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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
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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
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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



32

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
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{behalve in één geval) P-gebrek ook eea te lagen kalktoestand
vertoonden, terwijl in alle gevallen een voedingsoplossing
volgens Kriiger werd gebruikt.

Om zekerheid te hebben omtrent de te verkrijgen resultaten,
moet de potproef aan eenige voorwaarden voldoen.

De potten moeten van een dergelijk indifferent en imper-
meabel materiaal gemaakt zijn, dat geen zouten in het zich
daarin bevindende medium kunnen diffundeeren en ook wuit
de oplossing geen zouten aan den wand gebonden blijven,
die bij een volgend gebruik hun invlced kunnen uitoefenen.
Voor de potproef komen dus uit hoofde van deze overwegingen
alleen aan beide zijden geglazuurde aardewerkvaten, ge-
emailleerde metalen vaten, of potten van indifferent glas in
aanmerking.

Tegen het opireden van een sterke periodieke en plaatse-
lijke verwarming door zonnestraling kan gewaakt worden,
door de potten groot te nemen en te voorzien van een glanzend
witte ‘buitenzijde, zooals bij de geémailleerde ijzeren Mitscher-
lich-potten. Bij de kleine potten kan het nadeel van de snellere
verwarming ook nog worden opgeheven, door dikwandig vaat-
werk te gebruiken, of hen van een isoleerende manchet te
voorzien,

Glazen vaten hebben het bijzondere voordeel tegenover
alle andere materiaal, dat zij doorzichtig zijn, zoodat men de
structuur van den ingevulden grond kan controleeren; een
nadeel is, dat de wortels tegen licht en warmte beschermd
moeten worden, wat weer kan gebeuren door een isoleerende
losse manchet (de Hudig-potten worden bovendien in een
witgeverfd houten kistje geplaatst) en ook wel door de potten
tegen elkander te plaatsen. De lichtinvloed behoeft niet zoo-
zeer schadelijk te zijn voor de wortels, doch bevordert den
groei van wieren. ' o

De grootte van de potten, die gebruikt moet worden, is in
de cerste plaats afhankelijk van het gewas, dat erin zal worden
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gekweekt; voor hetzelfde gewas kan deze grootte binnen
zekere grenzen sterk varieeren -~ volgens Lemmermann met
een factor 5 — zonder dat de opbrengst erdoor beinvloed
wordt. Ook betreffende de zaaiwijdte zijn o.a. door Hellriegel,
Wollny en Pfeiffer dergelijke resultaten vermeld, waarbij een
geringer aantal zaden per pot een in gewicht evengroote
oogst opleverden. Deze, voor cerealia geldende gegevens,
bleken gedurende het onderzoek ook voor de gebruikte proef-
plant op te gaan. Desniettegenstaande werd, om planten
van uniforme grootte te verkrijgen, wat in deze onder-
zoekingen van belang was, bij de kwartszandproeven de
door Pfeiffer aangeraden werkwijze gevolgd, waarbij de zaden
in gaatjes gelegd worden, die te voren met een schablone
gemaakt zijn.

Wat het aantal parallelpotten betreft, is het wvolgens
Mitscherlich noodig de proeven in viervoud te doen om
betrouwbare resultaten te verkrijgen. Dit is echter alleen nood-
zakelijk bij opbrengstproeven met graangewassen, waarbij
Mitschetlich met zeer groote aantallen potten werkt. Het
blijkt, dat met een klein aantal potten, door goede ver-
zorging bij zorgvuldig invullen en intens mengen, goed klop-
pende duplo’s kunnen verkregen worden. -

Bij het gebruikte zaaizaad moet, indien mogelijk, van een
zuivere lijn worden uitgegaan; de zaden moeten naar grootte
" worden gesorteerd en een algemeen gebruikt middel om uni-
forme individuen te krijgen, is de zaden te laten voorkiemen
en gelijke kiemplantjes uit te zoeken. Véér het voorkiemings-
proces wordt het zaad nog met een ontsmettingsmiddel be-
handeld om het optreden van schimmelziekten, met de daar~
aan verbonden afwijkingen, te voorkomen.

Na de ontdekking van v, Liebig, dat de plant minerale
voedselbestanddeelen wit den bodem opneemt, gebruikten
Knop, _Nobbe. Sachs en Hellriegel glazen vaten, gevuld met
gedestilleerd water waaraan zouten waren toegevoegd en
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slaagden erin in dit minerale medium hoogere planten te laten
ontkiemen en hun geheelen ontwikkelingscyclus te laten door-
loopen. Bij deze wiize van cultuur, de watercultuur, zijn on-
.controleerbare neveninvloeden het best uit te schakelen, doch
het bezwaar is, dat vele planten in dit milieu niet goed ge-
dijen en daarom is de zandcultuur, die het eerst door Hell-
riegel werd toegepast, in zwang geraakt. Hierbij wordt aan
de voedingsoplossing kwartszand toegevoegd, dat zelf indifferent
is, waardoor de planten een meer natuurlijk en beter geaéreerd
.wortelbed krijgen. De zandcultuur is op te vatten als een
overgang tusschen de watercultuur en de potcultuur met na-
tuurlijken grond.

Ovwerigens is de indifferentie van het kwartszand alleen tot
chemische factoren beperkt, physisch doet het zich, afgezien

- van den gunstigen invloed als wortelbed, gelden, doordat de
voedingsoplossing in een 6 tot 7 maal hoogere concentratie
gegeven kan worden en de planten dus een hoogeren osmo-
tischen druk verdragen (Zinzadze). Dit wordt waarschijn-
lijk veroorzaakt door adsorptie, die zich ook daarin laat
bemerken, dat de pH van oplossingen, zoodra zij met het
zand vermengd worden, naar de neutrale zijde verschuift.

Het te gebruiken kwartszand moet uiteraard wvrij zijn
van stikstofverbindingen, phosphorverbindingen, kalium, mag-
nesium, zwavel, calcium enz, en dit is meestal niet het
geval. Willfarth behandelt het daarom met sterk zoutzuur,
waarmede het langdurig gekookt wordt; het HC! wordt dan
uitgespoeld met water tot geen Cl-reactie meer optreedt en
daarna wordt het kwartszand uitgegloeid, omdat anders, hoe-
wel dit element niet meer in aantoonbare hoeveelheid aan-

~wezig is, bij de planten chloorschade optreedt.

Andere onderzoekers, waaronder Blanck, bevelen aan, het
kwartszand alleen met water te wasschen, omdat de nadeelen
van de zoutzuurbehandeling niet door het voordeel van de
grootere zuiverheid worden gecompenseerd.
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Lundeg;rdh gebruikte geklopte kwarts bij zijn proeven
over de voedselopname van de planten.

Bij de zandculturen moet, meer dan bij potproeven met
normalen grond, rekening worden gehouden met de beperkte
watercapaciteit en het opzuigend vermogen. Beide kunnen op-
gevoerd worden bij gebruik van een kleinere korrelgrootte,
doch daaraan is een grens, omdat het gevaar van dichtslaan
dan te groot wordt. De potten mogen niet te hoog worden -
om geen gevaar te loopen, dat het water uitzakt en zich op
den bodem verzamelt. ‘

" Ter betere adratic worden vaak één of meer, tot op den
bodem reikende, glazen buisjes in de potten gestoken.

Bij het invullen van den te gebruiken voedingsbodem, hetzij
kwartszand of normalen grond, het eerste steeds gemengd
met de voedingsoplossing om een gelijkmatige verdeeling
daarvan te verkrijgen en plaatselijk dichtslaan te voorkomen,
moet dit zoo geschieden, dat de structuur in den pot en bij
de verschillende potten onderling, overal gelijk is.

Bijna alle oudere onderzoekers over het onderwerp van
de kunstmatige plantenvoeding hebben een eigen, voor hun
proeven blijkbaar bijzonder geschikte voedingsoplossing ge-
bruikt en van dergelijke media zijn er dan ook zeer vele
beschreven ~ bekend zijn o.a. die van Knop, Sachs, Hellriegel
en Crone — zonder dat er evenwel een samenstelling, die voor
alle soorten planten goede resultaten geeft, gevonden is en
er dus één uit de vele als de beste aangemerkt kan worden.
- Bij de inrichting van de hier beschreven onderzockingen,
waarbij zoo te werk werd gegaan, dat, van een volledige,
zoogenaamde ,Normale” oplossing uvitgaande, zouten daaruit
werden weggelaten of in opklimmende mate in de verschil-
lende potten werden gegeven, bestaat altijd het bezwaar, dat
niet de concentratic van een enkel zout alleen wordt ge-
wijzigd, maar tevens de concentratie van de geheele oplossing
wordt veranderd en daarmede de osmotische deuk; boven-
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dien wordt, waar het in een proef zal gaan om den invioed
van het ontbreken van een kation te toetsen, ook mede het
anion weggenomen en omgekeerd. Dit bezwaar kan worden
opgeheven door in plaats van het weggelaten zout een ander
te geven, waardoor de totale concentratie en de osmotische
druk hetzelfde blijven, zooals bijvoorbeeld in de door Brea-
zeale beschreven oplossingen het geval is {Schropp): doch
dan verandert de samenstelling. Bovendien kan door het
weglaten van een bepaald ion, bijv. PO,””” de reactie van
het medium veranderen.

Volgens Mitscherlich heeft optimale plantengroei plaats,
wanneer de vochtigheid van den voedingsbodem 50—70 9%,
van de maximale watercapaciteit bedraagt; volgens andere
. onderzoekers ligt die optimum-vochtigheid nog hooger. lederen
dag of vaker, indien dat 's zomers tengevolge van de groote
verdamping noodzakelijk is, wordt het vochtgehalte op het
oorspronkelijke peil gebracht, door na wegen van de potten
het verloren gewicht met gedestilleerd water te suppleeren.
Het is daarbij volgens Wagner niet wenschelijk het water
alleen van onderen toe te voeren, door het bijvoorbeeld door
de aératiebuisjes te gieten, doch het moet ook bovenop ge-
geven worden, omdat anders een vergrooten van de zout-
concentratie naar de oppervlakie toe plaats heelt, tengevolge
van de uitdroging van de bovenlaag: om dit tegen te gaan,
wordt de pot ook nog met kralen of schilfers van indifferenten
steen bedekt, hetgeen tevens den groei van wieren aan het
oppervlak tegengaat. '

Bij het gebruik van natuurlifken grond in de potproeven,
zooals dat het eerst door Wagner werd gedaan, moet deze
gezeefd en gemengd worden om de noodzakelijke homogene
constitutie te verkrijgen; de natuurlijke gesteldheid van den
bodem wordt daardoor echter geheel verstoord en daarom
al zijn dergelijke proeven niet onmiddellijk met de veldproef
vergelijkbaar, afgezien nog van het kunstmatige waterregime.
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Bovendien is de hoeveelheid grond, die per plant beschik-
baar is, in de potten veel kieiner dan in het vrije veld, waar-
door de planten in staat schijnen te zijn in de potculturen
relatief aanzienlijk meer voedingsstoffen op te nemen. Mit-
scherlich past daarom voor K- en P-proeven altijd een ver-
dunning met glaszand toe van 1 op 5.

Van den gebruikten grond moet bekend zijn, in welke -
mate hij die ionen voor de plant beschikbaar kan stellen, die
in het onderzoek betrokken worden. Aan een dergelijken
grond moet voor de ,Normale” gevallen ook een voedingsop-
lossing gegeven worden.

Als de planten tot vollen wasdom gekomen zijn, worden
zij mwet een schaar van de potten afgeknipt en wordt de op-

brengst bepaald, waarna de verdere analysen verricht kunnen
worden,

In de eigen onderzoekingen werd in de eerste plaats ge-
bruik gemaakt van kwartszandculturen, waarbij de proefplant
gekweekt werd in aan beide zijden geglazuurde porceleinen
-potten van 500 cc inhoud, gevuld met zuiver uitgespoeld
glaszand van de glasfabriek Leerdam, zooals behandeld en in
gebruik aan het Laboratorium voor Landbouwscheikunde te
Wageningen. Als voedingsoplossing werd gebruikt een op-
lossing volgens Kriiger, uit het Laboratorium van Hellriegel,
die’ de volgende samenstelling heeft:

CaHPO,. 2aq . . . 1,200 g (slecht oplosbaar)

MgSO,. 7aq . . . 0,688

+

KCG ... .... 0552,

NH,NO, . . . .. 0,752 ,, of

NaNO, . . . . . . 1,650 ,, '

aqua dest. . . . . 1000 " pH =72

Bij het kweeken van de gebreksplanten werden ‘componen-
ten uit deze oplossing weggelaten en werd de vermindering
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in totale concentratic en van osmotischen druk op den koop
toe genomen.

Voor het vullen van de potten werd het zand, waarvan
per pot ongeveer 700 g noodig was en dat gedurende eenige -
uren in een opstijgenden waterstroom van organische resten
en fijn materiaal was gereinigd en daarna gedroogd, innig
gemengd met het onoplosbare CaHPQO,.2aqg en daarna met
125 cc van de voedingsoplossing, die voor de proef in aan-
merking kwam, om eeri gelijkmatige verdeeling daarvan te
verkrijgen en een plaatselijk dichtslaan van het zand te voor-
komen. Het invullen geschiedde laagsgewijze, waarbij het
inklinken verkregen werd door de potten op een hardrubber
onderlaag aan te stooten. In de potten werden aan de peri-
pherie, tegenover elkaar, twee van het oppervlak tot aan den
bodem reikende buisjes met schuin afgesneden ondereinde en
1 em in doorsnede, geplaatst. In het oppervlak werden,
met behulp van een schablone, 10 ondiepe gaatjes gemaakt,
waarin de voorgekiemde zaadjes werden gelegd, die véor het
ontkiemen gedurende 21/, uur met een 0,259 oplossing van
het ontsmettingsmiddel ,,Uspulun” behandeld waren. Daarna
werd het potje bedekt met een laagje indifferente steenschilfers,
zooals in gebruik aan het Landbouwscheikundig Laboratorium
te Wageningen.

Een ander deel van de proeven werd gedaan met natuur-
lijken grond, zoowel in Mitscherlich-potten van 5,65 | inhoud
als in glazen Neubauer-bakjes van 0,56 1.

De gebruikte natuurlijke gronden, waarvan hieronder enkele
gegevens volgen, waren: een humuszandgrond van Borger-
Compagnie, een phosphorarme grond van Emmer-Compascaum
en een arme boschgrond van het landgoed .,De Dorskamp”,

Grond van Borger-Compagnie

Humus . . . 1259
Kalktoestand . —11
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P.getal . . . 9 (voldoende, geen P,0O;-bemesting

noodig)

KO .... 15mgp 1 g gloeiverlies bij perco-

latie met 0,1 n HCI (onvoldoende)
MgO. . .. spoor
pH. . . .. 5.15

Grond van Emmer-Compascuum
Humus . . . 5.7 %
P-getal . . . 25 (onvoldoende}
pH. . . .. 4,15
Dorskampgrond

Humus P 3.5 0/0
Kalktoestand . —16

P-getal - . . O

K-getal . . . 11 {onvoldoende)
Deel < 2 n 5.2 %,

Deel <10 , 7.5%

pH. . . .. 53

Waarbij kalktoestand staat voor: Het aantal kg kalk (CaO),
dat. toegevoegd moet worden per 1000 kg humus om een
pH van de grondsuspensie == 6,5 te bereiken (Hudlig).

P-getal: Het aantal mg P,0O; voorkomende in het, ge-
~durende 24 uur bjj 50° C. verkregen, waterig extract (1 : 10}
van 100 g luchtdrogen grond (Methode Hetterschij).

K-getal: Het aantal verdeelingsstreepjes ') van een haema-
tocriet waarover het neerslag van K,Na-cobaltinitriet zich uit-

steekt, dat verkregen wordt in een waterstofperoxyde-extract
van een hoeveelheid grond, die | g humus bevat.

(Volgens Hamburger, zie Arrhenius u. Riehm).

Y} 1 verdeeling van een haematocriet komt overeen met 0.09 mg KO-
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Bij de proeven met natuurlijke gronden werden deze eerst
gemengd en gezeefd en, na bevochtigd te zijn, laagsgewijze
ingevuld en zacht aangedrukt om een gelijkmatige structuur
te verkrijgen.

In plaats van de bij de kwartszandproeven gebruikte aératie-
buisjes, werd hier in de potten een cylinder van kwartszand
centraal aangebracht, die voornamelijk diende, om bij de water-
gift een gelijkmatige verticale verdeeling van de vloeistof te
bewerken. De aératie is bij den natuurlijken grond beter,
terwijl bij de Mitscherlich-potten het feit, dat zij van onder
. open zijn en bij de Neubauer-bakjes de geringe hoogte, een
tweede reden geven om de aératiebuisjes achterwege te laten.
Aan deze gronden werd ook de Krigersche oplossing gegeven
zooals hiervoor beschreven is, omdat zij van alle voor de
planten noodzakelijke bestanddeelen te weinig bevatten en
alleen de meer gunstige physische gesteldheid en het adsorptie-
vermogen boven zand voorhebben. (Dit geldt niet volledig
voor den grond ,Borger-Compagnie”’, die voldoende P;O;
bevat). Bovendien moesten zij met behulp van kalk op een
voor de proefplant geschikte pH gebracht worden.

Betreffende het een en ander zullen de cijfers bij de be-
schrijving van de verschillende proeven gegeven worden.

De behandeling van deze proefpotten met natuurlijken grond
was overigens gelijk aan die van de kwartszandpotten.

De regeling van het waterregime geschiedde, door na wegen
het ontbrekende aan het oorspronkelijke gewicht met gedes-
tilleerd water te suppleeren, waarbij in de kwartszandculturen
het water zoowel door de buisjes als onmiddellijk op het op-
pervlak werd gegeven en bij de culturen met natuurlijken grond
het begieten op den kwartszandcylinder plaats had, De kwarts-
zandculturen werden op deze wijze op 809, van de totale
watercapaciteit gehouden.

Als proefplant werd in alle gevallen Spinacia oleracea, de
spinazie, gebruikt, een éénjarig, tweehuizig gewas, dat snel
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eri onder verschillende omstandigheden kan groeien en een
belangrijke hoeveelheid carotine en vitamine C bevat.

Voor een deel van de proeven werd het zaad (Nunhem’s
Schietvrees Scherpzaad) welwillend verstrekt door Professor
Sprenger van het Laboratorium voor Tuinbouwplantenteelt
te Wageningen, waardoor een groote zekerheid bestond
omtrent de zuiverheid. Later werd ook rondzaad gebruikt,
zooals in gebruik aan het Laboratormm voor Landbouw-
scheikunde te Wageningen.

De spinazieplanten eischen een hooge pH (szmerley) en
verdragen de reactie van het gebruikte voedingsmedium dan
ook zeer goed. Gedurende den groei werden de proefpotten
in de kas geplaatst.

De planten konden voor de analyse geoogst worden als
zij in den rozetvorm een voldoende grootte hadden bereikt,
welke op het oog beoordeeld werd en waarbij de grootte
van het blad, zooals het op de tuinderij gesneden wordt, als
criterium gold. In de kwartszandproeven blijven de planten
echter in het algemeen kleiner en bij langer wachten, vooral
bij warm weer, komt de spinazie in bloei, gaat schieten,
waarbij het vitamine C-gehalte aanzienlijk terugloopt.

TABEL 5
Planten van gelifken | ©~ mg vit. C per 1 g
ouderdom versch materiaal
bioeiend 0.2 T 0,18
niet bloeiend 0,41 0.50

Na den oogst werd de opbrengst gewogen en daarna
moesten de planten tot de analyse bewaard worden in de
fjskast, in een gesloten flesch met vochtige watten, om een
terugloopen van het gehalte aan vitamine C, dat bij bewaren
optreedt, zooals hiervose vermeld, te voorkomen.




HOOFDSTUK IX
CRITISCH LITERATUUROVERZICHT

Lang v6or de identificatie van carotine als het provitamine
A, werden er al onderzoekingen gedaan over den invloed
van de vruchtbaarheid van den bodem op het pigmentgehalte
van de plant, dat toen alleen in zijn belangrijke functie van
assimilatieapparaat de aandacht trok. En hoewel uit dien
hoofde vrijwel vitsluitend de groene pigmenten, het chlorophyl
@ en f, in het middelpunt van de belangstelling stonden,
werden ook eenige malen carotine en xanthophyl mede be-
paald, omdat deze beide kleurstoffen bij het assimilatieproces
betrokken schenen.

Ville (1889) was misschien de eerste, die quantitatieve
bepalingen deed over den invloed van de vruchtbaarheid
van den bodem op het pigmentgehalte van de plant.

De eerste onderzoekingen betreffende het chlorophylgehalte
van de plant in verband met den invloed van kunstmest-
stoffen, werden waarschijnlijk uitgevoerd door Wiodek.

In 1929 ging Scherz bij eenige planten de seizoen-
variaties na, die de chloroplastpigmenten kunnen ondergaan
en kwam tot de conclusie, dat die voor carotine vrijwel nihil
ziin en alleen voor xanthophyl in geringe mate in October
optreden. De waargenomen vermindering zou misschien daar-
mede verklaard kunnen worden, dat in QOctober de bladeren
reeds gaan vergelen, waarmede, volgens Kuhn en Brockmann,
in- aanzienlijke mate verestering van het xanthophyl gepaard
gaat. Bij de door Scherz gevolgde bepalingswijze worden
deze xanthophylesters echter bij de verzeeping van het chlo-
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rophyl gesplitst en later als xanthophyl bepaald, zoodat de
vermindering van het xanthophylgehalte aan nog verder
gaande omzettingen geweten moet worden, zooals deze reeds
vermeld werden door Willstitter en Stoll en later door Kuhn
en Brockmann. :

Scherz heeft tevens zijn aandacht geschonken aan den
invloed, die K-, P- en N-meststoffen uitoefenen op het pigment-
gehalte van de planten en wel in proeven met aardappelen
en katoen, waarvan hij, met behulp van zijn hiervodr ver-
melde analysemethode, voornamelijk het chlorophylgehalte
bepaalde en in enkele gevallen ook carotine en xanthophyl
Een deel van zijn proeven is echter waardeloos, omdat hij
de te analyseeren bladeren in de zon droogde, waardoor groote
carotineverliezen optraden. Naar aanleiding van de enkele
proeven waarvoor dat bezwaar niet gold, kwam hij. tot de
conclusie, dat een hoogere N-bemesting een vergrooting van
het carotinegehalte ten gevolge heeft.

De eerste onderzoekingen met betrekking tot de schomme-
lingen van het vitamine C-gehalte in planten als gevolg van
de bemesting zijn waarschijnlijk- van v. Hahn en Gérbing.
Zij gebruikten de biologische bepalingsmethode met caviae,
en wel zoo, dat zij de minimumdosis van het op C-waarde
te testen plantenmateriaal zochten waarbij de caviae nog
juist een weinig ziek werden. In hun proeven leggen zij zeer
" den nadruk op het belang van den kalktoestand. De proef-

planten werden verkregen van perceelen ,Onbemest” en
met dubbele mormale bemesting, benevens van perceelen,
die een drievoudig verhoogde gift kregen van één van de
componenten N, P of K, terwijl deze proefvelden in drie-
voud werden aangelegd, bij drie kalktoestanden van den
bodem, respectievelifk in zuur, neutraal en alcalisch gebied.

}E}LSHD;OEEPIant werd door hen ook de spinazie gebezigd.

ezwaar tegen de door hen gevolgde methode is, dat .
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de spinazie in éénmaal gezaaid werd, waarmede gedurende
de geheele proef (50 dagen) de dieren werden gevoed, terwijl
de perceelen, die een niet toereikenden oogst opleverden, nog
eenmaal bezaaid moesten worden, zoodat dan een deel der
- caviae planten van anderen ouderdom kregen. Het materiaal
was dus gedurende de proef niet geheel vergelijkbaar. Dit
geldt overigens alleen voor de eerste proevenserie, omdat in
de tweede proevenreeks de spinazie op kleinere perceelen,
met een week tusschenruimte gezaaid werd, zoodat geregeld
jonge planten beschikbaar waren.

Een grooter bezwaar tegen de eerste proevenreeks is ge-
legen in het feit, dat de hoeveelheid spinazie, die als aati-
scorbuticum aan de proefdieren werd gegeven, en wel in twee
series respectievelijk van 0,5 g en 1 g per dag, te groot
was, waardoor de gewichtscurve van de proefdieren in beide
series meestal nog boven die van de contréledieren ligt, die
2 cc sinaasappelsap kregen. Hoe dus uit deze proeven, waar
het vitamine C dus in geen van de gevallen in het minimum
was, conclusies kunnen worden getrokken is niet geheel duide-
liik en deze zijn te meer zeer moeilijk te beoordeelen, daar
nergens het aantal proefdieren vermeld staat, noch de voor-
behandeling, die deze hebben ondergaan om bij den aanvang
van de proef een ongeveer gelijk vitamine C-niveau bij de
verschillende individuen te bereiken.

In de tweede proevenserie werd aan alle dieren dezelfde
hoeveelheid spinazie per dag gegeven en wel 0.3 g, waar-
door in alle gevallen de gewichtscurve van de proefdieren
in vergelijking met de contrdledieren, die hier ook 2 cc
sinaasappelsap kregen, sterk daalde. Uit den aard en de snel-
heid van deze gewichtsafname trokken v. Flahn en Gérbing
hun conclusies, die in verband met de schaarsche gegevens
verreikend schijnen en die daarop neerkomen, dat bij uitge-
balanceerde bemesting een maximaal vitamine C-gehalte ver-
wacht mag worden, indien de kalktoestand, die van zeer grooten
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invloed is, hoog wordt gehouden. Verder besloten zij, dat
een éénzijdige verhooging van K-, P- of N-bemesting tot een
vermindering van het vitamine C-gehalte moest leiden.
Terwijl in de eerste proevenreeks, zooals gezegd, de giften
van het te onderzoeken miateriaal in alle gevallen te hoog
waren en de resultaten niet betrouwbaar, waren de doses in
de tweede proevenreeks aanzienlijk te laag, waardoor bij alle
dieren scheurbuik optrad. Daar er geen reeksen contréledieren
aangehouden werden, waarbij met een te geringe dosis sinaas-
appelsap een bepaalde graad van scheurbuik werd opgewekt,
doch alleen contréle’s, die volkomen scheurbuikvrij waren,
ontbreekt voor de gewichtscurven van de verschillende spinazie-
proeven cen waardemeting anders dan door onderlinge ver-
gelijking. De onderlinge verschillen zijn bovendien niet van.
dien aard, dat zij niet met meer waarschijnlijkheid als ver-
oorzaakt door spreiding, bij het niet vermelde en dus waar-

schijolifk geringe aantal proefdieren, aangemerkt kunnen
worden.

Na een aantal voorloopige mededeelingen publiceerde Vir-
tanen met medewerking van v. Hausen en Saastamoinen.
eenige chemische onderzoekingen over het vitamine C- en
het carotinegehalte van planten onder verschillende omstan-
digheden. .

De carotinebepaling geschiedde volgens Willstitter, terwijl
de hoeveelheid ascorbinezuur gemeten werd volgens de oor-
spronkelijke methode van Tillmans, waarbij aanzienlijke fouten
kunnen optreden, zooals door Virtanen zelf ook vermeld wordt.

Hij vangt aan met eenige gegevens betreffende de schomme-
ling van het vitamine C- en het carotinegehalte gedurende
den groei van de plant, waarbij tarwe en erwten als proef-
object gebruikt werden en vond voor carotine een groot
verschil tusschen minimum en maximum gehalte per gram
substantie, met voor tarwe een top vGOr en voor erwiteit
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een top kort na den bloei. Het vitamine C-gehalte, dat ook
sterk varieerde, vertoonde eveneens bij tarwe een top voor
en bij erwten een top nd den bloei. Afgezien van de vraag,
of deze gegevens volkomen betrouwbaar zijn, blijkt toch wel,
dat het voor het verkrijgen van vergelijkbaar cijfermateriaal
noodig is planten te analyseeren, die in ongeveer hetzelfde
physiologische stadium verkeeren.

Met haver, tarwe en erwten als proefplanten deed hij
onderzoekingen betreffende den invloed van de bodemacidi-
teit op het carotine- en vitamine C-gehalte. Het feit, dat hij
de kwartszandculturen met zwavelzuur op de gewenschte pH
bracht, zonder te vermelden hoe hij die culturen, waarin de
plant altijd zeer verregaand de pH kan modificeeren en aan
eigen behoeften kan aanpassen, op de gewenschte aciditeit
hield, is eenigszins verwonderlijk.

Uit de proeven bleek, dat zoowel het carotine- als het
vitamine C-gehalte een maximum vertoonen bij de voor den
groei optimale pH — 6,5, terwijl het gebied, waarover de
proeven liepen, zich uitstrekte van pH 4 tot pH 7. De mogelijk-
heid blijit natuurlijk bestaan, dat een deel van de verkregen
resultaten eerder aan SO,"-schade te wijten is. In het alge-
meen is het beter bij dergelijke aciditeitsproeven niet van het
slecht bufferende kwartszand gebruik te maken, doch van
een natuurlijken zuren grond, die dan met kalk op een hoo-
gere pH gebracht kan worden.

Wat de invloed van de N-gift op het gehalte der planten
aan beide vitaminen aangaat, wordt, naar aanleiding van het-
geen door v. Hausen met erwten gevonden werd, mede-
gedeeld, dat de planten beter groeien en ook meer vitamine C
en carotine maken naarmate een N-bron beter voor hen
toegankelijk is. De proeven waren zoo ingericht, dat de
‘planten in steriele zandculturen respectievelijk asparaginezuur,
KNQ;, glutaminezuur, (NH,),SO,, caseine, asparagine, alanine
enz. kregen. De uitkomsten wijzen inderdaad op een corre-
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latie tusschen vitaminevorming en beschikbare opneembare
hoeveelheid N. Daarom is het des te merkwaardiger, .dat
zij bij verboogen van de concentratie van eenzelfde N-
bron géén uitwerking waarnemen, Over de P- en K-bemes-
ting vermelden zij, dat elke verhooging van de gift boven
wat voor optimalen plantengroei noodzakelijk is, een vermin-
deting van het vitaminegehalte ten gevolge heeft.

In den loop van het eigen onderzoek kwam de publicatie
van Pfiitzer en Pfaff uit, die bij verschillende groenten onder-
zochten, welken invloed de bemesting heeft op het carotine-
en vitamine C-gehalte, Zij gebruikten chemische bepalings-
wijzen en maten voor carotine de blauwkleuring met SbCls,
nadat zij het petroleumaetherextract van het met alcoholische
loog gekookte plantenmateriaal, dat daarna nog met methanol
was gewasschen, hadden afgedampt en de pigmenten in chloro-
form hadden opgenomen. Zij rekenden de gevonden waarden
niet op carotine om, omdat op deze wijze ook nog andere

stoffen bepaald worden.
~ In andere gevallen pasten zij de methode van Kuhn en
Brockmann toe, waarbij de hoeveelheid carotine in petroleum-
aether colorimetrisch bepaald wordt tegen een standaardop—
lossing van azobenzol.

Voor de vitamine - C-bepaling werden de fijn gesneden
plantendeelen met verdund azijnzuur gekookt en het filtraat
met 0,001 n 2,6 dichloorphenolindophenol (gesteld met Mohr's
zout in Na-oxalaatbuffer), onder toevoegen van Na-acetaat
tot pH 56—6,5, tot blauwkleuring getitreerd. Ook hier
werden de gevonden waarden niet op vitamine C omgerekend.

Hoewel tegen de gevolgde werkwijze voor de bepaling
van het carotinegehalte weinig bedenkingen zijn, kan dat van
de methode, die bij het vitamine C-onderzoek toegepast werd
niet gezegd worden. In de eerste plaats is het stuksnijden
van de planten, zoolang dat niet in sterk zuur milieu ge-
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beurt, geheel verkeerd, omdat daardoor oxydase vrijkomt
en vitamine C reversibel wordt geoxydeerd, hetwelk bij de
gevolgde meetmethode niet wordt bepaald (v. Eekelen). Boven-
dien is ook de wijze van titreeren, in een milien met een
pH 5,6-6,5, onjuist, omdat in dit geval mede o.a. glutathion
en pyrogallol den indicator reduceeren, zooals vermeld werd
‘door Harris en Ray, waarom ook in de eigen onderzoekingen
getitreerd werd in het, door hen aangeraden, trichloorazijn-
zuurmilieu, : I

Bij hun cultuurproeven maakten Pfiitzer en Pfaff gebruik
van een humuszandgrond met veel N- en weinig P- en K-
behoefte en gingen van de gekweekte planten zoowel voor
carotine als voor vitamine C de verschillen na, die optraden
onder invloed van verschillende stikstof bemestingen of tusschen
volledig bemeste en onbemeste perceelen.
~ Door volledige bemesting en vooral door N-bemesting trad
een vergrooting van het carotinegehalte van de verschillende
proefplanten op (roode kool, spruiten, suikerbietenbladeren,
groene kool, pieterselie en spinazie), terwijl er een parallel
gevonden werd tusschen het carotine- en het chlorophylge-
halte van de bladeren.

Voor vitamine C vonden zij geen toename onder invloed
van de bemesting; éénzijdige N-gift had bij spinazie zelfs een
daling van de titratiewaarde ten gevolge.



HOOFDSTUK X

BESCHRIJVING EN RESULTATEN VAN DE
o ONDERZOEKINGEN

a. Oriénteerende proef.

Allereerst werd een oriénteerende proef genomen, waarbij
de planten in kwartszandculturen de voedingsoplossing volgens
Kriiger kregen, waaraan respectievelik K, Mg, Ca of N
ontbrak. Daarnaast werden potten aangehouden, waarin de
volledige oplossing gegeven werd. _

Het onderzoek ging over 23 potten, ieder met 700 g kwarts-
zand + 125 cc water.

De verschillende giften per pot waren:

Ca-gebrek K-gebrek

NHNG, . ... 00% g NHNO, . ... 00%g

K ...... 0.069 ., .

MgSO,.7ag . . 0,086 , MgSO,.7aq . . 0,086 .

NagHPO4 e e e 0.150 " CaHP04 .Zaq P 09150 ”

N-gebrek Mg-gebrek :
NHNQ, . . .. 0094g

KC ... ... - 0,069 ¢ KCl ... ... 0,069 ..

Mg80,.7aq . . 0,086 ,

CaHPO,.2aq. . 0,150 ,, CaHPO,.2aq . . 0,150 .
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Normaal

NH,NOQO; . 0,094 ¢
KC . ..... 0069,
MgSO,.7aq . . 0,086 ,,
CaHPO, .2aq . . 0,150 ,,

Na 24 dagen werden bij den oogst, met de daarop volgende
analysen de onderstaande resultaten verkregen:

TABEL 6
Opbrengst Carotine, Vit. C.
Behandeli Habit 100
AR | blad per pot e vet?;clflb%ad x?;gsc/h blzgi

Ca-gebrek . 4 g normaal 29 31
K-gebrek 1, klein, donker,

dorre randen 67 46
N-gebrek 1,1 klein, lichte

kleur, steil 7 29
Mgq-gebrek . 2 ., lichte vlek- ‘

ken op blad 34 31
Normaal 4 normaal 31 33

CAROTINE GEHALTE VAN

SPINACIA OL. BY VERSCHIL-

LENDE BEMESTING ,..,(,,\n-r_c/moe.
80 -

40 4

40

VIT.C GEHALTE VAN
SPINACIA OL.BY VERGCHIL -

LENDE BEMESTING

20 4

ear 6.
8o
60 4
40 -
204

¥

‘%

w

[t

J

NORMAAL

Ca GEBREK

NORMAAL

Mg
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Commentaar

Uit de gegeven uitkomsten blijkt, dat Ca en Mg onder
deze omstandigheden geen invloed uitoefenen op het gehalte
“van de planten aan de beide bepaalde stoffen, terwijl K en
N bij aanwezigheid respectievelijk een daling en een stijging
van het carotinegehalte veroorzaken. Bovendien levert de
aanwezigheid van K, planten met een iets lager vitamine C-
gehalte op. !)

b. Proeven met stikstofbemesting.

1

Een potproef over 11 Mifscherlich-potten, gevuld met grond
van Borger-Compagnie. De potten kregen alle dezelfde be-
handeling, met uitzondering van de N-bemesting, die in op-
klimmende mate gegeven werd en wel in 5 potten opklimmend
orgapische N-mest, waarbij de N uitsluitend in den vorm van
geadsorbeerde NH’, aanwezig was en in 5 potten opklimmend .
* een mengsel van Ca(NQj), + NH,NO, met gelijke hoeveel-
heden stikstof. De verdere bemesting werd gegeven volgens
Kriiger, met uitzondering van het phosphaat, daar het phos-
phorzuurgehaite van den gebruikten grond voldoende is.

De verschillende stikstofgiften per pot waren:

Organisch Anorganisch
1. 0 g .

2. 0166 , 7. 0127 g
3. 0274, 8. 0,266 ,,
4. 0483 . -9, 0403 ,
5. 0,661 ,, 10. 0,628 ,,
6. 0,856 ., 1. 0,728 ,,

1} In dit en in alle volgende gevallen waar gesproken wordt over ,toe-
nemende giften van voedingszouten”, “wordt deze toename slechts geacht te

gaan tot de grens waar een verdere vergrooting van de zoutgift den planten-
groei nadeelig beinvicedt. :



59
Uit de analysen werden de volgende cijfers verkregen:

TABEL 7

Organische N-bemesting

N Carotine. Vit. C. mg/100 g
o8 ¥/1 g versch blad versch blad
1 16 49
2 25 1?2
3 35 - 33
4 38 37
5 38 29
6 33 25
TABEL 8
Anorganische N-bemesting
Nos Carotine. Vit. C. mg/100 g
7/1 g versch blad versch blad
1 16 49
7 31 31
8 38 28
9 42 24
10 53 28
11 64 23
IL,

Fen potproef over 40 Neubauer-bakjes. waarin zoowel het
effect van N~ als van P-bemesting werd nagegaan.

Grond: Emmer-Compascuum met 1,3 g CaCO,.

Grondbemesting: Bij aanleg gegeven:
KCl. . ... 100 mg
MgSO,.7aq. 30 "
Borax . . .. 025
MnSO, .7 aq . 0,125
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Valling: 50 g glaszand met 10 cc water
450 g grond met 50 cc water

S kb s ek
LAl e

16.
17.
18.
19.
- 20.

R e R i el

Bij het zaaien nog 50 g vochtige grond en

geen N

water voor de zandzuil.

125 .,

geen N
”
*t

Lid

25 mg N,

75
125
25
75
125
25
75
125
25
75
125

»

”n

"

BEMESTINGSSCHEMA

, geen P
25 mg N,
75,

15 mg P,O; als

30
45
60
15
15
15
30
30
30
45
45
45
60
60
60

”

r

"

1"

E

10 cc

26,62 mg Ca(H,PO,)

53,24
79,86

., 106,48

26,62
26,62
26,62
53,24
53,24
53,24
79.86
79,86
79,86
106,48
106,48
106,48

"

"

14

Dit bemestingsschema werd in duplo uitgevoerd, waarbij

de eene maal de stikstof in den vorm van NH,NO, werd
gegeven en de andere maal in den vorm van een humusstof,

waaraan de N, uitsluitend als NH,’, geadsorbeerd was.

Bij de analysen, na anderhalve maand, werden de volgende

resultaten verkregen:
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TABEL 9
Anorganische N-bemesting .
Carotine. Vit. C. Ca;?lt;ne. m\;}tl. O::):_g
Nos. Y{lg mg/100 g _
versch blad versch blad ver scl}; blad verscll)l blad
1 37 56 24 —
2 65 73 - -
3 80 90 70 101
4 67 90 —_ —
3 36 72 — -
6 34 74 — -
7 35 58 . 20 56
8 27 61 - -
9 40 74 24 84
10 107 94 _ -
11 96 81 82 %6
12 46 72 - ~
13 73 75 73 29
14 103 116 Pt i
15 51 .76 36 65
.’ 88 20 82 103
17 63 105 69 106
18 49 86 - o0
H 73 113 67 109
20 - 71 97 o e

1) cijfers van duplobepating.
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TABEL 10
Organische N-bemesting
Carotine. Vit C. Ca;?lt;m- m‘;;tl.og.g
Nos. ¥itg mg/100 g
versch blad versch blad VEFSCII')I blad versc]}): blad
1 2 71 28 —
2 65 107 - —
3 71 119 — -
4 95 119 83 114
> 30 80 - _
6 26 80 2 ~
7 33 63 - -
8 26 59 26 —
9 38 87 - -
1L 87 116 — ®
13 63 102 - >
14 75 103 84 102
15 44 69 i 02
17 71 125 > 2
18 41 70 - =
19 63 117 61 ot
20 &7 130 95 o

- U cijfers van duplobepaling.
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Het verloop van het carotine- en vitamine C-gehalte ten
gevolge van de organische N-bemesting, bij de verschillende
- P,O;-giften, wordt in de volgende 5 tabellen duidelijk:

TABEL 11
O mg PO,
. . Carotine, Vit. C.
Carotine. Vie. C.
oo / 7lg | m/loo g
Nos. | mg N 71 g mg/100 g
versch blad | versch blad versch blad | versch blad
1) 1)
1. 4] 26 71 28 —
2 25 65 107 p— —_
3 75 71 119 _— e
4 125 95 119 88 114
CAQOTINE VIT. L
Om.G. P05 , ' O m.G. PO,
Fanfa. ".6.UITC /100G,
120 = 120 -
100 - oo
50+ 80 4
60+ 60 ~
404 40 =
ZO-I 20
O 2% 7> 125 maNoRa, o WS 75 125 maNoRg.

Y cijfers van duplobepaling.
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Y} cijfers van duplobepaling,

TABEL 12
15 mg P105
Carotine Vit C Carotine. Vit. C.
’ o lg mg/100 g
Nos. ! mg N ¥/l g mg/100 g 4
. lad
versch blad | versch blad versc};) blad versc}:) bla
3 0 30 80 — -
9 25 38 87 — —
10 75 77 95 59 85
11 125 87 116 ~ —
CAROTINE ViT. ¢
iSm6. P, 0 15 1M.6. 9, Os
Feargre, MG.VIT.C. /1006,
120 4 1204
100- 1001
804 8o
. 60- 60 -
40 1 404 \
20 - 20
O 25 75 128maNoRs, © 29 75 125 m.GMNERE.
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TABEL 13
30 meg PgOs,
Carotine. Vit, C. Car;’ﬁne' Vitl.OC.
Nos. | mgN | #/lg mgitoo g | 7 1 9 mg/ 0
versch blad | versch blad VEI'SCI) blad Vers":l) bla
6 0 26 80 26 —
12 .25 33 63 -39 59
13 75 63 102 — —
14 125 75 103 84 102
CAROTINE !IT. _C_
30 m.6. P, 05 30 m.6.P.Og
Xcm./m M.G.VIT.C/IOGG.
120 = 120
100+ 100 -
&0 4 80
60 &0
L0 4 40
20 1 201
Q@ 25 75 125 mG. N oRe, 2% 75 125m.6.N ORs,

Y cijfers van duplobepaling.
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——— e

Y) cijfers van duplobepaling.

TABEL 14
45 mg Pgos
Carotine. Vit. C. C;;ft;ne. mZ/lIO(? .g
Nos, | mg N 7/l g mg/100 g 1ad
versch blad versfch blad vers::l:) blad verscll'x) bla
7 0 33 68 —_ —_
15 25 44 69 — —~
16- 75 65 92 63 79
17 125 71 125 — -
CAROTINE WVIT, €
| 45M.G.P,0 45 m.G. P20
- dearfic. e .6.VIT.C/A00G
120 1 120 -
1004 00 4
ao 4 a0
Ch 60 -
40 4“0 4
.20 -
e 20 4
0 2% 75 125 m.c,.No_g__.“ o 25 75 25m6.N s
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TABEL 15

Y} cijfers van duplobepaling,

60 mg P,O;
Carotine. Vit. C. C;;f tine. V;;O(? '
g mg, g
Nos. mg N v/l g mg/100 g versch blad | versch blad
versch blad | versch blad 3 )
8 0 26 59 26 —_
18 25 41 - 70 —_ —
19 75 63 117 61 103
20 125 87 130 95 ——
CAROTINE VIT. €
. &0 m.G.P; 05 ) 60M.6.P20s
Fear./16. ' M.G.\m.c/woq :
120 - 120 4
100 100 4
8o 4 80 4
60 60
40 4 40 -
20 4 20 4
25 75 125 m.G.N oRg, o 25 75 125 m.GN ORG,


http://60M.CI.P505
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Het verloop van het carotine- en vitamine C-gehalte van
de proefplanten tengevolge van anorganische N-bemesting,
wordt ‘door de 5 volgende tabellen voorgesteld:

TABEL 16

0 mg P;Oa
Carotine, Vit, C. C;F].otine. V;;bocg
Nos. N 1 100 e mg
os 08 j;lh 11 d vmgf:h blg d versch blad | versch blad
versc al eT s a ]) 1)
1 0 37 56 24 —_—
2 -25 65 73 —_ —
3 75 80 20 70 101
4 125 67 a0 — —_—
- CAROTINE VIT. C
O m.G P;¢ Q0 ma RO
¥car /16, e #-G.VIT.C /1006, " :
1204 1209 .
100 4 100
80 4 B0
60 60+
40 A 40 4
20 - 20 1
© 25 75 125nGNANORG, o 25 75 125 m.GNANDR

——— e

Y} cijfers van duplobepaling.
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TABEL 17
15 mg P,0;
Carotine Vit, C Carotine, Vit. C.
Nos. | mg N Yl g mg/100 g g lh gb] i mg/ lhocl)algd
versch blad | versch blad “’r“l) a Veml} a
5 0 36 .72 —_ —_
9 . 25 40 74 24 84
10 75 107 94 — ~
11 125 96 81 82 76
CAROTINE Vir. €
19 M.6. Py O3 15 1.6.P05
oean./16. MGNIT. C /1006,
120 120 -
]
1004 100 A
80 - 80 4
60 60
40 4O 4
20 20 4
o 25 73 125 ngNANORg. e 25 75 125 maNanorg.

Y cijfers van duplobepaling.
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Y} cijfers van duplobepaling.

15 75 125 m.g.N ANORS,

TABEL 18
30 mg P,Q;
. ine. it. C.
Carotine. Vit. C, C;;;) t;ne m::/ll(){) g
Nos. | mg.N ¥l g mg/100 g lad
versch blad | versch blad versclll) blad verscl]l} bla
6 W) 34 74 - -
12 25 46 72 — _—
13 75 73 75 73 89
14 125 103 116 — —
CAROTINE T
' 30 M.6.0305 - %::%.P;O;
sean/ve, n.G.VIT.C /100 6.
120 120 -
" 100 100 4
GDJ .ao “
604 60~
404 4D+
204 26
O 25 75 WwOmGNpboRz, - o
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TABEL 19

45 mg P,0;
‘ Carotine. Vit, C. Carlotine. v‘:()g‘
Nos, | mg N ¥1g mg/100 g vt g mg/100 g

versch blad

versch blad

versch blad
)

versch blad
)

7 0 - 35 58 20 56
15 - 25 51 76 26 . 65
16 75 88 90 82 103
17 125 63 105 6% 106
CAROTINE VIT. €
45 M.G. P2 O3 45 m.G. Py O
& CAP,/‘!G. m.GVIT /1006,
120~ 'I'ZOW
1004 100 4
SO a0 A
60" 60 4
40 4 ) 40
204 20 4
© 25 75 125m.G.N ANORG, o

'} cijfers van duplobepaling.

25 75 1250.6,MANoRg,
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TABEL 20
60 mg P,O;
Carotine, Vit C. Ca;fﬁne' V:Itlo(():
Nos. | mg N Ylg .. mg/led g g B ;l;)! i v?rich blgd
versch blad | versch blad verscl) @ 1)

8 -0 27 61 - —
18 25 49 86 —_ —
19 75 73 113 67 109
20 125 71 92 _— —

CAROTINE VIT. C
© 60 M.G.PR0 60 M, 6. PO
Fearfra. Gl MG.UIT.C /100G, n.6.Py Og
1204 120 -
100 1004

80 4 80 4
60 - &0
40 4o 4
20 4 20

R 1]

1} cijfers van duplobepaling.

75 125m GNANORG.

]

35 75 125 m.aNANORG.
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I

Een potproef over 26 Neubauer-bakjes, waarin zoowel de
invloed van N- als van K-bemesting op de vorming van
carotine en vitamine C werd nagegaan.

Grond: Dorskampgrond met 800 mg CaCO;
Grondbemesting : Bij aanleg gegeven: 106,5 mg Ca(H;PQ,),
13,5 ,, MgSO,.7aq
13,5 ,, MgCl,
0.1 ,, borax
0,05,, MnSO, .7aq
Vulling: 50 g glaszand met 10 cc water.
450 g grond met 50 cc water,
Bij het zaaien nog 50 g vocht:ge grond en 10 cc water
voor de zandzuil.

BEMESTINGSSCHEMA
1. geen N, geen KO
2. 25 mg N, " "
3. 75 " " "
4 125, ., ) R _
5 25 " 40 mg K,O als 74 mg K,SO,
6. 75 " 40 " w 74 .
7125 ., 40 ., ., 74
8. .25 " 80 " » 148 -,
9. 75 " 80 " . 148 "
10. 125 " 80 " » 148 "
11, 25 " 120 " . 222 "
2. 75 v 120 " o 222 "

1 3. I 25 o 1 20 " »”- 222 "

Dit bemestingsschema werd in duplo uitgevoerd, waarbij
de eene maal de stikstof in den vorm NH,NO, werd ge-
geven en de andere maal in den vorm van een humusstof,
waaraan de N, uitsluitend als NH,’, geadsorbeerd was.
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Bij de analysen, na ruim anderhalve maand, werden de
volgende resultaten verkregen:

TABEL 21
Organische N-bemesting
Carotine, Vit. C. Opbrengst
Nos. il g wg/100 ¢ Habitus versch blad,
versch blad | wversch blad in g
i 100 64  Kiein,
kleur normaal 143
2 124 100 ) klein, donker,

dorre punten 1,71

3 93 92 klein, vrij licht 2,29
4 100 81 klein, zeer donker 3,53
5 86 124 normale kleur 5,17
6 101 124 iets donker 7,57
7 92 148 donker 6,9
8 45 - 113 normale kleur . 6,38
9 94 126 " " .9,28
10 82 150 donker 11,40
11 49 114 ' lichte kleur 7,20
12 104 122 donker 10,31
13 94 140 groot en donker 11,27
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TABEL 22
Anorganische N-bemesting
Carotine. Vit. C. Carotine. Vit. C.
Nos 1 g mg/100 g Yil g mg/100 g
versch blad | versch blad "‘"scﬁ') blad Versclll) blad
! 99 - _ _
2 113 — - -
3 80 121 — -
4 113 . - -
5 86 105 —~ —
6 106 121 — -
7 104 70 106 —
8 62 119 — ~
9 96 136 106 —
10 103 142 122 —
i 65 122 = =
12 81 134 9% -
13 113 ' 140 il4 162

Het verloop van het carotine- en vitamine C-gehalte van
-de proefplanten tengevolge van de organische IN-bemesting,

bij de verschillende K,O-giften, wordt in de volgende vier
tabellen voorgesteld:

TABEL 23
0 mg K,O
Carotine. || Vit. C. Opbrengst
Nos. mg N ¥/l q mg/100 g | versch blad
versch blad | versch blad in g
1 0 100 64 1,43
2 25 124 100 1,71
3 75 a3 92 2,29
4 125 100 81 3.53

) dijfers van duplobepaling.
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TABEL 24
40 mg K.O
Carotine, Vit. C. QOpbrengst
Nos. | mg N g mg/100 g | versch blad
versch blad | versch blad ing
5 25 86 124 5,17
6 75 101 124 7.57
7 125 P 92 148 6,9
TABEL 25
Carotine, Vit. C. Opbrengst
Nos, | mg N Y g mg/i00 g | versch blad
versch blad | versch blad ing
8 25 45 113 6,38
9 75 94 126 9,28
10 125 82 150 11,40
* TABEL 26
120 mg K,0
Carotine. Vit. C, Opbrengst
Nos. mg N ¥ g mg/100 g - | versch blad
versch blad | versch blad ing
11 25 49 114 7.20
12 75 104 122 10,31
13 125 94 140 11,27
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De invloed van de anorganische N-bemesting op het
carotine~ en vitamine C-gehalte van de proefplanten, bij op-
klimmende K,O giften, komt in de 4 volgende tabellen tot

uiting :

TABEL 27
0 mg K, O
Carotine. Vit. C.
Nos. mg N Y1 g mg/100 g
' versch blad | versch blad
1 0 99 -
2 25 113 —
3 75 80 121
4 125 113 —_
TABEI 28
40 mg Kzo
Carotine. Vit. C,
Nos. mg N /1 g mg/100 g
versch blad | versch blad
5 25 86 105
& 75 106 121
7 125 . 104 70
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TABEL 29
80 mg K,O
: Caratine. Vit. C. C;;rlnti;e.
Nos. | mg N " g mg/100 g
versch blad | versch blad | V'Sch b1od
8 25 62 119 —
2 75 % 136 105
10 125 108 142 122
TABEL 30
120 mg K,;O
Carotine, Vit C. C;;?h:e.
" Nos, mg N 7il ¢ mg/100 g
‘ versch blad | versch blad vers::}lx) blad
i 2 65 122 ~
2 [ 81 134 %
13 125 113 140 114

Commentaar.

Naar aanleiding van de gegeven cijfers kan opgemerkt
worden, dat in het algemeen een verhoogde stikstofgift ook
een hooger carotine- en vitamine C-gehalte van de planten
met zich brengt. S

In de eerste proef in ‘Mitscherlich-potten, waar bij stijgend
carotinegehalte onder invloed van de N-bemesting het vitamine
C-gehalte echter daalt, kan dit verschijnsel naar alle waar-
schijnlijkheid wel daarmede verklaard worden, dat de planten
eenige dagen bij kamertemperatuur bewaard werden, voordat
met de analysen aangevangen kon worden. Toen was nog
niet bekend, dat het vitamine C in de planten onder die
- omstandigheden z00 snel wordt geoxydeerd.

Y} cijfers van duplobepaling.



¢. Proeven met kalibemesting.

Naar aanleiding van de nitkomsten van de oriénteerende
proef, werd een onderzock gedaan, waarbij de planten ver-
kregen werden uit 23 kwartszandculturen, die de volgeade

behandeling kregen:

BEMESTINGSSCHEMA
0—~K') 0.25—~K
NaNQO; . . 0,206 g perpot NaNQO; . . 0,206 gperpot
CKCL. . 0.0 " KC. .. .0017 .

MgS0,.7aq 0.086
CaHpO4 . 2aq O; 1 50 #

05—~K
NaNO,; . . 0,206 per pot
KCl. . ..0035 .

MgS8O,.7aq 0,086 ,
CaHPO,.2aq 0,150

I—K (= Normaal)

NHNOS .. 0,206gperpot
KCl ... .0069 .
MgSO,.7aq 0,086
CaHPO,.2aq0,150 .,

R N,

MgSO4 . Taq 0,086 "
CaHPO,.2aq 0,150

0.75—K .
NaNQ, . . 0.206gperpot
KCl....Q0051

MgSO,.7aq 0,086 .

CaHPO;.2aq 0,150 .

1L5—K
NaNQ, . . 0,206gper pot
KCl....010 .

MgSQ,.7ag 0,086 .,
CaHPOQO,.2aq 0,150 .,

) K staat voor de hoeveelheid KCl, die in de volledige oplossing volgens

Krager voorkomt.
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Na bijna anderhalve maand, werden bij den oogst, met de

daaropvolgende analysen, de in de onderstaande tabel ver-
melde resultaten verkregen:

TABEL 31
Carotine. | Vit. C.
Be-  |Opbrengst] ¥/l g |mg/100 g .

handeling | g per pot Bind pH i (oot | versch Habitus

bad | blad
0 —K 2,02 7.27 45 44 kl. dan normaal .
0,25—K 3.36 7,15 39 38 niet zeer donker
0,50—K 3,92 7.24 35 42
0.75—-K 5.54 7,34 38 31 - norm. grootte
1.00—~K 5,33 7,39 37 39
150—~-K 4,75 7.17 29 34

1

Een dergelijke proef, over 29 potten, werd aangezet,
waarbij de werking respectievelijk van 0—K, 0,5—K, 1—K
(= Normaal), 1,5~K, 2—K en 3—K werd nagegaan.

Het bemestingsschema van de vorige proef werd gebruikt,
waarbij 2—K en 3—K respectievelijk 2 en 3 maal zooveel KCl
ontvingen, als in de Kriiger-oplossing voorkomt. In afwijking
van het bemestingsschema van de vorige proef, werd NH;NO;
in plaats van NaNOQy als stikstofbron gebruikt, om het ge-
vaar te ontgaan, dat het Na-ion in de plant de physiologische -
functie van het K-ion zou vervullen (Maschhaupt, Remy
en Dhein).

Na twee maanden werden de planten gecogst en ge-
~ analyseerd, waarbij de volgende resultaten werden verkregen:
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TABEL 32
- Carotine, Vit. C.
| Opb t
Behandeling g"p:“lf:t ¥l g mg/100 g Habitus
versch blad | versch blad
0 ~K c5 52 69 Klein, niet donker
05~K 4 64 96 goed gegroeid
10-K 5 53 80
1.5—K 52 63 87 "
20~-K 5 60 79 "
30—K - 5.5 52 96 "
-1I1

Van de potproef, waarbij zoowel het effect van N- als
van K-bemesting werd nagegaan en waarvan de bijzonder-
heden bij de proeven met N-bemesting gegeven zijn {blz. 73),
werden uit de tabellen de volgende cijfers genomen, die
een indruk ‘geven van het verloop van het  carotine- en
vitamine C-gehalte van "de proefplanten onder invloed van
K-bemesting, bij stijgend stikstofniveau, zoowel organisch als
anorganisch : ' ‘



82 .

TABEL 33
25 mg N (Organisch)
L Carotine. Vit. C. | Opbrengst
. Nos, | mg K;O ¥/1 g mg/100 g | versch blad
' ~ | versch blad | versch blad in g
2 o 124 100 1,71
5 40 36 124 517
8 . 80 45 113 6,38
11 .120 149 114 . 7,20
‘ CAROTINE - : VIT.C
251G : 5n.a.N 3
Femmpre, DN e MGVIT.C froag 20N
1204 7 420 .
100+ : 100
80 4 . ) 80
60 A 6o
4G 1 40+
W - 20

C 40 8c 120n.G_l(,_o. Q 40 80 120m.G.K P
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TABEL 34
75 mg N (Organisch)
. Carotine, Vit. C. Opbrengst
Nos. | mg K,0 ¥/l g mg/100 g | versch blad

versch blad | versch blad in g

3 0 93 92 2,29

6 40 101 124 7.57

9 80 94 126 9,28

12 120 104 122 10,31

Vit €
. CAROTINE 5 u.6. 0N .
75 n.g.N oré. H.GVIT.C /1006, 75 w61V 04
¥CaR /16, 130
120+ 120
1004 100 A
80- &o
60+ 60 -
40+ 40
20 20 -
0 40 80 120 .Gl 0 40 60 110 .60
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TABEL 35
125 mg N (Organisch)
Carotine. Vit. C. Opbrengst
Nos. | mg K;O Ylg mg/100 g | versch blad
versch blad | versch blad in g~

4 0 100 81 353

7 40 92 148 6.9

10 80 82 150 11,40

13 120 94 140 11,27

T C
125 n.G.N QORG,
n.6.VIT.C Aoog,
CAROTINE :io‘ﬂ
125 m.6.N ORa. 07
rearfe. men oke
120 1204
100 1004
80 - 8
GO~ &0
40 40
20 20
O 40 BO 120 mEaKaO 0 40 &

120 M.6. 20
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100
80 4
604

404
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TABEL 36

25 mg N (Anorganisch)

Nos., | mg K,O

Carotine. Vit. C.
?1 g mg/100 g
versch blad | versch blad

2 0 113 —_—

5 40 - 86 105

8 8¢ 62 119

11 120 65 122

CAROTINE, \_J_I_'T.-_C;N
25 m.G.N ANGRG.
J’CAD/iG.“ M.G.N ANCRG. . " 6 T c/tooc:

120 1
100
ac 4
&0
L0 A
20 4

c

40

80 120 M.GKL O o} 40 80 120MG.K2Q
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. TABEL 37
75 mg N (Anorganisch)

Carotine. “Vit. C.
Nos. | mg KO ¥l g mg/100 g
versch blad | versch blad

3 0 ‘ 30 121

6 40 106 121

9 80 96 136

12 120 81 134

WIT.C
: 75m.G N ANORG.

“MEVIT.C / 100G,

CARGTING ‘501
75 m.6.N ANORG, 40
s cm./ 16.

120 - 1204]
100 4 1904
ao . BO
60 - éow
40 . 40-1
20 4 . 90

Q@ 40 80 120m.4.K40 O 40 60 120 m.6.KD
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TABEL 38
125 mg N (Anorganisch)

Carotine, Vit, C.
Nos. | mg K, ¥l g mg/100 g
versch blad | versch blad

4 o 113 —
7 40 104 70
10 80 108 142
13 120 113 140
VIT.
125 m.6. N ANORG,
6. VIT.C /1006 '
150
CAROTINE o]
pr 25 m.G.N ANORG,
CAI?./N;.
12+ 120-
10¢ 4 0o
80 4 oo
601 601
40 404
20 1 . 20+
O 40 &0 120 M.4.K, 0 0O 40 80 120n.6.1G0
Commentaar

De uit de tabellen blijkende tendens van het verloop van
vitamine C en carotine onder den invloed van de K-bemesting
is, met enkele uitzonderingen, zoodanig. dat een toenemende
hoeveelheid kalium een vermindering van hét carotinegehalte
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te zien geeft, terwijl omgekeerd de hoeveelheid vitamine C
blifkt te stijgen. De daling van het carotinegehalte is alleen
duidelijk bij de planten, die op een voedingsbodem met
weinig stikstof werden gekweekt. De stijging van het vitamine
C-gehalte daarentegen is, hoewel in de combinatieproef over
de geheele linie meer uitgesproken, het duidelijkst in de
planten, die bij hooge N-giften groeiden. '

d. Proeven met phosphaatbemesting

I

Allereerst werd een oriénteerende potproef genomen, die
10 kwartszandculturen omvatte.

Deze kregen de volgende behandeling:

BEMESTINGSSCHEMA
P-gebrek Normaal
NaNQO; . . 0206gperpot  NaNO; . . 0.206gperpot
KCl ... . .0069 ' KCi. .. .0069
MgS50,.7aq 0,086 . MgSO,.7aqg 0,086 .
CaS0,.2ag 0,150 CaHPQO,.2aq0,150 .,

Na bijna anderhalve maand, werden bij den oogst met

de daarop volgende analysen de onderstaande resultaten ver-
kregen:

TABEL 39

Carotine. | Vit, C,

Be. Opel::.rengtst Plg |mg/100 g '
handeling pi POt | ersch | wversch | Edod pHf Habitus
i blad blad
o—p 148 32 49 7.14 kiein en donker

Norm. 533 37 39 7,39
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Een dergelijke proef, over 24 potten, werd aangezet, waarbij
de werking respectievelijk van 0—P, 0,5—P, 1—P (= Not-
maal), 1,5—~P, 2—P en 3—P werd nagegaan. Hetzelfde
schema als van de vorige proef werd gevolgd, waarbij voor
het verkrijgen van een voedingsoplossing met minder PO,””’
het CaHPO, .2 aq door gips vervangen werd, zoodat in alle
potten van de reeks het Ca-gehalte gelijk was.

Na twee maanden werden de planten geoogst en ge~
analyseerd, waarbij de volgende resultaten werden verkregen:

TABEL 40
Carotine. Vit. C. -

'3]"]1’?“' Opbrengst |y o mg/100 g Habitus

eling p-pot in g. versch blad | versch blad
0 P 05 75 35 klein, donker
0.5~P 4 77 103 middelm. groot
Norm. 5 53 80 "
15—P 4 63 70 _ "
2 —p 5 67 72 "
3 P 4,7 67 50 "

I -

Van de potproef, waarbij zoowel het effect van N~ als
van P,O;-bemesting werd nagegaan en waarvan de bijzon-
derheden bij de proeven met N-bemesting gegeven zijn
(blz. 59 e.v.), zijn uit de tabellen de volgende cijfers genomen,
die eeh indruk geven van het verloop van het carotine- en
vitamine C-gehalte van de proefplanten onder invloed van
phOSphaatbemesting bij stijgend stikstofniveau, zoowel or-
ganisch als anorganisch
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TABEL 41

0 mg N
: Carotine. Vit. C. C;/l'lot‘iane. : m;f;;o OC.g '
Nos. |mg PO, | 7/1 ¢ mg/100 g A
versch blad | versch blad versclll) blad versc};] bla
1 0 26 71 28 -
5 15 30 80 — —
6 30 26 80 26 —
7 45 33 68 —_ —
8 60 26 L 59 26 —
- TABEL 42
25 mg N (Organisch)
Carotine, wit. C. Car;)tine. Vitl. Og:.
Nos. | mg PO ¥ilg mg/100 g »/ gl . mg,’h blgd
versch blad | versch blad versc}lx) bla verscl)
2 0 65 107 - —
9 15 38 87 — —_
12 30 33 63 39 59
15 45 44 69 - -
TABEL 43
75 mg N (Organisch)
Cal;otine. Vit. C. " Carotine, vit. C.
Nos. | mg P,O; | 7/ g mg/100 g it g mg/100 g
versch blad | versch blad || Versch blad versch blad
1) ‘1) . .
3 0 71 119 ~ —
9 2 77 95 59 - 85
13 30 63 02 2 8
i 63 92 63 79
91 6 63 117 61 103

Y Cijfers van duplobepaling.
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TABEL 44
125 mg N (Organisch)
Carotine. Vit C. Carotine, Vit, C,
Nos. | mg P,O; 7/ g mg/100 g Y/lg mg/100 g
versch blad | versch blad versch blad | versch blad
3 1
4 0 95 119 88 114
11 15 87 116 — —_
14 30 75 103 84 . 102
17 45 71 125 —_ —_
20 60 87 130 95 —_
TABEL 45
Omg N
Carotine. Vit. C. Carotine. Vit. C.
Nos. | mg P,O; ?g mg/100 g ¥/ 91 mg/;oglﬂd
versch blad | versch blad verscﬁ; blad verscl) a
1 0 37 56 24 —
5 15 - 36 72 —_ —
6 30 34 74 — —
7 45 35 58 20 56
8 60 27 61 —
TABEL 46
25 mg N (Anorganisch)
S Carotine, vit, C.
Nos | mg P,O C;;;“;’e- m:};og:g ¥/t g mg/100 g
PA]
versch blad | versch blad verscl:) blad VEI'SCIII} blad
2 0 65 73 — —
9 15 .40 74 24 B4
12 30 46 72 — ~
15 45 51 76 36 65
18 60 49 86 - -

'} Cijfers van duplobepaling.
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TABEL 47

75 mg N (Anorganisch) -

Carotine Vit, C Carotine. vit. C.
' iy i g mg/100 g
Nos. | mg P,O; Yilg mg/100 g :

. versch blad | versch blad verscl:) blad versdlu) bla
2 0 50 50 70 101
10 15 107 94 = s
i3 30 73 75 73 89
I 88 90 82 103
19 60 73 113 67 109

TABEL 48
125 mg N (Anorganisch)
Carotine Vit C Carotine. Vit. C.
Nos. | mg PO, ¥ g mg/100 g 7"/1h gbl . mg/LO(;‘gd
versch blad | versch blad verscl) a verscl)
1 0 67 %0 ~ B
. I 96 81 82 76
i4 30 103 116 o g
i7 | 45 63 105 69 106
20 60 71 92 = T
- Commentaar.

Uit het verloop van de cijfers voor het carotine- en
vitamine C-gehaltein de planten is geen wetmatigheid betreffende
den invloed van de phosphaatbemesting af te leiden.

Waarschijnlijk is binnen wijde grenzen de invloed van
phosphaat gering. '

1y Cijfers van duplobepaling.

————



HOOFDSTUK XI
SLOTBESCHOUWING

De gegeven cijfers en de conclusies, die eruit getrokken
kunnen worden hebben belang om het practisch nut, dat erin
gelegen is, den invloed te kennen, die de verschillende mest-
stoffen op het carotine- en het vitamine C-gehalte van de planten
hebben. Door deze methode van onderzoek over verschillende
voedergewassen uit te strekken, kan een inzicht verkregen
worden, dat het mogelijk maakt, di¢ bemesting te kiezen, waarbij
een product verkregen wordt met groote consumptiewaarde
door een hoog vitaminegehalte, hetgeen voor de volksvoeding
zeker gewenscht is, hoewel het nog eenigszins voorbarig schijnt
met de eischen van v. Hahn en Gérbing mede te gaan, die
nagr aanleiding van hun ongetwijfeld poovere resultaten ver-
langen: , Auf Grund der vorstehenden Versuche ist eine Staat-
liche Einwirkung auf die Gemiiseproduzenten zu férdern, in
der Anbau eines Gemiises mit hochstem Vitamingehalt im
Interesse der Volksnidhrung nahe zu legen wére”

Uit het voorafgaande blijkt duidelijk, dat in de tot nu toe

over het onderwerp verschenen literatuur niet alleen zeer
met elkaar strijdige, doch meerendeels foutieve opvattingen
voorkomen,
“De door v. Hahn en Gérbing verdedigde stelling, dat elke
&nzijdige verhooging van één van de elementen N, K of P
een daling van het vitamine C-gehalte zou veroorzaken, moet
onhoudbaar worden geacht,

venzeer onjuist is de opvatting van Virtanen en v. Hausen,
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“dat bij een verhoogde stikstofgift geen verandering van het
vitaminegehalte van de planten optreedt, terwijl hetzelfde geldt,
wanneer zij o.a. ‘met betrekking tot de K-bemesting zeggen,
dat elke gift boven de hoeveelheid, die voor den optimalen
plantengroei noodzakelijk is, een verkleining van het vitamine-
gehalte met zich brengt.

Hoewel de door Pfiitzer en Pfaff gevonden resultaten be-
vestigd kunnen worden voor zoover het carotine aangaat, waar
zij, evenals Scherz, een vermeerdering onder invloed van de
N-bemesting waarnemen, is dat voor cijfers betreffende het

~ vitamine C-gehalte niet het geval. De juistheid van hun be-

- vinding, dat een éénzijdige N-gift bij spinazie een vermindering

van de titratiewaarde tengevolge heeft, moet betwijfeld worden. -



NASCHRIET

Hoewel met de gegeven cijfers en beschouwingen het in
de Inleiding gestelde doel bereikt moet worden geacht, is het
toch aantrekkelijk, althans een poging te ondernemen om uit
de proeven eenige verdere conclusies op het gebied der planten-
physiologie te trekken en de cijfers te beschouwen in het
licht van wat bekend is over den invloed van de bodem-
zouten op de zoo belangrijke functie van de plant, de assi-
milatie, evenals op het, met de assimilatie onmiddellik in
verband te brengen bestanddeel van de plant, het chlorophyl.

Over den invloed van de voor de plantenvoeding benoodigde
zouten op de assimilatie is tot nu toe zeer weinig literatuur
verschenen,

Briggs was de eerste, die in 1922 de werking naging van
K, Mg en Pe. Gregory en Richards deden in 1929 voor het
eerst onderzoekingen over den invleed van N-, K- en P-
gebrek op de assimilatie van Hordeum en stelden o.a. vast,
dat- deze bij stikstofgebrekplanten ,subnormal” is. In 1932
vond Miiller, dat de assimilatie van N-gebrekplanten bij ‘hooge
lichtintensiteiten tweemaal zoo klein is als van de met stik-
stof gevoede planten, ‘ ' '

De meest uitvoerige onderzoekingen echter, zijn van Gaszner
en Goeze, die bladeren van rogge~ en tarweplanten, die bij
verschillende hoeveelheden stikstof gekweekt waren, zoowel
Op assimilatie en transpiratie als op chlorophyl- en eiwitge-
halte onderzochten. Zij gaven daarbij vergelijkbare cijfers,
20owel voor bladeren van 10 dagen oude kiemplanten, als
voor bladeren van oudere planten, tot 25 dagen toe. De
t'anspiratiemetingen werden gedaan om een indruk te krijgen
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van de grootte van de gasuitwisseling. Het tellen van de
stomata geeft omtrent deze laatste grootheid geen uitsluitsel,
omdat niet het aantal, doch de graad en de duur van opening
‘van de huidmondjes de beheerschende factoren zijn.

Uit hun cijlers besluiten zij, dat tengevolge van een hoo-
gere stikstofgift de bladeren van 10 dagen oude kiemplanten
een grootere assimilatie en transpiratie vertoonen, evenals
een hooger gehalte aan chlorophy!l en eiwit. De grootste
stijging van de curven treedt op tusschen O-N en een ge-
ringe stikstofgift. .

De assimilatie neemt in het algemeen sterker toe dan het
chlorophylgehalte en moet volgens hen dan ook beschouwd
wortden als beheerscht door de gesommeerde invioeden van
de gasuitwisseling, waarvoor de transpiratie als maat diende,
en het chiorophylgehalte. De stijging, die deze voor het blad
karakteristiecke grootheden tengevolge van de toenemende
N-bemesting vertoonen, wordt bij grooteren ouderdom van
het blad nog meer uitgesproken, omdat bij de met weinig N
groeiende planten na de eerste dagen van den groei een
daling van assimilatie-, chlorophyl- en transpiratiewaarden
intreedt, die bij de met meer stikstof gekweekte planten niet
voorkomt.

Merkwaardig is, dat bij een grootere stikstofgift het totaal-
stikstofgehalte van de bladeren steeds relatief hooger ligt ten
opzichte van het eiwitgehalte dan bij lage “stikstofgift. Dit
komt voortrefelijk overeen met de door Rippel, Behr en Meyer
gegeven verhoudingen voor totaalstikstof en eiwitstikstof bij
kaligebrekplanten, waarbij blijkt, dat bij grooter kaligebrek
ook de totaalstikstof ten opzichte van de eiwitstikstof stijgt.
In beide gevallen moet de oorzaak voor dit’ verschijnsel waar-
schijnlijk gezocht worden in een overmaat beschikbare stik-
stof voor de plant, of althans in een verstoring van het even-
wicht tusschen K en N en is het wel een sterken steun voor
de stelling, dat kaligebrek overeenkomt met stikstofovermaat
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en, omgekeerd, kaliovermaat neerkomt op stikstofgebrek
(Schmalfusz; Gaszner en Franke).

Uit de gegeven cijfers over den invloed van de stikstof-
bemesting op het carotine- en vitamine C-gehalte van de
Spinacea oleracea, is duidelijk het geheel analoge verloop
met de door Gaszner. en Goeze gevonden curven te zien.
Ook hier treedt een stijging van de carotine- en vitamine
C-waarden ten gevolge van de N-bemesting op. Bij het con-
stateeren van deze stijging, lijkt het al heel plausibel een
verband te zoeken tusschen de assimilatie en het ascorbine-
zuurgehalte van de bladeren, ook al naar aanleiding van de
sterke stijging, die het vitamine C-gehalte van de bladeren
vertoont, als deze met neonlicht bestraald worden {Pfiifzer
en Pfaff) en het o.a. door den schrijver waargenomen ver-
schijnsel, dat geétioleerde planten geen vitamine C bevatten.
Als een verder argument voor het verband tusschen assimi-
- latie en vitamine C, zouden nog de uitkomsten van de proeven
van Randoin, Giroud en Leblond kunnen gelden, die in bleeke
deelen van planten minder vitamine C vinden dan in groene
deelen. 'Men komt hierdoor dus op de gedachte, dat het
ascorbinezuur een assimilaiieproduct zou zijn.

Voor het carotine geldt dit verband met de assimilatie
echter niet, doch zal eerder een parallel met het chlorophyl
gezocht moeten worden.

Geétioleerde planten hebben wel carotine, terwijl zij niet
assimileeren, Bovendien wordt door verschillende auteurs, o.a.
Willstiteter, Scherz en Pfitzer en Pfaff, vermeld, dat het
Carotinegehalte van de planten met het chlorop_hylgehalte
fuctueert, Voorts hebben Karrer en Helfenstein erop gewezen,
dat carotine uit phytol of phytolaldehyde kan ontstaan, daar-
mede een chemisch verband leggende tusschen het stikstof-
houdende chlorophyl en het stikstofvrije carotine. Daar verder
uit de door Gaszner en Goeze gegeven curven blijkt, dat het
chlorophylgehalte niet door de assimilatie beinvioed wordt
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(wel is het omgekeerde het geval, waarbij dan echter de
factor van het meer of minder geopend zijn van de stomata
is ingeschakeld), doch direct parallel loopt met het stikstof-
gehalte van de plant, is hier een correlatie tusschen stikstof-
gehalte en carotinegehalte van de bladeren gegeven.

Waar het uvit bovenvermelde, voor den stikstofinvioed
geldende cijfers, in verband met de aangehaalde literatuur,
wel schijnt, dat aan de eene zijde het vitamine C-gehalte van
de plant afhankelijk is van de assimilatic en aan de andere
zijde een verband bestaat tusschen chlorophyl- respectievelijk
stikstofgehalte en carotine, wordt dit vermoeden bevestigd
door hetgeen er unit de kalibemestingscijfers te leeren wvalt.

Na Briggs, die de eerste fundamenteele onderzoekingen
over de assimilatie van de plant in verband met de kalibe-
mesting deed, waren het weer Gaszner en (Goeze, die de
belangrijkste bijdragen leverden tot de kennis van deze wissel-
werking. :

In hun eerste mededeelingen kwamen zij tot de conclusie,
dat tengevolge van meerdere K-bemesting bij hun proefplanten,
tarwe en rogge, de assimilatie en transpiratie evenals het
chlorophylgehalte afnemen. Deze afname is voor de tarwe
vrij sterk, daarentegen voor rogge vrij gering. Een bezwaar
tegen de eerste proeven is echter, dat zij alleen met kaliarm
gekweekte kiemplanten en niet ook met volledige kaligebrek-
planten, benevens planten van verschillenden leeftijd werkten.
In hun publicatie van ‘34 is dit verzuim hersteld en geven
zij het volledige verloop van assimilatie, transpiratic en
chlotophylgehalte vanaf 0-K en ook curven voor planten
tot 25 dagen oud. De curven vertoonen voor de verschillende
grootheden bij kiemplanten van 10 dagen een maximum bij
een geringe K-gift ten opzichte van 0-K, om daarna, onder
den invloed van stijgende kaligiften, weer langzaam te dalen.
De daling is echter in alle gevallen van dien aard, dat het
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chlorophylgehalte van de hoogste +K planten lager is dan
van de 0-K planten, terwijl de assimilatie van de 4K planten
altijid nog grooter is dan bij 0-K. '

De meerdere assimilatie der +K planten komt eerst goed
tot uiting bij stijgenden ouderdom en hooge N-gift, daar de
assimilatie van de planten, die met weinig K zijn opgegroeid
snel afneemt, terwijl de assimilatie van de planten, die rijkelijk
van K voorzien waren op eenzelfde niveau blijft. Bij lage N-
gift vertoont het verloop van de assimilatie bij kaliarme en
kalirijke planten onderling weinig verschil bij toenemenden
ouderdom; van beide neemt de assimilatie af.

Wat het chlorophylgehalte aangaat, geven de uitkomsten
een ander beeld. Bij hooge kaligiften zoowel als bij lage, is
slechts een geringe afname tengevolge van den toenemenden
ouderdom waar te nemen. Echter liggen bij lage stikstofgift,
de absolute waarden van het chlorophylgehalte der kaliarme
planten aanzienlijk hooger, dan van de goed met kali voor-
ziene, terwijl dit verschil zich bij de rijkelijk met N bemeste
planten niet voordoet, waar het zelfs kan voorkomen, dat de
+ K planten nog een iets grootere hoeveelheid chlorophyl
bezitten dan de — K planten. ‘

Deze gegevens worden, voor wat de assimilatie betreft, be-
vestigd o.a. door de proeven van Briggs, Gregory en Richards
en Lundegardh, die ook de vermindering van deze functie
bij — K planten waarnamen. '

Het afnemen van de hoeveelheid chlorophyl in de bladeren
als gevolg van toenemende K-bemesting, is een aan iederen
landbouwer welbekend verschijnsel en wordt in de literatuur
vele malen vermeld, o.a. door Maiwald, Remy en Dhein
en Remy en Liesegang.

Uit de eigen cijfers over den invloed van de K-bemesting,
by verschillende 'N-niveau’s, op het carotine- en vitamine C-
gehalte van de proefplant, blijkt duidelijk, dat het carotine
geheel het verloop van het chlorophyl volgt, terwijl vita-
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mine C blijkbaar een product van de assimilatie is. Qok het
carotinegehalte daalt bij lage N-gift, tengevolge wvan toe-
nemende hoeveelheden K, terwijl deze daling bij hooge N-
gift vrijwel 0 is. Ook het vitamine C-gehalte neemt bij lage

N-giften slechts weinig toe door de kahbemestmg. terwijt bij
hooge N-giften de stijging scherp is.

Gegeven het feit, dat het bestaan van carotine in de
bladeren zoo sterk verbonden is met het stikstofhoudende
chlorophyl, volgt hieruit ook de verbondenheid met den
stikstofrikdom van het blad. Daar dit stikstofgehalte van het
blad dus blijkbaar het carotinegehalte bepaalt, ligt het voor
de hand, ook de veranderingen in carotinerijkdom van het
blad, die tengevolge van de verschillende K-bemestingen op-
treden, toe te schrijven aan den invloed van stikstoffluctuaties.
De daling van het carotinegehalte als gevolg van stijgende
kaligiften kan dan zoo verklaard worden, dat door de grootere
hoeveelheid K de assimilatie en stofproductie stijgen, zoodat
voor de plant relatief minder stikstof beschikbaar is en het
stikstofgehalte van het blad daalt (Scherz).

Deze opvatting is namelijk geheel in overeenstemming met
de door Rippel, Behr en Meyer verkregen resultaten uit hun
proeven met kaligebrekplanten, waarbij zjj in de bladeren een
zeer groote hoeveelheid stikstof vinden. Bij toevoer van meer
K neemt de hoeveelheid stikstof af en wordt, waarschijnlijk
-onder invloed vap het kalium, dat bij de omzetting van
koolhydraten in eiwitten een rol speelt, in de eiwitten ver-
werkt,

De schijnbare tegenspraak, die erin gelegen is, dat met
meer eiwitvorming minder chlorophyl zou samengaan, kan
daardoor verklaard worden, dat bij hoogere K-giften assi-
milatie en stofproductie stijgen (zie de tabellen) waardoor het
relatieve stikstof- en eiwitgehalte toch afneemt, -

~
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Bovendien volgt uit deze beschouwingen wel duidelijk, dat
het niet mogelijk is uit K-bemestingsproeven conclusies te
trekken, wanneer deze niet bij verschillende stikstoftrappen
genomen zijn, waarmede tevens de onduidelijke resultaten
van de eerste door mij genomen kalibemestingsproeven ver-
klaard zijn. '



SAMENVATTING

Het doel van het onderzoek was, na te gaan, of er ver-
band bestaat tusschen de bemesting van den bodem en het
carotine- en ascorbinezuurgehalte van daarop gekweekte
planten. Om practische redenen werd de spinazie (Spinacia
oleracea) als proefplant gekozen.

Voor de quantitatieve bepaling van carotine in plantaardig
materiaal werd een verkorte methode gegeven, terwijl bij de
bepaling van het vitamine C-gehalte de aandacht erop ge-
vestigd werd, dat dit bij het bewaren van de planten onder
diverse omstandigheden snel kan verminderen.

Uit de analysen van de proefplanten, die verkregen werden
van potproeven, waarbij zoowel van kwartszand als van
natuurlijken grond gebruik gemaakt werd, bleek, dat het as-
corbinezuur- en carotinegehalte van de planten onder den.
invioed van verschillende kali- en stikstof bemestingen sterk
kan varieeren. _ -

Hierbij is de werking van de stikstof zoodanig, dat bij
vergrooting van de N-gift het carotine- en ascorbinezuur-
gehalte van de proefplanten stijgt.

Onder invloed van toenemende -kalibemesting treedt een
vermindering van het carotinegehalte op, terwijl omgekeerd
de hoeveelheid vitamine C toeneemt. De daling van het
carotinegehalte is echter alleen duidelijk bij de planten, die
op een voedingsbodem met weinig stikstof werden gekweekt.
De stijging van het vitamine C-gehalte daarentege:i is, hoewel
in de combinatieproef over de geheele linie meer uitgesproken,
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het duidelijkst in de planten, die bij hooge stikstofgiften
groeiden. :

Onder omstandigheden, zooals die bij de proeven heerschten,
is de invloed van phosphaat- zoowel als van caleium- en
magnesiumbemesting gering.

Naar aanleiding van de gevonden cijfers werd in een
~ wNaschrift” gepoogd een verband aan te toonen tusschen
chlorophyl- en carotinegehalte terwijl tevens werd betoogd,
dat daarentegen het ascorbinezuur waarschijnlijk een product
van de assimilatie' is. Daarmede werd een verklaring aan de
hand gedaan voor het eigenaardige verloop van carotine~ en
ascorbinezuurgehalte ten gevolge van de kalibemesting.



SUMMARY

The aim of the investigations was, to detect if a change
in the composition and concentration of the soil-solution had
any influence on the carotene- and vitamin C-content qf the
plants,

The investigations were carried out with the aid of pot-
experiments, because only by this method of working an
equal distribution of the salts can be secured, this being in-
dispensable to obtain a crop of sufficient uniformity. In a
number of the experiments the pots contained pure washed
quartz-sand, in other cases an' exactly analysed sandy soil -
was used, which besides K- and P-deficiency also showed
a low pH.,

All pots were supplied with a salt-solution according to
Kriiger of the following composition:

MgSO,.7ag . . 0688 g

KCl. . . . . . 0552,
NH4NOS . . . N 0.752 s O
NaNOS . . . . 1.650 " .

aqua dest. . . 1000
CaHPO,.2aq . . 1.200

» pH=72

Pots of indifferent material were used, such as glass, ena-
melled iron and glazed earthware. :

Spinach was used as a test-plant; it has the advantage of
growing rapidly and containing considerable quantities Of
- carotene and vitamin C,

The plants were kept in a glass-house. Every day during
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the experiment the pots were weighed and the loss in weight
was compensated with distilled water,

The full-grown plants were cut with scissors. To avoid
error caused by differences in weight of the stalks, which
contain only a very small quantity of ascorbic acid, the latter
were discarded and only the laminae were analysed.

The plants had to be analysed rapidly, because at room-
temperature and even at ice-box temperature the leaves show

-a rather rapid decrease in vitamin C-content,

The vitamine C-content of the leaves was determined accor-
ding to the titration-method of Tillmans-Birch et al, with
2,6-dichlorophenolindophenol in acid medium.

Carotene was extracted with ether, after saponification of

. the chlorophy! etc. by boiling the plant-material with a satu-
rated solution of KOH in aethanol 96 %, (20 cc per g plant-
material) for half an hour (Guilbert). Besides carotene and
xanthophyl! the ether contains saponified chlorophyl and flavo-
nes. The latter were removed by washing the ether with
water. Then the ether was evaporated in vacuo and the
residue dissolved in light petroleum; the xanthophyl was then
removed from the light petroleum by extraction with 85 %,
and 90 0/, methanol.

This method could be snmphﬁed by extracting the carotene
with light petroleum immediately after the saponification,
Thus, no chlorophyl and flavones and only little of the xan-
thophyl dissolves in the light petroleum; the xanthophyl can
be removed by washing once with methanol 859/ The
saponification must be carried out with only half of the amount
of alcoholic KOH used by Guilbert. Then, by the water
in the plant-material, the concentration of the aethanol is

“reduced to = 909,; at this concentration carotene is dissol- -

ved badly and it is easely extracted, while xanthophyl is dis-
solved better in the alcohol than in light petroleum. In 4 to

5 eﬁ(tractions, all of the carotene can be removed from the
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aethanol; the further light petroleum-extracts contain xantho-
phyl only, which can be washed out again with methano! 85 %,
Therefore the extraction of carotene is complete, when in
the light petroleum-extract all of the yellow colouring matter
‘can be removed with methanol 85 %/

The amount of carotene was determined with the Ze1ss
Stufenphotometer.

It was demonstrated by the results of the analyses, that the
ascorbic acid- and carotenecontent of the test-plants greatly
depends on the amount of nitrogen and potassium in the soil.

A larger gift of nitrogen results in a greater carotene- and
vitamin C-content.

An increasing potassiumcontent of the soil causes a decrease
of carotenecontent and an increase in vitamin C. Diminu-
tion of the carotenecontent is only obvious in the plants
grown in pots with little nitrogen. Generally the increase in
vitamin C-content is most distinct in plants growu with a
high amount of nitrogen.

Under the conditions prevaﬂmg in the experiments, the
influence of P-, Ca-, and Mg-salts is small,

In & , Postscript” an attempt was made to show a relation
between chlorophyl and carotene; on the other hand it was
discussed, that ascorbic acid only can be a product of photo-
synthesis. : '
- The effect of nitrogen and potassium on the carotene- and
vitamin C-content of spinach, was explained with the aid
of this hypothesis. It was emphasized once more, that in
their effect on plant-physiology, nitrogen and potassium are
in close interaction with each other, so that K-deficiency
has the effect of N-excess and K-excess acts as N-deficiency.

Therefore, fertilizer-experiments concerning one of these

two elements only are complete, if done at different con-
centrations of the other element.
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STELLINGEN

L

Met het oog op het belang, dat enkele minerale elementen,
die in geringe hoeveelheid in het dierlijk lichaam aanwezig zijn,
..voor het diget hebben, is een onderzoek over het quantitatieve
voorkomen daarvan.in Nederlandsche voedmgsgewassen ge-

wenscht,
L
- De opvatting van v. Hahn en Gérbing, dat elke éénzijdige
verhooging" van de K-, P- of N-gift bij de plant een ver-
mindering van het vitamine C-gehalte ten gevolge heeft, is
onjuist, '
' 1L
Bij het beoordeelen van aardappelrassen moet mede aan-
dacht geschonken worden aan het vitamine C-gehalte.

Iv.

In verband met het veelvuldig voorkomen van A-avitaminose
in Ned.-Indig, verdient het aanbeveling aldaar het gebruik van

roode palmolie te propageeren.

V.

De door Bir aangegeven methode ter berekening van het
specifiek opperviak van klei berust op ongecorloofde aan-
namen. )

VL

“Ter beoordeeling van de groeivoorwaarden van de plant
is het noodzakelijk, dat naast de pH ook.de buffercapacnteit

van den grond wordt bepaald.



VIL
Bij het onderzoek naar de werking van stikstofmeststoffen
dient men rekening te houden met de concentratie der kali-
zouten. : ‘

VIIL

Uit de experimenten van facob, Hofmann en Loofmann
blijkt niet, dat montmorilloniet de belangrijkste drager van
-het omwisselingsvermogen van den bodem is.

IX.

- De verwekker van het tabaksmoziak is geen organisme.
X |

Taylor heeft niet bewezen, dat bij behandeling van 1,1- di-

broomaethaan met alcoholische loog, acetaldehyde ontstaat.



