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ABSTRACT 

Bepaling van het tanninegehalte in Vicia faba bonen met de 

vanilline-H2so 4 methode. 

Determination of tannins in faba beans (Vicia Faba) by the vanillin

H2so4 method (in Dutch) 

Report 90.34 July 1990 

D.P. Venema, P.C.H. Hallman 

State Institute for Quality Control of Agricultural Products (RIKILT) 

P. 0. Box 230, 6700 AE Hageningen, The Netherlands 

6 figures, 10 tables , 1 appendix 

A spectrophotometric metbod for the determination of tannins in faba 

beans based on the vanillin-H
2
so 

4 
reaction and dimethylformamide (DHF) 

extraction, '"as optimised . Factors affecting the results, grinding, 

m1F purity, concentration of u
2
so

4 
and vanillin, tempe rature, and con

centration range of sample extracts were investigated. Based on this 

experience, an analytical metbod '"as laid down. The metbod proved to 

give reproducible results within the laboratory with CV(repeatability) 

= 2. 5% and CV(reproducibility within lab)= 3.8% at a level of 0.56% 

catechin- equivalents. 

Keywords: Tannins, Vicia Faba, spectrophotometric determination, van

illin-H2sol1, Antinutritional Factors, ANF, dimethylformamide, O.'IF. 
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SAMENVATTING 

Bepaling van het tanninegehalte van veldbonen is noodzakelijk in het 

kader van onderzoek naar het terugdringen van ANF's in bepaalde vee

voedergrondstoffen zoals veldbonen, dat plaatsvindt op diverse DLO

instituten. Voor dit onderzoek is een eenvoudig uitvoerbare scree

ningsmethode nodig. Uit literatuuronderzoek blijkt dat hiervoor een 

aantal klassieke spectrofotornetrisc he , in principe niet - specifieke, 

methoden in aanmerking komen, ,.,aar bij de vanilline-H
2
so 

4 
methode 

relatief gezien het meest specifiek is. Tanninegehalten bepaald met 

deze klassieke met hoden en gerapporteerd in de literatuur, zijn echter 

moeilijk vergelijkbaar. Het blijkt dat behalve het gekozen principe 

van de methode, een groot aantal factoren, zoals deeltjesgrootte, de 

extractied uur, be,o~aaromstandigheden van het monster, en de modificatie 

van de methode een rol spelen. 

Op basis van literat uuronderzo ek werd gekozen voor de vanilline-H
2
so4 

methode met dimethylformamide (DMF) extractie , ,.,aardoor het tijdroven

de ootschillen van de bonen acht erwege kan blijven. Deze methode werd 

geoptimaliseerd, waarbij de volgende factoren onderzocht werden: he t 

malen van het monster, de k'o~al itei t van het I»1F, de Z\olavel zuur- en 

vanillineconcentratie van het kleurreagens, d e lineairiteit van het 

extinctiegebied voor monsteroplossingen en de temperatuur \o~aarbij de 

kleurreactie plaatsvindt. Op basis van dit onderzoek we rd een analyse

voorschrift opgesteld, \o~aarmee binnen het laboratorium reproducee rbare 

resultaten verkregen \o~orden. Voor een monster veldbonen met een gehal

te van 0,56% catechine-equivalenten werd een CV(herhaalbaarheid) van 

2,5% en een CV(reproduceerbaarheid binnen lab) van 3,8% vastgesteld . 
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1 INLEIDING 

Eiwitrijke gewassen die in de EG verbouwd kunnen worden zijn in poten

tie belangrijke grondstoffen voor mengvoeders . De in deze gewassen 

aamvezige zgn. Anti Nutrittonele Factoren (ANF's) beperken echter de 

toepassing ervan in de veevoeding. Door diverse DLO-instituten (CPO, 

IVVO, COVP, ATO, CABOen RIKILT) ~·mrdt, in onderling overleg, onder

zoek verricht naar het terugdringen van ANF's in veevoedergrondstof

fen. Een van de gewassen die hierbij aandacht krijgt is de veldboon. 

Tanninen behoren tot de groep van ANF 's van veldbonen (Vicia Fa ba). 

Tot op heden is er binnen DLO geen expertise op het gebied van d e ana

lyse van tanninen. Behoefte bestaat aan een specifieke methode bij

voorbeeld gebaseerd op HPLC. Deze methoden bevinden zich nog in een 

vroeg ont~vikkelingsstadium. Daarnaast ~•orden in de literatuur een 

aantal klassieke niet-spe cifieke methoden beschreven voor de bepaling 

van tanninen. Deze methoden, zoals de vanilline-H
2
so 

4 
methode, zijn 

gebaseerd op een relatief eenvoudige spectrafotometrische bepaling van 

een 'tanninegetal', en zijn geschikt voor screeningsdoeleinden. 

Aangezien het hierbij om empirische methoden gaat, is speciale aan

dacht nodig om ervoor te zorgen dat de resultaten behaald door ver

schillende personen en/of in verschillende laboratoria vergelijkbaar 

zijn. In dit rapport wordt onderzoek beschreven naar factoren die van 

invloed zijn op de resultaten van de vanilline-H
2
so

4 
methode . 

2 LITEL{ATUURONDERZOEK 

2. 1 Tanninen in de veldboon (Vicia Faba) 

Tanninen vormen een het e rogene groep van verbindingen , die in het al

gemeen erg reactief zijn. Tanninen \-lOrden ingedee ld in t~vee hoofdgroe

pen, de hydrolyseerbare en de gecondenseerde tanninen. De Vicia faba 

boon, een peulvrucht die gebruikt \vordt als veevoer, bevat voor zover 

beke nd uitsluitend gecondenseerde tanninen, ook wel proanthocyanidinen 

genoemd. De proanthocyanidinen behoren tot de polyfenolen en zijn op

geboU\vd uit polymeren van flavanolen , ~•aarbij de mees t voorkomende 

bou1vs tenen ( + )- catechine en (- )-epicatechine zijn (zie Figuur 1). 
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Binding kan op verschillende manieren plaatsvinden . De polymerisatie

graad kan tot heel hoog oplopen (molecuulge\~ichten tot 20000 \~orden 

Hel genoemd) . Enkele voorbeelden van polymeren staan in Figuur 2. 

Tanninen staan in de belangstelling, omdat ze de vervelende eigenschap 

bezitten om zich zeer stevig aan eiHitten en ook Hel kool hydraten te 

binden. De gecomplexeerde ei\~itten en koolhydraten zijn vervolgens 

niet meer beschikbaar als voedingsstof omdat ze niet of slecht ver

teerd kunnen worden. Dergelijke stoffen \-lOrden ook ,.,el anti-nutritio

nele factoren (ANF's) genoemd. Van de proanthocyanidinen binden de 

polymeren met molecuulgeHichten van 500 - 5000 het sterkst en zijn dus 

het meest sc hadelijk. De monomeren kunnen geen binding vormen en de 

polymeren met HH > 5000 zijn slecht oplosbaar, \.,aardoor het ehlitbin

dende vermogen vermindert . Een ander probleem bij de toepassing van 

ge1o~assen met hoge tanninegellal ten als veevoer is de \~range smaak, die 

eetlustbelemmerend \-lerkt. 

Bij de veldboon bestaan bontbloeiende rassen met een hoog tanninege

halte en Hitbloeiende rassen met een laag tanninegehalte, maar die 

vooralsnog een lagere opbrengst hebben. De tanninen bevinden zich uit

sluitend in de schillen van de bonen. 

2. 2 Klassieke methoden voor de bepaling van t anninen 

De meest gebruikte methoden voor het bepalen van tanninen zijn de 

vanilline test, de Folin-Denis test en de Pruisisch blauw test. De 

Folin-Denis en de Pruisisch blau\o~ methode zijn gebaseerd op het redu

cerend vermogen van fenolische hydroxylgroepen. De ze methoden zijn 

niet e rg specifiek en bepalen alle fenolische verhindigen (fenolische 

zuren, flavonoiden, tanninen), \.,aarbij de respons van stof tot stof 

verschilt. De vanilline methode is specifiek voor- flavanolen, zm.,el 

monome ren als polymeren, en enkele nau1-1 veno~ante verbindingen zoals 

dihydrochalconen . Essentieel voor de reactie met vanilline zijn vr-ije 

OH-groepen in de metapositie aan de A ring (Figuur 1) en een 

enkelvoudige binding op de 2,3 positie (Desphande, 1986) . De reactie 

vindt plaats in zuur milieu . Het reactieprodukt is rood gekleurd e n de 

extinctie van de oplossing Hordt bij 500 nm gemeten. Er- zijn me thoden 

die van zoutzuur en methoden die van zwavelzuur gebruik maken. Als 
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uitgangspunt is gekozen voor de vanilline/zwav elzuur me thode volgen s 

Kuhla (1981) om de volgend e redenen. 

-Er is al cijfermateriaal beschi kbaar in Nederland met deze me thode . 

- De me thode is gevoeliger dan de zo utzuur me tho d e (S calber t 1989). 

De met hode is door Kuhla voor bon e n geoptimaliseerd. 

De met hode i s door het gebruik van dimethylformamid e als oplosmiddel 

geschikt voor het a na lyseren van hele bonen, omdat in dit oplosmid

del geen reactie va n d e tanninen uit de schil me t e iwitten uit de 

kern ka n plaa t sv ind en. Bij gebruik van andere oplosmiddelen zoals 

\oJater en methanol kunnen deze reacties \oJel plaa t svinden en moeten d e 

bone n eerst oot sc hild 1wrden. 

De analyse van tanninen Hordt sterk bemoeil ijkt door de grote reacti

viteit . Ze vormen onoplosbare neerslagen met eiwitten e n met me taalio

nen. Ze kunnen polyme rise ren ( zoHel enzymatisch als door ZloJak z ure hy

drolyse ) en onoplo s baar word en, ook oxideren ze erg makkelijk. In a l 

deze gevallen is het niet mee r mogelijk de betre f fende tannine n te 

be palen . Een monstero p\oJerking moet er dus o p geric ht zi jn om de tanni 

ne n aa n de ene ka nt zo k1o1antitati ef mogel ijk vrij te ma ke n uit de 

matrix en aan de a ndere kant zo goed mogel ijk t e besc her men tegen 

reacties . 

Een a nd e r pr obleem bij he t optimal i seren van methoden i s dat bij 

vergelijkende proev en va n bijvoorbeeld ex tracti e procedures, e r ver

sc hi llende resultaten Hord en gevonden voor verschillend e rassen. 

Kennelijk he bben deze rassen tanninen van ve rschillend e samen stel ling 

en met verschillend e eigensc ha ppe n. 

2 . 3 Factoren die van invloed kunne n zi jn op d e a nalyse van tanninen 

Daar de meeste factoren ook produkt afh ankelijk zijn, zullen hoofd zake

lijk d e e ffec t en bij pe ulv r uchten besproken worden. 

De tanninen bev i nden zic h uit s luit end in de schillen v a n d e bonen. De 

ze schillen zi jn erg moeilijk te verkleinen omdat ze e rg hard en taai 

zij n. 
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2.3. 1 Deeltjesgrootte van het monster 

De gehalten gevonden met vanilline methode kunnen onder andere sterk 

heinvloed 1o1orden door de deeltjesgrootte van het monster. 

Desphande (1986), vindt dat de tanninegehalten in "dry beans" met 

25-50% afnemen wanneer de deeltjesgrootte van 820 naar 250 um 

verkleind 1o1ordt. Als mogelijke oorzaak noemt hij de toenemende tijden 

die nodig zijn om de vereiste deeltjesgrootte te bereiken en de daar

mee gepaard gaande 1o1a rm teont1-likke l ing (tijdens het malen werd niet 

gekoeld) . Hij vindt een hoge correlatie tussen de toenemende opper

vlakte en afnemende tannineconcentraties . De maalomstandigheden zouden 

zorgen voor oxidatie, polymerisatie en/of complexeringsreacties met de 

aanwezige eiwitten . 

Kuhla et al vinden juist iets toenemende tanninegehalten in "Acker

bohnen" met een afnemende deeltjesgrootte (0,8-1,0 mm geeft 1,60 eq , 

0, 5 nun geeft 2, 22 eq en 0, 3 mm geeft 2, 38 eq) . Over de 1o1ijze van malen 

1o1ordt niets vermeld. 

Price (1978) beveelt aan dat ieder lab zi jn eigen optimale maaltech

niek bepaalt . 

t-togelijk bestaat er een verband tussen warmteont1olikkeling tijdens h et 

malen en de tijd nodig om de gewenste deeltjesgrootte te bereiken 

enerzijds, en het vinden van l agere gehalten bij een kleinere 

deeltjesgrootte anderzijds. Wanneer e r onder optimale omstandigheden 

gemalen wordt (bijv. kort en gekoeld) zou een ander effect de overhand 

kr ijgen, namelijk een betere ex trahee rbaarheid van de tanninen bij een 

kleinere deeltjesgrootte . 

2.3. 2 De extractie 

Bij de extractie van tanninen moet een compromis berei kt 1o1orden tussen 

enerzijds de slechte oplosbaarheid van bepaalde groepen tanninen, 

waardoor lange extractietijden noodzake lijk zijn en anderzijds de 

reactiviteit van de opgeloste tanninen, 1o1aardoor 1o1eer verlies optreedt 

bij lange extractietijden . 



-10-

Tanninen zijn goed extraheerbaar met oplosmiddelen als aceton, 

methanol, ethanol, \-lat er of dimet hylformamide. Hat erige aceton is een 

goed extractiemiddel omdat het oxidatie van tanninen minimaliseert 

(Mueller-Harvey, 1987). Aceton is echter helaas niet geschikt in com

binatie met de vanilline methode omdat aceton met vanilline reageert. 

Methanol is een veelgebruikt ex tractiemiddel . Desphande ( 1985), vindt 

voor methanol een optimale ex tractietijd van 20 minuten (roeren bij 

kamertemperat uur) en voor 1% HCl in methanol een optimale extractie

tijd van 60 minuten (roeren bij kamertemperatuur). 

In methanol lossen de tanninen van "Ackerbohnen" niet goed op, \vel in 

met hanol/water=50 /50 (Kuhla, extractie 20 minuten bij 65°C). In deze 

vloeistoffen is echter complexvorming tussen tanninen en ei,o~itt en 

mogelijk . Veel onderzoekers ondervangen dit door niet de hele bonen te 

onderzoeken maar alleen de schillen. De tanninen zitten namelijk uit

sluitend in de schillen en de meeste eiwitten zitten in de kernen. Een 

nadeel hiervan is, dat het scheiden v an kernen en schillen een tijd

rovende bezigheid is. 

Kuhla et al . vinden de hoogste gehalten met ,.,aterige dimethylformamide 

als extractiemiddel . De structuur van dimethylformamide maakt het 

vormen van \-lat erstofbruggen onmogelijk, zodat complexvorming van 

eiwitten en tanninen v ermeden wordt . Zi j vind en in tegenstelling met 

onderzoekers die gebruik maken van methanol als ex tractiemiddel , 

gelijke gehalten in hele bonen en in apart geanalyseerde schillen en 

kernen . Om oxidatie tegen te gaan worden soms reducerende middelen 

toegevoegd . Asco rbinezuur wordt soms toegevoegd bij langdurige extrac

ties, maar deze stof stoor t bij d e vanilline bepaling. Kuhla (1980) 

gebruikt sulfiet in de waterige fase (dimet hylformamid e /0,01 M Na2S205 

in water = 80 I 20) . 

2. 3 . 3 De stabiliteit van het gemalen monster 

Vrij algemeen \vordt aangenomen , dat de monsters s nel na male n geanaly

seerd moeten \vorden . De maximum be\o~aartijden die gen oemd \o~orden zijn 

onder meer: zo snel mogelijk analyseren, binnen enkele uren, binnen 8 

uur, binnen 24 uur of binnen enke l e dagen. 
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Desphande et al. vonden hij verschillende rassen bonen een afname van 

tanninegehalte na 7 dagen bewaren (afname 16-60% afhankelijk van het 

ras). 

Price (1978) vond een grotere afname in tanninegehalte bij gemalen 

sorghum bewaard in papieren zakjes (zuurstofdoorlat end), dan in plas

tic zakjes (niet zuurstofdoorlatend) . 

2.3.4 Relatieve vochtigheid 

Desphande (1985) heeft bonen bewaard bij versc hillende% relatieve 

vochtigheid en vond lolei nig versc hil voor "normal e " luc htvoc htig hed en . 

Van sorghum is bekend dat bij zeer hoge luchtvoc htigheid de polymeri

satie, die normaal is tijdens he t rijpingsproces, doorgaa t. Deze me

thode kan eventueel gebruikt \vorden als middel om de schadelijke 

tanninegehalten in sorghum te verlagen. 

2.3.5 De keuze van de standaard 

Catechine is de mees t gebruikte standaard bij de vanill i ne methode . 

Bekend is echter dat de gevoeligheid van de vanillinemethode heinvloed 

\vordt door de polymerisati egraad van de proanthocyanid inen. Ook de 

re ac tiekinetiek is anders, zodat de r eactieomstandig hed en binnen namve 

grenzen constant gehouden moeten \vorden om reproduceerbare gehal ten te 

kunnen vinden. Dit probleem is te omzeilen door een gezuiverde tanni

nefrac tie uit het te bepalen produkt te gebruiken als s tandaard. De 

samenstelling hiervan kan echter ook van de \olijze van zuivering, van 

batch tot batch of van ras tot ras verschillen, zodat deze oplossing 

de r esultaten van verschillende laboratoria moeilijk vergel ijkbaa r 

maakt. 

Van alle kanten blijkt dat de analyse van tanninen bijzonder lastig 

re produceerbaar te krijgen i s . 

Desphande (1986) beveelt dan ook aan bij onderzoeksresultaten altijd 

de deeltjesgrootte, extractietijd enz. te vermelden en in ieder geval 

binnen een laboratorium zo reproduceerbaar mogelijk te werken ten 

aanzien va n maal- en extractieomstandigheden. 
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3 EXPERINENTEEL 

Voor de bepaling van tanninen met het vanilline-reagens is als uit

gangspunt de methode van Kuhla gebruikt, deze methode is een modifica

tie van de methode van Swain (1959 ) . Van de uiteindelijk gebruikte me

thode is een Intern Voorschrift gemaakt . Het voorschrift is als bijla

ge toegevoegd aan dit verslag. 

Catechine werd gebruikt als s tandaard, ondanks de hieraan verbonden 

nad e len ( zie: 2. 3 . 5 Keuze van de standaard). 

In Figuur 3a en b zijn de spectra te zien van catechine na kleuring 

me t vanilline en van een monster veldbonen na kleuring met vanilline . 

De absorbtiemaxima versc hillen maa r liefst 8 nm. De oorzaak is onbe

kend. Besloten \>lerd om bij 500 nm te blijven meten, zoals door Kuhla 

(1980) en S\o~ain (1959) aangegeven wordt. 

3.1 Optimaliseren van de maaltechniek 

Bij de door ons gebruikte maaltechnieken bleken de bereikt e deeltjes

grootte en de verdeling van de deeltjesgrootte de belangrijkste facto

ren . Met een koffiemolen ware n de bonen bijzonder moeilijk klein te 

krijgen. Daarom \o~erd overgestapt na a r een centrifugaalmolen (Retsch). 

Het bleek noodzakelijk om de bonen eerst grof voor te malen, omdat 

anders een zodanige \o~armte ont\o~ikke ling ontstond, dat het mee l tegen de 

\o~anden van de molen ging plakken. Om een zo homogeen mogel ijk monster 

te krijgen \•Terd uiteindelijk gekozen voor: Grof voormalen over een 2 

mm zeef, dan malen over een 0,2 tmn zeef in de centrifugaalmolen . Door 

de grote krachten tijdens het malen werden er toch nog grotere deelt

jes door de zeef heen geperst, daarom \o~erd het meel hierna met de hand 

gezeefd over een 0, 2 mm zeef . De grove fractie \o~erd nogmaals gemalen 

in de centrifugaalmolen. Het meel \o~erd hierna door middel van uitkrui

sen gehomogeniseerd. Voorzichtige beh andeling van het monster is daar

na geboden om ontmengen te voorkomen. 
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3 . 2 Het effect van de zuurconcentratie 

In de methode Kuhla komt een onduidelijkheid voor ten aanzien van de 

zwavelzuurconcentratie. Deze 'wrdt beschreven als 70 %, waarbij niet 

aangegeven '>~ordt of dit ge\>lichts- of volurneprocenten zijn. Beide 

mogelijkheden geven een andere eindconcentratie z\o~avelzuur dan de 

oorspronkelijke S\>~ain methode. De diverse concentraties zijn vermeld 

in tabel 1. De drie eindconcentraties Z\vavelzuur zi jn met elkaar 

vergeleken . Hierbij is de verhouding monster/reagens van Kuhla (1 + 9) 

aangehouden , zodat de beginconcent ra tie z'vavel zuur voor c . 19, 6 N 

,."ord t. 

Tabel 1: Overzicht van de onderzochte zuurconcentraties van het vanil-

linereagens. 

ml monster + ml reagens eindeene . H2S04 

a . H
2
so

4 
70 % v/ v (2 6, 4 N) 1 + 9 23,4 N 

(Kuhla) 

b. H
2
so

4 
70 % w/w (14,2 N) 1 + 9 12 , 8 N 

(Kuhla) 

c. H
2
so

4 
70 % v/ v (2 6, 4 N) 2 + 4 17, 7 N 

(S,vain) 

(in verhouding Kuhla: 19, 6 N 1 + 9 17,7N) 

a . Eindconcentratie zwavelzuur 23 , 4 N: 

- Tijdens het meng e n van monst e r e n reagens loopt de temperat uur op 

tot ongeveer 35°C. 

-Mengen gaat moeilijk omdat h e t zwavelzuur nogal visceus is . 

- Zoals uit Figuur 4 en tabellen 2 en 3 blijkt, blijven de ex-

tincties sterk oplopen en zijn de duplo' s slecht . 

b . Eindconcentratie zwavelzuur 12,8 N: 

-De vanilline lo st slecht op in zwavelzuur 12,8 N. 
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- Het reagens ziet veel minder geel, dan \-7anneer aangemaakt met een 

hogere concentratie zwavelzuur. 

- De extinctie van de standaard loopt terug, ten<lijl de extinctie 

van het monster zo goed als gelijk blijft, zodat het gevonden 

gehalte sterk afhankelijk is van de tijd. Naarmate later gemeten 

wordt, wordt een hoger gehalte gevonden (zie Figuur 4 en tabel 

3). 

c. Eindconcentratie zwavelzuur 17,7 N: 

- De tempe r atuur loopt niet of nau1o1elijks op tijdens het mengen. 

- Naarmate later gemeten \olOrdt, 1o1ordt een iets hoger gehalte 

gevonden. 

Tabel 2: De invloed van de keuze van zuurconcent rat ie, volgens Kuhla 

of volgens S1o~ain, op de duploverschillen. extincties gemeten na 15 min 

zwavelzuurconcentratie 

catech. 17,7 N 23,4 N 12,8 N 

conc. extinctie extincti e extincti e 

ug/ ml a b versch a b vers ch a b ve rsch 

20 0,250 0,236 0, 014 o, 068 o, 068 o, 000 0, 06l1 o, 063 0,001 

40 0,490 o, 498 o, 008 o, 181 o, 158 0,023 0,147 0, 149 0,002 

100 1,258 1, 272 o, 014 0,257 o, 398 0,141 0,329 o, 324 0,005 

200 2,501 2, 54LI o, 043 o, 568 0, 59ll 0, 026 0,847 o, 849 0, 002 

400 1,288 1, 158 0,130 1,668 1, 677 0,009 

sc hil 1, 016 1, 035 0,019 0,254 0,460 0,460 0,000 
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Tabel 3: De invloed van de zuurconcentratie op de gevonden gehalten 

aan catechine-equivalenten in schillen van Vicia faba bonen. 

zuur extinctie extinctie extinctie 

conc na 15 min na 30 min na 90 min 

17,7 N st cat. 100 ug/ml 1,265 1' 242 1' 146 

monster schillen 1, 026 1' 053 1, 060 

cat .e q. ug/ml 82 85 92 

23,4 N st. cat. 100 ug/ml 0,328 0, 442 

monster schillen 0,254 

cat .eq.ug/ml 79 

12,8 N st. cat . 100 ug/ml 0,848 o, 766 0,525 

monster schillen 0,460 0,468 0,441 

cat .e q. ug/ ml 56 62 86 

Aldus geeft de eindconcentratie z1o1avelzuur 17,7 N de beste resultaten, 

de duplospreiding is klein en de extincties zijn het meest stabiel . 

Bij de beide andere zwavelzuurconcentraties moet exact op tijd gemeten 

~wrden om reproduceerbare gehalten te vinden . Alle verdere metingen 

worden met deze zuurconcentratie uitgevoerd. 

3.2. 1. Invloed van een klein ve rschil in de zuurconcentratie 

Van de beste concentrati e is bovendien nog bepaald hoe nau~o1keurig de 

zwavelzuurconcentratie moet zijn door een meetfout van + of - 5 ml in 

een maatcylinder van 250 ml na te bootsen. De hoeveelheden zwavelzuur 

'"e rd en in dit geval afg e1o1og en. 
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Om de stabiliteit van de extinctie te bepalen zijn de extincties 

gemeten na precies 15 minuten (de normale reactietijd), 30 en 90 minu-

ten. 

Tabel 4: Het effect van een klein verschil in de zuurconcentratie op 

de gevonden tanninegehalten in schillen van Vicia fa ba bonen 

uitgedrukt in% ten opzichte van de normale procedure van 19,6 N H
2
so

4 
en na 15 minuten meten. 

zuurconc 15 min 30 min 90 min 

normaal 100 101 103 

(19, 6 N) 

hoog 103 102 106 

(20, 3 N) 

laag 86 89 91 

(18,9 N) 

Uit tabel 4 blijkt dat ook een klein verschil (4%) in zuurconcentratie 

redelijke gro t e gevolgen heeft voor de gevonden gehalten, omdat het 

monster anders reageert dan de standaard . Vooral de laagste zuurcon

cent ra tie geeft veel lagere gehalten. Gekozen \>lerd voor een zuur con

centratie van 20 N. 

De zuurconcent ra tie moet dus na molkeurig ingesteld \vorden op 20 N. De 

vereiste nauwkeurigheid kan alleen bereikt worden door het zwavelzuur 

door middel van afl.legen te verdunnen. 

3. 3 De stabiliteit van de gemalen bonen tijdens be\>7aren 

Gemalen monsters 1>7erden varierend van een dag tot zes weken in het 

donker en bij kamertemperat uur be1vaard in goed afgesloten monsterpot 

jes. Alle monsters bestonden uit 100 gram gemalen bonen en lmamen uit 

dezelfde partij. 

Voor de langer bel-laarde monsters worden significant lagere gehalten 

gevonden (a(0,05)(zie tabel 5) . 
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Tabel 5: De invloed van bewaren van gemalen monsters op de gevonden 

vers / kort be\vaard 

be\vaartijd 

in dagen 

0 

0 

1 

1 

2 

2 

2 

% catechine 

equivalenten 

o, 568 

o, 573 

o, 528 

0,546 

o, 576 

o, 548 

o, 561 

- - - - ------
gem 0,557 sem= 0, 008 

lang beHaard 

beHaartijd 

in dagen 

14 

15 

16 

27 

47 

48 

- - - - -

% catechine 

equivalenten 

0,548 

0,554 

o, 506 

0,502 

o, 510 

o, 520 

- ----- - - ----

gem0,523 sem= 0, 010 

significant verse hillend (a.<0,05) 

3. 4 De lmaliteit van de Th'1F 

Kuhla benadrukt het feit, dat de Th'1F van goede kwalit eit moe t zijn. Er 

mogen vooral geen sporen formaldehyde inzitten, omdat formaldehyde 

evenals vanilline reageert met tanninen (er bestaat zelfs een oude 

bepalingsmetbode die h iervan gebruik maakt). 

Dat de kwaliteit van de DHF inderdaad erg nam.,r luistert, bleek toen in 

plaats van pro analyse k\valiteit, een aantal analyses met een restant 

van een andere k\valiteit werden uitgevoerd. Vergeleken \verden Th'1F pro 

analyse (Herck 3053) en Th'1F zur Rückstandsanalyse (Merck 10983). 

Tevens \.;rerd de houdbaarheid van een eenmaal geopende fles bekeken tot 

2 weken. 

De gehalten verkregen met Th'1F zur Rückstandsanalyse l agen veel lager 

(zie tabel 6). Zo\•lel de ijkfactor (richtingscoëfficiënt ijklijn) van 

de catechinestandaard, als de gevond en gehalten Haren veel te laag. 
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Tabel 6: De invloed van de lu-lal iteit D.'1F. 

Monster I»1F ijk- % catech . 1 ) 

kwaliteit factor equival. 

A DMF 0,0199 0,388 

10983 0,378 

B DMF 0,0194 0,473 

10983 o, 464 

DMF ijk-

kwaliteit factor 

DMF p.a. o, 0253 

3053 

DMF p.a . 0,0245 

3053 

% catech. 

equival. 

0,499 

o, 514 

0, 56 7 

o, 584 

1) alle opgegeven % catechine-equivalenten zijn gemiddelden van duplo' s 

Tussen een nieuw geopende fles en een fles van dezelfde batch , die al 

2 \'leken open \'las werd geen ve rschil gevonden (zie tabel 7 ). 

Tabel 7 : De houdbaarh eid van de D~1F pro analyse. 

Tijd na openen fles 

direct 

1 uur 

3 , 5 uur 

1 dag 

13 dagen 

% catechineequivalenten 

o, 555 

0,554 

0,562 

0,551 

o, 569 

In het algemeen kan gesteld worden, dat wanneer er een afwijkende ijk

f acto r gevonden \wrd t, de resultaten met \'lant rouwen bekeken moeten 

worden. Dit geldt vooral \'lanneer een te lage ijkfactor gevonden wordt. 
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3. 5 Invloed van de monsterconcentratie en de vanillineconcentratie 

Op een gegeven moment bleek dat de catechine-ijklijn \olelis\vaar over 

een zeer groot gebied lineair liep, maar de gehalten gevonden bij 

verschillende verdunningen van het monster niet. Bij hogere concentra

ties monster in de meetoplossing \ve rden lagere gehalten gevonden 

(Figuur 5). Een eventuele oorzaak zou kunnen zijn, dat de vanilline 

bij de meer geconcentreerde monsteroplossingen in onvoldoende overmaat 

aamvezig is om een aflopende reactie te garanderen. Daarom is een ex

periment gedaan met verschillende concent rat i es vanilline in het 

reagens en verschillende concentraties monst er in de meetoplossing. 

In Figuur 6a en 6b zijn de resultaten weergegeven van de gehalten die 

aldus gevonden \vorden. Bij hogere concent ra ties vanilline \vorden er 

over de hele linie hogere tanninegehalten gevonden. De gehalten gevon

den in de meest geconcentreerde meetoplossingen liggen echte r nog 

steeds te laag. Bovendien zi jn bij de hoogste vanillineconcentraties 

de blancmo1aarden erg hoog. Daarom is besloten om de vanillineconcen

tratie te handhaven op 0,2% zoals aangegeven door Kuhla (1981). 

Uit Figuur 5 blijkt dat bij een vanillineconcentratie van 0,2% boven 

een exti nctie van 0, 5, een af\o1ijking van het lineair verband optreedt 

en de gevonden gehalten in monsteroplossingen niet meer constant zijn . 

De extincties van de meetoplossingen van de monsters dienen dus tussen 

de 0,2 en 0,5 te liggen. 

Vanillineoplossingen van 1 en 2 dagen oud gaven nog dezelfde resulta

ten, de blanco loopt echter \olat op en de kleur verloopt van helder 

geel naar geelbruin. Be sloten werd om d e oplossing toch iedere dag 

vers te maken. 

3. 6 De temperatuur van het koel\vaterbad e n het effect van filtreren of 

centrifugeren 

Bij het mengen van de monsteroplossing en vanilline/H
2
so

4 
reagens ont

staat \vat \varmte. Om de temperatuur tijdens de reactie constant te 

houden, \vordt het reactiemengsel direct na mengen in een koel\va t e rbad 

ge ze t. Onderzocht is of de temperatuur van het \olaterbacl van invloed is 

op het eindresultaat, met als doel na t e gaan of het noodzakelijk is 
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een gethermostreerd waterbad hiervoor te gebruiken of dat volstaan kan 

,.,orden met een ,.mterbad op kamertemperatuur. Vergeleken \olerden 20°C en 

30°C . 

Volgens Delcour (1988) kunnen polyfenolen aan papier adsorberen. 

Daarom Herd een proef gedaan 'vaarbij een gefiltreerd extract vergele

ken werd met een gecentrifugeerd extract. In tabel 8 zijn de resulta

ten vermeld. 

Tabel 8: Vergelijking van de reactie bij 20°C of 30°C en gecentrifu 

geerd of gefiltreerd. Resultaten uitgedrukt in% catechineequi

valenten. 

Extract 

A 

B 

c 

centrifugeren filtreren 

o, 517 

o, 542 

o, 560 

0, 515 

0 , 541 

0,542 

centrifugeren filtreren 

0, 572 

o, 570 

o, 57 5 

o, 562 

o, 592 

o, 570 

De reactie bij 30°C levert hogere gehalten op. Analoog aan Kuhla 

(1981) is ervoor gekozen om de reactte bij een vaste temperatuur, 

namelijk 20 .:!:_1°C, te laten verlopen. De gecentrifugeerde extracten 

leverden geen hogere gehalten op dan de gefiltreerde extracten . 

3 . 7 Verkleinen en extraheren met de Prolabo kogelschudder 

De mogelijkheid van een gecombineerde verkleining en extractie met een 

Prolabo kogelschudder '"erd onderzocht. Tien honen werden eerst met een 

hamer verkleind en vervolgens met 25 ml D..'1F/sulfietoplossing 10 minu

ten geschud, afgefiltreerd en aangevuld tot 100 ml. 
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In de eerste proef werden de schillen goed verkleind, maar het bleek, 

dat de kogels zodanig slecht waren, dat er metaalschilfers afkwamen. 

Toen de proef herhaald \olerd met niemo1e kogels lukte het niet meer om 

met name de schillen (die de tanninen bevatten) voldoende te verklei

nen. Er werden geen reproduceerbare resultaten verkregen. 

3. 8 Enkele maatregelen ter verbetering van de namo1keurigheid 

Kuhla voegt 25 ml DMF toe aan de inweeg. Na extractie wordt niets meer 

gedaan om voor het volumeverlies tijdens het koken te compenseren. Dit 

volumeverlies zou nogal kunnen verschillen, onder andere doordat het 

\<laterbad niet erg konstant en niet erg homogeen van temperatuur \<las. 

Dit probleem kon \Wrden ondervangen door de extractie in een maatkolf 

van 50 ml uit te voeren. Na de extractie met 25 ml Th'1F/ sulfiet oplos

sing werd he t volume aangevuld met DMF/sulfiet oplossing tot 50 ml. 

Ook \oJerd een roermotor in het '"aterbad gehangen, \Mardoor een betere 

beheersing van de watertemperatuur verkregen Herd. 

Het toevoegen van het vanilline/H
2
so

4 
reagens gebeurde met een Gilson 

pipet. Het bl eek dat de pipet met eenzelfde pipetpunt na een aantal 

malen pipetteren steeds minder toevoegde. Na 11 maal pipetteren werd 

er ongeveer 2% minder toegevoegd (zie ook tabel 9 ). Proeven met andere 

pipetten leverden geen echte verbetering op, zodat besloten Herd met 

dezelfde pipet door te g aan, maar om na een paar maal pipetteren de 

punt te vervangen. 

Tabel 9: De invloed van het herhaald pipetteren van de vanillinezwa-

velzuuroplossing met eenzelfde pipet punt. 

van/H2S04 afname afname 
in g t.o.v. vorige cumulatief 

1 6 ,9514 
2 6 ,889 5 o, 0619 0,0619 
3 6, 9050 - 0, 0155 0, 046LI 
4 6,8803 o, 0247 o, 0711 
5 6,8726 o, 0077 o, 0788 
6 6, 8491 o, 0235 0,1023 
7 6, 84 54 o, 0037 0,1060 
8 6,8433 o, 0021 o, 1081 
9 6 , 8314 o, 0119 0,1200 
10 6,8045 0,0269 o, 1469 
11 6,8055 - 0, 0010 0,1459 
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Tenslotte is er ook nog gekeken naar het effect op het resultaat van 

de manier van toevoegen van het reagens. Hengen al tijdens het toevoe

gen en mengen direct na het toevoegen bleek geen verschil in resultaat 

te geven. 

3. 9 Herhaalbaarheid en reproduceerbaarheld binnen het laboratorium 

Aan de hand van de in dit hoofdstuk beschreven experimenten \o~erd de 

methode geoptimaliseerd en vastgelegd in een intern voorschrift 

(Bijlage 1) . Het behulp van dit voorschrift \verd een identiek monster 

veldbonen op verschillende dagen geanalyseerd , Haarbij tevens de 

kleurreactie en spectrafotometrische me ting in duplo in identieke 

ex tr ac ten He rd ui tg ev oe rel. 

Uit tabel 10 blijkt dat de spreiding tengevolge van de kleurreactie en 

-meting, s( reactie), klein is t .o .v. de totale analytische variatie, 

s(herhaalbaarheid) . Hierbij is s( herhaalbaarheid) gecorrigeerd voor de 

meting in duplo in één extract. Tevens blijkt dat , zoals venvacht kan 

\vorden, de variatie van dag tot dag, s( reproduc . lab) , groter is dan 

s(herhaalbaarheid). Dit verschil is echter zeer acceptabel, zodat ge

concludeerd kan \vorden dat deze methode reproduceerbare resultaten 

binnen het laboratorium geeft. 
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Tabel 10: Analyseresultaten van een identiek monster veldbonen 

verkregen met de geoptimaliseerde methode besc hreven in 

Bijlage 1. 

datum ijk

factor 

31/1 o, 0278 

o, 573 

2/2 0, 0245 

9/2 o, 0276 

21/2 o, 0267 

% cat 

extr A 

o, 578 o, 575 

0,563 o, 567 

o, 571 

o, 571 o, 577 

o, 583 

o, 517 0, 518 

o, 518 

% cat % cat 

ex tr B extr C 

0, 570 o, 574 

o, 577 

0, 581 o, 584 

o, 587 

o, 558 0,554 0,568 o, 57ll 

0, 550 0, 581 

o, 542 0,542 0,560 0,551 

0,541 0,542 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

x(gem) = 0,562 

s(reactie) 0,0066 

s(herhaalbaarheid)= 0,0140 

s ( reproduc .lab) 

x( gem ijkfactor) 

s( ijkfac tor) 

4 CONCLUSIE 

o, 0215 

0,0267 

o, 0015 

CV(herhaalbaarhe id )= 2,5% 

CV(reproduc .lab) = 3, 8% 

Bij de bepaling van tanninen in veldbonen met behulp van de vanilli

ne- H2so4 methode spelen een groot aantal factoren een rol, die zowel 

de analysespreiding als het analyseniv ea u beïnvloeden . 
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- Voor het malen van de bonen is een centri f ugaalmol en nood za l<el ijk; 

een t\<leestaps proeed ure i s hierbij vereist . De gemalen bonen zijn na 

enl<ele dagen ni et meer geschikt voor de analyse . 

- Het extrac tiemiddel D..'1F moet ten minste van pro analyselao~a liteit 

zijn . Slechte k\valiteit m1F ka n herke nbaar zijn aan een te lage 

richtingsc oëfficiënt van de i jklijn. De resultat en zijn i n dat geval 

on bet ro m<~baar. 

- De zwavelzuurconcent rat i e i n het kleurt·eagens blijkt een be langrijke 

factor, omdat de standaa rd catechine die gebruikt wordt voor de i jk

lijn , anders reageert op verschillen in zuurconcent rati e dan het 

monst e r. De concent ra tie z uur a angegeven door Swain (1959 ), gaf d e 

beste resultaten. Bij deze zuurconcentratie wordt t ussen 15 en 30 

min een stabiel e ex tinctie gemeten. Omdat de zHavelzuur concentratie 

de hel ling van de ijklijn sterk bepaalt, moet deze zuurconcentrati e 

nau\<lke urig worden ingesteld . De vereiste namo,~keur.igheid kan alleen 

via af\vegen \o~orclen be r e ikt. 

-Het geme t en t anni negeh alte is a fhanke lijk v a n de concentratie vanil 

line in het kleurreagen s : b ij hogere vanillineconcent rati es worden 

hog ere t anninegeh alten gevonden . Conform Kuhla (1981) \•lOrd t gekozen 

voor een concent rat ie van O, 2% vanilline i n de meetoplossing . 

- In tegens telling tot de ijklijn voor catechine , die over een zeer 

g r oot gebied lineair is , word t bij hogere 'monst e rconcentrat ies' in 

de meetoplossing geen l i neair ve rband meer gevonden. De extincties 

van de meetoplossing en va n de monsters diene n derhalve ben eden 0, 5 

te blijven. 

- De vanillinereactie moet bij een vaste tempe ratuur plaatsvind en . 

Temperat uur sverhoging l eid t tot hogere geh alten. Co n form Kuhla 
0 

(1981) \vord t ge kozen voor 20 _:!: 1 C. 

Net een op bovenstaand e conclusies gebaseerd voorschrift (Bijlage 1) 

kond en binne n het laboratorium re produceerbare resultaten verkregen 

\-lorden. Voor een monste r ve ldbonen me t een gehalte van 0, 56% catechi

ne-equivalenten \verd een CV(he rhaalbaarheid) van 2 , 5% en CV(reprodu

ceerbaarheid binnen lab) van 3 , 8% vastgesteld . 
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Intern analysevoorschrift. 

(2 eversie) 

Bijlage 1 

28/02/90 

De bepaling van het gehalte aan gecondenseerde tanninen (volgens 

Kuhla). 

1 PRINCIPE 

De gecondenseerde tanninen \oJOrden geextraheerd met dimethylformami

de/0,01 m natriummetabisulfiet = 80/20. Na uitvoeren van een kleur 

reactie met vanilline/zwavelzuur reagens wordt de extinctie gemeten 

bij 500 nm. Deze extinctie \o7ordt vergeleken met de extinctie van een 

catechine ijkoplossing. 

2 REAGENTIA 

Alle reagentia dienen van analysekwaliteit te zijn tenzij a nders 

voorgeschreven. 

2.1 Dimethylformamide DrlF (~1erck 3053). 

2. 2 Natriurnmetabisulfiet (Na
2
s

2
o

5
) 1 m (stockoplossing): Los op 19,0 g 

natriummetabisulfiet en vul aan tot 100 ml. Deze oplossing is in de 

koelkast een \o7eek houdbaar. Verdun voor gebruik 100 keer tot O, 01 m. 

2. 3 DHF/0, 01 m Na
2
s

2
o

5 
= 80/20 oplossing. Meng 80 delen dimethylforma

ruide (2 . 1) met 20 delen natriummetabisulfietoplossing (2. 2). Maak deze 

oplossing iedere dag vers. 

2. 4 Standaardoplossing catechine: Los op 106,6 mg catechine .H
2
o in 

water en vul aan tot 100 rul. Deze oplossing bevat 1 mg/ml catechine. 

Maak deze oplossing iedere dag vers en be\o7aar de oplossing in het 

donker. 
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2. 5 Z\•Tavelzuur 95-97%. 

2. 5.1 Z\>lavelzuur 20 N: \Veeg af 446 g \vater en weeg af 1020 g zwavel

zuur (2 . 5). Voeg voorzichtig al roerend het Z\olavelzuur bij het 1o1ater. 

Breng het restant zwavelzuur kwantitatief over met behulp van het 

verdunde zwavelzuur, zodat alle Z\oTavelzuur en alle water opgenomen 

~.;rord t in het mengsel . 

Opmerking: Gebleken is dat een naU\.;rkeurige Z\olavelzuurconcentratie 

erg belangrijk is . Daarom \>lorden de hoeveel hed en afgewogen en niet 

afgemeten met een maatcylinder. 

2. 6 Vanilline/ zwavel zuur oplossing : \Veeg af 0, 220 g vanilline en los 

op in de zwavel zuuroplossing 20 N (2. 5. 1) en vul aan tot 100 rol. 

Maak deze oplossing iedere dag vers . 

3. APPARATUUR 

3.1 Centrifugaalmolen met 2 mm en 0,2 mm zeven . 

0 
3. 2 \Vat erbacl van 100 C voorzien van roermotor, terugvloeikoelers en 

stikstofgasinlaat . 

3. 3 Press-ta-mix apparaat voor het mengen van de inhoud van 

reageerbuizen. (Vort ex-mixer). 

0 
3 . 4 Waterbad 20 C voorzien van roermotor . 

3. 5 Spectrofotometer of colorimeter geschikt voor het meten bij een 

golflengte van 500 nm. 

4. UITVOERING 
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4. 1 Monstervoorbe\•le rking 

Maal met behulp van de centrifugaalmolen (3. 1) een representatief mon

ster bonen van tenminste 100 g door de zeef van 2 mn. Maal het verkre

gen meel opnieuw in de centrifugaalmolen, die nu echter voorzien is 

van de 0, 2 mn zeef . Zeef het meel vervolgens met de hand over een 0, 2 

nun zeef (3. 2), en maal de achterblijvende grove fractie opniem1 met de 

centrifugaalmolen ( 0, 2 mm zeef). Homogeniseer het meel door middel van 

uitkruisen. Behandel het verkregen monster voorzichtig om ootmengen te 

voorkomen. 

N. B.: Gemalen bonen/schillen zijn na enkele dagen niet meer geschikt 

voor de analyse! 

4. 2.1 \Veeg af circa 0 , 500 g versgemalen bonen of 100,0 mg schillen in 

een 50 ml maatkolf met ingeslepen stop. Voeg toe 25,0 ml 11'1F/O, 01 m 

Na
2
s

2
o

5 
= 80/20 (2 . 3) . Veno1arm 10 minuten in het kokende waterbad 

(3 . 2) onder terugvloeikoeling en onder stikstof, Z\>lenk regelmatig om . 

Koel af en vul aan met DMF/Na
2
s

2
o

5 
(2 . 3) . Filtreer over vom<lfilter, en 

gooi de eerste paar ml van het filtraa t weg. 

4. 2. 2 Pipetteer afhankelijk van het te verwachten gehalte (bij gehalte 

van ongeveer 0 , 25% catechine- equivalenten) 0 , 5 ml filtraat of minder 

in twee reageerbuizen, vul aan tot 0, 5 ml met 11'1F/sulfiet oplossing 

(2.3). Voeg aan de ene buis tijdens het " vortexen" met b ehulp van een 

mechani sc he pipe t 4,5 ml vanilline/zwavelzuur (2.6) toe . (N . B.: 

vervang de pipetpunt in ieder geval na vier keer pipetteren om onnam>l

keurig doseren te voorkomen) . Plaats de buis direct hierna in het 

waterbad van 20°C (3.4). Voeg aan de andere buis (blancomonster) l1 , S 

ml zwavelzuuroplossing 20 N (2. 5. 1 ) toe, meng goed en plaat s de buis 

eveneens in het waterbad . Meet na minimaal 15 en maximaal 30 minuten 

bij 500 om de extinctie van monster (E) en blanco monster ( E (b) ) • 

N. B. : De extinctie van de meeto plossing dient beneden 0, 5 te blijven . 
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5 IJKLIJN 

Pipetteer uit de standaardoplossing catechine 1 mg/ml (2 . 4) : 0, 1, 0, 

2, 0 en 3, 0 ml in maatkolven van 50 ml. Vul aan met U.'1F/0, 01 m Na
2
s

2
o

5 
= 80/20 (2. 3). Voer voor elk van de aldus verdWlde standaardoplossing

en de kleurreactie uit zoals beschreven onder punt 4. 2 . 2. Bereken voor 

elk van de vier ijkpuntenE - E(b) en bepaal door middel van lineaire 

regressie de ijklijn. (De asafsnede komt overeen met de extinctie ver

oorzaakt door de vanilline) . De punten van de standaardreeks komen 

overeen met 0, 10, 20 en 30 ug catechine. 
-1 

De richtingcoëfficiënt van de ijklijn behoort 0, 0267 ~ 0, 0030 ug te 

bedragen. Een afw.ijkende \llaarde kan Hijzen op een ongeschikte k\11ali

teit 1»1F. Resultaten verkregen met een af\llijkende ijklijn moeten met 

\llantrou\llen bekeken worden. 

6 BEREKENING 

Bereken E - E(b) bepaald in 4.2. 2, en bepaal hieruit m.b .v . de ijklijn 

het aantal ug catechine (m). 

Bereken het gehalte aan gecondenseerde tanninen als % catechine

equivalenten met de volgende formule: 

m * 50 100 % 

--- * % catechine-equivalenten. 

V * W 1. 000, 000 

\vaarbij : 

m = aantal ug catechine gevonden met de ijklijn. 

v = volwne filtraat in ml. 

'"' = im11e eg in grammen. 
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Bijlage 2 
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Figuur 1: De structuurformules van catechine en epicatechine. 

Figuur 2: Enkele voorbeelden van polymeren van proanthocyanidinen. 

Uit: S.Morimotom et al Chem. Pharm. Bull. (1986), 34, 633-642 . 



- 2 -

0 

G 

;ï 

- z z t: 

. . ...... : ...... : ·" "'"("'"":""""':""'""(""' s 

s 
s 

.•••.........•• •. . •.••... 
: : . . 

..... .... ...... ; ......... : ......... :··· .. ·· ··~· · ···· · ··: .. ·······:···/ 
: : I 

s 
0 
(9 
t) 

,g 

g 
0 
q •, 
osi ...... ........ .... ...... .. 

······ ·:· ········:······/:········ 

!//: 
: ....... : ....... : ....... . : ....... '/'"'"..; ...... .. . I: . 

/ 
.... : .... ·)/ .... .. : ......... : ..... 

··' 
" .... : ,. 

. A . . . 

'·<.~~~;;:>"·:······"·: .. ·······:·········:· ·· .. ··· 

ei 

s s s 
Cl 

ei 

s s 
s 
I) 

ei 

s 
s s .. 
ei 

•• • • ~ •••• 0 • •• • : . ..... . .. ~ •• • ' •••••••••• 

~ : : ~ 
(9 ~ 
~ ~ osi 
sL---~--~--~---L---L--~--~L---L---~~ 

<SI 
<SI 
m 

- z z t: 

s ......................... !""""'i"'' "'(''" '!'""'"( '"" '=""""'."'"'" 
" : . . . .. . .. : ...... ... : .. .. . .. . ~ .... . ... . ~ . . . . . . .. ~ . . ...... : ..... .... [ .... . 

~ ........ : ........ +····· .. ~ ......... r ........ ! ......... ! ......... ~ ......... r .. .. 

<SI 
<SI 

~ 
I!Î 

<SI 
<SI 
~ 
t') 

I!Î 

<SI 
<SI .. 
lil 

osi 

<SI 
<SI 
1'1 .... 
I!Î 

I o-
I!Î 

<U 
•.-I 
~ 

0 
r:: 

•.-I 
~ 

>< 
<U 

m .. -:L .o<l:t 
u <t • 
- s ll. 

f-z ~ 
-"'s 
0 s 
ll. 01 

<U 
•.-I 
~ 
0 
r:: 

•.-I 
~ 
>< 
<U 

m ,, ~ 
l.! .o" u <t • - ... ll. 

f- <SI z . 
-"'s 0 <SI 
Q. lil 

.. .... 
l.!.o .... u <t • 
- <SI Q. 

ä ~ 
WA~ 
Q. o-.. 

Figuur 3: a. Absorptiespectrum van standaardcatechine na reactie met vanilline. 

b. Absorptiespectrum van een monster schillen van Vicia faba bonen na 

reactie met vanilline. 
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Figuur 4: De invloed van de zwavelzuurconcentratie op het verloop van de 

ijklijn. 

a. Eindconcentratie zwavelzuur 23,4 N. 

b. Eindconcentratie zwavelzuur 12,8 N. 

c. Eindcencentratie zwavel zuur 17,7 N. 
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Figuur 5: Het verband tussen de extinctie van verschillende verdunnin

gen van een identieke monsteroplossing en de concentratie van het ma

ster in de meetoplossing, gemeten bij een vanillineconcentratie van 

0.2%. 
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Figuur 6a en 6b: De invloed van de concentratie vanilline op het 

tanninegehalte bepaald bij verschillende verdunningen van een 

identieke monsteroplossing. 


