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INLEIDING

De vitaminen kunnen gekarakteriseerd worden als organische
componenten van ons voedsel, die, hoewel in geringe quan-
titeit, voor het organisme onontbeerlijk zijn. In het algemeen
zullen deze vitaminen dus in het normale dieet voorkomen
en ook in voldoende mate aanwezig zijn om in de behoefte
te voorzien. In sommige gevallen echter zijn deze stoffen
niet of niet in toereikende hoeveelheid aanwezig en onder
die omstandigheden treden deficientie-ziekten op.

Bekende voorbeelden van dergelijke deficientie-ziekten vindt
men in de gevallen van scheurbuik aan boord van schepen
gedurende de groote zeereizen in de 16e tot de [8e eeuw
en in het optreden van de beri-beri in Ned.-Indi&. Deze
ziekte kwam ook voor in Voor- en Achter-Indié, Japan, de
Congo en Brazilié, terwijl bekend is, dat zij in Siam optrad
toen men er daar toe overging de rijstkorrel machinaal te
behandelen en te slijpen en bij deze bewerking het zilver-
vlies, met voor de voeding noodzakelijke bestandeelen, ver-
loren ging. '

Aan Grijns komt de eer toe voor het eerst in 1901,
naar aanleiding van de fundamenteele onderzoekingen van
Eijkman over de beri-beri, duidelijk geformuleerd te hebben,
dat dit een gebreksziekte was, ontstaan door het ontbreken
van een noodzakelijk bestanddeel in de voeding, een op-
vatting, die brak met de oude overtuiging, dat voor het op-
treden van deze ziekte een positief agens noodzakelijk was,

Na deze eerste onderzoekingen is men erin geslaagd het
bestaan van een aantal van dergelijke vitaminen aan te toonen.
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Van eenige is de chemische samenstelling, van sommige ook
de structuurformule bekend. Wat de vitaminen C en B, be-
treft, is het zelfs gelukt hen synthetisch te bereiden.

Naast de biologische methoden van onderzoek, waarbij
het voorkomen van een vitamine met behulp van de dier-
proef aangetcond moet worden, bestaan er nu voor eenige
van deze stoffen ook physische of chemische bepalingswijzen,
die het onderzoek aanzienlijk vereenvoudigen.

In 1931 was het Vermast, die een aanvang maakte met
het systematische chemische onderzoek over het carotinege-
halte van de door den mensch gebruikte groenten, hetwelk
in dit verband van belang is, omdat het carotine als pro-
vitamine A fungeert en deze gele kleurstof in het menschelijk
lichaam in het, vrijwel kleurlooze, vitamine A wordt omge-
zet. Voor zijn bepalingen betrok hij het materiaal van den
kleinhandel, zonder iets van de herkomst ervan te weten,
noch van de omstandigheden waaronder het gegroeid was.
Ziin gegevens zijn dus waarschijnlijk als gemiddelden uit
onderling verschillende waarden op te vatten,

Daar in den grond waarop de planten groeien wel in de
eerste plaats de oorzaak van het optreden van eventueele
verschillen kan liggen, leek het van belang na te gaan, of
de aard en de guantiteit van de voor de plantenvoeding in
den bodem beschikbare ionen eenigen invloed hadden op
het carotinegehalte van de gekweekte planten.

Op grond van dezelfde overwegingen werd ook het vita-
mine C (ascorbinezuur)-gehalte in het hierbeschreven onderzoek
opgenomen, voor welk vitamine v. Eekelen reeds quanti-

tatieve chemische bepalingen in de verschillende groenten
had verricht,

Daar bij het betrekken van groenten van den tusschen-
handel in geen geval en bij het betrekken onmiddellijk van
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 de kweekerij slechts zelden, gegevens betreffende den ge-
bruikten bodem kunnen verkregen worden en men bovendien
dan steeds met de onvermijdelijke verschillen in klimaat en
eventueele kunstmatige bevochtiging te rekenen heeft, is men
bij een dergelijk onderzoek op de wveldproef of op de:pot-
proef aangewezen. De potproef heeft dan boven de veldproef
het groote voordeel, dat men een homogenen grond heeft,
waarbij men door intens mengen en door een zorgvuldig
vullen van de potten niet alleen bereiken kan, dat de physi-
sche omstandigheden in de wverschillende potten nagenoeg
gelijk zijn, doch bovendien, dat de beschikbare zouten gelijk-
matig worden verdeeld. Op deze wijze is het mogelijk een
uniform plantenmateriaal te verkrijgen, waarbij ook de analyse
van kleine hoeveelheden een voldoende betrouwbare uit-
komst geeft.

Naast den invloed, die het in meer of mindere mate voor-
komen van een voor den plantengroei noodzakelijk ion op
het ascorbinezuur- en carotinegehalte van de plant kan uit-
oefenen, werd ook aandacht geschonken aan de verschillen,
die kunnen optreden tengevolge van het bewaren der planten
onder diverse omstandigheden.

Voor alle onderzoekingen werd de spinazie als proefplant
gebruikt. '



HOOFDSTUK I
HET VITAMINE A

a. Algemeen.

Mc Collum en Davis maakten in 1913 voor het eerst
kennis met het feit, dat bij op een synthetisch dieet van ei-
witten, koolhydraten, vetten en zouten levende ratten, het
voederen van een aetherextract van eierdooier of boter een
stimuleerende werking op den groei had. Spek en olijfolie
* vertoonden deze eigenschap niet.

QOsborne en Mendel konden dezelfde werking bovendien
voor levertraan aantoonen. Naast de groeistimuleerende functie .
namen zij ook waar, dat deze factor, die oploste in alcohol,
genezing van de xerophthalmie teweegbracht, die bij de kunst-
matig gevoede dieren optead. Een overeenkomstig ziektebeeld
was reeds door Mori, en later door Bloch, bij kinderen
waargenomen, die op een eenzijdig dieet leefden; ook hier
kon genezing worden verkregen door het toedienen van lever-
traan of boter en tevens door alenvet en kippenlever (Mori).

De in vet oplosbare factor, waaraan deze physiologische
functie gebonden was, kreeg den naam van vitamine A.

Het optreden van de xerophthalmie bij de rat werd ge-
bruikt als een criterium voor het aantoonen van het vitamine
A-gebrek, tot het in 1926 aan Carr en Price gelukte, een
chemische reactie op het vitamine A te vinden en wel in
de mate van blauwkleuring, die een vitamine A.praeparaat
geeft met een verzadigde oplossing van antimoontrichloride
in chloroform. Deze reactie is echter niet specifiek.

Een specificke quantitatieve test werd gevonden in de
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ultravioletabsorptie in chloroform na verzeepen. Vitamine A
heeft een electieven absorptieband bij 328 mg, terwijl de
intensiteit van dezen band evenredig is met de hoeveelheid
vitamine A, die in de oplossing voorkomt., Deze physisch-
chemische methode is ook gebruikt om de reactie van Carr
en Price te controleeren, o.a. door Josephy, Morfon en Heilbron
en Drummond en Morton. '

b. De physiologische functie van het vitamine A.

Omtrent de physiologische werking van het vitamine A
is weinig bekend, doch uit de ziekteverschijnselen, die op-
. treden wanneer het ontbreekt, ziet men, dat deze stof een
belangrijke rol in het organisme van den mensch en van alle
‘gewervelde dieren moet vervullen. '
* Vitamine A-deficientie uit zich in een verhoorning van alle
epithelién. Dit verschijnsel treedt ook op in het oog, waar-
door xerophthalmie en keratomalacie ontstaan. Daarmede ge-
paard gaat een vermindering van de resistentie van bepaalde
- weelsels tegen infectie en er verschijnen dientengevolge banale
ontstekingen op verschillende plaatsen van het lichaam. Boven-
dien wordt de functie van de retina beinvloed, waardoor
hemeralopie, nachtblindheid, ontstaat.

Ook wordt het optreden van nier- en blaassteenen bij een
bepaald dieet aan het ontbreken van vitamine A geweten,



HOOEDSTUK II

HET PHYSIOLOGISCH VERBAND TUSSCHEN
CAROTINE EN VITAMINE A

Sommige dierlijke weefsels, en voornamelijk de lever, be-
vatten vitamine A. Mc Collum c.s. namen het eerst de aan
deze stof toegekende physiologische werking waar, bij het
voederen van cerealia, boonen, plantenbladeren, en — in
mindere mate — bij zaden; Osborne en Mendel vonden het-
zellde bij soyaboonen, spinazie, klaver, lucerne en gras. Bij
deze onderzoekingen werd echter nog geen onderscheid ge-
maakt tusschen vet- en wateroplosbaar vitamine.

Osborne en Mendel vermeden deze fout, door bij 60° ge-
droogd plantenmateriaal met aether te extraheeren. Zij zagen,
dat een dergelijk extract in staat was vitamine A-gebrek-
symptomen bij ratten op te heffen,

Drummond onderwierp verschillende hiervoor in aanmerklﬂg
komende stoffen aan een onderzoek, om te pogen het .fat-
soluble A" te identificeeren. Wat het carotine betreft ver-
~ melde hij, dat het in gezuiverden toestand geen physiologische

werking vertoonde. Hij kwam tot deze, nu als foutief erkende,
- conclusie, omdat hij paraffine-olie als oplosmiddel gebruikte

waaruit het carotine niet geresorbeerd wordt.

Steenbock berichtte, dat wit majsmeel geen vitamine A~
werking vertoonde, terwijl dit met geel majsmeel wel het
geval was; naar aanleiding hiervan en in verband met de
onderzoekingen van QOsborne en Mendel en van hemzelf met
Boutwell en Kent, stelde hij de hypothese op, dat vitamine A
_een geel plantenpigment, waarschijulijk carotine zou zijn of
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.een daarmede verwante stof, misschien een leucoverbinding.

In de nu volgende onderzoekingen om deze hypothese te
toetsen, is men er niet toe overgegaan dierlijk en plantaardig
materiaal afzonderlijk te beoordeelen en hoewel men voor
planten inderdaad een samengaan tusschen pigmentgehalte
en physiologische activiteit vond, kon men de veronderstelling
van Steenbock toch niet bevestigen, omdat o.a. bij boter en
levertraan deze evenredigheid in het geheel niet opging.
(Steenbock, Sell en Buell: Drummond en Coward}). Op deze
" onevenredigheid tusschen pigmentgehalte en vitamine A-
werking van boter, werd nog den nadruk gelegd door het
onderzoek van Stephenson, waarbij bleek, dat ontkleurde,
" carotine-vrije boter nog veel vitamine A bevatte,

Intusschen was uit de onderzoekingen van Steenbock ef al.
en van Mc Collum et al. gebleken, dat levertraan twee vita-
minen bevat, namelijk naast het vitamine A nog het anti-
rachitisch werkende vitamine D, die beide voor de normale
ontwikkeling noodzakelijk zijn (Mellanby). Men mag derhalve
alleen de groeibevorderende werking van het vitamine A als
maatstaf aannemen, wanneer in de behoeflte aan andere nood-
zakelijke bestanddeelen voorzien is.

In het licht van deze onderzoekingen konden B. v. Euler,
H. v. Euler en Hellstrém een goede groeibevorderende wer-
king van het carotine vaststellen. Zij namen daarbij nog de
~ door andere onderzoekers vaak nagelaten — voorzorg,
het carotine in de niet ontledend werkende arachisolie op te
lossen. Bovendien besloten zjj uit het verschil in blauwkleuring
met antimoontrichloride, dat in levertraan niet het aanwezige -
carotine, doch een verwante stof verantwoordelijk voor deze
reactie was. _ :

Met toepassing van een verbeterde biologische methode
vond de ontdekking van de vitamine A-werking van caro-
tine van verschillende zijden bevestiging. H. v. Euler, Demole,
Karrer en Walker stelden bij diverse planten vast, dat de
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vitamine A-werking (biologisch op ratten getest) evenredig
was met het colorimetrisch bepaalde carotinegehalte. Zij
kwamen tot de conclusie, dat een carotine-bepaling in planten-
materiaal uitsluitsel kan geven over de groofte van de vita-
mine A-werking.

Volgens Wolff, Overhoﬂ" en v. Eekelen komen in planten '
geen aantoonbare hoeveelheden vitamine A voor.

Hoewel dus carotine en vitamine A niet als identiek be-
schouwd kunnen worden, duiden de feiten er wel op, dat
het verwante stoffen zijn. '

Met voorbijgaan van andere mogelijkheden moet op het
oogenblik wel als de meest waarschijnlijke hypothese worden
aangenomen, dat het carotine in het dierlijk lichaam voor een
gedeelte in een weinig. gekleurd derivaat wordt omgezet,
waaraan de vitamine A-~werking gebonden is en dat in de
lever opgestapeld wordt (Steenbock, v. Euler, Karrer e.a.).

Een bewijs voor deze opvatting ligt in de proeven van

Moore, die aantoonde, dat naarmate de carotine-ingestie toe-
neemt, ook de SbCl;-reactie van de levervetten toeneemt bij
gelijkblijvend carotinegehalte. Het blauwe reactieproduct ver-
toonde een sterken absorptieband bij 610—~630 my, evenals
vitamine A uit levertraan en geen waarneembaren band bij
590 mp (carotine). :
- Daar hij de voorzorg genomen had, de in de proef ge-
bruikte ratten eerst op een vitamine A-vrij dieet te houden,
zoodat het leverestract geen reactic meer gaf met SbClg, is
hier dus het verdwijnen van carotine te verbinden met de
vorming van ‘vitamine A.

Wolff, Overhoff en Van Eekelen konden hetzelfde aan-
toonen in ge@xtirpeerde stukjes lever van levende konijnen

voo6r en na het toedienen van carotine, door daarin naast
elkaar carotine en vitamine A te bepalen.



HOOFDSTUK III
CAROTINE

In 1826 ontdekte Wackenroder, dat in Daucus Carota een
kristallijne, geel-roode stof voorkwam. Aan Zeise gelukte het
in 1846 de kristallen te isoleeren en van de stof een elementair-
analyse uit te voeren, die tot de formule C,H, leidde. Husemann
bestreed de meening van Zeise en gaf aan, dat hij op grond
van zijn onderzoekingen aan het carotine de formule CgH,,O,
moest toekennen en het dus geen koolwaterstof was. Beiden
namen zij den rhombischen kristalvorm waar.

Brewster hield zich -het eerst met het spectraalanalytisch
onderzoek van bladextracten bezig (1834) en zag in een al-
coholische oplossing 5 absorptiebanden. Sorby kon met deze
methode het bestaan van 2 verschillende gele kleurstoffen
waarschijnlijk maken en hoewel hij beide ,,xanthophyl” noemde,
kan hij toch als de ontdekker beschouwd worden van het feit,
dat in de groene bladeren beide gele pigmenten naast elkander
voorkomen.

Borodine bracht eenige verdere opheldering door zijn onder-
zoek, waarbij bleek, dat van het gele bladpigment een deel
gemakkelijk in alcohol oploste, terwijl een ander deel in al-
cohol moeilijk en beter in benzine oplosbaar was.

Arnaud (1885) verkreeg het gele pigment uit spinaziebladeren
doorextractie van hetgedroogde plantenmateriaal met petroleum-
acther. Hij stelde met behulp van de elementairanalyse vast,
dat aan de stof de koolwaterstofformule C,;H;, toegekend
moest worden.

Monteverde wees er in 1893 wederom op, dat de in de



10

groene plant voorkomende pigmenten onderscheiden konde.n
worden naar hun relatieve oplosbaarheid in alcohol en in
petroleumaether. Aan den in petroleumaether oplosbaren com-
ponent kende hij, op grond van de physische eigenschappen,
den naam , carotine” toe, terwijl de in alcohol overgaande gele
kleurstof in navolging van Kraus , xanthophyl” werd genoemd.

Eerst door Willstitter en zijn school werd bewezen, daf
voor Daucus-carotine de formule C,Hge gelde, terwijl zij
dezelfde stof ook uit brandnetelbladeren konden isoleeren.

Voor het tweede gele pigment, het xanthophyl, werd de
formule C, H;,0O, gevonden. Bovendien stelde Willstatter een
aantal eigenschappen van het carotine vast; het een en andf.:r
werd door hem, tezamen met Stoll, uitvoerig beschreven in
zijn ,,Untersuchungen iiber Chlorophyll”.

Voor de bereiding van grootere hoeveelheden carotine gaat
men gewoonlijk it van den gelen wortel. Het is evenwel
in de laatste jaren gebleken, dat van het carotine verschillende
isomeren voorkomen ; men heeft een a-, cen B~ en in den aller-
laatsten tijd-een y-carotine kunnen isoleeren (Karrer et al.:
Kuhnen Brockmann; Kuhn en Lederer). Deze isomere carotinen
zijn door kristallisatie moeilijk of niet van elkaar te scheiden
en daarom heeft bij het bereiden van -de afzonderlijke compo-
nenten vooral ‘de chromatographische analyse volgens Tswett
een belangrijke rol gespeeld. Bij deze methode wordt partij
getrokken van het verschil in adsorptiesnelheid der carotinen
aan eenige stoffen, zooals CaCO,, AL,O, en MgO; wordt
een oplossing van de carotinen door een
deze adsorbentia gezogen, dan zal het a-c
loopen dan f-carotine,
geadsorbeerd.

kolom van een van
arotine sneller door-
terwijl y-carotine nog sterker wordt

Wat betreft de constitutie en de chemische eigenschappen
van de isomere carotinen diene het volgende:
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- f-carotine heeft de formule C,H.;, met een smeltpunt bij
183° C. Er komen in het molecule 11 dubbele bindingen voor
en er zijn 2 f-iononringsystemen in aanwezig. De aliphatische
keten bestaat uit 4 isopreenresten. Het @-carotine is optisch
inactief (Karrer et al; Kuhn en Brockmann). :

H,C CH, ;
\/ CH, CH,

c/ NC—CH=CH—C=CH—CH=CH—C=CH—CH=

i Jo

CH,
HC CH,
CH, cH \/

CH— CH:J:—CH CHfCH:é——-CH_CH CtJCHQ

HSC—
CH,

f-carotine

H,C  CH,
\/

L |L_CH3

ﬁ-lononnng
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a-carotine, dat in de plant steeds vergezeld wordt door f-caro-
tine, heeft dezelfde brutoformule met een smeltpunt 187-188° C.
Het is optisch actief. De structuurformule verschilt van die
van S-carotine, doordat inplaats van 2 §-iononringen hier een
a- en een f-iononring voorkomen (Karrer ef al).

H,C CH;

H H
¥ N cime
AN | =

H,C 'CH—_ cH
3
H 2C\ »C—CH; isopreenrest
CH
a~i01}onring

y-carotine. Dit isomeer, eveneens met de formule C, H g, is
optisch inactief (Winterstein en Ehrenberg; Kuhn en Brock-
mann). Het molecule bezit 12 dubbele bindingen en heeft
slechts één ringsysteem, vermoedelijk een f-ionongroep. Het
is een overgangsvorm tusschen het S-carotine en lycopine,
waarvan het molecule met dezelfde formule CH;; 13 dub-

bele bindingen bezit en géén ringsysteem vertoont (Karrer
et al).



HOOFDSTUK IV

DE CHEMISCHE VERWANTSCHAP
TUSSCHEN CAROTINE EN VITAMINE A.

De zuiverste vitamine A-praeparaten zijn tot nu toe niet
kristallijn, doch als een visceuze lichtgele olie verkregen.

Karrer, Morf en Schépp stelden de formule C,,H;;O op,
terwijl voor het moleculairgewicht 320 gevonden werd. Dit
laatste getal is in goede overeenstemming met de waarde 333,
die Bruins, Overhoff en Wolff vonden met behulp van diffusie-
bepalingen. De beide getallen stemmen echter niet geheel over-
een met de formule C;H;,O, die een moleculairgewicht van
286 vereischt. Het resultaat van deze onderzoekingen is be-
vestigd door Heilbron c.s.

Volgens bovengenoemde onderzoekers heeft het vitamine A-
molecule 5 dubbele bindingen. Het bezit een p-ionongroep

- en_ uit het feit, dat het esters kan vormen, blijkt, dat er een

OH-groep in voorkomt.

H,C CH;
N\
C\ |
H,C “C—CH:CH—(I::CHMCH:CH—C:CH--CH2OH
H,C\_/C—CH, CH; ' CH, '
CH, Vitamine A

Karrer c.s. kon uitgaande van het f-ionon, synthetisch



14

het perhydro-vitamine A maken, welke stof identiek bleck te
zijn met het perhydroproduct van het natuurlijke vitamine A.
De overeenkomst is als een bevestiging van de opgestelde
formule te beschouwen.

Volgens deze formule bestaat er een nauw verband tusschen
f-carotine en vitamine A, omdat door splitsing in het midden
en bij opname van 2 moleculen water, uit 1 molecule §-carotine
2 moleculen vitamine A kunnen ontstaan. Uit a- en y-carotine
kan op deze wijze slechts 1 molecule vitamine A ontstaan.
Dit schijnt er dus op te wijzen, dat de vitamine A-werking
gebonden is aan het voorkomen van een ongesubstitueerde
B-ionon groep.

B Deze feiten zijn in overeenstemming met het bij dierproeven
geconstateerde verschijnsel, dat S-carotine in eenzelfde quantum

een tweemaal grootere biologische werkzaamheid heeft dan
a- of y-carotine. (Kuhn en Brockmann).



HOOEDSTUK V

HET METEN VAN HET CAROTINE-
GEHALTE

De bepalingswijzen van carotine zoowel als van xanthophyl
in plantaardig materiaal, berusten op het meten van de in-
tensiteit der gele kleur van deze pigmenten in oplossing.

Bij het bepalen van het pigmentgehalte onderscheidt men
drie hoofdbehandelingen, n.l. het maken van het extract, het
isoleeren daaruit van de te meten kleurstof in oplossing en
het meten van de kleurintensiteit daarvan, waarbij in de op-
lossing althans geen gekleurde nevenstoffen mogen voorkomen.

Men gaat uit van een ruw extract, dat van de planten-
_ deelen gemaakt wordt met een v]oeistof, waarin de pigmenten

‘gemakkelijk oplossen, zooals petroleumaether, aethylaether,
aceton met laag watergehalte of alcohol en waarin dan naast
de gele kleurstoffen xantophyl, carotine, eventueele xantophyl-
esters, lycopine en voor de drie laatstgenoemde extractie-
middelen de flavonen, ook chlorophyl voorkomt.

Bij het maken van het extract, hangt de keuze van de
extractievloeistof o.a. daarvan af, of het plantenmateriaal ge-
droogd of versch in behandeling genomen wordt. De petroleum-
aetherextractie van gedroogd en fijngepulverd plantenpoeder
zooals door Vermast werd uitgewerkt, is bijvoorbeeld met
versch materiaal niet mogelijk; daar moet een vioeistof ge-
bruikt worden, die zich met water mengt. Bovendien moeten
de plantendeelen fijn verdeeld worden om voor de extractie-
vloeistof toegankelijk te zijn, hetgeen bij gedroogd materiaal’
geen moeilijkheden oplevert, doch bij het veel taaiere versche
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materiaal vaak slechts bereikt kan worden door langdurig
aanwrijven met kwartszand in een mortier. Indien dit aan- -
wrijven niet voldoende plaats heeft, kunnen groote fouten
" optreden.

De scheiding van de in het ruw extract voorkomende com-
ponenten geschiedt hoofdzakelijk in twee etappen, op grond
van twee fundamenteele principes, hoe ook de modificaties
der verschillende methoden mogen zijn. In de eerste plaats
wordt de scheiding tusschen het chlorophyl en de gele pig-
menten uitgevoerd, gebaseerd op het feit, dat bet als phytol-
monomethylester van een tweetal verwante tricarbonzuren,
de chlorophyllinen, in de planten voorkomende chlorophyl
met alkali verzeept kan worden, waarbij de alcohol — phytol —~
met methanol en de zouten der beide carbonzuren vrijkomen.
De beide chlorophyllinenzouten zijn, in tegenstelling met de
esters en de pigmenten carotine en xanthophyl, in water op-
losbaar en kunnen daarmede verwijderd worden, waarbij mede,
indien zij in het extract voorkomen, de in water oplosbare
flavonen verdwijnen. Volgens Willstitter en Stoll verloopt
de splitsing der esters onder schudden vrijwel onmiddellijk.
Volgens Vermast is carotine weinig gevoelig voor alkali,
behalve misschien wanneer het bij hoo
petroleumaether verzeept wordt,

De werkwijze, die. gevolgd wordt in de tweede etappe van
de scheiding der kleurstoffen, die, waarbij carotine en xanthophyl!
afzonderlijk worden verkregen, berust op de verdeeling van
de carotinciden, volgens Borodine, in een alcohol-oplosbare
en een in petrolenmaether oplosbare groep. In een twee-phasig
systeem van petroleumaether en verdunden alcohol blijkt het
carotine onoplosbaar in den alcohol te zijn, terwijl het xantophyl
daarin juist sterker oplosbaar is dan in den petroleumaether.
Aangaande de te gebtuiken alcoholconcentraties werden door
Vermast onderzoekingen verricht waarbij bleek, dat bij 60%

. geen xantophyl meer oplost terwijl bij 909/, het oplossen van

gere temperatuur in
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carotine begint. Op deze wijze is het dus mogelijk het carotine
zuiver te krijgen. Veelal wordt voor deze scheiding methyl-
alcohol gebruikt, met aethylalcohol worden echter even goede
resultaten verkregen, , o

Een complicatie doet zich voor wanneer lycopine aanwezig
is (tomaat); deze kleurstof gaat evenals het carotine in de
petroleumacther-phase en kan hieruit alleen verwijderd worden -
door gebruik te maken van de chromatografische methode
volgens Tswerf, dank zij de grootere affiniteit voor eenige
adsorbentia in vergelijking met carotine.

Een tweede foutenbron is daarin gelegen, dat eventueel
voorkomende xanthophylesters eveneens in de petroleumaether-
laag overgaan en door hun gele kleur de resultaten beinvioeden.
Dit is te herstellen door de petroleumaetheroplossing van het
carotine en de xanthophylesters met loog te behandelen, waar-
door de esters gesplitst worden en het vrijkomende xanthophyl
met alcohol kan worden verwijderd. Dat zal in die gevallen
niet noodig zijn, waar met extracten van groene plantendeelen -
wordt gewerkt, omdat daacr de verzeeping reeds eerder plaats
heeft om de afscheiding van het chlorophyl te verkrijgen. De
loogbehandeling van de petroleumaetheroplossing behoeft dus
alleen uitgevoerd te worden bij analysen van niet-chlorophyl-
houdend materiaal.

De op deze wijze gereinigde carotineoplossing wordt ge-
meten door haar te vergelijken met een kleurstandaard, zoo-
als gedaan werd door Willstitter, die daarvoor o.a. carotine
in petroleumaether of een 0,29/, oplossing van K-bichro-
maat gebruikte. Deze methode levert echter fouten, terwijl
bij het gebruiken van K-bichromaat dit bovendien niet in
hetzelfde spectraalgebied absorbeert als carotine: Van De-
venter raadt het gebruik van methyloranje aan. Kuhn en
Brockmann gebruiken als hun colorimetrischen standaard
azobenzol.

De beste waarden verkrijgt men ongetwijfeld door de sterkte

2
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van de carotineoplossing langs spectrophotometrischen weg te
meten, zooals reeds in 1923 door Scherz beschreven werd.
Hij vestigde er de aandacht op, dat bij de vele soorten van
colorimetrische bepalingen niet meer dan een betrekkeli]ke-
waarde aan de gevonden getallen toegekend mag worden,
. omdat het moeilijk is bij elke verdunning van het pigment
een pa‘ssende. tint van den kleurstandaard in te stellen, wat
zich daarin uitte, dat bij verschillende reeksen aflezingen met
dezelfde dpiossing in den colorimeter en in den spectrophoto-
meter, waarbij voor den eersten een- Lovibond Tintometer
met standaard carotineoplossing gebruikt werd, bij het gebruik
van den colorimeter veel grootere fluctuaties in de waat-
nemingen voorkwamen. Bij de colorimetrische bepaling van
het pigmentgehalte van eenzelfde vloeistof door verschillende
personen deden zich nog grootere afwijkingen voor,
" Een ander voordeel van de spectrometrische methode is,
dat de kleurstof in veel grootere verdunning gemeten kan
worden. Scherz bepaalde de uitdooving door carotine- en
xanthophyloplossingen voor monochromatisch licht van ver-
schillende golflengten en nam uiteindelijk de kwikdamplijn
- (4358 my) als den besten maatstaf aan.

Bij de eigen onderzoekingen werd voor de bepalingen ge-
bruik gemaakt van een spectrometer van Zeiss, de Stufen-
photometer of Stuphometer volgens Pulfrich, zooals deze ook
gebruikt werd door Vermast, die de met dit toestel verkregen
uitkomsten met colorimetrische bepalingen vergeleek en tot
analoge conclusies kwam als Scherz. Een uitvoerige be-
schrijving van het apparaat is te vinden in ,,Die Biologische
Arbeitsmethoden” van Abderhalden.

- Het verschil tusschen dit toestel en den spectrometer be~
staat daarin, dat de monochromator vervangen is door een
8-tal lichtfilters, die ieder een spectrumdeel van 400 a 500 A°
doorlaten en het zichtbare licht in ongeveer 8 gelifke ge-
. bieden, in golflengten gemeten, verdeelen, Als lichtbron wordt
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een Nitra-lamp gebruikt,” waarvan de lichtstralen door twee,
naast elkaar opgestelde, plan-parallelle cuvetten gaan. In de
eene cuvette wordt het gebruikte, heldere oplosmiddel ge-
bracht en in de andere de te meten kleurstofoplossing. Het
uit de cuvetten tredende licht valt door twee objectieven,
die voorzien zijn van diaphragma’s met verstelbare vierkante
opening, waarna de beide lichtbundels door een stelsel van
prisma’s zoodanig in een oculair worden samengebracht, dat
het oog beide bundels, slechts door een smalle deellijn ge-
scheiden, in twee halfronden waarneemt, zooals bij den
polarimeter. .

Voor het oculair bevindt zich een draaibare schijf, die de
filters kan bevatten. Indien de beide cuvetten met een optisch
leege en ongekleurde vloeistof gevuld zijn, wordt bij gelijke
belichting van de beide objectieven en geheel geopende
diaphragma’s een volkomen homogeen verlicht veld door het
oculair waargenomen. Wordt in één van de cuvetten de te
meten gekleurde vloeistof ingevuld, dan zal daardoor een
zekere hoeveelheid van het invallende licht geabsorbeerd
worden en de eene helft van het gezichtsveld zal donkerder
schijnen. Door draaien van een verdeelde trommel kan de
opening van het diaphragma voor de andere cuvette, die de
volkomen transparante vloeistof bevat, nu zoo verkleind worden,
dat beide helften van het gezichtsveld weer even licht zijn,
Op deze wijze, heeft men inde vermindering van de diaphragma-
opening een maat voor de hoeveelheid door de gekleurde
vloeistof geabsorbeerd licht van een bepaald deel van het
spectrum, dat door het voorgeplaatste filter wordt bepaald.
Het cijfer, datop de trommel afgelezen wordt, geeft de intensiteit
van het doorgelaten licht aan in procenten van de intensiteit
van het opvallende licht. De absorptie in procenten is dus
100 verminderd met het gevonden getal. '

Ter illustratie van den gang van een éna!yse van bladkleur-
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stoffen volge hier de oorspronkelijke bewerking volgens
Willstétter : _

" In een mortier van 25 cm doorsnede worden 40 g versche
bladeren met 50 cc 409/, aceton overgoten en snel met 100 g
kwartszand fijngewreven. Na het fijnwrijven, wanneer geen
grootere groene stukjes blad meer te herkennen zijn, wordt de
tamelijk droge brij nogmaals met 100 cc 309/, aceton overgoten
en op een Buchner-filter door een dunne talklaag afgezogen. Het
residis wordt met 100—200 cc 909/, aceton nagewasschen tot
de vloeistof kleurloos afloopt. Deze bewerking heeft ten doel
de in water oplosbare bestanddeelen uit het materiaal kwijt
te raken en, volgens Willstdtter, de werkzaamheid van enzymen
te remmen.

Als de waterige aceton goed afgezogen is, wordt het mengsel
van zand en bladmateriaal eenige minuten met aceton ge-
macereerd en weer afgezogen. Voor de volledige extractie
bij- herhaald macereeren is 400—~600 cc aceton noodig, die
de laatste malen met 5—109, water wordt verdund, omdat
alleen in aceton met eenig watergehalte de bladkleurstoffen
goed oplossen. -

Het groene acetonextract wordt in hoeveelheden van 100—
200 cc in 200—250 cc aether uitgegoten en de aceton met
gedestilleerd water grootendeels weggewasschen. De rest van
deaceton wordt verwijderd door, onder voorzichtig omzwenken,
het water langs den wand van den scheitrechter te laten

“loopen, waardoor het optreden van emulsies wordt voorkomen. '
De aetheroplossing wordt met watervrij natriumsulfaat ge-
droogd en in een 200 cc maatkolf afgefiltreerd, die tot het metk
met aether wordt bijgevuld. De eene helft van dit extract
dient voor de chlorophylbepaling en de andere helft voor:
de bepaling van carotine en xanthophyl. .

In dit laatste deel wordt het achtergebleven chlorophyl
met 2 cc methylalcoholische kaliloog verzeept onder schudden, _
eerst met de hand en later gedurende een half uur met de
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machine, Na volledige verzeeping wordt de aectherische op-
lossing van de kalizouten gedecanteerd en deze met aether
nagewasschen. Dit procédé is echter niet voldoende om volledige
extractie van het xantophyl te bereiken. Daarom wordt aan
de chlorophyllinenzouten nogmaals 30 cc aether toegevoegd
en vervolgens onder voortdurend schudden water, in kleine
hoeveelheden, tot een scheiding verkregen wordt, Ter contrdle
wordt de alcalische vloeistof nogmaals met aether geschud,
die dan gewoonlijk kleurloos blijft.

De vereenigde aetherextracten warden, ter verwijdering
van chlorophylresten, met een weinig looghoudend water ge-
wasschen en het loog met zuiver water verwijderd, het acther-
extract in vacuo tot enkele cc ingedampt en opgenomen in
80 cc petroleumaether in een scheitrechter.

De scheiding van carotine en xanthophyl geschiedt nu door
de petroleumaetheroplossing te schudden, eerst met 100 «c
85 %, dan met 100 cc 909, en tweemaal met 50 cc 929/,
methanol. '

De petroleumaetheroplossing van carotine wordt door
tweemaal wasschen met water van methanol bevrijd en is,
eventueel na klaren met absoluten algohol, gereed om gemeten
te worden. ~—

De methode heeft het nadeel, dat zij erop gericht is alle
bladkleurstoften te kunnen bepalen, terwijl, met het oog op
de eigen onderzoekingen, alleen het carotine in aanmerking
behoeft te komen. Buitendien is de werkwijze niet eenvoudig
genoeg, om daarmede snel vele bepalingen te kunnen verrichten.

Aan de door Vermast vitgewerkte methode voor de be-
paling van carotine in plantenmateriaal, dat door hem na
drogen bij 45° met petroleumaether in een Soxhletapparaat
werd geéxtraheerd, kleeft ook het nadeel van de groote lang-
durigheid, die de behandeling vereischt, terwijl het bovendien
beter is van versch materiaal uit te gaan.

Daarom werd gebruik gemaakt van de door Gmlbert
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beschreven modificatie van de methode Scherz, welke zelf
van de methode van Willstitfer voornamelijk daarin afwijkt,
dat Scherz, in plaats van het plantenmateriaal alleen met aceton
te extraheeren, na aanwrijven met kwartszand en soda en
macereeren met aceton, onmiddellik ook met aether uittrekt.
Bovendien doet Scherz de chlorophylverzeeping verloopen
in de ijskast. _

Volgens de methode-Guilbert wordt het plantenmateriaal,
na aanwrijven in een mortier met kwartszand en alcoholische
kali, met meer alcoholische kali gekookt, waarpa uit de al-
coholische vloeistof en de door het koken gemacerzerde massa
de pigmenten met aether worden uvitgetrokken.

Het koken met de loog heeft, behalve dat het een snelle
verzeeping geeft, als voordeel, dat het plantenweefsel wordt
gemacereerd en toegankelijk gemaakt voor het extractiemiddel,
zoodat de kans op fouten door niet voldoende malen in het
mortier, die bij versch blad altijd groot is, hier zeer is ver-
minderd,

Uit de aetherige oplossing kunnen de flavonen en het ver-
zeepte chlorophyl onmiddellijk met water worden uitgewasschen;
de stap, waarin de flavonen verwijderd worden, valt dus hier

samen met de verwijdering van het verzeepte chlorophyl, dat
toch niet gemeten wordt.

De gang van deze bepaling was als volgt:

Methodiek I

_ Bladschijven van de te analyseeren planten werden met
kwattszand en aleoholische kali in een mortier fijngewreven
en daarna gedurende een half uur op een waterbad met een.
twintigvoudige hoeveelheid verzadigde alcoholische loog ge-
kookt, in een kolf met terugvloeikoeler. (Voor de analyse
werd 2 2 3 g plantenmateriaal gebruikt.) Op deze wijze worden
de vetten en het chlorophyl, benevensde eventuee] voorkomende
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xanthophylesters, verzeept. Nu werd 50—~100 cc peroxyde-
vrije aethylaether toegevoegd en na schudden (I min.) en
bezinken gedecanteerd in een scheitrechter. Dit werd nog
tweemaal met kleinere hoeveelheden aether herhaald, Het
residu in de kolf werd dan losgemaakt met een weinig 969/,
aethanol en nog eens twee tot driemaal met aether uitgetrokken
tot de vloeistof kleurloos was. In het geheel is + 200 cc aether
noodig. In den scheitrechter werden daarna 100 cc water
bijgevoegd, waarin de zeepen met de flavonen en het chlorophyl
overgaan, dit water in een anderen scheitrechter afgelaten en
nog eens uitgeschud met aether. De samengevoegde aether-
extracten werden tot loogvrij met water uitgewasschen.

Van deze oplossing, waarin zich carotine en xanthophyl
bevonden, werd, nadat zij met Na,SQ, sicc. van water be- -
vrijd was, de aether in vacuo afgedestilleerd en het residu
onder koolzuur in 30 tot 40 cc petroleumaether opgenomen.
De scheiding tusschen carotine en xanthophyl werd nu be-
werkstelligd door deze oplossing eenige malen met 85 9% en
daarna met 909/, methanol te wasschen {gelijke volumina),
waarbij het xanthophyl in den methanol overgaat, terwijl het
carotine in de petroleumaether-phase blijft.

Nadat de petroleumaether volledig van xanthophyl was be-
. vrijd {methanol kleurloos), werd de opgeloste alcohol door
wasschen met water verwijderd en kon de hoeveelheid carotine
in de vloeistof bepaald worden, door de intensiteit van de
gele kleur in den Zeiss Stufenphotometer te meten. Daartoe
werd de oplossing eerst nog gedroogd met Na,SO, sicc.

Gedurende de geheele bewerking werd ervoor gewaakt het
carotineéxtract niet aan sterk licht bloot te stellen en zuurstof
zooveel mogelijk buiten te sluiten, daar beide een ontledende
werking op de stof uitoefenen.

Toch is de hiervoor beschreven methode nog langdurig en
relatief kostbaar. Geheel noodeloos wordt het xanthophyl tot
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het einde. van de bewerking medegevoerd en guantitatief af-
gescheiden. Daarom werd later ook een andere methode uit-
gewerkt en in gebruik genomen, die evengoede resultaten op-
leverde en bovendien een aanzienlijk besparing aan tijd en
reagentia gaf. - -

Bij deze methode werd, na bekoelen, de alcoholische loog
met het gedesintegreerde plantenmateriaal met petroleumaether
geschud. Het carotine lost daarin zeer goed op, waartoe de
omstandigheid medewerkt, dat de hoeveelheid water, die in het
verwerkte plantenmateriaal voorkomt (4 909/ de alcohol~
concentratie zoodanig vermindert, dat de oplosbaarheid van
het carotine in den alcohol gering wordt. Het xanthophyl
daarentegen blijft voor het grootste deel in den alcohol achter,
terwijl het verzeepte chlorophyl in het geheel niet in den
petroleumaether overgaat.l) .

Iets dergelijks doen Kuhn en Brockmann, als zij gedroogd
plantenmateriaal met methano! en petroleumaether aanwrijven
en extraheeren en daarna het chlorophyl in den methanol en de
xanthophylesters in den petroleumaether verzeepen.

Behalve de reeds genoemde, is als een verder voordeel van
deze methode aan te merken, dat het afdampen van aether
in vacuo achterwege kan blijven, een bewerking die, door de
hoogere temperatuur, die erbij geappliceerd wordt en de bijna
onvermijdelijken invloed van licht, tot fouten aanleiding kan
geven.

De gang van deze werkwijze was als volgt:

Methodiek II

Evenals bij de hiervéor beschreven methode werden 2—3 ¢
bladschijven aangewreven en gedurende een half uur met

") Om een dergelijke gunstige alcoholconcentratie te verkrijgen is het
noadzakelijk

. minder_ alcoholische loog te gebruiken dan Guilbert (10 : 1)
of na de verzeeping water toe te voegen,
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alcoholische loog gekookt, waarbij een 10-voudige hoe-
veelheid loog gebruikt werd. Na bekoelen werd de massa
in de kolf met enkele cc petroleumaether geschud en de
onmiddellijk zich geel kleurende petroleumaether, waarvan
een deel in den alcohol oplost, in een scheitrechter (1) gede-
canteerd. Dit werd 3 4 4 maal herhaald. De volgende petroleum-
aetherextracten werden, alvorens in (1) gebracht te worden,
eerst in een kleinen scheitrechter gedecanteerd (2) en daarin
met een gelijk volume 85 %/, methanol gewasschen. De petro-
leumaetherextractie werd als geéindigd beschouwd, wanneer
alle gele kleur uit den petroleumaether met methanol wegge-~
wasschen kon worden. De verzamelde petroleumaetherextracten
werden met 85 %, en 90 Y/, methanol van kleine hoeveelheden
xanthophyl gereinigd en de alcohol door eenige malen wasschen
met water verwijderd. Na drogen met watervrij natriumsulfaat
was de zoo verkregen carotineoplossing gereed om gemeten
te worden. , .-

Wanneer het decanteeren van de, uiteraard dunne, petroleum-
aetherlaag van de alcoholische loog moeilijkheden oplevert,
kan de geheele massa uit de kolf waarin het verzeepen heeft
plaats gebad in een scheitrechter gebracht worden en daarin
met petroleumaether worden geéxtraheerd, waarbij het na-
tuurliik noodzakelijk is voor de extractie alléén, afwisselend
twee scheitrechters te gebruiken, omdat eerst de alcoholische
loog afgelaten moet worden vé6r de bovendrijvende petroleum-
aether gewonnen kan worden. '



HOOFDSTUK VI
VITAMINE C

a. Historisch overzicht van de ontdekking van het vita-
mine C.

Reeds vele eceuwen geleden kende men de scheurbuik,
vooral op schepen, als een ziekte, veroorzaakt door gebrek
‘aan versch voedsel en men wist ook, dat door het eten van
versche groenten en vruchten genezing verkregen kon worden.

In het midden van de 18e eeuw kon Lind, uit zijn proeven
op scheurbuiklijders met de verschillende toenmaals bekende
antiscorbutica, besluiten, dat vooral de sinaasappel een bij-
zonder gunstige werking had, doch het eerste systematische
onderzoek naar de oorzaken van de ziekte dateert pas uit
het begin van deze eeuw en werd gedaan door Holst en
Frélich. In navolging van de door Eijkman en Grijns in
hun werk over de beri-beri in Indi¢ toegepaste methode,
kwamen zij ertoe, caviae op een dieet van uitsluitend cerealia
te houden en zagen na eenigen tijd als gevolg daarvan ziekte-
verschijnselen optreden, overeenkomende met die van de
scheurbuik bij den mensch. Ook de dieren konden zij gezond
houden, of bij de zieke dieren genezing bewerkstelligen, door
het geven van versche groenten en vruchten of perssap daat~
van, Naar aanleiding van hun proeven stelden zij de hypo-
these op, dat 0.a. in versche groenten en vruchten een stof
voorkomt, die noodzakelijk is voor het organisme. Deze stof
werd later vitamine C genoemd.

Ofschoon jaren lang pogingen gedaan werden om het
vitamine C te jsoleeren, mocht dit niet gelukken en men
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bracht het niet verder dan onzuivere concentraten. Wel
slaagde men erin cenige belangrijke eigenschappen van de
stof vast te stellen, waaronder de groote gevoeligheid voor
zuurstof, die reeds door Holst en Frélich waargenomen was,
een eerste plaats innam, Deze groote oxydabiliteit uitte zich
ook daarin, dat actieve vitamine C-concentraten in staat
waren een ammoniakale-zilveroplossing en ook phenolin-
dophenol te reduceeren, zooals door Zilva ontdekt werd. Hij
vond echter geen correlatie tusschen het reductievermogen
en de antiscorbutische werking. Tillmans c.s. kon in 1930
echter wel een samengaan van reductievermogen ten opzichte
van 2,6-dichloorphenolindophenol en antiscorbutische wer-
king bij plantenextracten vaststellen. Hij vond evenals Zilva,
dat een met deze kleurstof geoxydeerd extract gedurende
korten tijd nog antiscorbutische werkzaamheid behield en
dat het met H,S weer gereduceerd kon worden; bij langer
blootstellen aan de lucht verloor het echter deze functie en
trad, volgens Tillmans, een irreversibele oxydatie op, die het
biologisch inactief maakte.

Het voornaamste werk, dat de opheldering van de con-
stitutie van het vitamine C gebracht heeft, is pas in de laatste
jaren gedaan.

Einde 1931 dacht Rygh c.s. in het methylnornarcotine,
een derivaat van het niet giftige opiumalcaloid narcotine, het
vitamine C gevonden te hebben. Deze waarnemingen konden
door andere onderzoekers niet bevestigd worden (Briiggemann;
Dalmer en Moll; Tillmans; Zilva), ook niet na aanvullende
mededeelingen over de rol van het glucuronzuur.

Voor de verdere onderzoekingen was het van het grootste
belang, dat er in de reductie van het phenolindophenol een
eenvoudige chemische bepaling van het vitamine C bestond,
waardoor de aandacht op de reduceerende engenschappen
ervan gevestigd bleef,

Onafhankelijk van deze onderzoekingen had Szenr-Gyc'irgyi
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in.1928, bij zijn studie over de peroxydase-systemen in pla[.l--
ten, nit de bijnieren van het rund een stof afgezonderd, die
vooral gekarakteriseerd was door sterk reduceerende eige‘n~
schappen en een zure reactie. De stof bezat de elementalrf
samenstelling: C;H;O; en werd door hem ,hexuronzuur
genoemd. ‘ :

De genoemde eigenschappen, in verband met de onder-
.zoekingen wvan Tillmans, brachten hem ertoe het hexuron-
zuur op antiscorbutische werking te beproeven en het bleek,
dat ongeveer 1 mg per dag een cavia voor scheurbuik kon
behoeden. Tillmans c.s. en King en Waugh kwamen vrijwel
* .gelijktijdig tot hetzelfde resultaat. Hierdoor was het dus wel
waarschijolifk gemaakt, dat het hexuronzuur, later ascorbine-
zuur genoemd, en vitamine C overeenkomstige stoffen waren.

Aan de onderzoekingen ter opheldering van de constitutie
van het ascorbinezuur hebben vooral Haworth, Hirst c.s.
Katrer, v. Buler en Martius, Micheel en Kraft medegewerkt.

Als resultaat werd de volgende formule verkregen:

o= 0=
Ho—C ) o=t
HO—lcl:‘J T:_ OZCJ +2H
Hl: | \ H(|3
Ho-—¢H Ho—CH
(IJHQOH (lZHEOH

l-ascorbinezuur dehydroascorbinezuur

Karakteristiek voor het molecule zijn de twee enolische
OH-groepen, die zoowel voor het reduceerend vermogen
als voor het zure karakter verantwoordelijk zijn,
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Het bewijs voor de juistheid van deze formule werd ver-
kregen door de synthese van het I[-ascorbinezuur door
Reichstein c.s. en, ongeveer gelijktijdig, door Haworth c.s.
Dit synthetische product bleek als antiscorbiticum - dezelfde
werkzaamheid te bezitten als het uit planten gewonnen ascor-
binezuur, '

Aangaande de rol van het vitamine C in het organisme,
moet wel in de eerste plaats- aan een optreden als oxydo-
reductie-systeem gedacht worden, doch hiermede is alles nog
niet verklaard, want bijvoorbeeld d-ascorbinezuur en andere
verwante verbindingen zijn onwerkzaam.

b. De physiologische functie van het vitamine C.

Het vitamine C vormt, althans bij den mensch evenals bij
aap en cavia, een noodzakelijk bestanddeel van het dieet. Bij
ontbreken ervan treedt scheurbuik op, een ziekte, waarvan
de verschijnselen, zooals tandvleeschbloedingen, subcutane
bloedingen, pijnlijke en gezwollen gewrichten, reeds sinds
langen tijd beschreven zijn.



HOOFDSTUK VII

" DE BEPALING VAN HET VITAMINE
R C-GEHALTE

a. Algemeen

Oorspronkelijk geschiedde de bepaling van het vitamine
C-gehalte uitsluitend door middel van de dierproef en wel
met caviae. Daarbij werd zoowel van de curatieve als van
de prophylactische methode gebruik gemaakt, waarbij dus van
" de te onderzoeken stof of de minimumdosis bepaald wordt,

die het proefdier nog juist scheurbuikvrij kan houden, of aan
dieren, die ten gevolge van een vitamine C-vrij dieet aan
scheurbuik lijden, van de te onderzoeken stof zooveel gegeven
wordt, dat de ziekteverschijnselen verdwijnen. Deze methode
heeft, behalve dat zij omslachtig is, ook nog het nadeel, dat
men met de wisselende gevoeligheid van de proefdieren moet
rekenen.

Het was dan ook een grooten vooruitgang, dat er chemische
en spectroscopische methoden gevonden werden om het
vitamine C-gehalte te bepalen, van welke de meting doot
titratie met 2,6-dichloorphenoclindophenol volgens Tillmans.
de meest gebruikte is. Hiermede verkreeg men, met inachtnemen
van enkele maatregelen, uvitkomsten, die in goede overeen-
stemming met die van de dierproef waren. De in alcalisch
-milieu blauwe en in zuur milieu roode kleurstof, wordt door
het vitamine C tot den leucovorm gereduceerd; het eindpunt

van de titratie is dus het zichtbaar blijven van de blauwe,
respectievelijk roode kleur,
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Andere bepalingswijzen, eveneens berustende op de redu-
ceerende werking van het ascorbinezuur, zijn o.a. die van
Bezssonoff met phosphor-wolfraam-molybdeenzuur en van
Szent-Gydrgyi met zilvernitraat, Deze hebben echter alle het
nadeel, dat zij minder specifiek zijn dan de titratiereactie
volgens Tillmans, zooals deze verbeterd is door Emmerie.

Toch is ook deze reactie niet geheel zonder nadeelen, want
in de eerste plaats wordt vit den aard van de zaak het
reversibel geoxydeerde vitamine C, dat biologisch wel werk-
zaam is, niet medebepaald en in de tweede plaats is de
reactie niet specifiek voor ascorbinezuur, omdat de indicator
ontkleurd wordt door elk ander oxydatie-reductie-systeem
dat een lagere redoxpotentiaal heeft. Tillmans gaf reeds een
middel om het eerste bezwaar op te heffen. Door de op-~
lossing met H,S te behandelen, welke gas later weer ver-
wijderd wordt, omdat het mede den indicator ontkleurt, kon
hij het reversibel geoxydeerde ascorbinezuur weer reduceeren
en zoo voor titratie geschikt maken, Om de tweede fouten-
bron te vermijden, die optreedt bij het voorkomen van ferro-
zouten, glutathion, cysteine, ergothioneine enz. in de plant-
aardige en dierlijke weefsels, moet men in zuur milieu titreeren,
zooals dit wordt aangegeven door Svirbely en Szent-Gyérgyi,
Birch c.s., Harris en Ray, Wolff c.s., Martius en v. Euler,
omdat dan de reactie met het ascorbinezuur snel en de
reactie met de ferrozouten en het glutathion langzaam wver-
loopt. _

Emmerie heeft in de behandeling met mercuriacetaat in zuur
milieu een middel gegeven, om véor de analyse glutathion,
cysteine en ergothioneine quantitatief te verwijderen, waarhij
bovendien vaak kleurstoffen, die bij de titratie storend werken,
mede worden neergeslagen. Het ascorbinezuur blijft bij deze
behandeling in oplossing, doch wordt door het mercuriacetaat
reversibel geoxydeerd. Het moet dus met H,S weer geredu-
ceerd worden, waardoor tevens het reeds in de oplossing
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aanwezige reversibel geoxydeerde ascorbinezuur voor de be-
paling beschikbaar komt. :

Toch is men na deze voorzorgen nog niet zeker, dat bij
de titratie alleen het vitamine C bepaald wordt, want er
kunnen in plantaardige en dierlijke weefsels onbekende, niet
biologisch werkzame stoffen voorkomen, die den indicator
reduceeren en niet door het mercuriacetaat worden geprae-
cipiteerd. Martius en v. Euler en v. Eekelen en Ruysen hebben
reeds op het voorkomen van dergelijke stoffen, die ontstaan
bij het droog verhitten van koolhydraten, gewezen. Zij werden
door v, Euler ,reductonen” gencemd en men moet met de
aanwezigheid ervan rekening houden, bij het bepalen van

vitamine C in voedingsmiddelen, zooals gebakken brood, ge-
brande kofficboonen enz.

Behalve met deze chemische methoden, kan de hoeveelheid
vitamine C ook langs spectrophotometrischen weg gemeten
worden. Volgens Bowden en Snow heeft het vitamine C
een karakteristick absorptiespectrum in het ultraviolet bij
265 mp en zoo zou men dus, met behulp van de quan-
titatieve -spectraalanalyse in staat zijn, het ascorbinezuur-
gehalte te bepalen. v. Eekelen c.s. en Plauf c.s. vonden goede
overeenstemming tusschen de uitkomsten van deze en van de
chemische methode; de bepaling lukt echter alleen in die ge-
vallen, waar geen andere stoffen aanwezig zijn, die in het-

zelfde spectraalgebied absorbeeren, zooals bijvoorbeeld in de
liquor cerebrospinalis, - '

b. De bepaling van het ascorbinezuur in de proefplanten.

Van de uit de potproeven verkregen planten, werd het
ascorbinezuurgehalte na extractie door titratie met 2,6-dichloor-
phenolindophencl bepaald. Voor de analyse werd alleen van
de bladschijven gebruik gemaakt, omdat de bladsteelen min-
der vitamine C bevatten en daarom een wisselend gewichts-
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percentage aan steelen in de verschillende monsters, de uit-
komsten zou vertroebelen.

‘TABEL 1

Verschil in ascorbinezuurgehalte tusschen
bladsteelen en bladschijven

mg asc.z./100 ¢
versch materiaal

Bladsteelen , . . . : 8
Bladschijven . . . - 19

Hoewel in het algemeen vanuit het standpunt van de voedings-
physiologie de cijfers, die verkregen worden uit bepalingen
aan gekookte voedingsmiddelen, of althans aan voedings-
middelen in den staat zooals zij gegeten worden, de meeste
waarde hebben, werd er in de hierbeschreven proeven toch
niet toe overgegaan de spinaziebladeren véor de bepaling te
koken, omdat de invloed van de bemesting dan minder duide-
lijk zou worden, daar bij koken een niet nauwkeurig bekende
hoeveelheid vitamine C wordt vernietigd.

Een andere maatregel, die genomen moest worden om
reproduceerbare waarden voor het vitamine C-gehalte te
verkrijgen, bestond daarin, dat de planten zoo snel mogelijk
na den oogst geanalyseerd werden, omdat zelfs bij korten
tiid bewaren in de ijskast het ascorbinezuur irreversibel ge-
oxydeerd kan worden, waardoor bij titratie aanz:enlqk minder
wordt gevonden.

Het verloop van het vitamine C-gehalte van spinazie-
bladeren bij bewaren in een afgesloten glazen flesch (met
vochtige watten om de bladeren frisch te houden) wordt in
de volgende tabellen gegeven:
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TABEL 2

In de ijskast {4* C.}

Aantal dagen
van bewaren

mg asc.z./100 g
versch klein blad

mg asc.z./100 g
versch groot blad

0 35 46

1 29 43

3 4 18

5 5 8
TABEL 3

In de ijskast (4° C.), bij kamertemperatuur en bij 37° C.

mg asc.z./100 g mg asc.z./i100 g | mg asc.z/100 g
ﬂ::: tglii?,:ﬁ versch blad versch blad versch blad
bij 4° bij kamertemp. bij 37¢
0 60 60 100
1 45 © 49 40
2 — — 16
3 49 23 —_
5 21 8 —

Dat deze afname van het ascorbinezuurgehalte een gevolg
is van oxydatie, blijkt uit de cijfers, die werden verkregen van
bladeren, die bij kamertemperatuur bewaard werden, respec-
tievelijk in stikstof-, koolzuur- en zuurstofatmosfeer.

TABEL 4

Aantal dagen mg asc.z./100 ¢ mg asc.z./100 ¢ | mg asc.z./100 g
van bewwacen versch blad versch blad versch blad
onder N, onder CO, onder O,
0 100 100 100
3 100 88 66
6 86 71 15

N.B. Voor de bepalingen werden alleen die bladeren gebruikt, die na het
ewaren geen sporen van bacterie- of schimmelaantasting vertoonden.
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Daar bij de versche spinaziebladeren, die gedurende het
onderzoek verwerkt werden, geen verschil gevonden werd
in het vitamine C-gehalte v66r of na behandeling met H,S
of volledige kwikacetaatbehandeling, werd, na de eerste orién-
teerende proeven, uitsluitend onmiddellijk na extractie in tri-
chloorazijnzuur milieu getitreerd (Tillmans-Birch).

Wel werd van de kwikacetaatmethode gebruik gemaakt,
bij de hiervoor vermelde proeven betreffende het optreden
van verliezen aan ascorbinezuur in de planten tijdens het be-
waren, omdat daar de mogelijkheid bestond, dat in het extract
andere reduceerende stoffen voorkomen, die bij de titratie
volgens Tillmans-Birch mede worden bepaald of "dat, aan
den anderen kant, een hoeveelheid vitamine C in reversibel
geoxydeerden toestand aanwezig is, die dan op deze wijze
niét mede bepaald wordt.

c. Het bereiden en het stellen van den 2,6-dichloorphenol-
indophenol-indicator. '

Omdat de handelspraeparaten van het 2,6-dichloorphenol-
indophenol meestal onzuiverheden bevatten, is het voor het
verkrijgen van een oplossing van een bepaalde concentratie
niet voldoende de overeenkomstige hoeveelheid van de stof
af te wegen, doch is het noodig de indicatorvloeistof tegen
een oplossing van ascorbinezuur te stellen, waarvan de sterkte
vooraf door titratie met jodium is bepaald.

25 mg 1-ascorbinezuur worden opgelost in 5%, azijnzuur
tot een volume van 25 cc, terwijl CO, ingeleid wordt, om
oxydatie te voorkomen. Bij 5 cc van deze oplossing worden
1" cc 20%, K]J-oplossing en, uit een microburet, 5 cc 0,02 n
jodiumoplossing gevoegd. De overmaat jodium wordt met
0,02 n thiosulfaat uit een microburet teruggetitreerd, waar-
bij zetmeel als indicator dient.

Bij deze titratie in zuur milieu reageert alleen de gereduceerde
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vorm van het asorbinezuur met jodium en wel 1 grammolecule
ascorbinezuur met 2 gramatomen jodium.

Daar de ascorbinezuuroplossing niet houdbaar is, wordt
onmiddellijk na titratie ervan de indicator ermede gesteld.

130 mg van het natrivmzout van 2,6-dichloorphenolindo-
phenol worden opgelost in 500 cc heet gedestilleerd wate_r.
. Na "afkoelen wordt de oplossing gefiltreerd, een mespuntje
NaHCQ,; eraan toegevoegd en gedurende eenige dagen in
het donker bewaard. Daarna wordt de vloeistof nogmaals
gefiltreerd, een microburet wordt ermede gevuld en wit de
microburet kan de indicator tegen de bovenbeschreven be-
kende ascorbinezuuroplossing gesteld worden. Deze wordt
daartoe eerst met gedestilleerd water tienmaal verdund. Van
de verdunde oplossing wordt 1 cc in een wit porceleinen
schaaltje gebracht en 3 cc 39/, trichloorazijnzuur eraan toe-
gevoegd, waarna met de indicatoroplossing wordt getitreerd.
Bij de genoemde ‘gewichtsverhoudingen gebruikt 1 mg ascor-
binezuur ongeveer 10 cc van den indicator.

De indicator wordt in het donker bewaard en minstens
€énmaal per week gesteld. Hij mag niet ouder worden dan _
ongeveer én maand, omdat oudere oplossingen niet geheel
door het ascorbinezuur ontkleurd worden, zoodat dan het

eindpunt van de titratie onduidelijk wordt, door het optreden
van een vuil-bruin-roode tint.

- Methodiek
2 tot 3 g bladschijven werden in een mortier, onder toe-
voegen van eenige cc 3, trichloorazijnzuur, met fjzerveij
kwartszand aangewreven tot het weefsel zoo goed mogelijk
- gedesintegreerd was. De inhoud van het mortier werd in
een maatcylinder gebracht en deze met 3 /s trichloorazijn~
zuur aangevuld tot het volume tienmaal het bladgewicht
bedroeg. Na goed mengen werd door filtreeren of, indien
dit moeilijk ging, door centrifugeeren de pulp verwijderd,
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zoodat in het filtraat, dat in dit geval meestal voldoende
helder was, het ascorbinezuur bepaald kon worden. Daartoe
werden 0,5 tot 2 cc in een wit porceleinen schaaltje gebracht
en met den indicator getitreerd.

Bij een deel van de onderzoekingen (zie hiervoér), werd
de nu volgende mercuriacetaatbehandeling toegepast {Emmerie
en v. Eekelen). '

Daar het ascorbinezuur op den duur in het trichloorazijn-
zuur niet bestendig is, werd de overmaat van het zuur met
CaCQ; weggenomen tot het extract nog zwak zuur reageerde
{congopapier rood, lakmoes rood). Daarna werd, in een wijd-
mondsche reageerbuis, aan 20 cc van het extract 1 tot 2 cc
van een 209, mercuriacetaatoplossing toegevoegd -en snel
gefiltreerd, Ook in dit geval moet, indien de filtratie moeilijk
gaat, gecentrifugeerd worden. In het filtraat werd een lang-
zame stroom H,S doorgeleid, tot al het overtollige kwik als
sulfide gepraecipiteerd was en door fltratie verwijderd kon
worden. De thans heldere vloeistof werd met H,S verzadigd,
de buis met een kurk afgesloten en in het donker tot den
volgenden dag bewaard. Dan werd de zwavelwaterstof uit
de vloeistof verwijderd door een stikstofstroom door te leiden,
omdat het H,S mede den indicator reduceert. Ter contrdle
of inderdaad alle H,S uitgedreven was, werd gebruik ge-
maakt van een loodacetaatpapiertje.

0,5 tot 2 cc van het zoo behandelde extract, werden in
een wit porceleinen schaaltje met een 109/, trichloorazijnzuur-
oplossing aangezuurd tot een gehalte van 2 %/, trichloorazijn-
zuur en getitreerd.



HOOFDSTUK VIII
DE POTPROEVEN

Zooals in de inleiding reeds vermeld is, werd het materiaal
waaraan de bepalingen werden verricht, verkregen van
potculturen, omdat bij die wijze van kweeken de omstandig-
heden, waaronder de groei plaats heeft beter zijn te beheerschen
dan bij de cultuur in het vrije veld. Zoo kan gezorgd worden
voor een gelijkmatige verdeeling van de voedingstoffen in
het voedingsmedium en voor gelijke vochtigheid en temperatuur,
waardoor een meer uniform plantenmateriaal ontstaat.

Tot het verkrijgen van een inzicht in de wijze, waarop het
carotine- en het vitamine C-gehalte van de planten op de al of
niet aanwezigheid van de voor de plant noodzakelijke bodem-
bestanddeelen reageeren, werden planten gekweekt, waaraan
één of meer noodzakelijke componenten van het voedings-
medium niet of in onvoldoende mate werden gegeven, zoodat
de, uit deze kunstmatige storing van de levensverhoudingen
ontstane gevolgen ertoe konden leiden, de in het levende
systeem, ten aanzien van de vitaminevorming heerschende
wetten, op het spoor te komen.

Van de verschillende wijzen, die mogelijk zijn om een def-
cientie-plant te verkrijgen, werden de methoden toegepast,
waarbij gedurende den geheelen duur van den groei de be-
treffende component werd weggelaten, of waarbij deze inde
verschillende potten van een proevenreeks in opklimmende
hoeveelheid werd gegeven.

Daarbjj werd zoowel in kwartszand gekweekt als in zand-
gronden waarvan de analyse bekend was en die naast K- ea






