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Kinleitung.

Viele bedeutende Errungenschaften der modernen Biologie sind erst nach
Erfindung und Anwendung von leistungsfihigen Methoden moglich geworden.
Man kann zwar nicht sagen, dafi wir in einemw ,,Zeitalter der Methoden™ leben,
aber jeder Schritt zur Losung eines wichtigen biologischen Problems mufite und
muB durch die Entwicklung einer geeigneten Methode vorbereitet werden. Hs gibt
nicht viele ,klassische® Verfahren, die sich in der physiclogisch-chemischen
Forschung erhalten haben. Physik und Chemie entdecken immer wieder spezi-
fische, genauere und bequemere analytische Moglichkeiten, die von Biochemikern
tithernommen und fiir die Anwendung auf Pflanzenmaterial abgewandelt werden.
Wenn solche neuen Methoden in rein analytischen Zeitschriften veroffentlicht
werden, so sind sie zwischen analytischen Verfahren fiir alle miglichen Gebiete
der Chemie, vom Petroleum bis zu Schwermetallegierungen, verborgen. Erschei-
nen sie aber als methodischer Teil in den Arbeiten iiber spezielle biochemische
Probleme, so gibt oft weder der Titel der Arbeit noch die Zugamrenfagsung einen
Hinweis anf die wertvolle Methode und ibhre Anwendungsmoglichkeiten. Neue
leistungsfahige Methoden erreichen deshalb oft nicht unmittelbar alle die Forscher,
die bei ihren Arbeiten groBiten Nutzen daraus ziehen konuten.

Das waren die entscheidenden Uberlegungen, die zur Planung dieses Handbuchs
fithcten. Nach unseren Erfahrungen besteht ein Bediirfnis fiir eine moderne
Sammlung zuverlassiger Methoden der Pflanzenanalyse vor allem auch in weiten
Kreisen der angewandten Botanik, von landwirtschaftlichen und Gartenbau-Insti-
tuten bis zu pharmazeutischen und technischen Untersuchungsanstalten, die mit
pflanzlichem Material zn tun baben.

Abgesehen von der Stoffwechselphysiologie, fir die natiirlich seit jeher
chemisch-analytische Methoden uneridfilich waren, haben sich inswischen auch
andere Zweige der reinen Botanik so entwickelt, dal sie auf die gerauve Kenntnis
der chemischen Zusammensetzung der Pflanzen oder bestimmter Inhialtsstoffe
angewiesen sind. Das gilt fiir die Genetik, die Wachstumsphysiologie und sogar
fur die Taxonomie, EKinerseits die zerstreute Publikation der analytischen
Methoden und andererseits die fehlende Ubung in der Beurteilung der Leistungs-
tihigkeit chemischer Verfahren machen es fiir Neulinge auf dem Gebiet der
Pflanzenanalyse manchmal schwierig, die fiir ihre Zwecke am besten geeignete
Methode aufzufinden oder auszuwihlen. Die in diesem Handbuch gebotene
Sammlung kann deshalb wohl auch dazu dienen, den Weg zur Lisung von
Problemen der reinen Botanik auf denjenigen Gebieten zu ebnen, wo die chemi-
sche Zusammensetzung der Pflanzen nur als Indikator anderer Fuunktionen als
des Stoffwechsels von Bedeutung ist. Uber einige Gruppen von Pfianzenstoffen
sind unsere Kenntnisse noch recht mager, z. B. fiber Tannine und Melanine. Wenn
auch fiir sie geeignete Methoden aufgefiihrt werden, so hoffen wir, damit die
Untersuchungen iiber Vorkommen, Entstehung und Funktion dieser Stoffe in
den Pflanzen zu férdern.

Es kann nicht die Absicht dieses Handbuches sein, ein biochemisches System
der Pflanzenstoffe zu bieten oder die Physiclogie des pflanzlichen Stoffwechsels
darzustellen, sondern hier sollen rein analytische (esichtspunkte vorherrschen.



VI Einleitung.

Unser Ziel war, eine moglichst umfassende, zuverlidssige und zeitgemiBe Hilfe
fiir die Laboratoriumsarbeit zu schaffen. Wir sind den Autoren der einzelnen
Kapitel zu grofitem Dank verbunden, daB sie die Last auf sich genommen haben,
die Methoden und Verfahren so zusammenzustellen, daB ihre personliche Kenntnis
und Erfahrung in der experimentellen Biochemie den Benutzern des Werkes in
weitestem Umfange zugute kommen wird. In dankenswerter Weise haben sich die
Autoren einer ausfithrlicheren, fiir sie viel verlockenderen Diskussion der dyna-
mischen Seite der Pflanzenstoffe, ihrer Biogenese und ihres Umsatzes, enthalten.

Das in manchen Teilen iiberholte ,,Handbuch der Pflanzenanalyse von
G. KLEIN (Springer, Wien 1931/33), an dessen Stelle das vorliegende Werk treten
soll, wurde neben seinen analytischen Beitragen oft noch mehr wegen seiner
zusédtzlichen Angaben tiber das Vorkommen und die Funktion von Pflanzenstoffen
geschatzt. Das rasche Fortschreiten in der Erkenntnis der dynamischen Biochemie
ebenso wie die tdglich wachsende Zahl neuer Pflanzenstoffe, die von den ver-
schiedensten Seiten her entdeckt werden, wiirden jeden Versuch, dem Krein-
schen Handbuch in dieser Richtung zu folgen, zu einem uferlosen Unternehmen
stempeln. Deshalb wurden alle nichtanalytischen Zusitze bewult ausgelassen;
nur kurze Listen bestimmter Pflanzenstoffe sind bei einigen Kapiteln angefiigt
worden. Das erschien uns vor allem dort angebracht, wo es sich um jiingst entdeckte
Gruppen von Pflanzenstoffen handelt, oder wo die Angaben erfahrungsgemil
s0 weit verstreut sind, daf3 die Listen als solche einen besonderen Wert bekommen.
Im ganzen Werk sind aber reichlich Literaturzitate angefithrt, die ein Aufsuchen
der chemischen und physikalischen KenngroBen und anderer Daten der einzelnen
Substanzen erleichtern sollen. Im iibrigen sind in den regelméBig erscheinenden
Ergianzungswerken zu ,,Beilsteins Handbuch der organischen Chemie® Formeln
und Daten der Naturstoffe zu finden.

Erfahrungsgemif erfordert fast jedes Pflanzenmaterial eine gewisse Modi-
fikation und Anpassung des analytischen Vorgehens. Diese Notwendigkeit
scheint uns jedoch den Wert der hier gebotenen Sammlung von Methoden nicht
wesentlich zu beeintrichtigen, denn die Abwandlungen sind im allgemeinen
nicht prinzipiell, und sie bauen auf alle Fille auf bestehende und erprobte Ver-
fahren auf. Die in diesem Werk aufgenommenen Methoden sind kritisch gesichtet,
ohne daB die dargebotene Auswahl zu stark beschnitten worden wire. Hrst
wenige Methoden haben den Wert von Standard-Methoden fiir die betreffenden
Substanzen erreicht. Dank der grofen Erfahrung der Mitarbeiter konnten meist
die Grenzen der Verfahren angedeutet und mdogliche Fehlerquellen bei der An-
wendung auf neues, noch unbekanntes Material aufgezeigt werden. Es ist beab-
sichtigt, in Zukunft durch Herausgabe von Erginzungsbénden die Fortschritte
in der Pflanzenanalyse von Zeit zu Zeit gesammelt zuginglich zu machen, so da
das vorliegende Werk die Grundlage eines immer dem Stand der Zeit entspre-
chenden Handbuchs fiir das Laboratorium bleibt.

Obwohl bei der Anordnung des auBerordentlich mannigfaltigen Stoffes ein
moglichst konsequentes System angestrebt worden ist, lieB es sich nicht ver-
meiden, dafl manchmal physiologisch zusammengehorige Verbindungen in getrenn-
ten Kapiteln untergebracht oder dafl physiologisch heterogene Substanzen neben-
einandergestellt werden muften. Im allgemeinen ist der chemischen Gruppierung
der Vorzug gegeben worden. In einigen Fillen erschien es uns angebracht,
physiologisch verwandte Stoffe (Antibiotica, Wuchsstoffe) vereint zu behandeln.
Fiir Vitamine und Enzyme sind keine besonderen Kapitel eingerichtet worden.
Die Enzyme werden als Klasse bei den Eiweifen und im iibrigen soweit behandelt,
als sie analytisch fir die Bestimmung ihrer Substrate in Betracht kommen.
Da die Vitamine und die mit ihnen meist verwandten Coenzyme weder unter
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chemischen noch unter pflanzenphysiologischen Gesichtspunkten eine einheit-
liche Gruppe darstellen, werden sie nicht in einem Kapitel vereint, sondern jeweils
mit den chemisch verwandten Verbindungen zusammengestellt.

Die verschiedenen Beitrige zu diesem Handbuch sind weder in der Auf-
fassung der Aufgabe noch in der Ausgestaltung ganz uniform. Eine gewisse Ein-
heitlichkeit ist natiirlich angestrebt und wohl auch erreicht worden, aber die Per-
sonlichkeit des Autors gibt jedem Kapitel sein besonderes Geprige, und die
Herausgeber haben ihren Ehrgeiz nicht darein gesetzt, durch ein starres Schema
die individuelle Gestaltung zu verwischen.

Die Herausgeber und der Verlag sind den Herren Dr. A. C. CHrBNALL, F.R.S.,
Cambridge, und Professor Dr. Dr. h. c. W. Runraxp, Unterdeufstetten, fiir
die bereitwillige Unterstiitzung des Handbuches zu groBem Dank verbunden.
Professor M. THOoMAS, F.R.S., Newcastle-upon-Tyne, und Mr. N. W. Pmzig, F.R.S.,
Rethamsted, haben bei der Planung des Werkes ihren wertvollen Rat geliehen,
fiir den wir ihnen aufrichtigen Dank sagen. Dem Verlag danken wir dafiir, daB
das Werk rasch und in bester Aufmachung erscheint.

Tiibingen und Rothamsted, Juli 1954,
K. PAaEcH

M. V. TRACEY



Introduction.

Many outstanding advances in modern biology have been made as a result
of the invention and application of efficient methods. This does not necessarily
mean that we are living in an age of methods but every stride towards the so-
lution of an important biological problem has been, and will have to be, prepared
by the forging of the appropriate method. There are not very many ‘classical’
techniques-that have become part of the standard equigment of biological research.
Again -and again chemistry and physics provide more specific, more exact, and
more convenient analytical devices that are taken over by biochemists and modi-
fied to suit plant material. If published in purely analytical journals these recent
methods are hidden in a welter of other methods applying to all fields of analysis
from petroleum to heavy metal alloys. When they appear in the methods section of
papers on specialised biochemical subjects they may be obscured by a title and
discussion giving no hint of the presence of a valuable method or of its general
applicability. As a result new methods very often do not immediately reach
those manifold groups of research workers to whom they would be of the
greatest use.

These are the considerations that led to the plan of this handbook. We are
convinced that there is a real need for a collection of reliable up-to-date methods
for plant analysis in large areas of applied biology ranging from agricultural
and horticultural experiment stations to pharmaceutical and technical institu-
tions concerned with raw materials of plant origin.

Apart from the study of plant metabolism in which analytical methods are
essential many branches of pure botany, originally not concerned with the
chemical composition of plants, have developed in such a way as to depend on
accurate knowledge of the nature and amounts of plant constituents. This
applies among others to genetics, the physiology of growth, and taxonomy. The
scattered publication of analytical methods and lack of experience in judging
chemical methods makes it hazardous for many of the newcomers in the field of
plant analysis to find or select the best available methods for their purposes. The
collection offered in this handbook may help to pave the way for tackling pro-
blems in those fields of pure botany where chemical components are useful as
indicators of the varied activities of the living plant cell.

It is not in the scope of this work to produce a -handbook of plant metabolism
or a biochemical system of plant substances. Had it been, then the structure of
the book and the arrangement of the contents would have been more logical than that
which has been imposed by the purely analytical considerations that prevail in
the present work, for example, mineral substances could not have been separated
from many other sections. The ambition of the editors, however, was to produce
a laboratory manual of the highest standard possible. We are greatly indebted
to the authors of the various chapters for their willingness to undertake the task
of discussing the detailed techniques of analysis in such a way that the user of
these volumes will be able to make the greatest use of the authors’ experience
and knowledge of experimental biochemistry. The purpose of the work is
furthered by the fact that the authors have avoided discussing problems of the
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biogenesis and metabolism of the substances with which they are concerned,
tempting and fruitful though these physiological considerations may have
appeared to them.

The outdated ,,Handbuch der Pflanzenanalyse*“ by G. KLEIN, whose place
ig being filled by the present work, was appreciated partly because it has ample
non-analytical supplementary notes on the occurrence and function of plant sub-
stances. The rapid progress in dynamic aspects of biochemistry and the ever
growing wealth of newly discovered plant substances from many sources would
render fragmentary any attempt to follow KLEIN in this respect. Therefore non-
analytical notes have been deliberately excluded, though brief lists of some
compounds have been attached to some chapters. This has been done where the
substances in question have been only recently discovered or when information
regarding them is so widely scattered that the lists have a value of their own.
Ample references to original papers are given throughout the work to facilitate
further search for data — a task which will be assisted by the forthcoming edition of
,,Beilstein®*.

It istrue that each particular plant material may require some modification
of the usual methods and techniques. Nevertheless this necessity does not reduce
the value of the collection given here, for the modifications will generally be
slight and not fundamental, and be based on existing techniques. The methods
set forth in the present work have been critically selected, some of them have
reached the status of standard methods for the substances concerned. Owing
to the wide experience of the contributors, proper emphasis has been laid on the
limitations of the techniques described and reference has been made, where
possible, to pitfalls likely to be met with in their application to unknown plant
material. For the future it is intended to issue supplementary volumes to make
advances in plant analysis accessible.

In certain fields our knowledge of plant substances is still very sparse, e. g. the
tannins and melanins. It is hoped that the appearance of suitable methods for
their analysis will stimulate the elucidation of their structure and metabolism.
No chapters on enzymes and vitamins have been included. The former are
treated only as a class of proteins or as analytical means for the estimation of
their substrates. Vitamins and the related coenzymes are not treated separate-
ly since they are not an uniform group from either a chemical or physiological
standpoint. They are treated in conjuction with chemically related plant com-
ponents.

The various contributions are net uniform in either style or approach. The
author’s personality gives each an individual form and attempts by the editors to
impose a rigid mould and extinguish individual preferences have been avoided.

The editors are greatly indebted to Dr. A. C. Cmie~NaLL, F. R. S., Cambridge.
and to Professor Dr. Dr. W. RurLAND, Unterdeufstetten, for their readiness to
support ‘Modern Methods of Plant Analysis’. Professor M. THomas, F.R.S.,
Newcastle-upon-Tyne, and Mr. N, W. Pirig, F.R.S., Rothamsted, have willingly
given valuable advice and help in the planning of the work. Finally we wish to
express gratitude to Springer-Verlag.

Rothamsted and Tibingen, July 1954.
M. V. Tracey
K. PaEcH
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Allgemeine Mafinahmen und Bestimmungen bei der
Aufarbeitung von Pflanzenmaterial.

Von
K. Paech.

Mit 1 Textabbildung.

A. Autbewahrung und Konservierung
des Untersuchungsgutes.

Wo iinmer es angeht, wird man bei einer Analyse, die etwas iiber den Zustand
der lebenden Pflanze aussagen soll, von frisch geerntetem Material ausgehen.
Schon das Welken der Pflanzenteile zieht in manchen Stoffwechselbereichen
anomale Umsetzungen nach sich, die die Zusammensetzung entweder durch
Produktion von Verbindungen, die im frischen Zustand nicht vorhanden sind,
oder durch Minderung bzw. Schwund vorhandener Inhaltsstoffe gegeniiber der
frischen Pflanze wesentlich verdndern kénnen. Stabile Verbindungen wie Zellu-
lose und Lignin werden davon natiirlich kaum betroffen, aber schon Stirke,
EiweiBe, organische Sduren und erst recht andere noch leichter umsetzbare
Substanzen werden meist schon nach einigen Stunden Welken bei Zimmer-
temperatur abgebaut, und zwar oft ganz abweichend vom normalen Stoffwechsel.
Obwohl hidufig beobachtet wurde, daB -beim Welken besonders Hydrolysen
begiinstigt sind, ist es doch nicht mdglich, etwas Bestimmtes iiber Art und
Ausmaf des Stoffumsatzes welkender Pflanzenteile anzugeben. Man mufl immer
auf Uberraschungen gefafit sein. (Vergl. dazu Bd. I, 8. 2.)

Wieder andere Verinderungen sind beim 7'rocknen der Pflanzen zu befiirchten.
Bei geschickter Leitung des Trockenprozesses brauchen diese Abweichungen vom
frischen Zustand nicht einmal tiefer in die Zusammensetzung der Trocken-
substanz einzugreifen als die durch das Welken hervorgerufenen. Es hingt weit-
gehend von der speziellen Fragestellung ab, ob das zu untersuchende Material
eine Konservierung vertrigt oder ob nur frische Pflanzenteile sinnvolle Analysen-
ergebnisse versprechen. Schonendes Trocknen wird meist als eine harmlose und
ertrigliche Form der Haltbarmachung angesehen. Bestimmte Verdnderungen,
wie die Denaturierung mancher Eiweile und die Inaktivierung von Enzymen
miissen dabei jedoch in Kauf genommen werden. Wahrend der Dauer der
Lagerung kénnen dann jedoch noch mancherlei andere Verinderungen ein-
treten. In der pharmazeutischen Anwendung der Pflanzenanalyse stellt die
getrocknete Droge oft das ,.natiirliche” Untersuchungsmaterial dar. Da sogar
fliichtige dtherische (le dank ihres Einschlusses in Exkretbehiltern der Pflanzen
trotz lingerer Trockenlagerung offenbar erhalten bleiben, 1Bt sich im allgemeinen
cegen ein Trocknen vor der Analyse stabiler Verbindungen nicht viel einwenden.
Sogar die licht- und sauerstoffempfindlichen Carotinoide lassen sich in rasch und
schonend getrocknetem Material, das allerdings nicht langere Zeit aufbewahrt

Motheden der Fflaazenanalyse, DBd. 1. 1



