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INLEIDING

N aast t r im e th y la m in e  i s  ammoniak h e t  meest ty p i s c h e  b e d e r f -  

p ro d u k t i n  v i s ,  s c h a a l -  en w e ek d ie ren .  M ee s ta l  w ord t h e t  samen met 

an d e re  v l u c h t i g e  s t i k s t o f b a s e n  a i s  t o t a l e  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  

(IVB) b e p a a ld .  Men kan e c h te r  v o o r o p s t e l l e n  d a t  i n  P roduk ten  waar 

ammoniak b i j z o n d e r  o v e rv lo e d ig  gevormd w o rd t ,  de d o s e r in g  van d eze  

v e rb in d in g  een nog b e t e r  i n z i c h t  i n  de v e r s h e id s g r a a d  kan geven .

D i t  i s  v o o r a l  voo r s o h a a ld ie r e n  en k ra a k b e e n v is se n  h e t  g e v a l .

Ammoniak kan t i j d e n s  h e t  b e d e r f  door v e r s c h i l l e n d e  r e a k t i e s  

gevormd worden. Het o n t s t a a t  door a f b r a a k  van  ureum, door desa— 

m in e r in g  van  v r i j e  o f  van  e i w i t t e n  a f g e s p l i t s t e  am inozuren en v e r 

wante  v e rb in d in g e n  (b v .  c r e a t i n e ) ,  door o x y d a t ie  van  aminen en door 

a f b r a a k  van n u c le ïn e b a s e n .

Voor de r e c h t s t r e e k s e  b e p a l in g  van  v r i j e  ammoniak s t a a n  

v e r s c h i l l e n d e  v o lu m e tr i s c h e  ( o . a .  f o r m o l t i t r a t i e ,  jo d o m e tr ie  na 

o x y d a t ie  met hypobrom iet e n z .)  en k o lo r i m e t r i s c h e  metodon ( o . a .  met 

h e t  N e s s le r —r e a g e n s , met phenol en h y p o o h lo r i e t  e n z . )  t e r  b e s c h ik k in g .

I n  b io lo g i s c h e  w e e f s e ls  en v l o e i s t o f f e n  komen e c h te r  

m e e s ta l  t a l r i j k e  s to r e n d e  b e s ta n d d e le n  v o o r ,  z o d a t  de ammoniak e e r s t  

moet worden a fg e z o n d e rd .  D it  kan g eb eu ren  met io n e n w is s e la a r s  o f  

d e s t i l l a t i e ,  maar i n  de m eeste  g e v a l l e n  w ord t de v o o rk eu r  aan de 

m ik r o d i f f u s i e  gegeven .

I n  deze  p u b l i k a t i e  w ord t d i t  p ro céd é  b esp ro k en  en w ord t 

te v e n s  een nieuwe metode voor v e r s n e ld e  m i k r o d i f f u s i e  met to e p a s —



s in g en  voor de o b je k t i e v e  k w a l i t e i t s b e p a l i n g  van s c h a a ld ie r e n  en 

k ra a k b e e n v is se n  b e s c h re v e n .

1 .  De m i k r o d i f f u s i e .
as=s>csaaa=s==:=ss

1 .1 .  P r i n c i p e .

Ammoniak komt b i j  z u re  pH a i s  ammonium-ion (NH*) en b i j  

a l k a l i s c h e  pH a i s  gasvorm ige  v e r b in d in g  (HH^) v o o r .  De m ik r o d i f f u s ie  

g e s c h ie d t  i n  d r i e  f a z e n  s (a )  de ammoniak w ordt i n  een h e rm e t is c h  

g e s l o t e n  systeem  ( f i g u u r  l )  door to e v o eg in g  van b a se  u i t  h e t  a n a -  

ly s e v a t  A v r i j g e s t e l d  5 (b) h e t  g a s  d i f f u n d e e r t  door de kamer B en 

(#) h e t  gas  w ord t door een zuur (b v .  H^SO^), i n  een a b s o r p t i e v a t  

C, met vorming van  een  ammoniumzout. De d o s e r in g  g e s c h ie d t  dan 

door t i t r a t i e  o f  door k o l o r i m e t r i e .

1 .2 .  F a k to re n  d i e  de d i f f u s i e s n e l h e i d  b e ïn v lo e d e n  ( l ) .

1 . 2 .1  . D i^ fu s j^ e j^ ijji^

De d i f f u s i e t i j d i s  e v e n re d ig  met de dampdruk van de 

v l u c h t i g e  v e rb in d in g  i n  h e t  a n a ly s e v a t  f h i j  wordt u i t g e d r u k t  i n  

f u n k t i e  van de b e g in k o n c e n t r a t i e  a i n  h e t  a n a ly s e v a t  en de h o e v e e l

h e id  X d ie  na  de t i j d  t  g e d i f fu n d e e rd  i s  v o lg e n s

lo g  a  A .t
———— —— mm

a  -  X

w a a rb i j  A de a b s o r p t i e s n e l h e i d  i s .  H i e r u i t  v o lg t  d a t  de r e l a t i e v e  

h o e v e e lh e id  -  en n i e t  de a b s o lu t e  h o e v e e lh e id  -  ammoniak d i e  na de 

t i j i  t  g e ab so rb e e rd  w o rd t ,  o n a f h a n k e l i j k  i s  van de b e g i n k o n c e n t r a t i e .
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Figuur  1 Pr incipe  van de m i c r o d i f fusie

A:  Ana lyseva t  

B : Diffus i ekamer  

C.- A bs o r p t i e va t

A

67 mm

40 mm

Figuur 2 -  C o n w a y s c h a a l



1 . 2 . 2 . V°2 ,ume_van_dei v 1oe^s t o f f en_e n afmejtin^_en_va,n_d_e 

¿ i £ f  u s¿ekam er.

Het volume van  de ab so rb e re n d e  v l o e i s t o f  h e e f t  w e in ig  

in v lo e d ,  op voorw aarde  d a t  de o p p e rv la k te  homogeen i s .  De re d e n  

h ie r v a n  l i g t  i n  h e t  f e i t  d a t  de a b so rb e re n d e  v l o e i s t o f  de dampspan- 

n in g  van de d i f f u n d e r e n d e  s t o f  t o t  n u i  t e r u g b r e n g t  | wanneer h e t  i n  

overmaat aanwezig i s ,  h e e f t  een v e ra n d e r in g  van  volume p r a k t i s c h  

geen  e f f e k t .  De h o e v e e lh e id  V van  de o p lo s s in g  i n  h e t  a n a ly s e v a t  

h e e f t  d a a re n te g e n  wel een b e s l i s s e n d e  in v lo e d  op de d i f f u s i e s n e l h e i d .  

A l l e  an d e re  f a k t o r e n  g e l i j k  b l i j v e n d e  i s  deze  s n e lh e id  omgekeerd even

r e d i g  met V. D i t  v o lg t  u i t  h e t  f e i t  d a t  de s n e lh e id  r e c h t  e v e n re d ig  

i s  met de dampdruk, dus met de k o n c e n t r a t i e  van  de v l u c h t i g e  s t o f .

De t i j d  t  d i e  nod ig  i s  voor een a b s o r p t i e  van  99 ,5  $  b e d ra a g t  i

, 5 ,3  • S . V . 1t  =

k \j s . s*~

w a a rb i j  ; S = o p lo s b a a rh e id  (g /m l)  voor een g a s k o n c e n t r a t i e  van  1 g/ml

s = o p p e rv la k te  v l o e i s t o f  i n  a n a ly s e v a t

s ! = o p p e rv la k te  v l o e i s t o f  i n  a b s o r p t i e v a t

1 = gem iddelde  a f s t a n d  voor d i f f u s i e  van d« m olekulen
2

k = d i f f u s i e k o e f f i c i ë n t  (cm /m in )  van h e t  g a s  i n  de l u c h t .  

Men h e e f t  e r  dus b e la n g  b i j  V zo k l e i n  m o g e l i jk  t e  houden»

De v e r g e l i j k i n g  to o n t  v e r d e r  a a n ,  d a t  men e r  n u t  b i j  h e e f t  

1 zo k l e i n  m o g e l i jk  en s en s 1 zo g r o o t  m o g e l i jk  t e  nemen, n l .  zo 

d a t  de r e s p e k t i e v e l i j k e  volumes j u i s t  gans  de o p p e rv la k te  kunnen 

bedekken .
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1 . 2 . 3 . Bi_ept_e_van_dei ¿ a a g _ in  h e t  an^ l^ rseva t^

De t i j d  nod ig  voor een d i f f u s i e  van 99 j5 $  v a n u i t  een op

l o s s i n g  op d i e p t e  a ( i n  om), b e d ra a g t  voo r een dampspanning 0 aan  de 

o p p e rv la k te  !

2a
t  = 2 ,0 5  -------

k '

w a a rb i j  s k ’ = d i f f u s i e k o ë f f i c i ë n t  i n  w a te r

a i s  a ld u s  van  z e e r  g ro o t  b e la n g  en moet zo k l e i n  m o g e l i jk  gehouden 

worden.

1 . 2 . 4 »  te m p e r a tu u r .

De d i f f u s i e s n e l h e i d  v e r g r o o t  met s t i j g e n d e  te m p e ra tu u r .

Zo v e rm in d e r t  de d i f f u s i e d u u r  bv . van  40 % wanneer men de tem p era 

tu u r  o p d r i j f t  van 20 t o t  38° C.

1 . 2 . 5 » £ÏÏ_in h e t  ana^s€jvat_._

Ammoniak (ïTH ) en ammoniumionen (NH*) l i g g e n  s t e e d s  in  
3 4

evenw icht v o lg e n s

m +A + H+4 <----  3

D it  evenw icht w ordt b e p aa ld  door de pH van  het m i l i e u .

De zuu rexponen t (pK) b e d ra a g t  9?4» Tussen  de pil van de o p lo s s in g ,  

de pK en de d i s s o c i a t i e g r a a d  ( l  = v o l l e d i g e  i o n i s a t i e )  b e s t a a t  

vo lg en d e  b e t r e k k in g  s

pH = pK + lo g  -  9»4 + lo g
1 1 - c <



H i e r u i t  kan  men b e rek en en  h o e v e e l  ammoniak i n  g e ïo n i s e e r d e  

vorm voorkomt b i j  v e r s c h i l l e n d e  pH—w aarden . Deze b e t r e k k in g  w ordt 

g r a f i s c h  i n  f i g u u r  3 w eergegeven. Men bem erkt d a t  de pH hoger  dan 

11 moet l ig g e n  om i n  o p t im a le  om standigheden t e  w erken .

1 . 2 . 6 .  Ip v lo e d  van kat_i£n_en_en a n io n en .

Het v r i j s t e l l e n  van  ammoniak h an g t  n i e t  a l l e e n  van  de pH, 

maar eveneens van b e p a a ld e  aanwezige io n e n  a f ,  d a a r  deze de dampdruk 

van ammoniak b e ïn v lo e d e n .  B i j  de k a t io n e n  neemt de a k t i v i t e i t  a i s  

v o lg t  to e  ;

Mg++ (  Ca++(  L i+^  HH* Na+<( K+

Voor de an ionen  h e e f t  men s

I ”  (  B r"  C l"  HO“  HPO"<( F~ <  OH" <  BO" CO""

H i e r u i t  v o l g t  d a t  k a liu m k a rb o n aa t  (K^CO^) en k a liu m m eta -  

b o r a a t  (KBO„) de meest g e s c h ik te  v e rb in d in g e n  z i j n .  M ees ta l  w ord t 

de e e r s t e  v e rb in d in g  g e b r u i k t .  Voor o p lo s s in g e n  d i e  s t e r k  zuur z i j n ,  

i s  h e t  e c h te r  aan t e  ra d e n  h e t  m e tab o raa t  t e  g e b ru ik e n  om de s t e r k e  

C O ^-ontw ikkeling t e  v e rm ijd e n .

1 .3 .  M ik r o d i f f u s i e t e c h n i e k .

Voor de p r a k t i s c h e  u i t v o e r i n g  van  de m ik r o d i f f u s ie  h e e f t  

de metode van Conway ( l )  b re d e  to e p a s s in g  gevonden, n i e t  a l l e e n  voor 

de b e p a l in g  van  ammoniak, maar eveneens van  een g an se  gamma an d e re  

v e rb in d in g e n  (am inen , z u re n ,  a ld eh y d e n ,  e n z . ) .  B i j  deze metode 

worden z . g . n .  Conwayschalen g e b r u ik t  d i e  u i t  g l a s ,  p o r s e l e i n  o f  

p l a s t i e k  v e rv a a rd ig d  z i j n .  Z i j  b e s ta a n  u i t  een b in n e n -  en een



veel heid gasvormig  N H3F i g u u r  3 . - invloed van de pH op de



6 .

b u i te n k u v e t  ( f i g u u r  2 ) .  De t e  onderzoeken  ammoniakoplossing w ord t 

i n  de b u i te n k u v e t  en h e t  ab so rb eren d  zuur i n  de b in n en k u v e t  g e p ip e -  

t e e r d .  Na to e v o eg in g  van  loog aan de b u i t e n s t e  kuvet wordt h e t  ge 

h e e l  h e rm e t is c h  met een in g e v e t t e  p l a a t  g e s l o t e n .

Alhoewel deze  metode r e l a t i e f  eenvoudig  en z e e r  nauw keurig  

i s ,  b e z i t  z i j  to c h  e r n s t i g e  n a d e le n ,  n i .  s (a )  de c e l  i s  r e l a t i e f  

d u u r ,  (b ) h e t  v e r w i jd e r e n  van h e t  v e t ,  d a t  n o o d z a k e l i jk  i s  vo 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  eenvoud ig , (e )  de d i f f u s i e d u u r  i s  

r e l a t i e f  la n g ,  (d ) h e t  g e b ru ik  van  k o l o r i m e t r i e  a i s  d o s e r in g s te c h n ie k  

v e r e i s t  h e t  k w a n t i t a t i e f  o v e rh ev e len  van  de a b s o r p t i e v l o e i s t o f .

Om deze  m o e i l i jk h e d e n  t e  o m z e i len ,  hebben S e l ig so n  e t  a l .

( 2 ) een v e r s n e ld e  m ik ro d if fu s ie m e to d e  voo r de b e p a l in g  van ammoniak 

i n  b lo e d  v o o r g e s t e l d .  B i j  deze metode worden a i s  m ik r o d i f f u s i e — 

c e l l e n  k l e i n e  f l e s s e n  (b v .  p e n i c i l l i n e f l e s j e s ) , waarvan de s to p  van  

een g la z e n  s t a a f  met g e ra d ee rd  u i t e i n d e  v o o rz ie n  i s ,  aangewend.

D it  u i t e i n d e  w ordt met zw avelzuur b e v o c h t ig d  en v e rv a n g t  a ld u s  h e t  

a b s o r p t i e v a t .  De t e  a n a ly s e re n  o p lo s s in g  komt i n  de f l e s  t e  r e c h t .

Na a l k a l i s e r i n g  l a a t  men de f l e s  gedurende  een k o r t e  t i j d  i n  h o r i 

z o n ta l e  p o s i t i e  i n  een r o t a t o r  d r a a i e n ,  w aardoor de o p lo s s in g  gan s  

de wand van de f l e s  b e v o c h t i g t .  Op deze  w i jz e  w ordt h e t  d i f f u s i e -  

o p p e rv la k  s a a n z i e n l i j k  v e r g r o o t ,  t e r w i j l  h e t  volume V en de d i e p t e  

a  m inimaal gehouden worden ( z i e  1 . 2 . 2 . ) .  De d i f f u s i e d u u r  w ord t dan 

ook g e v o e l ig  v e rm in d e rd .  Na de d i f f u s i e  w ord t de ammoniak d i e  door 

h e t  zwavelzuur op de s t a a f  gebonden w erd , k o lo r i m e t r i s e h  b e p a a ld  met 

N e s s le r r e a g e n s .

Vyncke en M erlevede hebben deze  metode aan g e p a s t  voo r 

s c h a a ld ie r e n  en e r  h e t  n u t  voo r de 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  

van aangetoond ( 3 ) .  I n  onde rh av ig e  p u b l i k a t i e  werd de t e c h n i e k  nog 

v e r b e t e r d  ; z i j  werd te v e n s  op k ra a k b e e n v is se n  to e g e p a s t .



2 .  E x p e r im e n te e l_ g e d e e l te .

2 . 1 .  Modus o p e r a n d i .

2 . 1 . 1 .  Re agen tija .

A lle  o p lo s s in g e n  d ien en  met ammoniakvrij w a te r  b e r e id  t e  

worden. Voor met io n e n w is s e la a r s  g e d e m in e ra l i s e e r d  w a te r  i s  deze 

voorw aarde  v e r v u ld .  Gewoon g e d e s t i l l e e r d  w a te r  moet door een kolom 

A m b erl i te  Monobed I I I  (Rohm & H aas, P h i l a d e l p h i a ,  U .S .A .)  o f  een 

ana loog  h a r s  g e z u iv e rd  worden,

— S tan d aard  ammoniak o p lo s s in g  ? 250 yG-g U p e r  ml ( l , l 8 0  g ammonium- 

s u l f a a t  p e r  l i t e r ) .

-  Zwavelzuur 1 U.
-  K a liu m k a rb o n aa t , v e rz a d ig d e  o p lo s s in g .

— N e s s le r r e a g e n s  s vo lg en d e  m o d i f ik a t i e  b le e k  de g r o o t s t e  s t a b i l i t e i t  

en g e v o e l ig h e id  t e  geven s

O p lo ss in g  1 ; Io s  40 g rood  Hgl^ p . a .  en 30 g KI p .a»  i n  100 ml 

w a te r  |

O p lo ss in g  2 : Io s  95 g NaOH p . a .  i n  1 .000 ml w a te r .

Meng 1 en 2 en l a a t  d r i e  dagen s t a a n .  D ekan tee r  de k l a r e  boven

s ta a n d e  v l o e i s t o f  i n  een b r u in e  f l e s  en bewaar i n  h e t  d o n k e r .  V er

dun 1 s 25 voo r g e b r u ik .

2 . 1 . 2 .  ApjDar_atuur_j_

-  M ik r o d i f f u s i e f l e s j e s .

De door S e l ig s o n  e t  a l  (2 )  v o o r g e s te ld e  p e n i e i l l i n e f l e s j e s  

werden na t a l r i j k e  m o d i f ik a t i e s  u i t e i n d e l i j k  vervangen  doo r f l e s j e s  

met g e ro d e e rd e  h a l s  (B 2 4 ) , v o o rz ie n  van doorboorde  p o ly e th y le e n  s to p  

met g la z e n  s t a a f .  De s t a a f  w ord t v a s tg e k le e f d  met gewone u n i v e r s e e l -



l i jm  i h ie r d o o r  i s  de s to p  te v e n s  h e rm e t is c h  d i c h t .  Het u i t e i n d e  

van  de s t a a f  i s  ho lvorm ig  v e r d i k t  en g e ro d e e rd .  De a fm e tingen  z i j n  

i n  f i g u u r  4 v e rm e ld .  Met deze  f l e s j e s  w ord t h e t  i n b r engen en h e t  

v e r w i jd e r e n  van de s t a a f  zonder de wanden t e  r a k e n  door de B24- 

open ing  v e r g e m a k k e l i jk t .  Deze opening  i s  m aximaal, d aa r  men re k e n in g  

moet houden met h e t  r e l a t i e f  k l e i n e  volume van de d i f f u s i e f l e s .

— M ik r o d i f f u s ie r o t a t o r .

De m i k r o d i f f u s i e r o t a t o r  "M u lt i—Purpose  R o ta to r "  Model 150 V 

( S c i e n t i f i c  I n d u s t r i e s ,  Hew York, U .S .A .)  werd e e r s t  b e p ro e fd ,  doch 

h e t  v a s th e c h t in g s s y s te e m  met klemmen voo r de f l e s j e s  b l e e k  n i e t  g e 

s c h i k t  t e  z i j n .  De r o t a t i e k o p  werd dan ook vervangen  door een z e l f 

ontworpen model ( f i g u u r  5 ) •  D i t  model b e s t a a t  u i t  d r i e  s c h i jv e n  u i t  

p l e x i g l a s  van 27 cm d ia m e te r .  De e e r s t e  s c h i j f  d i e n t  a i s  g ro n d p la a t  

voor de f l e s j e s  5 de tweede i s  v o o rz ie n  van  12 open ingen  van  4 cm 

d ia m e te r .  Deze twee s c h i jv e n  z i j n  op de c e n t r a l e  a s ,  op een a f s t a n d  

van  3 ,5  cm van e lk a a r  b e v e s t i g t .  De d e rd e  p l a a t  h e e f t  12 openingen  

van 1 cm d ia m e te r  d i e  j u i s t  over de g la z e n  s tav e n  p a sse n  en komt op 

de s to p p en  van de f l e s j e s  t e  r u s t e n .  Het g e h e e l  w ordt doo r m iddel 

van  een v l in d e rm o e r  v a s t g e d r a a i d .  De f l e s j e s  s t a a n  a ld u s  in  de r o 

t a t i e k o p  s t e v i g  v a s t  en z i j n  t e r z e l f d e r t i j d  h e rm e t is c h  g e s l o t e n .  De 

r o t a t o r  kan zowel i n  h o r i z o n t a l e  a l s  i n  v e r t i k a l e  s ta n d  g e d ra a id  

worden ( f i g u r e n  5 en 6) .

— K o lo r im e te r .

Y i t a t r o n  Model UC 100 (Bergen op Zoom, H ederlan d )  met 

v i e r k a n t e  k u v e t te n  van 10 mm l ic h tw e g .

2 .1 .3 • Uer_kwij_z_e.

T ien  g v i s  worden gedurende  2 min met 4OO rai w a te r  gehomo

g e n i s e e r d  § 1 ml van  de b o v e n s taan d e  v l o e i s t o f  ( f i l t r e r e n  i s  o v e r -
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Mikrodiffusierotator in vertikale stand

Fig. 6 —  Mikrodiffusierotator in horizontale stand
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b o d ig )  w ordt i n  een m i k r o d i f f u s i e f l e s j e  g e p ip e t e e r d .  Eén ml v e r 

z ad ig d e  k a l iu m k a rb o n a a to p lo s s in g  wordt toegevoegd  en o n m id d e l l i jk  

d aaro p  w ordt b e t  u i t e i n d e  van de g la z e n  s t a a f  ov e r  oa 5 mm i *1 1 ^  

zw avelzuur gedompeld 5 b e t  o v e r t o l l i g e  zuur w ordt a fgeschud  en de 

s to p  w ord t op b e t  f l e s j e  g e p l a a t s t  zonder de wanden t e  r a k e n .  De 

f l e s j e s  worden i n  h o r i z o n t a l e  s ta n d  i n  de r o t a t o r  g e p l a a t s t  en v a s t 

g e s c h r o e f d .

De r o t a t i e k o p  w ordt i n  v e r t i k a l e  p o s i t i e  g ew en te ld ,  de 

motor w ord t aan g esch ak e ld  en op 50 to e r e n  p e r  m inuut g e re g e ld .

Na 30 min w ordt h e t  r o t e r e n  s to p g e z e t .

De s t a a f j e s  worden u i t  de f l e s j e s  v e r w i jd e r d ,  zonder de 

wanden t e  r a k e n  en i n  een b e k e r  van 10 m l, d ie  5 nii N e s s le r re a g e n s  

1 s 25 b e v a t ,  g e r o e r d .  De e x t r a k t i e  van  de o r a n j e - g e l e  o p lo s s in g  

w ord t b i j  403 m gemet en.  De k o n c e n t r a t i e  w ordt van  een i jk k u r v e  

a f g e le z e n  d ie  met r e s p e k t i e v e l i j k  2 ,5  > 5 en 1 ,5  _/Ag NH  ̂ -  N ,opge

s t e l d  w erd .

A l le  m ik r o d i f f u s ie b e p a l in g e n  moeten i n  s t r i k t  g e s t a n d a r d i -  

s e e rd e  om standigheden worden u i tg e v o e r d .  Het volume van  de d i f f u s i e -  

f l e s j e s ,  de d i f f u s i e o p p e r v l a k t e n  en de r o t a t i e s n e l h e i d  kunnen gemak

k e l i j k  k o n s ta n t  gehouden worden en z i j n  daarom van  minder b e la n g .  

S te rk e  v a r i a t i e s  i n  kam ertem pera tuur d ie n e n  e c h t e r  vermeden t e  worden, 

v e r m i t s  de d i f f u s i e d u u r  h ie r d o o r  b e ïn v lo e d  w ordt ( z i e  1 .2«4»)«

2 . 2 .  E x p e r im en te le  s t u d i e  van  de m etode.

2 .2 .1  . D i f f u s ie k i f f v e .

Het toevoegen  van  1 ml v e rz a d ig d e  k a l iu m k a rb o n a a to p lo s s in g  

b r e n g t  de pH op 12,2  à  1 2 ,3 ,  h e tg een  een o p t im a le  d i f f u s i e  v e r z e k e r t

( z i e  1 .2 .5 * )*



De d i f f u s i e k u r v e n  van een z u iv e r e  am m oniakoplossing en 

van  v i s e x t r a k t  werden b e p a a ld  ( f i g u u r  7)« H i e r u i t  b l i j k t ,  d a t  b e id e  

ku rven  een analoog  v e r lo o p  hebben en d a t  b i j  v i s e x t r a k t  geen  h y d ro ly s e  

o p t r e e d t .

De d i f f u s i e  i s  na  ongeveer 75 mi n  b e ë in d ig d ,  maar ca 92 % 

en 98 io ammoniak komen r e s p e k t i e v e l i j k  i n  15 en 30 min o v e r .  Er v a l t  

op t e  merken, d a t  wanneer de f l e s j e s  n i e t  g e r o t e e r d  worden, de d i f 

f u s i e  18 à  24 n u r  d u u r t .

De d i f f u s i e k u r v e n  z i j n  z e e r  r e p ro d u c e e rb a a r  en i n  p r i n c i p e  

kan dan ook een k o r t e  d i f f u s i e d u u r  (bv* 10 min) genomen worden. Het 

i s  e c h te r  aan  t e  r a d e n  30 min t e  nemen, d a a r  i n  deze  om standigheden 

de r o t a t i e d u u r  n i e t  nauwkeurig moet worden i n  a c h t  genomen. D aaren

boven z i j n ,  i n  d i t  g e v a l ,  k l e in e  f l u k t u a t i e s  i n  d r a a i s n e l h e i d  zonder 

b e la n g  ( 2 ) .

2 . 2 . 2 .  _Storende_bj3S_tanddelen.

N aas t ammoniak p rod u ce ren  ook d i v e r s e  an d ere  v e rb in d in g e n  

een k le u r  met h e t  N e s s le r r e a g e n s .  Voor v i s  b e t r e f t  h e t  v o o ra l  

d im ethy lam ine  en t r im e th y la m in e ,  d i e  samen met ammoniak ¿Loor de a l — 

k a l i s e r i n g  v r i jk o m en ,  d i f f u n d e r e n  en a i s  s u l f a a t  op h e t  s t a a f j e  

worden gebonden. U i t  k o n tro le p ro e v e n  u i tg e v o e r d  met 10 N van 

b e id e  v e rb in d in g e n ,  overeenkomend met 40 mg N p e r  100 g v i s ,  b l e e k  

d a t  i n  de gegeven om standigheden h e t  N e s s le r r e a g e n s  n i e t  g e k le u rd  

werd, en d a t  h e t  b l i j k b a a r  n i e t  g e v o e l ig  genoeg i s  voor deze  v e r 

b in d in g e n .  D im ethylam ine en t r im e th y la m in e  s t o r e n  dan ook de ammoniak- 

b e p a l in g  n i e t .

In  s c h a a ld i e r e n  en v o o r a l  i n  k ra a k b e e n v is se n  (b v .  doorn

h a a i ,  ro g )  komen g r o t e  hoevee lheden  ureum v o o r ,  n l .  t o t  2000 mg p e r
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100 g v i s  (4 ) •  Door a l k a l i s e r i n g  kan d i t  ureum door h y d ro ly se  

ammoniak v r i j s t e l l e n ,  h e tg e e n  de b e p a l in g  zou v e r v a l s e n .

U it  k o n t ro le p ro e v e n ,  u i tg e v o e rd  met 5OO JJbg ureum b le e k  

geen  ammoniak v r i j  t e  komen, h e tg ee n  o n g e tw i j f e ld  aan  de z e e r  k o r t e  

d i f f u s i e d u u r  t e  w i j t e n  i s .  D i t  i s  een b e l a n g r i j k  v o o rd e e l ,  g e z ie n  

de metode a ld u s  t o e l a a t  v r i j e  ammoniak t e  b e p a le n  i n  u re u m rijk e  

v i s s e n ,  h e tg ee n  met de m ees te  andere  metoden (b v .  d e s t i l l a t i e )  n i e t  

m o g e l i jk  i s .

2 .2 .3 »  Stabi^li_teit_ van  d.e_kleur_o_

De e x t i n k t i e  van  de o r a n j e - g e l e  N e s s le r o p lo s s in g  b le e k  

gedurende  ca 30 min s t a b i e l  t e  z i j n .  Wanneer de k o lo r i m e t r i s c h e  

b e p a l in g  n i e t  o n m id d e l l i jk  kan g e s c h ie d e n ,  moet de o p lo s s in g  van 

de l u c h t  afgescherm d w orden. In  30 min v e rm in d e r t  de e x t i n k t i e  

a n d e rs  met ca 8 $>.

2 .3»  T oepass ingen  voor de o b je k t i e v e  k w a l i t e i t s b e p a l i n g .

2 . 3 .I  • G_arnaa_l en_Noors_e k r e e f t ^

In  een v o r ig e  p u b l i k a t i e  ( 3 ) werd h e t  n u t  van de metode

voor de o b je k t i e v e  k w a l i t e i t s b e p a l i n g  van g a r n a a l  (Crangon v u l g a r i s  

en N oorse  k r e e f t  (Nephrops n o rv e g ic u s  L) aan g e to o n d . Het ammoniak- 

g e h a l t e  b le e k  met de o r g a n o le p t i s c h e  k eu r in g  goed overeen  t e  komen. 

F ig u u r  8 g e e f t  t y p i s c h e  b e d e r fk u rv e n  voor g e p e ld e  g a r n a a l  en onge

p e ld e  Noorse k r e e f t  d i e  b i j  1 à  3° C bewaard w erden . Men bem erkt 

d a t  g a r n a a l  v e e l  v lu g g e r  b e d e r f t  dan Noorse k r e e f t .  De g re n s  voor

b e d e r f  b l i j k t  rond  45 rag N p e r  100 g t e  l i g g e n .
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Ook voor h e t  v e r g e l i j k e n d  onderzoek  b le e k  de metode w aard e -  

v o l  t e  z i j n .  Z i j  werd r e e d s  to e g e p a s t  voo r de s t u d i e  van de bew aa r-  

te m p e ra tu u r  van g a r n a a l  ( 5) en voo r h e t  t e s t e n  van d iv e r s e  f a k to r e n  

( z o u tg e h a l t e  van h e t  kookw ater , w i j z e  van v e rp a k k in g  e n z .)  t i j d e n s  

de bew erk ing  van N oorse  k r e e f t  ( 6 ) .

2 . 3 .I  • Doornhaai^.

De k w a l i t e i t s b e p a l i n g  van d o o rn h aa i  (S q u a lu s  a c a n th ia s  L) -  

z o a l s  van a l l e  k ra a k b e e n v is se n  — s t e l t  b i j z o n d e r e  prob lem en. Z o a ls  

r e e d s  werd v e rm e ld ,  b e v a t  deze  v i s  immers een g r o t e  h o e v e e lh e id  ureum 

d ie  i n  gans h e t  l ich aam  ( s p i e r e n ,  ingewanden, b lo e d ,  s l i jm )  voorkom t. 

Onder in v lo e d  van een b a k t e r i e e l  enzym, de u r e a s e ,  w ordt ureum t o t  

k o o ld io x y d e  en ammoniak a fg eb ro k en  s

(NH2) 2 00 ------> C02 + 2 NH3

De o n tb in d in g  van ureum b e g in t  v66 r de d esam in e r in g  van  

de am inozuren , h e tg e e n  een r e l a t i e f  hoog g e h a l t e  aan  ammoniak i n  h e t  

b e g in s ta d iu m  van h e t  b e d e r f  g e e f t  en een v lu g g e re  a l k a l i s e r i n g  b i j  de 

k ra a k b e e n v is se n  dan b i j  de b e e n v is s e n  v e ro o rz a a k t  ( 7 ) .

Door de aanw ezighe id  van  ureum kunnen k l a s s i e k e  metoden, 

z o a l s  de TVB-bepaling en de b e p a l in g  van de v l u c h t i g e  zu ren  n i e t  

to e g e p a s t  worden, d a a r  t i j d e n s  h e t  d e s t i l l e r e n  ureum eveneens i n  

ammoniak en koo ld ioxyde  g e s p l i t s t  w o rd t .  Z oa ls  r e e d s  werd g e c i t e e r d ,  

b l i j k t  d i t  t i j d e n s  de v e r s n e ld e  m ik r o d i f f u s i e  n i e t  h e t  g e v a l  t e  z i j n .

V o o ra le e r  de v l u c h t i g e  ammoniak t e  b e p a le n ,  d ien en  e c h te r  

e n k e le  v o o rzo rg en  genomen t e  worden.



I n  h e t  s l i j m  en h e t  h lo e d  d i e  z ic h  op de h u id  van  de 

d oo rnhaa i b e v in d en ,  w ord t g em ak k e l i jk  ammoniak gevormd, v o o ra l  wanneer 

de v i s  en ig e  t i j d  aan hogere  te m p e ra tu re n  werd b l o o t g e s t e l d ,  z o a l s  

b v .  op h e t  dek van  h e t  s c h ip  v è è r  h e t  s tuw en i n  h e t  ru im  en i n  de 

v i s m i jn  v è è r  de v e rk o o p . De ammoniak i s  dan z e e r  g em ak k e li jk  o rg an o 

l e p t i s c h  waar t e  nemen, maar d i t  b e te k e n t  evenwel nog n i e t  a l t i j d  

d a t  de v i s  van m indere  k w a l i t e i t  i s  ; i n  h e t  v l e e s  z e l f  kan immers 

w e in ig  of geen  ammoniak gevormd z i j n .  Vèèr de monstername moet de 

v i s  dan ook goed met gekoeld  w a te r  g e sp o e ld  worden.

D oornhaai wordt m e e s ta l  k o r t e  t i j d  na de openbare  

verkoop  o n tk o p t en g e s t r o o p t  en i n  deze vorm i n  de h an d e l  onder de 

benaming " z e e p a l in g "  g e b r a c h t .  Door deze  bew erking  komt v e e l  b lo e d  

aan de o p p e rv la k te  v r i j  (de  ro d e  k l e u r  i s  trouw ens een kenmerk van  

v e r s h e i d ) , d a t  g e m a k k e l i jk  ammoniak kan a fg e v e n .  Om deze  re d e n  i s  

h e t  ook i n  d i t  g e v a l  aan  t e  ra d e n  de v i s  goed v è è r  de monstername 

t e  s p o e le n .

F ig u u r  9 g e e f t  een gem iddelde  b e d e r fk u rv e  voor d o o rn 

h a a i ,  d i e  v an a f  de v a n g s t  b i j  I o C in  i j s  i n  g e g u t t e  to e s t a n d  b e 

waard w erd . De v i s s e n  waren a fk o m s tig  van  de v i s s e r i j s e k t o r  N oord- 

zee -Z u id  en werden i n  de p e r io d e  o k t o b e r - j a n u a r i  gevangen.

I e d e r  pun t op de g r a f i e k  i s  h e t  gem iddelde van  een 

d e r t i g t a l  'waarnemingen. De s p r e id in g s b r e e d te  werd te v e n s  aangeduidc

Men bem erk t d a t  de am m oniakontwikkeling gedurende  

de e e r s t e  a c h t  dagen g e r in g  i s ,  om dan v lu g  op t e  lo p e n .  De g r e n s  

van  b e d e r f  kan v o o r lo p ig  op ca  60 mg N fo g e s t e l d  worden.





De ammoniakwaarden kwamen met de o rg a n o le p t i s c h e  

k e u r in g  goed o v e reen .

Ook voor h e t  v e r g e l i j k e n d  onderzoek  b l i j k t  de metode 

w aardevo l t e  z i j n .  Z i j  werd r e e d s  to e g e p a s t  voor de  s t u d i e  van  de 

in v lo e d  van de te m p e ra tu u r  op de hou d b aarh e id  van  d o o rnhaa i (8 )  ( 9)»

2 .4«  Andere to e p a s s in g e n  van  de m ik r o d i f f u s ie  van  ammoniak.

2 . 4 . 1 .  ï e £ a l i ^ j r a n _ u r e m i i _ i n  vi^s.

-  P r in c i p e  s men v o eg t  aan de t e  onderzoeken o p lo s s in g  

een w e in ig  u r e a s e  t o e ,  w aardoor h e t  aanw ezige ureum k w a n t i t a t i e f  i n  

ammoniak w ordt om gezet. De o p t im a le  pH l i g t  t u s s e n  7 en 8 .  Een 

eenvoudige  omrekening g e e f t  h e t  p ro c e n t  ureum. Deze b e p a l in g  d ie  

met Conwayschalen kan worden u i tg e v o e rd  ( l ) , werd h i e r  aan de v e r 

s n e ld e  m ik ro d if fu s ie m e to d e  a a n g e p a s t .

-  U i tv o e r in g  s men h o m ogen isee rt  10 g v i s  i n  4 OO ml  

am moniakvrij w a te r  en v e rd u n t  v e rv o lg e n s  1 ml f i l t r a a t  t o t  50 ml»

Men p i p e t e e r t  h ie rv a n  1 ml i n  een d i f f u s i e f l e s j e  en voeg t 0 ,5  n l  

u r e a s e —f o s f a a t o p l o s s i n g  t o e .  Deze o p lo s s in g  w ordt b e r e id  door 50 mg 

u r e a s e  (Merck) i n  100 ml f o s f a a t b u f f e r  pH 7 op t e  l o s s e n .  Men l a a t  

15 min b i j  kam ertem pera tuur s t a a n ,  v o e g t  1 ml v e rz a d ig d e  k a liu m k a r

b o n a a to p lo s s in g  to e  en v o e r t  v e rd e r  de ammoniakbepaling z o a l s  hoger 

b e sc h re v e n  u i t .  Men b e p a a l t  t e r z e l f d e r t i j d  i n  een b lanko—p r o e f  h e t  

o o r s p r o n k e l i j k  am m oniakgehalte  d a t  dan van h e t  p r o e f r e s u l t a a t  d ie n t  

a fg e t ro k k e n  t e  worden v o o r a l e e r  h e t  u reu m g eh a lte  t e  b e re k en e n .

2 . 4 . 2 .  Bej3a2Ling_v_an_d_e nr^a^e-akti_vi_t_eit i_n_vi_s_j_

Onder u r e a s e —a k t i v i t e i t  v e r s t a a t  men de h o e v ee lh e id



ureum d ie  door h e t  enzym i n  een "bepaalde t i j d  a fg e b ro k en  w o rd t .

Deze b e p a l in g  g e e f t  een goed b e e ld  van  de aanwezige 

h o e v e e lh e id  u r e a s e  en kan van b e lan g  z i j n  voor d ie p e r  doorgevoerde  

b e d e r f s t u d i e s  van  v i s .

De k l a s s i e k e  metode van  Sunner en Hand ( io )  werd 

aan  de v e r s n e ld e  m ik r o d i f f u s i e  a a n g e p a s t .

V i j f t i g  g v i s  worden i n  200 ml w a te r  gehom ogeniseerd . 

Men p i p e t e e r t  1 ml f i l t r a a t  i n  een m aa tk o lf  van  50 m l, p l a a t s t  de 

k o l f  i n  een t e r m o s t a t i s c h  w a terbad  op 20° +_ 0 ,1 °  C en voeg t a c h t e r 

eenvo lgens  1 ml f o s f a a t b u f f e r  pH 7 en 1 ml 3 fo u reum oplossing  t o e .  

Deze o p lo s s in g e n  werden v o o ra f  op 20° C g e b r a c h t .  Men vermengt de 

o p lo s s in g e n  en l a a t  j u i s t  5 min i n  h e t  w a te rb ad  s t a a n .  Ken voeg t 

dan 1 ml IN HOI to e  en s c h u d t .  Men v u l t  aan t o t  de m erk s tre ep  en 

onderw erp t 1 ml aan de m ik r o d i f f u s i e  v o lg en s  de gewone m etode. Men 

d ru k t  de a k t i v i t e i t  u i t  i n  mg u reu m /u u r .

SAMENVATTING.

Na h e t  bespreken van h e t  p r i n c i p e  van  de m ik r o d i f f u s ie — 

metode voor de b e p a l in g  van v r i j e  ammoniak w ord t een  nieuwe metode 

v o o r  v e r s n e ld e  m ik r o d i f f u s i e  met to e p a s s in g e n  v o o r de o b je k t ie v e  

k w a l i t e i t s b e p a l i n g  van s c h a a ld ie r e n  en k ra a k b e e n v is se n  b e sc h re v en .

Voor de metode worden k l e i n e  d i f f u s i e f l e s s e n  g e b r u ik t  

w aarvan  de p o ly e th y le e n  s to p  van een g la z e n  s t a a f  met bolvorm ig  ge—



ro d e e rd  u i t e i n d e  v o o rz ie n  i s .  D i t  u i t e i n d e  w ordt met zw avelzuur b e 

v o c h t ig d .  Het t e  a n a ly s e re n  e x t r a k t  w ordt i n  de f l e s  g e p ip e t e e r d  en 

g e a l k a l i s e e r d .  Door h e t  r o t e r e n  van de f l e s s e n  i n  een s p e c i a l e  m ikro

d i f f u s i e r o t a t o r  w ordt de d i f f u s i e t i j d  a a n z i e n l i j k  ve rm inderd  (30 m in ) . 

De ammoniak w ordt door h e t  zw avelzuur gebonden en k o l o r i m e t r i s c h  met 

N e s s le r r e a g e n s  b e p a a ld .

Er t r e e d t  geen  hydrolyps op van  ureum of p e p t id e n  en 

d im ethy lam ine  en t r im e th y la m in e  s to r e n  de b e p a l in g  n i e t .

De metode kan ook voor de b e p a l in g  van  ureum en 

u re a s e  g e b r u ik t  worden.

De metode werd op g a r n a a l  (Crangon v u l g a r i s  F ) ,

Noorse k re e f t (N e p h ro p s  n o rv e g ic u s  L) en d o o rn h aa i  (S q u a lu s  acan

t h i a s  L) t o e g e p a s t .  De o r g a n o le p t i s c h e  k e u r in g  kwam met de ammoniak- 

b e p a l in g e n  goed o v e re e n .

LITERATUUR.

(1) E. Conway -  M ic r o d i f fu s io n  A n a ly s is  and V o lu m etr ic  E r r o r ,  5de 

U i t g . ,  Crosby Lockwood & Son L td ,  London, I 962.

( 2 ) D. S e l ig s o n  en H. S e l ig so n  -  A m ic r o d i f f u s io n  method f o r  th e  

d e te r m in a t io n  o f  n i t r o g e n  l i b e r a t e d  a s  ammonia — J o u r n a l  o f  

L a b o ra to ry  and C l i n i c a l  M edic ine , ¿ 8 ,  324 , 1951»

(3) W. Vyncke en E. M erlevede — S p o ilag e  o f  f i s h  and c r u s ta c e a n s  j 

Rapid  d e te r m in a t io n  o f  v o l a t i l e  ammonia by a c c e l e r a t e d  m icro 

d i f f u s i o n  -  A rch iv es  B elges  de Médecine S o c i a l e ,  Hygiene, Mé

d e c in e  du T r a v a i l  e t  Médecine L é g a le ,  21_ ( 3 ) ,  147, 1963.



(4) W. Simidu en K. O i s i ,  B u l l e t i n  o f  th e  Ja p a n e se  S o c ie ty  o f  S c ien 

t i f i c  F i s h e r i e s ,  _16, 547, 1951 «
(5) W. Vyncke -  S tu d ie  van  de f a k t o r e n  d ie  de h o u d b aarh e id  van  g a r 

n a le n  b e ïn v lo e d e n  -  Landbouwtij d s c h r i f t , 1¿ ,  815, 1966.

( 6) P . H ovart en W. Vyncke -  H and ling  and p ro c e s s in g  Norway l o b s t e r s  

F i s h in g  News I n t e r n a t i o n a l ,  3_, 117 en 221, 1964*

(7) F . Soudan -  La c o n s e r v a t io n  p a r  l e  f r o i d  des  p o i s s o n s ,  c r u s ta c é s  

e t  m o llu sq u e s ,  J .  B a i l l i è r e  e t  f i l s ,  P a r i s ,  1965«

(8) W. Vyncke -  The in f l u e n c e  o f  te m p e ra tu re  on f i s h  as  measured 

by o b j e c t i v e  q u a l i t y  methods -  F i s h in g  News I n t e r n a t i o n a l ,  _6 ,

39 , 1967.
(9) ¥ .  Vyncke -  De in v lo e d  van  de te m p era tu u r  en de o b je k t i e v e  kwa— 

l i t e i t s b e p a l i n g  van v i s  -  M i n i s t e r i e  van Landbouw, P r o e f s t a t i o n  

voor Z e e v i s s e r i j ,  O ostende , p u b l i k a t i e  n r .  12, I 966.

(IO) J .  Sunner en D. Hand -  J o u r n a l  o f  B io lo g ic a l  C h em is try ,  J_6, 149,

1928.

N ovemb e r  1967«




