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Ny rutinemetode for bestemmelse av
totalfett i marine og vegetabilske mel,
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De anvendte metoder til bestemmelse av totalfett, swmrlig i
sterkt oksyderte mel, er mangelfulle og gir hgyst forskjellig fett-
innhold i melet, alt etter den metode som anvendes, Disse uover-
ensstemmelser er i vesentlig grad forarsaket av at mer eller mine~
dre av det sterkt oksyderte melfett er uopplgselig 1 de vanlig an~
vendte opplgsningsmidler, En far siledes varierende og for lave
verdier for fettinnholdet avhengig av den type opplgsningsmiddel
som anvendes, I ekstra gammelt sildemel kan en eksempelvis ved
anvendelse av den offisielle Soxhlet-metode (ekstraksjon med etyl-
eter) finne bare ca, 30 % av den virkelige (opprinnelige) fett-
mengde i melet, (M,E, Stansby (1)),

Saltsyrehydrolyse av melet med etterfglgende kullstofftetra-
klorid~ekstraksjon etter Campen & Geerlings metode (2) gir ogsa,
ifplge vare resultater, alt for lavt fettinnhold i lagret sildeme;.

Fettbestemmelse etter AQAC’s standardmetode (1 og 3), hvor
melet fgrst ekstraheres med aceton i Soxhlet-apparat i 16 timer,
deretter hydrolyse av melresiduet med saltsyre, og sa fornyet eks-
traksjon med aceton i 16 timer, gir meget hgyere fettverdier for
lagret sildemel enn Soxhlet~ (etyleter) og Campen & Geerlings
metode,

Det fettinnhold en finner med AQAC’s metode er mer i over-
ensstemmelse med de verdier en finner etter den her beskrevne nye
metode, men aceton utlgser varierende mengder vannlgselige stoffer
fra melet (4), ca, 1-2 % av melvekten, alt etter den meltype en
har med 34 gjgre., Trekkes mengden av vannlgselige stoffer fra
bruttoverdiene etter AQOAC’s metode, finner en ogsa her alt for
lavt fettinnhold i lagret sildemel, Dette skal en komme tilbake
til senere,

Kombinerte opplgsningsmidler med stgrre lgsningsevne for
harskt melfett har vert forsgkt, men enten har de ikke vert gode
nok, eller analyseteknikken er blitt for komplisert og tidkrevende
for rutine-analyse (1).

I den metode som beskrives nedenfor benyttes en oppldgsnings-
middel-blanding bestdende av 1 del etylalkohol (96 %) + 1 del klo-
roform, Denne blanding fantes a vere smrlig egnet for utlgsing av
selv meget harskt melfett (fett i 5 4r gammelt sildemel),

En har ogsa forsgkt metylalkohol/kloroform (1:1) som opplgs-
ningsmiddel, Denne blanding viste imidlertid meget stgrre tendens
til emulsjonsdannelse ved utvaskingen av de vannlgselige stoffer
fra fettopplgsningen, og syntes dessuten a4 vere 1itt mindre effek-
tiv som oppldgsningsmiddel for harskt melfett,

1, M,E, Stansby: Commercial Fisheries Review 10, no 10, okt., 1948,

2, Campen & Geerling: Chem, Week bl, 50, 385 (1954),

3., Association of Official Agricultural Chemists (AOAC): Official
and tentative methods of analysis, 8 Ed, Washington 1955,

4, Luijpen, Hooghiemstra-Basser og Hindriks: Fette, Seifen An-
strechmittel, Die Eunfhrungsind, 60, 951-53 (1958),
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a) Metodens prinsipp,
20 g mel elueres med ialt 125 ml av opplgsningsmiddel~blan~

dingen etylalkohol (96 %)/kloroform (L:1) i passende glassrgr med
bunnkrane, Eluatet (ca, 100 ml) vaskes fri for vannlgselige stof-
fer ved passasje gjennom tarn (passende glassrgr) fyllt med glass-
perler og en spesiell vaskevaske., Den vaskete fettopplgsning ned-
tappes 1 en 100 ml mAlekolbe som fylles til merket med oppldgsnings-

middel, Alikvoter av denne opplgsning avdampes, og fettet veies,

b) Detaljert beskrivelse av metoden,

I bunnen av et elueringsrgr med glasshane (lengde 20 cm,
indre diam, = 2,0 cm, se figur 1) neddyttes ren bomull med glass-
stav (ca, 1,5 cm hgyt bomullsskikt), Av en pdlitelig gjennomsnitts-—
prgve avveis 20 g mel som ifylles elueringsrgret gjennom passende,
torr glasstrakt, P4 toppern av melet anbringes litt bomull med £,
eks. en stgrre glassperle oppa (diam, ca, 1 cm) for 4 hindre at
bomull og mel flyter opp under elueringen,

Vasketdrnet bestdr av et glassrgr med indre diam, = ca.
2,3 cm og med en effektiv vaskehgyde pid 75 cm (se figur 1), Det
er fyllt med mindre glassperler, diam, = ca, 0,6 cm, Vasketarnet
er gverst pasgatt en ca, 125 ml’s og i bunnen en ca, 75 ml’s glass-—
beholder for oppsamling av vasket eluat., Fra bunnen av sistnevnte
beholder kan en ved hjelp av toveis-hane fgrst tappe den vaskete
fettopplgsning i en 100 ml malekolbe og deretter vaskevaesken over
i sterre skilletrakt,

I en fordypning pd toppen av de mindre glasskuler i vaske-
tdrnet er det hensiktsmessig 4 plasere en stgrre glassperle (diam,
= ca, L em} til fordeling av fettopplgsningen fra elueringsrgret,

Vasketarnet ifylles en spesiell vaskeveske, bestiende av
en blanding av 1000 ml vann + 300 ml etylalkohol (96 %) + 50 ml
conc, HCl, til ca. 1 cm over glasskulene,

Elveringsrogret med det innveiete mel innsettes sa i vaske-
tarnet slik at dets utlgpsspiss nesten bergrer toppen (midten) av
den nevnte stgrre glassperle,

En skilletrakt (ca. 125 ml, med vid boring i avlgpshane)
plaseres over elueringsrgret slik at dens spiss stér ca, 2-2,5 cm
over pbomullen, Skilletrakten pdfylles ca, 125 ml opplgsningsmid-
del (etylalkohol (96 %)/kloroform '1:1),

Opplgsningsmidlet i skilletrakten tilfgres nd elueringsrgr-
et (med apen glasshane) sa pass fort at dets niva stiger til 2 a
2,5 cm over bomullen, Da settes tett glasspropp i skilletrakten,
Ved stilling av elueringsrgrets hane kan da tilfgrselshastigheten
av opplgsningsmidlet reguleres,

Eventuelle luftblaerer pa - toppen av melskiktet i eluerings-
rgret fjernes forsiktig ved innsetting av tynn, spiss streng mel-
lom bomullen og rgrveggen,



Nar ca, 30 ml eluat er oppsamlet i bunnen av vasketarnet
(det aller meste av melfettet er da eluert) stenges hanen i elue-
ringsrgret som s& star natten over (8 a 10 timer) for fullstendig
opplodsning av melfiettet,

Etter nevnte henstand elueres med resten av opplgsningsmid-
let fra skilletrakten som foran beskrevet, Det vaskete eluat i
beholderen under vasketarnet vil da utgjgre ca, 60 ml,

Tarnet vaskes s4 etter med 2 x 5 ml opplgsningsmiddel og
det vaskete eluat nedtappes i 100 ml milekolbe,

Vaskeveesken samt to spylinger av tarnet med 30-50 ml vaske=
vaeske tappes over i ca, 500 ml skilletrakt. Denne tilsettes ca,
15 ml kloroform og rystes forsiktig, Etter 10-15 min, henstand
overfgres den utskilte kloroform-fett-opplgsning i malekolben med
det vaskete eluat.

Som regel kan malekolben na fylles til merket med opplgs—
ningsmiddel, Er eluatet meget uklart eller vaskevaeske har skilt
seg ut i synbar mengde pi toppen av eluatet, tilsettes malekolben
passende mengde 100 % etylalkohol til eluatet klarner opp, for si
a etterfylle til merket med opplgsningsmiddel,

Etter god omrysting av malekolbens innhold uttas ngyaktig
20 ml eluat for fettbestemmelse,

Ved ekstra finmalt mel vil elueringen gia alt for langsomt.
En ma da arrangere en tett proppforbindelse mellom elueringsrgret
og toppen av vasketarnet, med et glassrgr gjennom proppen for sug
(vannstrilepumpe), Suget eller elueringshastigheten reguleres med
elueringsrogrets glasshane,

111, Eksperimentelt grunnlag for metoden,
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a) Elueringstid.,

Endel av fettet i lagret sildemel er tungt lgselig selv i
et sa effektivt opplgsningsmiddel som (1:1) etylalkohol/kloroform
og en fullstendig oppldsning av fettet krever en viss tid, Det
beste resultat oppnas nar det meste av fettet fjernes ved eluering
for opplgsnings-henstand, Om det vesentlige av fettet ikke fjer-
nes fgr henstand fds ca, 0,5 g fett/looc g mel lavere resultat,

Den tid det tar A opplgse alt fettet i lagret sildemel
(nr, 4 i tabell 3) etter at det vesentlige av fettet er fjernet
ved eluering pé forhdénd (ca, 30 ml vasket eluat), vil g& frem av
fglgende elueringsforsgk:

Lagret sildemel -~ Ekstraksjonsmiddel: Etylalkohol/kloroform (1:1),

Tabell 1. Opprlgsningshenstand Fett i tarnvasket eluat
timer g fett/loog mel
1 11,4
2 11,65
5 11,9
10 12,0

18 12,0




Av tabell 1 og figur 2 vil en se at en fullstendig utlgs-
ning av fett i lagret mel med det anvendte lgsningsmiddel krever
8~10 timer. Det vil derfor vere praktisk &4 sette analysen igang
on ettermiddagen med oppldsningshenstand natten over,

b) Utvasking av vannlgselige stoffer i eluatet,

A fjerne vannlgselige stoffer fra eluatet ved vanlig rys-
ting med spesielle vaskevesker i skilletrakt har ikke fgrt til
brukbar resultater, pa grunn av sterk emulsjonsdannelse selv ved
meget forsiktig rysting, En forsgkte derfor forskjellige former
for vask av eluatet gjennom tarn, og ble stiende ved en metode
hvor vasketarnet er et glassrgr fyllt med glassperler og en spe~
siell vaskevmske,

Utfgrte forsgk viste at en vaskevaeske bestdende av 1000 ml
vann + 300 ml etylalkohol (96 %) + 50 ml conc, saltsyre var bruk-
bar til dette formal.

Den mest hensiktsmessige diameter pa glassperlene fantes &
vere ca, 6 mnm,

Med disse glassperler og den ovenfor nevnte vaskeveske ble
sd en bestemt fettopplgsning utvasket i forskjellige tarnhgyder
for 4 finne den minstehgyde av vasketdrnet som mitte til for a
fierne de vannlgselige stoffer kvantitativt fra eluatet, Vaske-
tdrnets indre diameter valgtes 1lik ca, 2,3 omn,

Resultatene fra disse forsgk er oppsatt i tabell 2,

Utvasking av vannlgselige stoffer i eluat,

Tabhell 2, Tarnhgyde Vaske eluat
cm, g fett/loo g mel
Uvasket eluat 13,8
25 11,65
50 11,0
75 10,7
100 10,65

Av tabell 2 og figur 3 gar det frem at den effektive hgyde
av vasketdrnet md vere ca, 75 cm om de vannlgselige stoffer i elu-
atet skal kunne utvaskes fullstendig,

Videre undersgktes hvorvidt et hurtig paldp av eluat til
vasketarnet (75 cm) ville influere pi vaskeeffektiviteten., Det
viste seg da at om 100 ml eluat sendtes gjennom tarnet i ldpet av
5, 10, 15 og 20 min, fikk en samme resultat.,



c)., Vannlgselige stoffer i tarnvasket eluat,

Det tarnvaskete eluat ekstrahertes ved to gangers rysting
i skilletrakt med 50 ml vaskevmske, Den fraskilte vaskeveske eks—~
trahertes si med kloroform for & fjerneeventuelt fett, Den for
fett befridde vaskeveske ble sid fortynnet til et bestemt volum og
alikvoter uttatt og inndampet for bestemmelse av vannldgselige
stoffer fra eluatet,

En fant pa denne mite bare et ubetydelig innhold av vann-
lgselige stoffer i det térnvaskete eluat -~ gjennomsnittlig en
mengde tilsvarende 0,1 g/loog mel,

d) fett igjen i tarnvaskevssken,

Litt fettoppldsning vil normalt henge igjen mellom glass-~
perlene i vacketarnet, swerlig i dets dvre del, Denne restopplgs-
ning rives med nar vaskevaesken tappes ut og tarnet etterspyles to
ganger med ca. 30-50 ml vaskeveske,

Ved forgiktig rysting av den avtappede vaske- og spyleveeske
med ca, 15 ml kloroform i skilletrakt vil kloroform~fettopplgsnin-
gen fraskilles i lgpet av 10-1l5 min, Deunne opplgsning, som under
analysen tilsettes det vaskete eluat, inneholder gjennomsnittlig
en fettmengde tilsvarende ca, 0,2 g fett/loo g mel,

e) "Restfett” i eluert mel fra analysen,

Etter eluering av melet med etylalkohol (96 %)/kloroform
(1:1), som foreskrevet i analysemetoden, vil der wvere en liten
uopplgselig "fettrest" igjen i den ekstraherte melprgven, Meng-
den av dette restfett varierer lite for de forskjellige meltyper
som er analysert -~ som regel frd 0,1 til 0,35 g fett pr., 100 g
mel (se tabell 3),

Analyse av restfett: Det ekstraherte mel overfgres fra
elueringsroret til en 500 ml rundkolbe, Opplgsningsmidlet i melet
avdestilleres i vakuum pd vannbad, Melet tilsettes si 150 ml
vann + 50 ml etanol (96 %) + 5 g kalilut og forsiper pi kokende
vannbad i ca, 2 timer, Irorsipningsmassen, som ni er ganske tynn-
flytende, overfgres (uten utskilte bein) i stgrre skilletrakt med
200 ml av blandingen (150 ml vann +50 ml etanol (96 %) + 20 g kok-
salt), Skilletraktens innhold syres med saltsyre (15 ml conc,

HC1 + 50 ml vann) og fettet ekstraheres ved forsiktig rysting med
100 ml kloroform, Etter en tids henstand (varmt) vil kloroform-
opplgsningen skille fra, Den overf¢rgs da i en mindre skilletrakt
og vaskes en gang med 50 ml varmt (50°C) vann inneholdende 20 %
etanol, Den utskilte kloroform avdampes i veiet rundkolbe for
fettbestemmelse,




IV, Analyser av fett i mel,
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Skal en oppna en fullstendig ekstraksjon av det meget oksy-
derte fett i f,eks, lagret fiskemel, ma en anvende sterkt polare
fettopplgsningesmidler, som imidlertid ogsd vil utldgse betydelige
og varierende mengder vannlgselige stoffer fra melet sammen med
fettet, Forutsatt at det anvendte oppl@gsningsmiddel ekstraherer
alt melfettet, vil en sdledes ikke f& korrekte tall for melets
fettinnhold med mindre det vannlgselige i fettoppldsningen fjernes
kvantitativt,

Ved den foran beskrevne analysemetode hvor opplgsningsmid—
let er etanol (96 %)/kloroform (1:1), vil en av tabell 3 se at der
ved ekstraksjonen utlgses vannlgselige stoffer i mengder fra 0,7
til 2,7 g pr. 100 g mel, Nar aceton anvendes som fettopplgsnings-
middel, som i AQAC’s metode (se tabell 3), utlgses ogsa vannlgse=-
lige stoffer fra melet som gar over i fettoppldsningen ~ for sil-
demel nr, 1 og nr, 2, henholdsvis 1,25 og 1,95 % av melvekten,
Trekkes disse verdier fra de fettprosenter en far med AOAC’s meto-
de, far en henholdsvis 8,4 og 9,4 % fett i disse melene, mot 10,35
og 10,7 % ifglge resultatene med vir metode, hvor eluatet helt er
befridd for vannlgselige stoffer, Differansen i prosent rent fett
er for disse to metoder stgrst (1,9 %) for det lengst lagrete mel
(mel nr, 1, 1955), Av dette tgr det gd frem at aceton ikke evner
4 lgse alt fett i lagret sildemel,

Campen & Geerlings metode gir meget lavere verdier for fett
innholdet i sildemelene nr, 1 og nr, 2 enn AOAC’s og var metode
(se tabell 3), Dette mid skyldes at tetraklorkullstoff er et min=-
dre godt opplgsningsmiddel for sterkt oksydert melfett, noe som
vi har konstatert i tidligere forsdgk,

Det har lenge vaert kjent at ekstraksjon av lagret marint
mel med etyleter i Soxhletapparat gir alt for lave verdier for
fettinnholdet, Dette gir da ogsa tydelig frem av tabell 3, 1 ser-
lig gammelt sildemel (nr, 1, 1955) og avfallsmel av torsk og sei
(nr, 7) finner en med Soxhlet-metoden bare henholdsvis 45,5 og 50
% av det virkelige fettinnhold i melene, mens en for sildemel til-
satt BH; (Butylert hydroksytoluol) og for blahvittingmel finner
ca, 74 %,

Var elueringsmetode gir ogsd litt hgyere verdier for fett-
innholdet i vegetabilske mel enn Soxhlet-metoden, men forskjellen
er her ikke sid markert som for marine mel, Soxhletverdiene utgjor
her ca, 80-95 % av den fettmengde vi finner med vir metode (se nr,

8 til nr., 12, tabell 3).

Den "fettrest" som er igjen i melet etter elueringen (ana-
lysen) « vanlig 0,3 g/loog mel - er av mindre analytisk interesse,
da den varierer ubetydelig fra mel til mel og er si liten at den
kommer innenfor feilgrensene ved pw vetakingen av melpartiene,

Overensstemmelsen mellom parallelle analyser av samme mel
prgve er meget god og i det vesentlige bare avhengig av prgvetak-
ingen,

Bergen, desember 1961,



Tabell 3, Bestemmelse av totalfett i mel.
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= . Fettbestemmelse | Fettbe— Fettbestemmelse etter
Fettbestemmelse ved eluering | 7 ACAC *S metode

[P : 1
! m/etanol (96%)/xloroform (1:1) | Stter Sozhlet | stemm.

| (etyleter) . | etter (Aceton-HCl-Aceton)
IR "9 3 9375 ceorting LI o 3 3
i P o g | - 2 g g S >800 Geerling & 5 o g S o
LY 0w L0 =\ 0 2 O S (HC1=- >0 0 0 & O\ O
P 3 g 90 ~8d | M p g 0'c &0 SR oc1) O w8 VO | >e
. =M =P O g & = Q o] D MO A P N = 9 O O
' ]l e |dug0 SZ0; PO o - FERSEN e O | ¥ O b
el type Mol Frod. | MR 15841788 gEI | (®E24 e fett/ 28| G20 578
nr, ; dato = B0 D W QO B0 | Bl | DO B Y N 0 g foog mel] o4 s >0 80 | =& e
———————— U S SRR S S SN R S N SN SR S
Sildemel i1 77/3-55 12,35 2,0 | 16,35| 0,3 4,7 45,5 7,15 9,65 1,25 8,4
Sildemel u/BHT |2 |5/3-60 | 13,1 2,4 10,7 0,3 6,6 61 7,5 11,35 1,95 9,4
Sildemel m/BHT |3 | " 13,4 2,3 11,1 0,2 8,3 75  [TTTTTTToTTTTTT T TT T TTTTTT
Sildemel av i
frossen lagret |4 117/5-61 14,8 2,7 12,1 0,3 7,5 62
presskake
Sildemel av ! 19/10~ E
islandssild ;5 1961 - - °,8 0,3 6,7 68,5
Bléhvittingmel E Sigggr 8,75 0,7 8,05 | 0,3 8,0 74,5
Avfallsmel av % jan,
torsk og sei 7 1961 4,9 0,9 %0 0,1 2,0 S0
_______________ r________-_p__—__ —— [ —
Vegetabilske mek ]
Soyakakemel 8 | - 7,1 0,7 6,4 | 0,35 5,2 81,5
Linkakemel 9 - 8,1 0,7 7,4 0,35 6,2 84
Jordngttkakemel 10 - 7,0 0,8 6,2 0,5 5,2 84
Xokuskakemel 311i - 8,9 1,5 7,4 0,3 7,0 95
Havregrgp 12 - 7,8 2,2 5,6 0,5 5,2 23
Byggrap 13| - 3,4 0,8 | 2,6 | 0,25 2,1 81
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