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Ondenv-erp: Hicroscopisch onderzoek van enkele op verschillende wijzen 

behandelde sperciebonen . 

Doel 

Door middel van microscopisch onderzoek nagaan of er strukturele 

verschillen waar te nemen zijn tussen de op ve·rschillende 'djze voor­

behandelde diepvries sperciebonen en verse sperciebonen . 

Samenvatting 

Aan de hand van coupes werd nagegaan of door het blancheerproces bij 

diepvriesgroenten verschillen in struktuur ontstaan die microscopisch 

'v-aarneembaar zijn. Tevens Herd aan de hand van preparaten en met 

behulp van een katalasebepaling nagegaan of door dit blancheerproces de 

enzymactiviteit wordt beinvloed. 

Conclusie 

Hicroscopisch konden geen struktuurverschillen tussen het verse 

materiaal en de op verschillende wij ze geblancheerde sperciebonen 'mr­

den waargenomen. 

Aan de hand van coupes en de TT-kleuring kon 'rorden vastgesteld dat 

bij blancheren de enzymactiviteit van de dehydrogenasen '"ordt 

vernietigd. Bij een thermische schok gebeurde dit slechts gedeelte­

lijk. Ook met behulp van een katalasetes t kon dit '"orden vastgesteld. 

Verant,roordelijk: drs H.J .H.J, de Jong ~ 

Hedewerkers /samenstellers : V. Pinckaers H. de Jong. 
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1. Inleiding 

Diepvries sperelebonen dienen voor het invriezen te worden 

geblancheerd (2 à 3 minuten in \'la ter van 95 °C). 

Bonen die niet geblancheerd zijn voor het invriezen vo rmen onder 

commerciele opslagcondities vrij snel een afwijkende geur. 

Deze afwijkende geur ont\dkkelt zich door de activiteiten van kata­

lase en peroxydase . 

De veranderingen \mrden waarschijnlijk niet veroorzaakt door lipi­

doxydatie. Gedurende het blancheren verandert het chlorophyl in 

pheophytine en de textuur neigt elastisch te worden op voonmarde 

dat het \'later niet te hard is (1). 

Het is logisch dat de blancheertijd zo kort mogelijk wordt 

gehouden, omdat een excessief contact met water leidt tot verlies 

van nutriente n door uitlogen en verlies van ffinaak en geur (1). 

Bij het hier beschreven onderzoek door het RIKILT is op de ee rste 

plaats nagegaan of er microscopisch structuurverschillen \'laar zijn 

te nemen bij de op verschillende \djze geblancheerde boontjes . 

Hierbij is speciaal gekeken naar verande ringen in het chlorophyl, 

die ontstaan kunnen zij n bij het blancheren en diepvriezen. 

Op de t\o~eede plaa ts is aan de hand van coupes nagegaan of er 

verschil in enzymactiviteit in de verschillend behande lde boontjes 

is waar te nemen. Voor microscopisch onderzoek op enzymactivite it 

leent zich bijzonder goed de enzymgroep van de dehydrogenasen 

(DH). DH-reacties l a ten zich zoals beke nd met behulp van 2,3,5 

tetrazo liumchloride (TT) zichtbaar maken . Omdat bij reductie va n 

het oplosbare reagens het helder rode, onoplosbare formaza n 

ontstaan, is een exacte histologische lokallsering mogeli jk (2). 

Een andere mogelijkheid om enzymactiviteit aan te tonen is een 

katalasetest. Katalase behoort tot de groep van de peroxydasen 

(POD). Het katalase maakt uit een verdunde oplossing van 

\olaterstofperoxyde zuurstof vrij. Door gebruik t e maken va n een 

gecalibreerde stijgbuis gevuld met een hoeveelheid monster­

materiaal en verdund H202 kan men de in b.v. 24 uur gevormde 

hoeveelheid zuurstof meten (4). 
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2. Uitvoering 

2.1 Hoosters 

Hoosters waren afkomstig van het "Sprenger Instituut" te 

Hageningen. Ze 'om ren als volgt voorbehandeld: 

I Normaal geblancheerde sperciebonen (3 à 4 minuten in kokend 

'vater) en ingevroren. 

II Niet geblancheerde sperciebonen, ingevroren. 

IV Sperciebonen geblancheerd door een korte ~varmtebehandeling 

(thermische schok) , ingevroren. 

5 Niet geblancheerde en niet ingevroren sperciebonen. 

Honsters I , II en IV behoren tot dezelfde soort sperciebonen. 

Hanster 5 k\olalll rechtstreeks uit de detailhandel en \vas vers. 

2. 2 Uitvoering 

2.2 a . !!_e_!_ ~i~r~s~o.E_i~c!!_ ~n~eE_z~e~ ~p_s_!_r~k_!_uE_e_!e_v~r~c!!_i.!.l~n_a~n_d~ 

!!_a~d_v~n_c~uE_e~. 

Van bovenstaande monsters ~verden m.b.v . een vriesmircrotoom 

coupes gemaakt van ~ 60 um. Ter verbetering van het contrast 

\verden kleuringen uitgevoerd met methyleenblauw en methylrood 

volgens de gebruikelijke methoden . 

2 . 2 b. !!_e_!_ ~i~r~s~o.E_i~c!!_ ~n~eE_z~e~ ~p_e~zX!U~c_!_i~i_!_e.!_t~v~r~c!!_i.!. ~·È. ·~ · 

~e~ I.T:_k_!e~r.!_nji ~a~ ~e_c~uE_e~ . 

Van de monsters \o~erden coupes gemaak t (±_ 60 um dik) en deze 

werden gedurende 24 uur gebracht in een 1% \<la terige oplossing 

van tetrazoliumchloride (TT) en bij 30°C geincubeerd in het 

donker i .v.m. de lichtgevoeligheid van TT. 

Vervolgens ~o1erd met water afgespoeld (3). 

2.2 c. Q_e_b~p~l.!_nji ~a~ ie_k~t~l~s~a~t.!_v.!_t~i_!_ 

Van ieder monster ~o1erd 0,5 g in een gecalibreerde buis ge­

bracht. Vervolgens \-Ierd H202 0, 5% toegevoegd. Een stop met 

capillair werd aangebracht en de buis \-Ierd omgekeerd in een 

rekje geplaatst in een broedstoof bij 37°C. Na 24 uur ~o1erd de 

hoeveelheid gevormde 02 afgelezen (4). 
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3. Resultaten en diskussie 

3 .1 a • .!!_e!_ ~n!!_eE_z~e_!: ~p _,.,~aE_n~e~b~r~ ~tE_u~t~r~l~ ~eE_s~h.!_l.!_e.!!_• 

Het microscopisch onderzoek van de coupes van de verschillende 

monsters leverde weinig strukturele verschillen op, die zouden 

kunnen lolOrden toegeschreven aan de voorbehandeling van de sper­

cieboontjes. 

Speciale aandacht werd geschonken aan de vergelijking van het 

chlorophyl in de cellen van het mesocarp. Chlorophylkorrels 

bestaan uit ronde lichaampjes varierend van grootte tot 12 urn. 

In gedroogde toestand zouden de korrels min of meer bruin 

lo~orden. Dit verschijnsel werd in de diverse sperelebonen niet 

lolaargenomen. \~el bleken een aantal chlorophylkorrels te zijn 

gedeformeerd en enigszins uiteengetrokken te zijn . 

Verder onderzoek is hier noodzakelijk. Ook zou een onderzoek 

met fluorescentie-microscopie hierbij mogelijk tot resultaten 

leiden. Dit zal in een volgend onderzoek lolorden uitgelo~erkt. 

3.1 b • .!!_e!_ ~n!!_eE_z~e_!: ~a.!!_ i_e_e.!!_Zl!ll!!C!i~i!_e.!_t_v!!n_m~b~v~ :!_T:_g~k.!_e~r!!_e_ 

~o~p~s~ 

Bij het microscopisch onderzoek van de met TT-gekleurde coupes 

bleken duidelijke verschillen bij de verschillende monsters op 

te treden. De dehydrogenaseactiviteit in monster I bleek afwe­

zig. Door het blancheerproces lolas vermoedelijk de enzymac­

tiviteit vernietigd . 

Het monster II (de niet geblancheerde boontjes) vertoonde een 

lichte paarskleuring door het formazan. Het is bekend dat het 

dehyd rogenase vooral in de kiem voorkomt. 

Monster IV (de met een thermische schok behandelde boontjes) 

vertoonde ook enige paars kleuring, zij het zeer gering . lolaar­

schijnlijk l~ren door de thermische schok niet alle enzymen 

vernietigd. 

Monster 5 (verse boontjes) gaf een zeer duidelijke 

paarskleuring te zien . Naast amorf formazan lo~erden ook ani­

sotrope formazankristallen gevormd . 
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3.1 c. _!!e!_ _!_e~u_!_t~a!_ ~aE_ .!!_e!_ ~n~e_!_z~e~ ~p_k~t~l~s~a~t.!_v.!_t~i!_. 

In de stijgbuizen \'lerden de volgende hoeveelheden zuurstof 

vastgesteld: 

Hanster I (geblancheerd en ingevroren) 0,2 ml 

Hanster II (niet geblancheerd, ingevroren) 2,6 ml 

Hanster IV (behandeld met thermische schok 

en ingevroren) 1, 0 ml 

Hanster 5 (vers materiaal) 2,4 ml 

Het bleek dat de katalaseactiviteit door blancheren nagenoeg 

verd,renen was (0,2 ml). Veel verschil in activiteit tussen 

monster II en 5 \'las er kennelijk niet (2, 6 ml en 2, 4 ml) . 

Ondanks de thermische schok bleek de enzymactiviteit in monster 

IV niet geheel vernietigd te zijn (1, 0 ml). Er \'lerd echter niet 

zoveel 02 gevormd als in de onbehandelde monsters. 

4. Conclusies 

Het onderzoek naar strukturele verschillen, die zouden ontstaan 

door het blancheerproces (resp. de thermische schok) van sperele­

boontjes door middel van microscopisch onderzoek, heeft in eerste 

instantie niet tot resultaten geleid. Verder onderzoek zal nood­

zakelijk zijn. 

l~el \'lerd vastgesteld aan de hand van de TT-test in microscopische 

preparaten dat de enzymactiviteit van het dehydrogenase door het 

blancheren \'lordt vernietigd. Bij een thermische schok \olerd deze 

activiteit sterk gereduceerd, evenals bij het diepgevroren onge­

blancheerde materiaal. Een grote activiteit - vooral in het zaad -

van de spercieboon Nerd \'laargenomen in het verse materiaal. 

\~at betreft de katalaseactiviteit \'lerd vastgesteld dat deze ver­

nietigd \'lord t door het blancheren en sterk gereduceerd \oTord t door 

de thermische schok. Niet van invloed op de enzymactiviteit lijkt 

het diepvriezen van vers materiaal. 
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