , 569. 

(25) Car l son , L. en Pe rnow, B. (1961) : J. Lab. Clin. Med. 58, 

673. 

(26) Bauer , E. ( i960) : A Sta t i s t ica l Manual for Chemis t s , Academic 

P r e s s , New York. 

(27) Vyncke, W. (1964) : De Objektieve Kwali te i tsbepal ing van Vis , 

Min i s t e r i e van Landbouw, Ri jkss ta t ion voor Z e e v i s s e r i j , 

Oostende, Publ ikat ie 5. 






