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INLEIDING EN PROBLEEMSTELLING

I n  de d i s t r i b u t i e -  en  v e r w e r k i n g s s e k t o r  v a n  v i s  en v i s s e r i j p r o -  
d u k t e n  l e v e r e n  de  v e r p a k k i n g  en  de p r e s e n t a t i e  van  de p r o d u k t e n  
nog  s t e e d s  b i j z o n d e r e  m o e i l i j k h e d e n  op,  v o o r n a m e l i j k  omdat de 
koopgew oon ten  en  de k o o p e i s e n  v a n  de v e r b r u i k e r  van  v o e d in g s w a 
r e n  s t e r k  e v o l u e r e n .  De konsum ent  s t e l t  s t e e d s  h o g e r e  e i s e n  t e n  
a a n z i e n  v an  de  k w a l i t e i t ,  de p r e s e n t a t i e  en  h e t  a s s o r t i m e n t  en 
h i j  g a a t  u i t z i e n  n a a r  s n e l l e  a a n k o o p m o g e l i j k h e d e n  van  b i j  v o o r 
k e u r  ' p a n k l a r e '  p r o d u k t e n .

Een en  a n d e r  i s  o o r z a a k  en g e v o l g  v a n  de opkomst v a n  z e l f b e d i e -  
n i n g s z a k e n  en  v a n  de v e rk o o p  v a n  v o o r v e r p a k t e  p r o d u k t e n .  Voor 
d i v e r s e  v o e d i n g s m i d d e l e n  b e s t a a t  r e e d s  e e n  u i tg e b o u w d  s t e l s e l  van  
v o o r v e r p a k k i n g .  V e rse  v i s  en v i s s e r i j p r o d u k t e n  b l i j v e n  op deze  
s t r o m i n g  e n i g s z i n s  a c h t e r ,  hoew el  i n  v e l e  l a n d e n  -  e n  ook i n  
B e l g i ë  -  meer en  meer  p o g i n g e n  worden ondernomen om ook v o o r  d e z e  
p r o d u k t e n  de v o o r v e r p a k k i n g  in g a n g  t e  d o e n  v i n d e n .

De d e t a i l v e r k o o p  van  v i s  en  v i s s e r i j p r o d u k t e n  i s  momentee l  n i e t  
l a n g e r  meer  u i t s l u i t e n d  de  zaak  van de g e v e s t i g d e  v i s w i n k e l s ,  
de  l e u r h a n d e l  en  de  o p e n b a re  v i s m a r k t e n ;  i n  de  j o n g s t e  j a r e n  i s  
immers ook e en  a a n z i e n l i j k  p e r c e n t a g e  v a n  de v e rk o o p  aan  de  Sek
t o r  v an  de  g r o o t w a r e n h u i z e n  en  z e l f b e d i e n i n g s z a k e n  t e n  d e e l  g e 
v a l l e n .  De o n t w i k k e l i n g  v a n  de  d i e p v r i e s i n d u s t r i e  v o o r  v i s  g a f  
de e e r s t e  s t o o t  t o t  d e z e  e v o l u t i e .

De tw eede  s t a p  werd  g e z e t  d o o r  de m o d e r n i s e r i n g  van  d e  v e r k o o p -  
vorm en ,  w a a r o n d e r  a i s  v o o r n a a m s te  h e t  s y s t e e m  v a n  de  v o o r v e r p a k 
k i n g  t e  v e r m e ld e n  v a l t .

De i d e e  v a n  de  v o o r v e r p a k k i n g  v an  v i s  i s  i n g e g e v e n  d o o r  de  b e h o e f t e  
v a n  de  v o e d i n g s a f d e l i n g  v a n  z e l f b e d i e n i n g s b e d r i j v e n ,  i n  de a f d e 
l i n g  v i s ,  p r o d u k t e n  aan  t e  b i e d e n  d i e  d o o r  de  k l a n t e n  kun nen  w or
d e n  g e k o z e n  en  g e k o c h t  z o n d e r  de h u l p  v an  v o o r  v i s  g e k w a l i f i c e e r d  
p e r s o n e e l .  Het i s  d a n  ook b e g r i j p e l i j k  d a t  de  b e l a n g s t e l l i n g  v a n  
z e l f b e d i e n i n g s w i n k e l s  en  g r o o t w a r e n h u i z e n  n a a r  v o o r v e r p a k t e  v i s  
u i t g a a t .

Nu k a n  de  v o o r v e r p a k k i n g  zowel  k w a n t i t a t i e f ,  a i s  k w a l i t a t i e f  de 
v i s s e r i j s e k t o r  t e n  goede  komen. Het v i s v e r b r u i k  l i g t  i n  B e l g i ë  
e e r d e r  op een  l a a g  n i v e a u ,  z o d a t  a l l e s  w a t  e r t o e  kan  l e i d e n  om de
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v i s  n a d e r  t o t  de  konsum ent  t e  b r e n g e n ,  i n  e e n  g u n s t i g e  z i n  w e r k t ;  
h e t  v e r m e n i g v u l d i g e n  van  de v e r k o o p p u n t e n  en  -vo rm en  v e r g r o o t  
de k a n s e n  t o t  k o o p im p u l s e n .  V e r d e r  kan  de  v o o r v e r p a k k i n g  t o t  een  
b e t e r e  p r e s e n t a t i e  van  h e t  p r o d u k t  b i j d r a g e n ,  z o d a t  d e  v a l o r i 
s a t i e  v a n  de v i s  i n  b e t e k e n i s  g a a t  winnen» Deze k w a n t i t a t i e v e  
en k w a l i t a t i e v e  o n t p l o o i i n g  v an  de m a rk t  vormt t r o u w e n s  e e n  a l 
gemeen p u n t  v an  a k t i e .  Met de s t i j g i n g  v an  h e t  inkomen d a a l t  
n o r m a l i t e r  h e t  p e r c e n t a g e  v a n  h e t  inkomen d a t  a an  v o e d in g s w a r e n  
w o r d t  b e s t e e d ,  z o d a t  n a a r  m eto d en  w o rd t  g e s t r e e f d  om de u i t g a 
v en  v o o r  v o e d i n g s m i d d e l e n  t e  doen  s t i j g e n »  Deze m eto d en  hebben
o.m» b e t r e k k i n g  op de  v e r b e t e r i n g  v a n  de k w a l i t e i t ,  de  s e r v i c e ,  
de  v e r w e r k i n g  en de v e rp a k k in g »

E r  kan  worden  v o o r o p g e s t e l d  d a t  h e t  v o o r v e r p a k k i n g s s y s t e e m  van  
v i s  aan  de  v o l g e n d e  e i s e n  k a n  v o l d o e n  s

-  de v i s  w o rd t  h y g i ë n i s c h  en a fd o e n d e  b e sch e rm d  ( b v .  t e g e n  s t o f ,  
a a n r a k i n g  met h a n d e n ) ,  h e t g e e n  h e t  v e r t r o u w e n  van  de k o p e r  v e r 
h o o g t  ,

-  de  k l a n t  kan  v r i j  k i e z e n  en  h o e f t  n i e t  t e  w a ch te n  op b e d i e n i n g ,
-  de p r i j s  en h e t  g e w i c h t  z i j n  v o o r a f  b e k en d  en  h e t  ru im e  a s 

s o r t i m e n t  i s  a a n  de e i s e n  v a n  de  k o p e r  t e n  a a n z i e n  v a n  s o o r t ,  
g e w i c h t ,  g r o o t t e  e n z » » ,  a a n g e p a s t ,

-  de v o o r v e r p a k t e  v i s  b i e d t  e e n  n e t t e  a a n b l i k ,  g e e f t  g e e n  g e u r  
en  v o c h t  a f  en  kan  met a n d e r e  waren  i n  e e n  b o o d s c h a p p e n t a s  
w orden  g e b o r g e n ,

-  de  v o o r v e r p a k t e  v i s  vorm t  e e n  g e m a k k e l i j k  en  v l u g  v e r k o o p b a a r  
p r o d u k t  en l a a t  e e n  b e t e r e  p e r s o n e e l s b e z e t t i n g  e n / o f  e e n  p e r -
s o n e e l s b e s p a r i n g  toe»

Het v o o r v e r p a k k e n  v a n  v i s  r o e p t  e c h t e r  e e n  g e h e l e  p r o b l e m a t i e k  
op d i e  t e  w i j t e n  i s  aan  de  d i v e r s i t e i t  v a n  h e t  v e r p a k k i n g s m a t e 
r i a a l ,  de v e r s d h e i d e n h e i d  v an  de  g r o n d s t o f  en  de  g e v o e l i g h e i d  v a n  
de  b e w a a r o m s ta n d ig h e d e n .  Deze d r i e  f a k t o r e n  o e f e n e n  v a n z e l f 
s p r e k e n d  een w i s s e l w e r k i n g  op e l k a a r  u i t ,  w a a r b i j  dan  k r u c i a a l  
i s ,  de  k e n n i s  v an  de i n t e r a k t i e  t u s s e n  v e r p a k k i n g s m a t e r i a a l  en  
g r o n d s t o f  i n  f u n k t i e  van  de  b e w a a r o m s t a n d i g h e d e n .

Een u i t g e b r e i d e  m a r k t s t u d i e  h e e f t  u i t g e w e z e n  d a t  t a i  v a n  f i l m s  
v o o r  h e t  v o o r v e r p a k k e n  v an  v o e d i n g s w a r e n  w orden  a an g e w en d . De 
m e e s t  voorkomende v e r p a k k i n g s f o l i e s  v o o r  v i s  z i j n  de  c e l l o f a a n
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en  de P o l y v i n y l c h l o r i d e  (PVC), De PVC w o rd t  a i s  k r i m p f i l m  en  
a l s  r e k f i l m  g e b r u i k t .  Al d eze  f i l m s  h e b b en  e e n  l a g e  w a te rd a m p -  
d o o r l a a t b a a r h e i d  d i e ,  g e z i e n  h e t  hoge v o c h t g e h a l t e  v a n  v i s ,  
g e en  b e l a n g r i j k e  r o l  z a l  s p e l e n  g e d u re n d e  h e t  v i s b e d e r f .  De g a s -  
p e r m e a b i l i t e i t  d a a r e n t e g e n  i s  s t e r k  v e r s c h i l l e n d  en i s  t e v e n s  een  
p r i m e r e n d e  f a k t o r  g e d u re n d e  h e t  b e w a re n  v a n  v o o r v e r p a k t e  v i s .

De d o e l s t e l l i n g  v an  d e ze  s t u d i e  l i g t  d an  ook i n  h e t  o q p s t e l l e n  van  
e en  b e d e r f k u r v e  v an  de v i s  i n  f u n k t i e  v an  de  g a s p e r m e a b i l i t e i t  
v an  de  f i l m s  en i n  f u n k t i e  van  de  b e w a r i n g s t e m p e r a t u u r . V e r v o l 
gens  w o rd t  de  t o e p a s s i n g s m o g e l i j k h e i d  v a n  de  b e d e r f k u r v e  u i t g e 
t e s t  op e n k e l e  v e r p a k k i n g s f i l m s  d i e  v e r s c h i l l e n  v an  d e z e  d i e  w or
den  aangewend v o o r  h e t  opmaken v an  de  b e d e r f k u r v e .

De f i l m  d i e  d o o r  de b e d e r f k u r v e  a l s  b e s t  g e s c h i k t e  i s  a a n g e g e v e n  
w o rd t  i n  h e t  o n d e r z o e k  V e r d e r  g e b r u i k t  om de i n v l o e d  v a n  h e t  
k r i m p e n ,  de  i n v l o e d  v a n  de v e r p a k k i n g s f i l m  en  de  t o e v o e g i n g  van  
e n k e l e  b e w a a r s t o f f e n  t e  b e s t u d e r e n .

Gans d i t  o n d e rz o e k  g e s c h i e d t  met h e t  oog op h e t  v e r z a m e l e n  van  
normen w a a ra a n  de  f i l m  moet v o l d o e n  t e n  e i n d e  a l s  " b e s t  g e s c h i k t e ’ 
t e  kunnen  worden  v o o r o p g e s t e l d  v o o r  h e t  v o o r v e r p a k k e n  v an  v e r s e  
v i s .  Deze g e g e v e n s  z i j n  d i e n s t i g  v o o r  de opbouw v an  e e n  o p t i m a a l  
v e r p a k k i n g s p r o f i e l  en h e t  u i t w e r k e n  v an  h e t  o p t i m a l e  k w a l i t e i t s -  
p a t r o o n  v a n  de g r o n d s t o f .

Om de k w a l i t e i t  v a n  de v o o r v e r p a k t e  v i s  t e  kunnen  b e o o r d e l e n  moet 
b e r o e p  worden g e d a a n  op o b j e k t i e v e  k w a l i t e i t s b e p a l i n g s m e t o d e n .  
G edurende  d e ze  s t u d i e  worden 3 b a k t e r i o l o g i s c h e  m eto d en  en  2 
c h e m is c h e  m etoden  t o e g e p a s t .  Ais  s c h e i k u n d i g e  a n a l y s e m e t o d e n  w o rd t  
h e t  d o s e r e n  v an  de  t o t a l e  h o e v e e l h e i d  v l u c h t i g e  b a s i s c h e  s t i k 
s t o f  (TVB) en van  h e t  t r i m e t h y l a m i n e g e h a l t e  (TMA) aangew end .  Deze 
c h em isch e  b e p a l i n g e n  worden  v e e l v u l d i g  t o e g e p a s t  i n  o n d e r z o e k i n g e n  
b e t r e f f e n d e  de k w a l i t e i t  van  v i s  en v i s s e r i J p r o d u k t e n .  N i e t t e m i n  
w orden  d e z e  m e to d en  n og m aa ls  u i t g e t e s t  op hun  t o e p a s s i n g s m o g e l i j k 
h e d en  i n  d e  s t u d i e  o v e r  h e t  v o o r v e r p a k k e n  v a n  v i s .

De b a k t e r i o l o g i s c h e  a k t i v i t e i t  h e e f t  e en  b i j z o n d e r e  b e t e k e n i s  i n  
h e t  b e d e r f  van  v i s  en menig o n d e r z o e k e r  i s  v an  o o r d e e l  d a t  een  nauw
k e u r i g e  k e n n i s  v a n  de b a k t e r i ë n  en hun w e r k in g  i n  h e t  v i s v l e e s  
a i s  een  goede  k w a l i t e i t s i n d e x  kan  d i e n e n .
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Over de b a k t e r i o l o g i s c h e  m etoden  b e s t a a t  e r  b i j  de v e r s c h i l l e n d e  
o n d e r z o e k e r s  w e i n i g  e e n v o r m ig h e id  wat b e t r e f t  de v o e d in g s b o d e m ,  
de z u u r t e g r a a d ,  de  i n k u b a t i e t e m p e r a t u u r  en  - t i j d ,  de  t e c h n i e k  en 
de p l a a t s  van  m ons te rnem ing»  Sommige o n d e r z o e k e r s  g e b r u i k e n  me
t o d e n  d i e  e c h t e r  op b e p e r k t  o n d e rz o e k  z i j n  g e s t e u n d »  A nderen  g e 
b r u i k e n  m etoden  d i e  worden t o e g e p a s t  b i j  h e t  m i k r o b i o l o g i s c h  on
d e r z o e k  v a n  m e lk ,  v l e e s  o f  w a te r »  B i j g e v o l g  i s  h e t  dan  ook van  
u i t z o n d e r l i j k  b e l a n g  d a t  d e ze  b a k t e r i o l o g i s c h e  b e p a l i n g s m e t o d e n
op p u n t  worden g e s t e l d »  I n  d i t  p r o e f s c h r i f t  worden  de b e p a l i n g e n

2van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë ro b e  b a k t e n e n  p e r  cm h u i d ,  van  h e t  t o 
t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  p e r  gram v i s v l e e s  en v a n  h e t  t o t a a l  
a a n t a l  t r i m e t h y l a m i n e o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n  op p u n t  g e s t e l d  
en t o e g e p a s t  g e d u re n d e  de s t u d i e  o v e r  de v o o r v e r p a k k i n g ;  v a n  v i s »
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HOOFDSTUK 1 -  LITERATUURSTUDIE

I n  de  l i t e r a t u u r  z i j n  t a i  v a n  g e g e v e n s  t e r u g  t e  v i n d e n  a a n g a a n 
de  m i k r o b i o l o g i e  v a n  z e e w a t e r v i s  en  de b i o c h e m i s c h e  p r o c e s s e n  
d i e  p l a a t s  g r i j p e n  g e d u re n d e  h e t  b e d e r f  v a n  v i s .  Over v o o r v e r 
p a k k e n  v an  v i s  z i j n  e c h t e r  g e e n  l i t e r a t u u r —'gegevens t e r u g g e v o n 
d e n ,  g e z i e n  h e t  r e c e n t  k a r a k t e r  v an  d e z e  v e rk o o p s v o r m .

l o l .  De m i k r o b i o l o g i e  v an  z e e w a t e r v i s

1 . 1 . 1 .  De m i k r o f l o r a  v a n  v e r s  g e v an g e n  v i s .

1 . 1  o1 . 1 . Kwali t a t i e f  a s p e k t ^
1 . 1 . 1 .  l d .  Normal e _ m ik r  o f  l o r a

De n o rm a le  f l o r a  v an  z e e w a t e r v i s  i s  h o o f d z a k e l i j k  s a m e n g e s t e l d  
u i t  ' w a t e r - b o d e m # t y p e s  (REAY en SHEWAN 194-9? TARR 1954-) d i e  
z i c h  o n t w i k k e l e n  b i j  l a g e r e  o p t im u m te m p e r a tu u r  d a n  de p a t o g e n e  
b a k t e r i ë n  m„a.w. h e t  z i j n  p s y c h r o f i e l e  b a k t e r i ë n  (CASTELL e t  a l .  
1946? REAY en  SHEWAN 194-9| HESS 1 9 5 0 5 SHEWAN 1961;  MASUROVSKY 
1965? SCHOLES en  SHEWAN 1 9 6 4 ) .

De a ë r o b e  f l o r a  i s  v o o r n a m e l i j k  s a m e n g e s t e l d  u i t  A c h r o m o b a c t e r - ,  
P s e u d o m o n a s - ,  F l a v o b a c t e r i u m - ,  M i c r o c c o c c u s - ,  C o r y n e b a c t e r i u m - ,  
S a r c i n a ^ ?  P r o t e u s -  en B a c i l l u s s o o r t e n  (REED en SPENCE 1929 ;
TARR 1954-5 GE0RGÁLA 1 9 5 8 ) .  Deze s a m e n s t e l l i n g  k a n  v a r i ë r e n  n a a r 
g e l a n g  h e t  s e i z o e n  (GEORGALA 1 9 5 8 ) .

S t r i k t  a n a ë r o b e n  komen a l l e e n  i n  de in g ew an d en  v o o r  (SHEWAN 1 9 3 8 ) .  
Ze s p e l e n  e c h t e r  g e en  b e l a n g r i j k e  r o l  i n  h e t  v i s b e d e r f .  Door 
SHEWAN ( 1 9 3 8 ) ( 1 9 4 9 ) worden sommige C l o s t r i d i a - s o o r t e n  u i t  i n g e 
wanden v an  v i s  g e ï s o l e e r d .  SHEWAN (1 9 6 1 )  v e r m e l d t  i n  een  l i t e r a 
t u u r o v e r z i c h t  d a t  PREVOT en HUET, DOBROWSKY, BUROVA en NASLIDESHE^ 
VA, KÜHNER en  MOREINIS e v e n e e n s  C l o s t r i d i a - s o o r t e n  u i t  v i s  a f 
z o n d e r e n .

1 . 1 . 1 . 1 . 2 .  P a t o g e n e _ f l o r a ¿

1 . 1 . 1 . 1 . 2 . 1 .  P a t o g e n e _ m i k r o - o r g a n i s m e n  v o o r _ d e  mens^

V o e d se l  v e r g i f t i g e n d e  m i k r o b e n s o o r t e n  k u n n en  i n  v e r s e  v i s  v o o r 
komen. Deze b e s m e t t i n g  kan  g e b e u r e n  v i a  b e s m e t t e  w a t e r s  (SHEWAN 
1 9 6 2 a ) .  Zo v i n d e n  GULASEKHARAM, VELAUDAPILLAI en  NILES (1956-)? 
S a l m o n e l l a  t e r u g  i n  v i s  d i e  i n  C ey lo n  op d e  m a rk t  kwam. Wanneer
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e en  b e s m e t t i n g  d o o r  v e r o n t r e i n i g d e  w a t e r s  w o rd t  v e r o o r z a a k t  
v i n d t  men de p a t o g e n e n  a l l e e n  i n  de  in gew an d e n  t e r u g  ( BUTT. I  AUX 
1 9 6 2 ) .  Wanneer e c h t e r  p a t o g e n e n  op de h u i d  worden  a a n g e t r o f f e n  
moet d i t  aan  s e k o n d a i r e  b e s m e t t i n g  worden t o e g e s c h r e v e n  (BUT- 
TIAUX 1 9 6 2 ) „ Door SCHOOP (1 9 3 6 )  w o rd t  t e v e n s  v a s t g e s t e l d  d a t  
h e t  p a t o g e e n  m ik r o - o r g a n i s m e  E r y s i p e l o t h r i x  i n s i d i o s a ,  de wonden 
a a n t a s t  v an  v i s b e w e r k e r s  d i e  z i c h  verwond h a d d e n  a a n  de s t e k e l s  
van  r o d e  z e e b a a r s »

P a t o g e n e  m i k r o - o r g a n i s m e n  v o o r  de mens komen e c h t e r  z e l d e n  v o o r  
a a n g e z i e n  d e ze  b a k t e r i ë n  v l u g  v e r d w i j n e n  w a n nee r  ze i n  h e t  z e e 
w a t e r  t e r e c h t  komen» CARLUCCI en  PRAMER (1 9 5 9 )  s t e l l e n  v a s t  d a t
h e t  o n t b r e k e n  v an  deze  b a k t e r i ë n  t e  w i j t e n  i s  a a n  e en  r e e k s  f y s i -
k o c h e m is c h e  en  b i o l o g i s c h e  v e r s c h i j n s e l e n  w a a r o n d e r  ;
a )  de  a d s o r p t i e  van  de b a k t e r i ë n  aan  a n o r g a n i s c h e  en o r g a n i s c h e  

d e e l t j e s  en een  d a a r o p v o l g e n d e  s e d i m e n t a t i e ,
b )  de dodende  w e r k in g  van  h e t  z o n l i c h t ,
e )  h e t  g e b r e k  aan  de n o d ig e  v o e d i n g s b e s t a n d d e l e n ,
d )  de a a n w e z i g h e id  v a n  g i f t i g e  b e s t a n d d e l e n  i n  h e t  z e e w a t e r ,
e )  h e t  voorkomen v a n  b a k t e r i o f a g e n ,
f )  de v o e d i n g  v an  p r o t o z o a  met  b a k t e r i ë n  en
g )  h e t  a n ta g o n i s m e  met a n d e r e  m ik r o - o r g a n i s m e n »

1 » 1 » 1 » 1 . 2 . 2 .  P a t o g e n e ^ m i k r o - o r g a n i s m e n  voor_vis_ .

O rg an ism en  b e h o r e n d e  t o t  de P seudom onas ,  Aeromonas,  V i b r i o ,  
H a e m o p h i lu s ,  M y c o b ac te r iu m ,  M y x o b a c te r iu m ,  C o r y n e b a c t e r i u m  en  
S t r e p to m y c e s  g r o e p e n  kunnen  v o l g e n s  GRIFFIN (1 9 53 )  en  RUCKER,
EARP en ORDAL ( 1 9 5 3 )  p a t o g e e n  z i j n  v o o r  v i s .

1 . 1 . 1 . 2 .  K w a n t i t a t i e f  a s p e k t .

B i j  v e r s  g e v an g e n  v i s  z i j n  v l e e s  en  l i c h a a m s v o c h t  s t e r i e l  (SHE
WAN 1 9 6 1 ) .  S l i j m ,  k ieuw en  en ingew anden  k u nn en  zwaar b e s m e t  z i j n .  
Zo worden  d o o r  SHEWAN ( 1 9 4 9 ) ,  LISTON (1 9 5 6 )  en  GEORGALA (1 9 58 )
10^ t o t  10? b a k t e r i ë n  p e r  cm2 h u i d  met a a n k l e v e n d  s l i j m  g e t e l d .
I n  h e t  i n g e w a n d s v o c h t  v i n d e n  d e z e  o n d e r z o e k e r s  105 t o t  10^ 
b a k t e r i ë n  p e r  m l ,  t e r w i j l  e r  p e r  gram k i e u w w e e f s e l  1 0 ^ t o t  108 
b a k t e r i ë n  w orden  g e t e l d .

D e z e l f d e  a u t e u r s  s t e l l e n  v a s t  d a t  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  
b o v e n d i e n  o n d e r h e v i g  i s  ahn  s e i z o e n i n v l o e d e n »  D i t  h e e f t  v o o r  g e 



v o l g  d a t  b i j  t o n g ,  r o g  en  k a b e l j a u w  de b e s m e t t i n g  g e d u re n d e  de 
l a t e  l e n t e  en de  h e r f s t  h e t  h o o g s t  i s .  D i t  i s  v o o r a l  waarneem
b a a r  i n  de kieuwen en  de  ingewanden „ Op h e t  s l i j m  d a a r e n t e g e n  
v i n d t  men d e z e  v a r i a t i e s  m in d e r  goed t e r u g  d o o r  h e t  w e i j v e n  v an  
de v i s  t e g e n  h e t  n e t ,  de zeebodem en  t e g e n  a n d e r e  v i s s e n  g e d u r e n 
de h e t  v a n g e n ,  z o d a t  de o o r s p r o n k e l i j k e  b e s m e t t i n g  m o e i l i j k  k an  
w orden  b e p a a l d e

1 . 1 . 2 .  De f l o r a  v an  b e d o r v e n  v i s .

1 »1 . 2 . 1 o Kwali t a t i e f  a s p e k t ^  

l o l o 2 o l o l o  f o r m a l e _ f l o r a o

Gedurende  h e t  b e d e r f  v an  de v i s  s t e r v e n  sommige m i k r o b e n s o o r t e n  
a f  e A c h r o m o b a c te r ,  Pseudomonas en  F l a v o b a c t e r i u m  b l i j v e n  o v e r  
(STEWART 1 932 ,  ASCHEHOUG en  VERSTERHUS 194-3; REAY en SHEWAN 194-9). 
U i t e r a a r d  z i j n  h e t  dan  ook d e z e  g r a m - n e g a t i e v e  s t a a f j e s  d i e  v e r 
a n t w o o r d e l i j k  z i j n  v o o r  h e t  v i s b e d e r f .  I n  194-8 t o n e n  CASTELL en 
ANDERSON (194-8) a an  d a t  Pseudomonas de m e e s t  a k t i e v e  v i s b e d e r v e r  
i s  »

1.1.2.E.2. Patogene_flora
P a t o g e n e  m ik r o - o r g a n i s m e n  kunnen  i n  de v i s  voorkomen d o o r  de 
d i v e r s e  b e h a n d e l i n g s p r o c e s s e n  d i e  a a n  b o o r d  e n  a a n  l a n d  p l a a t s  
g r i j p e n .

1 o 1 . 2 o2 . K w a n t i t a t i e f  a s p e k t .
7

Het t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  i n  h e t  v i s v l e e s  k a n  s t i j g e n  t o t  10 '
à 10® p e r  gram v i s v l e e s  (SHEWAN 1961 ;  DEBEVERE 1967)  t e r w i j l  h e t

2 3 7 8t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  v a n  10 t o t  10 à  10 kan
o p lo p e n  (DEBEVERE 1 9 6 7 ) .  Gedurende  h e t  b e d e r f  neemt h e t  g e h a l t e
aan P s e u d o m o n a s s o o r t e n  t o e  en  kan  60 à 90 % van  de  t o t a l e  f l o r a
b e d r a g e n  (SHEWAN 1 9 6 1 ) .

E r  d i e n t  e c h t e r  o pgem erk t  d a t  zowel  h e t  k w a l i t a t i e f  a i s  h e t  kwan
t i t a t i e f  b e e ld  v a n  de f l o r a  v a n  b e d e r v e n d e  v i s  d o o r  d i v e r s e  b e 
h a n d e l i n g s p r o c e s s e n  ( z o a l s  s o r t e r e n ,  f i l e r e n ,  s t o c k e r e n  en  v e r 
v o e r e n )  k an  w orden  b e ï n v l o e d .

De t e m p e r a t u u r  h e e f t  e v e n e e n s  e e n  g r o t e  i n v l o e d  op de  m i k r o f l o r a  
(HESS 193 2 ;  BEDFORD 1933 ;  ZOBELL 1934 ;  HESS 1 9 3 4 a ;  HESS 1934-b; 
KISER 1 9 4 4 ) .  V e r d e r  d i e n t  nog r e k e n i n g  t e  w orden  g e h o u d e n  niet de
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z u u r t e g r a a d  (COYNE 1932;  COYNE 1933)» V o lg e n s  REAY e n  SHEWAN 
( 1 9 4 9 ) l i g t  h e t  optimum v o o r  de  o n t w i k k e l i n g  t u s s e n  pH 6 , 5  en  7»5*

1 . 1 . 3 .  Wegen v an  h a k t e r i ë e l  b e d e r f .

I n  1907 s t e l t  'ANDERSON (1 9 0 7 )  m i k r o s k o p i s c h  v a s t ,  d a t  de  b a k t e 
r i ë n  i n  g e g u t t e  v i s ,  van  de  n i e r e n  n a a r  h e t  v i s v l e e s  m i g r e r e n  v i a  
de h o o f d a d e r  d i e  z i c h  o n d e r  de  r u g g e g r a a t  i n  h e t  a c h t e r s t e  g e d e e l 
t e  van  de  v i s  b e v i n d t .  Eenmaal  i n  d e z e  h o o f d a d e r  t e r e c h t g e k o m e n ,  
b r e k e n  ze de  b l o e d l i c h a a m p j e s  a f ,  d o o r b o r e n  de  a d e r  en komen zo 
i n  h e t  v i s v l e e s  t e r e c h t .  D i t  v e r s c h i j n s e l  v e r o o r z a a k t  een  r o d e  
k l e u r  l a n g s  de  r u g g e g r a a t .

REAY en  SHEWAN (1 9 4 9 )  b e w ere n  d a t  h e t  v i s v l e e s  v a n  p a s  g e v a n g e n  
v i s  s t e r i e l  i s ,  t e r w i j l  de h u i d ,  de in g ew an d e n  en  de  k ieuw en  b e 
smet  z i j n .  Deze o n d e r z o e k e r s  l e i d e n  h i e r u i t  a f  d a t  de b e s m e t t i n g  
v an  h e t  v i s v l e e s  voorkomt u i t  d e  k ieu w en  e n  de n i e r e n  v i a  h e t  
b l o e d v a t e n s t e l s e l ,  a l s o o k  r e c h t s t r e e k s  d o o r  d e  h u i d  e n  d o o r  h e t  
b u i k v l i e s .

Het t i j d s t i p  waarop de b a k t e r i ë n  i n  h e t  s t e r i e l e  v i s v l e e s  d r i n g e n  
b l i j k t  w i s s e l v a l l i g .  V o lgens  SHEWAN (1962.b) zou b i j  o n g e g u t t e  v i s  
h e t  b u i k v l i e s  zo lang i  s t e r i e l  b l i j v e n  t o t  de  maagwand en de  i n g e 
wanden g e p e r f o r e e r d  z i j n .  D i t  h e e f t  p l a a t s  n a  7 à  8 d a g e n  b e w are n  
b i j  0 °  C.

De s n e l h e i d  waarmede de  b a k t e r i ë n  d o o r  de h u i d  t r e d e n  i s  e v e n e e n s  
v e r s c h i l l e n d .  Sommige o n d e r z o e k e r s  b e w e r e n  d a t  h e t  v i s v l e e s  g e 
d u r e n d e  10 d a g e n  s t e r i e l  b l i j f t  (DYER e t  a l .  1946)  t e r w i j l  a n d e r e  
g ev on d en  h e b b en  d a t  de  b e s m e t t i n g  k o r t e  t i j d  na  de dood k a n  a a n 
v a n g e n  (LUECKE en FRERCKE 1940 ;  MALTSCHEWSKY en  PARTMANN 1 9 5 0 ) .  
SHEWAN (1 9 62 )  b e w e e r t  d a t  i n  o n g e g u t t e  k a b e l j a u w ,  n a  2 d a g e n  s t o c k e 
r e n  b i j  0°  C, b a k t e r i ë n  i n  h e t  v i s v l e e s  worden  t e r u g g e v o n d e n .  Het 
i s  v o o r n a m e l i j k  de zone l a n g s  de  z i j l i j n  d i e  b e sm e t  i s .  T evens  s t e l t  
h i j  v a s t  d a t  na  3 t o t  4  d a g e n  a a n z i e n l i j k e  h o e v e e l h e d e n  m i k r o - o r 
g a n ism e n  i n  h e t  v i s v l e e s  a a n w e z ig  z i j n .

De g r a a d  en v e r l o o p  van  h e t  b a k t e r i ë e l  b e d e r f  w o rd t  b e p a a l d  d o o r  
h e t  p r o t e o l y t i s c h  k a r a k t e r  v a n  de m i k r o f l o r a ,  d o o r  de b e g i n b e s m e t -  
t i n g ,  d o o r  h e t  v e r m e n i g v u l d i g i n g s v e r m o g e n  e n  d o o r  de  d i f f u s i e m o g e 
l i j k h e d e n  i n  h e t  v i s v l e e s  (SOUDANS 1965)  •
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1 . 2 .  De b i o c h e m i s c h e  a k t i v i t e i t  v a n  de  m i k r o - o r g a n i s m e n  en  a u t o -  
l y s e  i n  b e d e r v e n d e  v i s .

Door de  o n t w i k k e l i n g  v a n  de m i k r o - o r g a n i s m e n  g e d u re n d e  h e t  b e w a re n  
van  v e r s e  v i s  en d o o r  a u t o l y s e  w o rd en  v e t t e n ,  k o o l h y d r a t e n  en  s t i k -  
s t o f b e s t a n d d e l e n  a f g e b r o k e n .  I n  d i t  p r o e f s c h r i f t  w o rd t  a l l e e n  de 
a f b r a a k  van  e n k e l e  s t i k s t o f s u b s t r a t e n  b e h a n d e l d .

De b a k t e r i ë l e  a f b r a a k  w o rd t  d o o r  menig o n d e r z o e k e r  u i t v o e r i g  b e 
s t u d e e r d  en v e e l  g e g e v e n s  h i e r o v e r  z i j n  r e e d s  g e k e n d .  Over d e  a u t o 
l y s e  i s  e c h t e r  nog s t e e d s  w e i n i g  geweten . M e e s t a l  i s  h e t  zo d a t  
men n i e t  met z e k e r h e i d  kan  b e s l u i t e n  o f  een  a f b r a a k p r o d u k t  u i t 
s l u i t e n d  a u t o l y t i s c h  d a n  g e d e e l t e l i j k  o f  g e h e e l  b a k t e r i ë e l  w o rd t  
gevorm d.  Om de  a k t i v i t e i t  van  de  endogene  enzymen t e  k u nn en  v o l g e n ,  
moet 'he t  b a k t e r i ë e l  b e d e r f  v o l l e d i g  worden  ge rem d .  V o lgens  JONES
(1 9 6 2 )  kan  d i t  g e s c h i e d e n  d o o r  h e t  g e b r u i k  v a n  t o l u e e n  o f  c h l o r o 
fo r m ,  v an  a n t i b i o t i k a ,  van  i o n i s e r e n d e  s t r a l e n  o f  d o o r  h e t  u i t 
s n i j d e n  v a n  s t e r i e l e  b l o k k e n  v i s v l e e s .  LERKE e t  a l .  ( 1 9 6 3 ) ( 1 9 6 5 )  <> 
ADAMS e t  a l .  (1964-) en SHAW en SHEWAN (1 9 6 8 )  g e b r u i k e n  s t e r i e l  v i s -  
v o c h t . Deze tw ee  l a a t s t g e n o e m d e  o n d e r z o e k e r s  v r i e z e n  ook v i s v l e e s  
d r o o g  en b e h a n d e l e n  h e t  met e t h y l e e n o x y d e  v o l g e n s  e e n  metode  d i e  
d o o r  HERBERT en  HAIGHT (1 9 6 7 )  w o rd t  v o o r g e s t e l d .  Al d e z e  t e c h n i e 
k en  heb b en  h e t  n a d e e l  d a t  de v e r s c h i j n s e l e n  d i e  worden  b e s t u d e e r d  
n i e t  i n  ' n a t u u r l i j k e '  o m s ta n d ig h e d e n  p l a a t s  g r i j p e n .

De m e e s t e  a u t e u r s  d i e  d i v e r s e  s o o r t e n  v i s s e n  o n d e r z o c h t  h e b b e n ,  
g e v en  a an  d a t  b i j  0 °  C de a u t o l y s e  g e r i n g  i s  (SIGURDSSON 194-7; 
PROCTOR e t  a l .  195 0 ;  HODGKISS en  JONES 1955 ;  LISTON 1965 ;  PART
MANN 1 9 6 6 ) .

De s t i k s t o f f r a k t i e  van  v i s  kan w orden  i n g e d e e l d  i n  een  p r o t e ï n e -  
f r a k t i e  e n  i n  e e n  p r o t e i n  —v r i j e  f r a k t i e .  B i j  v e r s e  v i s  b e s t a a t  de 
p r o t e ï n e f r a k t i e  u i t  e i w i t t e n  en  h o o g m o l e k u l a i r e  p o l y p e p t i d e n ,  t e r 
w i j l  de  p r o t e i n - v r i j e  f r a k t i e  h o o f d z a k e l i j k  i s  s a m e n g e s t e l d  u i t  l a a g  
m o l e k u l a i r e  s t i k s t o f v e r b i n d i n g e n  z o a l s  t r i m e t h y l am in e oxyde (TMAO), 
p e p t i d e n ,  a m in o z u r e n  e n z .  (LERKE e t  a l .  1 9 6 7 ) .

1 . 2 . 1 .  A f b r a a k  van  de  p r o t e ï n e f r a k t i e .

I n  s t u d i e s  b e t r e f f e n d e  v l e e s ,  g e v o g e l t e  en v i s  w o rd t  e r  aangenomen 
d a t  e i t w i t a f b r a a k  e e n  b e g i n s t a d i u m  v an  b e d e r f  i s  (LERKE e t  a l .  1 9 6 7 ) .  
Langzam erhand  w o rd t  b i j  v i s  g e k o n s t a t e e r d  d a t  p r o t e o l y s e  e e n  v e r 
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d e r  g e v o r d e r d  s t a d i u m  van  b e d e r f  i s .  V o lgens  BEATTY en COLLINS 
(1 9 3 9 )  zou p r o t e o l y s e  o p t r e d e n  n a  de f a s e  v a n  de  T M A O -red u k t ie . 
LERKE, FÄRBER en ADAMS (1 9 6 7 )  t o n e n  a an  d a t  i n  h e t  b e g i n  v an  de 
b e d e r f p e r i o d e  de p r o t e ï n e f r a k t i e  van  v i s s a p  p r a k t i s c h  n i e t  w o rd t  
a f g e b r o k e n  d o o r  b a k t e r i ë n  d i e  u i t  b e d e r v e n d e  v i s  w erden  g e ï s o l e e r d .

1 . 2 . 2 .  A fb ra a k  v an  de p r o t e ï n - v r i j e  f r a k t i e .

De a f b r a a k  v an  TMAO, p e p t i d e n  en a m in o z u re n  i s  e c h t e r  de  g r o o t s t e  
o o r z a a k  v a n  v i s b e d e r f .  Deze b e s t a n d d e l e n  k u nnen  d o o r  b a k t e r i ë n  
w orden  a f g e b r o k e n  met v o rm ing  v a n  b e d e r f p r o d u k t e n  (BENOIT en  NOR
RIS 194-5)o V ro e g e r  d a c h t  men d a t  de p e p t i d e n  e n  a m in o z u re n  e i n d 
p r o d u k t e n  z i j n  van  de  p r o t e o l y s e .  Doch a a n g e z i e n  p r o t e ï n e n  i n  h e t  
b e g i n  van  h e t  b e d e r f  p r a k t i s c h  n i e t  worden  a a n g e t a s t  kan  e r  w orden  
aangenomen d a t  h e t  v e r b i n d i n g e n  z i j n  d i e  o n t s t a a n  z i j n  i n  h e t  
m e t a b o l i s m e .  De a f b r a a k  v an  d e ze  b e s t a n d d e l e n  g e e f t  a a n l e i d i n g  
t o t  de  v o rm in g  v a n  e e n  h o e v e e l h e i d  v l u c h t i g e  b a s e n .  Deze t o t a l e  
h o e v e e l h e i d  v l u c h t i g e  b a s e n  o f  TVB kan  i n  4- g r o e p e n  w orden  o n d e r 
v e r d e e l d  n l .  ammoniak,  p r i m a i r e ,  s e c o n d a i r e  en t e r t i a i r e  aminen 
(BEATTY 1 9 3 8 ) .  A a n g e z i e n  de  ammoniak en  de  p r i m a i r e  am inen  d o o r  
f o r m o l  worden g e b o n d en ,  t e r w i j l  de s e c o n d a i r e  en  t e r t i a i r e  aminen 
o v e r b l i j v e n ,  kan  de  t o t a l e  h o e v e e l h e i d  v l u c h t i g e  b a s e n  b i j g e v o l g  
i n  2 g r o e p e n  w orden  i n g e d e e l d ,  n l .  1)  de t e r t i a i r e  en  s e c o n d a i r e  
a m in en ,  2 )  de d o o r  fo rm o l  g eb o nd en  f r a k t i e .  A is  t e r t i a i r  amine 
komt v o o r n a m e l i j k  h e t  t r i m e t h y l a m i n e  (TMA) v o o r ,  en  a i s  s e c o n d a i r  
amine h e t  d i m e t h y la m ï n e  (DMA).

1 . 2 . 2 . 1 .  Het  TMA en_DMA^

1 . 2 . 2  o 1 . 1 .  TMA¿

Door SUWA (1 9 0 9 )  w o rd t  h e t  TMAO u i t  h e t  v l e e s  van  h o n d s h a a i  g e 
ï s o l e e r d  . Tevens s t e l t  h i j  v o o r  h e t  e e r s t  v a s t  d a t  h e t  TMAO d o o r  
b a k t e r i ë n  g e r e d u c e e r d  w o rd t  t o t  TMA. Het TMAO komt i n  g r o t e r e  h o e 
v e e l h e d e n  i n  z e e w a t e r v i s s e n  v o o r ,  t e r w i j l  i n  z o e t w a t e r v i s s e n  w e i 
n i g  o f " g e e n  TMAO voorkomt (DYER 1952)« BEATTY ( 1 9 3 9 ) ,  BEATTY en 
COLLINS ( 1 9 4 0 a )  en  NORRIS en  BENOIT (1 9 4 5 )  k o n s t a t e r e n  d a t  i n  a l l e  
z e e v i s s e n  TMAO o n d e r  v e r s c h i l l e n d e  k w a n t i t e i t e n  v o o rk o m t .  RONOLD 
en JAKOBSEN (1 9 4 7 )  s t e l l e n  een  v e r a n d e r i n g  i n  TMAO-gehalte  v a s t  i n  
f u n k t i e  v a n  h e t  s e i z o e n ,  de v i s s o o r t  en v i s g r o n d .  SHEWAN en JONES
(1 9 5 7 )  t o n e n  a an  d a t  e r  een  o p t i m a l e  h o e v e e l h e i d  TMAO i n  de maanden
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j u n i - j u l i  w aar  t e  nemen v a l t  en  e e n  minimum i n  s e p t e m b e r - o k t o b e r . 
Het  v e r s c h i l  v o l g e n s  de  v i s s o o r t  w o r d t  e v e n e e n s  v a s t g e s t e l d  d o o r  
DYER ( 1 9 5 2 ) d i e  b i j  de C l u p e i d a e  g e m id d e ld  40 mg N % t e r u g v i n d t ,  
t e r w i j l  b i j  de G ad id ae  en  b i j  de  E l a s m o b r a n c h i i  r e s p e k t i e v e l i j k  
+ 90 mg N % en +_ 200 mg N % w orden  t e r u g g e v o n d e n .

Over de  f u n k t i e  en  de  v o rm in g  v an  h e t  TMAO b e s t a a t  nog g e e n  v o l 
l e d i g e  z e k e r h e i d .  V o lgens  DYER (1 9 5 2 )  b e z i t  h e t  TMAO e e n  o sm o re -  
g u l e r e n d e  f u n k t i e ,  BALDWIN ( i 9 6 0 )  b e w e e r t  d a t  TMAO v o o r  20 t o t  
25  % tu s s e n k o m t  i n  d i t  d e e l  v a n  de o s m o t i s c h e  d r u k  v an  h e t  i n 
w end ig  medium d i e  n i e t  a an  z o u t e n  t e  w i j t e n  i s .  Het TMAO zou 
e v e n e e n s  i n s t a a n  v o o r  de e l i m i n a t i e  van  de o v e r t o l l i g e  ammoniak 
d o o r  t r a n s m e t h y l e r i n g  en  o x y d a t i e  i n  de  l e v e r  en  i n  de d o n k e r e  
s p i e r e n  v a n  sommige d i e r e n .  B i j  k r a a k b e e n v i s s e n  komt h e t  TMAO i n  
h e t  b l o e d  v o o r .  D i t  i s  e c h t e r  n i e t  h e t  g e v a l  b i j  b e e n v i s s e n  (BE
NOIT en  NORRIS 1945» DYER 1 9 5 2 ) ,  B i j g e v o l g  kan  d i t  e r  op w i j z e n  
d a t  b i j  de  k r a a k b e e n v i s s e n  h e t  TMAO een  e s s e n t i ë l e  m e t a b o l i s c h e  
f u n k t i e  b e z i t .

V o lgens  BENOIT en NORRIS (194-5), HASHIMOTO en OKAICHI ( 1 9 5 8 )  en  
OKAICHI, MANABE en  HASHIMOTO ( 1 9 5 9 )  kan  h e t  TMAO ook v an  exogene  
o o r s p r o n g  z i j n  d a a r  h e t  u i t  h e t  v o e d s e l  k a n  w orden  opgenomen.

DYER ( 1 9 5 2 ) en  BILINSKI (1 9 6 2 )  s t e l l e n  v a s t  d a t  h e t  TMAO u i t  cho 
l i n e  o n t s t a a t .  L a a t s tg e n o e m d e  o n d e r z o e k e r  v i n d t  e v e n e e n s  d a t  TMAO 
d o o r  o x y d a t i e  v a n  h e t  TMAO w o rd t  gevorm d.  D i t  v e r s c h i j n s e l  werd 
r e e d s  e e r d e r  v a s t g e s t e l d  b i j  mens en z o o g d i e r e n  (TARR 1941 ;
NORRIS en  BENOIT 1 9 4 5 ) ,

BEATTY en GIBBONS (1 9 3 7 )  t o n e n  a an  d a t  h e t  t i j d e n s  h e t  b e d e r f  van  
v i s  gevormde TMA u i t s l u i t e n d  v an  b a k t e r i ë l e  o o r s p r o n g  i s ,  a a n g e 
z i e n  h e t  i n  s t e r i e l  v i s s a p  n i e t  w o rd t  gevorm d.  L a t e r  s t e l l e n  
NICKERSON, GOLDBLITH en PROCTOR (1 9 50 )  en KAWABATE (1 9 5 3 )  v a s t  d a t  
b i j  a s e p t i s c h e  i n k u b a t i e  v a n  d o n k e r  v i s v l e e s  k l e i n e  h o e v e e l h e d e n  
TMAO v/orden g e r e d u c e e r d »  T evens  bem erken  BEATTY en  GIBBONS (1 9 3 7 )  
d a t  de s t i j g i n g  v a n  h e t  t r i m e t h y l a m i n e  i n  h e t  v i s v l e e s  p a r a l l e l  
met  de g r a a d  van  a f b r a a k  v e r l o o p t .  BEATTY (1 9 3 8 )  s t e l t  d a a r e n b o v e n  
v a s t  d a t  95 % van  h e t  gevormde TMA van  TMAO a f k o m s t i g  i s .

SOUDAN (1 9 6 5 )  v e r m e l d t  i n  e e n  l i t e r a t u u r s t u d i e  d a t  d o o r  HANES, 
SHEWAN en  DYER 0 , 0 5  t o t  45 % m ik r o - o r g a n i s m e n  op de  v i s  w e rden  
gevonden  d i e  i n  s t a a t  z i j n  TMAO t e  r e d u c e r e n .  Deze b a k t e r i ë l e
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o m z e t t i n g e n  g e s c h i e d e n  v o l g e n s  TARR (1 9 4 0 )  o n d e r  i n v l o e d  v a n
h e t  #t r i a m i n e o x y d a s e " . H i j  b e s t u d e e r t  de s p e c i f i c i t e i t  v a n  d i t
enzyme t . o . v .  t a l r i j k e  s u b s t r a t e n  en  k o n k l u d e e r t  d a t  h e t  TMAO,
a l s o o k  h e t  TMA en t r i - n - p r o p y l a m i n e  worden  g e r e d u c e e r d ,  d o c h  

/ O —
de ( C H , ) ,  N g ro e p  van  b e t a i n e ,  c h o l i n e ,  a c e t y l c h o l i n e  en  e r g o -

t h i o n i n e  worden  n i e t  g e a k t i v e e r d ,  evenm in  t r o u w e n s  a i s  de 
/ ° -

(CH2 ) 0 N van  s t a c h y d r i n e „
3 2 ïs'CH=

N o c h tan s  zouden  v o l g e n s  DYER en  WOOD (1 9 4 7 )  en  TAKADA en  NISHI- 
MOTO (1 9 5 8 )  i n  a f w e z i g h e i d  v a n  TMAO k l e i n e  h o e v e e l h e d e n  TMA b a k 
t e r i ë e l  u i t  c h o l i n e  worden gevormd» V o lgens  DYER en WOOD (1 9 47 )  
e c h t e r  zouden  de  h i e r v o o r  v e r a n t w o o r d e l i j k e  b a k t e r i ë n  g e e n  TMA 
u i t  b e t a i n e  vormen»

De r e d u k t i e  v an  TMAO t o t  TMA g e s c h i e d t  n i e t  d o o r  h e t  t r i a m i n e o x y -  
d a s e  a l l e e n ;  ook e e n  d e h y d r o g e n a s e  i s  n o o d z a k e l i J k »  M e lk zu u r  d a t  
o n t s t a a t  d o o r  g l y k o g e n o l y s e  i s  de v o o r n a a m s te  w a t e r s t o f d o n o r  » N a a s t  
m e lk z u u r  kunnen ook g l u k o s e ,  g ly k o g e e n  en  p y r u v a a t  a i s  w a t e r s t o f -  
d o n o r  o p t r e d e n  (WATSON 1959b;  NEILANDS 1945)»

Na e e n  s t u d i e  van  de r e d u k t i e  v a n  TMAO i n  a a n w e z i g h e id  v a n  m elk
z u u r  met e en  r e i n k u i t u u r  v a n  een  A c h r o m o b a c t e r - s o o r t  g e e f t  WATSON 
(1 9 3 9 b )  de  r e a k t i e  a i s  v o l g t  w eer  i n  a ë r o o b  m i l i e u  ;

CH^CHOHCOOH + (CH*),N0 * CH^COCOOH + (CH2) ,  N + Ho0 (1 )
5 5 5 5 5 5 2

Het gevormde p y r o d r u i v e n z u u r  w o rd t  e c h t e r  o n m i d d e l l i j k  v e r d e r  
g e o x y d e e rd  v o l g e n s  i

CH^COCOOH + (CH,)_N0 + Ho0 — *  CH,C00H + (CH,)N + C0o + Ho0 (2 )5 5 5 2  p p 2 d

D i t  g e b e u r t  s n e l l e r  d an  de o x y d a t i e  v a n  h e t  m elkzuur»  V o lgens
KREBBS (1 9 3 7 )  zou H20 aan  de r e a k t i e  d e e ln e m e n  met v o rm in g  v a n  e e n
i n t e r m e d i a i r  TMAO-hydraat» De z u u r s t o f  v an  h e t  TMAO w o rd t  e c h t e r
n i e t  aan  de k e t o g r o e p  van  h e t  p y r o d r u i v e n z u u r  g e b o n d e n ,  maar  h e t
neemt de w a t e r s t o f  v a n  h e t  h y d r a a t  op om één  m o le k u le  H^O t e  vormen»

De t o t a l e  r e a k t i e  w o rd t  dan  ook %

CHxCH0HC00H + 2 ( C H , ) XN0 + Ho0 — » CH^GOOH + 2 (C H ,) ,N  +5 3 3 2 3 p yp £2 )
C02 + 2H20
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Het gevormde TMA b e d r a a g t  95 % v an  de f r a k t i e  d i e  n i e t  d o o r  f o r 
mol w o r d t  g eb onden  (BEATTY 1 9 3 8 ) .

De v o rm in g  v a n  TMAO g e s c h i e d t  b i j  v o o r k e u r  i n  a n a ë r o b e  o m s t a n d i g 
h e d en  (BEATTY en COLLINS 1940b)  z e l f s  i n  a a n w e z i g h e id  v a n  z u u r s t o f  
h e e f t  de v o rm in g  v a n  h e t  TMAO e e n  a n a ë r o o b  k a r a k t e r  (COLLINS 1 9 4 1 ) .  
D i t  b e d e r f  i s  de  e e r s t e  f a s e  van  h e t  b e d e r f p r o c e s  v an  v i s .  De r e 
d u k t i e  van  h e t  TMAO g e s c h i e d t  h o o f d z a k e l i j k  d o o r  een  f a k u l t a t i e f  
a n a ë r o b e  r e s p i r a t i e  (WATSON 1 9 39 a ;  SOUDAN 1 9 6 5 ) .

1 . 2 . 2 . 1 . 2 .  DMA_.

I n  1940 t o n e n  BEATTY en COLLINS (1 9 4 0 b )  h e t  DMA aan  g e d u re n d e  h e t  
b e d e r f  v a n  k a b e l J a u w s a p . Na 8 d a g e n  b e w are n  b i j  5° C v i n d e n  ze 
0 , 5  à 0 , 6  mg DMA-N p e r  100 ml v i s s a p  t e r u g ,  t e r w i j l  e r  90 mg TMA-N 
o e r  100 ml v i s s a p  a a n w e z ig  z i j n .  Ze v i n d e n  e v e n e e n s  d a t  de v o rm in g  
van  DMA g e l i j k l o p e n d  i s  met de  v o rm ing  v a n  TMA.

1 . 2 . 2 . 2 c  De_door  f o rm o l_ geb o nd en  f r a k t i e .
Deze f r a k t i e  i s  s a m e n g e s t e l d  u i t  ammoniak en  p r i m a i r e  am inen .

Ammordak kan  i n  v i s  worden  gevormd d o o r  d e s a m i n e r i n g  v a n  amino
z u r e n  en v e r w a n t e  v e r b i n d i n g e n ,  d o o r  o x y d a t i e  van  am in en ,  d o o r  a f 
b r a a k  en  n u c l e i n e b a s e n  e n  d o o r  a f b r a a k  v a n  ureum .

V r i j e  ammoniak t r e e d t  i n  de  l e v e n d e  v i s  ook op t e n  g e v o lg e  v a n  de 
n o rm a le  d e s a m i n e r i n g  v an  h e t  c e l m e t a b o l i s m e . B i j  p a s  g e v a n g e n  v i s  
d i e  u i t e r a a r d  nog n i e t  a an  b a k t e r i ë e l  b e d e r f  o n d e r h e v i g  i s  a a n g e 
z i e n  h e t  v i s v l e e s  s t e r i e l  i s ,  worden  e r  h o e v e e l h e d e n  g ev o n den  d i e  
v a r i ë r e n  v a n  6 -  36 mg N % (REAY 1935;  SIMIDU e n  OISI  1951;
SOUDAN 1965;  DEBEVERE 1 9 6 7 ) .

1 . 2 . 2 . 2 . 1 „ Afbraak_van_am inozuren_en_am inen_c

De b a k t e r i ë l e  a f b r a a k  van  a m in o z u r e n  en am inen  kan  a i s  v o l g t  wor
den g e s c h e t s t  (SOUDAN 1965)  °

RCH2 -  CH (NH2 ) -  COOH pcH2 -  CO -  COOH + NH^
I d e c a r b o x y l a s e  j d e c a r b o x y l a s e

RCH2 -  CH2-  NH2 ------------------ o x y d a s e _ _ ^  g CH^ _ C 0 0 h  + NH^

Een d e e l  van  d e  a m in o z u re n  kan w orden  g e d e s a m in e e r d  met v o rm in g  
van  k e t o z u r e n  en  l a g e r e  v e t z u r e n ,  t e r w i j l  e e n  a n d e r  d e e l  kan  w o r -
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den g e d e c a r b o x y l e e r d  met v o rm in g  v an  a m i n e n » N aarm ate  h e t  b e d e r f  
v o r d e r t ,  w a a r d o o r  h e t  midden meer a l k a l i s c h  w o r d t ,  w orden  deze  
aminen o n d e r  i n v l o e d  van  e en  o xydase  om gezet  t o t  v e t z u u r  en  
ammoniak o

B i j  de a f b r a a k  v a n  de  a m in o z u re n  i s  de o x y d a t i e v e  d e s a m i n e r i n g  
de v o o r n a a m s te  s t a p »  V olgens  DYER en MOUNSEY (194-5) en HUGHES
( 1 9 5 8 )  t r e e d t  d e c a r b o x y l e r i n g  i n  v e e l  m in d e re  mate  op en s l e c h t s  
i n  de l a t e r e  s t a d i a  v a n  h e t  b e d e r f „

BEATTY en COLLINS (1 9 5 9 )  s t e l l e n  v a s t  d a t  de  d e s a m i n e r i n g  p l a a t s  
g r i j p t  na  de  v o rm ing  v an  TMA. D i t  i s  de tw e ed e  s t a p  i n  h e t  b e d e r f -  
p r o c e s  van  v i s  en d i t  h e e f t  e e n  u i t g e s p r o k e n  a ë ro o b  k a r a k t e r .

1 . 2  o 2 . 2 . 2 .  Afbraak_v^_ureum_c,

B i j  de k r a a k b e e n v i s s e n  maakt h e t  ureum c a  45. % v a n  de  p r o t e i n -  
v r i j e  s t i k s t o f f r a k t i e  u i t .  B i j  de b e e n v i s s e n  e c h t e r  komt w e i n i g  
ureum v o o r .  Ureum w o r d t  t o t  ammoniak a f g e b r o k e n  o n d e r  i n v l o e d  van  
een  enzym, de  u r e a s e .  SIMIDU en O IS I  ( 1 9 5 1 a )  (1951t>) t o n e n  aan  d a t  
d i t  enzym p r a k t i s c h  u i t s l u i t e n d  v an  b a k t e r i ë l e  o o r s p r o n g  i s ;  z i j  
v i n d e n  s l e c h t s  s p o r e n  u r e a s e  i n  de  s p i e r w e e f s e l s  van  de h a a i a c h -  
t i g e n .

WANG en TARR (1 9 5 5 )  b e s t u d e r e n  de h y d r o l y s e  van  ureum met b e h u l p  
van  een  i s o t o p e n t e c h n i e k  en b e s c h r i j v e n  de r e a k t i e  a i s  v o l g t  t

De a f b r a a k  v an  ureum g a a t  g e p a a r d  met e e n  p a r a l l e l e  s t i j g i n g  van 
de h o e v e e l h e i d  ammoniak (SIMIDU en  O ISI  1 9 5 1 a ) »

^ N H 2  *  C02 + NH
+ Ho0 — *  CO

X 0H
+ NH3
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HOOFDSTUK 2 -  METODEN EN MATERIAAL 

2 d o  De b a k t e r i o l o g i s c h e  m eto den

I n  d i t  o n d e r z o e k  w orden  de  b e p a l i n g e n  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë ro b e
2b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  e n  p e r  gram v i s v l e e s  a l s o o k  de t e l l i n g  van  

h e t  t o t a a l  a a n t a l  t r i m e t h y i a m i n e o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n  o f  
’b e d e r v e r s '  a l s  b a k t e r i o l o g i s c h e  m etoden  aangewende

22 o l o l o  B e p a l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  p e r  cm 
h u i d  en  p e r  gram v i s v l e e s .

I n  194-8 v o e r t  ELLIOTT (194-8) e e n  v e r g e l i j k e n d e  s t u d i e  u i t  t u s s e n  
een  a a n t a l  bodems d i e  t o t  d a n  t o e  w e rd en  aangewend v o o r  de  b e p a -  
l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  í n  v i s .  T evens  b e s t u 
d e e r t  h i j  de  o p t i m a l e  z u u r t e g r a a d  v a n  h e t  medium en  de  o p t i m a l e  
i n k u b a t i e t e m p e r a t u u r  en - t i j d .  H i j  s t e l t  v a s t  d a t  h e t  medium v an  
NEWTON (1 92 4 )  e n  v a n  ZO BELL (194-1) de h o o g s t e  t e l l i n g e n  g e e f t .
Deze bodem h e e f t  de v o l g e n d e  s a m e n s t e l l i n g  s 3 g b e e f  e x t r a c t ;
5 g p e p t o n e ;  15  g a g a r ;  1 l i t e r  z e e w a t e r  en  pH = 7° Voor de  o p t i 
male pH v i n d t  ELLIOTT (194-8) e e n  pH-waarde  t u s s e n  6 e n  ? ,  De i n 
k u b a t i e t e m p e r a t u u r  b e d r a a g t  20 t o t  2 5 ° C, t e r w i j l  de b e s t e  i n k u b a -  
t i e t i j d  4  à 7 d a g e n  d u u r t .

S e d e r t  de s t u d i e  v a n  ELLIOTT (1 9 4 8 )  e c h t e r  w orden  d o o r  t a i  v a n  
o n d e r z o e k e r s  a n d e r e  bodems aangew end .  De k eu ze  v an  de  bodem i s  
e c h t e r  g e s t e u n d  op b e p e r k t  o n d e rz o e k  o f  i s  g e b a s e e r d  op bodems d i e  
w orden  g e b r u i k t  v o o r  h e t  m i k r o b i o l o g i s c h  o n d e r z o e k  v a n  a n d e r e  v o e 
d i n g s w a r e n  z o a l s  m elk  en  v l e e s .  E r  worden e v e n e e n s  v e r s c h i l l e n d e  
w a a rd e n  v o o r  pH en  t e m p e r a t u u r  aangewend t e r w i j l  g e en  e e n v o r m ig 
h e i d  b e s t a a t  wat  b e t r e f t  de  i n k u b a t i e t i j d .  Over h e t  a l  d a n  n i e t  
g e b r u i k  van  z e e w a t e r  v o o r  d e  b e r e i d i n g  v a n  h e t  medium b e s t a a n  
t w i j f e l s .  D aa re n b o v en  z i j n  e r  i n  de  l i t e r a t u u r  g e en  g e g e v e n s  o v e r  
e en  v e r a n t w o o r d e  p l a a t s  v an  m o n s te rn e m in g  t e r u g  t e  v i n d e n .

Om d e ze  r e d e n e n  w o r d t  v o o r e e r s t  e e n  o n d e r z o e k  v e r r i c h t  d a t  v o l g e n 
de e l e m e n t e n  omvat % h e t  u i t z o e k e n  van  de b e s t  g e s c h i k t e  v o e d i n g s 
bodem, h e t  a l  d a n  n i e t  g e b r u i k e n  v a n  z e e w a t e r  v o o r  h e t  b e r e i d e n  
v a n  de  bodem, de  b e p a l i n g  v an  de o p t i m a l e  z u u r t e g r a a d ,  h e t  v a s t 
l e g g e n  v an  de i n k u b a t i e t e m p e r a t u u r  e n  - t i j d  en  de t e c h n i e k  v a n  de 
v e r a n t w o o r d e  m o n s t e r n e m in g .  Aan de hand  v a n  d e ze  e l e m e n t e n  worden
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a n a l y s e s  u i t g e v o e r d  en  de r e s u l t a t e n  v an  de  o n t l e d i n g e n  worden  
op hun  n a u w k e u r i g h e i d  n a g e g a a n o

A is  p r o e f p l a n  w o rd t  genomen ;

1 .  V e r g e l i j k i n g  v an  t i e n  v o e d in g sb o d em s  d o o r  s

-  e e n  t e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  3 d a 
gen i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH = 7?

-  een  t e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  na  3 d a 
gen i n k u b a t i e  b i j  een  pH, z o a l s  i n  de  l i t e r a t u u r  w e e r g e g e v e n ,

-  e en  t e l l i n g  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  5 d a 
gen  i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH = 7 S

-  een  t e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  5 d a 
gen  i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH, z o a l s  i n  de  l i t e r a t u u r  g e c i t e e r d ,

-  e en  t e l l i n g  v an  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  6 d a 
gen  ’i n k u b a t i e  b i j  e en  pH = 7 S

-  een  t e l l i n g  v an  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  6 d a 
gen  ’i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH, z o a l s  i n  de l i t e r a t u u r  v e r m e l d .

Voor de  s t a t i s t i s c h e  v e r w e r k i n g  van  de r e s u b t a t e n  w o rd t  b e r o e p  
g e d a a n  op de  m etode  v a n  de v e r g e l i j k i n g  v a n  m e e rd e re  g e m id d e ld e n  
(BAUER i 9 6 0 ) .  H i e r d o o r  i s  h e t  m o g e l i j k  op t e  s p o r e n  o f  e r  a l  d a n  
n i e t  een  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  t u s s e n  de  v e r s c h i l l e n d e  ' t e l l i n g e n  b e 
s t a a t .  Om deze  t e s t  t e  kunnen  t o e p a s s e n ,  moet v o o r e e r s t  worden  
a a n g e to o n d  d a t  de  v a r i a n t i e s  homogeen z i j n .  D i t  g e s c h i e d t  b i j  
m id d e l  van  de t e s t  v a n  HARTLEY ( 1 9 5 0 ) .

2 .  G e b r u ik  v an  z e e w a t e r  s de m e e s t  g e s c h i k t e  u i t  de r e e k s  v an  t i e n  
u i t g e t e s t e  bodems w o rd t  b e r e i d  met gewoon w a t e r  e n  met z e e 
w a t e r  van  v i e r  v e r s c h i l l e n d e  s a m e n s t e l l i n g e n .  Deze v i j f  bodems

worden  d an  o n d e r l i n g  v e r g e l e k e n .

3 .  B e p a l i n g  v a n  de o p t i m a l e  pH ; met de m e e s t  g e s c h i k t e  bodem 
w o rd t  de pH -w aarde  d i e  h e t  g r o o t s t  a a n t a l  t e l l i n g e n  g e e f t ,  b e 
p a a l d  .

4 .  B e p a l i n g  van  de  i n k u b a t i e t e m p e r a t u u r  e n - t i j a '  de b e p a l i n g  w o rd t  
v e r r i c h t  d o o r  p l a t e n ,  d i e  met  d e z e l f d e  h o e v e e l h e i d  ino k u lu m  
z i j n  g e ë n t ,  b i j  v e r s c h i l l e n d e  t e m p e r a t u r e n  t e  l a t e n  i n k u b e r e n

en om de  24 u  t e  t e l l e n .
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5. M o n s te rn em in g  n i .  m o n s te rn e m in g  v an  de h u i d  en  m o n s te rn e m in g  
v a n  h e t  v i s v l e e s »

6» B e p a l i n g  v a n  de  n a u w k e u r i g h e i d  v an  de  b a k t e r i o l o g i s c h e  me-
t o d e n  ; de  n a u w k e u r i g h e i d  w o r d t  n a g e g a a n  v o o r  hoge e n  l a g e
t e l l i n g e n ,  b i j  de b e p a l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  

2b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  en  p e r  gram v i s v l e e s »

De r e s u l t a t e n  v an  d e z e  p r o e f n e m i n g e n  z u l l e n  t o e l a t e n  de  m etoden
2v o o r  de  b e p a l i n g e n  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e n e n  p e r  cm 

h u i d  en  p e r  gram v i s v l e e s  v a s t  t e  leg g e n »

2 »1 » 1 »1 » V e r g e l i j k i n g _ y a n _ t i e n  b odems^

2»1»1»1»1» M a t e r i a a l  en _m etoden¿

Voor d e z e  s t u d i e  w o rd t  b e r o e p  g e d a a n  op t i e n  v e r s c h i l l e n d e  samen
s t e l l i n g e n »  Deze v o e d in g sb o d em s  komen h e t  m ee s t  i n  de  l i t e r a t u u r  
voor»

De bodems h e b b e n  v o l g e n d e  s a m e n s t e l l i n g  s

-  Bodem 1 ? T r y p to n e  g l u c o s e  e x t r a c t  a g a r  (T»G»E»Ao) ( D i f c o

15 g ;  w a t e r  1»000 m l;  pH 6 ,5 »

Deze bodem w o rd t  opg eg ev en  i n  de s t a n d a a r d m e t o d e  v o o r  h e t  b a k t e 
r i o l o g i s c h  o n d e r z o e k  v an  v i s  i n  Canada ( S t a n d a r d  m ethods  o f  b a c t e 
r i o l o g i c a l  a n a l y s i s  f o r  u se  i n  f i s h  i n s p e c t i o n  l a b o r a t o r i e s  s 
d e p a r t m e n t  of  f i s h e r i e s  o f  Canada 1964-)» LERKE, ADAMS en  FÄRBER
(1 9 6 3 )  g e b r u i k e n  T»G»E»A» i n  e e n  s t u d i e  o v e r  h e t  b a k t e r i o l o g i s c h  
b e d e r f  i n  k a b e l j a u w f i l e t s  t e r w i j l  CARROLL, REESE en  WARD (1 9 6 8 )  
d e z e l f d e  bodem aanwenden v o o r  de  b e p a l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  
b a k t e r i ë n  i n  g a r n a l e n »

-  Bodem 2 s B ak to  m a r in e  a g a r  (B»M»A») (ZOBELL 1941 ;  D i f c o  s u p -

Manual  1953)

B eef  e x t r a c t  3 g 5 t r y p t o n e  5 g 5 d e x t r o s e  1 g ;  a g a r

p l e m e n t a r y  l i t e r a t u r e  1966)»

P e p t o n e

Na2S04
KC1

Agar
NaCl

s 5 ,0  g 
s 1 5 , 0  g 

. s 19,4-5 g 
s 3 ?24 g
s 0 , 5 5  g

MgCi2
CaCl2
NaHCO-,3

Y e a s t  e x t r a c t  
I J z e r  c i t r a a t

s 1 , 0  g 
s 0 , 1  g 
s 8 , 8  g 
s 1 , 8  g 
s 0 ,16- g
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¥ ° 3 : 0 , 0 2 2  g NaJS.O* 2 i  5 ; 0 , 0 0 4  g
NaF : 0 , 0 0 2 4  g NH.NO : 0 ,0 0 1 6  g
Na2HP04 s 0 ,0 0 8  g KBr : 0 , 0 8  g
S r C l - í 0 , 0 3 4  g W ater : 1 . 000 mld. pH s 7 , 4
-  Bodem 3 : (SPENCER 1 961a )

B e e ^ e x t r a c t  Lab Lemco 10 g , p e p t o n e  10 g ;  a g a r  15 g;
w a t e r  250 ml;  z e e w a t e r  750 ml;  pH 7 , 6 .

-  Bodem 4  : (COLWELL 1962)
N u t r i e n t  b r o t h  8 g ;  y e a s t  e x t r a c t  5 g 5 a g a r  15  g ; 
z e e w a t e r  1 .0 0 0  m l;  pH 6 , 1 .

-  Bodem 5 ; (TRETSVEN 1965)
B eef  e x t r a c t  5 g ;  p e p t o n e  5 g ;  a g a r  15 g ;  NaCl 15 g;  
w a t e r  1 . 0 0 0  m l;  pH 7 ,1 °

-  Bodem 6 s (GEORGALA 1957? GEORGALA 1958)
Beef  e x t r a c t  Lab Lemco 5 g? p e p t o n e  10 g ;  a g a r  15 g;  
z e e w a t e r  1 .0 0 0  m l;  pH 7 5̂ -

-  Bodem 7 s (DYER 1947)
P e p to n e  2 g;  b e e f  e x t r a c t  2 g ,  y e a s t  e x t r a c t  2 g ;  g l u 
c o s e  1 g ;  NaCl 5 g ;  K^HPO^ 1 g ;  a g a r  15 g;  w a t e r
1 . 000 ml ; pH 7 9 2 .

-  Bodem 8 : (GUNKEL e t  a l .  1961)
C a s e i n  h y d r o l y s a a t  5 g ;  ^ H F O ^  0 , 0 5  g ;  FePO^ 0 , 0 1  g ;  
a g a r  15 g;  w a t e r  250 ml;  z e e w a t e r  750 ml;  pH 7 , 4 .

-  Bodem 9 s (ELLIOTI1948)
B eef  e x t r a c t  3 g ;  p e p to n e  5 g» a g a r  15 g ;  z e e w a t e r
1 .0 0 0  m l;  pH 7?3«

-  Bodem 10: ( APPLEMAN e t  a l .  1964)
B eef  e x t r a c t  Lab Lemco 10 g;  p e p t o n e  10 g ;  NaCl 
5 g ;  a g a r  15 g ;  w a t e r  1 .0 0 0  m l;  pH 6 , 1 .

I n  de m e e s te  g e v a l l e n  w ord t  n a t u u r l i j k  g e f i l t r e e r d  z e e w a t e r  
aangewend n a  a l  ( ZOBELL 1946 ;  ELLIOTT 1948 ;  OPPENHEIMER 1952;  
LISTON 1956;  GEORGALA 1957;  GEORGALA 1958 ;  SPENCER 1959 ;  GUNKEL 
e t  a l .  1961;  COLWELL 1962;  LEWIS en  CORPE 1964;  CAROLL e t  a l .
1968)  o f  n i e t  (MacLEOD e t  a l .  1954 ;  COLWELL en LISTON i 9 6 0 ;  
SPENCER 19 6 1a ,  1961b ;  PFISTER e n  BURKHOLER 1965)  b e w a re n  i n  h e t
d o n k e r .  Deze b e w a r i n g  h e e f t  a i s  d o e i  de  o r g a n i s c h e  b e s t a n d d e l e n
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a f  t e  b r e k e n ,  t e n  e i n d e  a a n  b e t  z e e w a t e r  d a t  v a n  v e r s c h i l l e n d e  
p l a a t s e n  a f k o m s t i g  i s  d e z e l f d e  s a m e n s t e l l i n g  t e  g e v en  (ZOBELL 
1946 ;  ELLIOTT 1 9 4 8 ) ,  a l s o o k  de  b a k t e r i o s t a t i s c h e  e i g e n s c h a p p e n  
van  h e t  z e e w a t e r  op t e  h e f f e n  (ZOBELL 1 9 4 6 \ LISTON L956; COLWELL 
1 9 6 2 ).

Sommige a u t e u r s ,  w a a r o n d e r  TOMLINSON ( 1 9 5 7 ) 9 LEIFSON (1 9 6 3 )  en 
LEWIS ( 1 9 6 4 ) ,  d o e n  z e l f s  b e r o e p  op k u n s t m a t i g  z e e w a t e r  om b a k 
t e r i o l o g i s c h e  v o e d in g sb o d em s  v o o r  m a r i e n e  b a k t e r i ë n  t e  b e r e i d e n  
V o lgens  MacLEOD, ONOFREY en NORRIS (1 9 5 4 )  mag h e t  a r t i f i c i e e l  
z e e w a t e r  g e b r u i k t  w orden  i n  p l a a t s  v a n  n a t u u r l i j k  z e e w a t e r .

I n  d e ze  s t u d i e  w o r d t  dan  ook k u n s t m a t i g  z e e w a t e r  aangew end .

Ais  s a m e n s t e l l i n g  v o o r  d i t  a r t i f i c i e e l  z e e w a t e r  w o rd t  de  f o r m u le  
g e b r u i k t ,  v o o r g e s t e l d  d o o r  DIFCO i n  h e t  s a m e n g e s t e l d e  m a r in e  
a g a r  medium (B .M .A .)  (ZOBELL 1941;  D i fco  s u p p l e m e n t a r y  l i t e r a t u r e  
1 9 6 6 ) .

Een e e r s t e  r e e k s  p r o e v e n  w o rd t  i n  v i j f d u b b e l  met de t i e n  o pgege 
v e n  bodems a a n g e l e g d ;  e e n z e l f d e  z u u r t e g r a a d  n l .  pH = 7 w o rd t  i n g e 
s t e l d .  Een tw e e d e  r e e k s  p r o e v e n  w o rd t  e v e n e e n s  i n  v i j f d u b b e l  u i t 
g e v o e r d ,  met d e z e l f d e  r e e k s  bodem s,  do ch  met e e n  z u u r t e g r a a d  
z o a l s  i n  de  l i t e r a t u u r  w o rd t  a a n g e g e v e n .  Wanneer de  pH n i e t  i n  de 
l i t e r a t u u r  i s  o p g e g e v e n ,  w o r d t  de pH na s t e r i l i s a t i e  g e n o t e e r d .
De b a k t e r i e n s u s p e n s i e  w ord t  v e r k r e g e n  d o o r  s c h u d d e n  v a n  e e n  s t u k

2 ÖÖÏL.u i t g e s n e d e n  v i s h u i d  v an  s c h o l  v a n  18 cm in V 'e r le n m ey e r  v a n  500 ml 
met 180 ml s t e r i e l e  R i n g e r o p l o s s i n g  g e d u re n d e  30 m i n u t e n .  Het 
u i t s n i j d e n  g e s c h i e d t  met b e h u l p  v a n  e e n  s t e r i e l  a lu m in iu m  ra a m p je  
met g ek en de  a f m e t i n g e n  en  v a n  e e n  s t e r i e l e  s k a l p e l .  Voor de t e l 
l i n g  w o rd t  b e r o e p  g e d a a n  op de  k l a s s i e k e  p i a a t m e t o d e .  De i n k u b a -  
t i e t e m p e r a t u u r  b e d r a a g t  22°C en  de  t e l l i n g e n  g e s c h i e d e n  n a  3 ,  5 
en 6 d a g e n .

2 . 1 . 1 . 1 . 2 .  R e s u l t a t e n _ e n  b e r e k e n i n g e n .

a .  T e l l i n g  v an  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  3 d a g e n  
i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH = 7•

T a b e l  1 v e r m e l d t  de  r e s u l t a t e n  van  de t e l l i n g e n  p e r  ml in o k u lu m  
d i e  op de t i e n  v e r s c h i l l e n d e  m ed ia  worden u i t g e v o e r d .
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TABEL 1 -  R e s u l t a t e n  v a n  de  t e l l i n g e n  n a  3 da g en  i n k u b a t i e  b i j  
e e n  pH = 7«

1 2 3
1

4 5 66 7 8 9 10

108 98 8 9-5 106 44 108 145 94 122
102 108 10 31 100 42 102 151 109 112
117 91 10 44 102 47 108 143 90 118
115 103 10 68 101 41 98 132 112 114
110 106 17 45 104 43 113 140 96 l i i

t 552 5O6 55 233 513 217 529 711 501 577
X 1 1 0 ,4 1 0 1 ,2 1 1 ,0 4 6 , 6 1 0 2 ,6 4 3 , 4 1 0 5 ,8 1 4 2 ,2 1 0 0 , 2 1 1 5 , 4
R 15 17 9 37 & 6 15 19 22 11

De t e s t  op de  h o m o g e n i t e i t  v a n  de v a r i a n t i e s  (V) ( H a r t l e y  t e s t )  
w i j s t  op e en  h o m o g e n i t e i t  v a n  de  v a r i a n t i e s ,  v e r m i t s  Ymax/Vmin 
(= 3 4 ,5 0 )  k l e i n e r  i s  dan  de  t h e o r e t i s c h e  w a ard e  1 0 6 ,0 0  ( v o o r  ^  = 4 
en k  = 10 en  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) »

U i t  de v e r g e l i j k i n g  v an  de g e m id d e ld e n  v o l g t  d a t  q = 4 3 ,9 9 «  Deze 
g ev o nd en  w aarde  v o o r  q i s  g r o t e r  d a n  de t h e o r e t i s c h e  w aarde  q (=
5 97 0 ) ,  v o o r  k = 10 en  f  = 3 6 ,5 0  en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d .

De t e s t  t o o n t  e v e n e e n s  aan  d a t  a l  de g e m id d e ld e n  d i e  meer  d a n  1 1 , 5  
v e r s c h i l l e n ,  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l l e n d  z i j n  v a n  e l k a a r  ( a ) .

( a )  De g e m id d e ld e  r a n g e  S = 5 = _ 1 5 ,7 0

Voor 10 g r o e p e n  ( k  = 10)  v a n  5 w a a rn em in gen  (n  = 5) i s  f  = 3 6 ,5 0
en C, = 2 , 3 4

1 K 15 70De s t a n d a a r d a f w i j k i n g  s = ^  = g = 6 , 7 1

De b e r e k e n d e  z e k e r h e i d s k o ë f f i c i e n t  w o rd t  :
Xmax -  Xmin 131«20 „ ^ ^q =  —   =   *1 = 4 3 , 9 9

S/Vn 6 , 7 l Y 5  
De t h e o r e t i s c h e  w aard e  van  q ( b i j  99 % b e t r o u w b a a r h e i d  én  v o o r  
k  = 10 en f  = 3 6 , 50) =  5 ,70o  De g ev o n d en  q (= 4 3 , 9 9 )  i s  g r o t e r  
d a n  de  op g egeven  q 0 , 0 1  ( = 5 ?7 0 ) .
De v r a a g  k a n  w orden  g e s t e l d  hoe  de  bodems de e e n  v a n  de  a n d e r  
v e r s c h i l l e n  %

v o o r  k  = 2 en  f  = 3 6 ,5 0  i s  q 0 , 0 1  = 3 , 8 5  

w = 9 0 ï Qa * .g -  = i i , 5

Al de g e m id d e ld e n  d i e  meer d a n  1 1 , 5  v e r s c h i l l e n ,  z i j n  b i j g e 
v o l g  ook w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  van  e l k a a r .
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D i t  b e t e k e n t  d a t  :

-  de r e s u l t a t e n  bekomen met de bodems 1 ,  2 ,  5 ,  7 ©n 9 n i e t  wezen
l i j k  v e r s c h i l l e n d  z i j n  v a n  e l k a a r ,

-  de r e s u l t a t e n  bekomen met de  bodems 3 ,  ^  e n  6 w e z e n l i j k  v e r 
s c h i l l e n d  z i j n  v a n  d e ze  bekomen met de bodems 1 ,  2 ,  5» 7? 8 ,
9 en  1 0 ,

-  de r e s u l t a t e n  bekomen met de bodem 8 w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  z i j n  
van  d e z e  u i t g e v o e r d  op de  bodems 1 , 2 ,  5? 7 en  9»

-  de  r e s u l t a t e n  bekomen met de  bodem 10 w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  
z i j n  v a n  d e ze  bekomen met bodems 2 ,  5 e n  9» doch  n i e t  v a n  de 
bodems 1 en 7 o

b « T e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  na  3 d a g e n  i n 
k u b a t i e  b i j  e e n  pH-w aarde  z o a l s  i n  de l i t e r a t u u r  opgegeven»

De r e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  z i j n  i n  t a b e l  2 s a m e n g e v a t .

TABEL 2» -  R e s u l t a t e n  v an  de t e l i n g e n  pe.r ml in o k u lu m  n a  3 d a g e n
fai n k u b a t i e  b i j  e e n  pH z o a l s  i n  de  l i t a t u u r  v e rm e ld»

1 2 3 4 5 6 o( 8 9 10

123 119 12 45 116 52 47 102 124 60
115 122 14 31 115 48 57 91 10 5 44
132 128 18 44 112 45 46 88 106 71
131 125 13 68 l i i ■ 62 83 115 75
125 109 16 45 112 52 66 96 118 58

£ 626 603 73 233 566 242 278 460 568 308
X 1 2 5 ,2 1 2 0 ,6 1 4 , 6 4 6 , 6 1 1 3 ,2 4 8 , 4 5 5 ,6 9 2 ,0 1 1 3 ,6 6 1 , 6
E 17 19 6 37 5 7 19 19 19 31

De t e s t  op de h o m o g e n i t e i t  v a n  de  v a r i a n t i e s  w i j s t  e r  d u i d e l i j k  
op d a t  de  v a r i a n t i e s  homogeen z i j n ,  a a n g e z i e n  Vmax/Vmin = 37*90 
< 1 0 6  ( v o o r Y  = 4  en  k = 10 en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) »

Daar  de b e r e k e n d e  w aard e  v o o r  q (= 3 2 , 5 2 )  g r o t e r  i s  d a n  de  t h e o 
r e t i s c h e  w a a rd e  q (= 5,-70) v o o r  f  = 3 6 ,5 0  e n  k = 10 e n  v o o r  99 % 

b e t r o u w b a a r h e i d ,  b e s t a a t  e e n  w e z e n l i j k  v e i ' s c h i l  t u s s e n  de gem id 
d e ld e n »  Al de g e m i d d e l d e n  d i e  meer  d a n  13*1 v e r s c h i l l e n ,  z i j n  
w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  van  e l k a a r »
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H i e r u i t  kan  w orden  b e s l o t e n ,  d a t  de r e s u l t a t e n  bekomen met de 
bodems 1 ,  2 ,  5 en  9 n i e t  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l l e n d  z i j n  v a n  e l k a a r  
en  d a t  de  r e s u l t a t e n  bekomen met de bodems 3 , 4 ,  6 ,  7 ,  8 en  10 
w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  z i j n  v a n  deze  bekomen op de  bodems 1 ,  2 , 5  
en  9«

e» T e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  5 d a g e n  i n — 
k u b a t i e  b i j  e e n  pH = 7»

De r e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  p e r  ml in o k u lu m  z i j n  i n  t a b e l  3 
w eergegeven»

TABEL 3 .  R e s u l t a t e n  v an  de t e l l i n g e n  n a  5 d a g e n  i n k u b a t i e  b i j  
e en  pH = 7»

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

185 180 30 80 183 74 139 177 171 189
182 205 35 72 176 86 133 169 182 177
195 182 37 67 186 85 12? 194 194 173
207 181 38 84 180 92 123 190 169 183
193 182 29 76 179 95 126 182 190 180

I 962 930 169 379 904 432 648 912 906 902
X 1 9 2 , 4 1 8 6 ,0 3 3 ,8 7 5 ,8 1 8 0 ,8 86 „4 1 2 9 ,6 1 8 2 ,4 1 8 1 , 2 1 8 0 , 4
R 25 25 9 17 10 21. 16 25 25 16

A a n g e z ie n  Vmax/Vmin = 7 ,5 1  k l e i n e r  i s  d a n  de  t h e o r e t i s c h e  w aard e
1 0 6 ,0 0  (vo o rV  = 4  e n  k = 10 v o o r  99% b e t r o u w b a a r h e i d )  z i j n  de 
v a r i a n t i e s  homogeen»

B i j  de  v e r g e l i j k i n g  v an  de  g e m id d e ld e n  i s  q (= 4 4 , 1 6 )  g r o t e r  d a n  
dé t h e o r e t i s c h e  q (= 5 , 7 0 ) v o o r  k = 10 en  f  = 3 6 ,5 0  v o o r  99 % 
b e t r o u w b a a r h e i d ,  z o d a t  e e n  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  t u s s e n  de g e m i d d e l -  
d e c . b e s t a a t  » V e rd e r  b l i j k t ,  d a t  a l  de g e m i d d e l d e n  d i e  meer  d a n  1 3 ,8  
v e r s c h i l l e n ,  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l l e n d  z i j n  v a n  e l k a a r »

De v o l g e n d e  b e s l u i t e n  kunnen  h i e r u i t  w orden  g e t r o k k e n  s

-  de r e s u l t a t e n  bekomen met de bodems 1 , 2 ,  5 ,  8 ,  9 eu  10 z i j n  
n i e t  w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  v a n  e l k a a r ,

-  de  r e s u l t a t e n  bekomen met de  bodems 3 , 4 ,  6 en 7 z i j n  w e z e n l i j k  
v e r s c h i l l e n d  v a n  deze  op de bodems 1 ,  2 ,  5 ,  8 ,  9 eu  10»
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d» T e l l i n g  v an  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  5 d a g e n  
i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH z o a l s  i n  de  l i t e r a t u u r  a a n g e g e v e n .

De r e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  z i j n  i n  t a b e l  4- opgenomen »

TABEL 4 -  R e s u l t a t e n  van  de  t e l l i n g e n  p e r  ml in o k u lu m  n a  5 d ag en  
i n k u b a t i e  b i j  e en  pH z o a l s  i n  de  l i t e r a t u u r  a a n g e g e v e n .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

181 164 23 80 172 113 112 131 170 190

197 182 25 72 169 99 86 149 174- 154-
177 149 23 67 1 9 1 88 93 144 197 170
200 183 31 84 174- 97 100 135 181 167
188 169 26 76 173 120 104 14-3 178 186

I 943 845 128 379 879 517 495 702 900 8 6 7
x 1 8 8 ,6 1 6 9 ,0 2 5,.6 7 5 ,8 1 7 5 , 8 103,4- 9 9 ,0 1 4 0 , 4 1 8 0 ,0 173,4-
R 23 34 8 17 22 32 26: 18 27/ 36:

De t e s t  op de h o m o g e n i t e i t  v a n  de v a r i a n t i e s  w i j s t  u i t  d a t  
Vmax/Vmin « 1 9 , 9 8 .  Deze w a a rd e  i s  k l e i n e r  d a n  1 0 6 ,0 0  (voor \J  — 4 
en  k = 10 en  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) «  B i j g e v o l g  z i j n  de  v a r i a n t i e s  
homogeeno

A a n g e z i e n  b i j  h e t  v e r g e l i j k e n  v a n  de g e m id d e ld e n  een  q - w a a r d e  van  
35?33 w o r d t  bekomen en v e r m i t s  d e z e  w aarde  g r o t e r  i s  d a n  de  t h e o 
r e t i s c h e  q -w a a rd e  (= 5?70 v o o r  f  = 3 6 ,5 0  en  k « 10 v o o r  99 % b e 
t r o u w b a a r h e i d )  k an  w orden  aangenom en ,  d a t  e e n  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  
t u s s e n  de g e m id d e ld e n  o p t r e e d t  o Al de g e m i d d e l d e n  d i e  meer  d an  1 7 ,8  
v e r s c h i l l e n ,  z i j n  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l l e n d  v a n  e l k a a r .

Sam engevat  kan  b i j g e v o l g  w orden  a f g e l e i d  d a t  de  r e s u l t a t e n  bekomen 
met de  bodems 1 ,  5? 9 en 10 n i e t  w e z e n l i j k  v a n  e l k a a r  v e r s c h i l l e n  
en d a t  de  t e l l i n g e n  op de bodems 2 ,  3? 4-? 6 ,  77 en  8 s i g n i f i k a n t  
v e r s c h i l l e n  v a n  d e ze  op de bodems 1 ,  5? 9 en  1 0 .

e .  T e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  6 d a g e n  i n k u 
b a t i e  b i j  pH -  7«

De t e l l i n g e n  g ev en  d e z e l f d e  r e s u l t a t e n  a i s  n a  5 d a g e n .
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f  » T e l l i n g  v an  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  6 d a g e n  
i n k u b a t i e  b i j  e en  pH z o a l s  i n  de l i t e r a t u u r  a a n g e g e v e n .

U i t  de t e l l i n g e n  w orden  d e z e l f d e  r e s u l t a t e n  a i s  na  5 d a g e n  b e 
komen.

2 . I . I . I . 3 .  B e s p r e k i n g  v a n  d e _ r e s u i t a t e n .

Na 5 d a g e n  i n k u b a t i e  b i j  e e n  pH = ? b l i j k e n  de t e l l i n g e n  op de  
bodems 1 ,  2 ,  5? 8 ,  9 en  10 w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  t e  z i j n  van  
e l k a a r  en  b i j  e e n  pH, z o a l s  i n  de l i t e r a t u u r  a a n g e g e v e n ,  v e r t o n e n  
de r e s u l t a t e n  bekomen met de  bodems 1 ,  5? 9 en  10 e v e n e e n s  g een  
s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l .

B i j  h e t  u i t t e s t e n  van  de  bodems met e e n  pH z o a l s  i n  de  l i t e r a t u u r  
opg eg even  s t a a t ,  kan  worden v a s t g e s t e l d  d a t  de r e s u l t a t e n  bekomen 
met de  bodems 2 en  8 ,  d i e  e e n  pH = 7 , 4  h e b b e n ,  s i g n i f i k a n t  v e r 
s c h i l l e n  v a n  d e ze  bekomen op de bodems I ,  5 ,  9 en  1 0 ,  w a a rv a n  
de pH t u s s e n  6 , 7  en 7 « !  l i g t .  B i t  kan  t e  w i j t e n  z i j n  a a n  de hoge 
w aard e  van  de pH.

ELLIOTT (1 9 48 )  s t e l t  immers v a s t  d a t  b í j  pH -w aa rd en  d í e  h o g e r  
l i g g e n  d a n  7 h e t  a a n t a l  g e t e l d e  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  s t e r k  a f n e e m t .  
A a n g e z ie n  v o o r  b e d e r f  YAMAMOTO en SONEHARE (1 9 5 3 )  6 , 8 5  a a n g e v e n ,  
t e r w i j l  FREIBER ( 1 9 5 9 ) ,  LUDORFF ( I 9 6 0 )  en  WITTPOGEL (1 9 6 1 )  6 , 8  
à 7 , 0  v o o r o p s t e l l e n ,  i s  h e t  d a n  ook a an  t e  nemen d a t  de pH-w aarde  
van  h e t  v o e d i n g s m i l i e u  i n  h e t z e l f d e  g e b i e d  komt t e  l i g g e n  van  
de pH -w aarden  d i e  i n  de v i s  voorkom en .

E r  k an  e v e n e e n s  worden  u i t g e m a a k t  o f  t u s s e n  de r e s u l t a t e n  bekomen 
op de  bodems 1 ,  2 ,  5,  8 ,  9 en 10 b i j  de v e r s c h i l l e n d e  g e b r u i k t e  
p H -w aarden  e e n  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l  b e s t a a t .

Aan de  hand v an  t a b e l  5 ,  w a a r i n  de r e s u l t a t e n  v a n  de  t e l l i n g e n  
z i j n  w e e r g e g e v e n ,  kan  d í t  worden nagegaan  .
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TABEL 5 -  R e s u l t a t e n  v an  de  t e l l i n g e n  p e r  ml in o k u lu m  v a n  Bodems 
1 ,  2 ,  5 ,  8 en  10 n a  5 d a g e n  i n k u b a t i e  b i j  p H -w aarden  
t u s s e n  6 ,1  en  7 ,1  ( a ) „

' K 7 ) 2 ( 7 ) 8 ( 7 ) 1 0 ( 7 ) 1 ( 6 , 5 ) 1 0 ( 6 , 1 ) 5 ( 7 ) 9 ( 7 ) 5 ( 7 , 1 ) 9 ( 7 )

185 175 177 189 181 190 183 171 172 170
182 201 169 177 197 154 176 182 169 174
195 177 194 173 177 170 186 194 191 197
207 176 190 183 200 167 180 169 174 181
193 176 182 180 188 186 179 190 173 178

z 962 885 912 902 943 867 904 906 879 900
X 1 9 2 ,4 181 1 8 2 ,4 1 8 0 ,4 1 8 8 ,6 1 7 3 ,4 1 8 0 ,8 1 8 1 ,2 1 7 5 , 8 1 8 0 ,0
R 25 24 25 16 23 36 10 25 22 27

( a )  Het g e t a l  t u s s e n  h a a k j e s  g e e f t  de pH-w aarde  a a n .

De t e s t  op de  h o m o g e n i t e i t  v a n  de  v a r i a n t i e s  v a l t  p o s i t i e f  u i t ,  
a a n g e z i e n  Vmax/Vmin (= 5 986 ) k l e i n e r  i s  d a n  1 0 6 ,0 0  ( v o o r  \ / -  4  en  
k = 10 e n  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) .

Tevens  b e s t a a t  g e e n  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  t u s s e n  d e  g e m i d d e l d e n ,  v e r 
m i t s  de  gev o n den  w aarde  q (= 4 , 2 8 )  k l e i n e r  i s  d an  5 ,7 0  ( t h e o r e 
t i s c h e  q -w a a rd e  v o o r  f  = 3 6 ,5 0  en  k = 10 en v o o r  99 % b e t r o u w 
b a a r h e i d )  o

2 . 1 . 1 . 1 . 4 .  B e s l u i t e n .

U i t  de bekomen r e s u l t a t e n  kan  w orden  a f g e l e i d  d a t  1

a )  de  i n k u b a t i e  5 d a g e n  moet  b e l o p e n ,
b )  t u s s e n  de r e s u l t a t e n  bekomen op de bodems 1 , 2 ,  5 ,  8 ,  9 en 10 

g e en  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l  b e s t a a t  w a n n e e r  de pH t u s s e n  6 , 1  en
7 . 1  l i g t .  D i t  b e t e k e n t  e v e n e e n s  d a t  de optimum pH -w aarde  t u s s e n
6 . 1  en  79I  l i g t ,  h e t g e e n  de  r e s u l t a t e n ,  d o o r  ELLIOTf ( 1 9 4 8 )  b e 
komen, b e v e s t i g t ,

e )  de r e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  op de  a n d e r e  bodems u i t g e v o e r d  
w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n  v an  d e ze  z e s  bodem s ,  i n  h e t  g e v a l  w aar  g e 
l i j k e  pH -w aa rden  worden g e b r u i k t ,  d o o r  h e t  f e i t  d a t  hun  samen
s t e l l i n g  v e r s c h i l l e n d  i s  o f  d a t  de  p H -w aa rd en  t e  hoog l i g g e n  i n  
h e t  g e v a l  w a a r  pH -w aarden  u i t  de l i t e r a t u u r  w orden  overgenom en .  
I n  d i t  l a a t s t e  g e v a l  k an  de s a m e n s t e l l i n g  ook e e n  r e d e n  t o t  v e r 
s c h i l  g e v e n .
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d )  bodem 1 (T -G .E oA .)  i n  d e ze  s t u d i e  v o o r  b a k t e r i o l o g i s c h  o n d e r 
zoek  van  v i s  k an  w orden  aang e w en d , a a n g e z i e n  op d i t  m i l i e u  h e t  
h o o g s t  a a n t a l  b a k t e r i ë n k o l o n i ë n  o n t w i k k e l e n  hoew el  h e t  r e s u l 
t a a t  v an  de t e l l i n g e n  op d e z e  bodem n i e t  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l t  
met d eze  u i t  g e v o e r d  op de bodems 2 ,  5 ,  8 ,  9 en 10„ D aare n b o v en  
i s  d eze  v oed in g sb o d em  z e e r  g e m a k k e l i j k  t e  b e r e i d e n ,  v e r m i t s  d i t  
m i l i e u  o n d e r  s a m e n g e s t e l d e  vorm i n  de h a n d e l  v e r k r i j g b a a r  i s .

2 o1 o1 . 2  o G e b ru ik  v an  z e e w a t e r ¿

D aar  t a i  van  o n d e r z o e k e r s  z e e w a t e r  g e b r u i k e n  v o o r  h e t  b e r e i d e n  
v a n  de v o e d i n g s m i l i e u " s en  a n d e r e  d a a r e n t e g e n  gewoon w a t e r  a a n 
wenden w o rd t  e e n  p r o e f  a a n g e l e g d  om n a  t e  g a a n  o f  h e t  g e b r u i k  v a n  
z e e w a t e r  n o o d z a k e l i j k  i s  om h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  i n  v i s  t e  
b e p a l e n  o

2 . 1 . 1 o 2 „ i .  M a t e r i a a l ^ e n  metodon

E r  w o rd t  b e r o e p  g e d a a n  op v i e r  s o o r t e n  k u n s t m a t i g  z e e w a t e r  n l»  2 

-  Z e e w a te r  v o l g e n s  de f o r m u le  v a n  DIFCO (1 9 6 6 )

NaCl s 1 9 , ^ 5  g MgCl2 2 8 , 8  g

Na2S0a  2 3 , 2 4  g Ca012 2 1 , 8  g

KC1 s 0 , 5 5  g NaHGO-z 2 5 0 , 1 6  g

H-.BO* s5 3
0 , 0 2 2  g Na2S0^ 2 0 , 0 0 4  g

NaF 2 0 , 0 0 2 4  g nh4 n o 3 2 0 ,0 0 1 6  g

Na2HS0^ 2 0 , 0 0 8  g KBr 2 0 , 0 8  g

S r C l 2 0 , 0 3 4  g h2o 2 1 0 000 ml

-  Z e e w a te r  v o l g e n s  de  f o r m u le  v a n  ZOBELL (19469

NaCl 2 2 4 ,3 2  g MgCI2 o6H20 g 1 0 ,9 9  g

Na2S0^ s 4 , 0 6  g CaCl2 o6H20 2 2 , 2 5  g

KC1 2 0 , 6 9  g NaHCO,5
0 , 2 0  g

KBr 2 0 , 1 0  g S r C l 2 o6H20 2 0 ,0 4 2  g

H ,B 0 ,  2 9 3 0 ,0 2 7  g NaoS i 0 z « 9Ho0 4 3 4 2 0 ,0 0 5  g

NaF 2 0 , 0 0 3  g NH^NO 3 2 0 , 0 0 2  g

FeP0^„4H20 2 0 , 0 0 1  g h 2o 2 1 .0 0 0  ml
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-  Z e e w a te r v o l g e n s  de f o r m u le v an

NaCl : 2 3 ,4 8 g Na2S0

NaHCO,  
5 : 0 , 1 9 g KC1

KBr : 0 , 1 0 g MgCl2

CaCl2 : 1 ,1 0 g S r C l 2

HzBO,
5 5 i 0 , 0 3 g

3 , 9 2  g 

0 , 6 7  g 

4 , 9 8  g

0 , 0 2  g

-  Z e e w a t e r t a b i e t t e n  B r i t i s c h  Drug House (BDH) ( P e r s o o n l i j k e  
k om m un ik a t ie  1968)

NaCl ;

MgS04 „7H20:

4 , 7 3 4  g

0 , 5 6 8  g

CaSO,

MgCl2 o6H20 ;

0 , 2 8 4  g 

0 , 3 7 9  g

De p r o e v e n  w orden  a a n g e l e g d  met t r y p t o n e  g l u c o s e  e x t r a c t  a g a r ,  
d i e  met g e d e s t i l l e e r d  w a t e r  en  met de  v i e r  s o o r t e n  a r t i f i c i e e l  
z e e w a t e r  w o r d t  b e r e i d .

De pH -w aarden  v a n  de bodems,  n a  s t e r i l i s a t i e  b i j  120°C g e d u re n d e  
15 min z i j n  a i s  v o l g t  ;

-  T .G .E .A .  met g e d e s t i l b e r d  w a t e r  s 6 , 5
-  T .G .E .A .  met z e e w a t e r  v o l g e n s  DIECO s 6 , 5
-  T .G .E .A .  met z e e w a t e r  v o l g e n s  ZOBELL : 6 , 7
-  T.GoEoAo met z e e w a t e r  v o l g e n s  LYMAN en  FLEMING: : 6 , 7
-  T. G.E.Ao met z e e w a t e r  v o l g e n s  B.D.H, ; 6 , 2

De w e r k w i j z e  en de  s t a t i s t i s c h e  v e r w e r k i n g  g e b e u r e n  op i n d e n t i -  
s c h e  w i j z e  a i s  b i j  de v e r g e l i j k i n g  v a n  de t i e n  bodems.

2 o l  . 1 . 2 . 2 .  Res n l t a t e n _ e n _ b e r e k e n i n g e n o _

a .  T e l l i n g  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l •a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  3 d a g e n  i n k u 
b a t i e  b i j  pH = 7»

T a b e l  6 g e e f t  de  r e s u l t a t e n  v a n  d i e  t e l l i n g e n  w e e r .
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TABEL 6 -  R e s u l t a t e n  van  de t e l l i n g e n  p e r  ml i n o -  
kulum na  3 d a g en  i n k u b a t i e  b i j  pH = 7*

h2o D ifc o Z o B el l Lyman en 
F le m in g

BDH

73 70 70 68 67
81 73 74 67 65
80 73 72 73 66
83 68 67 75 80
65 72 75 71 73

382 356 358 354 351
X 7 6 , 4 7 1 , 2 7 1 , 6 7 0 ,8 7 0 ,2
R 18 5 8 7 15

De t e s t  op de h o m o g e n i t e i t  v a n  de  v a r i a n t i e s  i s  p o s i t i e f .  Vmax/ 
Vmin (= 1 1 , 6 5 )  I s immers k l e i n e r  d a n  5 9 , 0 0  ( t h e o r e t i s c h e  w aarde  
v o o r  \) = 4  en k = 5 en  v o p r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) .

De g e m id d e ld e n  z i j n  n i e t  w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  v an  e l k a a r ,  a a n g e 
z i e n  de g ev onden  q -w a a rd e n  (= 3 , 1 0 )  k l e i n e r  i s  d a n  5 , 5 6  ( t h e o r e 
t i s c h e  q -w a a rd e  v o o r  f  = 1 8 ,4 0  en  k  = 5 en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r 
h e i d )  .

b .  T e l l i n g  vhn h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  3 d a g e n  i n k u 
b a t i e  b i j  p H -w a a rd e n d ie  na  s t e r i l i s a t i e  w orden  bekomen.

I n  t a b e l  7 z i j n  d e z e  r e s u l t a t e n  s a m e n g e v a t .

TABEL 7 -  R e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  n a  3 d a g e n
i n k u b a t i e  b i j  pH -w aarden  d i e  n a  s t e r i l i 
s a t i e  w orden  bekomen.

H2° D i f c o Z o B el l Lyman en  
F le m in g BDH1

67 71 72 68 64

77 72 71 70 73
66 65 66 66 78
78 77 76 79 71
77 70 73 68 71

Ç 365 355 358 351 357
X 7 3 , 0 7 1 ,0 7 1 , 6 7 0 , 2 7 1 , 4
R 12 12 10 13 14
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De t e s t  op de h o m o g e n i t e i t  van  de v a r i a n t i e s  w i j s t  op e e n  
h o m o g e n i t e i t , v e r m i t s  Vmax/Vmin (= 2„6 7 )  k l e i n e r  i s  d a n  de t h e o 
r e t i s c h e  w aarde  59*00 ( v o o r V  = 4  en  k -  'y en v o o r  99% betrouw- 
b a a r h e i d ) .

U i t  de  v e r g e l i j k i n g  v an  d e  g e m i d d e l d e n  v o l g t «  d a t  q = 1,22«, Deze 
g ev on d en  w aarde  v o o r  q i s  k l e i n e r  d a n  de  t h e o r e t i s c h e  w aarde  
q ( = 5*36)  v o o r  k  « 5 en f  » 1 8 ,4 0  en  9 9 $ b e t r o u w b a a r h e i d r w a a r u i t  
v o l g t  d a t  de  t e l l i n g e n  bekomen op de bodems n i e t  s i g n i f i k a n t  v e r 
s c h i l l e n d  z i j n  v a n  e l k a a r «

c .  T e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  5 d a g e n  i n -  
k u h a t i e  b i j  pH -  7»

T a b e l  8  b e v a t  de r  e s u l t a t e n  van  d i e  t e l l i n g e n «

TABEL 8 -  R e s u l t a t e n  van  de  t e l l i n g e n  p e r  ml i n o -  
kulum n a  5 d a g e n  I n k u b a t i e  b i j  pH' « 7«

h2° D if c o Z o B el l Lyman en  
F le m in g BDIE

91 87 90 83 85
103 94 84 81' 84
100 94 95 90 8 5
103 82 99 92 102

83 92 87 90 91

X 480- 449 455 436 447
X 9 6 ,0 8 9 , 8 9 1 ,0 8 7 , 2 89 „4
R 20 12 15 11 18
3S ES C =  =  =  =  =  =  B : s s s s s £ = = = = = = = = = = = = 1! n ti h h h h t|_

De t e s t  op de  h o m o g e n i t e i t  v a n  de v a r i a n t i e s  w i j s t  e r  d u i d e l i j k  
o p . d a t  de  v a r i a n t i e s  homogeen z i j n ,  a a n g e z i e n  Vmax/Vmin = 3 , 2 5 <
5 9 ,0 0  ( v o o r V = 4 e n  k -  5 en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) .

D aar  de  b e r e k e n d e  w a a rd e  v o o r  q (= 3 , 0 7 )  k l e i n e r  i s  d an  de  t h e o 
r e t i s c h e  w aard e  q (= 5 , 3 6 )  v o o r  f  » 1 8 ,4 0  en  k -  5 en  v o o r  99 % 

b e t r o u w b a a r h e i d ,  b e s t a a t  g e e n  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  t u s s e n  de r e s u l 
t a t e n  van  de t e l l i n g e n  u i t g e v o e r d  op de v e r s c h i l l e n d e  bodem s.

d .  T e l l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  n a  5 d a g e n  i n k u 
b a t i e  b i j  pH -w aarden  d i e  na  s t e r i l i s a t i e  w o rd en  bekomen.
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I n  t a b e l  9 z i j n  de  r e s u l t a t e n  sam en g e ÿ a t  van  de  t e l l i n g e n  na  5 
-dagen  i n k u b a t i e  b i j  pH -w aarden  d i e  n a  s t e r i l i s a t i e  w orden  bekomen,,

TABEL 9 “  R e s u l t a t e n  v a n  de  t e l l i n g e n  p e r  ml i n o -  
kuXum n a  5 d ag en  i n k u b a t i e  b i j  p H -w a a r -  
den  d i e  na  s t e r i l i s a t i e  worden bekomen»

H2° D i f c o Z oB el l Ljrman en 
F le m in g BDH

85 87 95 85 82
95 93 89 90 94
83 80 84 82 96
96 96 90 100 8?
99 84 86 88 90

I 458 440 444 445 449
X 91 »6 8 8 , 0 8 8 , 3 89 8 9 , 8
R 16 16 11 18 14

=z = =£s s a s s a s a SaS£S=S353S253sl

~nhhhh»hh_u

De t e s t  op de  h o m o g e n i t e i t  v an  de  v a r i a n t i e s  i s  p o s i t i e f ,  d a a r  
Vmax/Vmin (= 2 , 8 7 )  k l e i n e r  i s  d a n  59»00 ( t h e o r e t i s c h e  w a ard e  v o o r  
\) = 4- en  k » 5 en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) »

T evens  z i j n  de  g e m id d e ld e n  n i e t  s i g n i f i k a n t  van  e l k a a r  v e r s c h i l 
l e n d ,  a a n g e z i e n  de gevonden  q -w a a rd e  ( -  1 , 2 ? )  k l e i n e r  i s  d an  5*36 
( t h e o r e t i s c h e  q - w a a rd e  v o o r  f  = 1 8 ,4 0  en  k -  5 en  v o o r  99 % b e t r o u w 
b a a r h e i d )  o

2 » 1 » 1 » 2 » 3 » Be s g r e k i n g ^ v a n  j i e _ _ r e s u l  t  a t  en»

U i t  h e t  o n d e rz o e k  b l i j k t  d a t  de  r e s u l t a t e n  bekomen op d e z e  bodems 
n a  3 en 5 d a g en  i n k u b a t i e  o n d e r l i n g  n i e t  w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n ,  
m.a.Wo h e t  g e b r u i k  van  k u n s t m a t i g  z e e w a t e r  i s  n i e t  n o d i g  v o o r  h e t  
b e r e i d e n  van  ToG<,E0A» E r  b l i j k t  e v e n e e n s  geen  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  
t e  b e s t a a n  t u s s e n  de r e s u l t a t e n  bekomen op de bodems d i e  met  z e e 
w a t e r  v a n  v e r s c h i l l e n d e  s a m e n s t e l l i n g  z i j n  b e r e i d »

2» 1 . 1 . 3 «  B e £ a l in g _ v a n _ d e  o p t i m a l e  pH.,

I n  de l i t e r a t u u r  worden z e e r  u i t e e n l o p e n d e  pH -w aarden  opgegeven« 
COLWELL (1 96 2 )  en APPLEMANy BAIN en  SHEWAN (1 9 6 4 )  g e b r u i k e n  e e n  
bodem met pH « 6 ,1 »  LUDORPP ( I 9 6 0 ) ,  MATHEN, LEKSHMY, I ÏE R  en  P IL 
LAI ( 1 9 6 4 )  en NICKERSON en GOLDBLITH (1 9 6 4 )  g ev en  pH = 7 op ,
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t e r w i j l  TRETSVEN (1 9 6 3 )  7 , 1  en  DYER (1 9 4 7 )  7 , 2  aanwenden .
GEORGALA ( 1 9 5 7 ) ( 1 9 5 8 ) ,  KISER en BECKWITH (1 9 4 4 )  en  GUNKEL, GALEN 
en ZOBELL (1 9 6 1 )  s t e l l e n  de  pH v a n  h e t  v o e d i n g s m i l i e u  v o o r  m a r in e  
b a k t e r i ë n  op 7 ,^ »  De h o o g s t e  w a ard e  g e b r u i k t  SPENCER (1 9 5 9 )  
( 1 9 6 1 a ) .  Deze o n d e r z o e k e r  s t e l t  de pH op 7 , 6 .

B i j  de p r o e v e n  a a n g a a n d e  h e t  t e s t e n  v a n  z e e w a t e r  l i g g e n  de  pH- 
w a a rd e n  t u s s e n  6 , 2  en  7 , 0 .  Wanneer de r e s u l t a t e n  bekomen op de  
t i e n  b e r e i d e  bodems o n d e r l i n g  n i e t  w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n ,  w i j s t  
d i t  e r  op d a t  h e t  optimum t u s s e n  d e z e  tw ee  w a a rd e n  l i g t .

T a b e l  10 v e r m e l d t  de r e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  d i e  op de  t i e n  
v e r s c h i l l e n d e  bodems worden u i t g e v o e r d .

TABEL 10 -  R e s u l t a t e n  v a n  de  t e l l i n g e n  p e r  ml in o k u lu m  n a  5 d ag en  
i n k u b a t i e  b i j  pH 6 , 2  t o t  7 , 0 .

h2o D if c o Z o B el l Lyman en 
F le m in g BDH

pH=6,5 pH-7,0 p H = 6 ,5 pH=7,0 pH=6,2 pH=7,0 pH=6,7 pH=7,0 pH=6,2 pH=7,0

85 91 87 87 95 90 85 83 82 85
95 103 93 94 89 84 90 81 94 84
83 100 80 94 84 95 82 90 96 85
96 103 96 82 90 99 100 92 87 102
99 83 84 92 86 87 88 90 90 91

458 480 440 449 444 455 445 436 449 447
X 9 1 , 6 9 6 ,0 8 8 , 0 8 9 , 8 8 8 , 8 9 1 ,0 8 9 , 0 8 7 , 2 8 9 , 8 8 9 , 4
R 16 20 16 12 11 15 18 11 14 18

De t e s t  op de h o m o g e n i t e i t  van  de v a r i a n t i e s  v a l t  p o s i t i e f  u i t ,  a a n g e 
z i e n  Vmax/Vmin (= 4,35) k l e i n e r  i s  d a n  1 0 6 ,0 0  ( v o o r  ^ = 4 en k = 5 
en 99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) .

B i j  de v e r g e l i j k i n g  v an  de g e m id d e ld e n  i s  evenm in  e e n  w e z e n l i j k  
v e r s c h i l  t u s s e n  d e  g e m id d e ld e n  w aar  t e  nemen, d a a r  de  gevonden  
w aarde  v o o r  q (= 3 , 0 7 ) k l e i n e r  i s  d a n  5 ,7 0  ( t h e o r e t i s c h e  q -w a a rd e  
v o o r  f  = 36 ,5 0  en  k = 10 en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) ,  m .a .w .  de 
pH moet een  w a ard e  heb ben  t u s s e n  6 , 2  en  7 ,0 .Deze r e s u l t a t e n  z i j n  i n  
o v e re e n k o m s t  met de g e g e v e n s  v a n  ELLIOTT ( 1 9 4 8 ) .
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D i t  h e e f t  a i s  v o o r d e e l  d a t  b i j  g e b r u i k  v a n  T . G . E . A . ,  b e r e i d  met 
gewoon w a t e r ,  g een  s p e c i a l e  p H - s t e l l i n g  moet g e s c h i e d e n ,  a a n g e 
z i e n  de pH n a  s t e r i l i s a t i e  e e n  w aarde  v a n  6 , 5  h e e f t .

2 . 1 . 1 »4. B e p a l in g _ v a n _ d e  i n k u b a t i e t £ m j æ r a t u u r _ e n  - t i j d .

De i n k u b a t i e t e m p e r a t u u r  en - t i j d  z i j n  b i j  de v e r s c h i l l e n d e  o n d e r 
z o e k e r s  e v e n e e n s  z e e r  u i t e e n l o p e n d .  CAROLE, REESE en  WARD (1968)  
t e l l e n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  i n  g a r n a a l  n a  2 
d a g e n  i n k u b a t i e  b i , i  25°C. LOBBEN en LEE (1 9 6 8 )  t e l l e n  e c h t e r  n a
2 dagen  i n k u b a t i e  b i j  27° C t e r w i j l  APPLEMAN, BAIN en  SHEWAN 
(1 9 6 4 )  de  b a k t e r i ë n  3 dagen  b i j  37° C h o u d e n .  DYER (1 9 4 7 )  b e p a a l t  
h e t  t o t a a l  a a n t a l  k iem en  i n  k a b e l j a u w  na  3 d a g e n  i n k u b a t i e  b i j  
20° C. WATANABA ( 1 9 6 4 )  s t e l t  e v e n e e n s  e e n  i n k u b a t i e t i j d  v an  3 d a 
gen v o o r  doch b i . i  een  t e m p e r a t u u r  van  25°C„ Deze t e m p e r a t u u r  en  
t i j  worden  d a a r e n b o v e n  v o o r g e s c h r e v e n  d o o r  h e t  d e p a r t e m e n t  van  
de v i s s e r i j  i n  Canada ( S t a n d a r d  methods o f  b a c t e r i o l o g i c a l  a n a 
l y s i s  f o r  u se  i n  f i s h  i n s p e c t i o n  l a b o r a t o r i e s  : d e p a r t m e n t  o f  
f i s h e r i e s  o f  Canada 1 9 6 4 ) .  HESS (1 9 3 2 )  b e p a a l t  de i n k u b a t i e t i j d  
op 3 d a g en  b i j  een  t e m p e r a t u u r  v an  35° C en  LUDORFE ( I 9 6 0 )  op
3 d a g e n  b i j  30° C. Een i n k u b a t i e p e r i o d e  van  4 d a g e n  b i j  24° C 
w o rd t  d o o r  LUYPSN (1 9 5 8 )  g e b r u i k t .  De m ee s t  voorkomende ko m bin a -  
t i e ,  n l .  20° C g e d u re n d e  5 d a g e n ,  w o rd t  aangewend d o o r  LISTON 
(1 9 5 6 )  GEORGALA ( 1 9 5 7 ) ( 1 9 5 8 ) , SPENCER ( 1 9 5 9 ) ( 1961a )  COLWELL (1 9 6 2 )  
TRETSVEN (19 63 )  en NICKERSON en GOLDBLITH ( 1 9 6 4 ) .  GUNKEL, GALEN en 
ZOBELL (1 9 6 1 )  v o e r e n  t e l l i n g e n  u i t  n a  7 d a g e n  i n k u b a t i e  b i j  18°  C, 
t e r w i j l  PROCTOR en NICKERSON (1 9 3 5 )  t e l l e n  n a  7 d a g e n  i n k u b a t i e  b i j  
20° C.

P e t r i - p l a t e n  van  9 cm d i a m e t e r  worden  g e ë n t  met 1 ml in o k u lu m  v an  
een  b a k t e r i ë n s u s p e n s i e  d i e  op d e z e l f d e  w i j z e  w o r d t  v e r k r e g e n  a i s  i n  
p u n t  2 „ l . l . L D e  p l a t e n  worden g e g o t e n  met T .G .E .A .  en  g e ï n k u b e e r d  
b i j O ,  5, 10» 15 ,  20» 25 ,  30 en 37°C. Deze p r o e f  w o rd t  i n  h e t  v i j f 
d u b b e l  u i t g e v o e r d »  De t e l l i n g e n  g e s c h i e d e n  n a  1» 2 ,  3 ,  4 ,  5,
7 ,  9 ,  12 ,  16 ,  19 en 25 dagen  i n k u b a t i e »  De r e s u l t a t e n  z i j n  
g r a f i s c h  i n  f i g u u r  1 w eergegeven»



320

300

280

260

240

220

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

O1

- 33 -

Figuur  1 -  R e s u l t a t e n  van de tem pe r a tu u r  proeven 

n ( a a n t a l  bakteriën per ml inokulum)

25«
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U i t  de r e s u l t a t e n  kan worden  a f g e l e i d ,  d a t  h e t  h o o g s t  a a n t a l  t e l 
l i n g e n  b i j  20° en  b i j  25^ C w o rd t  bekomen» D i t  g e g ev e n  komt o v e r 
een  met de  t e m p e r a t u r e n  a a n g e g e v e n  d o o r  ELLIOTI (1ÇKU3). Deze m ax i
ma w orden  v e r k r e g e n  n a  5 d a g e n  i n k u b a t i e ,  h e t g e e n  e e n  b e v e s t i g i n g  
i s  v an  de r e s u l t a t e n  van  v o o r g a a n d e  p r o e v e n ,  h a n d e l e n d  o v e r  h e t  
u i t t e s t e n  van  bodems en  h e t  a l  o f  n i e t  g e b r u i k e n  v a n  z e e w a t e r .

2 „ 1 o 1 . 5 • St.ud  i e___ v a n j l  e monst e r n e m i n g .

De s t u d i e  v an  de  m o n s te rn e m in g  omvat tw ee  a s p e k t e n ,  n l .  de mon
s t e r n e m i n g  van  de h u i d  en de  m o n s te rn e m in g  v a n  h e t  v i s v l e e s .

2 . 1 .1  »5 ° 1 » Mon s t er n e m i n g =Va n _d h u i d .

2 . 1 . 1 . 5*1»1 » Met o d e j v a n j m o n s t e r n e ming.

I n  de  l i t e r a t u u r  w orden  3 m eto d en  v o o r  de  m o n s te rn e m in g  v a n  de  v i s -
h u i d  v e rm e ld  n l . h e t  u i t s n i j d e n  v a n  e e n  s t u k j e  h u i d ,  de “s w a V
m e t ode en h e t  a f s c h r e p e n  van  de h u i d .  GEORGALA (1 9 5 7 )  (1 9 5 8 )  s n i j d t
op s t e r i e l e  w i j z e  7 s5 cm¿ h u i d  weg d a t  v e r v o l g e n s  i n  een  s t e r i e l e
R i n g e r o p l o s s i n g  w o rd t  g e s c h u d .  LISTON ( 1 9 5 8 )  en  SPENCER ( 1 9 6 1 a )
s n i j d e n  e v e n e e n s  een  s t u k j e  h u i d  met gekend  o p p e r v l a k  u i t  om h e t

2t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm t e  b e p a l e n .  LUDOREF ( I 9 6 0 )  g e 
b r u i k t  e e n  s t e r i e l  s t u k j e  f i l t e r p a p i e r  met gekend  o p p e r v l a k  d a t  
op de v i s  w o rd t  g e l e g d .  Met een  s t e r i e l e  s k a l p e l  w o rd t  l a n g s  h e t  
p a p i e r t j e  g e s n e d e n  om zodoende  e e n  s t u k j e  h u i d  t e  bekomen met e e n 
z e l f d e  o p p e r v l a k  a i s  h e t  p a p i e r t j e »  De h u i d  en  h e t  p a p i e r t j e  wor
d en  v e r v o l g e n s  samen i n  een  s t e r i e l e  v e r d u n n i n g s v l o e i s t o f  g e s c h u d .  
COLWELL (1 9 6 2 )  d a a r e n t e g e n  g e b r u i k t  de s wat ; metode op e e n  o p p e r 
v l a k t e  v a n  10 cm2 , t e r w i j l  DYER (194-7) h e t  s l i j m  v an  de h u i d  a f -  
s c h r e e p t .

Door TRETSVEN ( 1 9 6 3 )  w o rd t  een  v e r g e l i j k e n d e  s t u d i e  gemaakt  t u s 
s e n  d r i e  m etoden  v o o r  m o n s te rn e m in g  v a n  de v i s h u i d .  U i t  d e ze  r e 
s u l t a t e n  kan worden  a f g e l e i d  d a t  h e t  u i t s n i j d e n  van  e e n  bek en d  
o p p e r v l a k  van  de v i s h u i d  b e t e r e  r e s u l t a t e n  g e e f t  d a n  de r e s u l t a -  
t e n  bekomen d o o r  a f s c h r e p e n  v a n  de h u i d  en d o o r  de  '“sw ab” m e to d e .

Voor h e t  u i t s n i j d e n  w o r d t  met e e n  z e l f v e r v a a r d i g d e  s c h a b l o o n  
( r a a m p je  i n  a lu m in iu m  met e e n  b i n n e n o p p e r v l a k t e  v a n  18 cm^) 
a s e p t i s c h  een  s t u k j e  h u i d  weggenomen» Het s t u k j e  w o rd t  i n  180 ml 
R i n g e r o p l o s s in g  g e b r a c h t  e n  geschud»  H i e r d o o r  g aan  de  b a k t e r i ë n  
i n  de o p l o s s i n g  o v e r  en vormen e e n  s u s p e n s i e  ; v a n  d e z e  s u s p e n s i e  
w o rd t  d an  e e n  v e r d u n n i n g s r e e k s  a a n g e l e g d .
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2 . 1 . 1  »5 » 1 »2. P l a a t s  v a n  de monsterneming^.

To t  nog t o e  w o r d t  e e n  b e l a n g r i j k  p u n t  u i t  h e t  oog v e r l o r e n ,  n l .  
de p l a a t s  v a n  de  m o n s te rn e m in g  op h e t  v i s l i c h a a m ,  met a i s  d o e i  
een  zo g e t r o u w  m o g e l i j k  b e e l d  t e  v e r k r i j g e n  van  de b e s m e t t i n g s -  
g r a a d  van  de v i s „

De m e e s t e  o n d e r z o e k e r s  v e r m e ld e n  de p l a a t s  v a n  de  m o n s te rn e m in g  
n i e t .  COLWELL (1 9 6 2 )  d o e t  de  m o n s te rn e m in g  o n d e r  de  e e r s t e  r u g 
v i n  aan  de z i j l i j n  t e r w i j l  SPENCER (1 9 6 1 a )  d i t  u i t v o e r t  b ov e n  de 
z i j l i j n  v o o r a a n  de v i s .

2 . 1 . 1 . 5 - 1 » 2 .1 .  V e r g e l i j k i n g  t u s s e n  de  m o n s te r n e m in g  v o o r a a n ,  i n
h e t  midden o f ^ a c h t e r a a n  de  ? i s ^

U i t  een  z e l f d e  p a r t i j  s c h e l  w orden  t i e n  s t u k s  w i l l e k e u r i g  u i t g e 
k o z e n .  Met h e t  s c h a b l o o n  w o r d t  v o o r a a n ,  i n  h e t  midden  en  a c h t e r -

2a a n  de s c h o l  e e n  s t u k j e  v i s h u i d  v a n  6 cm a s e p t i s c h  u i t g e s n e d e n .  
I e d e r  s t u k j e  w o rd t  i n  60 ml R i n g e r o p l o s s i n g  g e b r a c h t  e n  g e d u re n d e  
30 m in u t e n  g e s c h u d .  Van d e  bekomen s u s p e n s i e  w o rd t  d a n  e e n  v e r -  
d u n n i n g s r e e k s  a a n g e l e g d .

A is  v o e d in g s b o d e m  w o rd t  de T .G .E .A .  aangew end ,  b e r e i d  met gewoon 
w a t e r  en  met pH = 6 ,5 »  De t e l l i n g  g e s c h i e d t  v o l g e n s  de  k l a s s i e k e  
g i e t p l a a t m e t o d e  n a  5 x  24- u r e n  i n k u b e r e n  b i j  k a m e r t e m p e r a t u u r .

I n  t a b e l  11 w orden  de r e s u l t a t e n  v a n  de b a k t e r i ë n b e p a l i n g e n  v o o r 
a a n ,  i n  h e t  m idden  o f  a c h t e r a a n  de v i s  w e e r g e g e v e n .

TABEL 11 -  R e s u l t a t e n  v a n  de b e p a l i n g e n  v o o r a a n ,  i n  h e t  m idden  o f  
a c h t e r a a n  de v i s  ( a )

Mons t  ernummer V ooraan Midden A c h t e r a a n

1 6 , 7 8 6 , 0 4 6 , 1 4
2 5 ,9 8 5 , 4 8 5 , 3 6
3 6 , 0 4 6 , 1 8 6 , 0 2
4 5 ,2 4 6 , 4 3 5 ,7 2
5 5 ,0 2 5 „92 6 , 8 7
6 5 ,3 4 6 , 0 8 5 ,7 8
7 6 , 3 4 5 ,6 8 6 , 9 9
8 6 , 6 6 5 , 5 2 5 ,4 6
9 6 , 4 3 4 , 9 7 5 ,3 6

10 5 ,6 1 5 ,1 8 5 ,2 2

W»¡*í K

!11

5 9 ,4 4
5 , 9 4
1 , 7 6

5 7 ,4 8
5 , 7 5
1 , 2 5

5 8 ,9 2
5 , 8 9
1 , 7 7

p
( a )  De w aard en  z i j n  l o g a r i t m e n  v a n  h e t  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm¿

h u i d .
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De t e s t  op de  h o m o g e n i t e i t  v an  de  v a r i a n t i e s  v a l t  p o s i t i e f  u i t ,  
d a a r  Vmax/Vmin (= 7 ,8 1  < 8 , 5  ( v o o r \ |  = 9 en k = 3 en v o o r  99 % 
b e t r o u w b a a r h e i d ) ,

Na v e r g e l i j k i n g  van  de g e m id d e ld e  w a a rd e n  v a n  de t e l l i n g e n  v o o r 
a a n ,  i n  h e t  midden en a c h t e r a a n  de  v i s  kan  w orden  b e s l o t e n ,  d a t  
g een  s i g n i f i k a n t  v e r s c h i l  b e s t a a t ,  a a n g e z i e n  de gevonden w aarde  
q (= 1 , 1 7 )  < 4-,62 ( t h e o r e t i s c h e  q -w a a rd e  v o o r  f  -  2 2 ,6 0  en  k = 3 
en v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) ,

2 , 1 ol . 5 » ! . 2 , 2 ,  B e m o n s te r in g  v a n  d o n k e r e  o f  b l e k e  k a n t  b i j  s c h o l
o n d e r  o f  bo v e n  de z i j l i j n .

Een tw eede  a s p e k t  van  de p l a a t s b e p a l i n g  i s  de v r a a g  o f  de  m o n s t e r 
neming  moet g e s c h i e d e n  aan  de d o n k e r e  o f  b l e k e  k a n t  van  de s c h o l  en
o n d e r  o f  boven  de  z i j l i j n .  H i e r v o o r  w o rd t  met de a lu m in iu m  s c h a -

2b l o o n  e e n  s t r o o k  v an  18 cm h u i d ,  d i e  v a n  de  kop t o t  de  s t a a r t  
l o o p t ,  v e r w i j d e r d  en g e d u re n d e  20 m in u te n  i n  R i n g e r o p l o s s i n g  g e 
sch ud  ,

De w e r k w i jz e  i s  v e r d e r  d e z e l f d e  a i s  i n  de s t u d i e  van  de  t e l l i n g e n  
v o o r a a n ,  i n  h e t  midden  en a c h t e r a a n  de  v i s ,  I n  t a b e l  12 z i j n  de 
r e s u l t a t e n  sam en g e v a t  van  de a n a l y s e n  v a n  de b e m o n s t e r i n g  v an  de 
d o n k e re  o f  b l e k e  k a n t  b i j  s c h o l ,  o n d e r  o f  b o v e n  de z i j l i j n ,

TABEL 12 -  R e s u l t a t e n  v an  de b e m o n s t e r i n g  v a n  de d o n k e re  o f  b l e k e  
k a n t  b i j  s c h o l ,  o n d e r  o f  b o v e n  de z i j l i j n  ( a ) .

Monsternummer BD OD BB OB

1 4 , 5 7 5 ,0 4 4 , 7 8 5 ,0 2
2 4,-78 4 , 9 2 5 ,1 6 4 , 5 6
3 6 , 3 8 6 , 0 2 5 ,7 8 6 , 1 3
4 5 ,5 6 5 „78 4 , 9 2 5 , 1 4
5 5 ,7 4 5 ,2 1 6 , 0 1 5 ,8 2
6 4-,39 5,-78 4 , 9 2 5 ,27
7 5 ,9 0 6 , 2 4 6 , 9 8 5 ,9 8
8 6 , 1 4 5o36 5 ,6 8 5 ,9 9
9 5 , 7 2 6 , 1 2 5 ,4 9 5 ,8 2

10 5,4-9 4-, 36 5 ,2 6 5 ,7 1

5 4 ,6 7 54- *83 5 4 ,9 8 5 5 ,4 4
X 5 ,^ 7 5,4-8 5 ,5 0 5 ,5 4
R 1 , 9 9 1 , 8 8 2 ,2 0 1 ,5 7

BD = b o v e n  d o n k e r  (b o v en  z i j l i j n ) ,  OD = o n d e r  d o n k e r  ( o n d e r  z i j l i j n ) ,  
OB =- o n d e r  b l e e k  ( o n d e r  z i j l i j n ) ,  BB = b o v e n  b l e e k  (b o v e n  z i j l i j n ) .

2( a )  De w a a rd e n  z i j n  l o g a r i t m e n  v a n  h e t  a a n t a l  b a k t e n e n  p e r  cm 
h u i d  o



-  37 -

A a n g e z ie n  Vmax/Vmin (= 1 , 7 0 )  k l e i n e r  i s  d an  9 ,9 0  (v o o rV  = 9 en  
k = 4  en  v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d )  kan  w o rd en  b e s l o t e n  d a t  de 
v a r i a n t i e s  homogeen z i j n »

Na de g e m id d e ld e n  met e l k a a r  v e r g e l e k e n  t e  h e b b e n ,  kan  w ord en  
v a s t g e s t e l d ,  d a t  g e en  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  b e s t a a t  t u s s e n  de v e r 
s c h i l l e n d e  p l a a t s e n  van  m o n s te r n e m in g  o De gevonden  w aard e  q ( = 
0 , 3 6 )  i s  immers k l e i n e r  dan  de t h e o r e t i s c h e  w aarde  q (= 4 , 8 0 )  
v o o r  k = 4  en f  = 3 0 ,1 0  en v o o r  99 % b e t r o u w b a a r h e i d .

A a n g e z ie n  g een  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  o p t r e e d t  t u s s e n  de t e l l i n g e n  
op de d o n k e re  o f  b l e k e  k a n t ,  o n d e r  o f  bo v e n  de  z i j l i j n  e n  ook 
n i e t  v o o r a a n ,  i n  h e t  midden o f  a c h t e r a a n  de v i s  mag op om h e t  
e v en  welke  p l a a t s  v a n  de v i s  een  m o n s t e r  w o rd en  genomen. Hoe 
g r o t e r  e c h t e r  h e t  o p p e r v l a k ,  hoe b e t e r  de  w eerg av e  i s  v a n  de 
t o t a l e  b a k t e r i ë n b e l a s t i n g o  Daarom w o rd t  g e o p t e e r d  v o o r  e e n  s c h a -  
b l o o n  waarmede e e n  o p p e r v l a k  o v e r  g an s  de  l e n g t e  v a n  de  v i s  kan  
w orden  u i t g e s n e d e n .

2 . 1 . 1 . 5 ? 1 » 3 »  ï nZ l £ e É Ya2 de_schudti¿d_._

Z o a l s  w o r d t  v e r m e l d ,  w ord t  h e t  u i t g e s n e d e n  s t u k j e  h u i d  i n  een  
s t e r i e l e  R i n g e r o p l o s s i n g  g e s c h u d .  Het i s  n o o d z a k e l i j k  na  t e  gaan  
w e lke  de  s c h u d t i j d  i s  om h e t  maximum a an  m ik r o b e n  i n  de  s u s p e n s i e  
t e  k r i j g e n .  Om h i e r  e en  i n z i c h t  t e  v e r k r i j g e n ,  w o rd t  een  p r o e f  
a a n g e l e g d  met b e h u l p  v a n  e en  s c h u d t o e s t e l  t y p e  ' K o t t e r m a n ' , d a t  
200 s l a g e n  p e r  m in u u t  g e e f t .

E r  worden  twee s o o r t e n  v i s  b e s t u d e e r d ,  n a a r  g e l a n g  de a a r d  v an  de 
h u i d .  Een e e r s t e  s o o r t  i s  de  h a r i n g  met o p p e r v l a k t e  s c h u b b e n  en  
e en  tw e ed e  s o o r t  i s  de  s c h o l  met i n g e p l a n t e  s c h u b b e n .  T evens  w o rd t  
de i n v l o e d  v a n  Tween 80 n a g e g a a n .  N ad ien  w o rd t  b e p a a l d  h o e v e e l  
b a k t e r i ë n  e r  v a n  de h u id  n a a r  de s u s p e n s i e  m i g r e r e n .

2 . 1 . 1 . 5 » 1 » 3 » 1 .  S t u d i e  v an  de  s c h u d t i j d  b i j  de  m o n s te rn e m in g  v an
de y i s h u i d _ b i ¿

Van e en  v e r s e  h a r i n g  w o rd t  een  s t u k  h u i d  a s e p t i s c h  w e g g esn ed e n .
D i t  s t u k  h u i d  w o r d t  i n  een  e r l e n m e y e r  met 200 ml s t e r i e l e  R i n g e r 
o p l o s s i n g  g e b r a c h t  en  g e s c h u d .  Na 5 ,  10 ,  1 5 ,  2 0 ,  25 en  30 m in .  
w o rd t  1 ml u i t  de e r l e n m e y e r  g e p i p e t e e r d ,  v e r d u n d  en u i t g e p l a a t  
op T .G .E .A .  met pH = 6 , 5 «  Na 5 x 24 u i n k u b a t i e  b i j  k a m e r te m p e r a 
t u u r  worden  de k o l o n i e s  g e t e l d .  De p r o e f  w o r d t  u i t g e v o e r d  op t i e n  
v e r s c h i l l e n d e  h a r i n g e n  v an  een  z e l f d e  p a r t i j .  De v e r d u n n i n g e n  
w orden  i n  h e t  d u b b e l  u i t g e p l a a t .  T a b e l  13 b e v a t  de r e s u l t a t e n  van  
d e ze  s c h u d t i j d p r o e v e n  b i j  h a r i n g .
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TABEL 13 -  R e s u l t a t e n  van  de  s c h u d t i j d p r o e v e n  b i j  h a r i n g  ( a )

M o n s te r 
nummer 5 min» 10 min» 15 min . 20 min » 25 m in . 30 min .

1 41 45 48 47 48 48
2 31 32 31 35 37 36
3 161 169 177 178 175 175
4 130 139 131 140 152 145
5 36 37 35 55 32 34
6 31 25 34 30 34 35
7 77 76 82 92 83 83
8 85 113 132 122 159 133
9 38 38 42 46 51 35

10 2 57 205 222 276 231 280

( a )  De c i j f e r s  g e v e n  h e t  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  ml in ok u lu m  w e e r ,
De g e t a l l e n  z i j n  de g e m id d e ld e n  van  twee w aa rn e m in g e n .

U i t  de  r e s u l t a t e n  kan  w orden  a f g e l e i d  d a t  e e n  s c h u d t i j d  v a n  15
à 20 m in ,  v o ld o e n d e  i s  om een  maximum h o e v e e l h e i d  b a k t e r i ë n  b i j
h a r i n g  t e  t e l l e n ,

2 , 1 , 1 . 5 °1°3°2„  S t u d i e  v a n  de s c h u d t i j d  b i j  de  m o n s te rn e m in g  v an  de
v i s h u i d _ b i ¿ _ s c h o l ^

De p r o e f  w o rd t  op i d e n t i e k e  w i j z e  a i s  b i j  h a r i n g  u i t g e v o e r d ,

In  t a b e l  14 z i j n  de r e s u l t a t e n  v an  d e ze  s c h u d t i j d p r o e v e n  b i j  s c h o l  
v e r m e l d ,

TABEL 14 -  R e s u l t a t e n  v an  de s c h u d t i j d p r o e v e n  b i j  s c h o l  ( a )

M o n s te r 
nummer 5 min» 10 min. 15 m in . 20 m i n . 25 min» 30 min c

1 163 185 189 212 221 218
2 195 251 268 237 236 234
3 63 50 55 65 60 64
4 99 106 122 116 117 118
5 93 110 95 110 108 103
6 122 122 146 174 165 170
7 33 31 36 47 42 46
8 27 31 42 47 43 45
9 26 28 38 33 38

10 29 26 23 30 30 26

( a )  De c i j f e r s  geven  h e t  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  ml in o k u lu m  w e e r .  
De g e t a l l e n  z i j n  de g e m id d e ld e n  van  twee  w aa rn e m in g e n .
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U i t  de  r e s u l t a t e n  b l i j k t  e v e n e e n s ,  d a t  e e n  s c h u d t i j d  v a n  15 à 20 
mino v o l s t a a t  om h e t  maximum a a n t a l  b a k t e r i ë n  i n  s u s p e n s i e  t e  
k r i j g e n »

2 o l o l o 5 ° l ° 3 o 3 o  V e r g e l i j k i n g  t u s s e n  s c h u d d e n  met R i n g e r o p l o s s i n g
met  0 , 1  % Tween 80 en  zonder^TweenJSCK

Een v e r g e l i j k e n d e  s c h u d p r o e f  i n  e e n  s t e r i e l e  R i n g e r o p l o s s i n g  met 
0 , 1  % Tween 80 en  i n  een  s t e r i e l e  R i n g e r o p l o s s i n g  z o n d e r  Tween 80 
w o rd t  a a n g e le g d »  Tween 80 h e e f t  de  e i g e n s c h a p  v a n  de  o p p e r v l a k t e 
s p a n n i n g  v a n  h e t  w a t e r  t e  v e r l a g e n »  De b e d o e l i n g  v an  d e z e  v e r g e 
l i j k e n d e  p r o e f  i s  n a  t e  g a an  o f  b i j  g e b r u i k  v a n  Tween 80 n a  20 
m in u t e n  s c h u d d e n  n i e t  meer b a k t e r i ë n  i n  s u s p e n s i e  z i j n  o v e rg e g a a n  
d a n  i n  a f w e z i g h e i d  v a n  Tween 80»

H i e r v o o r  worden  v an  h e t  m idden  v a n  de s c h o l  twee  g e l i j k e  o p p e r -  
2

v l a k t e n  (6  cm ) v a n  de h u i d  ge sn ed en »  Een s t u k  w o rd t  i n  e e n  e r 
l e n m e y e r  v an  500 ml met 180 ml R i n g e r o p l o s s i n g  d i e  0 , 1  % Tween 80 
b e v a t  g e b r a c h t  en  h e t  a n d e r  s t u k  i n  e e n  e r l e n m e y e r  v a n  500 ml 
met 180 ml R i n g e r o p l o s s i n g  z o n d e r  Tween 80» B e id e  e r l e n m e y e r s  
w orden  g e d u re n d e  20 m in u te n  op h e t  'f Kot t e r  man11 s c h u d t o e s t e l  g e s c h u d .  
Deze p r o e f  w o rd t  v i j f m a a l  u i t g e v o e r d »  De r e s u l t a t e n  v an  de v e r g e 
l i j k e n d e  p r o e f  z i j n  i n  t a b e l  15 sam en g e v a t  »

TABEL 15 “  R e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  p e r  ml s u s p e n s i e  ( a )

P r o e f 0 , 1  % Tween 80 Z onder  Tween 80

\ 5 ,5 8 5 ,2 9
2 5,30 5 ,5 2
3 5 ,5 8 5,27^
4 5,54- 5 , 2 5
r0 5 ,7 6 5 , 9 5

2 7 ,7 6 2 7 ,2 8
X 5 , 5 5 5 , 4 5
R 0 , 4 6 0 , 6 8

( a )  De r e s u l t a t e n  z i j n  de  l o g a r i t m i s c h e  w a a rd e n  v a n  de t e l l i n g e n .

Wanneer de  twee  g e m id d e ld e n  worden  v e r g e l e k e n  v o l g e n s  d e  metode 
a a n g e g e v e n  d o o r  BAUER ( I 9 6 0 )  k a n  worden v a s t g e s t e l d  d a t  g e e n
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w e z e n l i j k  v e r s c h i l  t u s s e n  de twee m etoden  b e s t a a t  o Immers M 
(= 0 , 8 7 )  > 0 , 3 8 7  (M 0 , 0 1  met n± = 5 en n 2 .  5) ( a ) .

H i e r u i t  kan  worden  b e s l o t e n  d a t  h e t  g e b r u i k  v a n  0 , 1  % Tween 80 
n i e t  meer  b a k t e r i ë n  v an  de h u i d  i n  de  s u s p e n s i e  d o e t  o v e r g a a n .

2.1.1.5«1®3<>4-. B e p a l e n  v an  h e t  p e r c e n t a g e  aan  b a k t e r i ë n  d a t  v a n
de h u id  i n j l e ^ s j i s p e n s i e  o v e r g a a t .  ___

2
B i j  h e t  s c h u d d e n  v an  e en  s t u k j e  h u i d  v a n  18 cm i n  180 ml s t e r i e l e  
R i n g e r o p l o s s i n g  r i j s t  de v r a a g  o f  t u s s e n  de h u i d  en de o p l o s s i n g  
geen  e v e n w ic h t  i n  b a k t e r i ë l e  b e l a s t i n g  o p t r e e d t .  Zo e r  een  e v e n 
w i c h t  b e s t a a t ,  k an  worden n a g e g a a n  h o e v e e l  b a k t e r i ë n  op de  h u i d  
a c h t e r b l i j v e n .  D i t  w o rd t  o n d e r z o c h t  d o o r  h e t  s t u k j e  h u i d  i n  een  
v e r s e  R i n g e r o p l o s s i n g  g e d u re n d e  20 m in u te n  t e  s c h u d d e n  en  t e l k e n s  
opnieuw i n  e e n  s t e r i e l e  R i n g e r o p l o s s i n g  t e  b r e n g e n  en t e  sc h u d d e n  
t o t  p r a k t i s c h  a l  de b a k t e r i ë n  v a n  de  h u i d  z i j n  v e r w i j d e r d .

De r e s u l t a t e n  v a n  d e ze  p r o e f  z i j n  i n  t a b e l  16 v e r m e ld .

TABEL 16 -  R e s u l t a t e n  v an  de b e p a l i n g  v a n  h e t  p e r c e n t a g e  b a k t e 
r i ë n  d a t  v an  de h u i d  i n  de s u s p e n s i e  o v e r g a a t  (b )

S c h u d -
p e r i o d e n

T e l l i n 
gen » T e l l i n 

gen % T e l l i n 
gen %

T e l l i n 
gen %

1 2 .3 0 0 9 1 ,3 5 3 .2 0 0 9 1 ,5 8 4 . 6 0 0 89,4-2 8 . 0 0 0 94-, 30

2 120 4-$ 76 180 5 , 1 5 290 5 ,6 4 260 3 ,06 :

3 65 2 ,5 8 75 2 , 1 4 1170 3 ,4 0 140 1 , 6 5

4 30 1 , 1 9 35 1 ,0 0 80 1 , 5 6 80 0,94-

5 3 0 , 1 1 4 0 , 1 3 5 0 , 9 8 4 0 , 0 5

i 2 .5 1 8 100 % 3.4-94 100 % 5 o145 100 % 8 . 4 8 4 100 %

X, -  X.
( a )  M = g L _ . T̂T

( b )  de g e t a l l e n  g e v en  h e t  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  ml s u s p e n s i e  w e e r .
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De p r o e v e n  w i j z e n  u i t  d a t  na  v i j f m a a l  s c h u d d e n , g e d u re n d e  een  
p e r i o d e  v an  t w i n t i g  m i n u t e n , p r a k t i s c h  a l l e  b a k t e r i ë n  v a n  de h u i d  
v e rdw en en  z i j n .  T evens  kan  worden  b e r e k e n d  d a t  n a  éénm aa l  s c h u d 
d e n  g e d u re n d e  20 m in u te n  c a  90 % van de t o t a l e  b e l a s t i n g  v a n  de 
h u i d  i n  de  s u s p e n s i e  i s  o v e r g e g a a n .

2 . 1 .1  o5®1 »4-0 B e s l u i t e n .

U i t  d e  p r o e v e n  k u n n en  v o l g e n d e  b e s l u i t e n  worden g e t r o k k e n  s

-  E r  b e s t a a t  g e e n  v e r s c h i l  t u s s e n  de s c h u d t i j d  v o o r  h a r i n g  en  
s c h o l .

-  Het g e b r u i k  v a n  0 , 1  % Tween 80 v e r h o o g t  h e t  a a n t a l  b a k t e r i ë n  
i n  de s u s p e n s i e  n i e t .

-  E r  g a a t  90 % v a n  b a k t e r i ë n  v an  de h u i d  i n  de  s u s p e n s i e  o v e r  na  
éénm aal  s c h u d d e n  g e d u re n d e  20 m i n u t e n .

-  Voor h e t  v e r d e r  o n d e rz o e k  kan  een  s c h u d t i j d  v an  20 m in u t e n  i n  
a c h t  worden genomen,  met 200 s l a g e n  p e r  m in u u t  op e e n  s c h u d -  
t o e s t e l  t y p e  ’ K o t t e r man".

2 . 1 . 1 . 5 »2„ M o n s te rn e m in g _ o p _ h e t  . v i s v l e e s_.

2 0 1 . 1 0 5 0 2 . 1 .  Metode v a n  m o n s te rn e m in g

Met b e h u l p  v an  e e n  s k a l p e l  w o rd t  h e t  o p p e r v l a k  v a n  de  h u i d  v a n  h e t  
a a n k l e v e n d e  s l i j m  o n t d a a n ;  h i e r d o o r  w ord t  h e t  g r o o t s t e  g e d e e l t e  v a n  
de b a k t e r i ë n  v e r w i j d e r d .  D a a rn a  w o rd t  de  o p p e r v l a k t e  v o l l e d i g  s t e 
r i e l  gew rev en  met k a t o e n w o l ,  d o o r d r e n g d  met e t h a n o l  (LOBBEN: en  LEE 
1 9 6 8 ) .  De h u i d  w o r d t  d a n  a s e p t i s c h  v e r w i j d e r d  en  v a n  h e t  b l o o t g e 
l e g d e  v l e e s  w o r d t  e e n  h o e v e e l h e i d  i n  e e n  v o o r a f  g e t a r e e r d e  s t e 
r i e l e  p e t r i - s c h a a l  a fg e w o g e n .  V e r v o lg e n s  woxxlt met  h e t  v i s v l e e s  
e en  10 % s u s p e n s i e  gemaakt  d o o r  met R i n g e r o p l o s s i n g e n  g e d u re n d e  
_f 20 m in u te n  s t e r i e l  t e  h o m o g e n i se re n  (LUDORPE I 9 6 0 ) .

2 . 1 . 1 . 5 0 2 . 2 .  P l a a t s  van  monsterneming^.

Z o a l s  b i j  de m o n s te rn e m in g  v a n  d e  v i s h u i d  werd t o t  op h e d e n  ook 
h i e r  de  p l a a t s  van  m o n s te rn e m in g  nog n i e t  b e p a a l d .

De p l a a t s b e p a l i n g  w o rd t  op s c h o l  v e r r i c h t .

Onder  en  b o v e n  de  z i j l i j n  v a n  de d o n k e re  e n  b l e k e  k a n t  v a n  de s c h o l2w o rd t  a s e p t i s c h  e e n  s t u k  h u i d  v a n  18 cm weggenomen en  op v e r s c h e i 
dene  p l a a t s e n  v a n  h e t  b lo o tg e k o m e n  v l e e s  e e n  m o n s t e r  genomen en  
v o l g e n s  de h i e r b o v e n  b e s c h r e v e n  metode  g e h o m o g e n i s e e r d .  Het a a n -
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l e g g e n  v an  de v e r d u n n i n g s r e e k s , de  g e b r u i k t e  bodem, de  i n k u b a -  
t i e t i j d  en  - t e m p e r a t u u r  z i j n  d e z e l f l e  a i s  b i j  de b e p a l i n g  vau  
h e t  a a n t a l  b a k t e r i e n  op de  h u id o  De p r o e f  w o r d t  u i t g e v o e r d  op 
v i e r  s t u k s  u i t  e e n z e l f d e  p a r t i t o

De r e s u l t a t e n  v a n  de b a k t e r i o l o g i s c h e  b e p a l i n g e n  z i j n  i n  t a b e l  17 
s a m e n g e v a t »

TABEL 17 -  R e s u l t a t e n  v an  de p l a a t s b e p a l i n g  v a n  de m o n s te rn e m in g  
op h e t  v i s v l e e s  b i j  s c h o l  ( a )

Mons t  ernummer
OD

P i a
BB

a t  s 
OB BB

1 4 , 1 5 3 ,0 6 4 ,1 8 4 , 8 5
2 4 , 1 1 3 ,3 9 4 , 6 8 3 , 9 5
3 3 ,60 4 ,4 0 4 , 4 8 4 , 1 1
4 3 ,7 8 2 ,8 0 3 ,0 3 4 , 8 6

1 5 , 6 4 1 3 ,6 5 1 6 ,3 7 1 7 , 7 7
X 5 ,9 1 3 ,4 1 4 , 0 9 4 , 4 4
R 0 , 5 5 1 ,6 0 1 , 6 5 0 , 9 1

s i s.= ss»=e: = ss~ss—as _ S  — =  =

OD s o n d e r  d o n k e r  ( o n d e r  z i j l i j n )  OR s o n d e r  b l e e k  ( o n d e r  z i j l i j n )  
BD : b o v e n  d o n k e r  (boven  z i j l i j n )  BB: § b o v e n  b l e e k  (b o v en  z i j l i j n )

( a )  De g e t a l l e n  z i j n  de l o g a r i t m e n  v an  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i -  
ën p e r  gram v i s v l e e s »

Aan de hand v an  de r e s u l t a t e n  w o rd t  b e r e k e n d  o f  e e n  w e z e n l i j k  v e r 
s c h i l  b e s t a a t  t u s s e n  de v i e r  v e r s c h i l l e n d e  p l a a t s e n  van  m o n s t e r 
neming»

De t e s t  op de h o m o g e n i t e i t  v a n  de v a r i a n t i e s  v a l t  p o s i t i e f  u i t ,  
a a n g e z i e n  Vmax/Vmin (= 7 , 4 5 )  k l e i n e r  i s  d a n  1 2 0 ,0 0  ( v o o r 4 = 3 en  
k  = 4  en  99 % b e t r o u w b a a r h e i d ) »

Tevens  b e s t a a t  g e en  w e z e n l i j k  v e r s c h i l  t u s s e n  de g e m i d d e l d e n ,  v e r 
m i t s  de g ev on d en  w aarde  q («  3 , 6 8 )  k l e i n e r  i s  d a n  5 ,6 0  ( t h e o r e 
t i s c h e  q -w a a rd e  v o o r  f  = 1 1 ,2 0  en  k -  4  en v o o r  99 % b e t r o u w b a a r 
h e i d )  »
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2 . 1 . 1 . 6» B e p a l i n g  van  de n a u w k e u r i g h e i d  v a n  de o p p u n t g e s t e l d e  
b a k t e r i o l o g i s c h e _ b e p a l i n g s m e t o d e n . _ _   ___ __ ______

ne n a u w k e u r i g h e i d  van  de o p p u n t g e s t e l d e  t e c h n i e k e n  w o rd t  b e p a a l d  
aan  de  hand v a n  r e s u l t a t e n  v a n  e e n  r e e k s  d u b b e l p r o e v e n  d i e  o v e r  
de  g a n s e  o n d e r z o e k i n g s p e r i o d e  w a ren  g e s p r e i d »  A l l e  r e s u l t a t e n  
van  de  d u b b e l p r o e v e n  waarop  ca  200 b a k t e r i ë n  e n  c a  50 b a k t e r i ë n  
w orden  g e t e l d ,  w orden  g e n o te e r d »  Op d eze  w i j z e  k a n  de  n a u w k e u r i g 
h e i d  van  de  metode  w orden  b e r e k e n d  b i j  e en  hoog  en  b i j  e e n  l a a g  
a a n t a l  t e l l i n g e n »  De n a u w k e u r i g h e i d  w o rd t  n a g e g a a n  v o o r  b e p a l i n 
g en  op h u i d  en  i n  h e t  v l e e s »

2 » 1 » 1 .6 ,1 »  N a u w k e u r ig h e id  v a n  de  metode v o o r  de b e p a l i n g  v a n  h e t  
a a n t a l  b a k t e r i e n _ o p j l e j i u i d _ . _

2 . 1 „ 1 » 6 , 1 .1  » N a u w k e u r ig h e id  b i j b e e n  hoog a a n t a l ^ t e l l i n g e n »

T a b e l  18 g e e f t  r e s u l t a t e n  w eer  v an  de  d u b b e l p r o e v e n  waarop c a  200
I

b a k t e r i ë n k o l o n i e s  p e r  p e t r i - s c h a a l  worden g e t e l d  5 ook de  gegev e n s  
v o o r  h e t  b e r e k e n e n  van  de n a u w k e u r i g h e i d  z i j n  i n  de  t a b e l  opgeno
men»

TABEL 18 -  N a u w k e u r ig h e id  v a n  de  metode b i j  t e l l i n g e n  v a n  c a  200 
b a k t e r i ë n  p e r  p e t r i - s c h a a l »

M on s te r D u b b e l t e l l i n g e n A

1 190 181 9 , 81
2 173 188 15 225
3 253 225 28 784
4 25I 244 7 49
5 231 227 4 16
6 162 I 70 8 64
7 239 234 5 25
8 190 156 34 1 . 1 5 6
9 206 183 23 529

10 198 170 28 784
11 220 238 18 324
12 210 201 9 81
13 233 234 1 L
14 170 175 5 25
15 161 150 11, 121
16 164 161 3 9
17 187 158 29 841
18 200 190 10 LOO
19 226 243 17 289
20 256 262 6 36
21 185 214 29 841
22 168 179 11 121
23 188 190 2 4



24
25
26
27
28
29
30

222
215
251
240
250
220
164
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224
236
231
260
260
190
I 52

\ 2
21
20
20
10
30
12

4
441
400
400
100
900
144

1 6 . 2 2 3 6 .1 2 6 8 . 8 9 5

X

a1!1
CN 

II
0 

a
CV! 

II ! II 1 II ! II

204

1

S i p 4 § p  -  -  1 2 , 1 7 5

2 . 1 . 1 . 6 . 1 . 2 .  N a u w k e u r ig h e id  b i j ^ e e n _ l a a g  a a n t a l  t e l l i n g e n .

I n  t a b e l  19 z i j n  de r e s u l t a t e n  van  d e  d u b b e l p r o e v e n  waarop c a  
50 b a k t e r i e n k o l o n i e s  p e r  p e t r i - s c h a a l  w o rden  g e t e l d ,  a lsm ed e  de 
g e g e v e n s  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  v an  de n a u w k e u r i g h e i d ,  v e r m e l d .

TABEL 19 “ N a u w k e u r ig h e id  v an  de metode  b i j  t e l l i n g e n  v a n  c a  50 
b a k t e r i ë n  p e r  p e t r i ^ s c h a a l .

M on s te r D u b b e l t e l l i n g e n A

r 
í h 6 II 1 II

É> 
II

ro 
s

1 38 43 5 25
2 29 29 0 0
3 64 54 10 100
4 50 45 5 25
5 33 32 1 1
6 26 32 6 36
7 32 33 1 1
8 53 56 3 9
9 54 50 4 16

10 27 26 1 “1JL
11 63 54- 9 81
12 53 43 10 100
13 67 56 11 121
14 66 61 5 25
15 86 76 10 100
16 43 46 3 9
17 35 28 7 49
18 44 52 8 64
19 4-5 41 4 16
20 32 35 3 9
21 51 53 2 4
22 55 49 6 36
23 40 45 5 25
24 30 25 5 25
25 61 67 6 36
26 42 4-5 3 9
27 42 37 5 25
28 59 63 4 16
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29 65 63 2 4
30 6? 70 3 9

t 1 . 4 5 2 1 . 4 0 9 977

X 48 47

S  s V l 6 , 2 8  « 4 , 0 5
2 . 1 . 1 . 6 . 2 .  N a u w k e u r ig h e id  v a n  de metode  v o o r  b e p a l i n g  van  h e t  

t o t  a a l  a a n t a l ^ b a k t  e r i e n _ g e r  ̂ g r a m ^ y i s v l e e
......................................  '■ b o -

2 . 1 . 1 . 6 . 2 . 1 .  N a u w k e u r i g h e i d j b î j  e en^hoog  a a n t a l ^ t e l l i n g e n ^

'Tabel 20 b e v a t  r e s u l t a t e n  v a n  de  d u b b e l p r o e v e n  waarop c a  200 
b a k t e r i e n k o l o n i e s  p e r  p e t r i - s e h a a l  worden  g e t e l d ,  a l s o o k  de g e 
g e v en s  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  v an  de n a u w k e u r i g h e i d  z i j n  w e e r g e g e v e n .

TABEL 20 «= N a u w k e u r ig h e id  v a n  de metode b i j  t e l l i n g e n  v a n  c a  200 
b a k t e r i ë n  p e r  p e t r i ^ s c h a a l .

M ons te r D u b b e l t e l l i n g e n
...............A ................

2
A

1 175 162 13 169
2 220 236 16 256
3 144 1138 6 36
4 220 190 30 900
5 160 ISO 10 100
6 164 192 28 784
7 162 14 S 117 289
8 180 200 20 400
9 202 1160 42 1 . 7 6 4

10 190 202 12 144
11 142 151 9 81
12 140 143 3 9
13 140 130 IO 100
14 144 122' 22 484
15 244 220 24 576
16 216 220 4 16
17 135 152 17 289
18 162 145 17 289
19 222 I 90 32 1 . 0 2 4
20 144 128 16 256
21 190 240 50 2 . 5OO
22 140 161 21 441
23 I 74 148 26 676
24 240 218 22 484
25 196 180 16 256
26 198 186 12 144
27 220 188 32 1 . 0 2 4
28 161 172 11 121
29 174 198 24 576
30 164 187 23 529

z 5» 363 5 o254
"“t“1 “* a=' ija “ 12=1 œ=> C*> “*■' ^

1 4 . 7 1 ^

X 179 175
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s = s 1/245,28 = 1 5 ,6 6

2 . 1 . 1 . 6 . 2 . 2 .  N a u w k e u r i g h e i d _ b i j _ e e n _ l a a g  a a n t a l _ t e l l i n g e n „

I n  t a b e l  21 z i j n  de  r e s u l t a t e n  v a n  de d u b b e l p r o e v e n  opgenomen, 
waarop c a  50 b a k t e r i ë n k o l o n i e s  p e r  p e t r i - s c h a a l  worden g e t e l d ;  
ook d e  g e g e v e n s  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  v an  de n a u w k e u r i g h e i d  z i j n  
g e c i t e e r d «

TABEL 21 -  N a u w k e u r ig h e id  v a n  de  metode b i j  t e l l i n g e n  v an  c a  50 
b a k t e r i ë n  p e r  p e t r i - s c h a a l .

M o n s te r D u b b e l t e l l i n g e n

it 
i 

i 
i 

h 
i 

9 
i

«\ 
<

h 
i 

1 
! 

Il 
i 

1 
1 

II 
! 

1 
1 

Il 
1

A2

1 30 25 5 25
2 32 28 4 16
3 30 24 6 36
4 59 63 4 16
5 55 53 2 4
6 67 70 3 9
7 50 54 4 16
8 65 62 3 9
9 65 55 10 100

10 32 44 12 144
11 46 40 6 36
12 45 4 5 0 0
13 55 60 5 25
14 62 52 10 100
15 69 67 2 4
16 64 63 1 1
17 39 43 4 16
18 69 65 4 16
19 35 33 2 4
20 72 69 3 9
21 27 27 0 0
22 61 60 1 1
23 34 29 5 25
24 56 53 3 9
25 61 54 7 49
26 31 28 3 9
27 26 29 3 9
28 40 44 4 16
29 55 62 7 49
30 33 31 2 4

J  _ 1 «467 1 . 4 3 2 757

X 49 48

s = Vl2,62 = 3,56
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2 . 1 . 1 . 6 . 3 »  B e s l u i t »

U i t  de B e r e k e n i n g  kan  worden  a f g e l e i d ,  d a t  de  m eto den  e e n  goede
n a u w k e u r i g h e i d  h e b b e n  zowel  v o o r  de b e p a l i n g  v an  h e t  t o t a a l  a a n -

pt a i  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d ,  a l s  p e r  gram v i s v l e e s  e n  d i t  v o o r  l a g e  
en hoge t e l l i n g e n .

2 . 1 . 3 »  De b e p a l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  t r i m e t h y l a m i n e o x y d e r e d u -  
c e r e n d e  b a k t e r i ë n  of  " b e d e r v e r s " .

A a n g e z ie n  g e d u re n d e  h e t  e i n d s t a d i u m  v an  h e t  b e d e r f  h o o f d z a k e l i j k  
Achromo--bacte r  e n  Pseudomonas (WATSON 1939? CASTELL en  ANDERSON 
194-8; LERKE e t  a l .  1965)  i n  de  v i s  w orden  t e r u g g e v o n d e n  k a n  h i e r 
u i t  w orden  a f g e l e i d  d a t  d e ze  s o o r t e n  h e t  v i s b e d e r f  v e r o o r z a k e n »
Een van  de  v o o r n a a m s t e  b e d e r f k o m p o n e n t e n  í s  h e t  TMA. E c h t e r  n i e t
a l  d e z e  b a k t e r i ë n  vormen h e t  TMA (SOUDAN 1965? LERKE e t  a l .  1965)»

♦

B i j g e v o l g  kan  h e t  d an  ook v a n  b e l a n g  z i j n  b i j  de  s t u d i e  v a n  de 
k w a l i t e i t  v an  v i s  e e n  b e e l d  t e  v e r k r i j g e n  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  
t r i m e t h y l a m i n e o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n  o f  " b e d e r v e r s " .

2 . 1 . 3  » 1 « T e s te n _ v a n _ v o e d in g £ b o d e n n

Ais  v o e d i n g s m i l i e u  w o rd t  de bodem, v an  WOOD e n  BAIRD (194-3) a a n 
gewend.  Deze bodem w o rd t  v e r g e l e k e n  met t r y p t o n  g l u k o s e  e x t r a k t  
b r o t h  d i e  0 , 5  % t r i m e t h y l a m i n e o x y d e h y d r o c h l o r i d e  b e v a t .  De samen
s t e l l i n g  v a n  de bodems i s  a i s  v o l g t  s

1 .  Bodem v a n  WOOD e n  BAIRD (194-3) s 5 g ( C H ^ N O .H C L ;  2 , 5  g g l u 
k o s e ;  5 g p e p t  o n ;  5 g NaCLJ, 1 g MgSO^; 1 g K^HPO^, 1000 ml H^O 
en  pH = 7 92 .

2 .  T r y p t o n  g l u k o s e  e x t r a k t  b r o t h  % 5 g (CH^)^NO.HCL; 3 g b e e f  e x 
t r a k t ;  5 g t r y p t o n ;  1 g d e x t r o s e ;  1 . 0 0 0  ml ^ 0  en  pH = 7 »2.

Van e e n  b a k t e r i e s t a m  g e ï s o l e e r d  u i t  k a b e l j a u w  d i e  h e t  enzyme " t r i a -  
m in e o x y d e a se "  b e v a t  w o rd t  e e n  b a k t e r i e s u s p e n s i e  i n  n u t r i e n t  b r o t h  
b e r e i d  en  g e d u re n d e  24- u  g e ï n k u b e e r d  b i j  22° C.

Van i e d e r e  bodem w orden  v e r v o l g e n s  8 p r o e f b u i z e n  met 9 ml bodem 
k l a a r  g e m a a k t .  I e d e r e  p r o e f b u i s  w o rd t  g e ë n t  met 1 ml v a n  de s u s p e n 
s i e .  Na 7 2 ,  9 6 ,  120 en 14-4 u i n k u b a t i e  b i j  25° C w o rd t  e r  t e l k e n s  
i n  2 p r o e f b u i z e n  de h o e v e e l h e i d  mg N % b e p a a l d  v o l g e n s  de  metode 
v a n  DYER (1 9 4 5 )  d i e  v e r d e r  w o rd t  b e s c h r e v e n .

De r e s u l t a t e n  v a n  deze  t r i m e t h y l a m i n e b e p a l i n g e n  s t a a n  i n  t a b e l  22 
ve rm eld»
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TABEL 22 -  R e s u l t a t e n  van  de t r i m e t h y l a m i n e b e p a l i n g e n  i n  de  twee 
aangewende bodems ( a ) .

T i j  d
Bodem v an Wood e n  B a i r d  T r y p t o n  g l u k o s e  e x t r a k t  b r o t h

d u b b e l s g e m id d e ld e d u b b e l s g e m id d e ld e

72 u 2 , 0
2 , 0

2 , 0

!

o 
oCF> G*

O 
O 0 , 0

96 u 4 , 4  
4-9 5

4-?5 0*0
0 , 0

0 , 0

120 u 6 , 9
6 , 5

6 , 7 3 , 6
4 , 0

3 ,8

14-4 u 2 6 , 5  
29» 4-

2 8 ,0 4 , 8
4-,6

4 , 7

( a )  De c i j f e r s  g e v en  h e t  a a n t a l  mg N %»

De r e s u l t a t e n  t o n e n  a a n  d a t  de bodem, d o o r  WOOD en  BAIRD (194-3) 
v o o r g e s t e l d ,  v e r u i t  de b e s t e  r e s u l t a t e n  g e e f t »  Deze bodem z a l  d an  
ook worden  aangewend v o o r  de  b e p a l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  "bede - t '  
v e r s "  a a n g e z i e n  a l l e e n  de i n  d e ze  bodem g e ë n t e  t r i m e t h y l a m in e -  
o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n  TMA z u l l e n  vormen»

2 . 1 . 3  • 2 .  Werkwi.j ze »

De b e p a l i n g  v a n  h e t  TMA v o l g e n s  WOOD en  BAIRD (194-3) s t e u n t  op de  
v l u c h t i g h e i d  v a n  h e t  TMA b i j  4-5° C i n  a l k a l i s c h  m i l i e u »  Volgende  
w e r k w i jz e  w o rd t  d o o r  deze  o n d e r z o e k e i s  aangenom en . B i j  de  g e ï n o k u -  
l e e r d e  v o e d in g sb o d em  w o rd t  1 , 5  ml f o r m a l d e h y d e  (40 %) g e v o e g d .  D i t  
w o rd t  g e sch u d  om de gevormde ammoniak t e  b i n d e n  (BENOIT en  NORRIS 
194-2)» Na 3 m in u t e n  r u s t e n  worden 3 ml v e r z a d i g d e  K ^ C O ^ -o p lo ss in g  
t o e g e v o e g d  om h e t  TMA u i t  de o p l o s s i n g  t e  v e r d r i j v e n .  De p r o e f »  
b u i s  w o rd t  o n m i d d e l l i j k  g e s l o t e n  met  een  s t o p  w a a r d o o r  e e n  g l a z e n  
b u i s j e  s t e e k t  ( 5  mm b r e e d  en  4- cm l a n g )  d a t  l i c h t  v e r s m a l t  n a a r  
h e t  e i n d e  t o e  e n  d a t  e e n  s t u k j e  k a t o e n w o l ,  d o o rd ren g L m et  b rom o-  
thym olb lauW “ O p l o s s i n g  (CLARK 1928)  d i e  v o o r a f  op pH = 4  w o rd t  g e s t e l d  
met 0 , 1  N H^SO^, b e v a t .  V e r v o lg e n s  worden  de p r o e f b u i z e n  i n  e en  
w a t e r b a d  b i j  45°C g e ï n k u b e e r d  g e d u r e n d e  30 m i n u t e n .  Wanneer TMA 
a a n w e z ig  i s  i n  de  k u i t u u r ,  w o rd t  h e t  g e k n a len see rd  i n  h e t  k a t o e n  
w a a r d o o r  een  v e r s c h u i v i n g  van  d e  i n d i k a t o r k l e u r  n a a r  h e t  a l k a l i s c h  
g e b i e d  k an  worden waargenomen.
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Deze metode  b l i j k t  e c h t e r  o m s l a c h t i g  e n  w e i n i g  n a u w k e u r ig  t e  z i j n  
d a a r  de  k l e u r o m s l a g  soms m o e i l i j k  op t e  m erken  i s „

I n  d i t  o n d e rz o e k  w o r d t  de m etode  v a n  WOOD en  BAIRD (194-3) e c h t e r  
g e k o m b in ee rd  met een  metode  g e s t e u n d  op de  T M A-bepal ing  v o l g e n s  
DYER (194-5) » De metode  w o rd t  a i s  v o l g t  a a n g e p a s t »  I n  e e n  m a a t -  
c y l i n d e r  v a n  50 ml w o rd t  1 ml v o e d in g s b o d e m ,  d i e  met de  t e  o n d e r 
z o ek e n  b a k t e r i e s t a m  i s  g e ë n t ,  g e g o te n »  D a arn a  w orden  + 5 ml f o r 
m aldehyde  (40 %) b i j g e v o e g d  om de ammoniak t e  b in d en »  V e r v o lg e n s  
w orden  + 20 ml t o l u o l  t o e g e v o e g d  » H i e r b i j  w orden  c a  5 ml v e r z a -  
d i g d e  K ^ C O ^ « op lo ss ing  g e g o t e n  en  de  g e s l o t e n  m a a t c y l i n d e r  w ord t  
g e d u re n d e  30 sec»  k r a c h t i g  geschud»  Na 20 min» r u s t e n  w orden  10 
ml v a n  de t o l u e e n l a a g  a f g e p i p e t e e r d  en  g e d ro o g d  op Na2<S0 ^ • Van 
de  g e d ro o g d e  t o l u e e n l a a g  w o rd en  c a  3 ml b i j  3 ml 0 , 0 2  % p i k r i n e -  
z u u r o p l o s s i n g  gevoegd»  Wanneer e e n  i n t e n s  g e l e  k l e u r  v e r s c h i j n t  
d u i d t  d i t  op TMA“ Vormingo

2 .1 .4 - .  Algemene b e s l u i t e n  n o p en s  de  b a k t e r i o l o g i s c h e  k w a l i t e i t s -  
b e p a l in g s m e t o d e n »

Na h e t  u i t t e s t e n  v a n  de  b a k t e r i o l o g i s c h e  m eto d en  z i j n  v o o r  de  be~
2p a l i n g  van  h e t  t o t a a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  en  p e r  gram v i s v l e e s  

v o l g e n d e  b e s l u i t e n  t e  w e e rh o u d e n  s

2» 1 »4-„ 1 „ Voor_de b e£aling__0£ de huid»
De m o n s te rn e m in g  g e s c h i e d t  b i j  m id d e l  v a n  e e n  a lu m in ium  s c h a b l o o n ,  
waarmede een  g e k en d e  o p p e r v l a k t e  van  de h u i d  o v e r  gans  de  l e n g t e  
van  de v i s  op s t e r i e l e  w i j z e  w o r d t  weggenomen» De p l a a t s  van  
m o n s te rn e m in g  mag w i l l e k e u r i g  w orden  gekozen»  Het s t u k j e  h u i d  
w o rd t  g e d u re n d e  20 min» i n  e e n  gekende  h o e v e e l h e i d  s t e r i e l e  R i n -  
g e r o p l o s s i n g  g esch u d»  U i t  de bekomen s u s p e n s i e  w o rd t  e e n  v e r d u n -  
n i n g s r e e k s  a a n g e le g d »

De t e l l i n g  g e s c h i e d t  v o l g e n s  de  k l a s s i e k e  g i e t p l a a t m e t o d e » Ais  
bodem w o r d t  T .G .E .A » ,  d a t  met gewoon w a t e r  i s  b e r e i d ,  aangewend»
De z u u r t e g r a a d  h e e f t  a i s  w aa rd e  c a  6 , 5 °  De i n k u b a t i e t i j d  i s  5 x 
24- u  b i j  20 à 25°C»

2»1.4-»2» Voor_de h e £ a l i n g _ i n  h e t  v i s v l e e s ^

Voor de m o n s te rn e m in g  w o rd t  v o o r e e r s t  een  g e d e e l t e  v a n  de  h u i d  met 
b e h u lp  v an  een  s k a l p e l  v an  h e t  a a n k l e v e n d  s l i j m  o n t d a a n ;  h i e r d o o r  
w o rd t  h e t  g r o o t s t e  g e d e e l t e  v a n  de b a k t e r i ë n  v e r w i j d e r d .  D aarn a
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w o rd t  h e t  o p p e r v l a k  v o l l e d i g  s t e r i e l  g e w rev e n  met k a t o e n w o l ,  d o o r -  
d r e n g d  met e t h a n o l .  De h u i d  w o r d t  d an  a s e p t i s c h  v e r w i j d e r d  e n  v a n  
h e t  b l o o t g e s t e l d e  v l e e s  w o rd t  e e n  h o e v e e l h e i d  i n  e e n  v o o r a f  g e -  
t a r e e r d e  p e t r i s c h a a l  a fg e w o g en .  V e r v o lg e n s  w o rd t  met h e t  v i s v l e e s  
e e n  10 % s u s p e n s i e  gemaakt  d o o r  met R i n g e r o p l o s s i n g ,  g e d u re n d e
i
+ 2 m i n u t e n ,  s t e r i e l  t e  h o m o g e n i s e r e n .

De p l a a t s  v a n  m o n s te rn e m in g  mag g e s c h i e d e n  a an  de d o n k e re  o f  
b l e k e  k a n t  o n d e r  o f  boven  de z i j l i j n  v an  de v i s .  Z o a l s  b i j  de 
m onsternem ingf /Se  h u i d  i s  h e t  v e r k i e s l i j k  d i t  u i t  t e  v o e r e n  o v e r  
gans  de l e n g t e  v a n  de v i s  om de  n a u w k e u r i g h e i d  t e  v e r h o g e n .  Het 
a a n l e g g e n  v a n  de v e r d u n n i n g s r e e k s , de g e b r u i k t e  bodem, de  i n k u -  
b a t i e t i j d  en - t e m p e r a t u u r  z i j n  d e z e l f d e  a i s  b i j  de b e p a l i n g  van  
h e t  a a n t a l  b a k t e r i ë n  op de hu id  „

2 . 1 . 4 . 3. Voor_de b e £ a l i n g _ v a n _ h e t _ t o t a a l  a a n t a l _ b e d e r v e r s ^

Het t o t a a l  a a n t a l  t r i m e t h y l a m i n e o x y d e r e d u c e r e n d e  m ikro-organism en 
o f  " b e d e r v e r s "  z a l  w orden  b e p a a l d  met b e h u l p  v a n  de bodem d o o r  
WOOD en BAIRD (1 9 4 3 )  v o o r g e s t e l d  en  h e t  gevormde TMA z a l  w orden  
a a n g e to o n d  met de p i k r a a t m e t o d e  v o l g e n s  DYER (1 9 4 5 )  d i e  t o t  
r o u t in e m e to d e  i s  omgevormd.

2 . 2 .  Chemische m e to d en .

I n  d i t  o n d e rz o e k  w o rd t  b e r o e p  g e d a a n  op de b e p a l i n g  v an  de TVB en 
v a n  h e t  TMA.

2 . 2 . 1 .  B e p a l i n g  v a n  de TVB.

De b e p a l i n g  v an  de  TVB i s  é é n  v an  de o u d s t e  m etoden  om h e t  b e d e r f  
v an  v i s  v a s t  t e  s t e l l e n  en  w o rd t  r e e d s  i n  1910 d o o r  KOENIG (1910)  
v o o r g e s t e l d .  Twee t e c h n i e k e n  kunnen  w orden  aangewend om de  TVB t e  
b e p a l e n ,  n l . de d e s t i l l a t i e  v o l g e n s  LUECKE e n  GEIDEL (1 9 3 5 )  en  de 
m i k r o d i f f u s i e  v o l g e n s  CONWAY ( 1 9 6 2 ) .  B i j  de  e e r s tg e n o e m d e  metode  
w o rd t  de  TVB d o o r  magnesiumoxyde v r i j g e s t e l d  en o v e r g e d e s t i l l e e r d  
i n  z w a v e lz u u r  en f e e t i t r e e r d  met n a t r i u m h y d r o x y d e . B i j  de tw eede  
m etode  worden b i j z o n d e r e  C onw aysch a len  g e b r u i k t ,  d i e  b e s t a a n  u i t  
twee k o n c e n t r i s c h e  k u v e t t e n »  I n  de b u i t e n s t e  k u v e t  w o rd t  v i s s a p  
g e b r a c h t  en v e r z a d i g d  k a l i u m k a r b o n a a t  t o e g e v o e g d  w a a r d o o r  de  TVB 
w o rd t  u i t g e d r e v e n .  D i t  w o rd t  i n  de b i n n e n s t e  k u v e t  o p g ev an gen  i n  
b o o r z u u r  en  g e t i t r e e r d .  Door WITTPOGEL ( I 9 6 0 )  w o rd t  e e n  v e r g e l i j k e n d
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o n d e r z o e k  t u s s e n  de  twee m etoden  d o o r g e v o e r d  w a a r u i t  b l i j k t  d a t  
b e i d e  p r a k t i s c h ,  d e z e l fd e  r e s u l t a t e n  geven» I n  d i t  o n d e r z o e k  w o rd t  
dan  ook u i t s l u i t e n d  de d e s t i l l a t i e t e c h n i e k  t o e g e p a s t  d a a r  d eze  
w e r k w i j z e  h a n d i g e r  voorkomt»

2 » 2 . 1  » 1 . Metode^

I n  de metode  v a n  LUECKE en GEIDEL (1 9 35 )  w o r d t  een  n o rm a le  d e s t i l 
l a t i e  t o e g e p a s t »  Het i s  e c h t e r  m o g e l i j k  een  vakuüm- o f  s t o o m d e s t i l -  
l a t i e  d o o r  t e  v o e re n »  De s t o o m d e s t i l l a t i e  w o r d t  v o o r  d e ze  p r o e f 
nem ingen  e c h t e r  v e r k o z e n ,  d a a r  d e ze  metode  m in d e r  t i j d r o v e n d  i s .
De TVB w o rd t  e c h t e r  i n  b o o r z u u r  opgevangen  en  r e c h t s t r e e k s  g e t i -  
t r e e r d  met z w a v e l z u u r  z o a l s  b i j  de  metode  v an  CONWAY ( 1 9 6 2 ) .

2 . 2 . 1 . 2 . R e a g e n t i a .

-  Magnes iumoxyde,  z u i v e r
-  Z w a v e lz u u r ,  0 , 1  N
-  B o o rz u u r  3 %
-  Gemengde i n d i k a t o r  v o o r  s t i k s t o f t i t r a t i e s  ( M i s c h i n d i k a t o r  5> 

M e r c k ) „

2 . 2 . 1 . 3 .  A p n a r a t u u r  ( ANTONACOPOULOS I 9 6 0 ) .

De a p p a r a t u u r  d o o r  ANTONACOPOÏÏLOS v o o r g e s t e l d  ( f i g u u r  2 ) ,  w o rd t  
g e b r u i k t »  De k o l v e n  v an  2 1 w orden  e l e k t r i s c h  verw arm d.

2 . 2 . 1 »4. Werkwij ze »

De t e  o n d e rz o e k e n  v i s  w ord t  i n  de v l e e s m o l e n  g e m a len  e n  z o r g v u l 
d i g  gemengd. Van h e t  m engse l  worden  10 g i n  de r e a k t i e k o l f  g e 
b r a c h t ;  2 g magnesiumoxyde en e e n  w e i n i g  s i l i k o o n - a n t i s c h u i m m i d -  
d e l  worden  t o e g e v o e g d  (LUECKE en GEIDEL 1935)»  De k o e l e r ,  w a a rv a n  
h e t  u i t e i n d e  i n  b o o r z u u r  3 % (KEIL en  SORMOVA 1965)  i s  g e d o m p e ld ,  
w o rd t  o n m i d d e l l i j k  a a n g e s l o t e n .  Van z o d r a  h e t  w a t e r  i n  de s toom 
g e n e r a t o r  b e g i n t  t e  k o k e n ,  w o rd t  de k r a a n  g e s l o t e n  en  de d e s t i l 
l a t i e  w o r d t  e x a k t  17 m in u te n  d o o r g e v o e r d .  Na t o e v o e g i n g  v a n  e e n  
z e s t a l  d r u p p e l s  i n d i k a t o r  w o r d t  de TVB r e c h t s t r e e k s  met z w a v e lz u u r  
0 , 1  N g e t i t r e e r d .

2 . 2 . 1 . 5 « Duur_van_de  d e s t i l l a t i e .

Van een  homogeen gem alen  v i s m o n s t e r  w orden  h o e v e e l h e d e n  v a n  10 g 
a fg e w o g e n .  Deze h o e v e e l h e d e n  w o rd e n ,  5 ,  10 ,  12 ,  1 5 ,  17 ,  2 0 ,  25 en  
30 m in u te n  aan  de  s t o o m d e s t i l l a t i e  o n d e rw o rp e n .  U i t  h e t  bekomen
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Figuur 2 - Apparatuur voorgeste ld  door Antonacopoulos

water

B o o r z u u r  Op
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d e s t i l l a a t  w o rd t  de  TVB b e p a a ld «  De p r o e v e n  w orden  t e l k e n s  i n  h e t  
d u b b e l  u i t g e v o e r d .

T a b e l  23 v e r m e l d t  de r e s u l t a t e n  v a n  de  b e p a l i n g  v an  de d e s t i l l a t i e  
t i j d  v o o r  de  TVB.

TABEL 23 -  R e s u l t a t e n  v a n  de  b e p a l i n g  
v a n  de d e s t i l l a t i e t i j d  v o o r  

de TVB ( a )

T i j d D ubbe ls Gem iddelde

5 2 1 ,0 2 1 ,0 2 1 , 0 0
10 2 3 ,8 2 3 ,8 2 3 ,8 0
12 2 5 , 9 2 5 , 9 2 5 ,9 0
15 2 7 , 3 2 8 ,0 2 7 , 6 5
17 2 8 , 3 2 8 , 0 28 „00
20 2 8 ,0 2 8 ,0 2 8 ,0 0

25 2 8 , 4 2 8 , 4 2 8 ,4 0
30 2 8 , 4 2 9 , 1 2 8 , 7 5

( a )  De c i j f e r s  g e v en  h e t  a a n t a l  mg N % 
w e e r .

U i t  de  æ s u l t a t e n  k a n  w orden  a f g e l e i d  d a t  e e n  d e s t i l l a t i e t i j d  van  
17 m in u t e n  v o l d o e n d e  i s  v o o r  de b e p a l i n g  v a n  de TVB.

2 . 2 . 1 . 6 . Nauwkeurigheid_van__de metode^

De n a u w k e u r i g h e i d  v an  de  metode  kan  w orden  g e t e s t  a a n  de  hand  van  
een  r e e k s  d u b b e l p r o e v e n  d i e  o v e r  e en  g a n se  o n d e r z o e k i n g s p e r i o d e 
z i j n  g e s p r e i d .  De w a a rd e n  van  c a  25 mg N % w orden  o p g e t e k e n d .

T a b e l  24 g e e f t  de r e s u l t a t e n  v an  de d u b b e l p r o e v e n  van  de TVB-bepa- 
l i n g ,  a l s o o k  de g e g e v e n s  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  van  de  n a u w k e u r i g h e i d .

TABEL 24 -  N a u w k e u r ig h e id  v a n  de TVB-be- 
p a l i n g  ( a ; .

M o n s te r Dubbe ls A à2

1 2 1 ,7 2 3 ,1 1 , 4 1 , 9 6
2 2 2 , 4 2 4 , 5 2 , 1 4 , 4 1
3 2 1 ,0 2 1 ,7 0 , 7 0 ,4 9
4 2 4 , 5 2 3 ,8 0 „7 0 , 4 9
5 2 0 , 3 2 1 , 7 1 , 4 1 , 9 6
6 2 8 , 7 2 9 , 4 0 , 7 0 , 4 9
7 2 7 , 3 2 6 , 6 0 , 7 0 , 4 9
8 2 5 ,2 2 5 , 2 0 , 0 0 ,0 0
9 2 1 , 7 24 „5 2 , 8 7 , 8 4
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10 2 3 ,1 2 1 , 7 1 , 4 1 ,9 6
11 24-, 5 2 5 , 9 1 , 4 1 , 9 6
12 2 8 ,0 2 9 , 4 1 , 4 1 ,9 6
13 2 6 , 6 2 6 ,6 0 , 0 0 , 0 0
14 2 3 ,8 2 4 , 5 0 , 7 0 , 4 9
15 2 5 , 9 2 5 , 9 0 , 0 0 , 0 0
16 2 5 , 9 2 7 , 3 1 , 4 i  «,96
17 2 5 , 9 2 8 ,0 2 , 1 ,41
18 2 2 , 4 2 0 , 3 2 , 1 4,4-1
19 2 5 , 2 2 6 , 6 1 , 4 1 ,9 6
20 2 5 ,2 2 5 ,2 0 , 0 0 , 0 0
21 24-, 5 2 4 , 5 0 , 0 0 , 0 0
22 24-, 5 2 5 ,2 0 , 7 0 , 4 9
23 24-, 5 2 3 ,8 0 , 7 0 , 4 9
24 2 1 ,0 2 1 ,0 0 , 0 0 , 0 0
25 2 8 ,0 2 8 , 7 0 , 7 0 , 4 9
26 2 9 , 4 2 8 , 7 0 , 7 0 , 4 9
27 2 6 ,6 2 5 , 9 0 , 7 0 , 4 9
28 2 8 ,7 2 9 , 4 0 , 7 0 , 4 9
29 2 5 ,2 2 3 , 8 1 , 4 1 , 9 6
30 2 1 ,7 2 3 ,1 1 , 4 1 , 9 6

I 74-3,4 7 5 6 ,0 4 4 ,1 0

1
2 4 ,8 2 5 , 2

( a )  De c i j f e r s  ge v en  h e t  a a n t a l  mg N % w e e r .

s - l/nso2 . - V°»755 - o,ae
R e k en in g  houdend met h e t  f e i t  d a t  de b e p a l i n g e n  w orden  u i t g e v o e r d  
op b i o l o g i s c h  m a t e r i a a l  w a a rv a n  de  s a m e n s t e l l i n g  d o o r  t a i  v a n  f a k -  
t o r e n  w o rd t  b e ï n v l o e d  kan  a a n  de hand  v a n  de  k l e i n e  w aarde  v a n  de 

s t a n d a a r d a f w i j k i n g  worden b e s l o t e n  d a t  de  T V B -h ep a l in g  een  hoge 
n a u w k e u r i g h e i d s g r a a d  b e z i t .

2 . 2 . 2 .  B e p a l i n g  v an  h e t  TMA»

Het TMA kan w orden  g e d o s e e r d  h e t z i j  d o o r  k o l o r i m e t r i e  v an  h e t  p i -  
k r a a t  v o l g e n s  DIER (194-5),  h e t z i j  met de m i k r o d i f f u s i e m e t o d e  van  
BEATTY en GIBBONS (1 93 7 )  v o l g e n s  h e t  p r i n c i p e  v an  CONWAY ( 1 9 6 2 ) .  
Deze l a a t s t e  metode  h e e f t  n o c h t a n s  n a d e l e n ,  n l»  ( a )  h e t  v e r w i j d e r e n  
van  h e t  v e t ,  d a t  n o o d z a k e l i j k  i s  v o o r  de l u c h t d i c h t h e i d ,  i s  n i e t  
a l t i j d  e e n v o u d i g ,  ( b )  de d i f f u s i e d u u r  i s  r e l a t i e f  l a n g ,  ( e )  v o o r  
de k o l o r i m e t r i s c h e  b e p a l i n g  moet de  a b s o r p t i e v l o e i s t o f  k w a n t i t a 
t i e f  w orden  o v e r g e b r a c h t ,  ( d )  b i j  l a g e  k o n c e n t r a t i e s  v a n  TMA k u n
nen  g r o t e  a f w i j k i n g e n  o p t r e d e n ,  ( e )  v o l g e n s  SPINELLI (1964-) zou 
b i j  l a n g e  d i f f u s i e d u u r  h y d r o l y s e  van  t r i m e t h y l a m i n e o x y d e  o p t r e d e n .

B i j  de m i k r o d i f f u s i e t e c h n i e k  moet  e c h t e r  een  k l e u r s t o f  worden  g e 
v o nden  d i e  g e v o e l i g  genoeg  i s  en  n i e t  r e a g e e r t  met h e t  w a t e r  d a t
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aanw e z ig  i s  i n  h e t  z w a v e l z u u r  1 N w a a r i n  h e t  TMA g e a b s o r b e e r d  i s .
I n  de l i t e r a t u u r  w ord en  e n k e l e  k l e u r s t o f f e n  o p g eg ev en  d i e  kunnen  
w orden  aangew end ,  n l .  h e t  D r a g e n d o r f f r e a g e n s  (BREGCFF e t  a l .  1 9 5 3 ) ,  
h e t  a m i n o z u u r r e a g e n s  van  FOLIN ( n a t r i u m  n a f t o c h i n o n - 4 - s u l f o n a a t ) 
( 1 9 2 2 ) ,  de  c h l o r a n i l t e s t  v o o r  aminen (SIVIDJIAN 1 9 3 1 ) ,  de  r e a k t i e  
van  k a l i u m p e n t a c y a n o f e r a a t  en  k o b a l t n i t r i e t  (JACOBS en  HOFFMAN 
1931;  DYER 1 9 4 5 ) ,  de r e a k t i e  met i t a e o n z u u r a n h y d r i d e  (WRONSKI 1966)  
en h e t  f e n o l r e a g e n s  v a n  FOLIN en  CIOCALTEU ( 1 9 2 7 ) .

Wegens de r e e k s  n a d e l e n  v a n  de  m i k r o d i f f u s i e m e t o d e  w o r d t  i n  d i t  
o n d e r z o e k  b e r o e p  g e d a a n  op de  p i k r a a t m e t o d e  v o l g e n s  DYER ( 1 9 4 5 ) .  
Deze metode  h e e f t  a i s  v o o r d e e l  d a t  de b e p a l i n g  v an  h e t  TMA kan  
g e s c h i e d e n  op h e t  d e s t i l l a a t  v a n  de T V B - b e p a l in g . E r  i s  e c h t e r  ook 
een  n a d e e l  n l .  w a t e r  en o r g a n i s c h e  o n z u i v e r h e d e n  ( v e t ,  d e t e r g e n s )  
s t o r e n  de  k l e u r r e a k t i e . Deze p r o b le m e n  z i j n  m i t s  e e n  s t r e n g e  k o n -  
t r o l e  v an  g l a s w e r k  en r e a g e n t i a  g e m a k k e l i j k  t e  o m z e i l e n .

2 . 2 . 2 . 1 .  Me t o d e ^

Het p r i n c i p e  kan  a i s  v o l g t  worden  g e s c h e t s t .  Het TMA, d a t  d o o r  e x -  
t r a k t i e  o f  d e s t i l l a t i e  u i t  de v i s  w o rd t  g e ï s o l e e r d ,  w o r d t  i n  e e n  
o r g a n i s c h  s o l v e n t  ( t v .  t o l u e e n )  o v e r g e b r a c h t .  H i e r v o o r  i s  h e t  
e c h t e r  n o o d z a k e l i j k  d a t  h e t  TMA, d a t  a i s  z o u t  v o o r k o m t ,  i n  v r i j e  
b a s e  w o r d t  o m g e z e t .  D i t  g e s c h i e d t  d o o r  t o e v o e g i n g  v a n  k a l i u m k a r -  
b o n a a t .  Ammoniak, d a t  e v e n e e n s  a an w e z ig  i s ,  s t o o r t  de  r e a k t i e  en 
w o rd t  dan  ook d o o r  fo r m a ld e h y d e  g e b l o k k e e r d .  Na d e z e  b e w e r k in g  i s  
h e t  v o l d o e n d e  h e t  t o l u e e n  t e  d r o g e n  ( h e t  w a t e r  s t o o r t  e v e n e e n s  de 
b e p a l i n g )  en h e t  TMA a i s  p i k r a a t  t e  b e p a l e n ,  d o o r  h e t  t o e v o e g e n  
van  e e n  p i k r i n e z u u r o p l o s s i n g .

Het TMA w ord t  i n  h e t  o n d e rz o e k  b e p a a l d  op h e t  d e s t i l l a a t  v a n  de 
TVB. Na 10 m i n u t e n  immers w o r d t  h e t  TMA v o l l e d i g  o v e r g e d e s t i l l e e r d .

2 . 2 . 2 . 2 .  R e a g e n t i a  (DYER 1945)

-  T o lu e e n  p . a . ,  g e d ro o g d  o v e r  w a t e r v r i j e  n a t r i u m s u l f a a t .
-  P i k r i n e z u u r o p l o s s i n g  s s t o c k o p l o s s i n g  : I o s  2 g d r o o g  p i k r i n e -  

z u u r ,  p . a .  i n  100 ml w a t e r v r i j e  t o l u e e n  o p .  D i t  i s  de w e r k o p l o s -  
s i n g .  Verdun 1 ml t o t  100 ml met w a t e r v r i j  t o l u e e n .

-  K a l i u m k a r b o n a a t o p l o s s i n g  ; I o s  100 g i n  100 ml w a t e r  op .
-  F o r m a l d e h y d e o p l o s s i n g  : v e r d u n  10 ml k o m m e rc ie e l  f o r m o l  40 % 

(g e s c h u d  met m agn es iu m k a r b o n a a t  en g e f i l t r e e r d )  t o t  100 ml met 
w a t e r .

-  N a t r i u m s u l f a a t  w a t e r v r i j .
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2 . 2 . 2 . 3 . Apparatuur ; Spektrofotometer "Unicam"
2 . 2 . 2 . 4 .  W erkwijze  (DYER 1945)

U i t  h e t  d e s t i l l a a t  v an  de T V B -b ep a l in g  w orden  2 ml g e p i p e t e e r d  en  
i n  e e n  m a a t g l a s  v a n  50 m l ,  v o o r z i e n  van  e e n  g l a z e n  s t o p  g e b r a c h t .
E r  w orden  6 ml w a t e r ,  2 ml f o r m a l d e h y d e r e a g e n s , 20 ml t o l u e e n  en 
6 ml k a l i u m k a r b o n a a t o p l o s s i n g  t o e g e v o e g d .  Het m a a t g l a s  w o rd t  g e 
s l o t e n  en  goed g e s c h u d .  E r  w o r d t  10 ml v an  de t o l u e e n l a a g  g e p i 
p e t e e r d  i n  een  p r o e f b u i s  v a n  20 ml v o o r z i e n  van  een  g l a z e n  s t o p  
en  w a a r i n  0 , 3  6 n a t r i u m s u l f a a t  w orden  g e b r a c h t .  De b u i s  w o rd t  
g e s l o t e n  en  z a c h t j e s  g e s c h u d ,  t e n e i n d e  h e t  t o l u e e n  t e  d r o g e n .
Van h e t  g e d ro o g d  t o l u e e n  w orden  3 ml g e p i p e t e e r d  e n  i n  e en  d ro g e  
k o l o r i m e t e r b u i s  o v e r g e b r a c h t . H i e r b i j  w orden  3 ml p i k r i n e z u u r o p -  
l o s s i n g  gevoegd  en de o p l o s s i n g  w o rd t  d o o r  v o o r z i c h t i g  sc h u d d e n  
gemengd. De e x t i n k t i e  w o rd t  ou de  "Unicam" S p e k t r o f o t o m e t e r  b i j  e e n  
g o l f l e n g t e  van  410 nm a f g e l e z e n  en met de i j k k u r v e  v e r g e l e k e n .

2 . 2 . 2 „ 5 .  B e p a le n  v a n  de maximale  g o l f l e n g t e  en  o p s t e l l e n  v a n  de 
i  jkkurve_c_  ____   -_

2 . 2 . 2  c 5 .1 "  (A m ax) .

De r e s u l t a t e n  van  de m e t in g e n  omAmax. t e  b e p a l e n ,  z i j n  i n  f i g u u r .
3 w e e rg e g e v e n .

De e x t i n k t i ek u rv e  l e e r t  d a t  X max i n  h e t  z i c h t b a a r  g e b i e d  = 410 nm
—T,' - - -

en  d i t  g e g ev e n  komt met de  l i t e r a t u u r g e g e v e n s  o v e r e e n  (DYER 1 9 5 0 ) .

2 . 2 . 2 . 5 - 2 .  O p s t e l l e n _ v a n _ d e _ i j k k u r v e .

Voor h e t  o p s t e l l e n  v an  de i j k k u r v e  w o rd t  u i t g e g a a n  v an  e e n  s t o c k -  
o p l o s s i n g ,  w a a r u i t  een  v e r d u n n i n g s r e e k s  w o rd t  a a n g e l e g d .

2 . 2 . 2 . 5 * 2 . 1 .  B e r e i d i n g  van  d e _ s t o c k o p l o s s i n g .

E r  worden  6 ,8 2 1 4  g TMA.HCl a fgew ogen  en i n  100 ml w a t e r  o p g e l o s t .  
H i e r v a n  worden  5 ml genomen en  t o t  50 ml met w a t e r  a a n g e l e n g d .  Deze
h o e v e e l h e i d  b e v a t  b i j g e v o l g  50 mg N.

2 . 2 . 2 . 5 * 2 . 2 .  B e r e i d i n g  van  d e _ v e r d u n n in g s r e e k s _ .

U i t  de  s t o c k o p l o s s i n g  worden  0 , 5  m l ,  1 , 5  m l ,  2 , 5  m l ,  5 ml en 7 , 5  ml
genomen en t o t  200 ml a a n g e le n g d  met w a t e r .

2 . 2 . 2 . 5 * 2 . 3 »  U i t v o e r i n g _ e n  b e s p r e k i n g ^

U i t  de v i j f  o p l o s s i n g e n  v a n  de v e r d u n n i n g s r e e k s  w o rd t  t e l k e n s  1 ml
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F ig u u r  3 -  E x t i n k t i e  kurve voor TMA. be p a l in g
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a f g e p i p e t e e r d  en h i e r o p  w ord t  een  TMA-bepal i n g  u i t g e v o e r d .  De 
p r o e f  w o rd t  op v i j f  v e r s c h i l l e n d e  t i j d s t i p p e n  v e r r i c h t  en  t e l k e n s  
i n  h e t  d u b b e l .  De r e s u l t a t e n  z i j n  sa m eng ev a t  i n  t a b e l  25»

TABEL 25 ” E x t i n k t i e w a a r d e n  v o o r  h e t  o p s t e l l e n  v a n  de  i j k k u r v e  
v o o r  TM A -bepa l ingen .

K o n t 3 e n  t V a  t  i  e
P r o e f 0 , 5  mg

20^  ml
2 ,  5 mg ? l 9  mg2Ó0 ml 200 ml ¿00 ml 200 ml

X 0 , 0 2 ?
0 , 0 2 1

0 ,0 6 1
0 , 0 6 1

0 , 1 2 6  
0 ,1 2 7

0 , 2 6 6
0 , 2 5 0

0 ,3 7 2
0 , 3 6 9

2 0 , 0 1 ?
0 , 0 1 7

0 ,0 5 6
0 , 0 6 1

0 ,1 2 0
0 , 1 1 9

0 , 2 5 0
0 ,2 5 0

0 , 3 6 7
0 , 3 9 5

3 0 , 0 1 9
0 , 0 3 1

0 , 0 5 9
0 ,0 7 0

0 , 1 1 6
0 ,1 1 8

0 , 2 3 8
0 , 2 3 7

0 , 3 5 0
0 ,3 5 6 '

4 0 ,0 2 7
0 , 0 2 0

0 , 0 7 2
0,074-

0 , 12*0 
0 ,1 2 0

0 ,2 3 8
0 , 2 4 7

0 , 3 9 9
0 , 3 6 3

5 0 ,0 2 0  
0 ,0 1 8

0 ,0 7 2
0 , 0 7 4

0 , 1 2 7
0 , 1 2 5

0 , 2 5 7
0 ,2 5 0

0 ,3 7 1
0 ,3 8 3

I
Gemiddelde

0 , 2 1 ?
0 , 0 2 2

0 ,6 6 0  
0 , 0 6 6

1 ,218 2 ,4 8 3
0 , 2 4 8

3 , 7 2 5
0 ,3 7 3

Met de bekomen r e s u l t a t e n  kan  t a b e l  26 worden  opgemaakt  d i e  t o e -  
l a a t  de i j k k u r v e  t e  b e r e k e n e n .

TABEL 26 -  B e re k e n e n  v a n  de i j k k u r v e  ( a ) .

X

« 
t#\

s 
1 

»il»n 
1

9 
1 

u__
1 n 7

h o o g s t e l a a g s t e

0 , 5 0,031! 0 , 0 1 7 10 0 , 0 2 2
1 , 5 0 , 0 7 4 0 ,0 5 6 LO 0 , 0 6 6
2 , 5 0 , 1 2 7 0 ,11 6 : 10 0 ,1 2 2
5 ,0 0 , 2 6 6 0 , 2 3 7 LO 0 ,2 4 8
7 , 5 0 , 3 9 9 0 ,3 5 0 10 0 , 3 7 3

( a )  X = de k o n c e n t r a t i e  a a n  N i n  mg/200 ml 
Y = bekomen e x t i n k t i e w a a r d e  
n = a a n t a l  w aa rn em ing en  en  
j  -  g e m id d e ld e  e x t i n k t i e

Op g r o n d  van  de  wet v an  LAMBERT-BEER w o rd t  v e rw a c h t  d a t  de  b e t r e k 
k i n g  t u s s e n  de  o n a f h a n k e l i j k  v e r a n d e r l i j k  X, de k o n c e n t r a t i e  en  de
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a f h a n k e l i j k  v e r a n d e r l i j k e  Y, de e x t i n k t i e ,  w o rd t  u i t g e d r u k t  d o o r  
de v e r g e l i j k i n g  s

Y -  hX ( 1 )

Daar  h e t  v r i j  o n w a a r s c h i j n l i j k  i s  om e en  r e e k s  p r o e v e n  u i t  t e  
v o e r e n ,  w a a r b i j  de f o u t e n  e l k a a r  p r e c i e s  o p h e f f e n  z a l  b i j  e en  
k o n c e n t r a t i e  0 , 0  n o rm aa l  e e n  Y w aarde  g e v o n d e n  w o rden  d i e  n i e t  
g e l i j k  i s  a an  0 , 0 0 0 0 , z o d a t  h e t  v e r b a n d  t u s s e n  de e x p e r i m e n t e l e  
p u n te n  b e t e r  z a l  worden  b e s c h r e v e n  d o o r  de v e r g e l i j k i n g  s

Y « a  + bX ( 2 )
H i e r  moet e c h t e r  w orden  a a n  t o e g e v o e g d  d a t  h e t  i n t e r c e p t  a  a a n 
v a a r d b a a r  moet z i j n  b i n n e n  de g r e n z e n  v a n  de  p r o e f f o u ten«  Wanneer 
d i t  n i e t  h e t  g e v a l  i s ,  kan  d i t  t e  w i j t e n  z i j n  o fw e l  a an  de b l a n k o  
d i e  e en  k o n s t a n t e  f o u t  a i s  g e v o l g  kan  h e b b e n ,  o fw e l  a a n  h e t  f e i t  
d a t  de  wet  v an  LAMBERT-BEER n i e t  o p g a a t  o

Aan de  hand  v a n  de w aarnem ingen  m oeten  de w a a rd e n  v an  a  en  b wor
den  b e p a a ld »  D i t  g e s c h i e d t  v o l g e n s  de  metode  v an  de k l e i n s t e  kwa
d r a t e n  (TOPPING I 9 6 0 ) o

De f o r m u l e s  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  van  a  en  b z i j n  a i s  v o l g t  s

a  -  y  “  bx  ( 3 )

n $  Y.X. -  i  Y. i  X.

* ( . 4  -  < *  v

De g e g e v e n s  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  v an  de  i j k k u r v e  z i j n  w e e rg e g e v e n
i n  t a b e l  27 en  f i g u u r  4«

TABEL 27 “  Gegevens v o o r  h e t  b e r e k e n e n  v a n  de  
s t a n d a a r d k u r v e  v an  de  TMA-d o s e r i n g  
v o l g e n s  de  p i k r a a t m e t o d e  met " U n i -  
cam" met 1 0 , 0  mm k u v e t t e n «

X Y XY
_ _

0 , 5 0 , 0 2 2 0 ,0 1 1 0 0 , 2 5 0 ,0 0 0 4 8 4

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

7 , 5 0 ,3 7 3 2 ,7 9 7 5 5 6 ,2 5 0 ,1 3 9 1 2 9
— «= —— = —, ;
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Figuur U -  E x p er im ente le  ijkkurve

extinktie

0.300 h

0,200

0,100  -

concentrat ie  in m g N / 2 0 0 m l
0,000
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Figuur 5 -  Berekende ijkkurve voor T M A -  bepaling

extinktie

0300

0,200

0,100

concentratie in m g N / 2 0 0 m l
C.000
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¿x .  = 1 7 ,0  

¿X.Y. = 4 ,4 5 2 5

=  9 0 ,0 0  

$Y± = 0 ,8 3 1  

i \ / 5  = J = 0 , 1 6 6 2  

^X. ^ Y± = 1 4 ,1 2 7

( ( X . ) 2 = 2 8 9 ,0

n = 10
_ ^ 2 5 _ z _ 1 4 212Z _

D " 900 -  289 ~ u , u ^ ö
a = 0 ,1 6 6 2  -  ( 0 ,0 4 9 8  x  3 , 4 )  = -  0 ,,00312

De e x t i n k t i e  Y w o rd t  bekomen met b e h u l p  v a n  d e  v e r g e l i j k i n g  :

Y = -  0 ,0 0 3 1 2  + 0 ,0 4 9 8  X

Aan de  hand  v a n  d e ze  v e r g e l i j k i n g  w orden  e n k e l e  r e f e r e n t i e p u n t e n  
v an  de  b e r e k e n d e  i j k k u r v e  i n  t a b e l  28 w e e r g e g e v e n ;  de  k u r v e  w o rd t  
d o o r  f i g u u r  5 v o o r g e s t e l d .

TABEL 28 -  R e f e r e n t i e p u n t e n  v a n  de b e -  
r e k e n d e  i j k k u r v e .

X i n  mg/200 ml Y ( e x t i n k t i e )

0 -  0 ,0 0 3 1 2
0 , 5 0 ,0 2 1 7 8
1 , 5 0 ,0 7 1 5 8
2 , 5 0 ,1 2 1 3 8
5 ,0 0 ,2 4 5 8 8
7 , 5 0 ,3 7 0 3 8

De g evonden  w aarde  v o o r  de k o ë f f  i c i ë n i^ i  i s  n i e t  g e l i j k  aan  de t h e o 
r e t i s c h e  w aarde  0 , 0 0 0 0 .  E r  d i e n t  e c h t e r  u i t g e m a a k t  t e  w orden  o f  h e t  
v e r s c h i l  i n  w a ard e  t u s s e n  h e t  e x p e r i m e n t e l e  i n t e r c e p t  en  h e t  t h e o 
r e t i s c h  i n t e r c e p t  op g ro n d  v a n  de p r o e f f o u t e n  a a n v a a r d b a a r  i s .  D i t  
kan  worden  o n d e r z o c h t  met b e h u l p  v a n  e e n  d o o r  YOUDEN (1 9 5 9 )  u i t g e 
w e r k t e  t e c h n i e k .
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De w a ard e  ( S 8) v o o r  de  k w a d raa tso m  v a n  de  a f w i j k i n g e n  t u s s e n  de 
e x p e r i m e n t e l e  p u n t e n  en  de r e c h t e  z o n d e r  i n t e r c e p t  w o r d t  w e e r g e 
gev en  d o o r  v o l g e n d e  f o r m u le  s

,  ? (*x4 V 2
s'  - S p  — (#)x 1 "-cL

i

De w aard e  (S )  v an  de  k w a d raa tso m  v a n  de  a f w i j k i n g  t u s s e n  de  e x 
p e r i m e n t e l e  p u n t e n  e n  de b e r e k e n d e  r e c h t e  met e e n  i n t e r c e p t  a 
w o rd t  w e e rg e g e v e n  d o o r  de  b e t r e k k i n g  i

s . ^ .  i i v ! .  w f  ( 6 )
1 n Ï-ï i

Met b e h u l p  v an  de  g e g e v e n s  u i t  t a b e l  2.7 en  met de  v e r g e l i j k i n g e n  
( 5 ) en  ( 6 ) w o rd t  h e t  m o g e l i j k  om de b e i d e  k w a d r a a t s ommen t e  b e 
r e k e n e n »  Immers e r  w o rd t  bekomen s

$Y? = 0 ,^ 2 0 3 5 7

=  9 0 ,0 0

( $ YjL) 2/ n  = 0 ,0 6 9 0 5 6

( $ Yi Xi ) 2 = 19,82^-756 

(X. = 1 7 ,0  

n  = 10 

5 = 1 ,7 0

S '  = 0 ,2 2 0 3 5 7  -  = 0 ,0 0 0 0 8 2

r ( l , 7  X 0 , 8 3 1 ;  -  4 Q4 32 5 l 2S = 0 ,2 2 0 3 5 7  » 0 , 0 6 9 0 5 6  ~ 90 I  “ 0 ,0 0 0 0 6 7

I n  o v e re e n s te m m in g  met h e t g e e n  mag worden  v e r w a c h t  i s  S*^  S»

B e id e  g e g e v e n s  k unnen  met b e h u l p  v an  de v a r i a n t ! e a n a l y s e  worden 
v e r g e l e k e n .  H i e r b i j  d i e n t  r e k e n i n g  g e h o u d e n  t e  w orden  met h e t  f e i t  
d a t  de n  e x p e r i m e n t e l e  p u n t e n  i n  de k w a d ra a t s o m  i S* a a n le id in g  g e 
geven  h e b b en  t o t  n  -  1 v r i j h e i d s g r a d e n ,  d a a r  a l l e e n  de  w aarde  v a n  
de k o ë f f i c i ë n t  b aan  de hand  v a n  d e ze  g e g e v e n s  i s  b e r e k e n d .  B i j  de 
k w a d raa tso m  S e c h t e r  z i j n  v o o r  de n w a a rn em in gen  s l e c h t s  n  -  2
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v r i j h e i d s g r a d e n ,  d a a r  u i t  de p r o e f o n d e r v i n d e l i j k  v a s t g e s t e l d e  
p u n t e n  de  k o ë f f i c i ë n t e n  a  en  b z i j n  b e p a a ld »  De v a r i a n t i e a n a l y s e  
i s  s a m en g e v a t  i n  t a b e l  29»

TABEL 29 ■= V a r i a n t  i e  a n a l y s e  v o o r  de k w a d raa tso m  S '  ( z o n d e r )  en S 
(met  een  i n t e r c e p t ) »

Ho h y p o t h e s e  % e x p e r i m e n t e e l  i n t e r c e p t  i s  n i e t  w e z e n l i j k  v e r 
s c h i l l e n d  van  h e t  t h e o r e t i s c h  i n t e r c e p t .

Bron v a r i a n t i e V r ï j h e i d s ~  
g r a d e n

K w a d r a a t -
sommen V a r i a n t i e F

( b e r e k e n d )

R e d u k t i e  d o o r  i n t e r c e p t 1 0 , 0 0 0 0 1 5 0 ,0 0 0 0 1 5 1 , 7 9

L i j n  met i n t e r c e p t 8 0 ,0 0 0 0 6 ? 0 ,0000083 7

L i j n  z o n d e r  i n t e r c e p t 9 0 ,0 0 0 0 8 2

F s t h e o r e t i s c h  met 1 en  8 v r i j h e i d s g r a d e n  en  5 % o v e r s c h r i j 
d i n g s k a n s  en  5 ,3 2  en  1 % o v e r s c h r i j d i n g s k a n s  = 1 1 , 2 6

De v a r i a n t i e a n a l y s e  t o o n t  a a n ,  d a t  h e t  v e r s c h i l  t u s s e n  de  e x p e r i 
m e n t e l e  w aarde  v o o r  h e t  i n t e r c e p t  en  de t h e o r e t i s c h e  w a a r d e ,  n u i ,  
a a n v a a r d b a a r  i s  op g ro nd  v an  de p r o e f f o u t e n =

D aar  de  e x p e r i m e n t e l e  w a a r d e n ,  d i e  b i j  de b e r e k e n i n g  v a n  de b e t r e k 
k i n g  z i j n  aangew end ,  a f k o m s t i g  z i j n  v a n  een  r e e k s  v a n  10 w aarn e m in 
g e n ,  i s  h e t  v o l g e n s  YOUDEN ( 1 9 5 9 )  m o g e l i j k  om de o v e re e n k o m s t  t e  
t e s t e n  t u s s e n  de e x p e r i m e n t e l e  g e g ev e n s  e n  de b e r e k e n d e  r e c h t e .  
E n e r z i j d s  i s  de  k w ad raa tsom  v an  de a f w i j k i n g e n  t u s s e n  de e x p e r im e n 
t e l e  p u n t e n  en  de b e s t  a a n g e p a s t e  r e c h t e  r e e d s  b e re k e n d »  A n d e r z i j d s  
k an  de  s c h a t t i n g  worden  gemaakt  v a n  de n a u w k e u r i g h e i d  v a n  de b e 
p a l i n g  van  de e x p e r i m e n t e l e  p u n t e n  met b e h u l p  v an  de s p r e i d i n g s -  
b r e e d t e  hinnen i e d e r e  r e e k s  v a n  de w a a rn e m in g e n .  B e ide  s c h a t t i n 
gen  v an  de p r o e f f o u t e n  kunnen  o n d e r l i n g  d o o r  m id d e l  v a n  de v a r i a n 
t i e a n a l y s e  w orden  v e r g e l e k e n »  De s c h a t t i n g  v a n  de v a r i a n t i e  op 
g ro n d  v a n  de s p r e i d i n g s b r e e d t e  w o rd t  u i t g e v o e r d  met b e h u l p  van  de  
g e g e v e n s  u i t  t a b e l  30» Wanneer W de  s p r e i d i n g s b r e e d t e  i n  de  e x t i n k 
t i e  v o o r s t e l t ,  w o rd t  de v a r i a n t i e  g e l i j k  a a n  s
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w a a r i n  n h e t  a a n t a l  w a a r n e m i n g s r e e k s e n  w e e r g e e f t  en  10 h e t  a a n t a l  
w aarn em in gen  p e r  r e e k s  o

TABEL 30 -  Gegegevens  v o o r  h e t  "berekenen  v a n  
de v a r i a n t i e  D , op g r o n d  v a n  de 
s p r e i d i n g s h r e e d t e  W0

es,“ » « ; ® :

Xi Yi Y2 w
2

0 , 5 0 ,0 3 1 0 , 0 1 ? 0,01.4 0 ,0 0 0 1 9 6
1*5 0 , 0 7 4 0 , 0 5 6 0 ,0 1 8 0 ,0 0 0 3 2 4

2 , 5 0 , 1 2 7 0 , 1 1 6 0 ,0 1 1 0 ,0 0 0 1 2 1
5 ,0 0 , 2 6 6 0 , 2 3 7 0 ,0 2 8 0 ,0 0 0 8 4 1
7 , 5 0 , 3 9 9 0 ,3 5 0 0 ,0 4 9 0 ,0 0 2 4 0 1

ss<*=- rrc— — ̂

D s  0 ï 003863 a o ?000?8

De v a r i a n t i e a n a l y s e  i s  i n  t a b e l  31 v e r v a t  <,

TABEL 31 *= V a r i a n t i e a n a l y s e

Ho h y p o t h e s e  % de a f w i j k i n g e n  v a n  de e x p e r i m e n t e l e  p u n t e n  t e n  op
z i c h t e  v a n  de  b e r e k e n d e  r e c h t e  v a l l e n  b i n n e n  de g r e n 
zen  v a n  de p r o e f f o u t e n »

Bron v a r i a n t i e V r i j h e i d s 
g r a d e n

K w a d ra a t 
som V a r i a n t i e F ( b e r e k e n d )

L i j n  met i n t e r c e p t  
H e r h a l i n g e n

8
110

0 ,0 0 0 0 6 7  
0 ,0 0 0 0 7 8

0 ,0000083  
0 ,0000078

1 ,06;

F : t h e o r e t i s c h  met 8 en  10 v r i j h e i d s g r a d e n  e n  5 % o v e r s c h r i j d i n g s -  
k a n s  = 3„07  en  1 % o v e r s c h r i j d i n g s k a n s  *= 5 ,0 6

D aar  de b e r e k e n d e  F -w aa rd e  de  t h e o r e t i s c h e  w a a rd e  n i e t  o v e r t r e f t ,  
w o rd t  de h y p o t h e s e  d a t  de a f w i j k i n g e n  t u s s e n  de e x p e r i m e n t e l e  p u n 
t e n  en de b e r e k e n d e  r e c h t e  a a n v a a r d b a a r  z i j n  b i n n e n  h e t  k a d e r  van  
de p r o e f f o u t e n  aangenomen.,

Wanneer  h e t  TMA v o l g e n s  de r e e d s  b e s c h r e v e n  metode  w o r d t  b e p a a l d  
en de  m e t i n g e n  b i j  4-10 nm w orden  u i t g e v o e r d ,  mag g e b r u i k  worden 
gemaakt  v a n  de e x p e r i m e n t e l e  o f  van  de b e r e k e n d e  k u r v e .  U i t  deze  
b e r e k e n d e  k u r v e  k a n  b i j g e v o l g  de f a k t o r  w orden  a f g e l e i d  waarmede 
de g ev onden  e x t i n k t i e  mag w orden  v e r m e n i g v u l d i g d  om r e c h t s t r e e k s  
de h o e v e e l h e i d  i n  mg N % t e  ku nnen  u i t d r u k k e n , ,
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Immers s Y « = 0 ,00 3 12  + 0,04-98 X

Voor e e n  w i l l e k e u r i g e  w aarde  v a n  Y w o rd t  e e n  b e p a a l d e  w a a rd e  v o o r  
X gevondene

B i j  Y -  0 ,1 0 0  w o r d t  X » “ 2 ’° 7 mg N-/ 2 0 °  ml

Een e x t i n k t i e  v an  0 ,1 0 0  komt o v e r e e n  met 2 , 0 7  mg N/200 ml
Een e x t i n k t i e  v a n  1 komt o v e r e e n  met  2 0 , 7  mg N/200 ml
Een e x t i n k t i e  v a n  E komt o v e r e e n  met  E x  2 0 , 7

»
Deze 2 0 , 7  mg N/200 ml komai u i t  10 g v i s v l e e s .  Om de h o e v e e l h e i d  
u i t  t e  d r u k k e n  i n  mg N % moet  de e x t i n k t i e  b i j g e v o l g  met 207 worden  
v e r m e n i g v u l d i g d .

2 . 2 . 2 . 6 o  _N£00v e r y - t e s t _  v o o r_ d e  be£al ing_van_het_JTMAg=

Het o p z e t  van  d e z e  t e s t  i s  n a  t e  g a a n  o f  de  i j k k u r v e  i n  de  p r a k -
t i j k o m s t a n d i g h e d e n  k a n  worden  t o e g e p a s t ,  m .a .w .  u i t t e s t e n  o f  e r
g een  vreemde i n v l o e d e n  vanwege de v i s  z i j n  d i e  g e b e u r l i j k  h e t  d o 
s e r e n  v a n  h e t  TMA kunnen  s t o r e n .

H i e r v o o r  w o rd t  e e n  i j k k u r v e  o p g e s t e l d ,  v e r t r e k k e n d e  v a n  10 g r  v e r 
se  k a b e l j a u w f i l e t s ,  a f k o m s t i g  v a n  e e n  homogeen gem a len  v i s m o n s t e r ,
w a a r b i j  0 , 5  m l ,  1 , 5  m l ,  2 , 5  m l ,  5 ml en 7 , 5  ml v a n  e e n  s t o c k o p -
l o s s i n g  d i e  1 mg TMA-N p e r  ml b e v a t  w o rd t  g e v o e g d .  Deze s t o c k o p -  
l o s s i n g  w o rd t  b e r e i d  d o o r  1,364-2 g TMA HOI 50 % met w a t e r  t o t  
100 ml aan  t e  l e n g e n .  Op d e ze  5 s u s p e n s i e s  w o rd t  h e t  g e h a l t e  a an  
TMA b e p a a l d  en de  k l e u r  w o rd t  gem eten  t . o . v .  de k l e u r  gevormd d o o r  
10 g v e r s e  v i s .  Het i s  v e r k i e s e l i j k  d a t  de  v i s  v e r s  i s  m .a .w .  d a t
e r  nog g e en  TMA i s  gevorm d.  Zodoende ku nnen  de p r o e f f o u t e n  zo
g e r i n g  m o g e l i j k  worden g e h o u d e n .

Deze p r o e f  w o rd t  5 maal h e r h a a l d  en  t e l k e n s  I n  h e t  d u b b e l .  Voor 
i e d e r e  p r o e f  w o rd t  een  v e r s e  s t o c k o p l o s s i n g  b e r e i d .  De r e s u l t a t e n  
v an  de  k o l o r i m e t r i s c h e  b e p a l i n g e n  z i j n  i n  t a b e l  32 s a m e n g e v a t .



TABEL 32 -  E x t i n k t i e w a a r d e n  v o o r  n e t  o p s t e l l e n  
v an  de  i j k k u r v e  van  de  " r e c o v e r y -  
t e s t ” v o o r  TMA„

0 , 5  mg
200 ml

..m
¿00 ml

2*5  mg
200 mi

¿ j QLïïB
¿00 mi

7*5 Æ.
200 ml

0 , 0 1 9
0 ,0 2 0
0 , 0 2 6
0 ,0 2 6
0 ,0 2 8
0 , 0 2 9
0 , 0 2 5
0 ,0 2 7
0 , 0 2 4
0 , 0 2 3

0 , 0 7 2
0 , 0 7 2
0 ,0 7 0
0 ,0 7 1
0 , 0 7 2
0 , 0 7 2
0 ,0 7 3
0 , 0 7 4
0 , 0 7 5
0 , 0 7 1

0 ,1 2 9
0 , 1 2 9
0 , 1 3 3
0 , 1 3 2
0 , 1 2 9
0 ,1 3 0
0 , 1 4 0
0 ,1 4 1
0 ,1 3 4
0 , 1 3 6

0 . 2 3 9
0 ,2 3 8
0 , 2 4 9
0 , 2 4 6
0 ,2 3 9
0 , 2 4 1
0 , 2 7 1
0 ,2 7 2
0 , 2 5 2
0 , 2 5 8

0 , 3 7 7  
0 . 3 7 6  
0 , 3 7 4  
0 , 3 7 5  
0 , 3 6 5  
0 , 3 6 6  
0 , 3 7 5  
0 , 3 7 8  
0 ,3 8 1  
0 , 3 8 5

Í 0 ,2 4 7
X 0 ,0 2 5

0 ,7 2 2
0 , 0 7 2

1 ,3 3 3
0 , 1 3 3

2 , 5 0 5
0 , 2 5 1

3 ,7 5 2
0 , 3 7 5

Met b e h u l p  van  de  e x t i n k t i e w a a r d e n  u i t  t a b e l  25 e n  t a b e l  32 kan  
t a b e l  33 worden  o p g e s t e l d »

TABEL 33 -  E x t i n k t i e w a a r d e n  v a n  de  i j k k u r v e  o p g e s t e l d  
met z u i v e r e  o p l o s s i n g e n  en  v a n  de  " r e c o v e 
r y  t e s t "  .

X Y X2 y2 XY¡

0 ,0 2 2
0 , 0 6 6
0 ,1 2 2
0 ,2 4 8
0 , 3 7 3

0 , 0 2 5
0 , 0 7 2
0 , 1 3 3
0 ,2 5 1
0 , 3 7 5

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

0 ,0 0 0 6 2 5
0 ,0 0 5 1 8 4
0 ,0 1 7 6 8 9
0 ,0 6 3 0 0 1
0 ,1 4 0 6 2 5

0 ,0 0 0 5 5 0
0 ,0 0 4 7 5 2
0 ,0 1 6 2 2 6
0 ,0 6 2 2 4 8
0 ,1 3 9 8 7 5

0 ,8 3 1 0 , 8 5 6 0 ,2 2 0 3 5 ?
i

0 ,2 2 7 1 2 4 0 ,2 2 3 6 5 1

Deze g e g e v e n s  z u l l e n  t o e l a t e n  de v e r g e l i j k i n g  t u s s e n  de  twee 
i j k k u r v e n  t e  b e p a l e n .  Zo e r  g e e n  v e r s c h i l  b e s t a a t  t u s s e n  d e  twee 
i j k k u r v e n ,  z a l  i n  e e n  l i n e a i r  a s s e n s t e l s e l  e en  r e e k s  p u n t e n  
w orden  bekomen d i e  op e e n  r e c h t e  l i j n  l i g g e n  w a nn ee r  de  e x t i n k 
t i e w a a r d e n  v a n  de ene  k u rv e  i n  de o r d i n a a t  e n  de e x t i n k t i e s  van  
de a n d e r e  i n  a b s c i s  worden  u i t g e z e t »  De bekomen r e c h t e  w o rd t  g e 
k a r a k t e r i s e e r d  d o o r  e e n  t h e o r e t i s c h e  g r a d i ë n t  b ,  d i e  g e l i j k  i s  
aan  1 , 0 0 0  en  e e n  t h e o r e t i s c h  i n t e r c e p t  a ,  met  de  w aarde  0 ,0000»
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Wanneer de e x t i n k t i e s  van  de i j k k u r v e ,  met z u i v e r e  o p l o s s i n g e n  
o p g e s t e l d  , de X̂  ̂ w a a rd e n  w orden  genoemd en  de  e x t i n k t i e s  van  
de " r e c o v e r y - t e s t 1' de Y^ w a a rd e n  d a n  k an  v o o r  de o ve reen s tem m e n 
de  w aarnem ingen  u i t  t a b e l  33 b e r e k e n d  worden  d a t  s

3X. = 0 ,8 3 1

¿X2 = 0 , 2 2 0 3 57 

^Xi ^Yi  = 0 ,7 1 1 3 3 6  

%Y± = 0 ,8 5 6

(^Xi ) 2 = 0,690561

n = 5
Aan de hand v a n  de r e s u l t a t e n  u i t  t a b e l  33 k an  nu  v o l g e n s  de  
r e e d s  a ang eg ev en  metode v an  de  k l e i n s t e  k w a d r a t e n ,  de g r a d i ë n t  
b en h e t  i n t e r c e p t  a worden  b e p a a l d  v o o r  de b e s t  a a n g e p a s t e  
r e c h t e »  Men bekomt de  w a a rd e n  %

b -  0,9895
a -  0 ,0068

De b e r e k e n d e  r e c h t e  w o rd t  samen met de e x p e r i m e n t e l e  p u n t e n  
v o o r g e s t e l d  i n  f i g u u r  6»

D aar  de  gevonden  w aarde  b z e e r  d i c h t  de w a a rd e  1 ,0 0 0 0  b e n a d e r t  
en  h e t  i n t e r c e p t  a  p r a k t i s c h  g e l i j k  a a n  0 , 0 0 0 0 üs]kai w orden  a a n 
genomen d a t  de  twee i j k k u r v e n  g e l i j k  z i j n  m»a»w» b i j  de  b e p a l i n g  
v a n  h e t  TMA i n  v i s v l e e s  t r e d e n  g e en  s t o r e n d e  i n v l o e d e n  op .

2„2„2»7o B e o a le n  v a n  d e _ n a u w k e u r ig h e i d  v a n  de m e to d e .

De n a u w k e u r i g h e i d  v an  de metode  w o rd t  n a g e g a a n  aan  de hand  v an  
e en  r e e k s  d u b b e l p r o e v e n ,  d i e  o v e r  de g a n se  o n d e r z o e k i n g s p e r i o d e  
z i j n  g e s p r e i d »  De w a a rd e n  v an  ca  10 mg N % worden o p g e t e k e n d .

T a b e l  34 v e r m e l d t  de r e s u l t a t e n ,  a l s o o k  de g e g e v e n s  v o o r  h e t  
b e r e k e n e n  v an  de n a u w k e u r ig h e id »
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Figuur 6 -  Vergelijking t u s s e n  de extinkties ,  o p g e s te ld  met zuivere  

oplossingen,  en de extinkt ies  van de „ recovery - t e s t  "

extinkties  van de ijkkurve 

m et  zuivere oplossingen

3,300

3,200

. berekende  punten

experimentele  punten

0,100

o
extinkties  van de ,, recovery-  test

3,000
0,300
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TABEL 34 -  N a u w k e u r ig h e id  v an  de TMA-bepa- 
ü n g  ( a )

Monsters Dubbels A

1 1 1 , 7 1 3 , 3 1 , 6 2 , 5 6
2 8 , 8 8 , 2 0 , 6 0 , 3 6
3 8 , 7 7 , 5 1 , 2 1 , 4 4
4 8 , 7 7 , 6 1 , 1 1 ,2 1
5 7 , 6 7 , 1 0 , 5 0 , 2 5
6 9 , 1 7 , 8 1 , 3 1 , 6 9
7 7 , 1 7 , 5 0 , 4 0 , 1 6
8 8 , 2 8 , 5 0 . 3 0 , 0 9
9 7 , 5 7 , 6 0 . 1 0 , 0 1

10 7 , 5 8 , 6 1 , 1 1 ,2 1
11 7 , 6 7 , 1 0 , 5 0 , 2 5
12 8 , 2 7 , 1 1 , 1 1 , 2 1
13 9 , 4 8 , 2 1 , 2 1 ,4 4
14 7 , 6 7 , 5 0 , 1 0 . 0 1
15 8 , 9 8 , 3 0 , 6 0 , 3 6
16 7 , 4 7 , 5 0 , 1 0 , 0 1
17 7 , 6 7 , 7 0 , 1 0 , 0 1
18 7 , 6 8 , 4 0 , 8 0 , 6 4
19 7 , 4 7 , 4 0 , 0 0 . 0 0
20 1 0 , 0 8 , 4 1 , 6 2 , 5 6
21 9 , 0 7 , 5 1 , 5 2 , 2 5
22 7 , 7 8 , 7 1 , 0 1 ,0 0
23 7 , 8 8 , 0 0 , 2 0 , 0 4
24 7 , 0 7 , 0 0 , 0 0 , 0 0
25 7 , 5 7 , 1 0 , 4 0 , 1 6
26 9 , 0 9 , 8 0 , 8 0 , 6 4
27 9 , 9 1 0 , 4 0 , 5 0 , 2 5
28 8 , 7 8,4 0 ,3 0 , 0 9
29 1 0 , 0 1 0 , 9 0 , 9 0 , 8 1
30 9 , 4 9,4- 0 , 0 0 , 0 0

i 
II J

1 
II

! 
i 

i 
II 

! WX 
1 

i 
II 

! 
8 

1 
II 

i 
1 

8----
u

2 5 2 , 6
8 , 4

2 4 8 , 5
8 , 3

2 0 , 7 1

( a )  De c i j f e r s  ge v en  h e t  a a n t a l  mg N % weer ,

Vo ,.345 = 0 . 5 9

De l a g e  w aarde  v a n  de s t a n d a a r d a f w i j k i n g  w i j s t  e r  e v e n e e n s  op d a t ,  
n i e t t e g e n s t a a n d e  h e t  f e i t  d a t  e r  met  b i o l o g i s c h  m a t e r i a a l  w o rd t  
g e w e r k t ,  de  metode  om TMA t e  d o s e r e n  n a u w k e u r ig  i s .



HOOFDSTUK 3 -  TECHNOLOGISCHE VERWEZENLIJKINGEN

D aar  i n  de h a n d e l  v e r p a k k i n g s m a t e r i a l e n  met v e r s c h i l l e n d e  g a s p e r -  
m e a b i l i t e i t  voorkomen en  g e z i e n  de g r o t e  r o l  d i e  de z u u r s t o f s p a n 
n i n g  s p e e l t  b i j  d e  o n t w i k k e l i n g  v an  de b a k t e r i e n ,  d i e  g r o t e n d e e l s  
v o o r  h e t  b e d e r f  v a n  de v o e d in g s w a r e n  v e r a n t w o o r d e l i j k  z i j n ,  w ord t  
een  b e d e r f k u r v e  v an  de  v i s  i n  f u n k t i e  v a n  de z u u r s t c f p e r m e a b i l i -  
t e i t  v an  de  f i l m  o p g e s t e l d .

N a a s t  de  z u u r s t o f  h e e f t  de t e m p e r a t u u r  ook e e n  I n v l o e d  op de o n t 
w i k k e l i n g  van  de m i k r o - o r g a n i s m e n  en  daarom  w o r d t  de i n v l o e d  van  
de b e w a r i n g s t e m p e r a t u u r  op h e t  v e r l o o p  v a n  de b e d e r f k u r v e  n a g e 
g a a n .

A a n g ez ien  de b e d e r f k u r v e  w o r d t  o p g e s t e l d  met  e en  r e e k s  f i l m s  van  
d e z e l f d e  s a m e n s t e l l i n g  w o rd t  v e r v o l g e n s  de t o e p a s s i n g s m o g e l i j k 
h e i d  van  de b e d e r f k u r v e  u i t g e t e s t  op e n k e l e  v e r p a k k i n g s f o l i e s  d i e  
v e r s c h i l l e n  v an  d e ze  d i e  v o o r  h e t  opmaken v a n  de k u rv e  w orden  a a n 
gewend o

Veel  f i l m s  kunnen  gekrom pen  w orden  z o d a t  de  f i l m  s t r a k  en  g l a d  om 
de p o r t i e  komt t e  l i g g e n .  B i j g e v o l g  w o rd t  de  i n v l o e d  v a n  h e t  k r im 
p en  b e s t u d e e r d .  T evens  w o rd t  de i n v l o e d  v a n  de v e r p a k k i n g s f i l m  op 
de g r o n d s t o f  n a g e g a a n .

Ais l a a t s t e  o n d e r z o e k i n g s p u n t  w o rd t  de  t o e v o e g i n g  van  e n k e l e  b e -  
w a a r s t o f f e n  ( c i t r o e n z u u r ,  k a l i u m s o r b a a t ) b e s t u d e e r d ,  met  h e t  oog 
op h e t  remmen v a n  sommige b a k t e r i o l o g i s c h e  a f b r a a k p r o c e s s e n  ( r e -  
d u k t i e  van  h e t  TMAO en de d e s a m i n e r i n g ) .

3 . 1 .  B e d e r f k u r v e  i n  f u n k t i e  van  de z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  van  de 
f i l m s „

3 . 1 . 1  « P r o e f o m s t a n d i g h e d e n .

3 . 1 . 1 . 1 .  G r o n d s t o f .

F i l e t s  van  k a b e l j a u w  v an  c a  500 g p e r  s t u k  w orden  a a n g e k o c h t .  De 
k e u z e  v an  de  s o o r t  i s  g e b a s e e r d  op de g e b r u i k e l i j k  k o m m e rc ië le  
p r a k t i j k .

3 . 1 . 1 . 2 .  V e r p a k k i n g s m a t e r i a l e n .

Ais d r a g e r  w o rd t  g e b r u i k  gem aakt  v a n  e en  w i t  g e p i g m e n t e e r d  s c h o k -  
v a s t  p o l y s t y r e e n  s c h a a l t j e  ( s c h o k v a s t  p o l y s t y r e e n  b e v a t  e e n  b e p a a l d
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' g e h a l t e  b u t a d i e e n  wat  a an  h e t  p o l y s t y r e e n  e e n  g r o t e r e  s t e r k t e  
g e e f t ) o

P o l y e t h y l e e n f i lm s  v an  v e r s c h i l l e n d e  d i k t e  w orden  aangew end .  Wan
n e e r  de d i k t e  v a n  e e n  f i l m  t o e n e e m t ,  neemt de  z u u r s t o f d o o r l a a t -  
b a a r h e i d  a f .  E r  w o r d t  b e r o e p  ^gedaan op f i l m s  van  r e s p e k t i e v e l i j k  
2 0 /U ,  30ƒu ,  4 0 /U ,  5O/U en  lOO^u d i k  met een  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r -
h e i d  v an  r e s p e k t i e v e l i j k  3600,  21 0 0 ,  18 0 0 ,  I 5OO en 5OO ml z u u r -  

2
s t o f  m / 2 4  u / 1  a tm .  Deze f i l m s  h eb b en  e en  l a g e  w a t e r d a m p d o o r l a a t -  
b a a r h e i d  en v e r t o n e n  t e v e n s  g e en  v e r s c h i l l e n  met b e t r e k k i n g  t o t  
de g r o n d s t o f .  De k a r a k t e r i s t i e k e n  van  d e ze  f i l m s  z i j n  i n  t a b e l  35 
s a m e n g e v a t .

Al de g e g ev e n s  d i e  i n  de  t a b e l  v e rm e ld  s t a a n  met i n b e g r i p  v a n  de  
p e r m e a b i l i t e i t e n  z i j n  s t a t i s t i s c h e  g e g e v e n s  en d i e n e n  d us  g e ï n 
t e r p r e t e e r d  t e  worden  met h e t  n o d i g e  b e g r i p  v o o r  s p r e i d i n g .  I n  h e t  
v e r d e r  v e r l o o p  v an  de t e k s t  w orden  e e n v o u d i g h e i d s h a l v e  d e z e  c i j f e r s  
g e b r u i k t .

3 o 1 »1 o 3 ° B e h a n d e l i n g s p r o c e s s e n .

De p o r t i e  w o rd t  i n  h e t  p o l y s t y r e e n s c h a a l t J e  g e l e g d .  Het  g e h e e l  w o rd t  
v e r v o l g e n s  i n  e e n  p o l y e t h y i e e n z a k j e  van  26 cm l a n g  e n  19 cm b r e e d  
g e s c h o v e n ,  w aarn a  h e t  z a k j e  g e s l o t e n  w o rd t  d o o r  t o e l a s s e n  met  een 
im p u l s  s e a l a p p a r a a t  ( a ) .

D aarna  w o rd t  de v i s  i n  g e ë x p a n d e e r d e  p o l y s t y r e e n b a k j e s  v a n  10 kg 
in h o u d  v e r v o e r d  ( c a  l u ) .  Op de  bodem v a n  de b a k j e s  w o r d t  i j s  a a n 
g e b r a c h t  d a t  met e en  b l a d  p o l y e t h y l e e n  i s  a f g e d e k t ;  op de  p a k j e s  
w o rd t  e e n z e l f d e  b l a d  g e l e g d  met ' i j s  e r o p .

™ o» cao cas =3

( a )  V r i j w e l  a l l e  p l a s t i e k f o l i ë n  kunnen  a u t o g e e n  worden  g e l a s t  d o o r  
2 t e c h n i e k e n .
1 )  Door w a rm te .

H i e r b i j  p e r s t  e en  c o n t i n u  verwarmde s t a a f  h e t  m a t e r i a a l  i n  
e l k a a r  w a a r d o o r  h e t  v e r s m e l t .

2 )  Door w a r m t e - i m p u l s .
H i e r b i j  w o rd t  h e t  m a t e r i a a l  in g e k le m d  t u s s e n  twee  b e k k e n .
Een h i e r v a n  i s  v o o r z i e n  v an  e e n  g e l e i d e r  w a a r i n  e e n  k o r t e  
s t r o o m s t o o t  warmte opwekt w a a r d o o r  de m a t e r i a l e n  v e r 
s m e l t e n .



TABEL 35 -  K a r a k te r i s t i e k e n  van de p o ly e th y le e n f i lm s

K a r a k t e r i s t i e k e n

1!1h1 3 
h 

\
I 0
II CVJ 
1II>

30/U 40yu 50/U 100 yu

Gramgewicht  g/m2 18 2 7 , 5 37 47 98

T r e k s t e r k t e  LR ( a ) 240 -  260 170 -  190 170 -  190 170 -  190 170 -  190
k g /c m 2 DR ( b ) 120 -  140 150 -  170 150 -  170 150 -  170 150 -  170

V e r l e n g i n g  LR ( a ) 150  -  200 180 -  200 180 -  220 400  -  500 500 -  700
% DR ( b ) 4 5 O -  500 5OO 500 -  550 500 -  550 550 -  750

W a t e r d a i r f d o o r l a a t b a a r - 15 -  30 15 10 - 12 6 - 1 2 3 - 6
h e i d  g/m2/ 2 4  u / b i j  38° C 
en  90  % RV

D o o r l a a t b a a r h e i d  v o o r 3o600 2 » 100 I»  800 I . 5OO 500
ml/m2/ 2 4  u / 1  a tm .

W ee rs tan d  t e g e n  : w a t e r
z u r e n
v e t t e n

z e e r  goed 
z e e r  goed 

goed

z e e r  goed 
z e e r  goed 

goed

z e e r  goed 
z e e r  goed 

goed

z e e r  goed 
z e e r  goed 

goed

z e e r  goed 
z e e r  goed 

goed

I n v l o e d  v a n  l i c h t g e en geen g een geen geen

M a c h in a le  v e r w e r k b a a r -  
h e i d

goed op 
s e m i - a u t o  
m a t i s c h  
m a t e r i a a l

goed goed goed goed

( a )  LR : L e n g t e r i c h t i n g
( b )  DR : D w a r s r i c h t i n g
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3 o 1 o 1 » 4  » Lab o r  a t  o r  íu m a n a ly s  en_.

Na 1 ,  3 en 6 d a g e n  b e w are n  b i j  0 o C w orden  de  f i l e t s  v an  10 p a k 
j e s  op TVB- en TMA-gehal te  o n t l e e d  o De a n a l y s e n  worden  t e l k e n s  i n  
h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d  »

3»1»2» R e s u l t a t e n »

De r e s u l t a t e n  v a n  de TVB- en  TMA-bepali n g e n  z i j n  i n  t a b e l  36 v e r 
meld o

TABEL 36 -  R e s u l t a t e n  v a n  de TVB- e n  T M A -bepa l ingen  v a n  k a b e l j a u w 
f i l e t s ,  v e r p a k t  i n  p o l y e t h y l e e n f i l m s  met v e r s c h i l l e n d e  
z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  ( a )»

Da
gen

3»600 ml 2 »100 ml I 08OO ml 1»500 ml 5OO ml

20 yu 30 / u 4 0 /U 50/U lOO^u

TVB TMA TVB TMA TVB ' TMA TVB. TMA TVB TMA

2 2 ,1 1 , 6 2 0 ,3 1 , 7 2 2 ,1 1 , 8 2 1 ,0 1*9 2 1 , 7 1 , 8
1 9 , 6 1 , 5 2 1 ,0 1 ,0 2 0 , 3 1 , 2 2 2 , 4 0 , 9 2 0 , 3 0 , 5
1 6 ,8 0 , 6 1 8 , 9 0 , 8 1 8 , 9 0 , 9 2 1 , 0 0 , 5 2 0 , 3 1 , 1

1 1 8 r 9 0 , 6 2 0 ,3 0 , 9 2 0 , 3 0 , 7 1 8 , 2 0 , 8 1 9 , 6 0 , 8
2 3 , 5 1 , 7 2 1 ,2 1 , 8 2 2 , 4 1 . 7 2 1 ,0 1 , 9 2 1 , 7 1 . 7

t 1 0 0 ,9 6 , 0 1 0 1 ,7 6 , 2 1 0 4 ,0 6 , 3 1 0 3 ,6 6 , 0 1 0 3 , 6 5 , 9
X 2 0 , 2 1 . 2 2 0 ,3 1 , 2 2 0 ,8 1 . 3 2 0 , 7 1 , 2 2 0 ,7 1 , 2

2 2 , 4 2 , 2 2 3 ,1 2 , 3 2 2 ,8 2 , 4 2 3 , 5 " 2 , 2 2 3 ,1 2 , 3
2 2 ,8 1 , 8 2 3 ,1 2 , 4 2 4 , 5 2 , 8 24» 5 2 , 6 2 1 , 4 3 , 6
2 3 ,1 3 , 6 2 4 , 5 3 ,0 2 2 , 4 2 , 9 2 3 , 1 2 ,7 2 2 ,8 2,7/

3 2 2 , 4 2 , 6 2 3 ,1 2 ,8 2 2 , 4 3 , 0 2 3 ,1 2 ,8 2 3 ,1 2,-7:
2 8 ,0 _ 3 ,1 2 5 ,2 3 ,0 3 1 , 5 6 , 7 2 6 , 6 . l i t 2 9 , 5 . - . i t

i 1 1 8 ,7 1 3 , 5 1 1 9 ,0 1 3 , 5 1 2 3 ,6 1 7 ,8 1 2 0 ,8 1 3 ,7 1 1 9 ,9 1 5 ,7
X 2 3 , 7 2 , 7 2 3 ,8 2 , 7 2 4 , 7 3 , 6 2 4 , 2 2 , 7 2 4 ,0 3 ,1

4-1,3 1 8 ,0 4 8 , 3 2 3 , 9 5 6 ,7 3 4 ,2 5 1 ,8 2 9 ,6 5 1 ,1 2 4 ,1
3 6 ,8 1 1 , 8 4 3 , 4 19,4- 6 0 , 2 3 6 ,4 5 8 ,8 3 1 ,0 4 4 , 8 1 9 , 7
3 3 ,6 1 0 ,0 4 0 , 6 1 4 , 9 4 9 , 0 2 3 ,6 4 6 , 2 1 8 ,7 4 1 , 3 1 7 , 7

6 3 7 ,1 1 6 ,2 4 3 , 4 2 1 , 5 5 0 ,4 2 8 ,8 4 6 , 2 2 3 ,0 4 4 , 8 2 0 , 9
4-7,6 2 2 , 5 6 0 , 6 3 6 ,5 5 8 ,1 3 4 ,0 5 6 ,7 3 4 ,3 5 3 ,0 2 9 , 3

i 1 9 6 ,4 7 8 , 5 2 3 6 ,3 1 1 6 ,2 2 7 4 ,4 1 5 7 ,0 2 5 9 ,7 1 3 6 ,6 2 3 5 ,0 1 1 1 ,7
X 3 9 ,3 1 5 ,7 4 7 , 3 2 3 , 2 54-,9 3 1 ,4 5 1 ,9 27,-3 4-7 ,0 2 2 ,3

Als b e g i n k w a l i t e i t  w o rd t  g e n o t e e r d  v o o r TVB = 1 8 , 2  e n  v o o r  TMA
= 0 1°

( a )  De w aarden  v o o r  TVB en  TMA z i j n  i n  mag N % u i t g e d r u k t  »
De r e s u l t a t e n  z i j n  e v e n e e n s  i n  de  f i g u r e n  7 en  8 u i t g e z e t »
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3 . 1 . 3 .  B e s p r e k i n g  v an  de r e s u l t a t e n »

U i t  de  r e s u l t a t e n  w e e rg e g e v e n  i n  t a b e l  36 en  f i g u r e n  7 en  8 kun
n en  v o l g e n d e  b e s l u i t e n  worden  g e t r o k k e n  s

a )  Het b e d e r f  v e r l o o p t  n i e t  r e c h t l i j n i g  i n  f u n k t i e  v a n  de z u u r s t o f -
p e r m e a b i l i t e i t  v a n  de f i lm »  E r  v a l t  e e n  maximaal  b e d e r f  w a a r  t e

2nemen b i j  e e n  p e r m e a b i l i t e i t  v a n  1 . 8 0 0  ml z u u r s t o f / m  / 2 4  u /  1
a tm .  De b e s t e  r e s u l t a t e n  w ord en  e c h t e r  v e r k r e g e n  met e en  f i l m  d i e

2
een  p e r m e a b i l i t e i t  v a n  3 .6 0 0  ml z u u r s t o f / m  / 2 4  u / 1  a tm .  b e z i t .

b )  Gedurende  de e e r s t e  d r i e  d a g e n  t r e d e n  nog g e e n  n o e m e n sw aard ig e  
v e r s c h i l l e n  op i n  de k w a l i t e i t  van  de i n  de  v e r s c h i l l e n d e  g e 
b r u i k t e  f i l m s  v e r p a k t e  v i s ' .  D i t  kan  w o rd e n  t o e g e s c h r e v e n  aan  h e t

f e i t  d a t  de b a k t e r i e n  g e b r u i k  maken van  de l u c h t z u u r s t o f  d i e  i n  h e t
p a k j e  a a n v a n k e l i j k  a a n w e z ig  i s .  Eenmaal deze  z u u r s t o f  i s  v e r b r u i k t ,
z a l  de p e r m e a b i l i t e i t  v o o r  z u u r s t o f  e e n  r o l  s p e l e n  g e d u re n d e  h e t
b e w a r e n .  Na 6 d a g e n  b e w are n  b i j  0 °  C t r e d e n  d u i d e l i j k  v e r s c h i l l e n
i n  b e d e r f  op .  De l a g e  TVB“ e n  TMA-waarden v o o r  de  f i l m  met e e n

2
d i k t e  v a n  20 /U en  e en  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  v a n  3 .6 0 0  ml/m /
24 u /  1 atm» z i j n  t o e  t e  s c h r i j v e n  aan  de goede  a e r a t i e  v an  de 
f i l m ,  z o d a t  e r  e e n  a ë r o b e  o m z e t t i n g  p l a a t s  g r i j p t  w a a r d o o r  m in d e r  
TMA w o rd t  gevormd» De h o g e r e  TVB- en  TMA-waarden b i j  l a g e  a e r a t i e  
z i j n  t o e  t e  s c h r i j v e n  aan  h e t  f e i t  d a t  de  t r i m e t h y i a m i n e oxydea f 
b r a a k  b i j  v o o r k e u r  i n  a n a ë r o b e  o m s ta n d ig h e d e n  p l a a t s  g r i j p t  (WAT
SON 1 9 3 9 a )  m .a .w .  de  a f b r a a k  i s  t o e  t e  s c h r i j v e n  a a n  h e t  f e i t  d a t  
h i e r d o o r  k o n d i t i e s  w orden  g e s c h a p e n  w a a r d o o r  de  b a k t e r i e n  op f a k u l -  
t a t i e f  a n a ë r o b e  w i j z e  h e t  TMAO z u l l e n  r e d u c e r e n  (SOUDAN 1 9 6 5 ) .  Het 
m axim aal  b e d e r f  k an  worden t o e g e s c h r e v e n  a a n  h e t  f e i t  d a t  e r  b i j  
een  d o o r l a a t b a a r h e i d  v a n  1 . 8 0 0  ml z u u r s t o f / m ^ / 24 u / 1  a tm .  i n  h e t  
p a k j e  een  i d e a l e  z u u r s t o f s p a n n i n g  t o t  s t a n d  komt w a a r d o o r  de b a k 
t e r i e n  h e t  m e e s t  f a k u l t a t i e f  a n a ë r o o b  r e s p i r e r e n  met v o r m in g  v an  
e en  maximale  h o e v e e l h e i d  TMA a i s  g evo lg»

c )  Met b e h u l p  v an  f i g u u r  7 en 8 kan  v o o r  de v e r s c h i l l e n d e  f i l m s  na  
6 d a g e n  b e w a r e n  b i j  0 °  C h e t  v e r s c h i l  t u s s e n  de TVB- en  h e t  
TMA-gehal te  worden b e r e k e n d .  D i t  v e r s c h i l  s t e l t  de  d o o r  fo rm o l

geb onden  v l u c h t i g e  N - f r a k t i e  v o o r  (ammoniak en  p r i m a i r e  am inen)  
(BEATTY 1 9 3 8 ) .  Deze r e s u l t a t e n  worden  i n  t a b e l  37 v e r m e l d .
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F ig u u r  7 -  R e s u l t a t e n  v a n  de TVB - bepalingen van k a b e l j a u w f i l e t s

verpakt in polyethyleenfilms met  verschi l lende  

zuurstof  d oor laatbaarheden  en bewaard  bij 0 #C
TVB in mg N %

na 6 dagen

na 3 dagen

z u u r s t o f  doorlaat  baarheid in

36001500 1600 21005000
ml zuurstof /m2/24 u / 1  a t m
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TMA

3 5 -  

30 - 

25-  

20  -  

15 - 

10 -  

5 -

F igu u r  8 -  Resu l ta ten  van de TMA -  bepalingen van

kabel jauwfi l e ts  verpakt in po lyethyleenfi lms  

met verschi l lende zuurstof door laat  baarheden 

en bewaard bij 06C

in mg N %

na 6 dagen

na 3 dagen  

na 1dag
zuurstofdoorlaatbaarheid in

500 1500 1800 2100 3600
ml zuurs to f /m 2 / 2U u /1  a tm
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TABEL 37 -  A a n g ro e i  v an  de d o o r  f o rm o l  gebon^ 
d en  v l u c h t i g e  N - f r a k t i e .

20/ u 30/U 40 /U 50y u 1 0 0 , u

TVB 3 9 ,3 ^ 7 , 3 54 „9 5 1 , 9 4 7 , 0

TMA 1 5 ,7 2 3 , 2 3 1 ,4 2 7 , 3 2 2 ,3

V e r s c h i l 2 3 , 6 2 4 ,1 2 3 , 5 2 4 , 6 24,-7

De r e s u l t a t e n  t o n e n  a a n  d a t  g e d u re n d e  e en  b e w a a r p e r i o d e  v a n  6 d a -  
gen  b i j  0 °  C de toenam e  van  de d o o r  f o r m o l  g ebo n den  v l u c h t i g e  N-
f r a k t i e  d o o r  de  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v a n  de f i l m  n i e t  w o rd t  b e 
ï n v l o e d ,  m .a .w .  de v e r s c h i l l e n  i n  TVB-waarden z i j n  t o e  t e  s c h r i j 
v en  a a n  de  w i s s e l e n d e  h o e v e e l h e d e n  TMA d i e  w orden  gevormd i n  f u n k 
t i e  v a n  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t o  D i t  w i j s t  e r  e v e n e e n s  d u i d e l i j k  
op d a t  de  TMA.-vorming s t e r k  w o rd t  b e ï n v l o e d  d o o r  de  z u u r s t o f -  
s p a n n i n g  d i e  i n  h e t  p a k j e  w o rd t  v e r w e z e n l i j k t .

3 . 2 » I n v l o e d  v a n  de t e m p e r a t u u r  op de b e d e r f k u r v e .

3 . 2 . 1 .  P r o e f o m s t a n d i g h e d e n .

De p r o e f o m s t a n d i g h e d e n  z i j n  d e z e l f d e  a i s  b i j  h e t  o p s t e l l e n  v an  de 
b e d e r f k u r v e  b i j  O3 C. A l l e e n  de b e w a a r t e m p e r a t u r e n  z i j n  v e r s c h i l 
l e n d  (3°  en  6°  C) en de p r o e f  i s  tw eem aa l  u i t g e v o e r d .  De o n t l e d i n 
gen  g e s c h i e d e n  na  1 en 2 d a g e n  b e w a r e n .

3 . 2 . 2 .  R e s u l t a t e n .

3 . 2 . 2 . 1 . R e s u l t  a t  e n_van_de b e w a r i n g s p r o  e f _ b i  j_3_^

Dë r e s u l t a t e n  v an  TVB- en TMA-bepal i n g e n  z i j n  i n  f i g u r e n  9 en  10 
g r a f i s c h  w e e r g e g e v e n .

3 , 2 „ 2 . 2 .  R e s u l t a t e n _ v a n _ d e  b e w a r i n g s p r o e f _ b i j _ 6 ^

De r e s u l t a t e n  van  de TVB- en  T M A -bepa l ingen  z i j n  i n  f i g u r e n  11 en  
12 g r a f i s c h  u i t g e z e t .

3 . 2 . 3 «  B e s p r e k i n g  v a n  de r e s u l t a t e n .

De b e d e r f k u r v e n  b i j  3° en 6°  C h e b b e n  d e z e l f d e  vorm a i s  d e  b e d e r f 
k u r v e  b i j  0°  C.
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60

50

U 0

Figuur 9 -  R e s u l ta te n  van de TV B - bepalingen van

kab e l ja u w f i l e t s  verpakt in polyethyleenfi lms  

m€it verschillende zuurstofdoorlaatbaarheden  

en bewaard bij 3° C

30

20

zuurstofdoorlaat  baarheid in

500 1500 1800 2100 3600
ml zuurstof  / m ^ /2 ¿  u< 1 a tm
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Figuur 10 -  R e s u l ta t e n  van de TMA-bepalingen van

k a be l jau w f i l e ts  verpakt  in po lye thy leenf i lm s  

m e t  verschi l lende zuurs to fdoor laatbaarheden  

en bewaard bij 3°C

na 1 dag

zuurstofdoorlaat  baarheid in 
3600

ml z u u r s to f /m 2 / 2 ^  u / 1  a t m
500 1500 1800 2100
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Figuur 11 -  R e s u l t a t e n  van de TV B -  bepal ingen van 

k a b e l j a u w f i l e t s  verpakt in polyethyleenfi lms  

A met verschi llende zuurs to fdoor laat  baarheden

TVB in mg N #/o

60

en bewaard bij 6° C

50

30

20

zuurstof  doorlaat  baarheid in

0 36001500 1800 2100500
ml z u u r s t o f / m 2 / 2 4  u / 1  atm
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Figuur 12 -  R e su l ta te n  van de TMA -  bepal in gen  van

k a b e l ja u w f i l e t s  verpakt in po lyethyleenfi lm s  

met  verschi llende zuurstof  doorlaat  baarheden 

en bewaard bij 6° C

TMA in mg N °/o

na 1 dag

zuurs to fdoor laa tbaarhe id  in
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ I- - - - - - - - - - - - - - 1- - - - - - - - - - - - - - 1- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1- - - - - - - - -

0 500 1500 1800 2100 3600
ml z u u r s to f /m ^  / 24 u / 1  a t m
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H i e r  kan  e v e n e e n s  h e t  v e r s c h i l  worden b e r e k e n d  t u s s e n  de  T V B - s t i k -  
s t o f  en de T M A - s t i k s t o f  i . a . w .  de f r a k t i e  d i e  d o o r  f o r m o l  w o rd t  
gebonden »

De r e s u l t a t e n  z i j n  w e e rg e g e v e n  i n  t a b e l l e n  38 en  39»

TABEL 38 -  A a n g r o e i  van  de d o o r  f o r m o l  gebo n den  v l u c h t i g e  N- 
f r a k t i e  b i j  3° C ( a ) »

Dagen 3600 ml 
20 /U

2100 ml 
30 /U

1800 ml 
4-0 /U

1500 ml 
50/ u

500 ml 
100 / U

1 2 0 , 7 2 1 , 7 2 1 , 7 2 2 , 6 2 1 ,8

2 2 2 , 5 23,4- 2 3 ,8 2 3 ,0 2 3 , 9

( a )  de g e t a l l e n  g e v e n  h e t  a a n t a l  mg N % aan»

TABEL 38 -  A a n g r o e i  v an  de  d o o r  fo r m o l  
f r a k t i e  b i j  6°  C ( a ) »

g eb o n d en  v l u c h t i g e

Dagen 3600 ml
20 /U

2LOO ml 
30 /U

1800 ml 
4-0 y u

1500 ml
50/U

500 ml
100 /U

1 1 9 , 7 1 9 , 6 2 0 , 9 1 9 , 4 1 9 ,8

2 2 3 , 3 2 1 , 5 22,-3 2 1 , 5 2 1 , 2

( a )  de g e t a l l e n  g e v en  h e t  a a n t a l  mg K % a a n .

De r e s u l t a t e n  t o n e n  a a n ,  d a t  de  vo rm ing  v a n  de d o o r  formo],  g eb o n 
den  N - f r a k t i e  d o o r  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v an  de g e b r u i k t e  f i l m s  
p r a k t i s c h  n i e t  w o r d t  b e ï n v l o e d  met u i t z o n d e r i n g  van  de  f i l m  van  
2 0 / u d i k ,  w aar  de  hoge z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  r e e d s  e e n  n a d e l i g e  i n 
v l o e d  b l i j k t  u i t  t e  o e f e n e n  op de v o rm in g  v a n  d o o r  f o r m o l  gebo n d en  
s t i k s t o f b e s t a n d d e l e n  n a  2 d a g e n  be w are n  b i j  6°  C»

Deze r e s u l t a t e n  l o p e n  p a r a l l e l  met d eze  g e v o n d en  b i j  0 °G  wat 
t e v e n s  e e n  b e v e s t i g i n g  i s  van  h e t  h i e r b o v e n  vermelde■
3 . 3 o T o e p a s s i n g s m o g e l i j k h e d e n  v an  de b e d e r f k u r v e »

Om de t o e p a s s i n g s m o g e l i j k h e d e n  v a n  de b e d e r f k u r v e  op a n d e r e  v e r 
p a k k i n g s m a t e r i a l e n  na  t e  g a an  w o rd t  e e n  v e r g e l i j k e n d e  s t u d i e  u i t g e 
v o e r d  t u s s e n  e e n  p o l y e t h y l e e n f i l m ,  e e n  p o l y v i n y l c h l o r i d e f i l m  en  
e e n  l a m i n a a t  d a t  i s  s a m e n g e s t e l d  u i t  g e r e g e n e e r d e  c e l l u l o s e  en 
p o l y e t h y l e e n »  D i t  z i j n  3 f i l m s  met e e n  l a g e  w a t e r d a m p d o o r l a a t b a a r -  
h e i d  do ch  v e r s c h i l l e n d e  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t »  De v e r p a k k i n g s -  
p r o e v e n  worden  u i t g e v o e r d  op k a b e l j a u w f i l e t s  en  s c h o l »



-  8 4

3o3olo  V e r p a k k i n g s p r o e v e n  op k a b e l j a u w f i l e t s »

3 o 3 o l » lo  P r o e f o m s t a n d i g h e d e n ^

3 o 3 o l o l o l o  G rondstof^

De g r o n d s t o f  i s  v a n  z e l f d e  s o o r t  en  g e w i c h t  a l s  i n  de  v o r i g e  p r o e 
ven»

3 . 3  ° 1 » 1 « 2 » V e rp a k k in g  s mat e r  i  a l  e n  _»_

A is  d r a g e r  w o rd t  e v e n e e n s  h e t  w i t  g e p i g m e n t e e r d  s c h a a l t j e  i n  
s c h o k v a s t  p o l y s t y r e e n  g e b r u i k t »

De e ig e n s c h a p p e n  v a n  de  f i l m s  z i j n  i n  t a b e l  4-0 opgenomen»

TABEL 4-0 -  K a r a k t e r i s t i e k e n  v an  de f i l m s  d i e  w orden  aangew end ,  om 
de t o e p a s s i n g s m o g e l i j k h e d e n  v a n  de b e d e r f k u r v e  n a  t e  
gaan  »

K a r a k t e r i s t i e k e n P o l y e t h y l e e n P o l y v i n y l c h l o r i d e L am in a a t

Gramgewicht  g/m2 18 23*5 83

D i k t e  i n / U 20 18 74

T r e k s t e r k t e  LR(a)  
2 DR(b)

k g /  cm

240-260
120-140

! 1

'0
^3

 
O 

O
 

O 
O 3,-3

2 , 2

V e r l e n g i n g  LR ( a )
DR ( b )

i n  %

150-200
45O -5OO

90
80

2 0 - 2 5
8 0 - 9 0

W a t e r d a m p d o o r l a a t  
b a a r h e i d  g/m¿ /24- 
b i j  38° C en  b i j  
90 % RV

1 15“ 30 100 5

Z u u r s t o f d o o r l a a t “ 
b a a r h e i d  m l /m 2 /2 4  
/ I  atm»

u  3° 600 2 »700 0

W e e rs t a n d  t e g e n  s 
w a t e r

z u r e n
v e t t e n

z e e r  goed

z e e r  goed 
goed

z e e r  goed

goed
goed

z e e r  goed  
k a n t  p o l y 
e t h y l e e n  , 
goed  k a n t  
c e l l o f a a n  

idem  
goed

I n v l o e d  l i c h t g e en p r a k t i s c h  g e en g e e n
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M a c h in a le  v e r  goed op s e m i - goed goed
w e r k b a a r  he i d a u t  omat i  s ch

m a t e r i a a l

( a )  LR s L e n g t e r i c h t i n g
(b )  DR i D w a r s r i c h t i n g

3 . 3 o l o l o 3 o  B a b o r a t o r i u m a n a l j s e n ^

Na 1 ,  3 en  6 d a g e n  b e w a re n  b i j  0 °  C w orden  f i l e t s  v an  10 p a k j e s  
op TVB- en  TM A-gehal te  o n t l e e d »

De a n a l y s e n  w orden  t e l k e n s  i n  h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d .  De p r o e f  i s  
d r i e m a a l  h e r h a a l d  »

3 o 3 »1 » 2 » R e s u l t a t e n ^

De r e s u l t a t e n  v an  de TVB- en  TMA-bepali n g e n  z i j n  i n  f i g u u r  13 en 
14 w eergegeven»

3 . 3 o 1 c 3 » Be s p r e k i n g _ v a n _ d e  r e  s u l ' t  a t  en^

De bekomen r e s u l t a t e n  t o n e n  a a n  d a t  f i l e t s  d i e  i n  de  p & y e t h y l e e n -  
f i l m  z i j n  v e r p a k t  de  b e s t e  v e r s h e i d s g r a a d  behouden» Op de  tw eede  
p l a a t s  s t a a t  de p o l y v i n y l c h l o r i d e f U m ,  t e r w i j l  op de d e r d e  r a n g  
h e t  l a m i n a a t  komt »

I n  de  r e e k s  p o l y e t h y l e e n f i l m s  waarmede de  b e d e r f k u r v e  w o rd t  opge
s t e l d  i s  g e e n  f i l m  opgenomen d i e  0 ml z u u r s t o f  d o o r l a a t  z o a l s  h e t  
l a m i n a a t »  H i e r  k an  b i j g e v o l g  de  v r a a g  w orden  g e s t e l d  i n  w e lk e  mate
de k w a l i t e i t  v an  de v i s  d i e  i n  e en  f i l m  met z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r -

2
h e i d  v a n  ca  0 ml/m / 2 4  u . / l  atm» w o rd t  v e r p a k t  z a l  v e r s c h i l l e n  v an
de k w a l i t e i t  van  de v i s  d i e  i n  een  f i l m  met z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t

2
van  500 ml/m / 2 4  u / 1  atm» w o rd t  v e r p a k t .

H i e r v o o r  w o rd t  e e n  v e r g e l i j k e n d e  p r o e f  a a n g e l e g d  met a i s  v e r p a k 
k i n g s f  i l m  h e t  l a m i n a a t  e n e r z i j d s  en  de  p o l y e t h y l e e n f i l m  v an  lOO^u 
d i k  a n d e r z i j d s .  De e i g e n s c h a p p e n  v an  d e ze  f i l m s  z i j n  i n  t a b e l  
35  en 40  o p g e g e v e n .

De p r o e f o m s t a n d i g h e d e n  z i j n  d e z e l f d e  a i s  b i j  de v o r i g e  p r o e f n e 
m in g en .  De r e s u l t a t e n  van  de TVB- en  TMA-bepa l i n g e n  z i j n  i n  t a b e l  
4 1  v e r m e ld .
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Figuur 13-  R e s u l t a t e n  van de T V B -  b t p a .  nger  op k a b e l ja u w f i l e t s

die zijn verpakt in verschi l lende »oorten f i lms

TVB in mg N %

L-  laminaat

PVC = Polyvinylchloride

P E -  po lye thy leen

PVC

2 0 -

oageh
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Figuur H -  Resul ta ten  van de TMA -  bepalingen op kabeljauwfi lets

die zijn verpakt in verschi l lende soorten f i l m s

TMA in mg N ®/o

PVC -  P o lyv iny lch lor ide  

PE p o ly e th y leen
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TABEL 41 -  R e s u l t a t e n  v a n  de  TVB- en  T M A -bepal ingen  v a n  v i s  v e r 
p a k t  i n  f i l m s  met e en  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v a n  500 
ml en 0 ml ( a  ) .

Dagen
Zuurstofpermeabiliteit
= 5OO ml/m^/24 u/1 atm. 
(polyethyleen 100^u dik)

Zuurstofpermeabiliteit
2= ca 0 ml/m /24 u/1 atm. 

. (laminaat)
TVB TMA TVB TMA

2 1 ,0 1 , 6 21,7 1,3
1 19,6 0,7 18,9 0 , 8

20,3 1 , 2 18,9 0*9
60,9 3,5 59,5 3,0

X 20,3 1 , 2 1 9 , 8 1 , 0

23,1 2,4 22,4 2,7
3 2 1 , 0 2 , 2 20,3 1,4

2 2 , 8 2,3 22,4 3,9
£ 66,9 6,9 65,1 8 , 0
X 22,3 2,3 21,7 2,7

51 ,8 2 2 , 8 50,4 26,8
6 42,4 18.4 42,0 14,2

42,0 17,3 43,4 17,9
1 3 6 , 2 58,5 135,8 58,9X 45,4 19,5 45,3 1 9 , 6

Op de dag van de verpakking is de begin TVB-waarde = 22,0 en .de
begin TMA-waarde = 0 ,4*

( a )  De TVB- en  TMA-waarden z i j n  i n  mg N % u i t g e d r u k t .

De r e s u l t a t e n  w i j z e n  d u i d e l i j k  u i t ,  d a t  e r  g e e n  v e r s c h i l  i s  i n  
k w a l i t e i t  t u s s e n  de  v i s  d i e  w o r d t  v e r p a k t  i n  een  f i l m  met z u u r 
s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v a n  500 ml en  e e n  f i l m  met z u u r s t o f p e r m e a b i l i 
t e i t  v an  c a  0 m l ,

3 . 3 . 1 . 4 .  B e s l u i t e n .

U i t  d eze  p r o e f n e m in g e n  kan  w orden  b e s l o t e n ,  d a t  e e n  p o l y e t h y l e e n -
2

f i l m  met z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  v a n  3 .6 0 0  ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  een
betere kwaliteit aan  de grondstof biedt dan een Polyvinylchloride’

2f i l m  met een  p e r m e a b i l i t e i t  v a n  2 .7 0 0  ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  R e k e n in g  
houdendmet  de b e d e r f k u r v e  l i g t  d i t  i n  de  l i j n  v a n  de v e r w a c h t i n 
g e n .  D i t  b e t e k e n t  e v e n e e n s  d a t  de a a r d  v a n  de f i l m  n i e t  d e t e r m i 
n e r e n d  i s  d o c h  w e l  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t .
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Tevens  kan  worden  v a s t g e s t e l d  d a t  e r  t u s s e n  e e n  f i l m  met z u u r -
2 2 s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  v a n  500 ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  en  van  c a  0 ml/m

/ 2 4  u / 1  a tm .  geen  v e r s c h i l  o p t r e e d t ,  m .a .w .  i n  b e i d e  g e v a l l e n
h e e f t  h e t  b e d e r f  p r a k t i s c h  e e n  a n a ë ro o b  k a r a k t e r .

3 . 3 *2. V e r p a k k i n g s p r o e v e n  op s c h o l .

3 . 3 . 2 . 1 .  P r o e f o m s t a n d i g h e d e n .
3 . 3 . 2 . 1 . 1 .  G r o n d s t o f ^

S c h o l  van  o n g e v e e r  5 d a g en  oud b i j  h e t  b e g i n  v a n  de p r o e f  w o rd t  
aangew end .  De keu ze  van  de v i s  i s  g e b a s e e r d  op de  g e b r u i k e l i j k e  
k o m m e rc ië le  p r a k t i j k .

3 . 3 . 2 . 1 . 2 . V e r p a k k i n g s m a t e r i a l e n ^

Dezelfde v e r p a k k i n g s m a t e r i a l e n  a i s  b i j  de p r o e f  op k a b e l j a u w f i l e t s  
w orden  g e b r u i k t .

3 . 3 . 2 . 1 . 3 .  B e h a n d e l i n g s p r o c e s s en^

S c h o l  v a n  4  s t u k s  p e r  k i l o g r a m  w o rd t  g e k o z e n .  I e d e r  p a k j e  b e v a t  
twee s t u k s .  De b e h a n d e l i n g s p r o c e s s e n  z i j n  d e z e l f d e  a i s  v o o r  k a b e l 
j a u w f i l e t s  .

3 . 3 . 2 . 1 . 4 .  L a b o r a t o r i u m a n a l y s e n ^

Na 1 ,  3 en 6 d a g e n  b e w a re n  b i j  0°  C worden  de v i s s e n  v a n  10 p a k j e s
op h e t  TVB- en h e t  TM A-gehal te  o n t l e e d  a l sm e d e  op t o t a a l  a a n t a l

2 ..a ë r o b e  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u id  en  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  p e r  gram
v i s v l e e s .  De a n a l y s e n  worden  t e l k e n s  i n  h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d .

3 . 3 • 2 . 2 . Res u i t  a t  e n ^

Aan de  hand v an  de r e s u l t a t e n  van  de c h e m is c h e  e n  de b a k t e r i o l o 
g i s c h e  a n a l y s e n  kunnen  f i g u r e n  1 5 , 16 ,  17 en  18 worden  o p gem a ak t .

3 . 3 • 2 . 3 . B e s p r e k i n g e n ^

De r e s u l t a t e n  v an  de TVB- en  T M A -bepal ingen  t o n e n  aan  d a t  de p o l y -  
v i n y l c h l o r i d e f i l m  met 2 ,700 ml z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  de b e s t e  
r e s u l t a t e n  g e e f t  met d a a r n a  de  p o l y e t h y l e e n f i l m  met 3 .6 0 0  ml z u u r -  
s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  t e r w i j l  h e t  l a m i n a a t  d i e  g e e n  O2 d o o r l a a t  
de s l e c h t s t e  r e s u l t a t e n  b o e k t .  D i t  v e r s c h i j n s e l  i s  t e  w i j t e n  a a n  
de b e s m e t t i n g s g r a a d  v a n  h e t  v i s v l e e s  d i e  e en  z e l f d e  b e e l d  v a n  be
d e r f  g e e f t  a i s  de c h em isch e  o n t l e d i n g e n .  Het l o g a r i t m e  v an  h e t

2t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  i n t e g e n d e e l  g e e f t  e en  g a n s



-  90 -

a n d e r  b e e l d  d an  de o v e r i g e  d r i e  k w a l i t e i t s b e p a l i n g e n .  V o lg en s  deze  
o b j e k t i e v e  k w a l i t e i t s b e p a l i n g s m e t o d e  zou b e t  l a m i n a a t  de b e s t e  
r e s u l t a t e n  a fw e rp e n  en  de  p o l y e t h y l e e n f i l m  de  s l e c h t s t e ,  t e r w i j l  
de  k w a l i t e i t  v a n  de v i s  d i e  i n d e p o l y v i n y l c h l o r i d e f i lm  i s  v e r p a k t  
e en  w a ard e  h e e f t  d i e  t u s s e n  de  w aarde  l i g t  v an  de v i s  d i e  i n  h e t  
l a m i n a a t  en de  v i s  d i e  i n  de p o l y e t h y l e e n f i l m  w o rd t  v e r p a k t .

D i t  v e r s c h i j n s e l  zou kunnen v e r k l a a r d  v/orden a a n  de  h an d  v an  de  
z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t e n  v a n  de f i l m s .  De p o l y e t h y l e e n f i l m  h e e f t

2immers e e n  - p e r m e a b i l i t e i t  v o o r  z u u r s t o f  v a n  g e m id d e ld  3*600 ml/m /  
24 u / 1  a t m , ,  t e r w i j l  de z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  van  de  p o l y v i n y l -  
c h l o r i d e f i l m  2 ,7 0 0  ml b e d r a a g t  en d i e  van  h e t  l a m i n a a t  o n g e v e e r  
n u i  i s .  D i t  kan  v o o r  g e v o lg  h eb b en  d a t  e r  op de  h u i d  van  de v i s  
b i j  e en  hoge d o o r l a a t b a a r h e i d ,  z o a l s  d i t  b i j  p o l y e t h y l e e n  h e t  g e 
v a l  i s ,  e en  s t e r k e  o n t w i k k e l i n g  van  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  p l a a t s  g r i j p t ,  
z o d a t  de b a k t e r i ë n ,  n a d a t  de h u i d  v o l l e d i g  a a n g e t a s t  i s ,  h e t  v l e e s  
z u l l e n  b i n n e n d r i n g e n .  D a a r t e g e n o v e r  z u l l e n  b i j  een  o n d o o r l a t e n d e  
f i l m  de  b a k t e r i ë n ,  d i e  aan  de  o p p e r v l a k t e  v an  de v i s  l e v e n ,  b e l e t  
worden  t e  g r o e i e n  en z u l l e n  z i j  n a a r  b i n n e n  t r e d e n  om de  w e i n i g e  
z u u r s t o f  d i e  d a a r  nog aanw e z ig  i s  op t e  g e b r u i k e n ;  t e v e n s  z a l  d i t  
v o o r  g e v o lg  h e b b en  d a t  een  g e d e e l t e  van  de  m i k r o - o r g a n i s m e n  op een  
f a k u l t a t i e f  a n a ë r o b e  w i j z e  z a l  o n t w i k k e l e n .  D aar  v o l g e n s  WATSON 
( 1 9 3 9 a )  z u lk e  m ik r o - o r g a n i s m e n  v o o r n a m e l i j k  v e r a n t w o o r d e l i j k  z i j n  
vo'"" ^ e _ r e d u k t i e  v a n  h e t  TMAO i n  v i s ,  z a l  h e t  g e h a l t e  a a n  TMA 
s t e r k  t o e n e m e n , E r  moet a l d u s  e r g e n s  e en  v e r g e l i j k  w orden  gevonden  
t u s s e n  d i e  twee d o o r l a a t b a a r h e d e n .  De p o l y v i n y l c h l o r i d e f i l m  b l i j k t  
h i e r  b e v r e d i g e n d  t e  w e rk en .  Sam engevat  komt h e t  e r  dan  ook op aan  
de b a k t e r i ë n g r o e i  op de h u i d  n o rm a a l  t e  l a t e n  e v o l u e r e n ;  he-1 
b e d e r f  op de h u i d  w o rd t  immers b i j  k o n s u m p t ie  u i t e r a a r d  n i e t  zo 
s t e r k  waargenomen.  Da b a k t e r i ë n g r o e i  mag e venw e l  n i e t  t e  v e e l  w or
d en  b e v o r d e r d , d o c h  moet a n d e r z i j d s  ook n i e t  w orden  t e g e n g e w e r k t  
d o o r  h e t  g e b r u i k  v an  e x t r e e m  hoge  o f  l a g e  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r -  
h e i d s w a a r d e n .

Deze h y p o t h e s e  w o r d t  d o o r  de bekomen r e s u l t a t e n  b e v e s t i g d .  Het
2hoog a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  van  v i s  d i e  i n  p o l y e t h y l e e n

w o rd t  v o o r v e r p a k t ,  k o r r e s p o n d e e r t  met e en  hoge w a arde  a a n  b a k -
2t e r i ë n  p e r  cm h u i d  v an  de v i s  d i e  i n  h e t  l a m i n a a t  w o r d t  v o o r v e r 

p a k t ,  h e t g e e n  e v e n e e n s  ove reen k om t  met e e n  hoge w aarde  a a n  b a k 
t e r i ë n  i n  h e t  v i s v l e e s .  Het a a n t a l  b a k t e r i ë n  l i g t  h i e r  e c h t  nog

h o g e r  dan
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Figuur  1 5 -  R e s u l t a t e n  van de T V B -  bepal ingen op schol  die

verpakt  is ín v e r sc h i l le n d e  soor ten  f i l m s

T V B in mg N °/o

L = laminaat  

PE = p o l y e t h y l e e n  

PVC = P o ly v i n y l c h l o r i d e



Figuur 16 -  R e s u l ta t e n  van de 1 t-ift -  b -.palingen op schol die

verpakt is in verschi l lende soor te n  films

L = laminaat

PE = polyethyleen

PVC = P o ly v i n y l c h l o r i d e

PE

PV

dagen



L

PE -  p o l y e t h y l e e n  

PVC -  P o l y v i n y l c h l o r i d e  

L -  l a m i n a a t

d ag e n
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log.  bakt , /g ,  v i s v l e e s

Figuur 18 -  R e s u l t a t e n  van I »e to ta a l  aantal bakteriën per gram

v i s v l e e s  bij schol  iit* verpakt is in verschi l lende soorten f i lms

PVC

L -  l a m i n a a t  

PE - p o l y e t h y l e e n  

P Ÿ C  = P o l y v i n y l c h l o r i d e

dagen

654321
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b i g  v i s  d i e  i n  de  p o l y e t h y l e e n f i l m  w o rd t  v e r p a k t  en d i t  zou kun
n en  t e  w i g t e n  z i g n  a an  de g r o e i  van  de f a k u l t a t i e f  a n a ë r o b e n  en 
e v e n t u e e l  a n a ë ro b e n »  De m id d e l m a t i g e  h o e v e e l h e i d  b a k t e r i ë n  op de 
h u i d  v an  de  i n  P o l y v i n y l c h l o r i d e  v e r p a k t e  v i s  g e e f t  h e t  l a a g s t e  
a a n t a l  b a k t e r i ë n  i n  h e t  v i s v l e e s »

De bekomen r e s u l t a t e n  wig z en  e r  nogm aa ls  op d a t  h e t  b e d e r f  d o o r  
l a g e r e  z u u r s t o f s p a n n i n g e n  i n  de hand w o r d t  g ew erk t»

3 ° 3 ° 3° B e s l u i t »

I n  t e g e n s t e l l i n g  met de r e s u l t a t e n  v a n  de p r o e v e n  op f i l e t s  z a l  
e r  b i g  h e t  v o o r v e r p a k k e n  v a n  g e h e l e  v i s  m o e ten  worden  g e s t r e e f d  
n a a r  h e t  g e b r u i k  v a n  een  f i l m  d i e  e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  
b e z i t  d i e  n i e t  t e  hoog en  ook n i e t  t e  l a a g  i s »  B i g g e v o l g  k a n  e r
h i e r  worden  g e o p t e e r d  v o o r  e e n  f i l m  met e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r -

o
h e i d  v a n  c a  2 »700 ml/m / 2 4  u / 1  atm»

3°4„ I n v l o e d  v a n  h e t  k r impen»

I n  de  moderne v e r p a k k i n g s m e t o d e n  w o rd t  nu  v e e l  b e r o e p  g e d a a n  op 
de k r i m p t e c h n i e k » H i e r v o o r  z i g n  s p e c i a l e  m a t e r i a l e n  n o d i g  d i e  d e r 
w i j z e  g e f a b r i k e e r d  z i g n  d a t  ze  o n d e r  i n v l o e d  v a n  warmte g a a n  k r im 
pen»

Het v e r l o o p  van  de v e r p a k k i n g  i s  a i s  v o l g t  s

1 )  h e t  v o o rw e rp  w o rd t  i n  h e t  zakge  g e p lT a a t s t
2) h e t  zakge w o r d t  g e s l o t e n
3)  h e t  g e h e e l  g a a t  d o o r  e e n  t u n n e l  met r e g e l b a r e  t e m p e r a t u u r i n -  

s t e l l i n g »  H i e r d o o r  k r i m p t  de f i l m  en komt s t r a k  e n  g l a d  om de 
p o r t i e  t e  l i g g e n »

T o t  h i e r t o e  z i g n  de f i l m s  n i e t  gekrompen g e w e e s t  omdat v o l g e n s  
de w e t  v a n  P i e k  ( a )  (DUBOIS 1 9 6 8 )  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  a f 
neemt met to en em en d e  d i k t e  en b i g g e v o l g  de d o o r l a a t b a a r h e i d  t e l 
k e n s  opnieuw zou m oeten  w orden  gemeten»

j j j  J í j

( a )  Wet v a n  F i c k  s Q -  -  D w a a r i n  Q de h o e v e e l h e i d  g as  d i e
d i f f u n d e e r t 9 c de  c o n c e n t r a t i e v x  de  d i k t e  en  D de d i f f u s i e -  
c o ë f f i c i ë n t  v o o r s t e l l e n »



Om de i n v l o e d  v an  h e t  k r im p e n  n a  t e  g a a n  w orden  v e r g e l i j k e n d e  
p r o e v e n  a a n g e l e g d  met s c h o l  d i e  w o rd t  v e r p a k t  i n  e e n  p o l y e t h y -  
l e e n f i l m  met een  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v an  3«600 ml w a a rv a n  e e n  
g e d e e l t e  van  de p a k j e s  w o rd t  gekrompen en  i n  de  p o l y v i n y l c h l o r i d e -  
f i l m  met e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  v a n  2»700 ml w a a rv a n  e v e n 
e e n s  e e n  g e d e e l t e  van  de p a k j e s  w o rd t  gekrompen»

3 . 4 . 1 .  P r o e f o m s t a n d i g h e d e n  »

3»4» 1 » 1 » G r o n d s to f  »

S c h o l  van  o n g e v e e r  5 d a g en  oud b i j  h e t  b e g i n  v a n  de p r o e f .  De 
k e u z e  van  de s o o r t  i s  g e b a s e e r d  op de g e b r u i k e l i j k e  k o m m e rc ië le  
p r a k t i j k .

3 . 4 . 1 „ 2 .  V e r p a k k i n g s m a t e r i a l e n .

Het w i t  g e p i g m e n t e e r d  sch o k 'v a s t  s c h a a l t j e  u i t  p o l y s t y r e e n  wordt-  
g e b r u i k t .

De v e r p a k k i n g  g e s c h i e d t  met de  p o l y e t h y l e e n f i l m  v a n  2 0^u  d i k  en  
de p o l y v i n y l c h l o r i d e f i l m  v a n  18 ,u d i k .  De e ig e n s c h a p p e n  v a n  deze  
f i l m s  z i j n  i n  t a b e l  4 0  s a m e n g e v a t .

3 . 4  » 1 . 3  « B e h a n d e l i n g s p r o c e s s enc

Het v e r p a k k e n  g e b e u r t  op i n d e n t i e k e  w i j z e  a i s  i n  d e  v o r i g e  p r o e 
v e n ,  d o c h  n a  h e t  v e r p a k k e n  w o rd t  b i j  e e n  g e d e e l t e  v an  de p a k j e s  
de f i l i d  gekrompen» Het k r im p e n  v a n  e e n  p o l y e t h y l e e n f  i l m  g e b e u r t  
b i j  160° G l u c h t t e m p e r a t u u r  i n  e e n  t u n n e l  d i e  2 m l a n g  i s  en 
w a a r i n  h e t  p a k j e  g e d u re n d e  10 s e c o n d e n  v e r b l i j f t »  Het k r im p e n

yan  de  p o l y v i n y l c h l o r i d e f i l m  g e s c h i e d t  b i j  1 0 5 ° C l u c h t t e m p e r a 
t u u r  g e d u re n d e  3 seconden  en  de  t u n n e l  i s  h i e r  s l e c h t s  e e n  h a l v e  
m e t e r  lan g »  B i j  h e t  k r im p e n  o n d e r g a a t  de v i s  g e e n  opwarming a a n 
g e z i e n  a l  de  warmte omgezet  w o r d t  i n  e n e r g i e  d i e  n o d i g  i s  om de 
f i l m  t e  k r im p e n  (DELEST 1969)« T e m p e r a tu u r m e t i n g e n  met s o n d e t h e r -  
m om eters  t o n e n  aandafcde t e m p e r a t u u r  i n  de v i s  k o n s t a n t  b l i j f t .

3 .4 „  1 »4„ L a b o ra to r iu m a n a ly s e n » _

Na 1 .  3 en 6 d a g e n  b e w a re n  b i j  0 °  C worden  10 p a k j e s  o n t l e e d  i n
2d u p lo  n a a r  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  en  p e r  gram 

v i s v l e e s  a l s o o k  op TVB- en TMA-gehalte»

De p r o e v e n  w orden  d r i e m a a l  u i t g e v o e r d .
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3 . 4 . 2 .  R e s u l t a t e n .

De r e s u l t a t e n  v an  de  n r o e f n e m in g e n  z i j n  g r a f i s c h  w e e rg e g e v e n  i n  
f i g u r e n  1 9 ,  2 0 ,  21 en  22 .

3 . 4 . 3 .  B e s p r e k i n g  v a n  de r e s u l t a t e n .

1)  De a n a l y s e r e s u l t a t e n  v a n  de  g r o n d s t o f  d i e  i n  de ongekrompen 
p a k j e s  i s  v e r p a k t  b e v e s t i g e n  de  r e s u l t a t e n  bekomen g e d u re n d e  
de p r o e f n e m i n g e n  met s c h o l  d i e  a a n t o n e n  d a t  de  g e b r u i k t e  p o l y 

v i n y l c h l o r i d e f  i l m  b e t e r  i s  g e s c h i k t  dan  de g e k o z e n  p o l y e t h y l e e n -  
f i l m .

2 )  Wanneer de p o l y e t h y l e e n f i l m  w o r d t  gekrom pen b l i j f t  de  k w a l i t e i t  
van  de v i s  d e z e l f d e  a i s  b i j  een  ongekrompen v e r p a k k i n g .  D i t  w i j s t  
e r  op d a t  de hoge k r i m p t e m p e r a t u u r  (16 0 °  C l u c h t t e m p e r a t u u r  g e 

d u r e n d e  10 s e c o n d e n )  geen  n a d e l i g e  i n v l o e d  u i t o e f e n t  op de  b e w a a r -  
b a a r h e i d  van  de v e r p a k t e  v i s .  D i t  b e v e s t i g t  de  b e w e r i n g  v an  DELEST 
( 1 9 6 9 ) ,  n l .  d a t  a l  de  warmte w ord t  omgezet  i n  e n e r g i e  n o d i g  v o o r  
h e t  k r im p e n  v a n  de f i l m ,  z o d a t  de  g r o n d s t o f  g e en  opwarming o n d e r 
g a a t  .

Door h e t  k r im p e n  neemt de d i k t e  v a n  de f i l m  t o e .  V o lgens  de wet 
v a n  FICK (DUBOIS 1968)  zou de  g a s p e r m e a b i l i t e i t  e v e n r e d i g  m oeten  
a fnemen met d e  d i k t e t o e n e m i n g . D i t  i s  e c h t e r  n i e t  h e t  g e v a l  met 
e en  p o l y e t h y l e e n f i l m .  De f i l m  o n d e r g a a t  o n d e r  i n v l o e d  v a n  h e t  
k r im p e n  e en  w i j z i g i n g  d i e  g e p a a r d  g a a t  met  e e n  v e r h o g i n g  v an  de 
g a s d o o r l a a t b a a r h e i d .  H i e r d o o r  w o rd t  de d a l i n g  aan  g a s p e r m e a b i l i 
t e i t ,  v e r o o r z a a k t  d o o r  de toen em end e  d i k t e ,  g e d e e l t e l i j k  gekompen-
s e e r d  z o d a t  e e r  f i l m  met e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  v a n  3 .6 0 0

2
ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  s l e c h t s  een  w e i n i g  i n  p e r m e a b i l i t e i t s w a a r d e  z a l  
a fn e m en .  Zodoende z a l  d o o r  k r im p e n  de k w a l i t e i t  v an  de v i s  p r a k 
t i s c h  n i e t  v e r s l e c h t e n .

3) Door k r im p e n  v a n  de p o l y v i n y l c h l o r i d e f i l m  v e r a n d e r t  de  b e w a a r -  
b a a r h e i d  v an  s c h o l .  De r e d e n  h i e r v o o r  kan  w orden  t o e g e s c h r e v e n  
aan  e en  even tæ Le  opwarming.  Doch v e r m i t s  de k r i m p t e m j e r a t u u r

en  - t i j d  ( 3  s e c o n d e n  b i j  IO5 0 G) l a g e r  l i g g e n  d an  b i j  de p o l y 
e t h y l e e n f  i l m  (1 0  s e c o n d e n  b i j  160° C) en e v e n e e n s  r e k e n i n g  houdend 
met h e t  f e i t  d a t  b i j  o o r d e e l k u n d i g  k r im p e n  a l l e  warmte  i n  k r i m p -  
e n e r g i e  w o rd t  om gezet  i s  de k a n s  g e r i n g  d a t  d i t  de o o r z a a k  i s .



F ig u u r  1 9 -  T V B ~ b e p a l i n g e n  op de  v i s  die i s  a a n g e w e n d  o m  

h e t  e f f e k t  van het kr impen na te gaan

T V B  in mg N •/•

PVK

,  PEK  

■ PE

PVC

PVC -  Polyv iny lch lo r ide

PVK -  Polyvinylchloride gekrompen

PE = polyethyleen

PEK = po lye thy leen  gekrompen

dagen

5 63210



T M A in mg N •/«

Figuur 2 0 -  T M A - b e p a l i n g e n  op de v is  die is a a n g e w e n d  om  

het e f f e k t  van het kr impen na te  g a a n

PVC — P o ly v in y lc h lo r id e

PVK -  Po lyv in y lchloride  gekrom pen

PE -  p o l y e th y l e e n

PEK = p o l y e th y l e e n  gekrompen



l o g . bakt./ c m 2 huid

PVK 
£  PE 

PEK
Figuur 21 -  T o t a a l  a a n t a l  baktenen per c m 2 huid van de vis  

die is  a a n g e w e n d  om het effekt  van het krimpen  

na te gaan
PVC

P V C  -  P o l y v i n y l c h l o r i d e

P V K  -  P o l y v i n y l c h l o r i d e  g e k r o m o —

P E p o i y e t h y l e e

PEK -  p o l y e t h y l e e n  g e k r o m c - r .

dagen

0 1 2 3 5 6



log.  bakt'./ g .  v i s v l e e s

F ig u u r  22 - Totaal  a a n t a l  bakterien per g. v i s v l e e s  van de v i s  

die is a a n g e w e n d  om het  e f f e k t  van het krimpen  

na t e  gaan

 ̂ PVK  

" PEK  

” PE

_  — PVC I

PVC = P o l y v i n y l c h l o r i d e

PVK -  P o l y v i n y l c h l o r i d e  g e k r o m p e n

PE p o ly e th y le e n

PEK -  p o ly e th y le e n  gekrompen

dagen

5 630 1 2

TO
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Hier is de film eveneens toegenomen in dikte door Het krimpen. 
Aangezien de gebruikte polyvinylchloridefilm amorf is (door de 
aanwezigheid van weekmakers)(a) wordt hier de wet van FICK (DUBOIS 
1968) gevoügi en neemt de gasdoorlaatbaarheid evenredig af met de 
toeneming in dikte hetgeen een kwaliteitsvermindering van de vis 
voor gevolg heeft.
De verandering in dikte en zuurstofpermeabiliteit bij krimpen wor
den nagezien en zijn in tabel 41 samengevat.
TABEL 41 - Resultaten van de gasdoorlaatbaarheid en diktemetingen 

bij de polyethyleen- en polyvinylchloridefilm vóór en 
na krimpen (b).

P o l y e t h y l e e n P o l y v i n y l c h l o r i d e

Z u u r s t o f p e r m e a b i  d i k t e Z u u r s t o f p e r m e a b i  d i k t e
l i t e i t  i n  ml/m^ 
/ 2 4  u / 1  a tm .

xn ^ u l i t e i t  i n  ml/m 
/ 2 4  u / 1  a tm .

i n  ^ u

Vóór k r im p e n 3 .5 0 0 20 2 . 3 2 5 18
Ha k r im p e n 3 .0 00 25 1 .0 9 5 37

Volgens de wet van FICK (DUBOIS 1968) zou de permeabiliteit van
2de polyethyleenfilm na krimpen 2.800 ml/m /24 u/1 atm. moeten be

dragen.
Bij het krimpen van Polyvinylchloride gaat de wet van FICK op aan
gezien de zuurstofpermeabiliteit praktiscïh evenredig afneemt met 
de diktetoeneming.
3.5* Invloed van het verpakken.

Om de invloed van het verpakken op de vorming van de TVB en het 
TMA na te gaan wordt een vergelijkende proef aangelegd tussen

(a) Een weekmaker is een organisch komponent of mengsel van orga
nische komponenten bestaande uit middelmatige molekùlen met 
lage dampspanning of een polymeer die in staat is de plastici
teit van een hars of plastiek te verhogen (DUBOIS 1968).

(b) Deze metingen zijn uitgevoerd in de laboratoria van het departe
ment "Research en ontwikkeling" van U.C.B. afdeling Sidac.
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k a b e l j a u w f i l e t s  d i e  w orden  v e r p a k t  i n  p o l y e t h y l e e n  v an  20 
d i k  e n  o n v e r p a k t e  k a b e l j a u w f i l e t s »

3 .5 ° 1 °  P r o e f o m s t a n d i g h e d e n »

3 . 5 « 1 « 1 <> G r o n d s t o f  »

De g r o n d s t o f  i s  d e z e l f d e  a i s  i n  v o r i g e  p ro ev e n »

3 . 5 • 1 • 2 » De_ver£akk ingsm ater ia len_»_

De d r a g e r  i s  e e n  s c h o k v a s t  p o l y s t y r e e n s c h a a l t J e .

De f i l m  i s  e en  p o l y e t h y l e e n f i l m  d i e  b i j  h e t  o p s t e l l e n  van  de b e d e r f -  
k u r v e  i n  f u n k t i e  v a n  de z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  de b e s t e  r e s u l t a 
t e n  g e e f t ,  n l » de f i l m  v an  2 0 /U d i k  met een  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r -

2 ' h e i d  van  3 .6 00  ml/m / 2 4  u / 1  atm»

3 . 5 » 1 • 3 • B e h a n d e l i n g s u r o c e s s e n  »

De b e h a n d e l i n g s n r o c e s s e n  v o o r  de v e r p a k t e  v i s  z i j n  d e z e l f d e  a i s  i n  
de v o r i g e  p ro e fn e m in g e n »

De n i e t  v e r n a k t e  v i s  w o rd t  i n  e e n  p o l y s t y r e e n k i s t J e  b e w aa rd  b i j  
0°  C ( z o n d e r  i j s ) »

3 » 5 » 1 „4» L a b o r a t o r i u m a n a l y s e n »

E r  w orden  na  de  l e ,  3e en  6e d a g  10 p a k j e s  o n t l e e d  op TVB- en  TMA- 
g e h a l t e .  De p r o e v e n  worden 3 maal  h e r h a a l d »  Tevens  w o r d t  h e t  v e r 
s c h i l  t u s s e n  de 2 f r a k t i e s  u i t g e r e k e n d  om de d o o r  fo r m o l  gebonden  
v l u c h t i g e  N - f r a k t i e  t e  b e p a le n »  De a n a l y s e n  worden  t e l k e n s  i n  h e t  
d u b b e l  u i t g e v o e r d »

3 .5»2»  R e s u l t a t e n »

De r e s u l t a t e n  van  de TVB- en  TMA- en de d o o r  f o r m o l  g eb on d en  N- 
f r a k t i e - b e p a l i n g e n  z i j n  g r a f i s c h  v o o r g e s t e l d  i n  f i g u r e n  2 3 ,  24 en 

25 .

3 . 5 * 3 .  B e s p r e k i n g  v an  de r e s u l t a t e n »

1 )  De TVB b e d r a a g t  o n g e v ee r  d e z e l f d e  w a a r d e .

2 )  E r  w o r d t  meer TMA g e o r o d u c e e r d  i n  de v e r n a k t e  v i s  d an  i n  de 
o n v e r p a k t e  »

I n d i e n  e r  meer TMA w o rd t  gevormd i n  de v e r p a k t e  d a n  i n  de  o n v e r 
p a k t e  v i s  d an  i s  d i t  t e  w i j t e n  a a n  de a a n w e z i g h e i d  v a n  e en  g r o t e r
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TVB mg N 0/ .

Figuur 23 -  R e s u l ta t e n  van ue TVE»-- pai injen in verpakte ( P E )

en onverpakte  vis ( B L i

PE

dagen

5 62 30
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TMA mg N %»

Figuur 24 -  R e s u l t a t e n  van de T M A - b e p a l i n g e n  in verpakte ( PE)

en onverpakte vis ( BL)

20

PE

10

BL

dagen

0 1 2 53 6
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Formol gebonden fraktie in mg N %

30
BL

Figuur 25  -  R e s u l t a t e n  van de door formol gebonden  

v lucht ige  N -  fraktie  in verpakte ( PE)
«

en onverpakte vis  ( BL)

PE

20

10

dagen

5 6320 1
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a a n t a l  b e d e r v e r s  i n  de v e r p a k t e  d an  i n  de  o n v e r p a k t e  v i s .  Immers,  
g e d u re n d e  h e t  b e w a re n  v e r m i n d e r t  de z u u r s t o f s p a n n i n g  i n  h e t  p a k j e  
en h i e r d o o r  worden  min o f  meer m i k r o - a ë r o b e  o m s ta n d ig h e d e n  g e -  
k r e ë e r d .  A a n g ez ien  v o l g e n s  WATSON ( 1 9 3 9 a )  h e t  TMA h e t  s t e r k s t  
w o r d t  gevormd i n  a n a ë r o b e  o m s ta n d ig h e d e n  kan  e r  worden  v e rw a c h t  
d a t  b i j  v o o r v e r p a k t e  v i s  e e n  g r o t e r  a a n t a l  TMA-vormers a a n w e z ig  
i s  d a n  b i j  o n v e r p a k t e  v i s .

De d o o r  f o r m o l  geb o n den  N - f r a k t i e  l i g t  h o g e r  b i j  de  b l a n k o  dan  
b i j  de v e r p a k t e  v i s .  Analoge  r e s u l t a t e n  z i j n  d o o r  INGRAM (1 9 6 2 )  
r e e d s  v a s t g e s t e l d  b i j  h e t  v e r p a k k e n  van  k i p p e n .  Deze o n d e r z o e k e r  
k o n s t a t e e r d e  immers b i j  h e t  v e r p a k k e n  v an  k i p p e n  d a t  b i j  g e b r u i k  
van e en  f i l m  met l a g e  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  de  p r o d u k t i e  van  
s l e c h t e  g e u r e n ,  k a r a k t e r i s t i e k  v o o r  b e d e r f ,  l a n g e r  u i t b l i j f t  dan  
b i j  v e r p a k k i n g  i n  e e n  f i l m  met hoge  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d . 
CARLIN, HOLL en WALKER (1 9 5 7 )  s t e l l e n  g e l i j k a a r d i g e  v e r s c h i j n s e 
l e n  v a s t  b i j  k i p o e n  d i e  v e r p a k t  z i j n  i n  e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a r e  
c e l l u l o s e a c e t a a t f i l m .  Het b e d e r f  v a n  de i n  d e z e  f i l m  v e r p a k t e  
k i p o e n  v e r l o o p t  v l u g g e r  d a n  w a n n e e r  een  o n d o o r l a a t b a r e  " S a r a n "  
f i l m  w o rd t  aangew en d .  WELLS, SPENCER en STADELMAN (1 9 5 8 )  b e w eren  
d a t  b i j  k i p p e n  v e r p a k t  i n  e e n  l u c h t d i c h t e  p o l y v i n y l c h l o r i d e v e r -  
p a k k i n g  d i e  vakuüm w o rd t  g e m a a k t , h e t  b e d e r f  l a t e r  o p t r e e d t  dan 
b i j  k i p p e n  d i e i i  d e z e l f d e  v e r p a k k i n g  z i t t e n  d o c h  w aar  h e t  z a k j e  
n i e t  l u c h t l e d i g  w o r d t  g e t r o k k e n .

3.5«4-.  T e l l i n g  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e  b a k t e r i ë n  en  h e t  t o t a a l  
a a n t a l  " b e d e r v e r s " .

D i t  w o r d t  n a g e g a a n  a an  de  hand van  e e n  v e r g e l i j k e n d e  p r o e f  t u s s e n  
v e r p a k t e  en o n v e r u a k t e  f i l e t s  van  k a b e l j a u w  d i e  b i j  0°  C w orden  
g e s t o c k e e r d  en o n t l e e d  na  0 , 3  en  7 d a g en  op t o t a a l  a a n t a l  b a k t e 
r i ë n  en op t o t a a l  a a n t a l  "b ed e rv e r s " .  De b e h a n d e l i n g s p r o c e s s e n  z i j n  
d e z e l f d e  a i s  i n  de  v o r i g e  p r o e f n e m in g e n  d o c h  de v e r p a k k i n g  g e 
s c h i e d t  a l l e e n  met de p o l y e t h y l e e n f i l m  v a n  20yU d i k .

Om h e t  t o t a a l  a a n t a l  " b e d e r v e r s "  t e  b e p a l e n  w o rd en  v a n  de p e t r i -  
p l a t e n ,  waarop de t e l l i n g  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  i s  u i t 
g e v o e r d ,  w i l l e k e u r i g  50 k o l o n i e s  a f g e p i k t  en n a  z u i v e r e n  g e ë n t  
i n  de bodem van  WOOD en BAIRD (194-3). Na 3 d a g e n  i n k u b a t i e  w o rd t  
e r  t o t  b e p a l i n g  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  " b e d e r v e r s "  o v e r g e g a a n  v o l 
gens  h o g e r  b e s c h r e v e n  m e to d en .  E r  w orden  t e l k e n s  6 p a k j e s  o n t l e e d .
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De r e s u l t a t e n  v an  de t e l l i n g e n  s t a a n  v e rm e ld  i n  t a b e l  42»

TABEL 42 -  R e s u l t a t e n  v an  de t e l l i n g e n  van  h e t  t o t a a l
a a n t a l  b a k t e r i ë n  en  h e t  t o t a a l  a a n t a l  ' " b e d e r 
v e r s "  b i g  v e r p a k t e  en  o n v e r p a k t e  v i s  ( a )

Dagen
o n v e r p a k t v e r p a k t

T o t a a l B e d e r v e r s T o t a a l B e d e r v e r s

0 5 ,9 2 5 ,3 1  (38 %) 5 ,9 2 5*51 (38 %)

3 6 , 5 4 6 , 2 0  (46  %) 6 , 9 2 6 , 7 0  (60 %)

7 7 , 7 0  i 7 , 3 0  (40 %) 7 ,7 8 7 , 5 0  (52 %)

( a )  De c i j f e r s  z i g n  de g e m id d e ld e n  v a n  twee  w aarnem ingen  
en z i g n  de l o g a r i  i s c h e  w aard en  v an  de t e l l i n g e n , ,
Het g e t a l  t u s s e n  h a a k j e s  g e e f t  h e t  p r o c e n t  " b e d e r 
v e r s "  w eer  v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n «

De r e s u l t a t e n  t o n e n  aan  d a t  p r o c e n t s g e w i j z e  h e t  t o t a a l  a a n t a l  
" b e d e r v e r s "  b i g  v e r p a k t e  v i s  h o g e r  l i g t  dan  b i g  o n v e r p a k t e  v i s .
Het p r o c e n t  " b e d e r v e r s "  d a t  b i g  de o n v e r p a k t e  v i s  word b t e r u g g e 
vonden  komt o v e re e n  met de g e g e v e n s  van  SHEWAH (SOUDAN 1965)«  
A b s o lu u t  g e z i e n  l i g g e n  de w aarden  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  
en  h e t  t o t a a l  a a n t a l  " b e d e r v e r s " ,  h o g e r  b i g  v e r p a k t e  d an  b i g  on
v e r p a k t e  v i s  «

A a n g e z ie n  h e t  TMA h e t  m ees t  i n  o m s ta n d ig h e d e n  w o rd t  gevormd w a a r 
b i j  een  f a k u l t a t i e f  a n a ë r o b e  r e s p i r a t i e  p l a a t s  h e e f t ,  zoud en  a l l e  
b a k t e r i ë n  d i e  t r i m e t h y l a m i n e  p r o d u c e r e n  i n  a n a ë r o b e  o m s ta n d ig h e d e n  
g r o e i e n «  Om de g r o e i  i n  a n a ë r o b e  o m s ta n d ig h e d e n  na  t e  g a an  w o rd t  
e r  g e ë n t  op de bodem d i e  d o o r  WATSON (1 9 3 9 a )  w o rd t  v o o r g e s t e l d „
Deze bodem h e e f t  de v o l g e n d e  s a m e n s t e l l i n g  ; b e e f  e x t r a c t  3 g ’, 
p e p t o n  5 g°, NaCl 5 g? K^RO^ 6 , 8  g;  Na2HP0^„1 2 ^ 0  18 g ;  Agar 15 g ‘,
TMA oxyde 15g» pH s 6 , 9°

Big d e z e  p r o e f n e m in g e n  w o rd t  e en  w i l l e k e u r i g e  r e e k s  " b e d e r v e r s "  
g e ë n t  op " s l a n t s "  d i e  g e g o t e n  w orden  met de bodem v an  WATSON 
( 1 9 3 9 a ) « De p r o e f b u i z e n  worden i n  a n a ë ro b e  kam ers  g e ï n k u b e e r d  b i g  
22° C« Na 3 d a g e n  v e r t o n e n  a l  de g e ë n t e  bodems b a k t e r i ë n e r o e i . Deze 
p r o e f n e m in g e n  t o n e n  b i g g e v o l g  a a n  d a t  a l  de t r im e t h y l a m i n e v o r m e n d e
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m ikro-organism en u i t  v i s  de g r o o t s te  a k t i v i t e i t  v e r to n e n  in
om standigheden w a a rb ij  TMAO voor een f a k u l t a t i e f  anaërobe r e s p i 
r a t i e  wordt omgezet»

3»6» I n v l o e d  van  e n k e l e  b e w a a r s t o f f e n  op d e  k w a l i t e i t  van  v o o r v e r 
p a k t e  v i s »

De T V B - f r a k t i e  van  v o o r v e r p a k t e  v i s  i s  h o o f d z a k e l i j k  s a m e n g e s t e l d  
u i t  ammoniak en  t r i m e t h y l a m i n e »  A a n g e z ie n  de  p r o e v e n  u i t w i j z e n  
d a t  e n e r z i j d s  de  ammoniakvorming b i j  v o o r v e r p a k t e  v i s  g e r i n g e r  
i s  d a n  b i j  o n v e r p a k t e ,  doch  a n d e r z i j d s  de  t r i m e t h y l a m i n e v o r m i n g  
a a n z i e n l i j k e r  w o r d t  o n d e r  i n v l o e d  van  de v e r p a k k i n g  zou e en  rem
ming v a n  de TMA-vorming m .a .w .  e en  i n h i b i t i e  van  de t r i m e t h y l a m i n e -  
o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n ,  d e  k w a l i t e i t  v a n  de  v i s  a a n z i e n l i j k  
v e r b e t e r e n »

T a i  van  b e w a a r s t o f f e n  d i e  h e t  b a k t e r i e e l  b e d e r f  t e g e n h o u d e n  z i j n  
r e e d s  b e s t u d e e r d  g ew ees t»  V o lgen s  TARR en  SUNDERLAND (1 9 4 0 )  v e r 
h o o g t  c h l o r o f o r m  ( 0 , 7  %) de h o u d b a a r h e i d  v an  b e w e r k t e  v i s ,  t e r 
w i j l  w a t e r s t o f p e r o x y d e  ( 0 , 1  %) w e i n i g  e f f e k t  h e e f t »  Z w av e ld io x yd e  
( 0 , 1  %) d a a r t e g e n o v e r  v e r t r a a g t  m e r k e l i j k  de  b a k t e r i ë n g r o e i  doch  
p r o d u c e e r t  e e n  onaangename g e u r»  Tevens merken d e ze  o n d e r z o e k e r s  
op d a t  HCL ( 0 , 1  %) h e t  b e d e r f  g e d e e l t e l i j k  r e m t  d o c h  de v i s  k r i j g t  
e e n  o n a a n t r e k k e l i j k  u i t z i c h t »  V o lgens  Ihen z i j n  b e n z o ë n z u u r  (0 ,1%) en  n a -  
t r i u m b e n z o a a t  ( 0 , 1  %) z e e r  e f f e k t i e f ,  z e l f s  meer d an  b o o r z u u r  (0 ,1%) 
of  h e t  e t h y l e s t e r  v an  p a r a h y d r o x y b e n z o e z u u r  ( 0 , 0 9  %) « De b e s t e  
r e s u l t a t e n  worden  v o l g e n s  TARR en  SUNDERLAND (1 9 4 0 )  e c h t e r  b e 
komen met Na- en K - n i t r i e t  ( 0 , 1  % )» L a t e r  v i n d t  TARR (1 9 4 5 )  d a t  
h y d r o x y la m in e  ( 0 ,0 0 1  t o t  0 , 0 2 4  %) een  b l i j v e n d e  o f  v o o r b i j g a a n d e  
i n h i b i t i e  v a n  v i s b e d e r v e n d e  en  a n d e r e  b a k t e r i ë n  v e r o o r z a a k t »

De m e e s te  v an  d e ze  b e w a a r s t o f f e n  z i j n  v o l g e n s  de B e l g i s c h e  w e t 
g e v in g  ( B e l g i s c h  S t a a t s b l a d  1968)  n i e t  t o e g e i a t e n »  E n k e l e  mogen 
w orden  aangewend ( z w a v e ld i o x y d e  en  n i t r i e t e n )  i n  sommige v o e d i n g s 
w a r e n ,  d o c h  n i e t  i n  v i s »  B e n zo ë zu u r  en  z i j n  n a t r i u m - ,  k a l i u m -  en 
c a l c i u m z o u t e n  (m ax im aa l  g e h a l t e  u i t g e d r u k t  i n  b e n z o ë z u u r )  z i j n  
v o o r  0 ,1 5  % t o e g e l a t e n  i n  h a l f - k o n s e r v e n  v an  v i s »

Het g e b r u i k  v a n  b e n z o ë z u u r  e n  n a t r i u m b e n z o a a t  w o rd t  d o o r  STEWART 
en CASTELL ( I 9 6 0 )  b e s t u d e e r d »  De r e s u l t a t e n  v a n  hun p r o e f n e m in g e n  
t o n e n  aan  d a t  e en  i n h i b i t i e  v an  h e t  t r i m e t h y l a m i n e o x y d e r e d u c t i e -  
s y s t e e m  s l e c h t s  b i j  sommige b a k t e r i ë n  w o r d t  bekomen»
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I n  d e  l i j s t  v a n  de  t o e g e l a t e n  b e w a a r s t o f f en  komt c i t r o e n z u u r  
v o o r  a l s o o k  s o r b i n e z u u r  en  z i j n  n a t r i u m ,  k a l i u m -  en  c a l c i u m z o u t e n  
(m axim aa l  g e h a l t e  u i t g e d r u k t  i n  s o r b i n e z u u r )  ( B e l g i s c h  S t a a t s b l a d  
1968)o  C i t r o e n z u u r  w o rd t  t o e g e l a t e n  i n  v o e d in g s w a r e n  en  - s t o f f e n  
b i j  de  b e r e i d i n g  w a a rv a n  i n g r e d i ë n t e n  worden  g e b r u i k t  w a a r i n  c i 
t r o e n z u u r  i s  t o e g e i a t e n ,  en  t o t  een  g e h a l t e  e v e n r e d i g ,  aan  de  v an  
deze  i n g r e d i ë n t e n  g e b r u i k t e  h o e v e e l h e i d » A a n g e z i e n  v i s  i n  v e l e  
g e v a l l e n  met c i t r o e n  w o rd t  b e r e i d ,  w o rd t  e e n  b e w a a r p r o e f  met c i 
t r o e n z u u r  a a n g e le g d »  Tevens  w o r d t  de w e r k in g  v an  h e t  c i t r o e n z u u r  
v e r g e l e k e n  met d e z e  v an  k a l i u m s o r b a a t  d i e  maximaal  v o o r  0 , 3  % 
( u i t g e d r u k t  i n  de o v e r e e n k o m s t i g e  h o e v e e l h e i d  s o r b i n e z u u r )  i n  h a l f -  
k o n s e r v e n  mag worden  aangewend»

3 »6»1» I n v l o e d  v an  c i t r o e n z u u r »

3 «6 »1 »1 » P r o e f o m s ta n d ig h e d e n  »

3 » 6 » l . l » l o  G r o n d s to f »

A is  g r o n d s t o f  w orden  k a b e l j a u w f i l e t s  v an  5OO g g e b r u i k t »

3 06»1»1»2» De v e r p a k k i n g s m a t e r i a l e n »

Het w i t  g e p ig m e n t e e r d  s c h o k v a s t  p o l y s t y r e e n s c h a a l t j e  w o rd t  g e 
b r u i k t  »

De f i l e t s  w orden  v e r p a k t  i n  de  p o l y e t h y l e e n f i l m  van  20 7u d i k  met
2 'e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  v an  3°600 ml/m / 2 4  u / 1  atm»

3 »6 »1 »1 »3 « Dej D e h a n d e l i n g s p r o c e s s e n »

A lv o r e n s  t e  w orden  v e r p a k t  w o rd t  i e d e r e  f i l e t  a f z o n d e r l i j k  b e 
s p r e n k e l d  met 5 ml o p g e l o s t e  b e w a a r s t o f  ( 2 ,5  mi op e l k e  k a n t ) »
De c o n c e n t r a t i e s  z i j n  z o d a n i g  g e k o z e n  d a t  de f i l e t s  n a  b e s p r o e i 
en  r e s p e k t i e v e l i j k  0 , 1  %, 0 , 5  % en 1 % c i t r o e n z u u r  b e v a t t e n .  N a a s t  
de b e s p r o e i d e  f i l e t s  worden v e r p a k t e  en  o n v e r p a k t e  b l a n k o * s b e 
w a a r d .  Het  s t o c k e r e n  g e s c h i e d t  b i j  0 °  C»

3 . 6 . 1 . 1 .4» L a b o r a t o r i u m a n a l j f s e r u

Na 0 , 3  en 7 d a g e n  worden t e l k e n s  10 p a k j e s  van  i e d e r e  b e h a n d e 
l i n g  o n t l e e d  op t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n ,  t o t a a l  a a n t a l  " b e d e r 
v e r s " ,  op TVB- en  op TMA-gehalte» De a n a l y s e n  worden t e l k e n s  i n  
h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d »
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3 o6 o 1 o2 o Res u i t a t en_van_de  p r o e f n e m in e e n .

3 o6 o 1 o 2 o 1 o R e s u l t  a t  en_ v a n  d e ^ b a k t e r i o l o g i s c h e ^ a n a l g - s e n ^

De r e s u l t a t e n  v a n  de  b a k t e r i o l o g i s c h e  a n a l y s e n  s t a a n  v e rm e ld  i n  
t a b e l  43o

TABEL 43 -  R e s u l t a t e n  v a n  de  b a k t e r i o l o g i s c h e  t e l l i n g e n  op v o o r v e r p a k t e  
f i l e t s  d i e  met c i t r o e n z u u r  z i j n  b e h a n d e l d  ( a ) 0

Dagen'
0 % Hex 0 , 1  % Hex 0 , 5  % Hei 1 ,0  % l e i Blanko

o n v e r p a k t

t o t a a l be~
d e r -
v e r s

t o t a a l b e 
d e r 
v e r s

t o t a a l b e 
d e r 
v e r s

t o t a a l b e 
d e r 
v e r s

t o t a a l b e 
d e r 
v e r s

3 6 ,8 8 6 , 6 4  
(58  %)

- — — 4 „51 

5 ,2 0

3 ,7 6
(18 %)

6 ,5 1 6 ,0 8  
(38 °/o)

Ih
O- 

8II
i 

8 
»--------tí

7 ,7 8 7 ,5 6  
(62  %)

L

— — 4 , 5 1
(20 %)

7 , 6 0 7 ,2 0  
(40 %)

( a )  De c i j f e r s  z í j n  de  l o g a r i t m i s c h e  w a a rd e n  v a n  de  t e l l i n g e n . Het g e t a l  
t u s s e n  de  h a a k j e s  g e e f t  h e t  p r o c e n t  “'b e d e r v e r s * '  w e e r 0

3 06» 1 o2o2» R e s u l t a t e n _ v a n ^ d e ^ c h e m is c h e ^ a n a l y sen»

De r e s u l t a t e n  v a n  de  c h em isch e  a n a l y s e n  z i j n  g r a f i s c h  sam en g e v a t
i n  f i g u r e n  2 6 ,  27 en  28»

3 » 6 « 1 » 3 » Be s p r e k in g _  van_de  r e s u l t  a t en¿

3 »6 » 1 o3 »1 » T e n _ a a n z i e n _ y a n ^ d e _ b a k f e r i o l o g i s c h e  b e p a l i n g e n ^

1 )  Het t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  b i j  v e r p a k t e  v i s  l i g t  h o g e r  d an  b i j  
o n v e r p a k t e .  D i t  b e v e s t i g t  de r e s u l t a t e n  v a n  de  s t u d i e  d i e  h a n 
d e l t  o v e r  de i n v l o e d  van  de v e r p a k k i n g ,

2)  Het t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  i n  de v i s  neemt l a n g z a m e r  t o e  d o o r  
g e b r u i k  v an  1 % c i t r o e n z u u r ,

3)  Door de b e h a n d e l i n g  van  de f i l e t s  met 1 % c i t r o e n z u u r  w orden  de 
t r i a m i n e o x y d e a s e  b e v a t t e n d e  b a k t e r i ë n  geremd i n  hun o n t w i k k e l i n g .

3o6„ l „3o2o  Ten a g g z ie n _ v a n _ d e _ c h e m is c h e  b e p a l i n g e n o

1)  De T V B - f r a k t i e  b i j  v e r p a k t e  v i s  i s  d e z e l f d e  a i s  b i j  o n v e r p a k t e  
Deze r e s u l t a t e n  l o p e n  p a r a l l e l  met de r e s u l t a t e n  d i e  worden  
bekomen í n  de  s t u d i e  b e t r e f f e n d e  de i n v l o e d  v an  de v e r p a k k i n g .
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TVB in mg N •/•
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Figuur 2 6  -  R e s u l t a t e n  van de TV B -  bepalingen op voorverpakte f i l e t s ,

behandeld met citroenzuur
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0,1 ° /TMA in mg N %>
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Figuur 2 7 -  R e s u l ta t e n  van de T MA -  bepalingen op

voorverpakte  f i l ets  behande ld  met citroenzuur

dagen
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Formol gebonden fraktie in mg N°/o

Figuur 28 -  R esu l ta ten  van de door formol gebonden vluchtige  

N-fraktie -  bepalingen op voorverpakte f i l e t s  

behandeld  m et  c it r oen zu u r
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2)  De T M A -f ra k t i e  i s  k l e i n e r  "big de o n v e r p a k t e  d an  b i j  de  v e r p a k t e  
v i s .  D i t  i s  e v e n e e n s  i n  o v e re e n s te m m in g  met e e r d e r  g ev o n d en  r e -  

. s u l t a t e n .

5) De d o o r  f o r m o l  gebonden  v l u c h t i g e  N - f r a k t i e  i s  k l e i n e r  b i j  v e r 
p a k t e  d an  b i j  o n v e r p a k t e  v i s »  Ook d e ze  r e s u l t a t e n  z i j n  i n  de 
v o o rg a a n d e  p r o e f n e m in g e n  bekomen» De a a n g r o e i  van  de d o o r  f o r 

mol gebonden  v l u c h t i g e  N - f r a k t i e  w o rd t  e v e n e e n s  geremd d o o r  c i 
t r o e n z u u r .  De g e b r u i k t e  k o n c e n t r a t i e s  b l i j k e n  g e en  v e r s c h i l l e n  t e  
g e v e n .  A a n g e z ie n  de  v o rm ing  v a n  deze  f r a k t i e  h o o f d z a k e l i j k  g e 
s c h i e d t  on d e r  i n v l o e d  v a n  de  d e s a m i n a s e ,  (DYER en MOUNSEY 194-5; 
HUGHES 1958;  SOUDAN 1965)$ kan  worden  b e s l o t e n  d a t  c i t r o e n z u u r  
deze  en zy m en sy s tem en  o f  de m ik r o - o r g a n i s m e n  d i e  d e z e  enzymen b e 
v a t t e n  i n h i b e e r t »

4 )  Door de b e h a n d e l i n g  met c i t r o e n z u u r  w o rd t  g e d u re n d e  7 d a g en  
b e w a re n  b i j  0 °  C de v o rm in g  v a n  h e t  TMA te g e n g e w e r k t »  D i t  i s  
i n  de e e r s t e  p l a a t s  t e  w i j t e n  a a n  e e n  remming v a n  de g r o e i  van  

h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n ,  v e r o o r z a a k t  d o o r  e e n  v e r l a a g d e  pH en 
i n  de  tw e ed e  p l a a t s  a an  e e n  v e r m i n d e r i n g  van  h e t  p e r c e n t  t o t a a l  
a a n t a l " b e d e r v e r s ' b i j  g e b r u i k  v a n  1 % c i t r o e n z u u r .  Deze remming 
w o rd t  b e p a a l d  d o o r  de  k o n c e n t r a t i e  a an  c i t r o e n z u u r „

5 »6.1.5•3 - Ï£n_aanzien_van_deMoresentatie^van_het^rodukt^
Het g e b r u i k  v a n  c i t r o e n z u u r  h e e f t  t o t  g e v o l g  d a t  d o o r  de v e r l a g i n g  
van  de  pH e en  d e n a t u r a t i e  van  de v i s p r o t e ï n e n  o p t r e e d t .  D i t  g a a t  
g e p a a r d  met e e n  v o l l e d i g  w i t  w orden  v a n  h e t  v i s v l e e s  en  e e n  o v e r 
t o l l i g e  v o c h t u i t t r e d i n g »  Deze v e r s c h i j n s e l e n  b i e d e n  e e n  u i t e r s t  
o n a a n t r e k k e l i j k  b e e l d  aan  h e t  v o o r v e r p a k t e  p r o d u k t .

3 . 6 . 2 »  V e r g e l i j k e n d e  p r o e f  t u s s e n  k a l i u m s o r b a a t  en  c i t r o e n z u u r .

I n  194-5 i s  k a l i u m s o r b a a t  v o o r  h e t  e e r s t  v o o r g e s t e l d  a i s  s c h im m el -  
w erend  m id d e l  (WRIGHT 1 9 6 1 ) .  L a t e r  s t e l l e n  BECKER e n  ROEDER (1957)  
b i j  m a r g a r i n e  v a s t  d a t  s o r b i n e z u u r  e e n  s t e r k e r e  b a k t e r i o s t a t i s c h e  
w e r k in g  b e z e t  d a n  b e n z o ë z u u r »  EERGUSON e n  POWRIE (1 9 5 7 )  bew eren  
d a t  de o n t w i k k e l i n g  v a n  A c e t o b a c t e r  i n  a p p e l s a p  d o o r  h e t  g e b r u i k  
v an  s o r b i n e z u u r  w o r d t  g e ï n h i b e e r d ,  t e r w i j l  SALUNKHE (1 9 5 7 )  v a s t 
s t e l t  d a t  a p p e l c i d e r  d i e  k a l i u m s o r b a a t  b e v a t  l a n g e r  b e w a a rd  b l i j f t .  
Tevens b e m e rk t  d e ze  o n d e r z o e k e r  d a t  b i j  hoge  b e w a a r t e m p e r a t u r e n  de 
g r o e i  v an  g i s t e n  en  sch im m els  w o rd t  t e g e n g e w e r k t  t e r w i j l  de b a k t e -
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r i o s t a t i s c h e  w e r k in g  e c h t e r  s t e r k  a fn e e m t  « D i t  i s  t e  w i j t e n  aan  
e e n  s t e r k e  v e r m e n i g v u l d i g i n g  v a n  de b a k t e r i ë n ,  w a a r d o o r  h e t  k a l i u m 
s o r b a a t  w o rd t  g e a s s i m i l e e r d  en  zodoende  de  k o n c e n t r a t i e  aan  k a l i u m 
s o r b a a t  a fn e e m t  » I n  e e n  o n d e rz o e k  op v a r k e n s w o r s t ,  b e h a n d e l d  met 
0 , 1  % s o r b i n e z u u r ,  k o n s t a t e e r t  STARR (1 9 5 5 )  d a t  n a a s t  e en  v e rm in 
d e r i n g  i n  o x y d a t i e  en r a n z i g h e i d  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  s t e r k  
i s  g e d a a ld »  H i j  v e s t i g t  e r  evenw el  de a a n d a c h t  op d a t  e e n  g e h a l t e  
v an  0 , 1  % s o r b i n e z u u r  n i e t  s c h a d e l i j k  i s ,  t e r w i j l  w e t t e l i j k  0 , 3  % 
s o r b i n e z u u r  en  z i j n  N a - ,  K- en  C a - z o u t e n  ( u i t g e d r u k t  i n  h o e v e e l 
h e i d  s o r b i n e z u u r )  t o e l a a t b a a r  z i j n  (MELNICK e t  a l .  1956)  (BELGISCH 
STAATSBLAD 1 9 6 8 ) .

K a l i u m s o r b a a t  w o rd t  r e e d s  b i j  v e l e  v o e d i n g s w a r e n  g e v o e g d ,  w a a r 
o n d e r  g e r o o k t e  en g e m a r in e e r d e  v i s  ( h a l f - k o n s e r v e n ) . Het h o o f d d o e l  
h i e r v a n  i s  de  o x y d a t i e  en  de r a n z i g h e i d  t e g e n  t e  w e rk e n .  D i t  on
d e r z o e k  e c h t e r  h e e f t  a i s  d o e i  n a  t e  g aan  o f  v i s b e d e r f  w o rd t  geremd 
d o o r  k a l i u m s o r b a a t  en  aan  w e lke  v e r s c h i j n s e l e n  d eze  remming t e  
w i j t e n  i s .  Tevens w ord t  h e t  g e b r u i k  v a n  k a l i u m s o r b a a t  v e r g e l e k e n  
met d i t  v an  c i t r o e n z u u r »

De v o o r n a a m s te  e i g e n s c h a p p e n  v a n  k a l i u m e o r b a a t  kunnen  a i s  v o l g t  
w orden  g e re s u m e e r d  s

a )  k a l i u m s o r b a a t  i s  e e n  b r e e d - s p e k t r u m  i n h i b i t o r  v o o r  g i s t e n ,  
sch im m els  en  i n h i b e e r t  sommige b a k t e r i ë n ,

b )  d e z e  b e w a a r s t o f  i s  z e e r  goed o p l o s b a a r  i n  w a t e r ;  o p l o s s i n g e n  
v an  50 % z i j n  z e e r  g e m a k k e l i j k  t e  b e r e i d e n  en  b e z i t t e n  e e n  l a n g e  
b e w a a r d u u r .  Deze hoge k o n c e n t r a t i e s  z i j n  n o a d z a k e l i j k  v o o r  v e r 

s c h e i d e n e  t o e p a s s i n g e n  i n  de  v o e d i n g s i n d u s t r i e  z o a l s  h e t  o n d e r 
d om pelen  en  h e t  b e s p r o e i e n  v an  b e d e r f b a r e  v o e d i n g s w a r e n ,
e )  e e n  v a n  de b i j z o n d e r s t e  e ig e n s c h a p p e n  i s  de o p t i m a l e  w e r k in g

i n  e e n  p H - g e b ie d  t u s s e n  5 eu  7 (WRIGHT 1 9 6 1 ) .  I n  d i t  g e b i e d  v a l 
l e n  de pH -w aarden  v an  t a i  v a n  v o e d in g s w a r e n  d i e  d i e n e n  t e  w orden  

b e w a a r d .  D aar  de z u u r t e g r a a d  v a n  v i s  t u s s e n  6 à 7 l i g t  kan een  g e 
b e u r l i j k e  a k t i v i t e i t  van  k a l i u m s o r b a a t  dan  ook a i s  o p t i m a a l  worden 
beschouwd »

3 „ 6 . 2 „ 1 . P r o e f o m s t a n d i g h e d e n .

P i l e t s  v a n  k a b e l j a u w  d i e  i n  p o l y e t h y l e e n  van  20^u  d i k  met 3 .6 0 0  ml 
z u u r s t o f p e r m e a b i l t e i t  w orden  v e r p a k t  en  w a a r a a n  r e s p e k t i e v e l i j k  
k a l i u m s o r b a a t  ( 0 , 1  % en  0 , 3  %) en  c i t r o e n z u u r  ( 0 , 1  % e n  0 , 3  %)
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i s  t o e g e v o e g d ,  w o rden  a a n  e e n  b e w a a r p r o e f  d i j  0 °  C o n d e rw o r p e n .
Na 2 en  6 d a g e n  w o rd en  t e l k e n s  8 p a k j e s  o n t l e e d  op TVB, TMA en 
t o t a a l  a a n t a l  d a k t e r i ë n .  Tevens  w o rd t  n a  6 d a g e n  h e t  t o t a a l  " b e 
d e r v e r s "  g e t e l d .  De o n t l e d i n g e n  worden i n  h e t  d u d d e l  u i t g e v o e r d .

3 « 6 . 2 . 2 „ R e s u lt aten¿
De r e s u l t a t e n  v a n  de  c h e m is c h e  o n t l e d i n g e n  z i j n  i n  f i g u r e n  2 9 ,
30 en  31 w e e r g e g e v e n .

De r e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  a ë r o b e n  en  
v a n  h e t  t o t a a l  a a n t a l  " b e d e r v e r s "  na  6 d a g e n  b e w a re n  d i j  0°  C z i j 'n  
i n  t a b e l  44 s a m e n g e v a t .

TABEE. 44 -  R e s u l t a t e n  v a n  de t e l l i n g e n  van  h e t  t o t a a l  a a n 
t a l  d a k t e r i ë n  en  v a n  h e t  a a n t a l  " b e d e r v e r s "  n a  
6 d a g e n  b e w are n  d i j  0°  C- ( a ) .

l ' o t a a l  a a n t a l A a n ta l
b e d e r v e r s

Blanko 1 0 0 . IO5 4 4 .1 0  3 (4 4  %)

0 , 1  % citroenzuur 47 0 .1 0 3 0 8 . IO3 (4 4  %)

0 , 3  % citroenzuur 6 0 .IO 4 2 8 8 . 103 (48 %)

0 , 1  % kaliumsorbaat 9 0 . i o 4 1 8 .IO 4 (20 %)

0,-3 % kaliumsorbaat 4
7 0 .1 0 5 6 . 1 0 3 ( 8 %)

( a )  De g e t a l l e n  t u s s e n  h a a k j e s  d ru k k e n  h e t  p r o c e n t  " b e d e r 
v e r s 5' op de  t o t a l e  a ë r o b e  f l o r a  u i t .

3 . 6 . 2 . 3 «  Be sip r e k in g _ v a n _ d e  r e s u l t a t e n ^

U i t  de  r e s u l t a t e n  kan  w orden  a f g e l e i d  d a t  s

a )  b i j  g e b r u i k  v a n  0 , 1  % en 0 , 3  % c i t r o e n z u u r  de  TVB- en  TMA-vor- 
ming g e d u re n d e  e e n  b e w a a r p e r i o d e  v a n  6 d a g e n  b i j  0 °  c g e d e e l t e 
l i j k  w o rd t  ge rem d .  D i t  i s  t e  w i j t e n  a a n  e e n  v e rm in d e r d e  b a k -  

t e r i ë n g r o e i ,  v e r o o r z a a k t  d o o r  e e n  v e r l a g i n g  v a n  de pH. De h o e v e e l 
h e i d  " b e d e r v e r s "  b l i j f t  p r o c e n t s g e w i j z e  e v enw e l  d e z e l f d e .  De h o e 
v e e l h e i d  d o o r  f o r m o l  gebonden  v l u c h t i g e  N - b e s t a n d d e l e n  v e r m e e r 
d e r t  l a n g z a m e r  d a n  b i j  de  o n b e h a n d e ld e  v o o r v e r p a k t e  v i s .  D i t  i s  
i n  o v e re e n s te m m in g  met h e t g e e n  w o rd t  v a s t g e s t e l d  i n  de  e e r s t e  
p r o e f n e m in g e n  met c i t r o e n z u u r .  De g e b r u i k t e  k o n e e n t r a t i e s  b l i j k e n
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Figuur 29 -  R e su l ta te n  van de TV B - bepalingen op voorverpakte

k a b e l j a u w f i l e t s  die met citroenzuur en ka l iu m sorbaat  

zijn behandeld
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Figuur  3 0 -  R e s u l t a t e n  van de TMA -  bepal ingen op voorverpakte

k a b e l j a u w f i l e t s  die met c it roen zu ur  en kal iumsorbaat

zijn behandeld

‘ Blanko  
( verpakt )
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Door formol gebonden fraktie  ín mg N%

23

Figuur 3 1 -  Verloop van de door formol gebonden vluchtige st ikstof  bestanddelen 

bij voorverpakte k a b e l j a u w f i l e t s  die met c i t r o en zu u r

en k a l iu m s o r b a a t  zijn behandeld Blanko
(verpakt)
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evenm in  v e r s c h i l  t e  geven» H i e r  d i e n t  e c h t e r  opnieuw opgem erk t  
d a t  b i j  g e b r u i k  v a n  0 , 3  % c i t r o e n z u u r  de v i s e i w i t t e n  d e g e n e r e r e n  
met a i s  g e v o l g  e e n  o v e r t o l l i g e  s a p u i t t r e d i n g o

b )  b i j  g e b r u i k  v a n  0 , 1  % en  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  de  TVB» e n  TMA- 
v o rm ing  p r a k t i s c h  v o l l e d i g  w o rd t  s t i l g e l e g d . ,  D i t  moet w orden  
t o e g e s c h r e v e n  aan  de s t e r k e  remming v a n  de g r o e i  d e r  t r i a m i n e -  

o x y d a s e - b e v a t t e n d e  b a k t e r i ë n »  Het g e b r u i k  v a n  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  
b l i j k t  b e t e r e  r e s u l t a t e n  a f  t e  w erpen  dan  0 , 1  % k a l i u m s o r b a a t  aan 
g e z i e n  de  TMA v o rm ing  v o l l e d i g  w o rd t  s t i l g e l e g d »  De a a n g r o e i  van  
de h o e v e e l h e i d  d o o r  f o r m o l  gebo n den  H - f r a k t i e  v e r l o o p t  l a n g z a m e r  
d a n  b i j  o n b e h a n d e ld e  v i s »  De k o n c e n t r a t i e  b l i j k t  h i e r  e c h t e r  een  
r o l  t e  s p e l e n »

3 » 6 » 3 o I n v l o e d  v a n  de b e g i n k w a l i t e i t  v an  de v i s  op h e t  g e b r u i k  v a n  
0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t »

De v o r i g e  p r o e f n e m i n g  w i j s t  u i t  d a t  b i j  z e e r  v e r s e  v i s  met e e n  
TMA-gehal te  v a n  p r a k t i s c h  0 mg N % de v o rm in g  v a n  TMA w o rd t  b e l e t  
d o o r  t o e v o e g e n  v a n  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t »  M eteen  r i j s t  de v r a a g  o f  
b i j  v i s  met een  b e p a a l d e  b e g i n  TMA-gehal te  m»a»w» v i s  d i e  n i e t  
v an  e e r s t e  k w a l i t e i t  i s ,  h e t  g e h a l t e  aan  TMA k o n s t a n t  b l i j f t  d o o r  
t o e v o e g e n  v an  0^3 % k a l i u m s o r b a a t »

3»6»3°1°  Pï 'oef '

F i l e t s  v an  k a b e l j a u w  van  m in d e re  k w a l i t e i t  w orden  v e r p a k t  i n  e e n  
p o l y e t h y l e e n f i l m  v an  20^u d i k  met 3o600 ml z u u r s t o f p e r m e a b i h f c e i t  
n a  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  t e  h e b b e n  t o e g e d i e n d »  De p r o e f  w o r d t  i n  
h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d »  Na 2 en  6 da g en  b e w a re n  b i j  0 °  worden 
t e l k e n s  8 p a k j e s  o n t l e e d  op TVB» en  TMA-gehalte»  De a n a l y s e n  
w orden  i n  h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d »

3 » 6 » 3 « 2 » Re s u i t  a t  e m

De r e s u l t a t e n  van  de  TVB» en T M A -bepal ingen  z i j n  i n  f i g u r e n  32 
en 33 w eergegeven»  Tevens  w o rd t  h e t  v e r l o o p  v a n  de d o o r  fo rm o l  
g eb o nd en  N - f ' r a k t i e ,  d i e  bekomen w o rd t  d o o r  h e t  v e r s c h i l  t e  maken 
t u s s e n  de TVB» en de T M A - f r a k t i e ,  g r a f i s c h  w e e rg e g e v e n  i n  f i g u u r  34 .

3 »6 . 3 »3« B e s p r e k in g _ v a n _ d e  r e s u l t a t e n ^

De d o o r  f o r m o l  g ev on den  N - f r a k t i e  i s  opn ieuw k l e i n e r  b i j  de b e 
h a n d e l d e  d a n  b i j  d e  o n b e h a n d e ld e  v i s ,  t e r w i j l ,  n i e t t e g e n s t a a n d e  
de m in d e re  k w a l i t e i t  v a n  de v i s ,  d eze  f r a k t i e  e v e n e e n s  p r a k t i s c h  
n i e t  s t i j g t »
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Figuur 3 2 -  Resul ta ten  van de T V B - - bepalingen op verpakte  

k a b e l j a u w f i l e t s  van mindere k w a l i te i t ,  behandeld  

met  0,3 °/o kaliumsorbaat
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( v e r p a k t )

k?'.; um: or baat

dagen

0 1 2 3 5 64



-  123 -

Figuur 3 3 -  Resul taten van de TMA -  bepalingen op verpakte

k a b e l j a u w f i l e t s  van mindere kwaliteit^ behandeld 

m e t  0 y3 ° /o  kal iu m sorbaat

TMA in mg N %
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Figuur  34  -  R e s u l ta t e n  van de b;p  lí i i v j:  donr formol

gebonden N - fraktie in kabt lj  . 1  . .i> » van mindere  

k w a l i t e i t ,  behandeld met  0,3 V* i msorbaat

Door formol gebonden fraktie  in mg N °/o
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(verpakt)

Q 3 #/ .
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De r e s u l t a t e n  t o n e n  d u i d e l i j k  a an  d a t  de TVB- en de TMA-aangroei  
o p m e r k e l i j k  l a n g z a m e r  v e r l o o p t  b i j  f i l e t s  d i e  met 0 ,3  % k a l i u m 
s o r b a a t  z i j n  b e h a n d e l d ;  d o c h  de  vo rm in g  i s  n i e t  v o l l e d i g  geremd»
D i t  kan  o fw e l  w orden  t o e g e s c h r e v e n  aan  h e t  f e i t  d a t  de b e s m e t t i n g  
r e e d s  t e  d i e p  i n  h e t  v i s v l e e s  i s  b i n n e n g e d r o n g e n  e n  h e t  k a l i u m 
s o r b a a t  a i s  h e t  w are  de p l a a t s  v an  b e s m e t t i n g  t e  l a a t  b e r e i k t ,  
o fw e l  aan  een  t e k o r t  aan  k a l i u m s o r b a a t »  Een t e  langzam e d i f f u s i e  
van  k a l i u m s o r b a a t  en een  t e k o r t  aan  s o r b a a t  kunnen  a l l e e n  worden 
o n d e rv a n g e n  d o o r  een  h o g e r  g e h a l t e  aan  k a l i u m s o r b a a t  a an  de  v i s  
t o e  t e  voegen» A a n g e z i e n  v o l g e n s  de B e l g i s c h e  w e t g e v i n g  ( B e l g i s c h  
S t a a t s b l a d  1968)  ae  t o e l a a t b a r e  h o e v e e l h e i d  k a l i u m s o r b a a t ,  u i t g e 
d r u k t  i n  de k o r r e s p o n d e r e n d e  h o e v e e l h e i d  s o r b i n e z u u r ,  n i e t  meer 
dan  0 ,3  % mag b e d r a g e n ,  z i j n  v e r d e r e  p r o e f n e m in g e n  u i t  p r a k t i s c h  
o og p u n t  n i e t  meer  u i t g e v o e r d  »

3 . 6 »4-» I n v l o e d  v a n  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v a n  de  v e r p a k k i n g s -  
f i l m  op de k w a l i t e i t  v an  de met k a l i u m s o r b a a t  b e h a n d e l d e  
k a b e l j a u w f i l e t s  »

A a n g e z ie n  d o o r  g e b r u i k  van  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  b i j  v e r s e  v i s  d i e  
i n  de p o l y e t h y l e e n f i l m  van  20^ u  d i k  met 3»600 ml z u u r s t o f p e r m e a b i l i -  
t e i t  i s  v e r p a k t  de  TVB- en TMA-vorming v o l l e d i g  w o rd t  s t i l g e l e g d  
g e d u re n d e  een  b e w a a r p e r i o d e  van  6 d ag en  b i j  0 °G, s t e l t  z i c h  de 
v r a a g  o f  de p e r m e a b i l i t e i t  v o o r  z u u r s t o f  e v e n z e e r  d e t e r m i n e r e n d  
z a l  z i j n  v o o r  h e t  k w a l i t e i t s b e h o u d  a i s  b i j  v o o r v e r p a k t e  v i s  d i e  
g een  b e w a a r s t o f  b e v a t »  Om d i t  p r o b le e m  t e  b e s t u d e r e n  w o r d t  een  
g e l i j k a a r d i g e  o r o e f  a a n g e l e g d  a i s  b i j  h e t  o p s t e l l e n  van  de b e d e r f -  
k u r v e  i n  f u n k t i e  van  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t .

3»6 . 4 . 1 .  P r o e f o m s t a n d i g h e d e n .

F i l e t s  van  k a b e l j a u w  d i e  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  b e v a t t e n  worden v e r 
p a k t  i n  een  r e e k s  p o l y e t h y l e e n f i l m s  met v e r s c h i l l e n d e  z u u r s t o f -  
d o o r l a a t b a a r h e d e n  n l » 3 .60 0  m l ,  2 .1 0 0  m l ,  1 .8 0 0  ml en I . 5OO mlp
z u u r s t o f / m  /24- u / 1  a tm .  Na 2 , 6  en 12 da g en  b e w are n  b i j  0°  G wor
den  t e l k e n s  8 p a k j e s  o n t l e e d  op TVB- en  T M A -g e h a l t e . De a n a l y s e n  
worden  t e l k e n s  i n  h e t  d u b b e l  u i t g e v o e r d »

3 . 6 . 4 . 2 . R e s u l t a t e n ^

I n  t a b e l  4-5 s t a a n  de r e s u l t a t e n  van  de TVB- en TMA-bep a l  i n g e n ,  
u i t g e v o e r d  op met k a l i u m s o r b a a t  b e h a n d e ld e  v i s ,  s a m e n g e v a t .



TABEL 4-5 -  A n a l y s e r e s u l t a t e n  v a n  de TVB- en  T M A -bepa l ingen  op met s o r b a a t  
b e h a n d e l d e  k a b e l j a u w f i l e t s  d i e  i n  f i l m s  met v e r s c h i l l e n d e  z u u r -  
s t o f p e r m e a b i l i t e i t  z i j n  v e r p a k t  ( a )

Z u u r s t o f p e r m e a 
b i l i t e i t
ml/m2/24- u / 1  a tm .

3 °6 0 0m l(2 0 ^u ) 2 c l 0 0 m l ( 3 0 / u ) 1 „800ml(4-0 yu) 1 . 500m l ( 50yu)

Dagen b i j  0°  C

TVB TMA 4 TVB TMA & TVB TMA A TVB TMA A

0 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0

2 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0 2 1 , 7 0 , 0 2 1 , 7 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0

6 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0 2 1 , 7 0 , 0 2 1 , 7 2 1 , 7 0 , 0 2 1 , 7 2 1 , 0 0 , 0 2 1 , 0

i

OJi—i

i
..._u 2 8 , 7 0 , 0 2 8 , 7 2 6 , 6 0 , 0 2 6 , 6 2 5 ,1 0 , 0 2 5 Ç2 2 3 ,8 0 , 0 2 3 , 8

( a )  De a n a l y s e r e s u l t a t e n  v o o r  TVB en TMA z i j n  w e e r g e g e v e n  i n  mg N %. Het
v e r s c h i l  t u s s e n  TVB en TMA i s  de d o o r  f o r m o l  g eb onden  f r a k t i e .  Het  g e t a l  
t u s s e n  de h a a k j e s  g e e f t  de d i k t e  v a n  de f i l m  w e e r .

126



=  127  -

3 » 6 o 4- o 3 «  B e s p r e k  in g e n _ v a n _  de r e s u l t e n »

De r e s u l t a t e n  z i j n  e e n  b e v e s t i g i n g  v a n  de  e f f i c i ë n t e  w e r k in g  van  
b e t  k a l i u m s o r b a a t o  Gedurende  de e e r s t e  6 d a g e n  i s  g e e n  s t i j g i n g  
v an  de TVB w aar  t e  nemen» D i t  komt d o o r d a t  g e en  TMA e n  g e en  door  
f o r m o l  g eb onden  s t i k s t o f b e s t a n d d e l e n  w orden  gevormd» T u sse n  de 
6e en  12e dag  i s  e c h t e r  e e n  s t i j g i n g  w aar  t e  nemen i n  TVB a l h o e -  
wel  e r  nog a l t i j d  g e en  TMA i s  gevormd» De s t i j g i n g  w o rd t  e c h t e r  v e r 
o o r z a a k t  d o o r  v o rm in g  v a n  d o o r  f o r m o l  g eb on d en  s t i k s t o f b e s t a n d d e 
l e n »  D i t  kan  op de e e r s t e  p l a a t s  worden t o e g e s c h r e v e n  a a n  h e t  
f e i t  d a t  op d i t  t i j d s t i p  h e t  i n h i b e r e n d  e f f e k t  v an  0 , 3 # k a l i u m s o r 
b a a t  op de b a k t e r i e n  d i e  v e r a n t w o o r d e l i j k  z i j n  v o o r  de vo rm in g  v a n  
ammoniak en  p r i m a i r e  aminen v e r d w i j n t  en  op de tw e e d e  p l a a t s  aan  
h e t  b e g i n  v an  de p r o t e o l y s e  d i e  g e p a a rd  g a a t  met v o rm in g  van  amino
z u r e n  d i e  t o t  ammoniak en p r i m a i r e  am inen  kunnen  w orden  omgezet»
Het b l i j k t  d a t  de  p r o t e o l y s e  z i c h  i n  een  l a t e r e  f a s e  v a n  h e t  v i s -  
b e d e r f  v o o r d o e t  (BEATTY en COLLINS 1 9 3 9 ) o

D a a re n b o v en  i s  e e n  s t i j g i n g  i n  TVB~aangroei  w a a r  t e  nemen n a a r 
mate  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v a n  de v e r p a k k i n g s f i l m  to en e em t»
D i t  kan w orden  v e r k l a a r d  d o o r d a t  de d e s a m i n e r i n g  v a n  de  a m i n o z u r e n ,  
w a a r d o o r  ammoniak en p r i m a i r e  aminen o n t s t a a n ,  e e n  o x y d a t i e f  p r o 
c e s  i s  » B i j g e v o l g  i s  h e t  a an  t e  nemen d a t  i n  e e n  v e r p a k k i n g  d i e  
m in d e r  d o o r l a a t b a a r  i s  g e r i n g e r e  h o e v e e l h e d e n  ammoniak en  p r i m a i r e  
am inen  z u l l e n  w o rd en  gevormd» Deze r e s x i l t a t e n  z i j n  i n  o v e r e e n 
s temming met h e t g e e n  b i j  h e t  v e r p a k k e n  v a n  v l e e s  w o rd t  v a s t g e s t e l d  
(INGRAM 1962 ;  CARLIN e t  a l »  1957? WELLS e t  a l »  1958)»

3 »6»5» Algemene b e s l u i t e n  v a n  de  p r o e v e n  met b e w a a r s t o f f en»

Aan de hand v an  de r e s u l t a t e n  v a n  de p r o e v e n  met b e w a a r s t o f f en  kun
n e n  v o lg e n d e  b e s l u i t e n  worden  g e t r o k k e n »

I» C i t r o e n z u u r  i n  hoge c o n c e n t r a t i e s  i n  k a b e l j a u w f i l e t s  t o e g e v o e g d ,  
rem t  de TMA-vorming d o c h  h e t  kan  n i e t  w orden  aangewend a a n g e 
z i e n  de v i s e i w i t t e n  degenereren met e e n  s a p u i t t r e d i n g  a i s  g e v o l g .

2» Het g e b r u i k  v a n  0 ÿ3 % k a l i u m s o r b a a t  r e m t  de TMA-vorming v o l l e 
d i g  w a n n ee r  d e  b e g in w a a r d e  v o o r  TMA «* 0 ,  m»a°w» b i j  f i l e t s  van  
e e r s t e  k w a l i t e i t  „ B i j  g e b r u i k  v a n  k a l i u m s o r b a a t  m o e ten  de  k a 

b e l j a u w f i l e t s  i n  e e n  f i l m  met l a g e  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  worden 
v e r p a k t »  D i t  i s  i n  t e g e n s t e l l i n g  met h e t  v e r p a k k e n  v a n  k a b e l j a u w 
f i l e t s  d i e  geen  k a l i u m s o r b a a t  b e v a t t e n  w a a r  f i l m s  met hoge l u c h t -  
p e r m e a b i l i t e i t e n  n o o d z a k e l i j k  z i j n »
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3 » B i j  h e t  v e r p a k k e n  v an  o n b e h a n d e ld e  k a b e l j a u w f i l e t s  i n  e e n  p o l y 
e t h y l e e n f  i l m  van  20/U d i k  met e e n  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  van
3 .6 0 0  ml/m^/24- u / 1  a tm .  w o rd t  een  TVB-waarde v a n  c a  24- mg N % 

bekomen n a  3 da g en  b e w are n  b i j  0°C ( t a b e l  3 6 ) .  Deze z e l f d e  w aarde  
w o rd t  b i j  de  met 0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  b e h a n d e l d e  f i l e t s ,  v e r p a k t  i n
een  p o l y e t h y l e e n f i l m  van  5 0 /U d i k  en  met  e en  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r -

2 'h e i d  v an  1 .5 0 0  ml/m /24- u / 1  a tm .  bekomen n a  12 d a g e n  b e w a r e n  b i j  
0°C ( t a b e l  4-5) B . a . w .  de h o u d b a a r h e i d s p e r i o d e  i s  v i e r m a a l  g r o t e r .
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SAMENVATTING EN BESLUITEN

De s t u d i e  v an  de v o o r v e r p a k k i n g  v a n  v i s  i s  u i t g e v o e r d  met b e h u lp  
v an  e en  r e e k s  b a k t e r i o l o g i s c h e ,  c h e m is c h e  en t e c h n o l o g i s c h e  v e r 
w e z e n l i j k i n g e n  w a a r b i j  normen v o o r  de  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  van  de 
f i l m  z i j n  v a s t g e l e g d  » Tevens  z i j n  d eze  o b j e k t i e v e  k w a l i t e i t s b e p a -  
l i n g s m e t o d e n  u i t z o n d e r l i j k  n u t t i g  g e b l e k e n  v o o r  de  s t u d i e  v a n  de 
i n v l o e d  v a n  sommige b e h a n d e l i n g s p r o c e s s e n  en  b e w a r i n g s k o n d i t i e s .

B i j  de  s t u d i e  v a n  de o b j e k t i e v e  b a k t e r i o l o g i s c h e  k w a l i t e i t s b e p a -  
l i n g s m e t o d e n  i s  g e b l e k e n  d a t  de m e e s te  o n d e r z o e k e r s  m e tod en  a a n 
wenden d i e  op b e p e r k t  o n d e rz o e k  z i j n  g e s t e u n d ,  m .a .w .  de  f a k t o r e n  
d i e  d e t e r m i n e r e n d  z i j n  v o o r  d e  b a k t e r i o l o g i s c h e  b e p a l i n g e n  (bodem, 
z u u r t e g r a a d ,  i n k u b a t i e t e m p e r a t u u r  en - t i j d  en m o n s t e r n e m in g )  z i j n  
o n v o ld o e n d e  u i t g e t e s t  en a a n g e p a s t  aan  d e  b a k t e r i o l o g i s c h e  o n d e r -
z o e k i n g s p r o b l e m e n  van  v i s »  De p r o e f n e m in g e n  w i j z e n  u i t  d a t  v o o r

2de b e p a l i n g  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  cm h u i d  de mon
s t e r n e m i n g  g e s c h i e d t  b i j  m id d e l  v an  e e n  a lu m in iu m  s c h a b l o o n ,  w a a r -

2mede 18 cm van  de  h u i d  o v e r  g a n s  de l e n g t e  van  de  v i s  op s t e 
r i e l e  w i j z e  w o rd t  weggenomen» De p l a a t s  van  m o n s te rn e m in g  mag 
w i l l e k e u r i g  worden gekozen» Het s t u k j e  h u i d  w o rd t  g e d u re n d e  20 
min» i n  180 ml s t e r i e l e  R i n g e r o p l o s s i n g  géschud»  U i t  de bekomen 
s u s p e n s i e  w o rd t  een  v e r d u n n i n g s r e e k s  a a n g e le g d »

Voor de b e p a l i n g  van  h e t  t o t a a l  a a n t a l  b a k t e r i ë n  p e r  gram v i s 
v l e e s  w o r d t  v o o r e e r s t  e en  g e d e e l t e  van  de  h u i d  met b e h u l p  van  
een  s k a l p e l  v a n  h e t  a a n k l e v e n d  s l i j m  o n td aa n »  H i e r d o o r  w o r d t  h e t  
g r o o t s t e  g e d e e l t e  van  de b a k t e r i ë n  v e r w i j d e r d »  D a a rn a  w o r d t  h e t  
o p p e r v l a k  v o l l e d i g  s t e r i e l  g ew reven  met k a t o e n w o l ,  d o o r d r e n g d  
met e t h a n o l »  De h u i d  w o rd t  d an  a s e p t i s c h  v e r w i j d e r d  en  v a n  h e t  
b l o o t g e l e g d e  v l e e s  w o rd t  e en  h o e v e e l h e i d  i n  e e n  v o o r a f  g e t a r e e r -  
de p e t r i s c h a a l  afgewogen » V e r v o lg e n s  w o rd t  met h e t  v i s v l e e s  e en  
10 % s u s p e n s i e  gem aak t  d o o r  met R i n g e r o p l o s s i n g ,  g e d u r e n d e  + 2 
m i n u t e n ,  s t e r i e l  t e  h o m o g en ise ren »

De p l a a t s  v a n  m o n s te rn e m in g  mag g e s c h i e d e n  a a n  de d o n k e r e  o f  
b l e k e  k a n t  o n d e r  o f  b o v e n  de z i j l i j n  v a n  de v i s »  Z o a l s  b i j  de 
m o n s te rn e m in g  v a n  de  h u i d  i s  h e t  v e r k i e s l i j k  d i t  u i t  t e  v o e r e n  
o v e r  gans  de l e n g t e  van  de v i s  om de n a u w k e u r i g h e i d  t e  v e r h o g e n .
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De t e l l i n g  g e s c h i e d t  v o l g e n s  de  k l a s s i e k e  g i e t p l a a t m e t o d e » A ls  
bodem w o rd t  T . G . E . A . ,  met gewoon w a t e r  b e r e i d ,  aangew end .  De 
z u u r t e g r a a d  h e e f t  a i s  w aard e  c a  6 ,5 »  De i n k u b a t i e t i j d  i s  5 x  24u 
b i j  20 à 25° C.

Het t o t a a l  a a n t a l ' b e d e r v e r s " w o rd t  b e p a a l d  d o o r  een k o m b i n a t i e  
v a n  de  met ode van  WOOD en BAIRD (194-3) en  de p i k r a a t m e t o d e  van 
DYER ( 1 9 4 5 ) .

De b e p a l i n g  v an  de t o t a l e  h o e v e e l h e i d  v l u c h t i g e  b a s i s c h e  s t i k 
s t o f  en  v a n  h e t  t r i m e t h y ia m in e  b l i j k e n  u i t e r s t  b e t r o u w b a r e  kwa- 
l i t e i t s t e s t e n  t e  z i j n .  A lhoewel  d e z e  b e i d e  m etoden  d o o r  t a i  v a n  
o n d e r z o e k e r s  r e e d s  met s u c c e s  worden  t o e g e p a s t  b i j  de  s t u d i e  van  
v e r s e  v i s  z i j n  ze n ogm aa ls  u i t g e t e s t  op hun t o e p a s s i n g m o g e l i j k 
h e i d  v o o r  de s t u d i e  v an  v o o r v e r p a k t e  v i s .  B i j  h e t  o p s t e l l e n  v a n  
de i j k k u r v e  v o o r  de TMA-bepal ing  b l i j k t  d a t  h e t  i n t e r c e p t  n i e t  
w e z e n l i j k  v e r s c h i l l e n d  i s  v an  n u i  m .a .w .  h e t  i n t e r c e p t  i s  a a n -  
v a a n b a a r  b i n n e n  h e t  k a d e r  v an  de p r o e f f o u t e n .  De a f w i j k i n g e n  v an  
de  e x p e r i m e n t e l e  p u n t e n  t e n  o p z i c h t e  van  de b e r e k e n d e  r e c h t e  v a l 
l e n  e v e n e e n s  b i n n e n  de  g r e n z e n  v an  de p r o e f f o u t e n .  B i j g e v o l g e  
mag b i j  de TMA-bepal ing  b e r o e p  worden  g e d a a n  op de  b e r e k e n d e  o f  
op de  e x p e r i m e n t e l e  i j k k u r v e .  T evens  w o rd t  met b e h u l p  v a n  e e n  
" r e c o v e r y  t e s t "  a a n g e to o n d  d a t  i n  de v e r p a k t e  v i s  g een  s t o r e n d e  
i n v l o e d e n  b i j  de  TMA-bepaling voorkom en.

De b e d e r f k u r v e  i n  f u n k t i e  van  de z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  t o o n t  
d u i d e l i j k  a an  d a t  h e t  b e d e r f  b i j  0°C n i e t  r e c h t l i j n i g  i n  f u n k t i e  
v an  de  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  van  de  f i l m  v e r l o o p t .  E r  i s  een
maximaal  b e d e r f  w a a r  t e  nemen, b i j  e en  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v a n  

21 .8 0 0  ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  Deze hoge g r a a d  van  b e d e r f  kan  worden  
t o e g e s c h r e v e n  aan  h e t  f e i t  d a t  e r  b i j  e e n  d o o r l a a t b a a r h e i d  van
1 .8 0 0  ml z u u r s t o f  i n  h e t  p a k j e  een  i d e a l e  z u u r s t o f s p a n n i n g  t o t  
s t a n d  komt d i e  t o e l a a t  d a t  een  f a k - u l t a t i e f  a n a ë ro b e  r e s p i r a t i e  
p l a a t s  h e e f t  w a a r d o o r  e en  maximale  h o e v e e l h e i d  TMA w o rd t  gevormd. 
H et  v e r l o o p  van  de b e d e r f k u r v e  b i j  h o g e r e  b e w a a r t e m p e r a t u r e n
(3 °  en 6°C) i s  v a n  d e z e l f d e  a a r d  a i s  d e z e  van  de  b e d e r f k u r v e n  
b i j  0 °C .  Met b e h u l p  van  de k u r v e  k a n  d a a r e n b o v e n  worden  a f g e l e i d  
d a t  e e n  f i l m  met 3 .6 0 0  ml z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d  de b e s t e  r e 
s u l t a t e n  g e e f t  v o o r  h e t  v o o r v e r p a k k e n  v a n  k a b e l j a u w f i L _ e t s .
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V e r p a k k i n g s p r o e v e n  v a n  k a b e l j a u w f i l e t s  v e r p a k t  i n  a n d e r e  f i l m s  
l e v e r e n  d e z e l f d e  r e s u l t a t e n  op a i s  kan  w orden  v e rw a c h t  a a n  de hand  
van  de b e d e r f k u r v e  o p g e s t e l d  met p o l y e t h y l e e n f i l m s » Voor o n g e f i l e e r d e  
v e r s e  v i s  e c h t e r ,  w a a r  h e t  v i s v l e e s  p r a k t i s c h  n i e t  o f  m in d e r  b e 
smet  i s  dan  f i l e t s  z a l  een  f i l m  met e e n  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  van  

2
2 .7 0 0  ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  b e t e r e  r e s u l t a t e n  a fw erpen»  Het komt e r  
b i j g e v o l g  op a an  b i j  h e t  v e r p a k k e n  v an  f i l e t s  zo w e i n i g  m o g e l i j k  
a n a ë r o b e  k o n d i t i e s  t e  s c h e p p e n  t e n e i n d e  d e  TMA-vorming t e  b e l e t t e n ,  
t e r w i j l  b i j  g e h e l e  v i s  h e t  e r  op a an  komt de  b a k t e r i ë n g r o e i  op de 
h u id  n o rm aa l  t e  l a t e n  evolueren ;  h e t  b e d e r f  op de h u i d  w o rd t  immers 
b i j  k o n s u m p t ie  u i t e r a a r d  n i e t  zo s t e r k  waargenom en.  De b a k t e r i ë n 
g r o e i  op de  h u i d  mag evenw el  n i e t  t e  v e e l  w orden  b e v o r d e r d ,  do ch  
moet a n d e r z i j d s  ook n i e t  worden  t e g e n g e w e r k t  d o o r  h e t  g e b r u i k  van  
e x t re m e  hoge o f  l a g e  z u u r s t o f d o o r l a a t b a a r h e i d s w a a r d e n »

A a n g e z ie n  d o o r  k r im p e n  van  e e n  am orfe  f i l m  de  z u u r s t o f p e r m e a b i l i 
t e i t  a fn e e m t  i s  h e t  n o o d z a k e l i j k  b i j  g e b r u i k  v an  d e r g e l i j k e  k r im p -  
f i l m  de  d i k t e  t e  k e n n en  n a  k r im p e n  en  h i e r m e d e  r e k e n i n g  t e  houden 
b i j  de  aankoop  v a n  e en  v e r p a k k i n g s f i i m  d i e  aan  s t r e n g e  normen van  
p e r m e a b i l i t e i t  moet v o l d o e n .  B i j  een  k r i s t a l l i j n ©  k r i m p f i l m  e c h t e r  
w o rd t  de  g a s d o o r l a a t b a a r h e i d  n i e t  zo z e e r  g e w i j z i g d  o n d e r  i n v l o e d  
v an  h e t  k r im p e n .

Door h e t  g e b r u i k  v an  een  v e r p a k k i n g s f i l m  w o rd t  de vo rm in g  v an  de 
d o o r  f o r m o l  g eb o nd en  v l u c h t i g e  s t i k s t o f b e s t a n d d e l e n  (ammoniak en 
p r i m a i r e  am inen)  g e rem d .  D i t  i s  t e  w i j t e n  a an  h e t  f e i t  d a t  de d e -  
s a m i n e r i n g  van  de a m i n o z u r e n ,  d i e  een  o x y d a t i e f  p r o c e s  i s ,  l a n g 
zamer v e r l o o p t  a a n g e z i e n  de v i s  g r o t e n d e e l s  d o o r  de f i l m  w o rd t  
be sche rm d  t e g e n  h e t  k o n t a k t  met de l u c h t z u u r s t o f . Het TMA-gehalte  
i n t e g e n d e e l  s t i j g t  v e e l  s n e l l e r  i n  de v e r p a k t e  d an  i n  de o n v e r 
p a k t e  v i s »  D i t  w o r d t  t o e g e s c h r e v e n  aan  de a a n w e z i g h e id  van  t r i m e -  
t h y l a m i n e o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n  d i e  TMAO a f b r e k e n  v o o r  e en  f a -  
k u l t a t i e f  a n a ë r o b e  r e s p i r a t i e .

De v o rm in g  van  TMA w o rd t  geremd d o o r  t o e v o e g e n  van  c i t r o e n z u u r  of  
k a l i u m s o r b a a t  a an  de v i s .  C i t r o e n z u u r  v e r t r a a g t  de v o rm in g  v a n  h e t  
TMA en  v an  de d o o r  fo r m o l  g e b o n d en  s t i k s t o f b e s t a n d d e l e n .  D i t  i s  
t e  w i j t e n  a a n  e e n  remming v a n  de g r o e i  v an  de b a k t e r i ë n ,  v e r o o r 
z a a k t  d o o r  e e n  v e r l a a g d e  pH. H i e r  d i e n t  e c h t e r  opgem erk t  d a t  b i j  
g e b r u i k  v a n  0 , 1  % en  0,-3 % c i t r o e n z u u r  h e t  p r o c e n t  " b e d e r v e r s "  g e -
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l i j k  b l i j f t  t e r w i j l  b i j  g e b r u i k  v a n  1 % c i t r o e n z u u r  h e t  p r o c e n t  
' 'b e d e rv e r s "  d a a l t  .

Toch k a n  c i t r o e n z u u r  n i e t  worden  aangewend a a n g e z i e n  d o o r  v e r l a 
g i n g  v a n  de pH een  d e n a t u r a t i e  v an  de v i s e i w i t t e n  o p t r e e d t .  D i t  
g a a t  g e p a a r d  met een  v o l l e d i g  w i t  worden  v a n  h e t  v i s v l e e s  en  e e n  
o v e r t o l l i g e  v o c h t u i t t r e d i n g .  Deze v e r s c h i j n s e l e n  b i e d e n  e e n  u i t e r s t  
o n a a n t r e k k e l i j k  b e e l d  aan  h e t  v o o r v e r p a k t e  p r o d u k t .

B i j  g e b r u i k  v an  0 , 1  % en  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  w o rd t  h e t  b e d e r f  p r a k 
t i s c h  v o l l e d i g  s t i l g e l e g d .  D i t  i s  v o o r n a m e l i j k  t o e  t e  s c h r i j v e n  
aan  e e n  i n h i b i t i e  van  de t r i m e t h y l a m i n e o x y d e r e d u c e r e n d e  b a k t e r i ë n .  
De c o n c e n t r a t i e  aan  s o r b a a t  s p e e l t  e e n  r o l  a a n g e z i e n  0 , 3  % b e t e r e  
r e s u l t a t e n  b l i j k t  a f  t e  w e rp en  d a n  0 , 1  %. D aare n b o v en  v e r l o o p t  de 
a a n g r o e i  v an  de d o o r  f o r m o l  g e bonden  N - f r a k t i e  l a n g z a m e r  d a n  b i j  
v i s  d i e  n i e t  met k a l i u m s o r b a a t  i s  b e h a n d e ld »  De k o n c e n t r a t i e  aan  
s o r b a a t  s p e e l t  h i e r  e c h t e r  een  k l e i n e  r o l »

Wanneer de  v i s  n i e t  meer v an  e e r s t e  k w a l i t e i t  i s  m .a .w .  w anneer  
r e e d s  TMA aan w e z ig  i s  v e r l o o p t  de vo rm in g  v a n  TMA en d e  d o o r  f o r 
mol gebonden  s t i k s t o f b e s t a n d d e l e n  o p m e r k e l i j k  l a n g z a m e r  d o o r  g e 
b r u i k  v a n  0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t ;  d o c h  de v o rm in g  v a n  TMA i s  n i e t  
v o l l e d i g  geremd z o a l s  d i t  b i j  v e r s e  v i s  h e t  g e v a l  i s .

De z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  van  de y f i l m  i s  e v e n e e n s  d e t e r m i n e 
r e n d  b i j  de  v e r p a k k i n g  van  met 0 , 3  % k a l i u m s o r b a a t  b e h a n d e l d e  v i s .  
Doch e e n  gans  a n d e r e  b e d e r f k u r v e  w o rd t  v e r k r e g e n .  De f i l m  met de 
l a a g s t e  p e r m e a b i l i t e i t  w e r p t  de b e s t e  r e s u l t a t e n  a f  a a n g e z i e n  h e t  
b e d e r f  g e d u re n d e  de e e r s t e  12 d a g e n  u i t s l u i t e n d  w o rd t  v e r o o r z a a k t  
d o o r  de  a a n g r o e i  v a n  de d o o r  f o r m o l  g eb on d en  v l u c h t i g e  s t i k s t o f 
b e s t a n d d e l e n »  De v o rm in g  v a n  d e z e  f r a k t i e  g e s c h i e d t  v l u g g e r  n a a r 
g e l a n g  meer z u u r s t o f  aan w ez ig  i s  v e r m i t s  de  d e s a m i n e r i n g  van  de 
a m in o z u re n  d i e  d o o r  p r o t e o l y s e  z i j n  gevorm d,  een  o x y d a t i e v e  r e a k -  
t i e  i s .

Sam engeva t  kan  e r  b i j  de  v o o r v e r p a k k i n g  van  k a b e l j a u w f i l e t s  wor
d en  g e o p t e e r d  v o o r  een  f i l m  met een  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t  v an  

2
3 .6 0 0  ml/m / 2 4  u / 1  a t m . , w a n n ee r  g e en  b e w a a r s t o f f en  z i j n  t o e g e 
v o e g d .  Voor s c h o l  i s  e en  f i l m  met 2 .7 0 0  ml h e t  b e s t  g e s c h i k t  d o c h  
p r a k t i s c h  g e z i e n  kan  ook de f i l m  met 3°600 ml d o o r l a a t b a a r h e i d  
w orden  aangewend g e z i e n  g e d u re n d e  h e t  b e w a r e n  g e r i n g e  v e r s c h i l l e n
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i n  k w a l i t e i t  v an  de  v i s  w orden  bekomen.  Wanneer e c h t e r  k a l i u m s o r 
b a a t  b i j  de v i s  w o r d t  gevoegd  moet  worden  g e s t r e e f d  n a a r  e e n  f i l m
met l a g e  z u u r s t o f p e r m e a b i l i t e i t »  De f i l m  met een  d o o r l a a t b a a r h e i d  

2van  I . 5OO ml/m / 2 4  u / 1  a tm .  b l i j k t  z e e r  g o e d e  r e s u l t a t e n  a f  t e  
w erpen  a a n g e z i e n  s l e c h t s  na  12 dag en  b e w a re n  b i j  0°G een  TVB-waar- 
de (2 4  mg N %) w o r d t  bekomen d i e  b i j  o n b e h a n d e ld e  v i s ,  v e r p a k t  i n  
de f i l m  met 3«600 ml d o o r l a a t b a a r h e i d  r e e d s  na  3 da g en  w o r d t  b e 
r e i k t  »
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SUMMARY

In the distribution and processing sector of fish and fishery 
products the packing and presentation of the products as yet, 
still present particular difficulties, especially as the buying 
habits and the demands of the customer continually change; the 
consumer insists upon better quality and presentation as well as 
upon an ample assortment 'and he looks out for quick purchasing 
possibilities preferably of "dressed" products.
One thingand another is cause and effect of the creation of "self- 
service* shops and of the sale of pre-packed products. For a di
versity of foodstuffs there a fairly complete pre-packing system 
already exists. Fresh fish and fishery products however remain 
somewhat behind on this evolution, although in many countries 
also in Belgium - more and more efforts are being made in order to 
introduce the pre-packing of these products.
The pre-packing of fish however evokes a number of problems due 
to the diversity of the packing material, the variety of the raw 
material and the sensitiviness to the storage conditions. These 
three factors evidently exert an interaction upon each other, where
by the knowledge of the interaction between the packing material and 
the raw material i n  r e l a t i o n  to the storage i s  of c r u c i a l  importance.
An extensive market study has shown that for the pre-packing of 
foodstuffs many films are used. The most current packing films for 
fish are the cellophane and the Polyvinylchloride (PVC) films. The 
PVC is used both as a shrink film and as a stretch film. All these 
films possess a low water vapour permeability, which due to the 
high moisture content of fish will not play an important part du
ring the spoilage of the fish. The oxygen permeability however 
differs widely and constitutes at the same time a predominating 
factor during the shelf-life of pre-packed fish.
The aim of this study therefore is to elaborate the deterioration 
curve of the fish in relation to the oxygen permeability of the 
films and in relation to the storage temperature. The applicabili
ty of the deterioration curve is subsequently tested upon some 
packing films which differ from those which are used to draw up 
the deterioration curve.
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The film which is found as being "the most ideal" film is further 
used in the research to study the influence of shrinking process, 
the influence of the packing material and the addition of some 
preservatives„
The whole research is carried out in view of compiling standards 
to which a film must conform in order to be proposed as "the most 
ideal" film for the ore-packing of fresh fisho These data are use
ful for the elaboration of an optimum packing pattern as'well as 
for the development of an optimum quality pattern of the raw ma
terial .
In order to judge the quality of the pre-packed fish objective 
quality determination methods must be called upon. During this 
study three bacteriological and two chemical methods were applied 
As chemical analysis methods the determination of the total quan
tity of volatile basic nitrogen (TVH) and the determination of 
the trimethylamine content (TMA) were used. These chemical deter
minations are frequently employed in research concerning the qua
lity of fish and fishery products » These methods are nevertheless 
once again tested on their applicability to the study of the 
pre-packing of fish»
The bacteriological activity has a special significance during the 
spoilage of fish and many research-workers are of the opinion that 
an accurate kwowledge of the bacteria and their activity in the 
fish flesh can serve as a good quality index.
As regards the bacteriological methods little or no uniformity
seems to exist between the different research-workers concerning
the culture medium, the pH, the incubation temperature and the
incubation time, the technique and the place of sampling. Some
research-workers use methods based on limited research. Others
use methods applied to the microbiological research of milk,
meat or water. In consequence it is of the utmost importance to
perfect the bacteriological determination methods. In this thesis

2the determinations of the total number of bacteria per cm of skin, 
of the total number of bacteria per gramme fish flesh and of the 
total number of trimethylamineoxide reducing bacteria are perfec
ted and applied to the study of the pre-packing of fish.
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1 .  EXPERIMENTAL o

1 . 1 .  Th.e " b a c t e r i o l o g i c a l  m e th o d s .

As b a c t e r i o l o g i c a l  m ethods  t h e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  t o t a l  num-
2h e r  o f  a e r o b i c  b a c t e r i a  p e r  cm o f  s k i n  and p e r  gramme f i s h  f l e s h  

a r e  a p p l i e d  as  w e l l  a s  t h e  c o u n t  o f  t h e  t o t a l  number o f  t r i m e t h y l -  
a m in e o x id e  r e d u c i n g  b a c t e r i a  o r  " s p o i l e r s " .

1 . 1 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t o t a l  number o f  a e r o b i c  b a c t e r i a  p e r  
cm2 o f  s k i n  and p e r  gramme f i s h  f l e s h .

D i v e r s e  c u l t u r e  m ed ia  a r e  u s e d  f o r  t h e  b a c t e r i o l o g i c a l  d e t e r m i 
n a t i o n s .  The c h o i c e  o f  t h e  medium how ever  i s  b a s e d  upon l i m i t e d  
r e s e a r c h  o r  on m ed ia  employed f o r  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  s t u d y  o f  
o t h e r  f o o d s t u f f s  s u c h  as  m i l k  o r  m e a t .  D i f f e r e n t  v a l u e s  f o r  pH 
and t e m p e r a t u r e  a r e  a l s o  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w h e re a s  t h e r e  i s  a l s o  
no u n i f o r m  i n c u b a t i o n  t i m e .  C o n c e r n in g  t h e  n e c e s s i t y  t o  u se  s e a 
w a t e r  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  medium d o u b t s  a l s o  a r i s e .  F u r t h e r 
more no r e f e r e n c e s  a r e  t o  be  fo u n d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  a s  r e g a r d s  
a J u s t i f i e d  p l a c e  f o r  s a m p l i n g .

T h e r e f o r e  a s t u d y  i s  f i r s t  o f  a l l  c a r r i e d  o u t  c o m p r i s i n g  t h e  f o l 
lo w in g  e l e m e n t s  ; t h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  most  a p p r o p r i a t e  c u l t u r e  
medium, t h e  u se  o f  s e a - w a t e r  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  medium, t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  optimum pH, t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i n c u b a 
t i o n  t e m n e r a t u r e  and t h e  i n c u b a t i o n  t im e  as w e l l  a s  t h e  { j u s t i f i e d  
s a m p l i n g  t e c h n i q u e .  Based  upon t h e s e  e l e m e n t s  a n a l y s e s  were  c a r r i e d  
o u t  and t h e  r e s u l t s  were  c h e c k e d  on t h e i r  a c c u r a c y .

1 . 1 . 1 . 1 . C o m p a r i so n _ b e tw e e n _ t e n _ c u l t u r e _ m e d i a ^

D u r in g  t h i s  s t u d y  t e n  m edia  were com pared ;  t h e s e  c u l t u r e  m ed ia
a r e  t h e  most f r e q u e n t l y  c i t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e .

The c u l t u r e s  have  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n  :

-  Medium 1 s T r y p to n e  g l u c o s e  e x t r a c t  a g a r  ( T . G . E . A . )  ( D i f c o  
Manual 1953)

B eef  e x t r a c t  3 g ■ t r y p t o n e  5 g ;  d e x t r o s e  1 g ;  a g a r  15 g ;  w a t e r  
1 , 000 ml ; pH 6 .5 »

T h i s  medium i s  m e n t io n e d  i n  t h e  s t a n d a r d  m ethod f o r  t h e  b a c t e 
r i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  f i s h  i n  Canada ( S t a n d a r d  m etho d s  o f
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b a c t e r i o l o g i c a l  a n a l y s i s  f o r  u s e  i n  f i s h  i n s p e c t i o n  l a b o r a t o 
r i e s  : d e p a r t m e n t  o f  f i s h e r i e s  o f  C an ada ,  1 9 6 4 ) .  LERKE, ADAMS 
and FÄRBER ( 1 9 6 3 )  u se  T .G .E .A .  i n  t h e  s t u d y  o f  t h e  b a c t e r i o l o 
g i c a l  s p o i l a g e  i n  cod f i l l e t s  w h e re a s  CAROLL, REESE and WARD
(1 9 6 8 )  a p p l y  t h e  same method f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t o t a l  
number of  b a c t e r i a  i n  s h r i m p s .

-  Medium 2 : B a c to  m a r in e  a g a r  (B .M .A .)  (ZOBELL 194-1; D i f c o  s u p 
p l e m e n t a r y  l i t e r a t u r e  1966)

P e p to n e : 5«0 g Y e a s t  e x t r a c t 1 . 0  g
Agar 2 1 5 o0  g I r o n  c i t r a t e 0 . 1  g
NaCl 2 19»4-5 g MgCl2 8 . 8  g
Na2S04 2 3o24 g CaCl2 2 1 . 8  i
KC1 2 O . 5 5  g NaHC03 % 0 . 1 6  g
h3bo3 : 0 . 0 2 2  g Na2S i 0 3 0 0 . 0 0 4  g
NaF : 0 . 0 0 2 4  g n h . no . © 0 . 0 0 1 6  g
Na2HP0^ : 0 . 0 0 8  g KBr 0 0 . 0 8  g
S r C l 2 : 0.034- g W ater c 1 ,0 0 0  ml
pH 2 7*4-

- Medium 3 2 (SPENCER 1961a)
Beef extract Lab Lemco 10 g; peptone 10 g; agar 15 g; water 
250 ml; sea-water 750 ml; pH 7°6.

- Medium 4  : (COLWELL 1962)
Nutrient broth 8 g; yeast extract 5 g» agar 15 g ; sea-water 1,000 
ml ; pH 6 .1.

- Medium 5 : (TRETSVEN 1963)
Beef extract 3 g; peptone 5 g; agar I5 g; NaCl I5 g; water 1,000 
ml; pH 7»I»

- Medium 6 s (GEORGALA 1957; GEORGALA 1958)
Lab Lemco 5 g; peptone 10 g; agar 15 g; sea-water 1,000 ml; pH 7*4-.

- Medium 7 : (DYER 194-7)
Peptone 2 g; beef extract 2 g; yeast extract 2 g; glucose 1 g;
NaCl 5 g; K^HPO^ 1 g; agar I5 g; water 1,000 ml; pH 7*2.

- Medium 8 : (GUNKEL et al. 1961)
Casein hydrolysate 5 g; K2HP0^ O.O5 g; FePO^ 0.01 g; agar I5 g;
water 250 ml; sea-water 750 ml; pH 7 »4-.
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- Medium 9 : (ELLIOTT 194-8 )
Beef extract 3 g; peptone 5 g; agar 15 g; sea-water 1,000 ml; 
pH 7.0.

- Medium 10 : (APPLEMAN et al. 1964-)
Beef extract Lab Lemco 10 g; peptone 10 g; NaCl 5 g; agar 15 g; 
water 1,000 ml; pH 6 «lo

In most cases natural filtered sea-water is used after storing 
in darkness. This storage is aimed at the breaking down of the 
organic components in order to obtain an identical composition 
of the sea-water of different origins and also to neutralize its 
bacteriostatic properties.
Some authors even make use of artificial sea-water to prepare 
bacteriological culture media for marine bacteria. According to 
MacLEOD, ONOFREY and NORRIS (1954-) artificial sea-water may be 
used instead of natural sea-water.
Artificial sea-water was therfore also used during this study.
This artificial sea-water was composed according to the formula 
proposed by Difco in the compound marine agar medium (B.M.A.)
(Z0 3ELL 194-1; Difco supplementary literature 1966).
A first series of experiments in fivefold is built up with the ten
mentioned cultures; an identical degree of acidity, viz. pH = 7.0 
is established. A second series of experiments was also carried out 
in fivefold with the same series of cultures but with a degree of
acidity as mentioned in the literature. ’When the pH is not stated
in the literature, the pH obtained after sterilization is measured.
The cell suspension is obtained through shaking a piece of skin

2of 18 cm in a flask of 500 ml with 180 ml sterile Ringer solution 
for 30 minutes. The sample of skin is cut out by means of an alu
minium plate of kwown dimensions and by a sterile scalpel. The 
bacterial count is made according to the classical petri disc 
method. The incubation temperature stands at 22° C and the counts 
are made a f t e r -3 , 5 and 6 days.
1 „ 1.1.2. Use of_sea-watem
As some research-workers use sea-water in the preparation of the 
culture media whilst others on the contrary use distilled water, 
an experiment is carried out to determine whether the use of sea
water is essentiel to check the total number of bacteria in fish.
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Four types of artificial sea-water were employed, viz. s
- Sea-water according to the formula of Difco (1966)

NaCl 2 19.4-5 g MgC 12 s 8 .8  g
Na2S04 ; 3.24 g CaCl2 ; 1.8 g
KCl 2 0.55 g NaHCO^ 2 0.16 g
H3B03 2 0.022 g Na2S03 2 0.004 g
NaF 2 0.0024 g NH4N03 2 0.0016 g
Na2HS04 2 0.008 g KBr 2 0.08 g
SrCl 2 O 0O 34- g H20 2 1,000 ml

- Sea-water according to the fórmala of ZOBELL (194-6)
NaCl 2 24.32 g MgCl2 .6H20 2 10.99 g
Na2S04 2 4.06 g CaCl2 .6H20 2 2.25 g
KCl 2 0.69 g NaHC03 2 0.20 g
KBr 2 0.10 g SrCl2 . 6H20 2 0.042 g
H 3B0 3 2 O.O27 g Na2Si0 3 o9H202 O.OO5 g
NaF 2 O.OO3 g NH4N03 2 0.002 g
FeP0^.4H20 2 0.001 g H20 2 1,000 ml

- Sea-water according to the formula of LYMAN and FLEMING (1940) 
NaCl 2 23.4-8 g Na2S04 2 3.92 g
NaHCOj 2 0.19 g KCl 2 0.67 g
KBr 2 0.10 g MgCl2 2 4-.98 g
CaCl2 2 lolO g SrCl2 2 0.02 g
h3bo3 2 0 .0 3 g

- Sea-water tablets British Drug House (BDH) (Personal communi
cation 1968)
NaCl 4.734- g ; CaS04 0.234 g 2 MgS04 .7H20 O .568 g;
MgCl2 „6H20 0.379 g

1.1.1.3» Determination of the optimum pH.
Rather divergent pH values (from 6.1 tot 7.6) are mentioned in 
the literature.
During the experiments concerning the testing of sea-water the pH 
values vary between 6 .2  aid 7 .1 ° If the results obtained from the 
ten prepared cultures do not differ significa^among themselves, 
this means that the optimum pH value lies between the two values.
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1.1.1.4. Determination of the incubation temperature and incubation 
time_o_

Petri discs of 9 cm in diameter are inoculated with 1 ml cell sus
pension. T.G.E.A. is poured upon the discs and these are incuba

ted at 0, 5* 10, 15, 20, 25, 30 and 37°C. This experiment is re
peated five times. The bacterial counts are made after 1, 2, 3,
4, 5, 7, 9, 12. 16, 19 and 25 days incubation.
1 .1.1 .5 ° Study; of_the_sam£ling methods.
The study of the sampling method comprises two aspects, viz. the 
sampling of the skin and the sampling of the fish flesh.
For both techniques the method and place of the sampling are exa
mined o
As regards the sampling of the skin, the influence of the shaking 
time and of the use of 0.1 % Twesi 80 are determined.
1.1;1.6. Conclusions.
1 .1 .1.6 .1 . As_regards_the_determination_on_the_skini
The sampling is carried out by means of an aluminium plate allowing 
the asceptic removal of a known surface of skin over the whole 
length of the fish. The place of sampling may be chosen arbitrarily. 
The piece of' skin is shaken for 20 minutes in a known quantity of 
sterile Ringer solution. From the suspension obtained a dilution 
series is built up.
The bacterial counts are made according to the classical petri 
disc method. As culture medium T.G.E.A., prepared with distilled 
water is used. The acidity equals about 6 .5. The incubation time 
is five days at 20 to 25°C.
1.1.1.6.2. As regards the determination_in_the_fish_flesh1
Before sampling the adherent slime is first of all removed from 
part of the skin by means ofascaLpel; in this manner most of the 
bacteria are taken away. The surface is next completely rubbed 
sterile with cotton-wool impregnated with ethanol. The skin is then 
asceptically removed and of the fish flesh thus exposed a quantity 
is weighed in a preweighed sterile petri disc. Thereupon a 10 % 
suspension is prepared with the fish flesh by homogenizing with a 
sterile Ringer solution for about 2 minutes.
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The sampling may be carried out on the dark as on the pale side, 
above or underneath the lateral line of the fish. As for the 
sampling of the skin it is recommended to take the sample over the 
whole length of the fish so as to promote the accuracy. The dilu
tion series, the culture medium, the incubation time and incuba
tion temperature are identical as for the determination of the 
number of bacteria on the skin.
1.1.2. The determination of the total number of trimethylamineoxi- 

de reducing bacteria or "spoilers".

1 . 1 . 2 „1 .  Tes t s o n _ t h e _ c u l t u r e _ m e d ia ^

The culture medium as proposed by WOOD and BAIRD (1943) is used. 
This medium is compared with tryptone glucose extract broth con
taining 0.5 % trimethylamineoxide hydrochloride. The composition 
of the culture media is as follows ;
1. Medium of WOOD and BAIRD (1943) s 5 g ( C H ^ N O . H C l , 2.5 g glu

cose, 5 g peptone, 5 g NaCl, 1 g MgSO^ , 1 g K^HPO^ , 1,000 ml 
H20 and pH = 7 ° 2 .

2. Tryptone glucose extract broth ; 5 g (CH^^NO.HCl, 3 g beef 
extract, 5 g tryptone, 1 g dextrose, 1,000 ml H20 and pH = 7°2„

From the bacteria isolated from cod fillets containing the "tria- 
mineoxydease" enzyme, a cell suspension is prepared in nutrient 
broth and incubated during 24 hours at 22° C.
From each medium 8 test are subsequently prepared with 9 ml of the 
culture. Each tube is inoculated with 1 ml of cell suspension. 
After 72, 96, 120 and 144 hours, the quantity of mg N % in two 
test tubes is each time determined according to the method of 
DYER(1945)•
The results show that the medium as proposed by WOOD and BAIRD 
(1943) gives by far the best results. This medium will thus be 
used for the determination of the total number of "spoilers" as 
only the trimethylamineoxide reducing bacteria inoculated in this 
culture will form TMA.
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1.1.2.2. Experimental_
The d e t e r m i n a t i o n  o f  TMA a c c o r d i n g  t o  WOOD and BAIRD (1 9 4 3 )  d e 
p e n d s  on t h e  r e a d y  v o l a t i l i t y  o f  TMA a t  45°G i n  a l k a l i n e  medium.
The following procedure was instituted. To an inoculated culture 
medium 1.5 ml formaldehyde (40 %) is added. This is shaken to bind 
any ammonia that may be present (BENOIT and NORRIS 1942). Let stand 
3 minutes and add 3 ml of saturated K^CO^ solution to distill the
TMA from the solution. The tube is immediately closed with a one 
hole rubber stopper which has been fitted with a short glass tube 
(5 mm wide and 4 cm long), slightly constricted at the lower end 
and containing a small piece of absorbent cotton which has been 
impregnated with bromthymol blue (CLARK 1928) adjusted to pH 4.0 
with 0.1 N sulphuric acid. The tubes are then incubated in a wa- 
ter-bath at 45° C for 30 minutes. If TMA is present in the cultu
re it distills from the broth and condenses in the cotton causing 
a shift of the indicator colour to the alkaline side.
This method seems to be rather cumbrous and not very accurate as 
the change of colour is sometimes observed with difficulty.
This study combines the method of WOOD and BAIRD (1943) with the 
method based upon the TMA determination according to DIER (1945)
The method is adapted as follows. One ml of culture medium inocu
lated with the bacteria to be examined is poured into a 50 ml 
measuring cylinder. Next t 5 »>1 formaldehyde (40 %) is added to 
bind the ammonia. Further +_ 20 ml of toluol is added. To this 
about 5 ml of saturated ^ C O ^  solution is poured and the clored 
measuring cylinder is vigorously shaken for 30 seconds. Twenty mi
nutes later 10 ml of toluene layer is pipetted off and dried with 
Na2S04 . About 3 ml dried toluene is added to 3 ml 0.02 picric acid 
solution. If an intense yellow colour appears this indicates for
mation of TMA.
1.2. Chemical methods.

During this research-work the determination of the total quantity 
of volatile basic nitrogen (TVN) and the determination of the tri
methylamine content (TMA) are applied’.
1.2.1. Determination of TVN.

The determination of TVN is carried out according to the method
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of“ LUECKE and GEIDEL (1935)° This method is based upon a normal 
distillation. Nevertheless it is possible to carry through a va
cuum or steam distillation. The steam distillation was preferred 
for these experiments as this method is less time-consuming. The 
TVN is captured in boric acid and directly titrated with sulphu
ric acid as in the CONWAY method (1962).
1.2.2. Determination of TMA.

This research calls upon the picrate method according to DYER 
(194-5)° This method has the advantage that the determination of 
TMA can be carried out on the distillate obtained from the de
termination of TVN. As a disadvantage however can be mentioned 
that water and organic impurities (fat, detergents) interfere 
with the colour reaction. These problems are easily dealt with 
provided that a strict control is kept on glass and reagents.
1.2.2.1. Déterminât ion of the maximum wavelength.
The extinction curve demonstrates the the X max in the visible 
light equals 410 nm.
1 „2.2.2. Elaboration of_the_standard curve.
The calculated curve shows an intercept. The analysis of variance 
proves that the difference between the experimental value for the 
intercept and the theoretical value zero, due to errors inherent 
to the experiment, is acceptable.
At the same time it appears that the variance of the experimental 
points in respect of the calculated curve falls within the limits 
of the experimental errors. This means that when TMA is determi
ned according to the method of DYER (1945) and when the measure
ments are carried out by 410 nm, both the experimental and the 
calculated curves may be used.
1.2.3° "Recovery-test" for the determination of TMA.

The aim of this test is to examine if the standard curve can be 
applied under practical conditions, in other words to test if no 
influence due to the fish eventually interfere with the dosage 
of TMA.
To this end a standard curve is drawn up starting from 10 gram
mes of fresh fish, taken from a homogeneous ground fish sample
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to which 0.5 ®1) 1°5 ml, 2.5 ml, 5 ml and 7»5 nil of a stock 
solution containing 1 mg of TMA-N per ml is added. This stock 
solution is prepared by diluting 1.3642 g TMA HCl 50 % with water 
to 100 ml. The TMA content is determined on the 5 suspensions and 
the colour is measured against the colour formed by 10 grammes of 
fresh fish. Preferably the fish should by really of prime quality 
so that no TMA has as yet been formed. The experimental errors can 
thus be kept as small as possible.
No difference is observed between the results of the recovery- 
test and those of the standard curve built up with pure solutions 
since in a rectangular coordinate system in which the extinctions 
of the one curve are plotted on the ordinate and the extinction 
values of the other curve on the abscissa a straight line is ob
tained with an intercept practically equalling zero and a b-value 
approximating very closely the value of 1.000.
2. TECHNOLOGICAL EXPERIMENTS.

The technological experiments comprise the elaboration of a de
terioration curve of the fish in relation to the oxygen permea
bility of the film. At the same time the influence of the conser
vation temperature on the deterioration curve is checked. The appli
cability of the deterioration curve is subsequently tested on some 
packing films which differ from those used for the elaboration of 
the curve. Once the "ideal" film is found the influence of shrin
king as well as the influence of the packing film on the raw 
material are checked As last item in the research, the addition 
of some preservatives '"itrio acid, potassium sórbate) is studied.
2.1. Deterioration curve in relation to the oxygen permeability of 

the films.

2.1.1. Experimental.

2 .1.1 .1 . Raw material^
Cod fillets of about 500 g apiece are bought. The choice of the 
species is based upon the usual commercial practice.
2.1 .1 .2. Packing material^
As carrier a white pigmented shock-resistant polystyrene tray is 
used (shock-resistant polystyrene contains a specified amount of 
butadiene giving greater strength to the polystyrene).
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The research involves polyethylene films with different thicknes
ses« When the thickness of a film increases, the oxygen permeabi
lity decreases, Films of respectively 20^u, 30yU, 40^u, 5Cyu and 
100j ix are used with oxygen permeabilities of respectively 5,600 
2,100, 1,800, 1,500 and 500 ml oxygen m^/24 h/l atm. These films 
possess a low water permeability and present at the same time no 
differences as regards the raw material,
2 ,1 ,1,3 « Procedure ,
The portion is put in the polystyrene tray. Fish and tray are then 
packed in a polyethylenebag (26 cm long and 18 cm wide) whereupon 
the bag is closed by s ealing with an impuls sealing apparatus.
The fish is then transported (about 1 hour) in e xpanded polystyrene 
boxes (10 kg content), lee is spread :ut on the bottom of the bo
xes and covered with a polyethylene sheet ; a similar sheet covered 
with ice is laid on top of the fish packets,
2 ,1 ,1 ,4. Laboratory analyses.
After a conservation period of 1 , 3 and 6 days at 0° G the fillets 
of 10 packets are checked on their TVN and TMA contents. The ana
lyses are always carried out in duplo,
2,1,2, Discussion,

On the basis of the results obtained, the following conclusions 
may be drawn s
a) the spoilage does not proceed reEtilinearly in relation to the 

oxygen permeability of the film, A maximum spoilage is obser
ved at a permeability of 1,800 ml oxygen m^/24 h/l atm. The best

results however are obtained with a permeability of 3,600 ml oxy-
2gen m /24 h/l atm,

b) during the first three days no appreaciable changes occur in the 
quality of the fish packed in the different films. This may be 
ascribed to the fact that the bacteria utilize the oxygen of

the air initially present in the packet. Once this oxygen is con
sumed, the oxygen permeability will play a role during the conser
vation. After 6 days conservation at 0° C distinct differences 
appear in the spoilage. The low TVN and TMA values for the film 
with a thickness of 20^u and an oxygen permeability of 3,600 ml
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2oxygen m / 2 4  h / l  atm» a r e  due  t o  t h e  e x c e l l e n t  a e r a t i o n  o f  t h e  
f i l m  so  t h a t  an a e r o b i c  c o n v e r s i o n  t a k e s  p l a c e  fo r m in g  l e s s  TMA.
The h i g h e r  TVN and TMA v a l u e s  a t  a  lo w e r  a e r a t i o n  a r e  t o  be a s c r i 
bed  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  b r e a k - d o w n  of  t h e  t r i m e t h y l a m i n e o x i d e  
p r e f e r a b l y  p r o c e e d s  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  (WATSON 1 9 3 9 a ) ,  i n  
o t h e r  words  t h e  b r e a k - d o w n  i s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  c o n d i 
t i o n s  a r e  t h u s  c r è a t e d  c a u s i n g  t h e  b a c t e r i a  t o  r e d u c e  t h e  TMAO i n  
a f a c u l t a t i v e  a e r o b i c  manner  (SOUDAN 1965)« The maximum s p o i l a g e
may be  due t o  t h e  f a c t  t h a t  w i t h  a p e r m e a b i l i t y  o f  1 ,8 0 0  m'l oxygen 

2
m / 2 4  h / l  a tm .  an i d e a l  oxygen t e n s i o n  i s  e f f e c t e d  i n  t h e  p a c k e t  
p e r m i t t i n g  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  a  f a c u l t a t i v e  a n a e r o b i c  r e s p i r a t i o n  
c a u s i n g  a maximum q u a n t i t y  o f  TMA t o  be fo rm e d .

c )  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw ee n  t h e  TVN and t h e  TMA c o n t e n t s  c a n  be  c a l 
c u l a t e d  f o r  t h e  d i f f e r e n t  f i l m s  a f t e r  a c o n s e r v a t i o n  p e r i o d  o f  
6 d a y s  a t  0°  C. T h i s  d i f f e r e n c e  r e p r e s e n t s  t h e  f o r m a l i n  bound 

N - f r a c t i o n  (ammonia  and p r i m a r y  a m in e s )  (BEATTY 1 9 3 8 a ) .

The r e s u l t s  p r o v e  t h a t  d a r i n g  a  c o n s e r v a t i o n  p e r i o d  o f  6 d a y s  a t  
0°  C t h e  i n c r e a s e  o f  t h e  f o r m a l i n  bound N - f r a c t i o n  i s  n o t  i n f l u e n 
ced  by  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  f i l m ,  i n  o t h e r  w o r d s ,  t h e  
d i f f e r e n c e s  i n  t h e  TVN v a l u e s  a r e  t o  be  a t t r i b u t e d  t o  t h e  v a r y i n g  
q u a n t i t i e s  o f  TMA form ed i n  r e l a t i o n  t o  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y .  
T h i s  means t h a t  t h e  TMA f o r m a t i o n  i s  t o  a l a r g e  e x t e n t  i n f l u e n c e d  
b y  t h e  oxygen t e n s i o n  c r e a t e d  i n  t h e  p a c k e t .

2 . 2 .  I n f l u e n c e  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  on t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e .

2 . 2 . 1 .  E x p e r i m e n t a l .

The e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  i d e n t i c a l  a s  f o r  t h e  e l a b o r a t i o n  o f  
t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e  a t  0°  C. Only  t h e  c o n s e r v a t i o n  t e m p e r a t u r e s  
d i f f e r  (3 °  and 6° C) and t h e  e x p e r i m e n t  i s  c a r r i e d  o u t  t w i c e .  The 
a n a l y s e s  t a k e  p l a c e  a f t e r  1 and 2 days  c o n s e r v a t i o n .

2 . 2 . 2 .  D i s c u s s i o n .

The d e t e r i o r a t i o n  c u r v e s  a t  3° and 6° C p r o g r e s s  i n  t h e  same manner 
a s  t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e  a t  0°  C.

The d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  TVN n i t r o g e n  c a n  l i k e w i s e  be  c a l c u l a t e d ,  
v i z .  t h e  f o r m a l i n  bound N - f r a c t i o n  can  be d e t e r m i n e d .
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The r e s u l t s  p r o v e  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  f o r m a l i n  bound  N - f r a c -  
t i o n  i s  p r a c t i c a l l y  n o t  i n f l u e n c e d  b y  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  
t h e  f i l m  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  f i l m  o f  20 ,u ,  whose h i g h e r  oxy
gen  p e r m e a b i l i t y  a l r e a d y  seems t o  e x e r t  a  h a r m f u l  e f f e c t  on t h e
f o r m a t i o n  of  t h e  f o r m a l i n  bound n i t r o g e n  compounds a f t e r  2 d a y s
c o n s e r v a t i o n  a t  6°  C,

T h ese  r e s u l t s  r u n  p a r a l l e l  t o  t h o s e  o b t a i n e d  a t  0° C and c o n f i r m  
a t  t h e  same t im e  what was p r e v i o u s l y  m en t io n ed »

2 . 3 °  The a p p l i c a b i l i t y  of  t h e  d e t e r i o r a t i o n  cu rve»

To d e t e r m i n e  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e  on o t h e r
p a c k i n g  m a t e r i a l  a c o m p a r a t i v e  s t u d y  i s  c a r r i e d  o u t  b e tw e e n  a p o l y 
e t h y l e n e  f i l m ,  a  P o l y v i n y l c h l o r i d e  f i l m  and a l a m i n a t e  composed 
o f  r e g e n e r a t e d  c e l l u l o s e  and p o l y e t h y l e n e »  These  t h r e e  f i l m s  p o s 
s e s s  a low w a t e r  v a p o u r  p e r m e a b i l i t y  b u t  d i f f e r e n t  oxygen  p e rm e a 
b i l i t i e s »  Cod f i l l e t s  and p l a i c e  a r e  u se d  f o r  t h e  p a c k i n g  e x p e r i 
m en ts  »

2 „3 °1 °  E x p e r i m e n t a l »

The e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  i d e n t i c a l  a s  f o r  t h e  e l a b o r a t i o n  
o f  t h e  d e t e r i o r a t i o n  curve»

2»3°2» D i s c u s s io n »

From t h e  e x p e r i m e n t s  on cod f i l l e t s  can  be c o n c l u d e d  t h a t  t h e
2

p o j ^ t h y l e n e  f i l m  w i t h  oxvgen p e r m e a b i l i t y  o f  3 ,6 0 0  ml/m / 2 4  h /
1 atm» confers a better quality to the raw material than the Poly
vinylchloride film of 2 ,7 0 0  ml/m / 2 4  h/l atm» oxygen permeability»
B e a r i n g  t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e  i n  mind t h i s  comes up t o  t h e  e x 
p e c t a t i o n s  »

The r e s u l t s  o f  t h e  TVN and TMA d e t e r m i n a t i o n s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  
P o l y v i n y l c h l o r i d e  f i l m  w i t h  2 ,7 0 0  ml oxygen p e r m e a b i l i t y  g i v e s  
t h e  b e s t  r e s u l t s  f o l l o w e d  by  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  w i t h  3 ,6 0 0  ml 
oxygen p e r m e a b i l i t y ,  w h e rea s  t h e  l a m i n a t e  b e i n g  im pe rm eab le  t o  
oxygen books  t h e  w o r s t  r e s u l t s »  T h i s  phenomenon i s  due t o  t h e  d e 
g r e e  o f  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  f i s h  f l e s h  r e p r o d u c i n g  an  i d e n t i c a l
c o n t a m i n a t i o n  p r o g r e s s i o n  as  t h e  c h e m ic a l  a n a l y s e s .  The l o g a r i t h m

2o f  t h e  t o t a l  number o f  b a c t e r i a  p e r  cm o f  s k i n  p r e s e n t s  on t h e  
c o n t r a r y  a t o t a l l y  o t h e r  image t h a n  t h e  t h r e e  r e m a i n i n g  q u a l i t y
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determinations » According to these objective quality determina
tions the laminate would yield the best results and the polyethy
lene film the worst, whereas the quality of the fish packed in the 
Polyvinylchloride film would be situated somewhere between that 
of the fish packed in the laminate and the fish packed in the po
lyethylene film.
T h i s  phenomenon c o u ld  p e r h a p s  be e x p l a i n e d  by  t h e  oxygen p e rm e a 
b i l i t i e s  o f  t h e  f i l m s .  The p o l y e t h y l e n e  f i l m  h a s  how ever  on a v e -2
r a g e  an  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  3 ,6 0 0  ml/m / 2 4  h / l  a t m . ,  w h e re a s  
t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  P o l y v i n y l c h l o r i d e  f i l m  amounts  t o  
2 ,7 0 0  ml and t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  l a m i n a t e  i s  a b o u t  z e r o .  I n  
c o n s e q u e n c e  a s t r o n g  b a c t e r i a l  g ro w th  t a k e s  p l a c e  on t h e  s k i n  o f  
t h e  f i s h  w i t h  a  f i l m  o f  h i g h e r  p e r m e a b i l i t y  a s  i s  t h e  c a s e  f o r  
p o l y e t h y l e n e  so much so  t h a t  t h e  b a c t e r i a  a f t e r  h a v i n g  a t t a c k e d  
t h e  s k i n  c o m p l e t e l y ,  w i l l  p e n e t r a t e  i n t o  t h e  f l e s h .  On t h e  o t h e r  
h a n d ,  w i t h  an im p e rm e a b le  f i l m  t h e  b a c t e r i a  l i v i n g  on t h e  s u r f a c e  
o f  t h e  f i s h  w i l l  be  p r e v e n t e d  f rom  p r o l i f e r a t i n g  and s h a l l  p e n e 
t r a t e  i n t o  t h e  f i s h  f l e s h  t o  consume t h e  l i t t l e  oxygen t h a t  may 
s t i l l  b e  p r e s e n t ;  s i m u l t a n e o u s l y  t h i s  w i l l  r e s u l t  i n  some b a c t e 
r i a  d e v e l o p i n g  t h e m s e l v e s  i n  a f a c u l t a t i v e  a n a ë r o b i c  m an n e r .  As a c 
c o r d i n g  t o  WATSON (1 9 3 9 )  t h e s e  m i c r o - o r g a n i s m s  a r e  i n  e s s e n c e  r e s 

p o n s i b l e  f o r  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  TMAO i n  f i s h ,  t h e  TMA c o n t e n t  
s h a l l  i n c r e a s e  s h a r p l y »  Somewhere a c o m p a r i s o n  must  be fo u n d  b e 
tw een  t h e s e  two p e r m e a b i l i t i e s »  P o l y v i n y l c h l o r i d e  seems i n  t h i s  
c a s e  t o  work s a t i s f a c t o r i l y .  To r e c a p i t u l a t e  a no rm a l  e v o l u t i o n  o f  
t h e  b a c t e r i a l  g r o w t h  i s  n e e d e d ;  t h e  s p o i l a g e  on t h e  s k i n  however  
i s  n o t  v e r y  c l e a r l y  p e r c e i v e d  d u r i n g  c o n s u m p t i o n .  The b a c t e r i a l  
g ro w th  must  n e v e r t h e l e s s  n o t  be  s t i m u l a t e d  t o o  much, b u t  m us t  on 
t h e  o t h e r  hand  a l s o  n o t  be o b s t r u c t e d  b y  t h e  u se  o f  e x t r e m e  h i g h  
o r  low p e r m e a b i l i t i e s .

The r e s u l t s  o b t a i n e d  c o n f i r m  t h i s  h y p o t h e s i s .  The h i g h e r  number o f
2b a c t e r i a  p e r  cm o f  s k i n  o f  t h e  f i s h  p r e - p a c k e d  i n  t h e  p o l y e t h y 

l e n e  f i l m  c o r r e s p o n d s  w i t h  t h e  h i g h e r  number o f  b a c t e r i a  i n  t h e
f i s h  f l e s h  w h e re a s  t h e  lo w e r  v a l u e  o f  t h e  t o t a l  number o f  b a c t e r i a

2p e r  cm o f  s k i n  o f  f i s h  p r e - p a c k e d  i n  t h e  l a m i n a t e  l i k e w i s e  c o r r e s 
ponds  w i t h  t h e  h i g h e r  number o f  b a c t e r i a  i n  t h e  f i s h  f l e s h .  The 

number o f  b a c t e r i a  i n  t h i s  c a s e  how ever  l i e s  s t i l l  h i g h e r  t h a n  
w i t h  f i s h  p a c k e d  i n  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m .  The m o d e r a te  q u a n t i t y
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of  bacteria on the skin o f  fish packed in Polyvinylchloride film 
gives t h e  lowest number of bacteria in the fish flesh.
The r e s u l t s  p r o v e  once a g a i n  t h a t  t h e  b r e a k - d o w n  i s  f a c i l i t a t e d  
by  l o w e r  oxygen t e n s i o n s ,

2 , 4 .  I n f l u e n c e  o f  t h e  s k r i n k i n g  p r o c e s s .

I n  t h e  modern p a c k i n g  m ethods  u s e  i s  now o f t e n  made o f  t h e  s h r i n k  
t e c h n i q u e .  T h i s  t e c h n i q u e  n e e d s  s p e c i a l  m a t e r i a l s  w h ic h  a r e  manu
f a c t u r e d  i n  s u c h  a way t h a t  t h e y  s h r i n k  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  h e a t .

The p a c k i n g  p r o c e e d s  as  f o l l o w s  s

1 )  t h e  o b j e c t  i s  p u t  i n t o  t h e  b a g
2)  t h e  b ag  i s  c l o s e d
3)  t h e  whole  p a c k e t  p a s s e s  t h r o u g h  a  t u n n e l  w i t h  a  t h e r m o s t a t i c  

t e m p e r a t u r e  i n s t a l l a t i o n .  The f i l m  s h r i n k s  and e n v e l o p s  t h e  
p o r t i o n  t i g h t l y  and s m o o t h ly .

Up t o  now t h e  f i l m s  were n o t  s h r u n k  b e c a u s e  a c c o r d i n g  t o  P i c k ' s  
law  (DUBOIS 1968)  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a 
s i n g  t h i c k n e s s  and t h e r e f o r e  t h e  p e r m e a b i l i t y  would have  t o  be 
m e a su re d  e a c h  t i m e .

W ith  a v iew  t o  d e t e r m i n i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s h r i n k i n g  p r o c e s s  
a s e r i e s  o f  comparative e x p e r i m e n t s  i s  c a r r i e d  o u t  w i t h  p l a i c e  
p a c k e d  i n  a  p o l y e t h y l e n e  f i l m  w i t h  an oxygen p e r m e a b i l i t y  o f
3 ,6 0 0  ml (some o f  t h e  p a c k e t s  a r e  s h r u n k )  and i n  a  P o l y v i n y l c h l o r i 
de f i l m  w i t h  an oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  2 ,7 0 0  ml (some o f  t h e  p a 
c k e t s  a r e  a l s o  s h r u n k ) ,

2 . 4 . 1 ,  E x p e r i m e n t a l ,

2 . 4 . 1 . 1 ,  Raw m a t e r i a l ^

The p l a i c e  i s  a b o u t  5 d a y s  o ld  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  e x p e r i m e n t .
The c h o i c e  o f  s p e c i e s  i s  b a s e d  upon t h e  u s u a l  co m m erc ia l  p r a c t i c e .

2.4.1 .2 , Packing material^
The w h i t e  p ig m e n te d  s h o c k - r e s i s t a n t  t r a y  i n  p o l y s t y r e n e  i s  u se d  
a s  w e l l  a s  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  20^u and t h e  P o l y v i n y l c h l o r i d e  
f i l m  o f  18 /U.

2 . 4 . 1 „3 » P r o c e d u r e .

The p a c k i n g  i s  c a r r i e d  o u t  i n  an i d e n t i c a l  manner  as  i n  t h e  p r e -



-  157 -

v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  b u t  a f t e r  p a c k i n g  p a r t  o f  t h e  p a c k e t s  a r e  
s h r u n k .  P o l y e t h y l e n e  f i l m  s h r i n k s  a t  an  a i r  t e m p e r a t u r e  o f  160°C 
i n  a t u n n e l  (2  m l o n g )  where  t h e  p a c k e t  r e m a in s  f o r  10 s e c o n d s .  
P o l y v i n y l c h l o r i d e  f i l m  s h r i n k s  a t  an  a i r  t e m p e r a t u r e  o f  105° G d u 
r i n g  3 s e c o n d s ,  t h e  t u n n e l  o n l y  h a v i n g  h a l f  a  m e t r e 8s l e n g t h .  Du
r i n g  t h e  s h r i n k i n g  p r o c e s s  t h e  f i s h  d o e s  n o t  t a k e  up any  h e a t  a s  
a l l  t h e  h e a t  i s  c o n v e r t e d  i n t o  e n e r g y  n e e d e d  t o  s h r i n k  t h e  f i l m  
(DELEST 196 9 )°  T e m p e r a tu r e  m e a su re m e n ts  made w i t h  p r o b e  t h e r m o 
m e t e r s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  f i s h  r e m a i n s  c o n s t a n t .

2 . 4 . 1 . 4 .  L a b o r a t o r y  a n a l y s e s .

A f t e r  a  c o n s e r v a t i o n  p e r i o d  o f  1 ,  3 and 6 d a y s  a t  0°  C t e n  p a c k e t s
2a r e  c h e c k e d  i n  d u p l o  on t h e i r  t o t a l  number o f  b a c t e r i a  p e r  cm o f  

s k i n  and p e r  gramme f i s h  f l e s h  a s  w e l l  a s  on t h e i r  TVN and TMA 
c o n t e n t s .  The e x p e r i m e n t s  a r e  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s .

2 . 4 . 2 .  D i s c u s s i o n .

a )  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  a n a l y s e s  o f  t h e  raw m a t e r i a l  p a c k e d  i n  un
s h r u n k  p a c k e t s  c o n f i r m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  e x p e r i 
m en ts  on p l a i c e ;  t h e s e  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  p o l y v i n y l c h l o r i d e

f i l m  i s  more a p p r o p r i a t e  t h a n  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  c h o s e n .

b )  when p o l y e t h y l e n e  f i l m  i s  s h r u n k  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  f i s h  r e 
m a in s  i d e n t i c a l  a s  w i t h  t h e  u n s h r u n k  p a c k i n g .  T h i s  p r o v e s  t h a t  
t h e  h i g h e r  s h r i n k  t e m p e r a t u r e  (160°  C a i r  t e m p e r a t u r e  d u r i n g

10 s e c o n d s )  d o e s  n o t  e x e r t  a  h a r m f u l  i n f l u e n c e  on t h e  k e e p i n g  
q u a l i t y  o f  t h e  p r e - p a c k e d  f i s h .  T h i s  c o n f i r m s  DELEST's a s s e r t i o n
( 1 9 6 9 ) ,  v i z .  t h a t  a l l  t h e  h e a t  i s  c o n v e r t e d  i n t o  e n e r g y  n e e d e d  t o  
s h r i n k  t h e  f i l m ,  so  much so  t h a t  t h e  raw m a t e r i a l  i s  n o t  h e a t e d  u p .

D u r in g  s h r i n k i n g  t h e  f i l m  i n c r e a s e s  i t s  t h i c k n e s s .  A c c o r d in g  t o  
t h e  law  of  E ic k  (DUBOIS 1968)  t h e  gas  p e r m e a b i l i t y  s h o u l d  d e c r e a 
se  p r o p o r t i o n a l l y  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  t h i c k n e s s .  T h i s  how ever  i s  
n o t  so  f o r  c r y s t a l l i n e  p o l y e t h y l e n e  f i l m .  The c r y s t a l l i n e  s t r u c 
t u r e  o f  s u c h  a f i l m  w h ich  i s  d e t e r m i n a n t  f o r  t h e  p e r m e a b i l i t y  s u s 

t a i n s  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  s h r i n k i n g  a m o d i d i f i c a t i o n  i n v o l v i n g  
an i n c r e a s e  o f  t h e  g as  p e r m e a b i l i t y .  I r  c o n s e q u e n c e  t h e  d e c r e a s e  
i n  t h e  g as  p e r m e a b i l i t y ,  c a u s e d  by  t h e  i n c r e a s i n g  t h i c k n e s s ,  i s  
p a r t l y  c o m p e n sa te d  so  t h a t  a f i l m  w i t h  an  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f
3 ,60 0  ml/m / 2 4  h / l  a tm .  w i l l  o n l y  l o o s e  l i t t l e  o f  i t s  p e r m e a b i l i t y  
v a l u e .  The s h r i n k i n g  p r o c e s s  w i l l  t h u s  p r a c t i c a l l y  n o t  c a u s e  any 
s p o i l a g e  o f  t h e  f i s h .
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c )  t h e  s h r i n k i n g  p r o c e s s  o f  p o l y v i n y l c h o r i d e  f i l m  m o d i f i e s  t h e  
k e e p i n g  q u a l i t y  o f  p l a i c e .  T h i s  may p o s s i b l y  be  a t t r i b u t e d  t o  

a  h e a t i n g  u p .  S i n c e  however  t h e  s h r i n k  t e m p e r a t u r e  and s h r i n k  
t im e  (3  s e c o n d s  a t  105° C) l i e  l o w e r  t h a n  f o r  p o l y e t h y l e n e  f i l m  
(10  s e c o n d s  a t  160° C) and a l s o  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h a t  when t h e  
s h r i n k i n g  p r o c e s s  i s  c a r r i e d  o u t  j u d i c i o u s l y  a l l  h e a t  i s  c o n v e r 
t e d  i n t o  s h r i n k  e n e r g y  t h e  c h a n c e s  a r e  r a t h e r  s m a l l  t h a t  t h i s  c o u ld  
be t h e  c a u s e .  The f i l m  h a s  i n d e e d  a l s o  i n c r e a s e d  i t s  t h i c k n e s s  
d u r i n g  t h e  s h r i n k i n g  p r o c e s s .  As t h e  P o l y v i n y l c h l o r i d e  f i l m  i s  
amorphous (owing  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  s o f t e n e r s )  t h e  law  o f  F i c k  
(DUBOIS 1968)  i s  c o m p l ie d  w i t h  and t h e  g a s  p e r m e a b i l i t y  d e c r e a 
s e s  p r o p o r t i o n a l l y  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  t h i c k n e s s  r e s u l t i n g  i n t o  
a d e c l i n i n g  q u a l i t y  o f  t h e  f i s h ,

2 , 5° I n f l u e n c e  o f  p a c k i n g .

W ith  t h e  v iew  t o  examine  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  p a c k i n g  on t h e  TVN 
ánd TMA f o r m a t i o n  a  comparative s t u d y  i s  c a r r i e d  o u t  b e tw e e n  cod 
f i l l e t s  p a c k e d  i n  p o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  20 ,u and un p a ck e d  cod f i l 
l e t s  »

2 , 5 ° 1 °  E x p e r i m e n t a l ,

The e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  t h e  same as  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  
f o r  t h e  e l a b o r a t i o n  o f  t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e ,

2 , 5 ° 2 .  D i s c u s s i o n ,

a )  t h e  TVN h a s  a b o u t  t h e  same v a l u e .
b )  more TMA i s  p r o d u c e d  i n  t h e  p a c k e d  f i s h  t h a n  i n  t h e  u np a ck e d  

fish.
I f  more TMA i s  b e i n g  formed i n  t h e  p a c k e d  t h a n  i n  t h e  u n pa ck e d  
f i s h  t h i s  i s  due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a l a r g e r  number o f  " s p o i l e r s "  
i n  t h e  p a c k e d  t h a n  i n  t h e  u n pa ck e d  f i s h .  I n d e e d  d u r i n g  t h e  c o n s e r 
v a t i o n  t h e  oxygen t e n s i o n  d e c r e a s e s  i n  t h e  p a c k e t  and t o  a  c e r 
t a i n  e x t e n t  m ic r o  a e r o b i c  c o n d i t i o n s  a r e  t h u s  c r e a t e d .  As a c c o r 
d i n g  t o  WATSON ( 1 9 3 9 a )  TMA i s  m o s t l y  fo rm ed  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n 
d i t i o n s  i t  may be  e x p e c t e d  t h a t  i n  p r e - p a c k e d  f i s h  a  l a r g e r  num
b e r  o f  TMA f o r m e r s  i s  p r e s e n t  t h a n  i n  u n p a ck e d  f i s h .

c )  t h e  f o r m a l i n  bound N - f r a c t i o n  i s  h i g h e r  i n  t h e  b i a n c o  t h a n  i n  
t h e  p a c k e d  f i s h .
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A n a lo g ou s  r e s u l t s  a r e  a l r e a d y  a s c e r t a i n e d  by  INGRAM ( 1 9 6 2 )  d u r i n g  
t h e  p a c k i n g  o f  c l i c k e n s „ T h is  r e s e a r c h - w o r k e r  n o t e d  d u r i n g  t h e  
p a c k i n g  o f  p o u l t r y  meat  t h a t  w i t h  a f i l m  o f  l o w e r  oxygen p e rm e a 
b i l i t y  t h e  p r o d u c t i o n  of  bad  o d o u r s  c h a r a c t e r i s t i c  f o r  s p o i l a g e  
h o l d s  o f f  l o n g e r  t h a n  when t h e  p a c k i n g  i s  c a r r i e d  o u t  w i t h  a f i l m  
o f  a h i g h e r  oxygen p e r m e a b i l i t y . S i m i l a r l y  GARLIN, HALL and 
WALKER (1 9 5 7 )  o b s e r v e d  i d e n t i c a l  phenomena w i t h  c h i c k e n s  p a c k e d  
i n  oxygen p e r m e a b l e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  f i lm »  The s p o i l a g e  o f  t h e  
c h i c k e n s  p a c k e d  i n  t h i s  f i l m  p r o c e e d s  f a s t e r  t h a n  w i t h  an  im p e r 
m eab le  " S a ra n "  f i l m ,  WELLS, SPENCER and STADELMAN (1 9 5 8 )  c o n te n d  
t h a t  w i t h  c h i c k e n s  vacuum -p ack ed  i n  im pe rm eab le  PVC f i l m  t h e  s p o i 
l a g e  a p p e a r s  l a t e r  t h a n  w i t h  c h i c k e n s  n o t  vacuu m -p ack ed  i n  t h e  
same f i l m .

2 . 5 « 3° C oun ts  o f  t h e  t o t a l  number o f  b a c t e r i a  and  of  t h e  t o t a l  
number o f  " s p o i l e r s " .

T h i s  i s  c h ec k ed  d u r i n g  a comparat ive  e x p e r i m e n t  b e tw e e n  p a c k e d  
and u n p a ck e d  cod f i l l e t s  s t o r e d  a t  0° C and a n a l y s e d  a f t e r  0 ,
5 and 7 d a y s  on t h e  t o t a l  number  o f  b a c t e r i a  and on t h e  t o t a l  
number o f  " s p o i l e r s " .  The p r o c e d u r e  i s  t h e  same as  i n  t h e  p r e 
v i o u s  e x p e r i m e n t s  b u t  o n l y  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  20^u  i s  u se d  
a s  p a c k i n g  m a t e r i a l .

The r e s u l t s  p r o v e  t h a t  o r o p o r t i o n a l l y  t h e  t o t a l  number o f  " s p o i 
l e r s "  w i t h  p a c k e d  f i s h  l i e s  h i g h e r  t h a n  w i t h  u np a ck e d  f i s h .  The 
p e r c e n t a g e  of  " s p o i l e r s "  o b s e r v e d  i n  u n p a ck e d  f i s h  c o r r e s p o n d s  t o  
t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  by  SHEWAN (SOUDAN 1965)»  P o s i t i v e l y  t h e  v a 
l u e s  o f  t h e  t o t a l  number o f  b a c t e r i a  and  o f  t h e  t o t a l  number  o f  
" s p o i l e r s "  a r e  h i g h e r  w i t h  p a ck e d  t h a n  w i t h  u n p a c k e d  f i s h .

S i n c e  m ost  o f  t h e  TMA i s  fo rm ed  u n d e r  c o n d i t io n s  c a u s i n g  a f a c u l 
t a t i v e  a n a e r o b i c  r e s p i r a t i o n  t o  t a k e  p l a c e ,  a l l  b a c t e r i a  p r o d u c i n g  
t r i m e t h y l a m i n e  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  s h o u l d  p r o l i f e r a t e .  I n  
o r d e r  t o  examine t h e  g ro w th  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  t h e  c u l t u r e  
medium as  p r o p o s e d  by  WATSON (1 9 3 9 a )  i s  i n o c u l a t e d .  T h i s  medium 
h a s  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n  ; b e e f  e x t r a c t  3 g ;  p e p t o n e  5 g»
NaCL 5 g ;  KH2P04 6 . 8  g ; Na2HP04 .12H20 18 g ,  a g a r  15 g , TMA o x id e  
15 g ;  pH 6 . 9 .

D u r in g  t h e s e  e x p e r i m e n t s  an  a r b i t r a r y  s e r i e s  o f  " s p o i l e r s "  i s  i n o 
c u l a t e d  on " s l a n t s "  on w h ich  t h e  c u l t u r e  medium o f  WATSON (1 9 3 9 a )
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i s  p o u re d .» The t e s t  t u b e s  a r e  i n c u b a t e d  i n  a n a e r o b i c  g a r s  a t  a
%

t e m p e r a t u r e  o f  22° C. B a c t e r i a l  g ro w th  a p p e a r e d  a f t e r  3 d a y s  i n  
a l l  i n o c u l a t e d  m ed ia . '  These  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  a l l  t r i 
m e th y la m in e  p r o d u c i n g  m i c r o - o r g a n i s m s  i n  f i s h  d i s p l a y  t h e  g r e a t e s t  
a c t i v i t y  u n d e r  c o n d i t i o n s  where  TMAO i s  c o n v e r t e d  b y  a f a c u l t a t i v e  
a n a e r o b i c  r e s p i r a t i o n .

2 . 6 .  I n f l u e n c e  o f  some p r e s e r v a t i v e s  on t h e  q u a l i t y  o f  p r e - p a c k e d  
f i s h .

The TVN f r a c t i o n  o f  p r e - p a c k e d  f i s h  i s  m a i n l y  composed o f  ammonia 
and t r i m e t h y l a m i n e .  S in c e  t h e  e x p e r i m e n t s  p r o v e  t h a t  on t h e  one 
hand  t h e  ammonia f o r m a t i o n  i n  p r e - p a c k e d  f i s h  i s  s m a l l e r  t h a n  i n  
u n p a ck e d  f i s h ,  b u t  t h a t  on t h e  o t h e r  hand  t h e  t r i m e t h y l a m i n e  f o r 
m a t i o n  i n c r e a s e s  c o n s i d e r a b l y  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  p a c k i n g  
t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  t r i m e t h y l a m i n e o x i d e  r e d u c i n g  b a c t e r i a  ( i . e .  
t h e  TMA f o r m a t i o n )  would en h an c e  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  f i s h  t o  a  l a r 
ge d e g r e e .

I n  t h e  l i s t  o f  p r e s e r v a t i v e s  a l l o w e d  c i t r i c  a c i d  i s  m e n t i o n e d  as  
w e l l  a s  s o r b i c  a c i d  and i t s  so d iu m ,  p o t a s s i u m  and c a l c i u m  s a l t s  
(maximum c o n t e n t  e x p r e s s e d  i n  s o r b i c  a c i d )  ( B e l g i a n  O f f i c i a l  Ga
z e t t e  1 9 6 8 ) .  The a d d i t i o n  o f  c i t r i c  a c i d  i s  a l l o w e d  i n  f o o d s t u f f s  
and i n  o t h e r  n u t r i c i o u s  s u b s t a n c e s  i n  whose p r e p a r a t i o n  i n g r e d i e n t s  
a r e  u se d  i n  w h ich  c i t r i c  a c i d  i s  a l l o w e d  and t h i s  up t o  a c o n t e n t  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  t h e s e  i n g r e d i e n t s  u s e d .  As f i s h  i s  
o f t e n  p r e p a r e d  w i t h  lemon a c o n s e r v a t i o n  e x p e r i m e n t  w i t h  c i t r i c  
a c i d  i s  c a r r i e d  o u t .  C o n c u r r e n t l y  t h e  e f f e c t  o f  c i t r i c  a c i d  i s  
compared  w i t h  t h e  e f f e c t  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  o f  which a maximum 
o f  0 . 3  % ( e x p r e s s e d  i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  q u a n t i t y  o f  s o r b i c  a c i d )
may bu  u se d  i n  s e m i - p r e s e r v e s .

2 . 6 . 1 .  I n f l u e n c e  o f  c i t r i c  a c i d .

2 . 6 . 1 . 1 .  Experimental_»_

The raw m a t e r i a l  and t h e  p a c k i n g  m a t e r i a l  a r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  
u se d  i n  t h e  n r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .  P o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  20 u i s  u s e d .

P r e p a r a t o r y  t o  b e i n g  pack e d  e a c h  f i l l e t  i s  s p r i n k l e d  s e p a r a t e l y  
w i t h  5d_°f d i s s o l v e d  p r e s e r v a t i v e  ( 2 . 5  ml on e a c h  s i d e ) .  The c o n 
c e n t r a t i o n s  a r e  c h o se n  i n  s u c h  a way t h a t  t h e  f i l l e t s  a f t e r  s p r i n k 
l i n g  c o n t a i n  r e s p e c t i v e l y  1 %, 0 . 5  % and 0 . 1  % c i t r i c  a c i d .  I n  a d -
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d i t i o n  t o  t h e  s p r i n k l e d  f i l l e t s  r a c k e d  and un p a ck e d  b i a n c o ® s a r e  
a l s o  i n c l u d e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t .  The s t o r a g e  t e m p e r a t u r e  i s  a d 
j u s t e d  t o  0°  C.

A f t e r  0 ,  3 and 7 d a y s  t e n  p a c k e t s  o f  e a c h  t r e a t m e n t  a r e  a n a l y s e d  
on t h e  t o t a l  number o f  b a c t e r i a ,  on t h e  t o t a l  number o f  " s p o i l e r s " ,  
on TVN and TMA c o n t e n t .  The a n a l y s e s  a r e  c a r r i e d  o u t  i n  d u p l o .

2 . 6 . 1 . 2 .  D i s c u s s i o n ^

2 .6.1 .2 .1 „ As_ragards_the_bacteriolo g i c al_determinations^
a) the tota] number of bacteria in the fish increases at a slower 

rate when 1 % citric acid is used.
b )  t h e  t r e a t m e n t  o f  t h e  f i l l e t s  w i t h  1 % c i t r i c  a c i d  i n h i b i t s  t h e  

t r i a m i n e o x i d e a s e  c o n t a i n i n g  b a c t e r i a  i n  t h e i r  d e v e l o p m e n t .

2 .6.1 .2 .2 . As_regards_the_chemical_determinations^
a )  t h e  TVN f r a c t i o n  i n  p a c k e d  f i s h  i s  t h e  same as  i n  u n p a c k e d  f i s h .  

The r e s u l t s  r u n  p a r a l l e l  t o  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  
s t u d y  c o n c e r n i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  p a c k i n g  m a t e r i a l .

b )  t h e  TMA f r a c t i o n  i s  s m a l l e r  f o r  u n p a c k e d  t h a n  f c r  p a c k e d  f i s h .  
T h i s  i s  l i k e w i s e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  e a r l i e r  r e s u l t s .

c )  t h e  f o r m a l i n  bound  v o l a t i l e  N - f r a c t i o n  i s  s m a l l e r  f o r  p a c k e d  
t h a n  f o r  u n p a c k e d  f i s h .  These  r e s u l t s  a r e  a l s o  o b s e r v e d  d u r i n g  
p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .  The i n c r e a s e  o f  t h e  f o r m a l i n  bound  v o l a t i 

l e  N - f r a c t i o n  i s  a l s o  i n h i b i t e d  by  c i t r i c  a c i d .  The c o n c e n t r a t i o n s  
u s e d  do n o t  seem t o  p r e s e n t  any  d i f f e r e n c e s .  S i n c e  t h e  f o r m a t i o n
o f  t h i s  f r a c t i o n  t a k e s  m a i n l y  p l a c e  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  d e am i
n a s e  t h e  c o n c l u s i o n  may be draw n t h a t  c i t r i c  a c i d  i n h i b i t s  t h e s e  
enzyme s y s te m s  o r  t h e  m i c r o - o r g a n i s m s  c o n t a i n i n g  t h e s e  enzym es .

d )  t h e  t r e a t m e n t  w i t h  c i t r i c  a c i d  i n h i b i t s  t h e  TMA f o r m a t i o n  du 
r i n g  7 days  a t  0°  C. T h i s  i s  i n  t h e  f i r s t  p l a c e  due t o  t h e  i n 
h i b i t i o n  o f  t h e  g ro w th  o f  t h e  t o t a l  number o f  b a c t e r i a  c a u s e d

b y  a r e d u c e d  pH and s e c o n d l y  t o  a d e c r e a s e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
t h e  t o t a l  number o f  " s p o i l e r s "  c a u s e d  by  t h e  u se  o f  1 % c i t r i c  a c i d .  
T h i s  i n h i b i t i o n  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  c i t r i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  
s t r e n g t h .

2 . 6 . 1 . 2 . 3 e A s _ r e g a r d s  t h e _ a s p e c t _ o f _ t h e =_ p r o d u c t_ ^

Due t o  r e d u c t i o n  i n  t h e  pH c a u s e d  by  t h e  u s e  o f  c i t r i c  a c i d  a  
d é n a t u r a t i o n  o f  t h e  f i s h  p r o t e i n s  s e t s  i n .
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2 . 6 , 2 »  C o m p a ra t iv e  e x p e r i m e n t  b e tw e e n  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  and. c i t r i c  
a c i d .

P o t a s s i u m  s ó r b a t e  i s  a l r e a d y  added  t o  many f o o d s t u f f s  i n c l u d i n g  
smoked and m a r i n a t e d  f i s h  ( s e m i - p r e s e r v e s ) „ The main  a im i s  t o  
c o u n t e r  o x i d a t i o n  and r a n c i d i t y .  T h i s  r e s e a r c h  however  i s  a imed 
a t  e x a m in in g  i f  f i s h  s p o i l a g e  i s  i n h i b i t e d  b y  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  
and t o  w h ich  phenomena t h i s  i n h i b i t i o n  i s  d u e .

S i m u l t a n e o u s l y  t h e  a d d i t i o n  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  i s  compared  w i t h  
t h e  a d d i t i o n  o f  c i t r i c  a c i d .

The p r i n c i p a l  p r o p e r t i e s  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  can  be  summed up as  
f o l l o w s  »

1)  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  i s  a  b r o a d  s p e c t r u m  i n h i b i t o r  f o r  y e a s t s ,  
m oulds  and i n h i b i t s  some b a c t e r i a .

2 )  t h i s  p r e s e r v a t i v e  i s  v e r y  s o l u b l e  i n  w a te ry  50 % s o l u t i o n s  a r e  
v e r y  e a s y  t o  p r e p a r e  and can  be s t o r e d  f o r  a l o n g  t i m e .  These 
h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  d i f f e r e n t  a p p l i c a 

t i o n s  i n  t h e  fo o d  m a n u f a c t u r i n g  i n d u s t r y  s u c h  a s  t h e  im m e rs io n  and 
t h e  s p r a y i n g  o f  p e r i s h a b l e  f o o d s t u f f s .

3) one o f  t h e  m ost  p a r t i c u l a r  p r o p e r t i e s  i s  i t s  optimum e f f i c a c y  
i n  p H -ra n g e  b e tw e e n  5 and 7 (WRIGHT 1 9 6 1 ) .  The pH v a l u e s  o f  
many f o o d s t u f f s  t o  be  p r e s e r v e d  f a l l  w i t h i n  t h i s  r a n g e .  As t h e

d e g r e e  o f  a c i d i t y  o f  f i s h  l i e s  b e tw e e n  6 and 7 a p o s s i b l e  e f f e c t  
o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  c an  t h e r e f o r e  be  c o n s i d e r e d  as  v e r y  f a v o u r a b l e .

2 » 6 » 2 » 1 „ E x p e r i m e n t a l ^

The e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  t h e  same as  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  
c i t r i c  a c i d ;  however  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  ( 0 . 1  % and 0 . 3  %) and c i t r i c  
a c i d  ( 0 . 1  % and 0 . 3  %) a r e  r e s p e c t i v e l y  added  t o  t h e  f i s h .

2 . 6 . 2 .2» D i s c u s s i o n ^

The f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  may be drawn f rom  t h e  r e s u l t s  ;

a )  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 1  % and 0 . 3  % c i t r i c  a c i d  i n h i b i t s  p a r t i a l 
l y  t h e  TVN and TMA f o r m a t i o n  d u r i n g  a c o n s e r v a t i o n  p e r i o d  o f  6 
d a y s  a t  0°  C. T h i s  i s  due t o  a d e c r e a s e  i n  t h e  b a c t e r i a l  g ro w th  

c a u s e d  b y  a r e d u c t i o n  o f  t h e  pH. The number  o f  " s p o i l e r s "  r e m a in s  
h ow ever  p r o p o r t i o n a l l y  t h e  same.  The q u a n t i t y  o f  f o r m a l i n  boun■’ 
v o l a t i l e  N-compounds i n c r e a s e s  a t  a  s l o w e r  r a t e  t h a n  i n  u n t r e a t e d
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p r e - p a c k e d  f i s h .  T h i s  i s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  
d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  c i t r i c  a c i d .  The c o n c e n t r a t i o n s  u se d  
a l s o  do n o t  seem t o  p r e s e n t  any  d i f f e r e n c e s .  The r e m a rk  however  
oug h t  t o  be  made t h a t  when 0»3 % c i t r i c  a c i d  i s  added  t h e  f i s h  
p r o t e i n s  d e g e n e r a t e  c a u s i n g  an a b u n d a n t  e x u d a t i o n .

b )  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 1  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  p r a c t i c a l l y  c o m p l e t e 
l y  i n h i b i t s  t h e  TVN and TMA f o r m a t i o n .  T h i s  may be  a s c r i b e d  t o  
t h e  s t r o n g  i n h i b i t i o n  o f  t h e  g ro w th  o f  t h e  t r i a m i n e o x i d e a s e  

c o n t a i n i n g  b a c t e r i a .  The a d d i t i o n  o f  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  
seems t o  g i v e  b e t t e r  r e s u l t s  t h a n  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 1  % p o t a s s i u m  
s ó r b a t e  s i n c e  t h e  TMA f o r m a t i o n  i s  c o m p l e t e l y  s t o p p e d .  The i n c r e a s e  
o f  t h e  q u a n t i t y  o f  t h e  f o r m a l i n  bound N - f r a c t i o n  p r o c e e d s  a t  a 
s l o w e r  r a t e  t h a n  i n  u n t r e a t e d  f i s h .  The c o n c e n t r a t i o n  seems t o  be 
o f  l i t t l e  i m p o r t a n c e .

2 . 6 . 3 o  I n f l u e n c e  o f  t h e  i n i t i a l  q u a l i t y  o f  t h e  f i s h  on t h e  e f f i c a c y  
o f  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e .

The p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  p r o v e s  t h a t  w i t h  v e r y  f r e s h  f i s h  c o n t a i n i n g  
0 mg N % of  TMA t h e  f o r m a t i o n  o f  TMA i s  p r e v e n t e d  when 0 . 3  % p o t a s 
s ium  s ó r b a t e  i s  a d d e d .  The q u e s t i o n  i m m e d i a t e l y  a r i s e s  i f  w i t h  
f i s h  w i t h  a  c e r t a i n  i n i t i a l  TMA c o n t e n t ,  i n  o t h e r  words f i s h  w ich  
i s  no l o n g e r  o f  p r im e  q u a l i t y ,  t h e  TMA c o n t e n t  r e m a in s  c o n s t a n t  
when 0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  i s  ad d ed .

2 „6 . 3 o 1 ° Exper iment al_ç_ _
Cod f i l l e t s  o f  i n f e r i o r  q u a l i t y  t o  which  0 „3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  i s  
added  a r e  p a c k e d  i n  a p o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  20^u w i t h  an  oxygen p e r 
m e a b i l i t y  o f  3 ,6 0 0  m l .  The e x p e r i m e n t  i s  c a r r i e d  o u t  t w i c e .  A f t e r  
2 and 6 d a y s  c o n s e r v a t i o n  a t  0°  C 8 p a c k e t s  a r e  a n a l y s e d  on t h e i r  
TVN and TMA c o n t e n t .  The a n a l y s e s  a r e  a lw ay s  c a r r i e d  o u t  i n  d u p l o .

2 . 6 . 3 »2. D i s c u s s i o n ^

The f o r m a l i n  bound N - f r a c t i o n  i s  once a g a i n  s m a l l e r  f o r  t h e  t r e a t e d  
t h a n  f o r  t h e  u n t r e a t e d  f i s h ,  w h e re a s  n o t w i t h s t a n d i n g  t h e  i n f e r i o r  
q u a l i t y  o f  t h e  f i s h ,  t h i s  f r a c t i o n  a l s o  p r a c t i c a l l y  d o e s  n o t  i n 
c r e a s e  »

The r e s u l t s  a l s o  p r o v e  c l e a r l y  t h a t  t h e  i n c r e a s e  o f  TVN and TMA 
f o r m a t i o n  r e m a r k a b l y  p r o c e e d s  a t  a  s l o w e r  r a t e  f o r  f i l l e t s  t r e a t e d  
w i t h  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e ;  how ever  t h e  f o r m a t i o n  i s  n o t  com ple 
t e l y  i n h i b i t e d .  T h i s  can  e i t h e r  be a s c r i b e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e
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c o n t a m i n a t i o n  h a s  a l r e a d y  p e n e t r a t e d  t o o  d e e p l y  i n t o  t h e  f i s h  
f l e s h  and t h a t  t h e  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  as  i t  were  r e a c h e s  t h e  c e n 
t r e  o f  i n f e c t i o n  t o o  l a t e  o r  t o  a s h o r t a g e  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e «
A t o o  s low  d i f f u s i o n  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  o r  t o o  l i t t l e  o f  i t  can 
o n l y  be  o b v i a t e d  by  a d d in g  a h i g h e r  c o n t e n t  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  
t o  t h e  f i s h «  S i n c e  a c c o r d i n g  t o  t h e  B e l g i a n  L e g i s l a t i o n  ( B e l g i a n  
O f f i c i a l  G a z e t t e  1968)  t h e  q u a n t i t y  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  a u t h o r i 
z e d ,  e x p r e s s e d  i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  q u a n t i t y  o f  s o r b i c  a c i d ,  may 
n o t  e x c e e d  0 . 3  % f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  a r e  n o t  c a r r i e d  o u t .

2 „ 6 . 4-0 I n f l u e n c e  o f  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  p a c k i n g  f i l m  
on t h e  q u a l i t y  o f  cod f i l l e t s  t r e a t e d  w i t h  p o t a s s i u m  s ó r 
b a t e  „

S i n c e  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  t o  f r e s h  f i s h  p a c k e d  
i n  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  20yu  w i t h  an oxygen p e r m e a b i l i t y  o f
3 ,6 0 0  ml c o m p l e t e l y  i n h i b i t s  t h e  TVN and TMA f o r m a t i o n  d u r i n g  a 
p e r i o d  o f  6 d a y s  a t  0°  C, t h e  q u e s t i o n  a r i s e s  i f  t h e  oxygen  p e r 
m e a b i l i t y  w i l l  be a s  d e t e r m i n a n t  f o r  t h e  k e e p i n g  q u a l i t y  a s  i s  
t h e  c a s e  f o r  u n t r e a t e d  p r e - p a c k e d  f i s h .  To s t u d y  t h i s  p r o b le m  a 
s i m i l a r  e x p e r i m e n t  as  f o r  t h e  e l a b o r a t i o n  o f  t h e  d e t e r i o r a t i o n  
c u r v e  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  p e r m e a b i l i t y  i s  c a r r i e d  o u t .

2 . 6 . 4 - . 1 .  E x p e r i m e n t a l ^

Cod f i l l e t s  t r e a t e d  w i t h  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  a r e  p a c k e d  i n  a  
s e r i e s  o f  p o l y e t h y l e n e  f i l m s  w i t h  d i f f e r e n t  oxygen p e r m e a b i l i t i e s ,  
v i z .  3 ,6 0 0  m l ,  1 ,8 0 0  ml and 1 ,5 0 0  ml oxygen m^/24- h / l  a tm .  A f t e r  
2 ,  6 and 12 day s  c o n s e r v a t i o n  a t  0°  C, 8 p a c k e t s  a r e  a n a l y s e d  on 
t h e i r  TVN and TMA c o n t e n t .  The a n a l y s e s  a r e  a lw ays  c a r r i e d  o u t  i n  
d u p l o .

2 . 6 . 4-. 2 .  D i s c u s s i o n ^

The r e s u l t s  c o n f i r m  t h e  e f f i c a c y  o f  p o t a s s i u m  s ó r b a t e .  D u r in g  t h e  
f i r s t  6 days  no i n c r e a s e  i n  TVN i s  o b s e r v e d .  T h i s  i s  so b e c a u s e  
no TMA and no f o r m a l i n  bound n i t r o g e n  compounds a r e  b e i n g  p r o d u c e d  
Between t h e  s i x t h  and t h e  t w e l f t h  d a y  how ever  an  i n c r e a s e  i n  TVN 
i s  p e r c e i v e d  a l t h o u g h  no TMA h a s  as  y e t  b e e n  f o r m e d .  The i n c r e a s e  
i s  c a u s e d  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f o r m a l i n  bound n i t r o g e n  compounds. 
T h i s  may i n  t h e  f i r s t  p l a c e  by  a t t r i b u t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  a t  t h a t  
moment t h e  i n h i b i t i n g  e f f e c t  o f  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  on t h e  b a c 
t e r i a  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  ammonia and p r i m a r y  am ines
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d i s a p p e a r s  and s e c o n d l y  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  p r o t e o l y s i s  c o u p le d  
t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  amino a c i d s  w ich  a r e  c o n v e r t e d  i n t o  ammonia 
and p r i m a r y  a m i n e s . I t  seems t h a t  p r o t e o l y s i s  o c c u r s  i n  a  l a t e r  
p h a s e  o f  t h e  f i s h  s p o i l a g e  (BEATTY and COLLINS 1939)«

An i n c r e a s e  o f  TVN i s  m o reo v e r  o b s e r v e d  as  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  
o f  t h e  p a c k i n g  f i l m  i n c r e a s e s .  T h i s  may be  e x p l a i n e d  b e c a u s e  t h e  
d e a m i n a t i o n  o f  t h e  amino a c i d s  c a u s i n g  ammonia and p r i m a r y  am ines  
t o  d e v e l o p  i s  an  o x i d a t i v e  p r o c e s s .  I n  c o n s e n q u e n c e  i t  may be a s 
sumed t h a t  i n  a l e s s  p e r m e a b le  p a c k i n g  s m a l l e r  q u a n t i t i e s  o f  ammo
n i a  and p r i m a r y  am in es  w i l l  be  p r o d u c e d .  T hese  r e s u l t s  c o n c u r  
t o  t h o s e  o b s e r v e d  i n  t h e  p a c k i n g  o f  meat  (INGRAM 1962;  CARLIN e t  
a l .  1957;  WELLS e t  a l .  1 9 5 8 ) .

2.6.5» General conclusions on the experiments with preservatives.

Based  upon t h e  r e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  p r e s e r v a t i v e s  t h e  
f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  may be draw n :

a )  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c i t r i c  a c i d  added  t o  cod  f i l l e t s  i n h i b i t  
t h e  TMA f o r m a t i o n  y e t  i t  c a n n o t  be u s e d  s i n c e  t h e  f i s h  p r o t e i n s  
d e g e n e r a t e  c a u s i n g  e x u d a t i o n .

b )  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  i n h i b i t s  t h e  TMA fo rm a 
t i o n  c o m p l e t e l y  when t h e  i n i t i a l  v a l u e  o f  TMA e q u a l s  z e r o ,  i n  
o t h e r  words  when t h e  cod f i l l e t s  a r e  o f  p r im e  q u a l i t y .  I f  p o -

t a s i u m  s ó r b a t e  i s  added  t h e  cod f i l l e t s  must  be  p a c k e d  i n  a  f i l m
w i t h  a lo w e r  oxygen p e r m e a b i l i t y .  T h i s  c o n t r a s t s  w i t h  t h e  p a c k i n g  
o f  cod f i l l e t s  w i t h o u t  p o t a s s i u m  s ó r b a t e  and where  f i l m s  w i t h  h i g h e r  
oxygen p e r m e a b i l i t i e s  a r e  e s s e n t i a l .

c )  u n t r e a t e d  cod  f i l l e t s  p a c k e d  i n  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  o f  2 0 /U
2 'w i t h  an  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  3 ,6 0 0  ml/m /24- h / l  a tm .  y i e l d

a TVN v a l u e  o f  a b o u t  24- mg N % a f t e r  3 d a y s  c o n s e r v a t i o n  a t
0 °  C. The same v a l u e  i s  o b t a i n e d  w i t h  f i l l e t s  t r e a t e d  w i t h  0 . 3  %
p o t a s s i u m  s ó r b a t e  p a c k e d  i n  t h e  p o l y e t h y l e n e  f i l m  of  5 0 /U w i t h  an

2oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  1 ,5 0 0  ml/m /24- h / l  a tm .  a f t e r  12 d a y s  a t  
0°  C, i n  o t h e r  w ords  t h e  s h e l f - l i f e  i s  n o r m a l l y  l o n g e r .

3 .  SUMMARY AND CONCLUSIONS.

The s t u d y  o f  t h e  p r e - p a c k i n g  o f  f i s h  i s  c a r r i e d  o u t  b y  means o f  a  
s e r i e s  o f  b a c t e r i o l o g i c a l ,  c h e m ic a l  and t e c h n o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s
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d u r i n g  w h ic h  s t a n d a r d s  f o r  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t i e s  o f  t h e  f i l m s  
a r e  e s t a b l i s h e d .  At t h e  same t im e  t h e  o b j e c t i v e  q u a l i t y  d e t e r m i n a 
t i o n  m ethods have  b e en  fou n d  t o  be  e x t r e m e l y  u s e f u l  i n  t h e  r e s e a r c h  
c o n c e r n i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  some e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s  and k e e 
p i n g  c o n d i t i o n s .

The d e t e r i o r a t i o n  c u rv e  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  d e 
m o n s t r a t e s  c l e a r l y  t h a t  t h e  s p o i l a g e  a t  0°  C d o e s  n o t  p r o c e e d  r e c -  
t i l i n e a r l y  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  f i l m .
A maximum s p o i l a g e  i s  o b s e r v e d  w i t h  an oxygen  p e r m e a b i l i t y  o f  

2
1 ,8 0 0  ml/m / 2 4  h / l  a tm .  The p r o g r e s s i o n  o f  t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r 
ve  a t  h i g h e r  c o n s e r v a t i o n  t e m p e r a t u r e s  (3 °  and 6° C) i s  o f  t h e  
same form as  t h a t  o f  t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e  a t  0° C. From t h e  
c u r v e  can  m o reo v e r  be d ed uced  t h a t  a  f i l m  w i t h  3 ,6 0 0  ml oxygen p e r 
m e a b i l i t y  g i v e s  t h e  b e s t  r e s u l t s  i n  t h e  p r e - p a c k i n g  o f  cod f i l l e t s .

P a c k i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  cod f i l l e t s  p a c k e d  i n  o t h e r  f i l m s  y i e l d  
t h e  same r e s u l t s  a s  can  be e x p e c t e d  from t h e  d e t e r i o r a t i o n  c u rv e  
b u i l t  up w i t h  p o l y e t h y l e n e  f i l m s .  A f i l m  w i t h  an  oxygen p e rm e a 
b i l i t y  o f  2 ,7 0 0  ml/m / 2 4  h / l  a tm .  w i l l  y i e l d  b e t t e r  r e s u l t s  f o r  
u n f i l l e t e d  f r e s h  f i s h  where  t h e  f i s h  f l e s h  i s  p r a c t i c a l l y  n o t  
o r  t o  a  l e s s e r  d e g r e e  c o n t a m i n a t e d  t h a n  f o r  f i l l e t s .  I n  c o n se q u e n c e  
i t  i s  r e q u i r e d  t h a t  d u r i n g  t h e  p a c k i n g  o f  f i l l e t s  as  few a n a e r o b i c  
c o n d i t i o n s  as  p o s s i b l e  a r e  c r e a t e d  i n  o r d e r  t o  p r e v e n t  TMA fo r m a 
t i o n ,  w h e re a s  f o r  t h e  whole  f i s h  i t  i s  e s s e n t i a l  t o  p e r m i t  a  n o r 
mal d e v e lo p m e n t  o f  t h e  b a c t e r i a l  g row th  on the  s k i n .

S i n c e  s h r i n k i n g  an amorphous f i l m  c a u s e s  a  d e c r e a s e  o f  i t s  oxygen 
p e r m e a b i l i t y  i t  i s  n e c e s s a r y  when s u c h  a  s h r i n k  f i l m  i s  u s e d  t o  be 
a c q u a i n t e d  w i t h  i t s  t h i c k n e s s  a f t e r  s h r i n k i n g  and t o  t a k e  t h i s  i n 
t o  a c c o u n t  when p u r c h a s i n g  a  p a c k i n g  f i l m  w h ich  must  con fo rm  t o  
s e v e r e  s t a n d a r d s  o f  p e r m e a b i l i t y .  The g as  p e r m e a b i l i t y  o f  a  c r y s 

t a l l i n e  s h r i n k  f i l m  however  i s  n o t  t o  a  v e r y  i a r g e  e x t e n t  m odi
f i e d  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s h r i n k i n g  p r o c e s s .

The u se  o f  a p a c k i n g  f i l m  i n h i b i t s  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  f o r m a l i n  
bound v o l a t i l e  n i t r o g e n  compounds (ammonia and p r i m a r y  a m i n e s ) .
T h i s  i s  due t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  d e a m i n a t i o n  o f  t h e  amino a c i d s  
w h ich  i s  an o x i d a t i v e  p r o c e s s  p r o c e e d s  a t  a s l o w e r  r a t e  s i n c e  t h e  
f i l m  p r o t e c t s  t h e  f i s h  t o  a  h ig h  d e g r e e  f rom  c o n t a c t  w i t h  a i r  
o x y g e n .  The TMA c o n t e n t  on t h e  c o n t r a r y  i n c r e a s e s  f a s t e r  i n  t h e
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p a c k e d  t h a n  i n  t h e  u np ack ed  f i s h «  T h i s  may be  a t t r i b u t e d  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  t r i a m i n e o x i d e a s e  c o n t a i n i n g  b a c t e r i a  w h ic h  r e d u c e  
TMAO b y  f a c u l t a t i v e  a n a e r o b i c  r e s p i r a t i o n .

The TMA f o r m a t i o n  i s  i n h i b i t e d  b y  t h e  a d d i t io n  o f  c i t r i c  a c i d  o r  
p o t a s s i u m  s ó r b a t e  t o  t h e  f i s h .  C i t r i c  a c i d  d e l a y s  t h e  TMA fo r m a 
t i o n  a s  w e l l  a s  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  f o r m a l i n  bound n i t r o g e n  com
p o u n d s .  The i n h i b i t i o n  o f t t h e  b a c t e r i a l  p r o l i f e r a t i o n  i s  due t o  a 
r e d u c e d  pH. I t  must  be r e m a r k e d  t h a t  when 0 . 1  % and 0 . 3  % c i t r i c  
a c i d  i s  added  t h e  p e r c e n t a g e  o f  " s p o i l e r s "  r e m a i n s  c o n s t a n t ,  
w h e re a s  w i t h  a c o n c e n t r a t i o n  o f  1 % c i t r i c  a c i d  t h e  p e r c e n t a g e  
o f  " s p o i l e r s "  d e c l i n e s .

Yet c i t r i c  a c i d  c a n n o t  be u s e d  s i n c e  owing t o  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  
pH a d é n a t u r a t i o n  o f  t h e  f i s h  p r o t e i n s  a p p e a r s .  T h i s  c o r r e s p o n d s  
t o  a  w h i t e n i n g  o f  t h e  f i s h  f l e s h  and t o  an a b u n d a n t  e x u d a t i o n .
These  phenomena p r e s e n t  an e x t r e m e l y  u n a t t r a c t i v e  a s p e c t  t o  t h e  
p r e - p a c k e d  p r o d u c t .

The a d d i t i o n  o f  0 . 1  % and 0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  p r a c t i c a l l y  
c o m p l e t e l y  i n h i b i t s  t h e  s p o i l a g e .  T h i s  i s  i n  e s s e n c e  due t o  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  t h e  t r i m e t h y l a m i n e o x i d e  r e d u c i n g  b a c t e r i a .  The c o n 
c e n t r a t i o n  o f  t h e  s ó r b a t e  p l a y s  a p a r t  s i n c e  0 . 3  % seems t o  g i v e  
b e t t e r  r e s u l t s  t h a n  0 . 1  %. The i n c r e a s e  o f  t h e  f o r m a l i n  bound 
N - f r a c t i o n  m o re o v e r  p r o c e e d s  a t  a s l o w e r  r a t e  t h a n  w i t h  f i s h  which  
was n o t  t r e a t e d  w i t h  p o t a s s i u m  s ó r b a t e .  The s ó r b a t e  c o n c e n t r a t i o n  
i s  i n  t h i s  c a s e  n o t  d e t e r m i n a n t .

I f  t h e  f i s h  i s  no l o n g e r  o f  p r im e  q u a l i t y ,  i n  o t h e r  words  i f  TMA 
i s  a l r e a d y  p r e s e n t ,  t h e  f u r t h e r  TMA f o r m a t i o n  and t h e  f o r m a t i o n  
o f  t h e  f o r m a l i n  bound n i t r o g e n  compounds p r o c e e d  r e m a r k a b l y  a t  
a s l o w e r  p a c e  i f  0 . 3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e  i s  a d d ed ;  t h e  TMA fo rm a 
t i o n  how ever  i s  n o t  c o m o l e t e l y  i n h i b i t e d  a s  i n  f r e s h  f i s h .

The oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  f i l m  i s  a l s o  d e t e r m i n a n t  i n  t h a  
p a c k i n g  o f  f i s h  t r e a t e d  w i t h  0 „3  % p o t a s s i u m  s ó r b a t e .  An e n t i r e l y  
d i f f e r e n t  d e t e r i o r a t i o n  c u r v e  i s  o b t a i n e d .  The f i l m  w i t h  t h e  l o 
w e s t  p e r m e a b i l i t y  y i e l d s  t h e  b e s t  r e s u l t s  s i n c e  t h e  s p o i l a g e  d u r i n g  
t h e  f i r s t  12 d a y s  i s  e x c l u s i v e l y  c a u s e d  b y  t h e  i n c r e a s e  o f  t h e  
f o r m a l i n  bound v o l a t i l e  n i t r o g e n  compounds .  The f o r m a t i o n  o f  t h i s  
f r a c t i o n  p r o c e e d s  f a s t e r  and t h i s  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  oxygen  p r e 
s e n t  i n  t h e  p a c k e t  s i n c e  t h e  d e a m i n a t i o n  o f  t h e  amino a c i d s  p r o d u 
ced  by  p r o t e o l y s i s  i s  an o x i d a t i v e  r e a c t i o n .



-  168 -

2
Summing up a  f i l m  with,  an  oxygen p e r m e a b i l i t y  o f  3 $600 ml/m / 2 4  h 
/ I  a tm .  may be c h o s e n  f o r  t h e  p r e - p a c k i n g  o f  cod f i l l e t s  when no 
p r e s e r v a t i v e  i s  a d d e d . A f i l m  w i t h  2 ,7 0 0  ml i s  m ost  a p p r o p r i a t e  
f o r  p l a i c e ;  p r a c t i c a l l y  a f i l m  w i t h  3 <,600 ml p e r m e a b i l i t y  may a l 
so be  u s e d  c o n s i d e r i n g  t h a t  d u r i n g  t h e  c o n s e r v a t i o n  o n l y  s l i g h t  
d i f f e r e n c e s  a r e  o b s e r v e d  i n  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  f i s h o  I f  p o t a s s i u m  
s ó r b a t e  however  i s  added t o  t h e  f i s h  a  f i l m  w i t h  a l o w e r  oxygen
p e r m e a b i l i t y  must  be aimed a t .  The f i l m  w i t h  a  p e r m e a b i l i t y  o f

21 ,5 0 0  ml oxygen m / 2 4  h/1 a tm .  seems t o  y i e l d  v e r y  good r e s u l t s  
inasm uch  as  t h a t  a f t e r  12 d a y s  s t o r a g e  a t  0° C a TVN v a l u e  o f  on
l y  24 mg N % i s  o b t a i n e d ,  w h e re a s  t h i s  v a l u e  i s  a l r e a d y  r e a c h e d  
a f t e r  5 d a y s  w i t h  u n t r e a t e d  f i s h  p a cked  i n  a  f i l m  w i t h  3 ,6 0 0  ml 
oxygen p e r m e a b i l i t y .
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