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1 Samenvatting

In dit rapport wordt verslag gedaan vgefaseer@nderzoek dat als @bheeft om es methoded
ontwikkelen ter bepaling vade stalliteit en ouderdom vapalmkokosvezek en gruis.

De resultaten die hier beschreven worden hebben betrekking op faseahtwerpen van een
eenvoudige methode waarmee inzicht wordt verkndgenet verouderingsstadium en de
stabiliteit van kokosvezeldase 1) In een vervolgproject (fase 2) zal bpsis vargeselecteerde
methode de normwaarden voor de stabiliteit van kokosgruis en kokoswepedlenvastgesteld.
Het onderzoek in fase 1 rite zich op twee benaderingen om inzicht te krijgen over de
ouderdonen stabiliteitvan kokosmonsters. Het ene trajecgebaseerd op de bepaling van de
microbiéle activiteiin kokosmonsters, terwijl een ander traject zicht richbegtudering van
vezestructuurals parameter om informatie te krijgen over ouderdom en stabiliteit van
kokosmonsters.

Om demicrobiéle activiteite bepalen zijn drie methoden getoetst, te weten de NIOD methode,
de Oxitop methode en een zelfverwarmingsmethode. Deze metagdgebaseerd op het
principe dat bij afbraak van organisch materiaal zuurstof wordt verbruikt, en dat hierbij warmte
vrij komt. Met zowelde NIOD methodeals deOxitop methodekan de zuurstofconsumptie van
kokosmonsters worden bepaald. Zuurstofconsungaédt een afspiegeling van de microbiéle
activiteit van de monsters. Er werd een goede correlatie gevonden tussen de zuurstofconsumptie
en de ouderdom van de monsters. Dit onderscheid is het best waar te veamaé30 uur nade

start van de meting. Zuurfconsumptiesnelheid van vers kokos gruis is circa 3 maal haeyer

van oud gruis onder geconditioneerde conditi@sk zelfververwarming is gecorreleerd aan de
ouderdom van kokosmonsters. De methode kent echter een langere looptijd dan de NIOD en
Oxitop methode, en het onderscheideermogen lijkt minder sterk.

Vezelstructuuwerd bestudeerd met behulp van beeldanalyserbij verschillende
microscopische technieken zijn gebruikteMCLSM (Confocal Laser Scanning Microguie)
werdduidelijk dat parechymweefsel (bevat vooral cellulose) wordt afgebroken naarmate een
monster ouder is. Cellulose en lignine kiemworden aangekleurd, maar de specificiteit van de
kleuringsmethode maenog worden geoptimaliseer®m dat te bereikewerdmet “normale”
lichtmicroscopie gewerkt. Ook dat gaf de structuurveranderingen weer tijdens het
verouderingsproces; cellulose en lignine #enworden aangekleurd met respectievelijk fast
green en safranin€@ok met behulp van fluorescentie microsmkordencellulose en ligine
specifiekwordenaargekleurd. Deze kleuringen waren zeer eenvoudig uit te voeren: cellulose
kleurde aan met de kleurstof Caftuor White, terwijl lignine door autofluorescentie al te
detecteren was.

Op basis van de kleuringetie werden otwikkeld bij de fluorescentiamicrosmpie is een
fluorescentie meting ontwikkeld,waarbijde ratiotussenCalcdluor Whiteenlignine word
bepaald. Caldduor White kleut specifiek cellulose aan, en daarom kan met de ratio informatie
over de ouderdom van kokos magal worden verkregen: hoe lager de ratio, des te verser het
kokosmonster. Deze methode geeft aanvullende informatie op de zuurstofverbruiksmetingen
(welke gebaseerd zijn op microbiéle activiteit), omdat de methode informatie geeft over
vezelstructuurOmdat de hoeveelheid ligningijwel constant is bij de verschillende monsters
kunnen fluorescentie metingeilaarnaasgebruikt worden voode normalisering van
afzonderlijke bepalingen.

Om denormwaarden voor de stabiliteit van kokosgruis en kokosveastte stellen wordt
aanbevolen om in fase 2 gebruik te maken van de NIOD methode, de Oxitop methode en
fluorescentie metingen.



2 Achtergrond en probleemstelling

Kokosvezels, afkomstig uit 0.m. India, zijn een interessante natuurlijke grondstof voor
substaatproductie. De vezels komen vrij bij de winning van kokos, na scheiding van noot en bast.
De vezelrijke bast wordt opgeslagenr32naanden) zodat de verteerbare componenten t.g.v.
microbiologische activiteit worden omgezet. Hierna wordt de bastfraetimalen en wordt een
verzadigingsbehandeling toegepast, waarna vezel en gruis worden gescheiden. De vezel wordt na
bewerking verscheept naar Nederland; het gruis wordt eerst nog 6 maanden opgeslagen en
vervolgens verwerkt tot substraat. In Nederland wonaererialen slechts korte tijd opgeslagen,
waarna eindproducten worden gefabriceerd voor de tuinbouw.

De begrippen stabiliteit en ouderdom worden vaak door elkaar gebDéldtabiliteit van kokos
geeftaan in hoeverre het organische materiaal is afgedmoken belangrijk kenmerk betreffende
stabiliteit is de microbiéle activiteit in de materie, die ervoor zorgt dat de snel verteerbare fractie
verdwijnt. Dit is gerelateerd aan de ouderdom van het materiaal.

De stabiliteit van kokosgruis en kokosvereVvan groot belang voor de kwaliteit van het
geproduceerde substraat, onder meer vanwege de fysische structuur van stabiel materiaal,
chemische veranderingen (bijv. stiksfofatie) en uiteraard de plantengroei. In een relatief
stabiele vezelfractie vindies voor land en tuinbouw toepassingen acceptabel langzaam
verouderingsproces plaats. Het verouderingsstadium, en daarmee de mate van stabiliteit, van
kokosvezels wordt op dit moment veelal bepaald d.m.v. van chemische parameters. Met deze
methoden is heterouderingsstadium van de vezels niet goed te beplalstabiele producten
kunnen leiden toproblemen in de teelt van tuinbouwgewassen.

3 Doelstellingen afbakening

De doelstelling vamlit project is het ontwerpen van een eenvoudige methode waaemsigeter
inzicht wordt verkregen in het verouderingsstadium en de stabiliteit van kokosyim=aldl) In
een vervolgproject (fase 2ulten op basis van een ontwikkelde methadienormwaarden voor
de stabiliteit van kokosgruis en kokosverardenvastgsteld.



4 Plan van aanpak

In dit project(fase 1)wordeneen aantal methoden getoetst op hun bruikbaarheid om inzicht te
krijgen in het verouderingsstadium en stabiliteit van kokosvezelgruis De methode zijn

gebaseerd op de bepaling vaicrobiéleactiviteit en microscopisch&ructuurin verschillende
kokosmonsters. Metingezullen worden uitgevoerd aan de hand eamaantalrepresentatieve
vezelengruismonsters van enkele verschillende stadia tijdens de bewaring. TNO en RHP zullen
het onderzoekichten op de volgende aspecten:

4.1 Microbiéle activiteit

Het is aannemelijk dat de microbiologische activiteit in het vezelmateriaal gerelateerd is aan de
ouderdom van het materiaal. De opslag condities van het materiaal en de positie in het opgeslagen
maeriaal (i.v.m. aanwezigheid zuurstof, vochtgehalte en warmte ontwikkeling) zullen de kinetiek
van deze activiteit in hoge mate beinvioeden. Geleidelijk zal de afbraaksnelheid echter afnemen
en zal een relatief stabiel, vezelrijk eindproduct ontstaan. \dearaststelling van zuurstof

consumptie als indicator voor microbiéle activiteit worden een tweetal methoden beproefd.

4.1.1 Zuurstof consumptiemeting nregn-invasievefluorescentigNIOD)

Taakhouder: TNO

De zuurstofconsumptie van monsters is hoogsta@ajnlijk een goede maat voor de
microbiologische activiteit. TNEXTPW heeft expertise en faciliteiten om geautomatiseerd en non
invasiefin een gesloten ruimtde zuurstof gehalten te met@dlOD methode)

Figuur 1: de NIOD meetopstelling

De NIOD nethode is gebaseerd op een optische methode voor het meten van zuurstof in
verpakkingen. De methode is ontwikkeld door de afdeling Sensor Technologie van TNO
Voeding. Het principe voor deze sensor is gebaseerd op de beinvloeding van de optische
eigenschapgn van een zuurstof gevoelige coating. De optische eigenschappen van de zuurstof



gevoelige coating kunnen met behulp van speciale elektronica worden vertaald naar een
zuurstofconcentratie.

Voor het contactloos meten van zuurstof in een afgesloten rwimitdt een klein stukje

kunststof, voorzien van een zuurstof gevoelige coating, ingesloten in een meetkamer. Voorwaarde
is wel dat het de meetkamer een klein beetje lichtdoorlatend is. De zuurstofconcentratie in de
meetkamer kan nu zo vaak als gewenst gemetorden, zonder de meetkamer te openen. Dit is
mogelijk omdat de sensor, in tegenstelling tot de meeste andere zuurstofsensoren, zelf geen
zuurstof verbruikt.

In Figuur 1is de NIOD opstelling afgebeeld. Een robot arm $geeriodiek de zuurstofgehaltes

in een meetkamer. Dat kan een cel zijn in een 96 wells plaat, zoals op de foto, maar ook grotere
objecten b.v flesjes met een variabel volume. Groot voordeel van@P Riethode is dat de
methode geautomatisedsdde robot arm scdrautomatisch het sartg), de methode is

eenvoudig uit te voeremn de zuurstof bepalingen zijn makkelijk tgschalen.lnmiddels is er

bij TNO Voeding ruime ervaring opgedaan met hetlétijd metervan zuurstofgehaltds

allerlei producten, bijvoorbeekiemende zadenneverderan allerlei anderdoepassingnzoals
bierflessenverse spaghetti en salades.

Enkele andere voordeleman de methode zijn:

» Meten zonder deneetkamete openen

* Snelle meting, ca. 10 seconden pezetsessie

» Lage detectiegrenzen tot 0.04 vol % in lucht mogelijk

» Geen invloed van de pH tussen pH=2 tot pH=12 of zoutconcentraties
* Geen invloed van andere gassenat@wezigzijn in de meetkamer

In een serie experimenteverdde bruikbaarheid van de NIOD methode bepaald wortan
zuurstofconsumptie bepalenDe invlioed van derolgende variabelen op zuurstof consumptie
werd onderzocht:

- vochtgehalte;

- monster volume;

- meetkamevolume;

- tijdsduur van de meting;

- temperatuur



sssure drop (hPa)

COU (mmol/kg VS)

4.1.2 Zuurstofconsumptmeting metle Oxitop methode
Taakhouder: RHP
De Oxitop methode is internationaal sterk in opmars voor het bepalen van de mate waarin
materialen aantastbaar zijn voor migrymanisnen. In de compostindustrie zal deze methode in

de toekomst de standaardmethode worden voor bepaling van de stabiliteit (rijpheid) van
gecomposteerde materialen. De methode is eenvoudig uitvoerbaar en geeft een direct beeld van
de mate van microbiologisclaetiviteit. De Stichting RHP zal in een serie experimenten het
onderscheidend vermogen van de methode voor kokos producten toetsen.

Figuur 2: de Oxitop meetopstelling
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In de Oxitop methode wordt in een suspensie onder
gestandaardiseerde condities (temgtuur, pH, zuurstof,
nutriénten en vochtigheid) de snelheid van zuurstofconsumptie
(of respiratiesnelheid) van het te onderzoeken materiaal
bepaald. Materialen worden geincubeerd bif80n een

gesloten fles met daarop een drukopnemer. Bij optredende
aérobe afbraak wordt zuurstof geconsumeerd en ontstaat

| koolstofdioxide. De ontstane koolstofdioxide wordt afgevangen

middels NaOH korrels welke zich boven in de fles bevinden.
Hierdoor ontstaat een onderdruk in de fles. De mate van
onderdruk, ofwel het veal in druk, is maatgevend voor de
zuurstofconsumptie. Na inzet vindt de vastlegging van
meetgegevens plaats door de drukkop welke elektronisch wordt
uitgelezen. De test is relatief eenvoudig uitvoerbaar. De
methode is ontwikkeld voor het testen van afvakvan

compost.

In het proces dat ontstaat in de fles zijn vier fasen te
onderscheiden (zie figu®). In de fase 1 is het

effect van temperatuur en waterverzadiging op de
luchtdruk zichtbaar. Fase 2 is de zogenaafiide

fase” Hierin vindt adaptatierede groei van micro
organismenpopulatie plaats. Deze kan worden
bekort door enting. In fase 3 vindt drukval voor
respiratie plaats. In fase 4 raakt de zuurstof in de
gasfase op waardoor de respiratie wordt geremd en
. ~ . uiteindelijk stoptIn fase 3 wordt deumulatieve

0.0

zuurstofopname vastgesteld. Aan de hand van de
vastgestelde drukval en de in analyse genomen
hoeveelheid organische stof (OS) wordt de COU
(Cumulative Oxigen Uptake) berekend.

Figuur 3: Cumulatieve zuurstof opname bérabe
afbraak van oganisch materiaal, waarbij 4
verschillende fasen kunnen worden onderscheiden

24

time (h)

36 48



Vervolgens kan hieruit ook een respiratiesnelheid (OUR) worden bepaald. Deze snelheid wordt
berekend middels de volgende formules:

AP Vgas
Cou=

83.14*(273.13+T) W*DS*0S

hierin zijn AP de drukdaling van de gasfase (mbar of hPa), T de temperatuur van de ni€jng (
Vgashet volume van de gasfase (ml), W lgetwicht van het monster (kg), DS het
drogestofgehalte van het monster (kg'kgn OS het organischestofgehalte van het monster
(kg.kg" DS). Het volume van de gasfase wordt daarbij berekend aan de hand van de exacte
inhoud van de fles en de hoeveelheiadkt organischetof en minerale delen in de testsituatie.

COU(At)
OUR =
At

De respiratiesnelheid (OUR) van het monster@ukg® OS.uui') wordt bepaald uit de helling
van de COU in de lineaire p@&de 3 (zie voorgaande figuur)

Volgende tabel geeft een inzicht in waarden gemeten voor organische materialen in diverse
stadia.

Tabell: respiratiesnelheden van compost in diverse stadiad| O,.kg* OS.uur)

Ongecomposteerd vers organisch materiaal >50
Verse compost 5-10
5 maanden gerijpte compost 3-5
Zeer stabiel materiaal <1

Onderzoek uitgevoerd met compost door de sectie milieutechnologie van de WUR heeft
aangetoond dat respiratie optimaler en homogener verloopt indien organisen@lmatvorden
geincubeerd in een slurrplossing met toevoeging van pH buffer, nutriénten, entmateriaal en
nitrificatieremmer. Hierbij werd geconcludeerd dat in geval van incubatie in vaste vorm zuurstof
niet geheel door dringt in betreffend monster vamer slechts een klein deel van het monster

bloot staat aan anaérobe afbraak. De mate van zuurstofpenetratie is daarbij sterk afhankelijk van
onder andere de porositeit, vochtigheid en pakking van het monster. Respiratie in vloeistofvorm
is goed reproduebaar omdat gezorgd wordt voor goed gecontroleerde omstandigheden; geen
massatransportlimitaties (er is goed contact tussen rmigganismen en organische stof) en

optimale omstandigheden door toevoeging van nutriénten, pH buffer en een microbiéleipopulat

De methode is als dusdanig geadapteerd in het uitgevoerde onderzoek naar de aantastbaarheid
van kokosmaterialen. Hierbij is met name gekeken naar de hoeveelheid in analyse te nemen
materiaal. Dit isvezenlijk anders dan bij compost, wat met hame ireeste fase van het
composteringsproces zeer afbraakgevoelig is. Kokosmaterialen hebben daarentegen al enige
stabiliteit. Dit houdt in dat om voldoende onderscheid te kunnen creéren tussen vers en verouderd



kokosgruis/vezel er meer materiaal in analysntite worden genomen verhouding met het
meetvolume

4.1.3 Zelfverwarming

Taakhouder: TNO

Bij incubatie van organisch materiaal in een afgesloten vaatje zal de temperatuur toenemen als
gevolg van vnl. microbiologische activiteit. Deze zelfverwarming iswsahijnlijk eveneens een
parameter die een indruk geeft van de ouderdom van het monster. In compostonderzoek is dit een
gangbare methode voor stabiliteitsbepaling.

Voordeel ten opzichte van zuurstof metingen kan zijn dat ook activiteit van anaérobe micro
organismen in deze test tot uitdrukking kan komen. In hoeverre deze-origamismen bij
kokosveroudering een rol spelen zal worden getest door de resultaten van de verschillende
meetmethoden naast elkaar te leggen.

Enkele variabelen die getoetsénden Zjn:

- incubatie duur;

- monstergrootte;

- vochtgehalte;

- begintemperatuur;

4.2 Vezelstructuur

Taakhouders TNO en RHP

Met behulp van Confocal Laser Scanning Microscopie (CL8Mjdde structuur van
kokosvezels en gruis nedestructief bestudeerd en een 3D baeld de monsters samengesteld.
Dooronderzoek aan monsters van verschillende leeftgdhinzage verkregen in de structurele
veranderingen die optreden. Met behulp van CLSM en lichtmicros@pikiorescentie
specrometrirés ook de verhouding lignine etellulose in verschillende monsters bepaald.

4.3 Materialen

In dit project zijn tweemaal een aantal monsters onderzémheerste serie monsters bestond uit:
Ruw gruis

Oud kokos gruis extra gezeefd

Voorbeeld chips

Afzeefsel chips vers

Voorbeeld veel

arwpdnPE

Monster 1 en 2 zijn vergelijkbaar, en verschillen in een extra zeefS@gelfde geld voor
monstes 3 en 4 deze monsters zijn verser dan de overigenster 5 heeft eeafwijkende
oorsprong.

Na afloop van de eerste analysesfheen evaluatie pkts gevondehoofdstuk 6) en
vervolgersis een tweede serie monsi@nderzocht. Deze monsters waren beter gedefinieerd ten
aanzien van ouderdam

Kokosguis: 2-3 jaar oud

Kokosvezel oud

Kokosguis: 2 maanénoud

Kokosguis: 6 maanden adi

Kokosgruis zeer vers

Kokosvezel: zeer vers

ogrwNE

De monsters werden aangeleverd met een vochtgehalte van caTEmWehoevean de NIOD,
Oxitop en zelfverwarimg methode werdedemonsters voorafgaand aan de analygeen
watergehalte van 80% gelbcht

10



5 Resultaten
Eerste serie metingen

Om de bruikbaarheid van een aantal methoden te onderzoeken om de ouderdom van kokosgruis

en vezels te bepaleis, in eerste instantie gebruik gemaakt vajh kobkosmonsters en een aantal
houtmonstersEen aantainethodes zijn gebaseerd op de microbiéle activiteit, terwijl €één
methode focug op de vezelstructuur (zie ook plan van aanpak).

5.1 Zuurstof consumptiemeting door middel van NIOD
Bij de NIOD methode wordt het zuurstofverbruik gemeteat behulp van eeoptische methode
In een sample flesje woreéen affemetenhoeveeheidkokos mderiaal gedaanHet flesje wordt
vervolgens gesloten. De NIOD methode is in staat om vervolgens door het glas heen de
zuurstofconcentratie in het flesje te bepalerde tijd zal het kokosmateriaal zuurstof
verbruiken. Heuitgangspunis dat de mate van consumptie een indicatie is w@ouderdom
van het magriaal Omde composteringsreactie tersén werd voor deze methode alleen water
aan het sample toegevoegd (tot eenhigehalte van 80%), en verder gemnriénten Ook wordt
niet aangéntmet extra micreorganismen om de reactie te starten.
Tijdens de metingen zijn de volgende parameters gevarieerd:

* het meetkamer volume: eerst 1.8 mL en daarna 0.2 mL (in 96 welksplat

e incubatie temperatuur: 20 °C en 30 °C.

* hoeveelheid kokosmateriaal per meetkamer volume.

De experimentemmet de NIOD methodgevenhet volgende aafzie Figuur3-8):
* met de NIOD methode is zuurstof consumptie goed te meten.
» De methode izeereenvoudig uitvoerbaar
» De zuurstofconsumptie snelhagdafhankelijk is van déncubatie temperatuyvergelijk
Figuur4 enb5) en de hoeveelheid materiaal in de meetkafuergelijk Figuuré en7).
Verhoging van de temperatuur van 20 °C naar 30 °C versnaltidestofconsumptie met
een factor twee.

» Daarnaast blijkt de zuurstofconsumptie snelheid sterk af te hangen van de ouderdom van

het materiaal: voorbeeld chips en afzeefsel ckiygsde relatief verse monsteigven
aanmerkelijk hogere zuurstofconsumptieelheden dan de overige monsters.

» De NIOD methode kon al binnendag onderscheid maken tussen beide gruis monsters

en de voorbeeldvezetnerzijds, en beide chips monstarglerzijds.

11



Kokos samples bij 20°C (0,5g/1,8ml)
gemiddeld

——oud gruis

—=— voorbeeld chips
——voorbeeld vezels
—— afzeefsel chips vers

ruw gruis

geconsumeerde zuurstof (g/g dr. gew.)

W"’W’M. I e X

.mv.‘ww-mmm., e

tijd (uren)
Figuur 4: zuurstofverbruik van vifgerschillend kokos samplelij 20 °C. Zuurstofverbruik is
uitgedrukt als totaalverbruiikn pg/g droge stof.

Kokos samples bij 30°C (0,5g/1,8ml)
gemiddeld

—+—oud gruis
—=— voorbeeld chips
—— voorbeeld vezels

—<— Afzeefsel chips vers

ruw gruis

geconsumeerde zuurstof (ug/g dr. gew.)

tijd (uren)

Figuur 5: zuurstofverbruik van vijf verschillende kokos samples bij 3Qzi@irstofverbruik is
uitgedrukt als totaalverbruikn pg/g droge stof.
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Kokos samples bij 20°C (0,5g/1,8ml)

—+—oud gruis

—=—voorbeeld chips

tijd (uren)

Figuur 6: zuurstoferbruik van twee kokos monsters bij 20. Zhurstofverbruik is
uitgedrukt als totaalverbruiikn pg/g droge stof.

geconsumeerde zuurstof (ug/g dr.
gew.)

Kokos samples bij 20°C (1,0g/1,8ml)

——voorbeeld
chips
—=—oud gruis

——controle

tijd (uren)

Figuur 7: zuurstofverbruik van twee kokos monsters bij 20Bifde controleis geen
kokosmateriaal, maar alleen water in een meetkatoegevoegdZuurstofverbruik is
uitgedrukt als totaalverbruikn pg/g droge stof.
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Kokos samples bij 20°C (0,159/0,2ml)

geconsumeerde zuurstof (ug /g dr. gew.)

tijd (uren)

—+—controle

—=—voorbeeld chips

——oud gruis

Figuur 8: zuurstofverbruikan tweeverschillen@ kokos samples bij 20 °@ij de controle is
geen kokosmateriaal, maar alleen water in een meetkamer toegevhegstoferbruik is

uitgedrukt als totaalverbruikn pg/g droge stof.
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5.2 Zuurstof consumptie meting door middel van de Oxitopmethode

In de eerste metingen werd de methode beproefd met houtvezel. Van dit materiaal o degtken

het gemakkelijk door microrganismen kan worden aangetast. Er werden een aantal doseringen
droge stof in incubatie genomen waarbij in eerste instantie kennis gemaakt werd met de
methodiek en de kritische omgevingsfactoren. Met name beheersing van de temperatuur bleek
cruciaal. Dehalve vond de incubatie plaats in een incubator die een temperatuur wab,36C

kon handhaven gedurende de test. De beschreven pH buffer bleek onvoldoende te zijn om de pH
te handhaven. Ter aanvulling hierop werd kalk toegevoegd aan de slurrie.

De hoeveelheid water werd uiteindelijk vastgesteld op 450 ml bij een dosering van 20 gram droge
stof in een fles met een inhoud van 1 liter.

Een eerste doseringsvergelijking vond plaats met 5 en 10 gram houtvezel. Deze doseringen zijn
gebaseerd op de ervaringmet compost waar 5 gram droge stof in gsalwordt genomen.

Figuur 9 geeft de mate van drukval weer die werd waargenomen in de test voor genoemde
doseringen.
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Figuur 9 - Drukval bij houtvezel (5 en 10 g) in Oxitopmethode

Bij de lage dosering van 5 grakwam de karakteristieke curve zoals beschreven niet naar voren.
Het is dan moeilijk om het lineaire gedeelte (fase 3) goed aan te kunnen duiden. Daar waar 5
gram wel voldoet voor compost, voldeed het niet voor houtvezel. Bij een dosering van 10 gram
kwamwel enigszins de karakteristieke vorm naar voren. Hierbij kon fase 3 worden onderscheiden
in de periode van 282 uur.Daarna zette een afvlakking van de curve in.

Tabel2 - At en bijbehorende respiratiesnelheid voor twee doseringen houtvezel.

At Respratiesnelheid
5 g houtvezel in de test 24 -72 uur = 48 uur 8,1 mmol Q.kg* OS.uut*
10 g houtvezel in de test 28 -72 uur = 4 uur 7,8 mmol Q.kg" OS.uuf*
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Hoewel de bepaalde respiratiesnelheden voor beide doseringen vergelijkbaar met ellkaar zijn
toch worden gesteld dat het lineaire gebied betrouwbaarder kon worden vastgesteld bij de hoogste
dosering. Derhalve verdient deze de voorkeur boven de lage dosering.

Op grond hiervan werd geconcludeerd dat een minimale hoeveelheid te toetsen inateribat
verkrijgen van een goed afleesbare curve rond 20 gram moest liggen. Op grond hiervan werd een
aantal doseringen ingezet met een twelatlbanonstersgedefinieerd als oud kokosgruis (kkgr

oud) enverskokogruigkkgr vers), respectievelijk moters 2 uit de eerste serie monsteen

monster 5 uit de tweede serie monsté&re drukval karakteristieken zijn weergeven in de

figuren 10 en 11.

T
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§ —o—Kkkgr oud 40g
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Rl R et R B R SRR R R

-200

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tijd (uren)

Figuur 10- Drukval bij kokoggruis oud (5, 20 en 40 g) in Oxitopmethode
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Figuur 11 - Drukval bij kokogyruis vers (20 en 30 g) in Oxitopmethode.
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Aan de hand van het monsterddvers kan worden geconcludeerd dat een dosering van 20 gram
voldoet om een goed registreerbare fase 3 in de drukval te creéren. Een hogere dosering heeft
geen meerwaarde. Dit worduielijk uit de gelijke respiratiesnelheid.

Het monster kkgr oud geeft ook bij 20 gram een betrouwbaar vast te stellen respiratiesnelheid.
Een hogere dosering geeft ook daarbij geen meerwaarde.

Tabel3 - Respiratiesnelheid voor owkosgruisen vers kokechipshij diverse doseringen in de
test.

Respiratiesnelheidifmol O,.kg" OS.uut’)

5 g kkgr oud 0,6
20 g kkgr oud 14
40 g kkgr oud 1,4
20 g klgr vers 8,3
30 g kkgr vers 8,3
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5.3 Zelfverwarming
De zelfvewarming methode werditgevoerd in afgeslotergoedgeisoleerdevaatjes. In eerst
instantie werden dbevochtigdenonsterszonder verdere toevoegimgincubeerdHet bleek dat
geen toename in temperatuur geemkon worden, hetgeen wijsip eente beperkte afbraak van
hetorganischmateriaal.
Om de afbraak van het kokos materiaal dusdanig te katalyseren dat een temperatuurtoename
gemeten kon worderzijn daaromnutriéntertoegevoegd. Per 100 gram laskmateriaawerd
daarontoegevoegd

e 1,7 gzetmeel

 1,7gglucose

* 4,2 gpectine

* 4,3 9gpepton

Als positieve controle zijn ook een aantal houtmonster meegenomaamyanbekend is dat ze
beslist zelfverwarming moeten geven

De resultaten zijn weergegeven in Figdi®. De conclusies na aanleiding van de eerste
zelfverwarming &perimenten zijn:
» zowel de houtmonsters ale kokos samplegeveneen temperatuurtoename te ziarle
tijd
» De tests gaven aan dat bij de kolszsnples de temperatuurstoename langzamer plaats
vond dan bij de houtsamples; uiteindelijk (na 10 dagen) waseleame echter
vergelijkbaar.
e Opvallend is dat er in deZeerst¢ tests weinig verschil was waar te nemen in de
temperatuurstoename tussenveeschillende kokosamples.

zelfverwarming verschillende substraten met toegevoegde nutrienten
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Figuur 12: zelfverwarming van twee hout monsters3 koks monsters
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5.4Vezelstructuur
De vezelstructuur vaankele kokosmonsters bestudeerd door middel vaonfocale laser
scanningmicroscopig[CLSM), conventionele fluorescentie microscopie en lichtrrscopie
De microscopische opnames (Figui¥15) lieten het volgendegien:
* Verse monsters zijn omgeven door parenchym weefsel, dat grotendeels bestaat uit
cellulose Cellulose wordt afgebrokemaarmatele monsters verouden (Figuur13).
* Oude vezels zijn hol van binnen, verse niet (Figldir
* Door middel van fluorescentimicroscopie kunnen cellulose en lignine worden
aangekleurdFiguur 15)

Aangezien fluorescentie microscopie minimale monster behandeling vergt (monsters behoeven
niet te worden ingebed), en kwantitatieve gegevens kan leveren, is dieelrelovendraject
om ratio’s cellulose en lignine te bepalérie verder hoofdstuk 6.4)

Vers

parenchym vezel met microfibrillen en pits

Figuur 13: microscopischéCLSM)opnamewan kokos chipévers,links) envoorbeeld vezsl
(oud, recht}. Het balkje in de figuurwertegenwoordigéen lengte van 0.25 mm
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Dunne celwanden (cellulose) worden groen
gekleurd door de Fast Green.

100um Verdikte celwanden (lignine) worden
[ rood gekleurd door de Safranine.

Figuur 14: microscopisché‘gewon€’ lichtmicroscopie ppnamesanchips(vers,links) en
voorbeeldveze$(oud, recht}. Het betreftdwarsdoorsnededoor devezelsLignine is
aangeklerd metSafranne encdlulose mefFast GreenHet balkje in de Figuur

vertegenwoordigéen lengte van 0.1 mm

oud

vers

Figuur 15: Fluorescentie microscopigpnames van chipg vers)envoorbeeldvezel(oud).
Cellulose is aangd&urd door een florescent&kleurstofen wordt blauw afgebeeld. Lignine is
groenafgebeeldHet balkje in de Figuur vertegenwoordigt een lengte van 0.25 mm
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6 Tussenevaluatie

Na afloop van de eersserieexperimenten heeft eavaluatie plaats gevonden.

Er is besloten alleier de methoden verder teetsenmaar nu met bet gedefinieerde monsters.
(zie plan van aanpak). In de evaluatie werden een paar kantekemjegkmtsten aanzien van

de interpretatie van de zuurstofmetingen

Bij de Oxitop methodewordt aangeé&nt mehicro-organismen, en tevens wordt een
nutriéntenoplossing toegevoegd aan het organisch matefi@atioor rijst & vraagwvat gemeten
wordt, en of dit de juiste condities zijn om inzicht te krijgen in de ouderdom van het substraat.
Het lijkt er op dat inde huidige opzet de potentie wordt gemeten van een overmaatmicro
organismen om te groeien op substraat, dat tevens is voorzien van extra nutriénten. Het is de
vraag of de zuurstofconsumptie van mienagganismen welke groeien op de toegevoegde
nutriénten et sterk maskerend werkt op het overall plaatje van de zuurstofconsumptie. Om dat te
onderzoekenzullen tezens metingen uifevoerd waarbij de toevoeging van nutriénten achterwege
wordt gelaten. Om te testen of de hoeveelheid endogene ‘migemismen op &t substraat al een
indicatie kan zijn voor de ouderdom van het substraat, worden ook metingen gedaan zonder dat
het organisch materiaal wordt aangeént, al of niet met toevoeging van nutriénten.

Ofschoon al zonder aanenten en toevoeging van nutriéntearsoiobid gemaakt kan worden
tussen de verschillendreonstersmetgebruik vandeNIOD methode zullen ook metingen
uitgevoerdwordenmet toevoeging van extra nutriénten en aanenten. Bepaald zal worden of dit
nog een beteonderscheidentlissen de verschillelemonstergeeft. Een tweede argument is dat
uiteindelijk een uniforme monsterbehandeling moet plagiden, en dat indien Oxitop, NIOD of
eenandere methode geselecteerd worden om de ouderdom van kokossamples te bepalen, de
methoden vergelijkbaar moeteijn in opzet, ermonsterop een zelfde manier voorbehandeld
moeten worden.

Verder heeft de eerste serie experimentesarbij naar vezelstructuur is gekekenjdelijk

gemaakt dat meELSM (Confocal Laser Scanning Microguie) mooie plaatjegemaakt knden
worden varvezels Het was duidelijk te zien datarenchymweefsel (bevat vooral cellulose)

wordt afgebroken naarmate een monster oud@figuur 13) Cellulose en lignine kaen

worden aangekleurd, maar de specificiteit van de kleuringsmethodst nageworden
geoptimaliseerdOm dat te bereiken is ook met “normale” lichtmicroscopie gewerkt. Ook dat gaf
de structuurveranderingen weer tijdens het verouderingsproces; cellulose en lignine kon worden
aangekleurd met respectievelijk fast green en safegkiguur 14)

Omdat deze methode tamelijk bewerkelijk is, is uiteindelijk nog een andere kleuring uitgevoerd
namelijk Fluorescentie Microscopie, daarbij gebruikmakend van de kle@atofluor White.

Dit fluorchroom bindt specifiek aan cellulose, emitteert lichtbij 420 nm indien zij bij 350 nm
geéxciteerd wordt. Op het oog is de kleuring van cellulose dan als een blauwe kleur waar te
nemen. Daarnaast geeft lignine autofluorescentie bij 520 nm (groene {eguiir 15).Groot
voordeel van deze mette is dat hijnon-destructieiis en de monsterbehandeling eenvoudig is.

Er is besloten om inle vervolgexperimenten verder te werken op basis van dit prinmipée

komen tot een eenvoudige op fluorescentie gebaseerde assay

Ten aanzien van deelfverwarming methodeis besloten om voort te gaan op de ingeslagen weg.
Om verschillen tussen dgzonderlijkemonsterde meten werd in de vervolgexperimenten extra
aandacht besteed aan de isolatie van de vaatjes waarin de incubaties plaats vonden.
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7

Vervolgmetingen

Ten behoeve van het vervolgonderzoek zijn een zesstal monsters geselecteerd, waarvan de
ouderdom beter was gedefinieatanin de eerste serimonsters

1 Kokosgruis: 23 jaar oud

2 Kokosvezel:oud

3 Kokosguis: 2 maand oud

4 Kokosgruis: 6 maanden oud
5 Kokosgruis zeer vers

6 Kokosvezel: zeer vers

7.1 Zuurstofmetingen met de NIOD methode

De resultaten van de vervolgmetingaet de NIOD methodeijn weergegeven ide Figuren 6-
19. De resultaten geven het volgende aan:

De NIOD mehodegeeftin principeeen goede relatie tussen zuurstofverbruik en
ouderdom van kokosgruis en vezEiguren (17-19)

Vers materiaal moet een aanloopfase doormg#lenagfase; fase 2 in Figuur,3)
waardoorhet direct nancubatiejuist eenlagere zuursticonsumptie geeft dan oud
materiaalFiguur 16 en 17. Na deze aanloopfase neemt het verbrgktersterk toe, en

is gecorreleerd aan de ouderdom van het mate(i@agliur 17)

Delagfase(in Figuur 17 ruim 2 dagenkan verkort worden doalle temperatuuset

verhogen (afbraak gaat sneller bij hogere temperatuur), of de beschikbare hoeveelheid
zuurstof te verkleien.

Het temperatuurseffect is te zien als Figuidreh 18 worden vergeleken. In FiguuBls

bij 30 °C geincubeeranstijgt het verbruik sterk n@0 uur, terwijl bij 20 °C dat pas na

50 uur gebeurd. Het effect van de beschikbare hoeveelheid zuurstof in de meetkamer is
duidelijk als Figuur 8 en © worden vergeleken. In Figuu®lis de meetkamer totaal
afgevuld met water; per volume eenheid bevatervatel (30 maal) minder zuurstof dan
hetzelfde volume aan lucht. Als gevolg hiervan is de beschikbare zuurstof in de
meetkamer veel sneller op, al voordatldgfase van het verse sample is doorlopen.

Het blijkt dat voor de NIOD methode toevoeging vamedingsoplossing en micro
organisme niet nodig is; de reactie wordt slechts beperkt versneld (zie Figeur 1.

In principe verandert er aan de patronen van de zuurstofverbruikscurven niets. Verse
monsters moeten een aanloop fase doorlopen, en pasada@@mt hun verbruik snel toe.
De maximale zuurstofverbruiksnelheid in vers materiaal is significant (ca. 3 maal) groter
dan in oud gruisDit onderscheid is het besanaf 30 uuna start van de meting wase
nemen(zie Figuur 18)In vers gruis is desnelheid maximaal ca. 50 pg/uur/gram droge
stof.
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Figuur 16: zuurstofmetingen van verschillenkigkosnorsters. Zuurstofconsumptie is uitgedrukt
als totaal verbruikin pg/ g droge stof.
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Figuur 17: zuurstofmetingen van verschillende kekonters. Zuurstofconsumptie is uitgedrukt
als totaal verbruikin pg/ g droge stofAan de monsters is @én demiwater toegevoegd, of
additioneel voedingsoplossing en migrmanismen.
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Figuur 18: zuurstofmetingen van verschillende kskonters. Zuurstofconsuptie is uitgedrukt
als totaal verbruikin pg/ g droge stofAan de monsters is alleen demiwater toegevoegd, of
additioneel voedingsoplossing ericro-organismen.
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Figuur 19: zuurstofmetingen van verschillende kskwnters. Zuurstofconsumptie is uittyekt
als totaal verbruikin g/ g droge stofAan de monsters is alleen demiwater toegevoegd, of
additioneel voedingsoplossing en migrmanismen.
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Uit de experimenten met d¢lOD methode&kunnen de volgende conclusies getrokken worden:

Met deNIOD methodekan dezuurstofconsumptigan kokosmonstersogdgemeten
worden

De methode izeereenvoudig uitvoerbaar

Zuurstofconsumptiesnelheid is gerelateerd aan de ouderdom van kokosmaterialen
De NIOD methode kan verschillen in ouderdom van kokosmaterialemadrand van de
bepaalde zuurstofconsumptiesnelheid onderscheiden

Een eerste onderscheid in ouderdom van kokosmaterialen wordt aanduidbabil @xle
methodevanaf30 uur na inzet van de test
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7.2 Zuurstofmetingen met de Oxitop methode
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Figuur 20- Drukvd bij kokosmonsters uit de tweede serie monsters bij een dosering van 20 g in
Oxitopmethode

In een volgende stap zijn alle monsters uit de tweede serie monsters, welke beter gedefinieerd
waren qua ouderdom met een dosering van 20 gram in duplo geaealy®e duplo’s werden
daarbij in de tijd aangelegd.

De drukvalkarakteristieken geven op het eerste gezicht al aanduidbaar de gedefinieerde
ouderdomsverschillen tussen de monsters weer. In de periode \@6 &4 wordt al een

aanduidbaar onderscheid lzibaar. Toch is het in het licht van mogelijk optreden van een langere
lagfase niet aan te bevelen de test al na 24 uur af te breken. Op grond van de eerste gegevens kan
worden ingeschat dat een testduur van 48 een betrouwbare waarde van de respiritidsnelh
realiseren voor kokosgruis en kokosvezel.

De onderscheidbaarheid van de ouderdom van de kokosmaterialen komt ook naar voren in de
berekende respiratiesnelheden. Deze zijn derhalve maatgevend voor het vaststellen van de
verteringsgraad van kokosneaialen.

Tabel4 - Respiratiesnelheid voor oud en vers kokosgruis bij diverse doseringen.
Respiratiesnelheidiimol O,.kg* OS.uur)

Nr 1 - kokosgruis 23 jr oud 1,470,2
Nr 2 - kokosvezel oud 1,770,1
Nr 3 - kokosgruis 2 mnd oud 2,670,1
Nr 4 - kokosgruis 6 mnd oud 1,170,2
Nr 5 - kokosgruis zeer vers 9,821
Nr 6 - kokosvezel zeer vers 9,070,8
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De experimenten met de Oxitopmethode geven het volgende aan

Met de Oxitopmethode is zuurstofconsumptie goed te meten

De methode is relatief @@oudig uitvoerbaar

Zuurstofconsumptiesnelheid is gerelateerd aan de ouderdom van kokosmaterialen

De Oxitopmethode kan verschillen in ouderdom van kokosmaterialen aan de hand van de
bepaalde zuurstofconsumptiesnelheid onderscheiden

Een eerste onderscheidouderdom van kokosmaterialen wordt aanduidbaar in de
Oxitopmethode vanaf 24 uur na inzet van de test

7.3 Zelfverwarming

De 4 gruismonsters en een mengsel van beide vezelmonsters zijn ook geanalyseerd door middel
van de zelfvewarmingsnethode. De redtaten zijn te zien in Figuu2l1, en kunnen als volgt
worden samengevat.

De temperatuursverhoging tijdens zelfwarmingis gecorreleerégan de ouderdom van

de gruismonstergloe verser het monster, des te grotetetfaperatuurstoenaméen oud
gruisnonster geeft een significant geringere temperatuurstoename dan de overige
monstersDe verschillen in temperatuurstoename tussen het zeer verse gruismdretters
gruismonster van 2 maanden en dat van 6 maahjdesm niet significant.

Onderscheid tussen de gehillende gruismonsters kan pas na ca. 5 dagen gemaakt
worden
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Figuur 21: zelfverwarming van kalsmonsters
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7.4 Vezelstructuur

De eerste experimenten lieten zien dat cellulgsdsualiseeréton worden d.m.vfluorescentie
microscopie, waarbiellulose specifiek aangekled kon worden door middel van de kleurstof
Calcdluor White Tijdens deevaluatie is besloten om dit verder uit te werken en te onderzoeken
of de ratio van lignine/ cellulose kwantitatief bepaald kon wordprasis van fluoregntie die
microscopisch is waargenomdbeze ratio kan dan wellicht een indicatie geven over de
ouderdom van kokosvezel en gruis.

Het oorspronkelijke idee, waarbij door middel van beeldanalyse informatie over vezelstructuur
wordt verkregen is hiermee Igslaten. Voortschrijdend inzicht, op grond van de eerste serie
experimenten (hoofdstuk 5.4) heeft duidelijk gemaakt dat fluorescentie spectrometrie ook
informatie geeft over vezelstructuur, en bovendien eenvoudig is uit te vdeeanethode is

verder ontvikkeld, en in het kort komt het er op neer dsgnmonster wortlgemalen, gedroogd,
eneenfluorescente kleurstdfCalcofluorWhite) wordt toegevoegd, die vervolgehsdtaan
cellulose. Hoe meer cellose, hoe meer bindingan Calcdluor White Nacentrfugatie zal de
gebonderkleurstof neerslaan. In het supernatant is dahoeveeheid niet gebondekleurstof

een indicatie voode celliosein het monsterhoe minder in het supernatant, des tencellulose

in hetmonsterzat.Lignine wordt bepaald docautoflourescentibij 520 nm(zondertoevoeging
vankleurstof bij een bepdde golflengte).

Figuur22 laat de ratio @lcdluor White/ lignine zien. E is een heel duidelijke relatiesserde

ratio Calcdluor White/ Lignine en de ouderdom van hataterial. Hoe verser het materiaal, des
te meer cellulose, en des te lager de rdfipvallend is dat al onderscheid gemaakt kan worden
tusserzeerverse monsters en monsters van 2 maandenedhoeveelheid lignine
(autofluorescentie) is vrijwel gelijk tussele verschillende monsters. Hiermee is een
autofluorescentie meting een goede kandidaat voor een aanvullende normalisatie meting in een
gestandaardiseerde test methode.

Ratio ongebonden Calcofluor White/lignine voor
verschillende kokos samples
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Figuur 22: ratio ongebonden Caldtwor Whitéd lignine in 4 koks gruis en 2 kokos vezel
monsters. De ratio isdpaad d.m.v. fuorescentiespectrometrie
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8 Conclusiesen discussie

In dit project zijn gedurende twee meetsessiglselemethoden getoetst op hun bruikbaarheid om
de ouderdom van kokosgrugs kokosrezelte bepalen. Uit denetingen in dit project kunnete

volgende conlusie worden getrokken

* Met zowelde NIOD methodealsde Oxitop methodekan de zuurstofconsumptie van
kokosmonsters worden bepaald. Zuurstofcondiengeeft een afspiegeling van de
microbide activiteitvan de monsters. Er werd egoede correlatigevonderiusserde
zuurstofconsumptie en dridedom van de monsterBit onderscheid is het best waar te
nemernvanaf30 uur nade start van de metinguurstofconsumptiesnelheid van vers
kokos guis is circa 3 maal hoger als van oud grargder geconditioneerde
omstandigheden

* Vezelstructuuwerd bestudeerd met behulp viaeeldanalysewaarbij verschillende
microscopische technieken zijn gebruikt. M#tSM (Confocal Laser Scanning
Microscqie) werd duidelijk daparenchymweefsel (bevat vooral cellulose) wordt
afgebroken naarmate een monster ouder is. Cellulose en lignidekawrden
aangekleurd, maar de specificiteit van de kleuringsmethodstmog worden
geoptimaliseerdOm dat te bereikewerdmet “normale” lichtmicroscopie gewerkt. Ook
dat gaf de structuurveranderingen weer tijdens het verouderingsproces; cellulose en
lignine kordenworden aangekleurd met respectievelijk fast green en safradolemet
behulp van fluorescentie microscoienden cellulose en lignine specifiek worden
aangekleurd. Deze kleuringen waren zeer eenvoudig uit te voeren: cellulose kleurde aan
met de kleurstof Caldtuor White, terwijl lignine door autofluorescentie al te detecteren
was.

* Op basis van het kleuringgpcipe van de fluorescentimicroscopids eenfl uorescentie
spectrometrie metingontwikkeld. Hiermee kan de ratio Caltaor White/lignine
wordenbepaald. Caldduor white kleurtspecifiek cellulose aan, en daarom kan met de
ratio informatie over de ouddom van kokos materiaal worden verkregen: hoe lager de
ratio, des te verser het kokosmonster. Deze methode is eegugitidierbaar, en geeft
aanvullende informatie op de zuurstofverbruiksmetingen (welke gebaseerd zijn op
microbiéle activiteit), omdat dmethode informatie geeft over vezelstructuur.

» Ookzelfververwarming is gecorreleerd aan de ouderdeamkokosmonsters. De
methode kent een langere looptijd dan de NIOD en Oxitop methode, en het
onderscheidaeshvermogen lijkt mindesterk
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9 Aanbevelngen

- DeNIOD methodeen deOxitop methodelijken vooralsnogoeide erg geschikt om een
definitieve methoden protocoke ontwikkelen, waarmee het mogelijk woh een
beeld op te stellen, waarbij in de toekomst van monsters van onbekende oorspraig valt
te leiden welke stabiliteitsstatus het materiaal h@eftte werken in een vervolg project,
fase 2) Een definitieve keuze, d.w.z. de bruikbaarheid voor een bepaald
toepassingsgebied, kan pas aan de hand van de resultaten van fase 2 worden bepaald.
Daarbij zal onder andere worden gelet op de robuustheid van de methode,
betrouwbaarheid, prijs per meting, opschaalbaarheid en snelheid. Aangezien het
voorstelbaar is dat beide methoden iedere een eigen toepassingsgebied krijgen, lijkt het
raadzaam beide rtieoden te betrekken in fase 2.

- Aangezierhetonderscheidendeermogen van deelfverwarmingsmethodegeringer is
dan van de NIODnethodeende Oxitop methodeende methoddovendien een
aanzienlijk langere looptijd kenlijkt het raadzaam deze methodiet te betrekken in
fase 2.

- Beeldanalysemet behulp varCLSM, fluorescentie micraspie en gewone
lichtmicroscopiegeefteen goede indicatie van de ouderdom vakdsmatriaal, waarbij
cellulose en ligime goed zijn aan te kleuren. Omakize methodetamelijk bewekelijk
zijn, en specdlistischekennis en apgratuur vereisen, lijkt het raadzaam deze methoden
niet te betrekken in fase 2.

- Op basis van de resultaten vanfti®rescentiamicroscopids eenfluorescentie
spectrometriemeting ontwikkeld waarmeede ratio cellulsglignine eenvoudigen
kwantitatiefkan worderbepaaldDeze methode is eenvoudig uit te voerenpardatde
ratio een aanwijzing is voate ouderdom van kokosnegiaal, en daarbij comghentair
is aan methode die gebaseerd zijndgmicrobiéleactiviteit, lijkt hetraadzaandeze
methode te betkken in fag 2. Bijkomend voordeel van deze metingen is datdatde
hoeveelheid ligninerijwel constant is bij de verschillende monstdigorescentie
metingen gebruikkunnenworden voorde normalisering van afzonderlijledere
bepalingen.
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