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Inleiding. 

De lipiden zijn zoals de andere bestanddelen van 

vis en v isser i jprodukten , tijdens de opslag, onderhevig aan afbraak-

reakt ies , die de kwali tei t ongunstig beïnvloeden. Men gebruikt h i e r ­

bij dikwijls de t e r m ranzigheid, die een v e r z a m e l n a a m is voor al le 

verschi jnse len die duiden op een verander ing in samens te l l ing van 

de "ve r se vet ten", nl. de vetten zoals zij in levende vis voorkomen. 

De afbraak van de lipiden is zee r komplex en om­

vat vele aspekten. Schematisch kan dit a ls volgt worden geschets t : 

Vetbederf 

r 
Biochemische p r o c e s s e n 

(door eigen enzymen of 

bakter ie le enzymen) 

Zuiver chemische p roces sen 

(a) Hydrolytisch p roces : 

geeft een stijging van de 

zuur tegraad 

(b) Afbraakprocessen : 

- vorming van de methylketonen 

- oxydatieve verander ingen van 

de lipiden die leiden tot poly­

m e r i s a t i e r eak t i e s . 

(a) Hydrolyt isch p r o c e s : 

geeft een stijging van de 

zuur tegraad 

(b) Autoxydatieve p r o c e s s e n 

- a fbraakprocessen 

- autoxydatieve po lyme­

r i sa t i e . 

De oxydatieve vetranzigheid is verui t het belang­

r i jks te versch i jnse l en wordt in deze publikatie behandeld. Om tot 
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een duidelijk beeld te komen, is het echter noodzakelijk een overzicht 

van de voornaamste visl ipiden te geven. Samen me t de bespreking 

van de autoxydatie maakt dit het voorwerp van hoofdstuk 1 uit. In 

hoofdstukken 2 en 3 worden respekt ievel i jk de bepaling van de peroxyde-

index en van het th iobarbi tuurzuurgeta l a ls maats taf voor de oxydatieve 

vetranzigheid besproken. Een bru ikbare werkwijze werd voor beide 

metoden op punt gesteld (*). Tijdens v e r d e r e proeven zal echter de 

waarde van deze metoden voor de objektieve kwali tei tsbepaling van 

vis dienen te worden onderzocht . 

HOOFDSTUK I. - De lipiden van vis en de oxydatieve ranzigheid. 

1. 1. De visvet ten. 

Men kan de visl ipiden indelen in r e s e r v e - v e t t e n 

en n i e t - r e s e r v e - v e t t e n . Wanneer men in visweefsel m e e r dan 1 % 

lipiden aantreft , heeft men m e e s t a l me t r e s e r v e - v e t te maken, dat 

a ls ene rg ievoor raad dienst doet. In de overgro te m e e r d e r h e i d van 

de v i s soor ten bes taan deze vetten - zoals in de m e e s t e ve r t eb ra t en 

en hogere planten - uit t r ig lycer iden . Typische voorbeelden van 

v i s soor ten waar de vetten hoofdzakelijk uit t r ig lycer iden bes taan zijn 

har ing (Clupea harengus L), m a k r e e l (Scomber scomber) , sprot 

(Clupea spra t tus L), z a lm (Salmo sa l a r L) en paling (Anguilla 

anguilla L). 

In enkele v i ssoor ten zijn de t r ig lycer iden geheel 

of gedeelteli jk door andere lipiden vervangen. Dit i s o. m. het ge­

val bij de k raakbeenvissen (haaien, roggen), waar alkoxydiglyceriden 

voorkomen. 

(+) Wij bedanken Mej. G. CORNETTE en Mej. Y. ZONNEKEYN, 
s t ag ia i r s van het Hoger Technisch Instituut te Oostende voor de 
medewerking aan de proeven. 
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De n i e t - r e s e r v e - v e t t e n bestaan vooral uit fosfo-

lipiden en in mindere mate uit t r ig lycer iden , sfyngolipiden, s terolen 

en wassen . Zij komen in veel k le inere koncent ra t ies dan de r e s e r v e ­

vetten voor en zijn typisch voor m a g e r e v issoor ten . 

Tabel 1 geeft een overzicht van de procentuele 

samenstel l ing van de vetten in twee m a g e r e (schelvis en kabeljauw) 

en één vette v i s soor t (tonijn). 

Uit deze tabel volgt, dat de t r ig lycer iden en de 

fosfolipiden de voornaamste visvet ten vormen. 

Tabel 1. - Samenstel l ing van de vetten bij m a g e r e en vette v i ssoor ten 

(in %). 

Totaal vetgehalte 
(in g/lOO g visweefsel) 

Tr ig lycer iden 

Lecithine (fosfatidylcholine) 

Fosfat idylethanolamine 

Fosfatidylinositol 

Chole s ter ole s te r s 

Vrije ve tzuren 

Vrije choles te ro l 

Wassen en alkoholen 

Koolwaterstoffen 

Plasmologeen (a) 

Niet geïdentif iceerde lipiden (b) 

Schelvis 
(Gadus 

aeglefinus L) 
(1) 

0, 55 

2 , 4 

42,8 

5 , 4 

4 , 4 

3 , 4 

6 , 1 

6 ,1 

10,5 

1,7 

1,7 

15,2 

Kabeljauw 
(Gadus 

(morhua L) 
(2) 
0,60 

3 

35 

7 

2 

5 

6 

8 

13 

sporen 

21 

Tonijn 
(Germo 

alalunga) 
(3) 
10, 3 

96,1 

2 , 4 

0 , 9 

0 , 1 

0 , 2 

(a) Onstabiele , onvolledig geïdentif iceerde scheikundige verbinding, 
waar in pa lmi t ine - en s tear ine-a ldehyde voorkomen. 

(b) Waarschijnli jk in hoofdzaak fosfolipiden en polyglycerolder ivaten. 
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1.2. Samenstel l ing van de voornaamste visvetten. 

De voornaamste bestanddelen van de lipiden 

zijn de vetzuren. Zij vormen ongeveer 90 % van de ve rzeepbare 

fraktie. Zoals bij de hogere dieren en planten bevatten zij hoofd­

zakelijk een rechte keten met een paar aantal al dan niet verzadigde 

koolstofatomen. Zij onderscheiden zich echter door (4) : 

(a) Een g ro te re gamma van molekula i re gewichten : hun verzadigde 

ve tzuren bevat ten 8 a 24 C, met een s te rk overwicht C , , (pal-

mit inezuur) tegenover 14 k 22 C met een overwicht C1 Q ( s tea-

r inezuur) bij de hogere dieren ; de onverzadigde zuren hebben 10 

a 28 C t. o. v. 16 S. 22 C bij de landdieren, met een m e e r d e r ­

heid van C_n a C - ( a rachidezuur) i. p. v. C , 0 (oliezuur). 

(b) Een hoger gehalte aan verzadigde vetzuren, nl. 19 a 23 % t. o. v. 

15 % en minde r in andere oliën. 

(c) Een hogere gemiddelde onverzadigdheidsgraad : hun vetzuren 

hebben 1 a 7 dubbele bindingen, terwij l bij de hogere d ieren 

zelden m e e r dan 1 of 2 analoge bindingen voorkomen. Hoe 

hoger het aantal C-atomen, des te s t e rke r wordt de gemiddelde 

onverzadigdheidsgraad. 

De ta l r i jke dubbele bindingen zijn noch gekonjugeerd noch v e r ­

deeld zoals bij de hogere dieren : i. p. v. de s t ruktuur 

= CH - CH - CH = treft men m e e s t a l = CH - CH2 - CH2 - CH = 

aan, waar de dubbele bindingen m e e r onafhankelijk zijn om 

chemische r eak t i e s , o. m. oxydaties, aan te gaan. De mees t 

voorkomende s t ruktuur is deze van de l ino leenreeks . 

De tabel len 2 en 3 geven de gemiddelde 

samenste l l ingen van respekt ievel i jk de r e s e r v e - en n i e t - r e s e r v e - v e t t e n 

van enkele voorname v issoor ten weer (5). 
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Tabel 2. - Samenstel l ing van r e s e r v e - v e t t e n van enkele v i s soor ten en in­
vloed van biologische faktoren (in % van totaal ve tzu ren -
gehalte ; gemiddeld aantal dubbele bindingen tussen haakjes) . 

Verzadigde ve tzuren Onverzadigde ve tzuren 

C14 C16 C18 C14 C16 C18 C20 C22 

Haring 
(Clupea harengus L) 

Zalm 
(Salmo sa la r L) 

Sprot 
(Clupea spra t tus L) 

(a) 8 ,0 15, 7 0,2 

(b) 8 ,3 12, 1 0 ,3 

(c) 2, 7 17,7 3,3 

(d) 2 ,3 13,2 1, 0 

6 19 1 

4, 6 22 ,2 22, 0 27 ,3 
(1,3) (1,4) (1,9) (2,1) 

0, 5 6,4 21, 0 28, 3 23, 1 
(1,7) (2,2) (2,7) (2,3) 

3, 1 21,7 30,0 12,9 9 ,9 
(1,1) (1,9) (4,1) (5,1) 

4, 3 27, 3 25,8 26, 1 
(1,0) (1,3) (2,6) (3,9) 

spoor 16 29 18 11 
(1,4) (2,8 (3,5) 

(a) Magere vis (8, 2 % vet) apr i l 

(b) Vette vis (20, 7 % vet) juli 

(c) Jonge vis vóór paaiti jd 

(d) Jonge vis na paait i jd 

Tabel 3. - Samenstel l ing van enkele n i e t - r e s e r v e - v e t t e n van schelvis 
(Gadus aeglefinus L) (in % van totaal ve tzurengehal te ; ge­
middeld aantal dubbele bindingen tussen haakjes) . 

Verzadigde 
ve tzuren 

Onverzadigde ve tzuren 

14 C 1 6 C 1 8 14 '16 '18 20 '22 

Trig lycer iden spoor 14 7 

Cho les t e ry les t e r s - 8 6 

Fo sfatidyle ste r s 18 

14 26 26 13 
(2.0) (3,5) (5,4) 

20 29 37 
(1 ,7) (3 ,0) (3 ,9) 

14 35 24 
(2.1) (3,6) (5,4) 



- 6 -

1.3. Var ia t ie in de samenste l l ing van de lipiden. 

De samenste l l ing van de r e se rve -ve t t en bij 

v issen i s m e e r aan schommelingen onderhevig dan bij hogere dieren. 

Zij hangt vooral van de voeding en de ges lachtscyclus (seizoen) af. 

Tabel 2 geeft h iervan een voorbeeld voor har ing en zalm. 

Vele v issen voeden zich r ech t s t r eeks of on­

r ech t s t r e eks met zooplankton, waar in kleine Crustacea met s te rk on­

verzadigd vet overvloedig voorkomen. Andere voeden zich met fyto-

plankton of algen, waar in de lipiden tameli jk goed op deze van v i ssen 

gelijken, m a a r r i jker aan C „ -zuren zijn. 
1 o 

De vissoor ten die de lipiden ongeveer in on­

gewijzigde toestand opstapelen, hebben r e se rve -ve t t en , die de samen­

stelling van deze van het plankton dat op dit ogenblik van het j a a r 

aanwezig was , vertonen. De paling is hiervan een voorbeeld. Bij 

andere m e e r geëvolueerde v issoor ten bes taa t een t r ans fo rma t i emoge-

lijkheid, zodat de lipiden s lechts gedeeltelijk dezelfde samenste l l ing 

a ls de voedingsvetten hebben. 

Gedurende de geslachtsr i jpheid worden de 

d iverse konst i tuenten niet op dezelfde wijze verbruik t : de glycer iden 

ondergaan de s t e rks te daling ; de kor t s t e zuren en missch ien de mees t 

onverzadigde onder de langere zuren verdwijnen het e e r s t , t e rwi j l 

andere (CL- en Cp_) dikwijls toenemen of gehydrogeneerd worden. 

Al deze faktoren maken het l ipidenpatroon 

van v issen u i t e r s t komplex en hebben hun weers lag op de oxydat ie-

gevoeligheid die soms s te rk kan schommelen. 

1. 4. De autoxydatie van de lipiden. 

De autoxydatie van de vetten is een komplex 
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geheel van reak t ies die verschi l len volgens de hee r sende omstandig­

heden, nl. t empera tuu r , vochtigheidsgraad, l i ch t s t e rk te , zuur tegraad 

enz. Deze reak t i e s werden nog niet volledig opgehelderd. Men weet 

echter dat de oxydatie in twee fasen p laa ts grijpt , nl. (a) de vorming 

van peroxyden en (b) de v e r d e r e afbraak van de peroxyden. 

1.4. 1. Vorming van de peroxyden. 

Volgens Rieche (6) komen vooral twee 

r e a k t i e s c h e m a ' s voor. 

(a) Verbindingen met gekonjugeerde of ge-

akt iveerde dubbele bindingen. 

De zuurstof fixeert zich r e c h t s t r e e k s op de 

dubbele binding en het gevormde peroxyderadikaa l zet zich op zijn 

beur t op een geakt iveerde dubbele binding in de onmiddelli jke nabi j ­

heid vast : 

C "C 

I I 

C - 0 - 0 - c 
I I 

l 
c 
II 

c 
1 

+ 0 2 

1 

- c 
1 

- c • 
1 

+ 

• 00° 

1 

c 
II 
c 
1 

(b) Verbindingen met ge ï so leerde dubbele 

bindingen. 

Het merendee l van de visvet ten is h ie ronder 

te rangschikken. Deze dubbele bindingen zijn naburig aan methyleen-

groepen en worden niet r e c h t s t r e e k s door luchtzuurstof aangetast . Als 

tussenprodukt wordt een peroxyderadikaal aan de geakt iveerde methyleen-

groep naas t de dubbele binding gevormd. Waar de methyleengroep de 

akt ivef ingsenergie vandaan haalt is nog niet me t zekerhe id gekend, m a a r 

men neemt aan dat het l icht h ier in een grote rol speelt . 
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- CH - CH = CH - + O - » - CH - CH = CH - + H0 

( l i 
H 00° 

Deze radikalen zijn echter zee r onbestendig en 

r eage ren onmiddellijk v e r d e r op een andere methyleenolefinegroep 

(- CH? - CH = CH - ) , waaraan zij een H-rad ikaa l , afkomstig 

van de methyleengroep, onttrekken. 

CH - CH = CH - + - CH - CH = CH 
I \ 
00° H 

CH - CH = CH - + - CH - CH = CH 
I 

00H 

Dit nieuw gevormde rad ikaa l gaat met CL op­

nieuw in een peroxyderadikaa l over en r eagee r t dan v e r d e r zoals 

hierboven ; h ie rdoor ontstaat een nieuwe ket t ingreakt ie . 

In aanwezigheid van zuurstof gaat de autoxydatie 

ongestoord v e r d e r eenmaal dat de ket t ingreakt ie een aanvang heeft 

genomen. De stijging van de oxydatiegraad is exponentieel , zodat 

de ranzigheid m a a r na een bepaalde tijd m e r k b a a r wordt. 

De intensi tei t van de oxydatie hangt van de natuur 

van de vetten af : zij t reed t vlugger in wanneer deze s te rk onver ­

zadigd zijn of m e e r vr i je vetzuren bevatten. Dat is bijvoorbeeld 

het geval met zomerha r ing die s te rk onverzadigde vetten bevat. 

Magere vissen worden pas in een veel l a te r s ta­

dium geoxydeerd. 
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1.4.2. Verde re afbraak van de peroxyden. 

De p r i m a i r gevormde peroxyden ondergaan v e r d e r 

diepgaande omvormingen. Door technische of ka ta ly t i sche ontbinding 

worden l age re carbonzuren (mono- en d icarbonzuren) , alsook d ive r se 

carbonylverbindingen (aldehyden, ketonen, ke to - en aldehydezuren) 

gevormd. 

Deze sekondaire p r o c e s s e n ver lopen ten koste van 

de p r i m a i r gevormde peroxyden, d. w. z. onder verbru ik van aktieve 

zuurstof. De vormingswijze van vele verbindingen is nog duis ter . 

In de jongste j a r en werden evenwel een aantal carbonylverbindingen 

geïdentif iceerd (tabel 4) (7). 

Tabel 4. - Overzicht van de uit auto-geoxydeerde vetten ge ïso leerde 
carbonylverbindingen. 

Verzadigde aldehyden Onverzadigde aldehyden Ketonen 

formaldehyde 2-butenal aceton 

acetaldehyde 2-pentenol methylaethylketon 

propionaldehyde 2-hexenol d i -n-propylketon 

n-butyr aldehyde 2-heptenal 

n-pentanol 2-octenal 

n-hexanol 2-undecenal 

n-undecanal 2 ,4 -decadiena l 

2, 6-decadienal 

malonaldehyde 

Naast de verzadigde al ifat ische aldehyden t reden a l ­

dus vooral C^ - en ^ - onverzadigde verbindingen op. Een veel voor­

komend aldehyde i s het epihydrinaldehyde of het i s o m e e r malonaldehyde. 
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0 0 0 

CH - CH - C - H '^rZZ. C - CH - C 

s. / / \ 
0 H H 

epihydrinaldehyde malonaldehyde 

Dit aldehyde werd het m e e s t bes tudeerd en als maats taf voor het vet-

bederf voorges te ld (zie hoofdstuk 3). 

1. 5. Faktoren die de oxydatieve ranzigheid in de hand werken. 

De oxydatie wordt door bepaalde spierkomponenten 

geaktiveerd, o. m. vr i je aminozuren en heem-verbindingen (hemoglo­

bine, hemat ine , myoglobine, enz . ) . Zo worden de pelagische vissen 

die veel heem-p igmenten bevatten, snel ler dan de m a g e r e v issen ge-

oxydeerd. Om dezelfde reden worden de rode spieren (M. l a t e r a l e s 

superf ic ia les) vlugger ranzig . Tijdens de oxydatie die zij ka ta lyse ren , 

gaan de pigmenten in de geoxydeerde v o r m over en ve randeren van 

kleur : zo worden de rode hemoglobine en myoglobine respektievel i jk 

in bruin methemoglobine en metmyoblobine omgezet . 

Naast zuurstof en licht komen a ls uitwendige fak­

toren voora l de zware meta len , het zoutgehalte, de hydra ta t iegraad 

en de t empera tuu r in aanmerking (4). 

- Zware meta len : Co, Mg, Pb, Cu en Fe, afkomstig van het ge­

bruikte m a t e r i a a l of de waterleidingen kunnen zich in de buitenste 

laag van bijvoorbeeld visfi lets fixeren en de oxydatie ka ta lyseren . 

- Zoutgehalte : NaCl bevorder t de oxyderende aktie van de sp i e r ­

komponenten, voora l hemoglobine. Door het verhogen van het 

vr iespunt bevorder t het zout daarenboven de chemische reak t ies 

in de vloeibare fase, o. m. de oxydaties. Tenslot te b reek t een 

hoge koncentra t ie NaCl de gel-eigenschappen van de eiwitten en 

maakt het weefsel m e e r toegankelijk voor luchtzuurstof. 
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- Hydrata t iegraad : wanneer vis uitdroogt, ve rgro ten de poriën van 

de huid en worden de sp ie rveze ls van de oppervlakte samenge­

trokken waardoor het indringen van luchtzuurstof wordt ve rgemak­

kelijkt. Dit ve r sch i jnse l doet zich vooral in d iepvr iesv is voor. 

- Tempera tuur : de vetoxydatie wordt, a ls chemische reak t ie , door 

het verhogen van de t empera tuur versne ld . 

HOOFDSTUK II. - Bepaling van de oxydatiegraad van vis met de 

peroxyde- tes t . 

2. 1. Metoden om peroxyden in vetten te bepalen. 

Om de peroxyden te bepalen, kent men vooral de 

jodometr i sche en de ko lo r ime t r i s che metoden. 

2. 1. 1. Jodomet r i sche metoden. 

Men steunt bij deze metoden op het feit dat de 

graad van autoxydatie van een vet kwantitatief kan worden bepaald 

door de aktieve zuurstof te doseren. Hierbij gebruikt men ka l ium-

jodide opgelost in een organisch oplosmiddel als reduktor , en het 

vr i jgeste lde jodium wordt ge t i t r ee rd met natr iumthiosulfaat . 

Men kent hierbi j vooral twee metoden, nameli jk de 

metode volgens Wheeler (8) en de metode volgens Lea (9) (10) (11). 

Beiden maken gebruik van een mengse l van organische oplosmiddelen 

bestaande uit i jsazijn en chloroform. De twee metoden zijn zee r 

analoog. Wheeler gebruikt een verhouding i jsazijn - chloroform van 

3 : 2 vol. , terwij l Lea de verhouding 2 : 1 vol. ve rk ies t . Deze 

laa t s te verhouding zou volgens Heaton en Uri (12) be te r zijn omdat : 
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(a) de neiging voor v e r d e r e autoxydatie, gekata lyseerde oxydatie 

geïnduceerde oxydatie, k le iner is in het m e e r pola i re mengsel 

i jsazijn - ch loroform (2 : 1 vol. ) en 

(b) e r een g ro te re to le ran t ie voor kleine hoeveelheden water is voor­

a lee r een scheiding van de lagen optreedt . 

Het peroxydegetal is het aantal mill iëkwivalenten 

oxydans per k i logram vetstof en het wordt berekend met de volgende 

formule : 

(a - p) x N x 1000 
P . G. = 

w 

waarbij : a - p : aantal ml verbruik t natr iumthiosulfaat (p ml v e r ­

bruikt bij de blanko) 

N : normal i t e i t van het natr iumthiosulfaat 

w : aantal g r am vetstof. 

2 . 1 . 2 . Ko lo r ime t r i sche metoden. 

2. 1. 2. 1. De__Stamm-metode (13) (14). 

Deze gevoelige kwantitat ieve metode is op de k l e u r -

reakt ie tussen een vet en difenylcarbazide gebaseerd . Het difenylcar-

bazide wordt door de aanwezige peroxyden geoxydeerd en er onts taat 

een rode k leur te wijten aan het gevormde difenylcarbazon. 

Deze methode i s zee r geschikt om de e e r s t e stadia 

van de autoxydatie in vetten te bes tuderen, daar zij gevoelig en nauw­

keur ig i s zelfs bij z e e r laag peroxydegehal te . Bij deze metode dient 

men de meting binnen de 30 minuten uit te voeren daar de k leur niet 

stabiel i s . 
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2. 1. 2. 2. De^_iizer_JII_ thiocyanaatmetode (15) (16). 

Deze metode is gesteund op de reakt ie tussen 

Fe(SCN) :, en de aanwezige peroxyden. 

E r wordt hierbi j Fe gevormd dat k o l o r i m e t r i s c h 

onder de vo rm van het Fe Fe(SCN) - -komplex wordt bepaald. 

Het peroxydegehal te met deze metode in aanwezig­

heid van lucht bepaald, i s ongeveer tweemaal s t e rke r dan dit langs 

jodometr i sche weg gevonden. Tot nog toe kan h ie rvoor geen volledig 

bevredigende verk la r ing worden gegeven. Indien de proef in afwezig­

heid van lucht wordt ui tgevoerd, wordt een deel van de peroxyden 

ontbonden zonder oxydatie van het Fe(SCN)7 , hetgeen te lage resu l ta ten 

oplever t . 

2, 1. 2. 3. P ^ _ ^ c h l o o r f e i o J - i n d o f e j ^ D l ^ o d e . (1^)-

Deze metode i s gesteund op de reak t ie tussen de 

dichloordihydroxydifenylamine en de in het vet aanwezige peroxyden ; 

de rode k leur die gevormd wordt i s afkomstig van het dichloorfenol-

indofenol. De metode is gevoelig en gemakkelijk uit te voeren, m a a r 

wordt ook s terk door luchtzuurstof betnvloed. Zoals bij de i jzer III 

th iocyanaat -metode , worden in aanwezigheid van lucht twee- tot d r i e ­

maa l hogere waarden gevonden in vergeli jking met de jodomet r i sche 

metode, doch bij de dichloorfenol-indofenolmetode kan dit ve r sch i l 

niet worden ve rk l aa rd door de ka ta lyserende werking van het Fe , 

daar in deze l aa t s t e metode geen meta len aanwezig zijn. 

De r ep roducee rbaa rhe id van deze metode is k le iner 

dan deze van de Fe III th iocyanaat -metode vandaar dat zij minder 

wordt aangewend in vergel i jkende proeven. 
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2. 1. 3. Beslui t . 

De verschi l lende ko lo r ime t r i s che metoden, die 

werden voorgeste ld om peroxyden in vetten te bepalen, hadden tot 

doel de jodomet r i sche metoden te vervangen. De reden h ier toe is de 

mogelijke reabsorp t i e van het gevormde jodium door onverzadigde v e r ­

bindingen, waardoor fouten kunnen optreden : 

R - CH I 

// I 
HOOG - ( C H J - CH + I 0 > R - C 

2 n 2 
I 

H - C 
I 
I 

Alhoewel de ko lo r ime t r i s che metoden gevoel iger zijn 

dan de jodomet r i sche , leveren z i j , zoals werd vermeld , geen volledig 

bevredigende resu l ta ten op. De ko lo r ime t r i s che metoden worden dan ook 

vooral bij rout ineonderzoek aangewend, waarbi j s lechts de re la t i eve 

resu l ta ten van belang zijn. Dank zij hun grote gevoeligheid worden zij 

ook toegepast om de e e r s t e tekenen van ranzigheid aan te tonen, a l s ­

ook in deze gevallen waar de beschikbare hoeveelheid stof z e e r klein 

is e r dan ook op een mikrotechniek beroep moet worden gedaan. 

Daar de t i t r i m e t r i s c h e metoden echter eenvoudiger 

zijn en snel ler kunnen worden uitgevoerd, werd verkozen t i jdens deze 

proeven de jodomet r i sche bepaling uit te tes ten. 

2. 2. Uittesten van de jodomet r i sche peroxydenbepaling. 

2 .2 . 1. Extrakt ie van de lipiden en peroxyden. 

Voor de peroxyde- tes t moeten de vetten v o o r e e r s t 

uit de vis worden geëxt raheerd . Hiervoor werden ta l r i jke metoden 

H 

(CH_) - COOH 2 n 
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voorgesteld, waarvan een overzicht door Lovern (i3) wordt gegeven. 

Bij al deze metoden worden de lipiden door een 

solvent of een mengse l van solventen geëxt raheerd . De e iwi t -ge­

bonden lipiden -worden dikwijls e e r s t door hydrolyse (bv. met HC1) 

vr i jgesteld. 

De twee hoofdvereisten die zich bij de vetext rakt ie 

s tel len, zijn het volledig in oplossing brengen van alle lipiden en het 

zo weinig mogelijk kontamineren van de solventen met niet- l ipiden. 

In 1959 stelden Bligh en Dyer (19) een handige 

metode voor die goed aan deze ve re i s t en beantwoordt. De metode 

is een vereenvoudiging van de metode van Folch et al . (20), waar in 

het ex t raheermidde l een mengse l van chloroform, methanol en water 

i s (het weefselwater inbegrepen). Nadien wordt voldoende water toe­

gevoegd om het extrakt in twee fazen te doen scheiden. De lipiden 

zijn in de chloroformlaag aanwezig. De funktie van het methanol 

is tweevoudig : enerz i jds zorgt het dat de chloroform die het effek-

tieve vetsolvent i s , het mons te r kan bevochtigen en anderz i jds breekt 

het de bindingen van de l ipoprotetnen. Men verkr i jg t twee fazen door 

achteraf een g ro t e r e hoeveelheid chloroform en water toe te voegen. 

Om een goede scheiding van de twee fazen te v e r ­

wezenlijken, een min imale kontaminatie van de lipiden met niet- l ipiden 

en een min imaal v e r l i e s aan lipiden in de methanol laag te bekomen, 

dient men nauwkeurig de verhouding chloroform - methanol - water 

(2 : 2 : 1) in acht te nemen, vandaar dat het watergehal te van de 

vis vooraf op 1 % na moet worden bepaald. 

Men maal t een hoeveelheid vis (zonder gra ten noch 

vel) in een v leesmolen. Hiervan brengt men een mons t e r dat 80 g + 

1 g water bevat in een mixe r , voegt e r 200 ml methanol en 100 ml 

chloroform aan toe. Dit mengse l wordt gedurende 2 minuten gehomo-
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geniseerd . Vervolgens giet men er nog 100 ml chloroform bij en 

mixt gedurende 30 seconden. Tenslotte wordt 100 ml water toege­

voegd en het geheel wordt opnieuw gedurende 30 seconden gehomo­

geniseerd. Men f i l t r ee r t af en brengt het f i l t raat in een sche i t rech ter 

over. 

2. 2. 2. Uittesten van de jodomet r i sche metode aan de hand van 

visuele t i t ra t ies . 

Alle proeven werden op diepgevroren har ing 

(Clupea harengus L), met ca 10 % vet u i tgevoerd ; deze har ing was 

organolept isch duidelijk ranzig. 

De toegepaste metode is grotendeels gebaseerd 

op de metode van Lea (9). In de l i t e r a tuu r wordt geen eenvormige 

modus operandi aangetroffen. Zo ve rsch i l t de reageer t i jd van 0 tot 

15 m i n . , de hoeveelheid toegevoegde kaliumjodide (in ee'n maa l of 

voor en na de reageer t i jd ) , de s terkte van het natr iumthiosulfaat 

(0, 002 tot 0, 1 N) enz. 

De or iën terende proeven bleek volgende voorschrif t 

echter bevredigende resu l ta ten te geven. 

Reagentia : 1. i jsazijn p. a. 

2. verzadigde kal iumjodide-oplos sing : 135 g KI p. a. op­
lossen in 100 ml Na2C0 0,1 %. 

3. 10 %-ige KI oplossing in 0,1 %-ige Na CO,. 

4. ze tmeeloploss ing : 2 g ze tmee l pe r l i t e r gedes t i l leerd 
water (+ 0, 01 g Hgl_ a ls bewaarmiddel ) . 

5. Natr iumthiosulfaat 0, 01 N. 

Werkwijze : 

Men gaat uit van 10 ml v i s e x t r a k t (chloroformlaag) waa r -
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aan 20 ml i jsazi jn en 3 druppels verzadigde kaliumjodide worden 

toegevoegd. Het mengse l wordt gedurende 1 minuut flink geschud 

en dan gedurende 10 minuten in het donker geplaatst . Alvorens te 

t i t r e r e n worden nog 5 ml 10 %-ige KI, alsook 20 ml gedes t i l l ee rd 

water toegevoegd. Tenslot te wordt het r eak t i emengse l met 

Na_S_0,0, 01N ge t i t r ee rd ; juis t voor het eindpunt voegt men 1 ml 

ze tmeeloploss ing a ls indikator toe. 

2. 2. 2. 1. I.nvl^^i_^^n_ hjr t_ tqev^^en v^n water^. 

E r werd ondervonden dat met het h ie r gebruikte 

ch loroformextrakt het toevoegen van •water noodzakelijk is om het om­

slagpunt van de t i t r a t i e duidelijk te kunnen waarnemen. Deze hoeveel ­

heid water mag - zoals in 2. 2. 3. 3. wordt besproken - niet wil lekeurig 

worden genomen. 

Men werkt het best met een automat ische bure t van 

20 ml . 

2. 2. 2. 2. Invloed van de reageer t i jd . 

Na het toevoegen van kaliumjodide is een bepaalde 

reageer t i jd noodzakelijk : 10 min blijkt een geschikte t i jdsduur te 

zijn. Wordt langer dan 10 min gewacht, dan worden de resu l ta ten 

niet m e e r r ep roducee rbaa r . Zo bedraagt de variat iekoêfficiënt b e ­

paald op 20 proeven na 30 min 5 a 20 % t. o. v. 0, 5 a 1 % na 10 min. 

2. 2. 2. 3. Jnylq^d_van jde J^_chtzuursto£. 

Tijdens de ext rakt ie , de f i l t rat ie en de t i t r a t i e kun­

nen onder invloed van de luchtzuurstof peroxyden w»rden gevormd, die 

de resu l t a ten ongunstig beïnvloeden. Ten einde deze fout te min ima­

l i s e ren werd de invloed nagegaan van het gebruik van een antioxydans 
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(BHT - butylhydroxytolueen) en van het ex t r ahe ren onder s t ikstofatmos­

feer. 

(a) BHT als antioxydans : 0, 1 % werd vóbr de proef aan de chloroform 

toegevoegd. Tabel 5 geeft de gemiddelde resu l ta ten van vijf 

proeven weer . 

Tabel 5. - Invloed van BHT (0, 1 %) in de chloroformlaag (in ml 

Na^S-O.O, 01 N) - (procentuele v e r m e e r d e r i n g tussen haakjes) 

Onmiddellijk na ext rakt ie 

2 u na extrakt ie 

1 d na extrakt ie 

2 d na extrakt ie 

Zonder BHT 

4, 18 

4>35(+4>0 %) 

4, 56(+9, 2 %) 

4, 81(+15, 1 %) 

Met BHT 

4, 18 

4, 18 

4, 19(+0, 2 %) 

4 ) 2l (+0 , 7 %) 

Uit deze resu l ta ten blijkt, dat BHT de v e r d e r e 

vorming van peroxyden prak t i sch volledig verh inder t . Zelfs na twee 

dagen is de v e r m e e r d e r i n g ve rwaar loosbaa r . Zonder BHT stijgen de 

waarden echter relat ief vlug en zij bere iken r eeds 4 % na twee uur. 

Tenzij de t i t r a t i e onmiddellijk wordt ui tgevoerd, heeft men er aldus 

belang bij BHT aan de chloroform toe te voegen. Dit laat toe de 

extrakten zonder gevaar enige tijd vooraf te bere iden . 

Op te merken valt tenslot te dat BHT op het homo­

geniseren zelf geen invloed blijkt te hebben. 

(b) Stikstofatmosfeer ti jdens de extrakt ie : om de ex t rak t ie onder 

s t ikstofatmosfeer uit te voeren, werd aan het roes tv r i j s t a l en 

deksel van de beker van de mixer een buis in roes tv r i j staal 

gelast . Deze buis , die op een stikstoffles werd aangesloten, 

liep bijna tot op de bodem van de beker , zodat de stikstof-

s t room door het mengse l bo r r e lde . Vóór het homogenise ren wer-
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den de gemalen vis en de oplosmiddelen gedurende 10 min door mid­

del van s t iks tofs t room ontlucht. 

Het homogeniseren zelf werd ook onder stikstof 

doorgevoerd, doch ti jdens de f i l t rat ie van het ext rakt was er onve rmi j ­

delijk opnieuw kontakt met de lucht. 

Tabel 6. - Invloed van een s t ikstofatmosfeer t i jdens de ext rakt ie 

(in ml N a 2 S 2 0 3 0, 01 N). 

Kontrole N_-a tmosfeer % v e r m e e r d e r i n g 

4, 18 5, 02 20 % 

5, 54 6,32 14 % 

4 ,80 6,07 26 % 

3, 10 3, 78 22 % 

3,84 4, 53 18 % 

De resu l ta ten van 5 proeven die v e r m e l d zijn 

in tabel 6 zijn volledig anders dan no rmaa l zou kunnen worden v e r ­

wacht : men bekomt een duidelijke stijging (gemiddeld 20 %) van 

het peroxydengehal te na doorbor re len van stikstof. De reden h i e r ­

voor werd niet v e r d e r onderzocht , doch is wellicht te wijten aan 

feit dat e r door de turbulente s t iks tofs t room een be te r kontakt t u s ­

sen de in het begin nog aanwezige zuurstof en de onverzadigde v e r ­

bindingen ontstaat . 

In i eder geval lijkt het homogeniseren onder st ik­

stof niet aan te raden te zijn. 
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2. 2. 3. Jodomet r i sche metode met potent iometr i sche t i t r a t i e ui t­

gevoerd. 

Bepaalde v issoor ten met donker v lees (bv. har ing, 

koolvis , rode zeebaa r s ) geven een gee l -bru in ext rakt , hetgeen het 

bepalen van het eindpunt van de t i t ra t i e soms bemoeil i jkt . Ook v i s -

ser i jprodukten met rood gekleurd vlees (bv. za lm, garnalen) v e r ­

oorzaken dikwijls moeil i jkheden. 

Om deze redenen werd nagegaan of de peroxyden-

bepaling niet be te r potent iometr i sch kan worden uitgevoerd. Daar­

enboven geeft deze techniek een be te r inzicht in het ver loop van de 

oxydo-reduktie t i jdens de t i t r a t i e , hetgeen ook voor de visuele eind­

puntbepaling van belang kan zijn. 

Voor de potent iometr i sche t i t r a t i e we rd op een 

p H - m e t e r Met rohm type E 350 B, een gekombineerde p la t ina-ka lo-

mele lek t rode aangesloten. Een e lekt r i sche bure t , nameli jk de 

Met rohm Mul t i -Dos imate E 415 ,werd gebruikt waarbi j het toege­

voegde volume onmiddellijk digitaal kan worden afgelezen. De 

Mult i -Dosimate biedt ook nog het voordeel dat men het reagens 

automat isch in f rakt ies van 0, 1 ml kan toevoegen. De oplossing 

wordt gedurende de t i t r a t i e voortdurend door middel van een mag­

net ische r o e r d e r in beweging gehouden. 

Het eindpunt van de t i t r a t i e wordt bepaald door 

het toegevoegde volume Na^S^O. 0, 01 N tegenover de afgelezen 

potentiaal graf isch uit te zetten. Deze potentiaal komt overeen met 

het ve r sch i l tussen de redoxpotentiaal van het s te l se l en de po­

tent iaal van de re fe ren t i e -e lek t rode (kalomelelektrode) . De poten­

t iaal E van de verzadigde kalomelelekt rode is gekend, namelijk 

247, 6 mV bij 20° C. Bij konventie echter wordt de redoxpotent iaal 

ten opzichte van de water stof e lektrode gemeten ; de potent iaal van 



- 21 -

deze elektrode wordt aan nul gelijkgesteld. 

De redoxpotentiaal wordt dan ook a ls volgt be ­

paald : 

E = E + E' (mV) c — ' 

waarbi j : E : potentiaal van de ka lomele lekt rode 

E' : gemeten potentiaal 

Het + teken slaat op de polar i te i t van de pla t ina-

elektrode ten opzichte van de ka lomele lek t rode . 

Om redenen van prak t i sche aa rd werd h ie r altijd 

met de gemeten potentiaal gewerkt. Wil men echter de redoxpotentiaal 

kennen, dan vols taat het de potent iometr i sche waarden met 247, 6 mV 

te verhogen. 

2. 2. 3. 1. Vergelijking van de resu l ta ten van de visuele t i t ra t i e met 

^5§_Y&S_!^Ê_P9t^y22G.^j'ische_tiJratie. 

(a) Proef me t har ingext rakt . 

Figuur 1 geeft het ver loop van de t i t r a t i ekurve weer . 

Voor het bepalen van het ekwivalentiepunt kan in 

pr inc ipe gebruik gemaakt worden van het feit dat bij het buigpunt van 

de kurve de e e r s t e afgeleide maximaa l en de tweede afgeleide nul i s . 

In het geval van figuur 1 echter i s de kurve rond het eindpunt zee r 

stei l zodat dit punt gemakkelijk grafisch kan worden bepaald. Het 

bedraagt 4, 00 ml . 
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De visuele t i t ra t i e (in driedubbel uitgevoerd) geeft 

3, 68 ml , zodat het ve r sch i l met de potent iometr i sche -0 , 32 ml be ­

draagt ; dit ve r sch i l zou erop wijzen dat bij de visuele t i t r a t i e het 

eindpunt nog niet volledig bere ik t is wanneer wordt afgelezen. 

(b) Proef met een zuiver peroxyde. 

Lauroylperoxyde ( I CH_(CH7)1 .CO -,0-) werd ge ­

kozen daar het een peroxyde is dat in visvetten wordt aangetroffen 

en dat tevens oplosbaar is in chloroform. 

Men lost 0, 2250 g lauroylperoxyde op in 100 ml 

chloroform ; daarvan wordt 10 ml genomen en v e r d e r volgens de ge ­

wone werkwijze behandeld. 

Figuur 2 geeft het ver loop van de t i t r a t i ekurve weer . 

Het volume dat overeens temt met het eindpunt i s 

4 ,18 ml . De visuele t i t r a t i e geeft 3,84 ml , zodat het v e r s c h i l - 0 , 34 ml 

bedraagt . 

Herhal ingen van de proeven (a) en (b) gaven een 

gemiddeld ve r sch i l van 0, 32 ml . 

Uit deze proeven blijkt dan ook dat bij de jodomet r i sche 

metode met een visuele t i t r a t i e ui tgevoerd een sys temat i sche fout van 

ongeveer 0,32 ml wordt gemaakt , hetgeen waarschi jnl i jk te wijten i s 

aan de absorpt ie van kleine hoeveelheden jodium door het aanwezig 

ze tmeel . Daar deze fout echter zee r konstant i s , speelt zij voor v e r ­

gelijkend onderzoek geen grote rol. 
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2. 2. 3. 2. Invloed _van_ee^_stJks^qfstroom_in_h^ 

^y£S2de_de_potent2omet_r2sche_ t i t r a t i e . 

(a) Proef met har ingext rakt . 

Door de t i t r ee rop loss ing in het t i t ra t ieva t wordt 

konstant een s t iks tofs t room geleid. 

Figuur 3 toont het ver loop van de twee t i t ra t iekurven . 

Het berekend eindpunt voor de t i t ra t i e onder stikstof geeft 3, 60 ml en 

ait voor de blanko 3, 65. Beide ekwivalentiepunten versch i l l en dan ook 

zee r weinig, hetgeen eveneens k laar uit de figuur is af te leiden. 

Opmerkenswaard ig is echter het feit dat de begin-

en eindpotentialen versch i l lend zijn bij een t i t r a t i e onder stikstof. Zij 

liggen nl. respekt ievel i jk 10 en 30 mV hoger zonder evenwel het 

ekwivalentiepunt te beïnvloeden. 

(b) Proef met lauroylperoxyde. 

Uit het ver loop van de kurven in figuur 4 w e e r g e ­

geven, blijkt opnieuw dat de twee eindpunten van de t i t r a t i e weinig 

verschi l len . De berekende waarden geven respekt ievel i jk 5,41 en 

5, 22 ml voor de t i t r a t i e s onder stikstof en in lucht. 

De begin- en eindpotentialen versch i l l en d a a r e n ­

tegen opnieuw gevoelig, nl. ca 20 mV. 

Bij vergeli jking van de kurven van het v i sext rak t 

en deze bekomen met een zuiver peroxyde merk t men echter op dat 

bij een zuiver peroxyde de kurve van de t i t r a t i e met stikstof onder 

deze zonder stikstof valt , terwij l bij een v isext rak t de kurve van de 

t i t ra t ie met stikstof boven deze zonder stikstof komt te liggen. Dit 
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ver sch i l i s waarschijnl i jk te ve rk la ren door de aanwezigheid van 

andere redoxsys temen in het v isext rakt die op verschi l lende wijze, 

door het al dan niet aanwezig zijn van zuurstof, worden betnvloed. 

Algemeen gezien echter kan men besluiten dat het 

t i t r e r e n onder stikstof van geen prak t i sch nut i s . 

2. 2. 3. 3. Invloed van de hoeveelheid gedes t i l leerd water voor het 

tit r e r e n _ t q ^ e v q egd. 

Zoals ve rmeld in de voorges te lde werkwijze (zie 

2. 2. 2. ), wordt vbbr het t i t r e r e n een hoeveelheid gedest i l leerd water 

toegevoegd om met ze tmee l een be ter omslagpunt te bekomen. 

De invloed van deze watertoevoeging op de t i t ra t i e 

werd onderzocht. 

(a) Proef met har ingext rakt . 

E r werden twee oplossingen van hetzelfde v i s ­

extrakt getest . Bij de ene oplossing werd 20 ml gedes t i l leerd water 

toegevoegd a lvorens te t i t r e r e n , bij de andere niet. Figuur 5 toont 

aan dat de twee t i t ra t iekurven een verschi l lend verloop kennen en dat, 

indien water wordt toegevoegd, het eindpunt v roeger wordt bereikt . 

De ekwivalentiepunten bedragen respekt ievel i jk 5,10 en 5,94 ml voor 

t i t r a t i e s met en zonder watertoevoeging. 

De beginpotentiaal van de oplossing met water l igt 

ongeveer 90 mV hoger dan dit zonder water ; de eindpotentialen v e r ­

tonen echter een ger inger ve r sch i l (ca 20 mV). 
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(b) Proef met lauroylperoxyde. 

Een analoog beeld wordt met een zuiver peroxyde 

bekomen (figuur 6). De ekwivalentiepunten bedragen respekt ievel i jk 

3, 73 en 5, 20 ml voor t i t r a t i e s met en zonder water . 

De beginpotentialen versch i l l en h ie r ook ongeveer 

met 90 mV, doch de eindpotentialen zijn p rak t i sch gelijk. 

De blankoproeven laten deze versch i jnse len nog 

be te r tot uiting komen. Figuur 7 geeft het ver loop van de potentiaal 

weer wanneer i. p. v. 10 ml extrakt 10 ml chloroform met of zonder 

watertoevoeging met Na_S-0- 0, 01 N wordt ge t i t ree rd . 

Zonder water wordt een duidelijke t i t r a t i ekurve 

bekomen met ekwivalentiepunt 1,00 ml . Met water stelt men dit v e r ­

schijnsel niet vast . Beide t i t r a t i e s versch i l l en aldus met 1,00 ml , 

hetgeen de resu l ta ten van de t i t r a t i e s met v isext rak t en l auroy l ­

peroxyde bevest igt die van dezelfde g roo t t e -o rde zijn ( respek t ieve­

lijk 0,84 en 1,47 mV). 

De invloed van de water toevoeging komt eveneens 

naar voren wanneer men een har ingext rak t met water i. p. v. Na_S?0 

" t i t r e e r t " (figuur 8). Bij toevoeging van water stijgt de potentiaal 

en bereikt met 20 ml een m e e r w a a r d e van 97 mV, hetgeen goed ove r ­

eenkomt met de v roege re t i t r a t i e s , nl. ca 90 mV (figuren 5 en 6). 

Uit deze proeven blijkt, dat voor de visuele t i t r a t i e 

de hoeveelheid toegevoegde water vr i j nauwkeurig moet worden gemeten. 

Bij een poten t iomet r i sche t i t r a t i e i s het toevoegen van water niet 

noodzakelijk, m a a r dan moet men rekening houden met een blanko-

waarde van ca 1 ml . 
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HOOFDSTUK III - Bepaling van de oxydatiegraad van vis met de 

th iobarb i tuurzuur - t es t (TBZ- tes t ) . 

3. 1. Reaktie van het TBZ met het door vetoxydatie ontstane malonal -

dehyde. 

De T B Z - t e s t bes taat in de vorming van een rood­

kleur ige verbinding door reakt ie van een water ige of zu re T B Z - o p ­

lossing met malonaldehyde. Malonaldehyde is de voornaamste kom-

ponent die met TBZ r e a g e e r t om het rode pigment te vormen. Deze 

oplossing vertoont een maximale extinktie bij 532 nm. 

In wate r ige oplossing komt het malonaldehyde hoofd­

zakelijk voor onder de v o r m van het enol tautomeer en beneden pH 4, 5 

treft men het m e e r en m e e r aan onder de vo rm van het cycl isch 

chelaat (21). 
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Er wordt mees t a l aangenomen, dat de vorming van 

de rode TBZ-kleurs tof gebeurt door kondensat ie van 2 mol TBZ met 

1 mol malonaldehyde met afsplitsing van 2 mol H-O en met vorming 

van een gekonjugeerd sys t eem (22) (23) : 

N ^ 

-c ' 
j N . 

^ C ^ 

OH 

C-OH 
ji 

CH 
+ 0 ^ C - H C , - C ^ 0 

H - ^ ^ H 

H 
- 2 H

2
0 J 



- 27 -

N N 

/ \ ^ \ 
S=C C-OH HO-C C-SH 

N C=CH-CH=CH-C N 

I I 

OH OH 

Door Schmidt (24) en Sinnhuber (2 5) kon worden 

;.jetoond, dat zowel geoxydeerde vetten als malonaldehyde met 

TBZ een kleurs tof geven van dezelfde scheikundige samenste l l ing . 

E r ontstaat v e r d e r een kleurs tof met hetzelfde ext inkt iemaximum 

en met dezelfde extinktiekurve onder dezelfde omstandigheden met 

het 1 , 1 , 3 , 3 , te t rae thoxypropaan (TEP). Het T E P spl i ts t i m m e r s 

door zure hydrolyse kwantitatief in malonaldehyde eri ethanol : 

C-HIO 0C o H c 0 0 
2 5 \ / 2 5 ^ yy 

CH-CH 0 -CH H.O C-CH_-C +4 C o H c 0H 
y 2 \ ?_> S 2 ^ 2 5 

C o H c 0 0C o H c H + H ^ H 
C. O C D 

T E P kan dan ook a l s s tandaardstof i. p. v. ma lona l ­

dehyde worden gebruikt . 

3. 2. Storende verbindingen. 

De aanwezigheid van bepaalde stoffen, zoals su ikers 

en carbonylverbindingen andere dan malonaldehyde, kunnen geel ge­

kleurde in te r fe re rende verbindingen geven met ext inkt iemaxima in het 

gebied van 450 tot 490 nm. De aanwezigheid van zuurstof onder de 

v o r m van peroxyden, malonaldehyde-der ivaten en koolhydraten kunnen 

een s torende invloed hebben (26) (27). 
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Tenslot te dient er nog op gewezen te worden, dat 

bepaalde kationen (bv Cu en Fe (28) (29), alsook sommige e i ­

witten (bv. myosine) (30) eveneens s torend kunnen inwerken. 

3. 3. Uitvoering. 

Voor v isser i jprodukten werden vooral twee metoden 

voorgeste ld , nl. de metode van Yu en Sinnhuber (26) en de metoden 

van Tar l adg i s et al . (31). 

Bij de metode van Yu en Sinnhuber grijpt de 

reakt ie van TBZ me t malonaldehyde r e c h t s t r e e k s p laa ts onder r e ­

flux, terwij l bij de metode van Tar ladg i s et al . e e r s t een des t i l ­

latie wordt toegepast . In een l a t e re publikatie stelden Tar ladg i s 

et al . (32) echter voor op bepaalde voedingswaren eveneens de be ­

paling r e c h t s t r e e k s , m a a r zonder ve rwarming toe te passen . 

Daar uit l a t e re onderzoekingen (zie 3. 2. ) i s ge­

bleken dat ta l r i jke stoffen kunnen storen en daar bovendien de 

r e c h t s t r e e k s e metode van Yu en Sinnhuber minder handiger voorkwam, 

werd verkozen voo ree r s t de dis t i l la t iemetode van Tar l adg i s et al. 

aan en onderzoek te onderwerpen. De studie van de r e c h t s t r e e k s e 

extrakt iemetoden zal het voorwerp van een volgende publikatie 

uitmaken. 

3 . 3 . 1, Reagentia. 

-3 
- T E P - s t a n d a a r d of stockoplossing : 10 M te t rae thoxypropaan in 

gedis t i l l eerd water of 0,2204 g T E P per l i te r . Deze oplossing 

wordt voor gebruik verdund. Zij kan gedurende 1 week in een 

koelkast worden bewaard (31). 
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- T B Z - r e a g e n s : O, 02 M in H O of 2,883 g/ 1 H O . Het TBZ 

wordt door v e r w a r m e n in een w a r m waterbad in oplossing gebracht . 

Het reagens wordt elke dag v e r s bere id . 

- Tr ichlooraz i jnzuuroploss ing (TCA) : 7, 5 % in water . 

- Ant ischuimmiddel : UCB 1801. 

3. 3. 2. Werkwijze. 

Vijf ml malonaldehyde-oplossing worden met 5 ml 

T B Z - r e a g e n s in proefbuizen van 15 x 1,6 cm met schroefdop b e ­

handeld. De k leur in tens i te i t wordt bij 520nm gemeten. Voor deze 

proeven werd een Coleman Jun ior - spek t ro fo tomete r met ronde kuvetten 

van 19 mm d iamete r gebruikt. 

3. 3. 3. Tempera tuu r en duur van de kleurontwikkeling. 

Tar ladg i s et al . (32) bes tudeerden d ive r se t e m p e r a ­

tu ren en ontwikkelingstijden en stelden volgende overeenkomst tussen 

beide faktoren bij de maximale extinktie vast : 

+ 20° C (kamer tempera tuur ) 

370C 

so-c 
70oC 

100oC 

900 

480 

360 

125 

40 

m i n 

m i n 

m i n 

m i n 

De au teurs geven dan ook op dat de bepaling het 

gemakkeli jkst bij k a m e r t e m p e r a t u u r wordt ui tgevoerd, m a a r onder ­

lijnen dat bij elke t empera tuu r de ijkkurve dezelfde i s . Tijdens de 

h i e r beschreven proeven werd dit echter niet vas tgeste ld . Bij 20° C 

werden lagere waarden bekomen (figuur 9) en was de r e p r o d u c e e r b a a r -
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held lager . 

Daarenboven bleek de k leur in tens i te i t ook na 15 uur 

nog geleidelijk te verhogen : na v ier bijkomende uren bedroeg de 

stijging 10 a 15 %. 

Bij 100oC (kokend waterbad) werden gunstiger r e ­

sultaten genoteerd en werd vas tges te ld dat de maximale extinktie na 

40 min wordt ve rk regen (tabel 7), hetgeen de proeven van Tar ladgis 

et al . (32) bevest igt . 

Tabel 7. - Invloed van de reakt ieduur op de kleurontwikkeling 

(extinktie) bij 100° C. 

Koncentrat ie 
malonaldehyde 
(/tg/5 ml) 

2, 16 

1.44 

0, 72 

20 min 

0, 313 

0,218 

0, 114 

40 min 

0, 330 

0,232 

0, 121 

60 min 

0,329 

0,232 

0, 123 

80 min 

0,331 

0,233 

0, 120 

Men bemerk t dat na 40 min de tijd niet nauw­

keurig in acht dient te worden genomen. De kleur na afkoelen 

is daarenboven stabiel en dient niet onmiddellijk te worden gemeten. 

3. 4. Dest i l la t ie van malonaldehyde. 

3. 4. 1. Appara tuur . 

Voor de dest i l la t ie gebruiken Tar ladg i s et al . (31) 

een gewoon Kje ldah l - s toomdes t i l l a t i e -apparaa t ; 50 ml des t i l l e ren 

hierbi j over in 10 min met een rendement van 66 a 70 % (gemiddeld 

68 %). malonaldehyde. 
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Dezelfde au teurs toonden aan dat de dest i l la t ie 

zo snel mogelijk dient te gebeuren, m. a. w. dat het aanwezige 

malonaldehyde zo vlug mogelijk moet overkomen, daar een zeke re 

vetoxydatie bij langere ve rwarmingsper ioden bij lage pH optreedt . 

Tijdens deze proeven werd verkozen de s toom­

de s t i l la t ieappara tuur van Antonacopoulos te gebruiken (33) (figuur 10). 

De voordelen van dit apparaa t t. o. v. de m e e s t e bekende toes te l len 

zijn : 

- Het des t i l leerva t is r e ch t s t r e eks in de s toomgenera tor geplaatst . 

Hierdoor wordt de te onderzoeken vis vooraf door de wa te rman te l 

( s toomgenera tor) v e r w a r m d en is niet aan koude lucht blootgesteld. 

Op deze wijze wordt het mons t e r niet door kondenswater verdund, 

hetgeen de des t i l la t ie aanzienlijk versne l t en m e e r r ep roducee rbaa r 

maakt . 

- De dest i l la t ie begint aanstonds na het sluiten van de k raan van de 

s toomgenera tor en houdt onmiddellijk op bij het t e rug openen. 

Daarbij wordt het aanzuigen van het mons te r in de s toomgenera tor 

vermeden . 

- De dest i l la t ie i s z e e r r ep roducee rbaa r : zo komen 100 ml over in 

in gemiddeld 9 min 53 sec met een variat iekoëfficient van 1,5 % 

(bepaald op 20 proeven) . 

- Het apparaat is z ee r handig en door middel van slijpstukken ge­

makkeli jk uit e lkaar te nemen en te reinigen. 

3. 4. 2. Werkwijze. 

Men pipeteer t 10 ml malonaldehyde- (of T E P - ) 

oplossing in het des t i l l ee rva t . Men brengt de pH op 1, 5 (zie 3 .4 .4 .3 . ) . 
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met HC1 1 N en voegt enkele druppels ant ischuimmiddel toe. Men 

des t i l l ee r t 100 ml over en voert de TBZ- t e s t op 5 ml uit. 

3. 4. 3. Rendement. 

De hoeveelheid overgedes t i l l ee rd malonaldehyde 

werd vijfmaal op vijf oplossingen met stijgende koncent ra t i es bepaald 

(tabel 8). 

Tabel 8. - Hoeveelheid malonaldehyde in 100 ml dest i l laa t . 

Teore t i sche hoeveelheid % teruggevonden Variatiekoefficiënt 

^ g / 5 ml) (%) 

0,72 95,1 2,1 

1,44 93 ,4 1,8 

2 ,16 91 ,0 2 ,2 

2,88 94 ,3 2,0 

3,60 9 1 , 5 2,6 

Het gemiddeld rendement bedraagt aldus 93, 0 % 

met een variatiekoêffici 'ênt van 2, 1 %. 

Het rBndement voor zuiver malonaldehyde is aldus 

veel hoger dan door Tar ladg i s et al. (31) opgegeven, nl. gemiddeld 

68 % in 10 min des t i l la t ie . 

Op te merken valt hierbi j dat e r in de e e r s t e 

50 ml gemiddeld 80 % overkomt. 

3. 4. 4. Des t i l la t ie -metoden. 

Voor de dest i l la t ie kan men in pr inc ipe gebruik 

maken van een water ig f i l t raat , een eiwitvri j f i l t raat (TCA-extrakt ) , 



- 33 -

gemalen vis en v isbr i j (met water gehomogeniseerde vis) . Deze 

verschi l lende vo rmen werden ui tgetest . Er valt h ierb i j te noteren, 

dat Tar ladg i s et al. (32) voor v lees de laa t s te metode hebben voor ­

gesteld. 

3. 4. 4. 1. Wate|ig__£iltraat. 

40 g vis worden met 200 ml water gehomogeniseerd 

en gef i l t reerd ; 20 ml f i l t raat worden dan met HC1 1 N op pH 1,5 ge­

bracht en aan de s toomdest i l la t ie onderworpen. De T B Z - tes t wordt 

dan op 5 m l des t i l laa t uitgevoerd. 

Alhoewel het rendement bevredigend was bij t oe ­

voegen van T E P (90 a 103 % met een gemiddelde van 98 % werd 

teruggevonden), bleek deze metode niet geschikt voor de praktijk. 

Inderdaad, het f i l t re ren duurt mees t a l lang, voora l bij vette en 

halfvette v i s soo r t en , en het r i s iko van v e r d e r e oxydatie onder in­

vloed van de luchtzuurstof is dan ook groot. 

3. 4. 4. 2. J .QA-f i l t r aa t 

Dezelfde werkwijze als voor het water ig f i l traat 

wordt gevolgd, m a a r i. p. v. water wordt TCA 7, 5 % gebruikt. 

Om na te gaan ofmalonaldehydekwantitat ief werd 

overgedes t i l leerd , werd een reeks proeven met d ive r se v i ssoor ten 
-5 

uitgevoerd waarb i j te lkens 10 ml T E P 2. 10 M bij 20 ml f i l t raat 

werden gevoegd. 

Het rendement was onregelmat ig en v a r i e e r d e 

tussen 70 en 85 %, zodat deze werkwijze niet geschikt bleek te zijn. 
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3. 4. 4. 3. Gemalen _vis. 

Volgens de te verwachten oxydat iegraad wordt 5 a 

20 g in de v leesmolen gemalen vis gebruikt ; in de mees te gevallen is 

10 g een geschikte hoeveelheid. De pH wordt op 1,5 gesteld door ad­

ditie van HC1 1 N ; tevens worden enkele druppels ant ischuimmiddel toe­

gevoegd. Men des t i l l ee r t 100 ml over en voer t de TBZ- tes t op 5 ml uit. 

- Invloed van de pH in het des t i l leerva t en van de dest i l leert i jd. 

Het aanzuren van het v i smons t e r is noodzakelijk voor 

de malonaldehyde-vr i j s te l l ing . Tar ladgis et al . (31) toonden aan, dat 

de pH een rol speelt en voor v lees best bij pH 1,5 wordt gewerkt. Zij 

vonden ook dat de des t i l la t ie zo vlug mogelijk en bij maximale hi t te 

dient te gebeuren, daar bij l angere des t i l la t ieper ioden het mons t e r wordt 

geoxydeerd en bi jkomstig malonaldehyde vr i jkomt, hetgeen de resu l ta ten 

verva ls t . 

Beide faktoren werden op har ing , rode z e e b a a r s , 

kabeljauw, hondstong en doornhaai van uiteenlopende oxydatiegraad 

onderzocht . Daar o r iën te rende proeven met pH 's van 0,5 tot 2 hadden 

aangetoond dat de proeven bes t in het pH-gebied 1 - 1,5 worden u i tge­

voerd, werd besloten de invloed van deze twee pH ' s m e e r in detai l te 

bes tuderen. Drie des t i l la t ief rakt ies van te lkens 100 ml , overeenkomend 

met 3 x 10 min werden daarbi j getest . De proeven werden te lkens 

t ienmaal herhaa ld . De gemiddelde resul ta ten zijn in tabel 9 ve rmeld . 

De ext inkt iewaarden voor de e e r s t e fraktie van 100 m l bij pH 1 werden 

op 100 % gesteld. 

Uit deze resul ta ten blijkt, dat in de ee r s t e fraktie 

van 100 m l de groots te hoeveelheid malonaldehyde overkomt (60 a 75 %). 

Om bovenvermelde redenen zal in de 2e en 3e fraktie waarschijnl i jk 

nieuwvorming van malonaldehyde plaatsgr i jpen. Om deze reden is het 

voor de prakti jk ge raadzaam zich aan de e e r s t e fraktie van 100 m l te 

houden. 



Tabel 9. - Invloed van de pH en de 

Des t i l l a t ie -
Vissoor t f rakt ies 

van 100 ml 

Haring 1 e 
(Clupea harengus L) 2e 

3e 

Rode z e e b a a r s Ie 
(Sebastes m a r i n u s L) 2e 

3e 

Kabeljauw Ie 
(Gadus morhua L.) 2e 

3e 

Hondstong Ie 
(P leuronec tes 2e 

cynoglossus L) 3e 

Doornhaai Ie 
(Squalus acanthias L) 2e 

3e 

(*) E e r s t e fraktie van 100 ml bij 

de s t i l leer t i jd op de TBZ-be 

pH 1 

Gemiddelde E in %(*) 
E 

0,340 100 
0,085 25 ,0 (18 ,2 -33 .5 ) 
0,031 9 ,7 (6 ,6 -12 ,2 ) 

0,144 100 
0,034 23 ,6 (16 ,9 -27 ,4 ) 
0,016 11 ,1 (8 ,9 -15 ,3 ) 

0,060 100 
0,016 26 ,7 (20 ,1 -34 ,7 ) 
0,008 13 ,3 (9 ,9 -16 ,5 ) 

0,088 100 
0,026 29 ,5 (21 ,0 -36 ,6 ) 
0,013 14 ,7 (10 ,1 -19 ,0 ) 

0,120 100 
0,020 16 ,7 (8 ,4 -24 ,0 ) 
0,010 8 ,3 (5 ,0 -12 ,5 ) 

1 = 100 % ; l aags te en hoog 

PH 1,5 

Gemiddelde E in %(*) 
E 

0,409 120,3(110,4-132,5) 
0,084 24,7(20,2-29,3) 
0,028 8,2(7,0-10,1) 

0,200 138.7(126,0-150,5) 
0,040 27 ,7 (24 ,7 -29 ,3 ) 
0,016 11 ,1 (8 .5 -15 ,2 ) 

0.064 106,7(103,4-111,5) 
0,012 20 ,0 (15 ,3 -26 ,1 ) 
0,004 6 , 9 ( 5 , 0 - 9 , 2 ) 

0,104 118,2(110,2-128,4) 
0,027 30 ,7 (25 ,3 -35 ,6 ) 
0 ,013 14 ,7 (9 ,8 -18 ,8 ) 

0 ,152 126,7(113.4-140,1) 
0,026 21 ,7 (16 ,9 -25 ,8 ) 
0,010 8 ,3 (6 ,9 -10 ,7 ) 

te waarden tussen haakjes . 
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Bij pH 1,5 worden duidelijk hogere waarden bekomen 

(gemiddeld 22 %). Op te merken valt hierbi j dat deze ve rmee rde r ing 

prak t i sch uitsluitend op de e e r s t e fraktie slaat . Uit deze proeven kan 

besloten worden dat 100 ml dest i l laat (10 min dest i l la t ie) en een pH 

van 1, 5 de beste resu l ta ten geven. 

3. 4. 4. 4. YLsbriJ. 

Volgens de te verwachten oxydat iegraad worden 

5 a 10 g v isv lees gedurende 2 min met 25 ml water in een mixer 

gehomogenizeerd. De br i j wordt met 25 ml water kwantitatief in de 

desti l lat iekolf gebracht en op pH 1,5 gesteld. De r e s t van de proef 

verloopt zoals bij gemalen vis . 

Teneinde een be te r inzicht in de waarde van beide 

metoden te bekomen, werden op vijf v i ssoor ten (kabeljauw, rode z e e ­

b a a r s , har ing , hondstong en doornhaai) zes vergel i jkende proeven t u s ­

sen de TBZ-bepal ingen op gemalen vis en op v i sb r i j uitgevoerd. De 

resu l ta ten , die in figuur 11 grafisch zijn weergegeven, duiden op een 

goede k o r r e l a t i e , en dit voor alle v i ssoor ten . De korrela t iekoeff i -

cient bedroeg 0, 978 en was zee r signifikant. 

De waarden van v isbr i j blijken ongeveer 1,65 maa l 

hoger te liggen dan voor gemalen v is . Om reden van de zee r goede 

ko r r e l a t i e i s echter deze laa ts te metode, die eenvoudiger i s uit te 

voeren, te verk iezen . 

3.4.4. 5. B | s lu i t . 

De dest i l la t iemetode die ve rme ld is in 3 . 4 . 4 . 3 . 

(10 g v is , pH 1,5, 100 ml dest i l laat) blijkt voor de praktijk het 

mees t geschikt te zijn. 
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Samenvatting. 

Na een bespreking van de voornaamste visl ipiden en 

van de autoxydatie wordt v o o r e e r s t de peroxyde- index behandeld. De 

jodometr i sche metode, toegepast op een chloroformextrakt , werd ui t ­

getest en op punt gesteld. Hierbi j werden de invloed van het toevoegen 

van water t i jdens de t i t r a t i e , van de reageer t i jd en van de luchtzuurstof 

onderzocht. De hoeveelheid water dient nauwkeurig gemeten te worden, 

de optimale reageer t i jd bedraagt 10 min en de nadelige invloed van de 

luchtzuurstof kan worden ve rmeden door een antioxydans (BHT) aan 

de chloroform toe te voegen. Het doorbor re len van stikstof t i jdens 

de extrakt ie van de vetten is h ierbi j van geen nut. 

De peroxyde-index kan ook potent iometr i sch worden 

bepaald. Hierbi j is het niet nodig water voor de t i t r a t i e toe te voegen 

of te werken in een st ikstofatmosfeer . 

Vervolgens werd de bepaling van de oxydatiegraad 

van vis met de th iobarb i tuurzuur - tes t (TBZ- tes t ) met behulp van een 

dest i l la t ie techniek bestudeerd. De kleurontwikkeling blijkt het best 

bij 100° C door te gaan (40 min). Bij het gebruik van het des t i l l a t i e ­

apparaa t van Antonacopoulos wordt in 100 ml dest i l laat (10 min) ge­

middeld 93 % malonaldehyde gedoseerd. Als mons t e r kan gemalen 

vis of v isbr i j (in de mixer met water gemalen vis) worden gebruikt. 

Bij het gebruik van v i sbr i j worden waarden bekomen die ca 1,65 maal 

hoger liggen dan bij gemalen vis. Daar de kor re l a t i e echter zeer 

goed is (korrelat iekoëfficient 0,978), is deze laa t s te metode te v e r ­

kiezen : zij is i m m e r s eenvoudiger uit te voeren. 

De pH in het des t i l l ee rva t tenslot te wordt het best 

op 1,5 geste ld en een hoeveelheid dest i l laat van 100 m l i s aan te 

raden. 
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Fig. A : POTENTIOMETRISCHE TITRATE 

VAN LAUROYLPEROXDE 
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Fig 5 = POTENTIOMETRISCHE TITRATIE VAN 

EEN HARINGEXTRAKT 
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Fig. 6 : POTENTIOMETRISCHE TITRATE VAN 

E(mV) LAUROYLPEROXYDE 
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Fig. 7 POTENTIOMETRISCHE TITRATIE VAN EEN HARINGEXTRAKT 
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Fig. 10 STOOM DESTILLATIE-APPARAAT VOLGENS ANT0NAC0P0UL05 

A : DESTILLEERVAT 

B : STOOMGENERATOR 

C : TRECHTER MET KRAAN 



Fig.11 KORRELATIE TUSSEN TBZ - BEPALINGEN 

VAN GEMALEN VIS EN VISBRIJ 
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