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??? Aan het slot van mijn academische studi??n gekomen^biedt het be??indigen van dit proefschrift mij de gelegen-heid U, Hoogleeraren en oud-Hoogleeraren der UtrechtscheMedische Faculteit, mijn dank te betuigen, voor het onder-toijs, dat ik\' van ?? genoten heb. In het bijzonder vnl ik U, Hooggeleerde Ringbr, Hoog-geachte Promotor., bedanken voor de leiding en de hulp,die Gij mij hij het bewerken van dit proefschrift gegevenhebt. Dit onderzoek, waardoor Gij mij hebt doen inziende waarde van schijnbaar onbelangrijke kleinigheden, zalzonder twijfel veel hebben bijgedragen tot mijn medischevornmig. De vele uren in Uio laboratorixim doorgebracht,reken ik tot de aangenaamste en meest leerzame uit mijnstudietijd. Ook U, Hooggeleerde Pkkulhauing, toil ik bedankenvoor f/q belangstelling, welke Gij in mijn werk stehlet. De bereidwilligheid, waarmede Gij, Hooggeleerdezwaakdkmakku, mij tocstond van verschillende hulp-middelen uit Uw laboratorium gebruik te maken, stel ikop h??ogen ]n-ijs. Tot mijn leedicezcn, is het mij niet meer vergund eenwoord van dank te brengen aan mijn Hooggeachtcn

leer-meester Talma. Ik acht het een voorrecht nog tot zijnleerlingen te hebben behoord. Zijn helder inzicht en oor-spronkelijke geest zullen mij in de praktijk van veel nut zijn. Ten slotte een woord van dank aan allen, die mij opde een of andere wijze behulpzaam zijn geweest bij hetsamenstellen van dit jn-oefschrift en het corrigecren vandrukproeven.
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??? INLEIDING. Reeds sedert lange jaren is het bekend, dat ons organismevoor een aanzienlijk gedeelte bestaat uit zeer samengestelde,stikstofhoudende verbindingen, welke men eiwitstoffennoemt. Het spr??ekt wel haast van zelf, dat men zich veelmoeite heeft gegeven, dezo eiwitsto??en nader to leerenkeiinen, om hierdoor een beter inzicht te verkrijgen in hotwezen van ons organisme. Beschouwt men toch hot eiwit als â€žhot levende" vanhet organisme, door eiwit to kunnen samenstellen buitenhet licliaam, hoopten velen het probleem van â€žhet loven"te kunnen oplossen. Zoo ver is men echter niet gevorderd,zelfs weet men nog niet eens met zekerheid, hoe het eiwit-molecuul is opgebouwd, laat staan, hoe men eigenlijkeeiwitstofren buiten het lichaam, door synthese, zou kunnensamenstellen, terwijl verder ook nog volstrekt onzeker is,of de eiwitstollbn, die wij uit do levende stof kunnen ver-krijgen, waarbij dezo natuurlijk gedood wordt, wel alszoodanig in do lovende stof aanwezig waren. Bij liet onderzoek over â€žeiwit" bleek aldra, <lat dit nieteen bepaaldo stof van constante chemische samenstellingis; maar (hit

het een aanlal stoH\'on zijn, welke wel is waarhoofdzakelijk bestaan uit koolstof, waterstof, zuurstof enstikstof, maar dat in de eerste plaats elk dier elementen intelkens weer wisselende hoeveelheden in do verschillendeeiwitsto??en voorkomt en dus de verhoudingsgetal len van l



??? de hoeveelheden van deze elementen onderling voortdurend verschillen, terwijl daarenboven ongetwijfeld in vele eiwit-stoffen nog allerlei andere elementen, zooals b.v. zwavelenphosphorus, in kleine hoeveelheden voorkomen. Het zal den lezer waarschijnlijk wel bekend zijn, datonze groote landgenoot G. J. Muldeh, de eerste is geweest,die zich met het stelselmatig onderzoek dier eiwitsto??enheeft beziggehouden. G. J. Mulder meende zeer terecht de eiwitstoffen in ?Š?Šn groote groep te moeten onderbrengen.Hij meende dan ook, dat alle eiwitstoffen ?Š?Šn gemeenschap-pelijke kern hadden, waaromheen dan bij de verschillendeeiwitstoffen, verschillende groepen gerangschikt zouden zijn,welke dan ook elementen zooals phosphorus en zwavel zou-den kunnen bevatten. Verdere onderzoekingen, vooral door A. Kossel, EmilFischek, Abderiialdkn en vele medewerkers verricht,toonden\' aan, dat de bouw van het eiwit-molecuul veelsamengestelder is, dan Mulder gedacht had. Zij tochslaagden er in, het eiwit-molecuul te doen uiteenvallen inchemisch eenvoudiger verbindingen, waarvan do aard werdvastgesteld.

Deze splitsing nu heeft men getracht op ver-schillende wijzen to bewerken; ten slotte bleek dehydrolyscdoor koken met sterke minerale zuren het meest geschiktte zijn. Bij deze hydrolyse ontstaan een aantal stikstof-houdende splitsings-pi-oducten, waarvan de voornaamstenaminozuren bleken te zijn. Verder kwam ann het licht, datbij splitsing van verschillende eiwitstoffen, niet steeds de-zelfde aminozuren ontstonden en dat hetzelfde splitsings-product bij de verschillende eiwitsto??en, telkens weer in andere hoeveelheden aanwezig is. Fisciier en Kossel toonden door schitterende onderzoe-kingen tian, dat aminozuren do eigenschap bezitten, zich metelkander te kunnen vereenigen, zoodanig, dat do amino-groep



??? van het ?Š?Šn, zich bindt aan de carboxyl-groep van hetander, onder afsphtsing van water. De aldus gevormdestoffen noemde Fischer peptiden. Ten slotte is het ver-schillenden onderzoekers gelukt, een aantal polypeptiden â€?op te bouwen. Sommigen daarvan vertoonden een aantaleigenschappen, welke ook aan eiwitstoffen eigen zijn. Zooverkreeg men met deze polypeptiden meermalen de biureet-reactie, de reactie van Millon, terwijl enkelen door phos-phorwolfraamzuur werden neergeslagen. Ten slotte bleek, dat synthetisch gemaakte polypeptiden,evenals eiwitstoffen, door enzymwerking gesplitst wordenin aminozuren, waardoor de theorie, dat het eiwit-molecuulvoornamelijk opgebouwd is uit aminozuren, weilichthoofd-zakelijk door peptide-bindingen aan elkaar gekoppeld, zeeraan waarschijnlijkheid wint. Evenwel zonder twijfel komenhiernaast nog tal van andere groepen voor. Behalve dat het gelukte eiwit te splitsen door koken metminerale zuren, ontdekte men ook, dat eiwit gesplitst konworden door enzymwerking, waardoor eveneens ton slotteaminozuren kunnen ontstaan. Zoo bleken maagsap, pan-

creassap en darmsap van verschillende dieren deze enzymento bevatten en ook in do weefsels komen zij voor. Alle bovengenoemde onderzoekingen hebben zeer zekerveel bijgedragen tot de kennis van don aard der eiwit-stoffen, welke in zooveel verscheidenheid in ons lichaamaanwezig zijn. Neemt men nu in aanmerking, dat heteiwit-molecuul voor een groot gedeeUo uit aminozuren isopgebouwd, dan wordt het verklaarbaar, dat de weefselsdoor do vereischto aminozuren op to nemen, in staat zijndi\\t eiwit hieruit to vormen, dat zij noodig hel)ben. Het is dus duidelijk, dat aminozuren van het grootstebelang zijn voor de eiwitstofwisseling; aan den eenen kanttoch worden do met hot voedsel opgenomen eiwitstoffen in



??? het spijsverteringskanaal meer en meer ontleed tot ammo-zuren, welke dan worden opgenomen, aan den anderen kant bouwt ons organisme hieruit op het benoodigde hchaams-eiwit; verder kunnen ook in de weefsels aminozuren vrij-komen, welke daar door proteolytische enzymen uit hchaams- eiwit gevormd worden. Voor het verkrijgen van een goed inzicht in de stot- wisseling der eiwitstoffen is het dus noodig om heb gehaltevan het bloed aan aminozuren onder allerlei omstandig-heden goed te kennen. Dan toch zou het mogelijk zijn tebewijzen, dat werkelijk aminozuren vanuit den darm in hetbloed overgaan, terwijl aan den anderen kant ook nagegaanzou kunnen worden, de voortdurende wisselwerking tusschenorganen en bloed, wat betreft den opbouw of de ontleding van eiwit in die organen. Zonder twijfel is dus het onderzoek van het bloed opaminozuren wan het grootste belang voor de kennis vande eitwitstofwisseling zoowel onder normale als onderpathologische omstandigheden. Men denke b.v. aan do rol,die do lever vervult bij de assimilatie der eiwitstoffen ende stoornissen, die hierin bij ernstige

aandoeningen vandit orgaan reeds zijn waargenomen (tyrosine en leucine inde urine bij acute leveratrophie en phosphorusvergiftiging). Na vele onderzoekingen, die het waarschijnlijk maakten,dat aminozuren in het bloed aanwezig zouden zijn, is hotten slotte gelukt deze stoffen erin aan te toonen on hotgehalte van het bloed aan aminozuren en mogelijk aan-wezige peptiden te bepalen. De methoden, hiervoor aangegeven, zijn die van S??kknsen,van Slyke en B.\\ng. De eerste berust op het feit, dat doamino-groep van aminozuur en peptiden met formol eenverbinding aangaat, waardoor haar basische eigenschapi)enverdwijnen en de zure eigenschappen der carboxylgroep te



??? voorschijn komen; door de aldus gevormde zA??re stof metbehulp van loog te titreeren, kan men de hoeveelheidaanwezige amino-stikstof bepalen. De tweede methode be-rust hierop, dat de amino-groep met salpeterigzuur reageertonder afsplitsing van stikstof; door de hoeveelheid ont-wikkelde stikstof te meten, heeft men wederom een middelom amino-stikstof te bepalen. Met deze twee methodenbepalen wij dus, hoeveel amino-groepen aanwezig zijn. Daarnu bijna alle bekende eenvoudige amino-stikstof houdendeverbindingen met ?Š?Šn amino-groep reageeren (de ^-groep),krijgen wij hierdoor dus een goeden indruk omtrent dehoeveelheid der aanwezige aminozuur-moleculen, terwijlde aard der aminozuren ons echter onbekend blijft.Bepaalt men dus met deze beide eerste methoden deamino-stikstof der aminozuren, met de derde methode be-paalt men de totale rest-stikstof â€” (ureum-, ammoniak-stikstof.) Alle stikstof aanwezig in de totale rest-stikstofbehalve die afkomstig van ureum en ammoniak, wordthierbij dus op rekening gesteld van de aminozuren, ter-wijl van de aminozuren zelf niet alleen do stikstof, in

deamino-groep aanwezig, bepaald wordt, maar ook de stikstofwelke in andere bindings-vormen in het aminozuur-mole-cunl aanwezig is. Kan men dus verwachten, dat do methodevan s??uknsicn en die van van Slykk gelijkwaardige uit-komsten geven, do methode vai\\ Bang moet zeker uitkomstengeven, die hooger zijn dan die, verkregen mot de beideeorslgenoemden, hetgeen ook uit do opgaven in do lite-ratiuir vermeld, blijken zal. Do bepaling van aminozuren in het bloed heeft echtereigenaardige moeilijkheden. In de eerste plaats moet heteiwit verwijderd worden en het is begrijpelijk, dat demiddelen hiertoe aangewend van belang zijn, daar hetniet buitengesloten is, dat door de verschillende gebruikte



??? middelen, aminozuren worden neergeslagen. In de tweedeplaats is van belang de behandeling, die het vaneiwit bevrijde bloed moet ondergaan, alvorens tot eenaminozuur-bepaling kan worden overgegaan, daar hierbijvoor de verschillende methoden verschillende stoffen ver-wijderd moeten worden. Zien wij dan ook de uitkomsten der onderzoekers, dankrijgen wij een aantal cijfers te zien, welke moeilijk of niet met elkaar kunnen worden vergeleken, daar de verschillende onderzoekers met bloed van verschillende dieren werkten,de ?Š?Šne arteri??el, de ander veneus bloed onderzocht, devoedingfetoestand der dieren verschillend was ?Šn ten slotteverschillende methoden^ gebruikt werden. Wel hebbeneenige onderzoekers de\' methoden van S??kensen en vanvan Slyke naast elkaar gebruikt, doch zij vermelden niet,of hiermee gelijkwaardige uitkomsten verkregen zijn. Ten slotte kan ik vele van de opgegeven waarden nietbeoordeelen, daar meestal geen nauwkeurige beschrijvingvan de gevolgde methodiek is gegeven. Het kwam mij daarom gewenscht voor, do waarde derverscliillende methoden eens

nauwkeurig na te gaan, douitkomsten daarmede verkregen met elkaar te vergelijkenen het aminozuur-gehalte van het bloed na to gaan onderverschillende physiologische en pathologi.sche omstandig-heden.



??? IIOOFDSTUIC I. Literatuuroverzicht. De arbeid van degenen, die zich hebben bezig geliouden metdo vraag wat er met de eiwitstoffen van liet voedsel in onsorganisme gebeurt, lieeft aan het licht gebracht, dat eiwit-stoffen in den darm afgebroken worden en dat naast albumosenen peptonen ook vrije aminozuren als eindproducten van die afbraak ontstaan. "Was dus de mogeliikhcid gegeven, dat deze aminozuren vanuit het darmlumen in het bloed zouden overgaan, moeilykhedenvan technischen aard maakten, dat het langen tyd duurdealvorens men dit met zekerheid kon aantoonen. Om genoemderedenen wordt het begrypeUjk, dat men langen t\\id ge-streden heeft over de vraag of eiwit als zoodanig, dan wel z\\jnafbraakproducten, in casu de aminozuren, van uit den darmdoor het bloed worden opgenomen. "Wie dan ook zich tot taak heeft gesteld een onderzoek aante vangen naar het voorkomen van aminozuren in liet bloedonder verschillende omstandigheden, zal by zyu studie van deliteratuur allereerst aantreffen een groot aantal onderzoekingenover resorptie van eiwitstoffen. Ten slotte behoeft liet wel geen

betoog, dat de opvattingen,welke men huldigde omtrent deze resorptie, ten nauwstesamenhingen met de kennis, welke men verkreeg door de ver-tering van het eiwit door de sp??svertcringssappcn te be-studeeren.



??? Zoo vinden wq, dat reeds in 1869 Br??cke 1) de opvattingtoegedaan was, dat eiwit zonder scheikundige veranderingen teondergaan, den darmwand passeerde. Steun aan deze opvattinggaven de onderzoekingen van C. Voit en J. Bauer2), die aan-toonden, door hongerende honden, welke in stikstofevenwichtwaren, kippeneiwit in het rectum te spuiten, dat na dezeinspuiting het stikstofgehalte van de urine verhoogd was, waar-uit zg hesluiten, dat inderdaad eiwit geresorbeerd moet z^n. Daar zij \'t tevens onwaarschynlijk vinden, dat in hetonderste deel van den dikken darm nog verteringsenzymenvoorkomen, nemen zy aan, dat dit eiwit zonder veranderingente ondergaan, door het rectumsl^mvlies is opgenomen. Behalve deze verklaring van Voit en Bauer over het toe-nemen van de stikstofafscheiding (ureum) in de urine, lyktmy de mogelijkheid niet buitengesloten en lykt het my zelfszeer waarschijnlyk, dat deze stikstofvermeerdering niet afkom-stig is van geresorbeerd eiwit, maar van ammoniak, dat zichin het rectum gevormd heeft door rotting. By een hunnerproeven geven zy zelfs op, dat de ontlasting, welke

cenige urenna het clysma met kippeneiwit tevoorschyn kwam, zeer sterkbtonk,.wat dus wel op een sterk rottingsproces wyst. Verder gingen Voit en Bauer nog de rcsorptie na van eiwituit den dunnen darm. Zy gingen hierby als volgt te werk.Dij een hond werd dc buikholte geopend en een dunne darmlisnaar buiten gebracht. Deze werd aan heide einden dicht gebon-den en in het zoo ontstane afgesloten lumen een eiwitstofgebracht. Vervolgens werd de darm weer in de buikholte ge-bracht en de builwand gesloten. Na 1 tot 4 uur werd het heest gedood en het darmstukuit de buikholte verwyderd om den inhoud te kunnen onder-hoeken. \'t Bleek nu, dat in dien tyd belangryke hoeveel- 1) Sitz. Berichte der Wiener Acad. 59 II, G17 ; 1869. 2) Zeitschr. f??r Biologie 5, 536; 1869.



??? heden eiwit uit het darmhimen verdwenen, zonder dat in derest afbraakpi\'odueten van eiwit aantoonbaar wai\'en. Daardoor het afbinden van den darm maag- noch pancreassapkunnen toetreden en men over de Averking van het darmsapnog geen, of in elk geval\' zeer tegenstrydige gegevens had,besloten Voit en Bauer hieruit, dat eiwit als zoodanig van uitden darm geresorbeerd wordt. Eenige jaren later herbaalden Czerny en Latsciienberger Ijbovengenoemde proeven en verkregen dezelfde resultaten.Hieruit meenden ook zy te kunnen besluiten, dat eiwit alszoodanig door den darnnvand geresorbeerd wordt. Als gevolg van bovengenoemde o])vatting, n.1. dat eiwitrechtstreeks van uit den darm in het bloed zou overgaan,trachtte men aan te toonen, dat dit direct in de bloedbaangebracht, door liet organisme gcasshnileerd kan worden. Zoospoot Neujieister2) een hond groote hoeveelheden acid-albu-mine en alcali-albuniinaat (verkregen door koken van eiwitresp\'. met mineral?Š zuren en basen) in het bloed, zonder datdeze door de urine werden afgescheiden. Tly meende hieruitte kunnen besluiten, dat dit eiwit

inderdaad door hetorganisme wordt geassimileerd. Stokvis 3) echter toonde aan, dat kippeneiwit, zelfs in zeerkleine hoeveelheden in do l)locdl)nnn gebracht, reeds aanleidinggaf tot albuminurie, terwyl deze ook werd wanrgenomen,wanneer zeer veel rauwe eieren ineens werden gebi-uikt.Kippeneiwit moet dus eerst een verandering in den durniondergaan, alvorens het door het lichaam geassimileerd kanworden. Velen zyn de onderzoekers, die zich met het vraagstuk derresorptie van eiwit hebben beziggehouden, terwyl de uit- 1) Vmcnow\'s Archief 59, l(il; 1874. 2) Zeitschr. filr IMologie. 27, 809; 1890. 3) Ned. Tydschr. voor ??cn. O, 395; 18G2.



??? komsten van hun onderzoekingen wisselend waren. Zoobesluiten Senator 1) en Buxge2) nit hun onderzoo an-gen dat aUeen eiwit, hetwelk zich normaliter m het bloedLu direct in de bloedbaan ingespoten kan worden zonderdat albuminurie tevoorschijn komt, terwfll eiwit, hetwelknorma??ter niet tot het plasma behoort (zooals kippeneiwxt encase??ne) by intraveneuse injectie aanleiding geeft tot het ont-staan van albumimirie. ^ ^ aNKmiKiSTKK daarentegen neemt aan, dat gedenatureerd eiwit van welken oorsprong ook, wanneer in de bloedbaangebracht, door het organisme geassimileerd kan worden. Fkiedekthal en Lewakdowskv 3) trachtten deze tegenstry-dige uitkomsten te verklaren door de mogelijkheid aan tenemen dat sommige eiwitstoffen een vergiftige werking op hetorganisme oefenen. Ook zy namen proeven en slaagden er inde meest verschillende eiwitstoffen in het bloed te l)rengen,zonder albuminurie te verwekken, indien zy de voorzorgnamen deze stoffen eerst te verhitten tot GO graden. I Mukk en Lewandowsky gaven zich eveneens moeiteom klaarheid te brengen in dit vraagstuk en toonden

aan, datde snelheid van inspuiting van de eiwitstoffen in het bloed vangroot belang is voor het ontstaan van albuminurie. Spoten zyhet eiwit zoo langzaam in, dat de omstandigheden vergelyk-baar werden met wat tydens de digestie plaats heeft, dan vonden zy geen albuminurie. Meende men dus te hebben aangetoond, dat oiwit, ..niniddel-lyk in de bloedbaan gebracht, door het organisme geassimileerdwordt, \'t bewys dat dit onder nomalc omstandigheden met heteiwit van ons voedsel liet geval is, was niet geleverd. 1) Die -Albuminurie in pliysiol. u. kUn. Heziehung, lierlin 1890. 2) Lehrbuch der physiol. Chemie 1889; blz. 311. 3) Arcb. f. Anatomie u. Physiologie 531; 1899.



??? Borchhardt 1) trachtte dit vraagstuk tot nadere oplossing tebrengen door groote hoeveelheden gemakkelyk aantoonbareeiwitstoffen in den darm te brengen, ten einde deze later inhet bloed te kunnen terugA-inden. Hy bediende zich hiervoorvan hemi??lastine en het eiwit van Bence Jones en slaagde erook in, deze in het bloed terug te vinden. Adderhalden 2), die deze proeven herhaalde, echter alleenmet elastine, vermocht deze stof niet in het bloed aan te toonen, Eveneenfi negatieve uitkomsten verkregen IMendel enRockwoodS), die in plaats van elastine, case??ne en edestine(een eiwitstof uit hennep) voor hun waarnemingen ge-bruikten. Zy spoten deze ciAvitstoffen in een aan beide eindentoegebonden, van te voren goed gereinigd, stuk van dendunnen darm, nmar konden na eenige uren noch elastine, nochcase??ne in het bloed aantoonen. Op geheel andere wyze hebben Ascoli en ViaNo4), Gang-iiokxek en Laxgkr en anderen getracht om bovengenoemdvraagstuk op te lossen. Uitgaande van het feit, dat eiwit inhet bloed gebracht, aanleiding geeft tot het ontstaan van ver-schillende stoffen, o.a. die dit eiwit

neerslaan, de z.g. praecipi-tinen, hebben bovengenoemde onderzoekers hiervan gebruikgemaakt om aan te toonen, dat werkelyk onveranderd eiwitden darmwand passeert. Ascoli en Vkjno kregen wisselende uitkomsten, nu eenswerden wel, dan weer geen praecipitinen gevonden, zoodat zygeen conclusie durfden trokken. Eveinnin konden Dkiik?? enPorak5) praecipitinen in het bloed aantoonen, nadat zy dage-lijks, gedurende eenige weken, paarden-serum in den dikken 1) Zoitschr. f??r physiolog. Choin. 51, 50G ; 1907 cu 57, 305; 1908. 2) ibid. (59, 801; 1910. 3) Americ. Joiirn. of Physiolog. 12, 336; 1905. 4) Zeitsclir. f??r physiolog. Ciiom. S\'.), 283; 1903. Â?â€?) Journ. do Physiol, ot de Path. g?Šn. 14, 1019; 1912.



??? darm spoten. Gingen zij echter uit van specifieke praecipiti-nen dan gelukte het, in het bloed voedseleiwit aan te toonen. Pfeiffer bracht gedurende 7 dagen kippeneiwit m dendikken darm, maar kon aan \'t eind van deze periode geenspecifieke praecipitinen in het bloed aantoomn. Eveneens negatieve resultaten verkreeg Abderhalden. 1) en zijn medewerkers. Uit het bovenstaande blijkt dus, dat de meeste onderzoekers het niet waarschijnlijk achten, dat onder normale omstandig-heden voedseleiwit onveranderd den darmwand passeert. Wel had men gezien, dat onder abnormale omstandighedendit \'t geval kan zyn. By \'t toevoeren van groote hoeveelhedenkippeneiwit werd, zooals reeds gezegd, een deel hiervan onver-anderd door de urine afgescheiden, zoomede bleek de darmvan volwassen personen onder pathologische omstandighedenen van pasgeborenen, zooals Gangiiofker en Langer 2) aan-toonden, voor eiwit doorgankelijk. Intusschen hadden onderzoekingen over de vertering vaneiwit aan \'t licht gebracht, dat met het voedsel opgenomeneiwit, door de verschillende proteolytische enzymen van

maagen datm, ecu splitsingsproces ondergaat. Zoo werd achtereen-volgens aangetoond de werking van pepsine en trypshie, tcrwylCoiiKiiEiM 3) na de ontdekking van de erepsine kon aantoonen,dat aminozuren als laatste eindproducten der eiwitvertcringzyn te beschouwen, \'t Lag nu voor de hand na te gaan of deafl)raakproducten dezer vertering in de bloedbaan waren terugte vinden en voornamelyk liep dan de vraag hierover of demeer samengestelde\', chemisch dichter by het eiwitmolecuulstaande splitsingsproducten, zooals albumoscn en peptonen,dan wel de verder van het eiwitmolecuul afstaande, chemisch f??r physiolog. Chein. 51, 269; 1907. 2) M??nch, med. Wochcnschr. 51, 1497; 1904.^ 3) Zeitsch. f??r physiolog. Chem. 451; 1902.



??? eenvoudiger verbindingen, e.q. de aminozuren, van uit dendarm in het bloed overgaan. Ten einde deze moeilijke vraag op te lossen trachtte mendeze stoffen terug te vinden in het van eiwit zooveel mogelykbevrijde bloedserum. Dit van eiwit bevrijde deel van het bloed-serum bevat stikstofhoudende bestanddeelen, welke by chemi-sche analyse nog een hoeveelheid stikstof leveren, die men detotale reststikstof (K. N.) van het bloed pleegt te noemen. Vele onderzoekers hebben zich met het onderzoek naar dobestanddeelen, die deze reststikstof leveren, beziggehouden,terwyl de uitkomsten dier onderzoekingen sterk wisselden. Ditis wel gelegen in het feit, dat het zeer moeilyk is, het eiwitvolledig uit het bloed te verwijderen en dat volgens ?Š?Šnemethode werkende, andere stoffen neergeslagen worden danvolgens een andere, zoodat hot onderzoek der R.N. geheel ver-schillende uitkomsten oplevert, al naar gelang de niethodewelke gebruikt is. Weet men verder nog, dat de begrippenalbumosen en peptoucn niet scherp omlynd zyn, zoodat watde een tot de allmmoscn, de ander tot de peptoncnrekent en omgekeerd,

dan wordt het duidelyk\', dat bij deverschillende gebruikte metlioden, de ?Š?Šn meende met albu-mosen te maken te hebben, terwyl de ander hierin peptidenof niet gecoaguleerd eiwit zag. Bedenkt men ten slotte nog,dat de B. N. leverende stoffen bestaan uit versehillcndocomponenten en dat deze slechts in geringe hoeveelheid inhet bloed aanwezig zyn, dan hebben we hier wel de voor-naamste oorzaken, die het onderzoek der B. N. van het bloedzoo ingewikkeld maken. Ver.schillendc onderzoekers hebben nu bepalingen ge-daan over deze B. N. by verschillende voedingstoestanden vanhot proefdier en zich tevens veel moeite gegeven de verschil-lende componenten er van tc leeren kennen.



??? Zoo bepaalden v. Bergman en Langstein 1) de R.N. van hetbloed van honden na een eiwitryken maaltijd en na een stik-stofvrije voeding. In het eerste geval vonden zy hiervoor eenhoogere waarde dan in het tweede. Ten einde iets te wetente komen over de componenten dezer R. N., werd als volgtte werk gegaan: Een groote hoeveelheid bloed, verkregen doorhet proefdier te dooden, werd bij een 12-voudige hoeveellieidkokend water, dat een half percent primair natriumphosfaatbevatte, gevoegd. Vervolgen werd verhit tot het mengselweer kookte, waarna met azynzuur aangezuiird werd. Hiernawerd gefiltreerd en het filtraat ingedampt tot op V7 lietoorspronkelyke bloedvolumen. \'t Filtraat was vry sterk ge-kleiu-d en gaf een duidelyke biureetreactie en die vanMillon. Hiervan Averd nu liet stikstofgehalte bepaald, het-welk dan de totale 11. N. zou zyn. Het aldus ingedampteiiltraat werd nu behandeld met 96 percent alcohol, waardooreen neerslag ontstond, dat in water oplosbaar bleek te zynen een sterke biureetreactie gaf. Schryvcrs van dit artikelbeschouwen dit neerslag als albumosen en bepaalden ookhiervan

het stikstof gehalte. Het filtraat verkregen na de behandeling met alcohol, werdnu geheel verzadigd met zinksulfaat, aangezuurd en l)leef2-maal 24 uur staan, waarna gefiltreerd werd. Aan het aldusverkregen filtraat werd nu phosphorwolfraainzuur toege-voegd, waardoor de peptonen neerslaan. Op deze wyze te werk gaande, vonden v. Bergman cuLangstein, dat het bloed van hongerende en goed gevoededieren zoowel albumosen als peptonen bevat. Zy vonden in het bloed der goed gevoederde honden, datongeveer 25 percent van de totale R. N. door albumosen .werd<releverd, terwyl de totale R.N., verminderd met de albumosen- 1) Beitr. z. chera. l^hysiol. u. Path. G, 27; 1905.



??? hongerende dieren waren deze getallen resp. 9 en 45 percent.Daar deze proeven met met hetzelfde dier konden genomenworden, hebben deze geen vergelykende waarde, maar destikstof voor ongeveer 55 percent l??t peptonen bestond; bygroote verschillen in uitkomsten wyzen in de richting van demogelykheid, dat albumosen, resp. peptonen tydens de digestiein het bloed worden opgenomen. Ook JNIokawitz en dffitschy 1) hebben getracht albumosenin het bloed aan te toonen. Het bloed werd van eiwit bevryddoor het met de 20-voudige hoeveelheid physiologische keu-kenzoutoplossing, welke met primair kaliumphosfaat zuurwas gemaakt, tot 80 graden te verhitten. Hierna werd gefil-treerd en om uit het filtraat de laatste resten eiwit te ver-wyderen, nog eens gedurende G uur verhit met 9G percentalcohol. Hierna werd wederom gefiltreerd en verzadigd metzinksulfaat, waarna gefiltreerd werd. In het laatste verkre-gen neerslag werd nu op albumosen resp. peptonen gereageerdmet de biureetreaetie, terwyl ook het neerslag, verkregendoor het koken met alcohol, uitgewasschen werd met wateren dit waschwater op

albumosen werd onderzocht. Gingenschryvers nu uit van totaal-bloed, dan werd steeds eenpositieve biureetreaetie gevonden, gingen zy daarentegen uitvan serum, dan was de reactie .steeds negatief. Keinnaalslechts verkregen zy, uitgaande van serum, een positiefresultaat. In dit geval was het serunv echter sterk haemoly-tisch. Uit deze proeven besluiten ^Iokawitz en Diktsciiy, datde biureetreaetie gevende stoffen, die zy verkrygen uitgaandevan totaal-bloed, afkomstig zyn niet uit het plasnm, nmaruit de roode bloedlichaampjes, zoodat niet de all)umosen nmarde haemoglobine (of by de behandeling daaruit ontstaneglobine) voor de biureetreaetie veranl.woordelyk moet worden \') Arcli. f. oxpoi-im. Futhol. ii. rimrmac. 54; 1905.



??? gesteld. In deze meening werden zy nog --terkt doo datLgaande van een oplossing van haemoglobme, hetzelfderesultaat werd verkregen. Tenslotte .vijzen zy er nog op, datde biureetreactie niet speeifiek is voor albumosen. Het verschil in uitkomsten tusschen de onderzoekmgen vanv. BKKGM.V. en L.vngsxkik aan den eenen kant en â€”-en Dn^TSCHY aan den anderen kant, is zonder twyfel gelegenin de methodiek. Beschouwen wy de eerste bewerking coagu-latie in de hitte by zwak zure reactie, in beide SÂ?^ ^ ^gelijkwaardig, het groote verschil komt by de behandehng metalcohol. De eersten toch vermeugen het van eiwit bevryde,echter sterk gekleurde filtraat, wat er op wyst dat de coagx??a-tie niet volledig is geweest, met een hoeveelheid alcoho en los-sen het daardoor verkregen neerslag op in water, waardoor heheel goed mogelyk is, dat naast albumosen ook eiwit, dat weldoor den alcohol neergeslagen, maar nog niet gecoaguleerd is,mee in oplossing gaat, terwyl de laatste onderzoekers geduren-de 6 uur koken met alcohol, waardoor het aanwezige eiwit welvolkomen gecoaguleerd wordt. Ik geloof dan

ook, dat debiureetreactie, welke v. B. en L. verkregen, niet het gevolg isvan de-aanwezigheid van albumosen, maar veel meer te wytenis aan een onvoldoende vcrwydcring van het eiwit. Tevensblykt uit bovenstaande het verschil in hizicht, dat bestaat overde eigenschappen der albumosen. Tcr^vyl v. B. en h dealbumosen neerslaan met alcohol, beschouwen M. en D. dezestoffen te zyn oplosbaar in alcohol. In hun artikel vermeldenzy echter, dat sommige albumosen door alcohol neergeslagen kumien worden. Een der eersten wel, die in het bloed naar de hooge splitsingsproducten gezocht heeft was Pkkkliiauino 1), diereeds in 1881, op voor dien tyd oorspronkelyke wyze aan- 1881. 1) Pkl??ger\'s Arcbief 2(), 520;



??? toonde, dat liet arteri??ele bloed van honden, door voederhigder dieren niet eiwit, ryker aan pepton (dat zijn in dit gevalalbumosen) werd, terwijl het veneuse bloed veel minder vandeze stof bleek te bevatten, Avaaruit hy besluit, dat deweefsels in staat zyn, pepton aan de circulatie te onttrekkenen dat dit pepton door den darmwand geresorbeerd wordt. Vele onderzoekingen zyn er nu verricht oni vast testellen of albumoscn in het bloed voorkomen, waarbyNeumeister 1), Abderhalden 2), Funk, London 3), en Rona4)geen. Knoop 5), T??pfer 6), Kraus 7) en Freund 8) wel dezestoffen meenden te kunnen aantoonen. Teneinde een meer duidelyk inzicht te krygen in de ver-schillende bestanddeelen van de 11. N., deden Hohlwegen Meijer 9) het volgende onderzoek, waarby vooral aande totale verwydering van het eiwit veel zorg werd be-steed. Dit geschiedde door by zwak zure reactie halfte verzadigen met keukenzout. Zy gebruikten, bloedserum,dat zoo weinig mogelyk hacmolytisch was. Nadat het eiwitaldus gecoaguleerd was, werd gefiltreerd en het stikstofge-halte van het filtraat bepaald, hetgeen dus de totale li.

N.M\'as. Dit filtraat werd nu behandeld met tannine, waardooralbumoscn en peptonen neergeslagen worden en in de restwerd het ureumgehalte bepaald. Op deze wyze werd nu hetbloed onderzocht van goed gevoede en van hongerendehonden. Kvenals andere onderzoekers, vinden Hohlweg enMei.ier een verhooging van de totale K. N. na vlecschvoe- 1) Zoitschr. f??r Biologio. 27, 309; 1890. â– â€?!) Zeitschr. f??r physiolog. Choni. 42, 155; 1904. 3) ibid. 51, 269; 1907. ibid. 5Â?, 309; 1907. \'>) Hoitr. 7.. clicm. Physiol. u. Patli. 3, 52; 19U3. f\') Zeitschr. f??r o.\\porim. Path. u. Thornp. 3, 16; 1905. ") ibid. 3, 52; 1905. Â?) ibid. 4, 1; 1906. 0) lieitr. z. chem. Phyaiol. u. Path. 9\', 381; 1908.



??? ding Als gemiddelden vinden zy tydens honger 52.5 mgr.R N op 100 cc. bloed en tydens eiwitvoeding 78.8 mgr.\'t Bleek verder, dat het voornaamste bestanddeel van dezeR N het ureum was, dat tydens honger 38.4 mgr. en navleeschvoeding 56.7 mgr. bedroeg. De stijging van het ureum-gehalte is dus na vleeschvoeding ongeveer 50 percent, terwylzoowel tydens honger als by een eiwitryke voeding 75 percentvan de totale R. N. uit ureum bestaat. Wat de stoffen betreft,welke niet door tannine worden neergeslagen en afgezienvan ureum, deze vertoonen een vermeerdering der stikstof-waarde van 82 percent, terwyl by de wel door tannine neer-geslagen stoffen (albumosen en peptonen) geen constantevermeerdering viel waar te nemen. De uitkomsten dezer be-langrijke onderzoekingen vatten de schryvers als volgtsamen- Die Bedeutung dieses Verhaltens ist insofern nichtleicht zu beurteilen als die Natur der in diesen Fraktionenenthaltenen Stoffe nicht gen??gend ermittelt ist. Doch istsicher, dasz in der Tannin-f?¤llbaren Fraction etwa vorhan-dene Albumosen, in der nicht f?¤llbaren die Aminosa??rcn

undsonstigen nicht durch Tannin f?¤llbaren Kndproducte (vonllarn-stoff abgesehen) f?¤llen m??szen. Da eine konstante Ver-mehrung der Albumosenfraction nicht nachweisbar ist, wirdman nicht wohl eine Vermehrung der Albumosen ?¤hnlichenStoffen beim verdauenden Tiere annehmen. Die Anwesenheitder geringen J^Ienge von Jiiuretreaction gebenden Stoffen imSerum, an der wir auf Grund unserer Versuche festhaltenm??szen, steht sonach mit der iOiweiszrcsorption nicht in einemerkennbaren Zusammenhang. Auch darf es nicht als ausge-macht angesehen werden, dasz die Biuretreaction gebendenK??rper der Verdauungsalbumosen angeh??ren, da es sichauch um Albumosen?¤hnliche Stoffwechselproducte anderer Art handeln k??nnte". De regelmatige vermeerdering der K. N. fractie nn



??? vleeschvoeding, welke niet door tannine wordt neergeslagenen afgezien van ureum, doet by schryvers de vraagryzen of hier geen transport van eindproducten der eiwit-vertering van den darm naar de -weefsels plaats lieeft. Dezestoffen zouden dan waarschynlyk aminozuren moeten zyn,daar deze, zooals bekend, tydens de digestie in het darmka-naal ontstaan. Om hieromtrent nadere gegevens te verkrygen,voerden Hohlweg en Meijer honden groote hoeveelhedenWitte-pepton,. dat gedurende 6 weken was blootgesteld ge-weest aan de Averking van tiypsine, waardoor dit peptonvoor een.groot gedeelte ontleed was gewoi\'deii in aminozuren. In de eerste plaats werd nu vastgesteld by een hond,hoe groot de R. N. fractie van 100 cc. bloed was, welke nietdoor tannhie werd neergeslagen en geen ureum was. Dit getalwas 6 mgr. Na voedering van bovengenoemd mengsel bleek dezefractie van de R. N. 16 mgr. in 100 cc. bloed te bedragen. Schryvers meenen hieruit te moeten besluiten, dat dezeverhooging te gering is om aan te nemen dat werkelykaminozuren geresorbeerd zyn. ^Myns inziens ten onrechte.Een

verhooging van 250 percent lykt my, hoe klein deabsolute getallen ook zyn, voldoende om aan te nemen, datzeer lage splitsingsprodueten, in casu aminozuren, van uitden darm in het bloed zyn opgenomen. Behalve deze proevenwerd ook nagegaan of hoogere eiwitsplitsingsproducton, zoo-als albumosen, geresorbeerd konden worden. Daartoe bepaal-de men eerst de albumosenfractie van de R. N. (door tannineneergeslagen) by hongerende en daarna by met albumosengevoede dieren. Het bleek dan, dat deze fractie na voederingverhoogd was met 40 percent (van 5 mgr. in 100 cc. bloedop 8 mgr.). Uit bovenstaande proeven blykt du.s, dat na vleeschvoedinghet R. N. gehalte van het bloed verandert en wel in dien zin.



??? dat dit gehalte verhoogd is; dat deze verhooging voor eengedeelte moet toegeschreven worden aan een vermeerdermgvan nrenm, maar dat daarnaast ook nog eene vermeerdermgis van andere stoffen, welke voor een klein deel bestaan mtde hoogere splitsingsprodncten van het eiwitmolecnnl, zoo-als albumosen en peptonen, maar dat de grootste verhoo^ngdezer fractie geleverd wordt door stoffen, welke met doortannine worden neergeslagen en opgevat worden als te zynde lagere splitsingsproducten van het eiwit, zooals deze mden darm voorkomen, dus waarschijnlyk ammozuren. Cathcaut en LeathesI), die eveneens bepalingen dedenvan de R. N. van het bloed, komen tot dezelfde resultatenals Hohlweg en Mj??ijer, maar konden evenmin aantoonen, dathet werkelyk aminozuren zyn, die by eiwitverterhig m de circulatie worden opgenomen. Wel had Cohnheim 2) reeds in 1902 aangetoond, dat hetmogelyk was, dat by den Octopus aminozuren van den darmdoor het bloed worden opgenomen. Hy nam daartoe dendarm met de spysverteringsklieren uit het lichaam weg enhield deze gedurende 20 uur levend

in met zuurstof door-stroomd bloed. Bracht hy nu in den uitgesneden darm eenpeptoh-oplossing, dan kon hy na 20 uur in het omringendebloed verschillende aminozuren, zooals tyrosine, lysine enarginine aantoonen, tcrwyl het ammoniak-gehalte van hetbloed aan het einde der proef bclangryk verhoogd bleek tezyn. Eenige jaren later 3) herhaalde hy deze proeven by eenvisch, maar vond in het omringende bloed geen aminozuren,maar\' wel een sterke verhooging van het ammoniak-gehalte,waaruit hy besluit, dat het mogelyk is, dat aminozuren in den 1) Journal of Pliyaiology 4G3; 190G. 2) Zeitschr. f??r physiolog. Chem. 35, 896; 1902.ibid,, 59, 246; 1909.



??? darmwand gedesamideerd Avordeii en in ammoniak en eennog onbekende stof uiteenvallen. Steun aan deze opvattingen gaven onderzoekingen vanPavlow, Z.vleski, Nencki en salaskin 1), die in het portalebloed van den hond na eiwitvertering een verhooging vanhet ammoniak-gehalte vonden, welke verhooging niet in hetarteri??ele bloed was terug te vinden. Eenige jaren latertoonden Folin en Denis 2) aan, dat deze amnmniak niet af-komstig is van gedesamideerde aminozuren, maar ontstaatin den darm door rottingsprocessen. Bij de proeven van bovengenoemde onderzoekers bleef,nadat de eiwitachtige stoffen neergeslagen waren, een stik-stofhoudende rest over, waarby het waarsebynlyk leek, dataminozuren aanwezig waren, zonder dat het evenwel gelukte,deze stoffen aan te toonen. Wel hadden in 1903 Fischek en Bekgell 3) eene methodegepubliceerd, om met behulp van /3-naphtaline-sulfoehlorideaminozuren aan te toonen. Deze stof geeft, Avanneer by alcali-sche reactie met aminozuren geschud, goed gekarakteriseerdeverbindhigen daarmee in den vorm van /3-naplitaline-sulfo-aminozuren. l\'^mhden en

Beese4) gebruikten deze reactie om aminozurenin de urine aan te toonen, waarby bleek, dat vooral de mateder alcalische reactie van groot belang is, om alle amino-zuren als /3-naphtaline-sulfo-verl)indingen uit de urine teverwijderen. Voor hun onderzoek werd de urine eerst vanhippuurzuur bcvryd en vervolgens 2-maal 24 \\uu- by 30Â° met/3-naphtaline-sulfochloride geschud, terwyl van tyd tot tydde reactie gecontroleerd en alcalisch gehouden werd. Een Zio hiervoor bij Coiinhkim I. c. 2) Journnl of Hiolog. Chem. 11, IGl; 1912. Horichto der dontaclicn Chem. Gesollschnft 35, 190.H. 4) ??eitr. z. chem. Physiol. u. Pftth. 7, 41; 190(3.



??? nadere qualitatieve analyse van het aldus verkregen mengsel slaagde gebrekkig. In aansluiting aan deze proeven trachtte Howell 1) nu mhet dialysaat van bloedserum met behulp van bovengenoem- "de stof aminozuren aan te toonen. Hij verkreeg een sterkoliehoudend praecipitaat, niet geschikt voor verder onder-zoek AVel bleek, dat dit praecipitaat, verkregen uit bloedvan met vleesch gevoede honden grooter was dan dat, ver-kregen uit bloed van hongerende beesten. Groote beteekenisheeft dit laatste ?Šchter niet, daar door de verontreinigingeneen eenigszins nauwkeurige weging niet mogelÂ?k was en deuitkomsten schattenderwys zyn vastgesteld. Het eenige watdeze proeven ons leeren is, dat er in het bloed stoffen aan-wezig zyn, welke met /3-naphtaline-sulfochloride reageeren. Was het dus niet gelukt om onder normale omstandighe-den aminozuren met zekerheid in het bloed aan te toonen,onder pathologische omstandigheden gelukte dit wel. Zoovonden JJeuberg en Richter 2) in het bloed van een lyderaan acute gele leveratrophie belangryke hoeveelheden dezerstoffen. Nadat het bloed van dezen

pati??nt een nacht in deyskast had gestaan, vonden zy er den volgenden morgeneen groot aantal kristallen in, welke by nader onderzoekbleken te bestaan uit tyrosine. In 345 cc. bloed, welke zy tothunne beschikking hadden, konden zy niet minder dan2.13 gr. tyrosine aantoonen. Daar zy in het bloed geenproteolytische enzymen konden aantoonen,, de ureuni-afschei-ding in de urine niet verhoogd was, hetgeen niet wyst opeen verhooging der eiwitstofwisseling en een berekeningleerde, dat deze geweldige hoeveelheid tyrosine niet ontstaankon zyn uit leverweefsel, dat door het ziekteproces te gronde 1) Americ., Journal of Phyisol. 17, 273; 190G. 2) Deutsche Mediz. Wochenschr, -iOO; 1904.



??? was gegaan, nemen zij aan, dat deze stof opgevat moet wor-den als retentieproduct, daar de nieren, welke een parenchy-mateuse degeneratie vertoonden, niet meer in staat zoudenzijn, de overtollige aminozuren af te scheiden. Neuberg en StraussI), waarvan de laatste aantoonde hetgroote belang van do 11. N. by verschillende nieraandoenin-gen en tevens had aangetoond do rol, die de bestanddeelenvan die R. N.: ureum, urinezuur en ammoniak, onder dieomstandigheden spelen, besloten nu ook het gehalte aanaminozuren in het bloed onder dergelyke pathologische om-standigheden na te gaan. Zy gebruikten hiervoor eenmethode, beschreven door Neoterg en M.vnasse, welke er opberiist, dat apiinozuren, geschud mot x -naphtyl-isocyanaat inalcalisch milieu verbindingen aangaan, welke gemakkelykzyn te herkennen. Daar deze methode volgens Neuberg ookde hoeveelheid aminozuren kan leeren kennen, kan dus hetaminozuiu\'-geluilte van het bloed bepaald worden. De waar-den. die schryvers opgeven, gelden voor verbindingen van hetaminozuur met ^-naphtyl-isocyanaat. Zoo vinden zy dan,dat het bloed

van een pati??nt, tydens coma-diabeticum, even-als dat van een pati??nt, lydende aan nephritis, tengevolgevan chronische lood-intoxicalie 5o/oo aminozuur bevat. By dechronische parenchynmtcuse nephritis was dit bedrag0.5terwyl by een overgangsvorm tusschon ecu chro-nische parenchymateuse en chronische interstitieele nephritis0.81 Â°/oo gevonden werd. Schryvers nieenen, uit hunonderzoekingen te mogen besluiten, dat by de ehi-onischeinterstitieele nephritis er een verhooging van hetaminozuur-gehalte in het bloed is, terwyl by de chronischeparenchymateusc vormen geen, of slechts een geringe ver-meerdering bestaat. Zy vatten deze verhooging op als eenretentieverschynsel; do zieke nier zou niet meer in staat zyn. 1) Berlin, klinischo Woclionsclir., 4Â?\', 258; lOOG.



??? de aminozuren met de urine te verwyderen. Zy trachten ditte staven, door by een konyn beide nieren weg te nemen,waardoor na 64 uur het aminozuur-gehalte van uiterst wemig, tot 2.40/00 steeg. . ; -w Wezen dus al deze onderzoekingen m de richting, dat aminozuren in het bloed aanwezig zyn, zonder dat het ge-lukte, wegens onvoldoende methodiek, dit voor normale om-standighden vast te stellen, toch hebben verschillende schry-vers getracht aan te toonen, het groote belang van deze stoffenvoor de stofwisseling, waarby de leidende gedachtengangdeze was,, dat wanneer aminozuren door het bloed van uitden darm worden opgenomen en voor de stofwisseling vanbelang zyn, deze stoffen op andere wyze dan door den darmtoegevoerd, eveneens door het organisme geassimileerd zou-den worden, terwyl het eveneens mogelyk moest zyn hetorganisme in stand te houden, door het te voeden metsplitsingsproducten van eiwitstoffen, in easu aminozuren. Zoo voedde O. Loewi 1) honden gedurende langen tyd metdoor middel van pancreassap gedigereerd vleesch (dus meteen mengsel van v?¨rgesplitste

eiwitstoffen, waarby bleek, dathet mogelyk was deze dieren in stikstofevenwicht te houden,waaruit\'volgt, dat dit ver gesplitste eiwit den darmwand ge-passeerd moet zyn en door de weefsels geassimileerdwordt. Tot dezelfde resultaten kwamen Hkndekson enDean 2) en ook de onderzoekingen van Audeimialden 3) wezenin dezelfde richting. Niet alleen vermocht Ad??eriial??enhonden in stikstofevenwicht tc houden door voedering mettotaal gedigereerd vleesch, maar zag zelfs deze dieren hier-mee in gewicht toenemen. Ook bracht hy 4) in de afgesloten 1) Centralbl. f??r Physiolog. 1(5, 590; 1902. 2) Araoric. Journ. of Physiol. 9, 386; 1903. 3) Zeitschr. f??r physiolog. Chem. 42, 528; 1904. 4) Zeitschr. f??r physiolog. Chem. 53, 113; 1907.



??? maag van een hond 8 gr. alanine, schakelde de leverwerkmgbijna geheel uit door het aanleggen van een fistel van Ecken doodde na eenigen tijd het dier. Al het bloed werd nuzooveel mogelyk verzameld en met behulp van /3-naphtaline-sulfochloride op alanine onderzocht. Men kon toen in totaal0.5 gr. alanine in het bloed vinden, tcrwyl in de tydens deproef afgescheiden urine eveneens 0.5 gr. alanine was aante toonen en in de maag geen spoor dezer stof was overge-bleven. De conclusie ligt dus voor de hand, dat het grootstedeel van de alanine door de weefsels is opgenomen. Tenslottewerden nog proeven genomen door alanhie direct in de bloed-baan te spuiten, waarby ook Aveer bleek, dat een klein ge-deelte na eenigen tijd in het bloed was terug te vinden, deurine een weinig alanine bevatte, maar dat het grootste deeluit de circulatie verdwenen en waarschynlyk door de weefsels opgenomen was. V. iiicnriquks en Hanskx 1) deden een aantal proeven metratten, welke zy met dc afbraakproducten van case??ne voer-den. Deze producten wci-den verkregen door case??ne blootte stellen gedurende eenigen tyd

aan de werking vantrypsinc en erepsine en door hnar te koken met mineralezuren. Uit hun proeven blykt nu, dat ratten, gevoed met case??neen met door enzymwerking gesplitste case??ne, in stikstofeven-wicht bleven en de stikstof balans zelfs positief werd, tcrwyldc dieren gevoed met door minerale zuren gchydrolyscerdecase??ne niet in stikstofevenwicht waren te houden, dc stik-stofbalans negatief werd en zy snel te gronde gingen. Uit deze proeven blykt dus weer, dat ratten eenigen tydin leven zyn te houden met de laagste splitsingsproductenvan eiwit, dat zy zelfs, hiermee gevoed, in gewicht toenemen,maar tevens blijkt, dat de door cnzymwerknig gesplitste 1) ibid. 43, 417; 1905. 4Â?, 113; 190G. r>4, 406; 1907.



??? case??ne andere\' eigenschappen heeft dan de met mineralezuren gehydrolyseerde. Of in het laatste geval vergiftigenevenproducten ontstaan, dan wel door het koken met sterkezuren aminozuren ontleed zyn, welke zooals later Mendel,osborne 1) e.a. hebben aangetoond, voor het leven onontbeer-lijk zijn, zou ik niet durven uitmaken. V. Henriques en Andersen 2) brachten by geiten en hondengedurende langen tyd (?Š?Šnmaal zelfs 20 dagen lang) verschil-lende voedingsstoffen, waaronder ook gedigereerd vleesch, datnog voor ongeveer 15 percent peptiden bevatte, onmiddellykin de bloedbaan, door in de vena jugularis of lienalis een glas-canule te bevestigen. De urine werd nu onderzocht op hettotale stikstofgehalte, waarby bepaald werd, hoeveel percenthiervan op de stikstof van ureum, aminozuren en ammoniakkAvam. Hierby bleek, dat stikstof in het lichaam Averd afgezeten dat het aminozuur-gehalte der urine meestal een weinig,maar niet steeds, verhoogd Avas, tenvyl liet urcum-gehaltesteeds toenam, Avat verklaard Avordt door aan te nemen, datde aminozuren dit ureum hebben geleverd. Verder

bleek, dathet grootste deel van de peptiden met de urine Averd afge-scheiden. Uit bovenstaande is dus de conclusie te trekken, dataminozuren onmiddellyk in de bloedbaan gebracht, geassi-mileerd kunnen Avorden en slechts voor een klein deel doorde urine Avorden afgescheiden, terAvyl de meer samengesteldesplitsingsproducten byna geheel door de urine AVorden ver-Avyderd, zoodat ook deze proeven Avcer sterk in de i-ichtingAvyzen, dat van uit den darm de laagste splitsingsproductenvan het eiAvit geresorbeerd Avorden. De eerste, Avien het tenslotte gelukte om in normaal bloedaminozuren aan te toonen, Avas A. Bixgel. 3) 1) Zie Underiull: Tho Physiol. of tho nmino-ftcids 136; 1915. 2) Zeitschr. f??r physiolog. Chem. 88, 357; 1913. 3) Zeitschr. f??r physiolog. Chera. 57, 382; 1908.



??? Hij ging wit van 10 L. paardenbloed, dat door raiddel vaneen sublimaat-oplossing, welke 2 percent zoutzuur bevatte,van eiwit bevrijd werd. Na toevoeging van deze oplossingwerd gefiltreerd en in liet filtraat liet aanwezige kwik doorammoniumsulfide neergeslagen, wederom gefiltreerd en inhet aldus verkregen filtraat het amnioniumsulfide door eenluchtstroom verdreven. Daarna werd, om omzetting van ami-nozuren zooveel mogelijk tegen te gaan, bij neutrale reactie enbi) verminderden druk ingedampt. De aldus geconcentreerdevloeistof werd nu geschud gedurende 9 ui;r bij alcalische re-actie met /3-naphtaline-sulfochloride. Uit het daarvoor verkre-gen praecipitaat kon Bingel nu het zuivere /3-naphtaline-sulfo-glycocoll afscheiden. Uitgaande van 10 L. paardenbloedwerd 0.21 gr. van deze stof gewonnen. Hiermede was dus de aanwezigheid van glycocoll in paar-denbloed aangetoond. Deze methode echter geeft zeker telage uitkomsten, daar by het omkristalliseeren, ter verkrijgingder chemisch zuivere verbindingen, veel verloren gaat. Eerst tAvee jaren later verscheen eene mededeeling overbepalingen van het

gehalte aan aminozuren in bloed; gebrekaan een goede methode Avas avcI de oorzaak, dat deze zoo langop zich liet Avachten. Wel had S??rensen in 1907 reeds een methode gepubliceerdom zeer nauAvkeurig aminozuren te bepalen en Avas dezemethode al gebruikt door V. HenhiquesI) om het aminozuur-gehalte der urine vast te â€?stellen, nmar voor het bloed Avasdeze methode nog niet uitgCAverkt. Deze methode berust op het feit, dat ami??iozuren met formoleen verbinding aangaan, Avaardoor de amino-groep, Avelke basi-sche eigenschappen heeft, deze verliest en de eigenschappender carboxyl-groepen ongehinderd tevoorschijn komen. Door nu de hoeveelheid vrijgekomen zuur te titreeren kan 1) Zeitschr. f??r pliysiolog. Chem. Â?O, 1 ; 1909.



??? men besluiten, hoeveel aminozuur aanwezig is. De reactie is als volgt: CH3 CH3 I I COOH COOH DelaunayI) was degene, die deze methode toepaste terbepaling van het aminozuur-gehalte van het bloed onder ver-schillende omstandigheden. Zoo vond hy by een hond 4 urn-na een eiwitrijken maaltijd, dat het amino-stikstof-gchaltc vanhet portale bloed bedroeg 21.4 mgr. op 100 cc. bloed, vanhet arteri??ele 9.9 mgr. en van het bloed uit dc vena cava5 5 mgr. Voorts bleek, dat na een eiwitryken maaltyd hetaminozuur-gehalte van het perifere bloed slechts weinig ver-hoogd was, maar dat in het bloed der vena portae wel eenbelangryke vermeerdering dezer stoffen kon vastgesteld wor-den. Delaunay besluit zyn gegevens, dat het eiwit, in dendarm afgebroken tot aminozuren, in dezen vorm wordt ge-resorbeerd, dat de lever in staat is het te veel aan aminozurente desamideeren en uit het afgesplitste ammoniak ureum tevormen cn dat de weefsels, gezien het verschil in aminozuur-gehalte tusschen het arteri??ele en het veneuse bloed, in staatzyn aminozuren uit het bloed op te nemen. Dat de lever mstaat is

aminozuren te desamideeren, bewees Sai.askix 2),die door de lever van hongerende honden gedcfibi-inecrdbloed met aminozuren leidde cn zag, dat deze verdwenen,tcrwyl het urcum-gchalte van het uitstroomende bloed ver-hoogd bleek te zyn. Ook de verschillende weefsels der dieren bevatten annno- zuren. Zoo vond hy in het spierweefsel van den hond ""??^Contribijtioii ?  l\'?Štude du r?´le des acides-amin?Šs dans l\'or-ganisme animal. Th?¨se de Bordeaux 1910. 2) Zeitschr. fur physiolog. chem. 25, 128; 1898.



??? 168â€”255 mgr. amiiio-stikstof op 100 gr. en in de lever168â€”210 mgr. Ten slotte werd nog nagegaan het aminozuur-gehalte vanbloed en weefsels van eenige invertebraten (Cephalopoden).Het bleek, dat bloed en weefsel dezer dieren veel meer amino-zuren bevatte dan dat der vertebraten, maar dat geen of bynageen glucose daarin was aan te toonen. Delaunay vat deaminozuren op als te zyn intermediaire stofwisselingsproduc-ten en kent aan hen dezelfde rol toe, die de glucose heeft voorde koolhydraat-stofwisselhig: â€žun corps hiterm?Šdiaire, quina?Žt et meurt dans l\'organisme sans parvei??r aux voiesd\'excr?Štion". By de Cephalopoden zouden de aminozurendan de plaats der glucose hmemen. Aangaande de door deweefsels opgenomen aminozuren stelt Delaunay zich voor,dat zy daar of verbrand worden en zoodoende evenals deglucose een bron van energie vormen, of dienen tot vorming van nieuw weefsel. Eenige jaren nadat Dei.aunay zyn onderzoekingen over hetaminozuur-gehalte van het bloed gepubliceerd had, verscheenhet werk van een Amerikaan, D. D. van Slyke 1), waarin eengeheel

nieuwe methode werd aangegeven ter bepaling vanaminozuren. Uitgaande van het feit, dat aminozuren behandeld met sal-petcrigzuur hun stikstof afgeven volgens de vergelyking:R_CIINH, IIN02 R - CllOIl11,0 N^ â– iooii CO?œII waarby dus de helft van do ontwikkelde stikstof afkomstigis van aminozuren en de andere helft van hot salpctcrigzuur,hooft v. Slyke oen methode uitgewerkt, waarby het mogelykis, deze stikstof zeer nauwkeurig to meten, zoodat men hier-mee het amino-stikstof-gehalte kan bepalen. Â?) Journ. of ??iol. Choni. J), 185; 1911.



??? Met deze methode bepaalde v. Slyke nu, in samenwerkingmet G. M. Meyer 1), het amino-stifetof-gehalte van het bloed. Hiertoe werd het bloed behandeld met absoluten alcoholwaardoor het eiwit neerslaat en werd na eenigen tyd gefil-treerd. Het filtraat werd ingedampt en vervolgens direct vooreen bepaling gebruikt. Zy deden proeven met honden v????r enna een eiwitrijken maaltijd. Zoo bleek, nadat de hond 24 uurgevast had, dat het amino-stikstof-gehalte van het arteri??elebloed was 3.7-4.4 mgr. op 100 cc. bloed, van de vena cava5.4 mgr. en van de v. mesenterica 3.9 mgr., terwyl na vleesch-voeding in het bloed der arteria femoralis 8.6 mgr. en in datvan de vena mesenterica 10.2 mgr. amino-stikstof werd gevon-den. Ook na inspuiting van alanine in den darm kon een ver-hooging van het amino-stikstof-gehalte in de v. mesentericaworden daargenomen en wel van 3.9 mgr. imehter tot 6.3 mgr. na de inspuiting. Na dus vastgesteld te hebben, dat aminozuren door dendarm als zoodanig geresorbeerd worden, werd nagegaan water met deze stoffen verder in het organisme geschiedt. Daartoe werd een aantal

bepalingen gedaan van het ami-nozuur-gehalte van bloed en weefsels, waaruit zy het besluittrokken, "dat: â€žThe amino-acids are merely absorbed fromthe blood by the tissues, without undergoing any inniiediate chemical change." Tevens bleek uit deze proeven, dat het vermogen der weef-sels om aminozuren uit het bloed op te nomen, beperkt is.Bevat het spierweefsel b.v. 76 mgr. amino-stikstof op 100 gr.weefsel, dan heeft geen verdere absorptie plaats. De capaci-teit der inwendige organen zooals nieren, lever enz. is grooter.Zoo is de lever eerst verzadigd als zy 125â€”150 mgr. op 100 gr.weefsel bevat. Nooit echter zyn de weefsels in staat om al deaminozuren uit het bloed op te nemen; steeds bevatte het 1) Journ. of Biol. Chem. 12, 399; 1912.



??? bloed als minimum 3.8 mgr. amino-stikstof op 100 cc. bloed. Nadat dus vastgesteld yyas, dat weefsel en bloed aminozurenbevatten en dat de w^eefsels in staat zyn aminozuren aan decirculatie te onttrekken, Averd nog nagegaan hoe de verschil-lende Aveefsels zich tegenover deze opgenomen aminozurengedragen. Hiertoe werden honden gedurende langen tyd uit-sluitend gevoed met stikstofvrye kost, waarna een groote,maar niet vergiftige dosis (0.15â€”0.20 gr. per K. G. lichaams-geAvicht) glycocoll in de bloedbaan Averd gespoten. Het bleek nu, dat alle Aveefsels glycocoll opnamen, dat 3 uurna de insi)uiting het aminozuur-gehalte van de spieren nietverminderd Avas, dat kort na de injectie dit gehalte van delever veel hooger Avas dan dat der spieren, maar dat na 3 uurin de lever geen spoor van de inge.spoten glycocoll meer Avasterug te vinden, terAvyl het ureum-gehalte van het bloed ver-hoogd Avas en in de urine iets meer aminozuur voorlcAvam dannormaal, echter niet zooveel als uit de lever verdAvenen moestzyn. Van Slykk besluit dan ook uit deze uitkomsten, dat deingespoten glycocoll, voor zoover niet

door de Aveefsels ge-absorbeerd en vastgehouden, in de lever gedesamideerdAvordt, Avaarby dan ureum ontstaat. De proeven vanvan sia-kk stemmen dus nagenoeg volkomen overeen met dievan Dklaunav en ook hun besluiten zyn eensluidend. Het verschil in volstrekte Avaarden der uitkomsten tusschonbeide onderzoekers is Avaarschynlyk gelegen in de verschil-lende nuinier, Avelke zy aauAvenden om het bloed van eiAvit tebcvryden. Do lage Avaarden, Avolko a^vn Slykk vindt, moetenzeker toegeschreven Avorden aan hot gebruik van absolutenalcohol, Avaardoor een gedeelte dor aminozuren mot hot eiAvitneergeslagen AVordt, zooals Foi.ix en DflnisI) en laterGhkknwald 2) aantoonden. >) Journ. of ??iol. Chom. 11, 027; 1912. 2) ibid. 21, Gl; 1915.



??? Staat dus het aminozuur-gehalte van het bloed in verbandmet de eiwitdigestie en resorptie in den darm, een tweedevraag was, of alle aminozuren, in het bloed aanwezig, uitslui-tend afkomstig zijn van het voedsel. De mogelykheid is tochniet uitgesloten, daar de weefselcellen proteolytische enzymenbevatten, dat bij de splitsing van eiwitachtige stoffen m dieweefsels aminozuren vrijkomen, welke als producten der , weefselstofwisseling zijn op te vatten. Om een antwoord op deze vraag te geven, schakelde vanSlyke ?Š?Šn bron, welke aminozuren kan leveren, uit, door debeesten te laten hongeren, waardoor dus van uit den darmgeen aminozuren kumien worden opgenomeh en ging na, hoeof het aminozuur-gehalte van het bloed en de weefsels vemn-derde. \'t Bleek nu, dat in geen geval door honger de amino-zuren uit het bloed en weefsels verdwenen en dat het gehalteervan eerder verhoogd dan verminderd was. Daar tijdens honger zeker afbraak van eiwit in de weefselsplaats heeft, zien v. Slyke en Meyer in de aminozuren ookintermediaire stofwisselingsproductcn, ontstaan door afbraak van eiwit van het

organisme zelf. Volgens v. Slyke hebben de aminozuren van het bloed duseen dubbele beteekenis: een gedeelte, afkomstig van het voed-sel, dient om aan de weefsels afgegeven te worden, die het ??fals\'bron van arl)eidsvermogen gel)ruiken ??f het gebruiken omnieuw weefsel te vormen; een ander gedeelte is afkomstiguit de weefsels, daar ontstaan door afbraak van eiwit, hetwelkof in de lever omgezet tot ureum of met de urine afgescheidenwordt. Is de lever door pathologische veranderingen nietmeer in staat deze aminozuren te desamideeren en om tezetten in ureum, dan worden zy met de urine afgescheiden. Ook Folin en Denis 1) hebben zich moeite gegeven, dc rol,die de aminozuren by dc eiwitresorptie spelen, na te gaan. ~ ) Joura. of Biol. Chem. 11, ?–7; 1912.



??? Gebruikten Delaunay en v. Slyke een directe methode terbepaling van het amino-stikstot\'-gehalte van bloed en Aveefsels,Folin en Denis vonden deze waarden door van de totale R. N.de ureum-stikstof af te trekken, \'t Ts duidelyk, dat deze me-thode niet zoo nauwkeurig is als de beide anderen, daar met.de amino-stikstof tevens ook de stikstofhoudende bestanddee-len van het bloed, welke geen ureum zyn, bepaald worden endus het amino-stikstof-gehalte te hoog wordt gevonden. (Zoovindt Folin in het veneuse bloed van de kat 12 mgr. en Bock,met de methode van v. Slyke, 8.68 mgr. amino-stikstof op100 cc. bloed). Volgens Folin en Denis zou de volstrekte foutniet groot zyn, daar de stikstofhoudende stoffen, welke deR, N. leveren en noch ureum, noch aminozuren zyn, in geringehoeveelheid voorkomen in het bloed. De proeven aldus genomen toonden aan, dat wanneer gly-cocoll in den darm van de kat werd gebracht, het amino-stik-stof-gehalte van het bloed der vena portae steeg. Was ditgehalte nuchter 12 mgr. op 100 cc. bloed, 6 minuten na hetinbrengen van de glycocoll steeg dit cyfer tot 16, na 18minuten

tot 33 en mi 45 mimitcn tot 64 mgr., terwyl dezegetallen waren voor l)loed uit de carotis resp. 15, 25 en 36mgr. en het gehalte aan amino-stikstof der spieren, dat v????rde proef 223 ingr. op 100 gr. sjiicr bedroeg, 45 minuten na deglycocoll-voeding steeg tot 319 mgr. Proeven genomen metgedigereerd eiwit wezen in dezelfde richting en ook navlceschvoeding steeg het an??no-stikstof-gehalte van het bloedder vena portae van 14 mgr. tot 22 mgr. en van het bloed uitde carotis van 12 mgr. tot 22 mgr. Daar zy door vorige onderzoekingen tot het besluit warengekomen, dat. de lever niet in staat is aminozuren te dcsami-deeren, besluiten zy, dat liet bloed alleen transportmiildel isvoor de aminozuren van den danu naar de weefsels. Nietgeheel juist lykt my dit besluit, in de eerste plaats hierom,



??? â€žMdat niet aangetoond is, dat aminozuren tijdens honger ver-dwijnen en in de tweede plaats begrijp ik niet lioe l ou>- enDeL dan het feit vorklaren, dat na inspuiting van g ycocollin den darm het aminozuur-gehalte van het bloed u.t de venaportae zooveel hooger is dan dat van de artena earot.dea.Hieruit toeh zou volgen, dat een gedeelte der ammozurenverdwenen is en daar het eenige orgaan, dat het bloed door-stroomt alvorens in de carotis te komen, de lever ts, afgez,envan het hart, is \'t ..ch wel zeer waarseh??nlSjk, dat deze amnro-zuren in de lever zUn vastgehouden en dat de s??ksto ervÂ?is omgezet in urenm, lietwelk na vlecsehvoedmg n, verhoogdemate door de nieren wordt atgeseheiden. In aansluiting aan deze proeven van fo... en Dkms wd kUier vermelden de onderzoekingen van lUsol) over he aâ€ž -no-stikstof-gehalte van hot bloed. Ook B.s-o bepaalde dgehalte door van de totale E. N., de ureum-st.kstol ate t kken. In zeer kleine hoeveelheden bloed (plm. 200 mgr.)werd aldus de amino-stikstoMraetie bepaald Onderzoekn>genwerden gedaan zoowel in het bloedplasma, als ni de

bodehaampjes on lUso kwan, tot het besluit, dat zoowe eplasma als de liehaan.pjes an.inozuren bevatten en wel het plasma iets n.eer dan de lichamnpjes. Daar lUK?? door onderzoekingen over de permeabiliteit xanbloedliehaampjes tot het besluit is gekomen, dat deze metdoorgankel??k zijn voor deze stoffen, geeft b?? tweo verklarin-Kcn- 6f het is mogelijk, dat aminozuren actief van uit hetplasma worden opgenomen, ??f ze ontstaan iâ€ž de bloedliehnam-nies zelf. \'t l-aatste lijkt Ban?? bet waarsebUnlilkste, omdattoe eellen proteolytisehe enzymen bevatten, welke dus intra-eeilulair eiwit kunnen afbreken. Verder denkt HaÂ?i ziel. nu,dat de eellen aetief deze aminozuren afstaan aan het plasma,



??? zoodat hij nog niet ovei\'tnigd is, dat de aminozuren, welkemen in het plasma aantreft, uit den darm afkomstig zyn. Steun aan deze opvatting gaf het onderzoek tijdens honger,waarbij het aminozuur-gehalte van het plasma constant bleef,terAvyl ook na eiwitvoeding geen vermeerdering der amino-zuren in het perifere bloed werd waargenomen, soms zelfscene vermindering. Aan den anderen kant zou ik er op willenwyzen, dat byna alle onderzoekers hebben gevonden, dat hetaminoziuir-gehalte van het bloed na eiwitvoeding verhoogd isen Avel vnl. van het bloed uit de poortader, zoodat toch welals vaststaand mag Avorden aangenomen, dat een gedeelte deraminozuren van het bloed afkomstig is van met het A\'^oedselopgenomen eiAvit. Dat echter de verschillende cellen in staatzoiiden zyn, aminozuren als intracellulaire afbraakproductenaan het bloed af te geven, daarop heeft v. Slykk reeds gcAvezen,lerAvyl Constantlxo een verhooging van het amino-stikstof-ge-^halte der Aveefsels tydens honger meende te kunnen aantooneiv. Als gemiddelde voor het amino-stikstof-gehalte van denmensch geeft Bang op 12 mgr.

op 100 cc. bloed. A-oor het rundeveneens 12 mgr. en voor het konyn 17 mgr. Voedde hy eenkonijn met aminozuren, dan bleek het gehalte aan deze .stoffenvan het perifere bloed verhoogd te zyn, terwyl door de urineaminozuren Averden afgescheiden en het ureum-gehalte van deurine verhoogd was. Aminozuren onmiddellijk in de bloedbaangebracht, Averden voor een gedeelte door de nieren afgeschei-den, terwyl het ureum-gehalte der urine eveneens verhoogdAvas. Eeiv berekening leerde echter, dat een gedeelte der ami-nozuren zoo niet Avas terug te vinden, zoodat Bang aanneemt,dat deze door tic weefsels zyn opgenomen. Ten slotte Averdhet aminozuur-gehalte van het bloed nog nagegaan onder i)a-thologische omstandigheden. lOen konyn, dat door inspuitingmet sublinuuit een nephritis had gekregen, vertoonde geenverhooging van dit gehalte, terwyl oen dier met phosphorus



??? ingespoten, waardoor een zware leveratrophie werd veroor-zaakt, reeds na 2 dagen een verhooging van het aminozuur-gehalte van het bloed van 40 percent aanwees. Ook DobrowolskajaI) bestudeerde de aminozuur-resorptievan uit den darm, daarby zoowel de methode van S??rensexals die van v. Slyke gebruikend. Hy legde daartoe hy eenhond een darm- en een poortader-fistel aan, waardoor op elkgewenscht oogenblik bloed verkregen kon worden. Het bleeknu, dat tydens digestie het poortaderbloed meer aminozurenbevatte dan het perifere bloed; er is echter geen regelmatigtoenemen der aminozuur-waarde, maar dit gaat schoksgewys.Korten tyd nadat \'t vleesch in den darm was gebracht, vondhy een verhooging van het getal, dat de verhouding aangeefttusschen amino-stikstof en totale R. N., tcrwyl na 4 uurdigestie dit getal verlaagd zou zyn, soms ook verhoogd.Dobrowolskaja denkt zich nu een regulcerende werkingvan den darmwand, waardoor verhinderd wordt, dat het bloedmet aminozuren oversti-oomd wordt. Hebben de weefsels detoegevoerde aminozuren opgenomen, dan kan \\Vcer een

nieuwehoeveelheid van uit den darm in het bloed overgaan. Gezien de uitkomsten van v. Slykk en anderen, welke eengroote hoeveelheid glycocoll onniiddellyk in de bloedbaanspoten, die snel door de weefsels opgenomen, door de levergedesamidecrd of met de urine afgescheiden werd, lykt myde theorie van Dohrowolskaja niet zeer waarschynlyk, daarhet lichaam toch zeer goed in staat is, om groote hoeveelhedenaminozuren snel te verwerken, zoodat dc kleine hoeveelheidvan deze stoffen, die in den darm geleidelyk tydens digestieontstaat cn welke "geleidelyk geresorbeerd wordt, wel geenreguleerende werking behoeft om te verhoeden, dat het



??? organisme met aminozuren van uit den darm overstroomdâ– wordt. constaktino 1) heeft zich bezig gehouden met de studie derverdeeling van de aminozuren tusschen plasma en bloed-lichaampjes. Hij vindt dan zoowel in het plasma als in delichaampjes amino-stikstof, terwyl de laatstcn, in tegenstellingmet wat B.\\ng vond, betrekkelijk meer aminozuren bevattendan het eerste en de witte bloedlichaampjes twee maal zoo-veel van deze stoffen bevatten als de roode. Verder bleek,dat na eiwitvoeding het aminozuur-gehalte van het plasmaniet, dat der bloedlichaampjes avcI verhoogd was. Tijdenshonger is de verdeeling als volgt: 45.8 percent in het plasmaen 54.16 percent in de lichaampjes, terwijl na voeding meteiwit deze getallen zijn resp. 35.15 en 64.37 percent. Verdervond CONS?•AXTINO niet veel verschil in het aminozuur-gehaltevan het artei-i??ele en het veneuse bloed, terwyl de lympheeen .spoor dezer stoffen scheen te bevatten. Paul Gy??koy en I^do. Zunv/2) bepaalden eveneens het ge-halte aan aminozuren van bloedlichaampjes en plasma enkonten tot dezelfde uitkomsten als Constantino. Verder

bleekook weer by deze proeven, dat het anunozuur-gehalte van hetbloed na vleeschvoeding verhoogd is en dat tydenshonger dit gehalte by den hond vrywel standvastig blyft,schonnnelende tusschen 4 en 5 mgr. op 100 cc. bloed.Wer(l oen hond veel bloed ontnomen, dan nam men een ver-hooging waar. Ook Uock3), die een groot aantal bepalingen van het ami-nozuur-gehalte van het bloed verricht heeft, bestudeerde devcrdeeling ervan tusschen i)lasma en bloedlichaampjes. Hy hot 1) Bioch. Zeitschr. ??l, 91; 1913. 2) Journ. of liiol. Chem. 21, 509; 1915.â€?i) ibid. 2y, 191; 1917.



??? rund vond liij, dat deze stoffen gelijkelijk over lichaampjesen plasma verdeeld zijn, terwyl bij vogels de lichaampjes tw^emaal zooveel bevatten als het plasma. Na een aanzienlykbloedverlies vond Bock evenals bovengenoemde schrijvers,dat het aminozuur-gehalte belangryk verhoogd was. Tenslottebleek uit een aantal bepalingen, dat er wel verschillen bestaanin de gehalten van het bloed van verschillende soorten vandieren aan amino-stikstof, maar dat hy een bepaalde diersoortdit gehalte vrijwel standvastig genoemd kan worden. Zoovond hij voor het rund 6.58 mgr. amino-stikstof op 100 cc.bloed, voor het schaap 7.63 mgr., voor het varken 8.43 mgr.,voor de kat 8.68 mgr., voor den hond 7.47 mgr., voor hetkiTik?Šn 20.99 mgr., voor de eend 21.32 mgr. en voor denmensch 7.13 mgr. terwyl in het placentaire bloed van denmensch 9.48 mgr. werd gevonden. In den allerlaatsten tyd hebben Falta en M. RiciitkrI)zich bezig gehouden met de vraag hoe of verschillende stoffenzooals glucosen, chloriden en rest-stikstof-bestanddeelen zichin het bloed bevinden; of zij, zooals door velen aangeiuMnenwordt, zoowel in het

plasma als in de lichaampjes voorkomen,dan wel of \'t vinden dezer stoffen in de lichaampjes een ge-volg is \'van veranderingeiv in de uiterste laag van dezelichaampjes, ontstaan door de behandeling\'om ze ge??soleei-dvan het plasnm te verkrygen, waardoor tydens het scheidings-proces deze stoffen in de lichaampjes dringen. Falta en Kichtkk gelooven nu, dat ondei\' normale omstan-digheden noch glucose, noch chloriden, noch R. N.-bestand-deelen in opgelosten toestand in de normale bloedlichaampjesvoorkomen, nmar dat zy daarin hoogstens in collo??dalen toe-stand aanwezig zyn. Als voorbeeld halen zy aan, hoe glucose??f direct in de cel verbrandt, of als glycogeen bewaard w??rdt.



??? Zy wyteii dan ook de uitkomsten der vorige onderzoekers,die deze stoffen wel in bloedlichaampjes vonden, aan eenverkeerde methodiek, daar natriumoxalaat en fluornatriummeestal gebruikt om de stolling tegen te gaan, vooral indienlang gewacht wordt met centrifugeeren, als vergif werken,waardoor de uiterste laag dusdanig verandert, dat zypermeabel wordt voor in het plasma opgeloste stoffen. Schryvers zien nu in hirudine een stof, welke de stollingvan het bloed verhindert zonder de bloedlichaampjes aan tetasten. Om hun stelling te bewyzen, redeneeren zy als volgt:Wanneer glucose, enz. zich niet in de cellen bevinden, dus detotale hoeveelheid dezer stoffen in het plasma moet aanwezigzyn, laat zich uit het \'gehalte van het bloed en het plasma aandeze stoffen, het volumen der bloedlichaampjes berekenen.Als voorbeeld geven zy het volgende: 100 cc. totaal bloed bevat 3(50 mgr. vrij Cl.100 cc. plnsnm bevat ??OO mgi\'. vry Cl.Avaaruit dan volgt, wanneer x het volumen van het plasnmvan 100 cc. totaal bloed voorstelt, dat in x cc. plasnui voor-komen 3G0 mgr. Wy weten, dat in 100 cc. plasma voorko-men (500

mgr. Cl., waaruit volgt dat x = 5}>;[JX 100 = (56 cc.Ilet volumen van de bloedlichaampjes moet dus zyn 100 â€”(50 = 44 cc. Dat het op deze wyze werkelyk mogelyk is, het volumen derbloedlichaampjes te bepalen, bewyzen zy door talryke proe-ven, waarby als controle dient het volumen der bloedlichaam-pjes verkregen met den haematocryt. Uit hun onderzoekingen blykt nu. dat de stoffen, welke detotale li.N. leveren (waaronder dus de aminozuren) uitslui-tend of byna uitsluitend in het plasma voorkonu\'n. Zy beslui-ten dan ook: â€žEs findet sieh also, unter physiologischen Ver-h?¤ltnissen sowohl n??chtern wie bei lOrh??hung des Hest-Stiek-



??? stoffes nach dem Gcnusz emer Eiweiszreichen N?¤hrung, der ,Rest-Stickstoff ausschlieszlich oder nahezu ausschlicszlich imPlasma und selbst unter gcAvisscn pathologischen Verh?¤lt-nissen mit sehr bedeutender Vermehrung des Rest-Stickstoffesk??nnen die Blutk??rperchen frei von Rcst-Stickstoff bleiben,doch m??chten wir betonen, dasz dies unter pathologischenVerh?¤ltmssen durchaus nicht immer der Fall ist". Zoovinden zy b.v. by een pati??nt met zware nephritis, dat de helftder R. N. in de lichaampjes aanwezig is. Tegenover de positieve uitkomsten der vorige onderzoekers,welke allen aantoonden het voorkomen van aminozuren in hetnormale bloed, staan ook eenige negatieve uitkomsten, waarbyhet niet gelukte, om in het van eiwit bevryde bloed amino-zuren te vinden M. Labbc en 11. Bmil) en ook II. Labb?? en R. DAiJK?Š2) vermochten met de methode von S??bensen geen amino-stikstofaan te toonen, wanneer zy op de gewone wyze eerst het bloedvan eiwit bevrijdden. Daarom deden zy bepalingen in hetniet van eiwit bevryde plasma en vonden dan steeds een posi-tieve uitkomst, welke zy echter

toeschreven aan een bindingvan formpl met vrye amino-groepen der eiwitstoffen. Behalve deze onderzoekingen over het aminozuur-gehalte innormaal bloed, werden ook onderzoekingen gedaan onderverschillende pathologische omstandigheden. Zoo vondeni\\I. r.orcnkoef en AV. Ghig??iuei\'E 3) een verhooging hy lever-ziekten, ziekten van den tractus intestinalis, stofwisselings-ziekten\', infectieziekten en bloedziekten. By een pati??nt metgastro-enteritis was het gehalte nuchter 20.mgr. en navleeschvoeding 17â€”44 mgr. op 100 cc. bloed. AlecsOscAKi vond een verhooging by nierziekten en ook Bock 4) 1) Comptes Rendues Hebd. Spci?Št. do Biologie 75, 398; 1913. 2) ibid. 74, 289; 1913. ibid. 7(>, 454; 1914. 4) Journ. of Biel. Chem. 29, 191; 1917.



??? vond een sterke verhooging tydens iiraemie en by levercir-rhose. Ten slotte bepaalde RablnowitchI ) nog het aminozmu\'-ge-halte van het plaeentaire bloed. Zoo vond hy in de arteriaumbilicalis 37 mgr. en in de vena nmbilicalis niet minder dan110â€”117 mgr. van deze stoffen in 100 cc. bloed, terwyl indietveneuse bloed van de niet zwangere vrouw dit gehalte schom-melde tusschen 8 en 11 mgr. Behalve deze onderzoekingen naar het gehalte aan amino-zuren in het bloed hebben eenige onderzoekers zich ook moeitegegeven om deze stoffen nader te leeren kennen. Door enormehoeveelheden bloed te dyaliseeren kon Auderiialden 2) devolgende aantoonen: glycocoll, alanine, arginine, histidinc,lysine, proline, leucine, valine, asparaginezuur en glutamine-zuur. Samenvattend kunnen wy dus uit de verschillende, l)oven-gcnoemde onderzoekingen besluiten: ]o. Dat de eiwitstoffen van het voedsel in het spijsverte-ringskanaal nagenoeg geheel gesplitst worden in aminozurenen dat het deze zyn, die tot resorptie komen, terwyl deresorptie van albunmsen en peptoncn onder noruuile omstan-digheden nauwelijks in

aanmerking komt; 2Â°. Dat dus verwacht kan worden dat bloed, weefselvochton urine, aminozuren bevatten; > 3Â°. Dat dan ook ten slotte de aanwezigheid van amino-zuren in deze vochten met zekerheid is aangetoond; 4Â°. Dat aminozuren in meetbare hoeveelheid hierin aan-wezig zijn, hoewel het gehalte wisselend is; 5Â°. Dat dit laatste saujonhangt, zooals te verwachten was,met de voeding on wel in dien zin, dat na eiwitvoeding hetgehalte meestal verhoogd is; Coinptes Rendues Hobd. Soci??t. do Biologie 7Â?, 457; 1914. 2) Zeitschr. f??r physiolog. Cliom. 88, 478; 1913.



??? 6Â°. Dat na ehvitvoeding het gehalte aan aminozuren vanhet portale bloed, grooter is, dan dat van het perifere, zoodatde lever in staat moet zyn, aminozuren tegen te houden, waar-bij zij waarschynlyk gedesamideerd en het gevormde ammo-niak in ureum wordt omgezet; 70. Dat na een eiwitrijken maaltijd het aminozuur-gehaltevan het perifere bloed, zooals reeds vermeld, verhoogd is,maar dat dit gehalte in het arteri??ele hooger is dan in hetveneuse, waaruit men besluit, dat de weefsels aminozuren lut de circulatie hebben opgenomen; 8Â°. Dat dus de weefsels aminozuren bevatten, ten deeleuit het bloed opgenomen, aan den anderen kant ook in deweefsels zelve ontstaan door splitsing van lichaamseiwit,zoodat ook aminozuren van uit de weefsels in het bloed kun-nen overgaan; 90. Dat. onder verschillende abnormale omstandigheden,zooals ziekelyke vei-anderingen van lever of nieren, hetaminozuur-gehalte van bloed en urine belangryk verhoogdkan zyn.



??? HOOFDSTUK II.Methodiek. A. Methode van S??renseu i). Onderzoekingen van Sciiifp hadden aangetoond, dat eenoplossing van aminozuren door toevoeging van geneutra-liseerden formol een zure reactie verkreeg, doordat deaminogroep, â€? welke basische eigenschappen heeft, met denformol een verbinding aangaat onder afsplitsing van water,waardoor deze basische eigenschappen verdwijnen en dezure eigenschappen van de carboxylgroep der aminozurenongehinderd te voorschijn treden. Uitgaande van deze onderzoekingen heeft S??uensen eenmethode uitgewerkt om de hooveelheid der aminozuren tebepalen, door aan oen oplossing van deze sto?œcn geneu-traliseerden formol toe te voegen on vervolgens do vrij-komende zuurgroepen mot behulj) van loog te meten. Bijdeze bepalingen hebben wij dus twee reacties, welke vooralanino aldus zijn: Cllg CII3 I /H I CHN = CIl2 4- IT2OCOOH CHNH2 ^"C = o .I en CH3 CHN = CITo H,0I COOK COOIICII3 OlIN = CIl2-fKOIICOOII liioclioin. Zeitschr. 7, 45; 1908.2) Liebio\'8 Annalen 1899, 1901 en 1902.



??? Wil men nu in een oplossing b.v. van alanine het ge-halte aan deze stof bepalen, dan is \'t duidelijk, dat zorggedragen moet worden, dat beide reacties zooveel mogelijknaar rechts verloopen en tevens is het duidelijk, dat mendit kan bewerken door overmaat formol en alcali toe tevoegen Vooral het laatste bleek van groot belang en\'tkwam er nu op aan zooveel alcali toe te voegen, dat dereactie zoo volledig mogelijk naar rechts verloopt. Daartoemoet een zekere overmaat toegevoegd worden, waardoorde vloeistof een vrij sterk alcalische reactie verkrijgt. Bijde titratie moet dus tenslbtte een dergelijke alcalische reactiesteeds bereikt worden en de ervaring heeft geleerd, dat diealcalische reactie, waarbij phenolphtale??ne een donkerroodekleur aanneemt, een geschikte is, waarbij de uit de amino-zuren ontstane zuren over \'t algemeen geheel als zout aanwezig zijn. , , r-i Het spreekt wel van zelf, dat niet voor al dergelijke stoffen dezelfde graad van alcaliciteit noodig is en zoo isongetwijfeld voor sommige een nog sterkere alcalischereactie gewenscht. Evenwel zooals gezegd, kan men in <lenregel phenolphtale??ne

als indicator met goed gevolg ge-bruiken.\'Men moet dus tenslotte titreeren tot deze indica-tor een donkerroode kleur heeft aangenomen, waarbij mendus kan aannemen, dat bij deze overmaat van alcali deuit de aminozuren ontstane stoffen geheel in zout zijnomgezet. Bij de berekening moet men dan echter de overmaat loogi,i aftrek brengen. Zij wordt bepaald door een contr??le-oplossing te maken, welke bestaat uit eenzelfde hoeveelheidgeneutraliseerden formol, als toegevoegd wordt aan do teonderzoeken vloeistof met zooveel water, als noodig is omde volumiim gelijk te maken. Bij deze contr??le-oplossingvoegt men nu zooveel cc. alcali, tot men de gewenschte



??? donkeiTOode kleur heeft bereikt. Deze controle-oplossing,waarin\'geen zure stoffen aanwezig zijn en de toegevoegdeloog dus geheel gediend heeft om de gewenschte alcalischereactie te verkrijgen, geeft dus een maat voor de hoeveelheidalcali, die in de getitreerde vloeistof in overmaat aanwezig is. Wij zorgen zooveel mogelijk, dat het volumen van decontrole-oplossing en dat van do te onderzoeken vloeistofgelijk is, daar het volumen, theoretisch gesproken, invloedheeft op do OH-ionen-concentratie, dus ook op de hoeveel-heid gebruikte loog. Deze invloed van het volumen ispraktisch echter niet groot, als men bedenkt, dat gctitreerdwordt met 0.2 norm. barytoplossing en dat ?Š?Šn (Irui)polhiervan gelijk staat met 100 cc. 0,0001 normaal baryt,welke oplossing een OH-ioncn-concentratio heeft van 10~\\het gehalte aan OH-ionen, waartoe wij titreeren moetenen waarbij phenolphtale??no een donkerroode kleur aan-neemt. zoodat, wanneer hot oindvolunien do 100 cc. niette boven gaat, roods ?Š?Šn druppel 0.2 norm. baryt in staatis, do vloeistof do gewenschte reactie te geven. Om to zor-gen, dat hot eind volumen dor

contr??lo-oi)los8ing en der toonderzoeken vloeistof gelijk is, wordt getitroerd zoowel motloog als met zuur van bekende sterkte. Door nu oen vanbeiden toe to voegen in overmaat en met do andere terugte titreeren, kan men aUhis zorgen, dat het eindvolumon van beiden gelijk is. Ten .slotte steldo ik mij do vraag, met welko baso hotbost gotitreerd zou worden. Ik had to doen mot vlooistoilbn,die carbonimt en phospluuit bovatlon. Dozo zouten bobbenbij do fornioltitratio volgons S??uknskn oen st??renden invloed.Men gaat daarbij uit van oon neutrale vloeistof, die menna toevoeging van neutralen forniol titroort tot een vrij sterkalcalische roactio. In do neutraio oplossing, waarvan uitge-gaan wordt\', is hot pho.sphaat aanwezig als een mengsel



??? van primair en secundair. Men heeft in die oplossing eenevenwicht van de ionen H2P0i> HPO4 ^^^ H2PO, ^ HP?œ4 H. Aan het einde der titratie is dit evenwicht aanzienlijkverschoven; er zijn dan voornamelijk HPOi-ionen naastPOi-ionen, terwijl de HaPO^-ionen bijna verdwenen zijn.Voor de verschuiving van dit evenwicht is evenwel basenoodig gewee.st, phospbaat werkt in de omgeving van hetneutrale punt dan ook als een krachtige â€žbuffer" van dereactie; en evenzoo heeft men in neutrale carbonaat-oplos-singen een evenwicht tusschen verschillende ionen enmoleculen, naast hydrocarbonaat-ionen komen koolzuur-moleculen en enkele carbonaat-ionen voor. Carbonaat werktbij de reactie-verschuiving, waarmede we hier te makenhebben, eveneens als een krachtige â€žbuffer". De aanwezigheidvan carbonaat en phospbaat kan dan ook, bij het gebruik vannatriumhydroxyde, bij de titraties tot aanmerkelijk to hoogouitkomsten leiden. In deze gevallen raadt S??uknskx danook aan, met bariumhydroxydo te titreoren. Wanneer mende vloeistof hiermede aanvankelijk alcalisch maakt, daarbijzorgende,\' dat er een

voldoende hooveollieid bariumchloridoaanwezig is, slaat men allo phospbaat en carbonaat neerals tribariumphosphaat en bariumcarl)onaat. Mon kan dandeze zouten door filtreoren verwijderen, of eigenlijk is ditniet eens noodig. Wanneer men toch voorzichtig neutraliseert,zorgende, dat er geen overmaat zuur komt, dan lost botbariumphosphaat noch het carbonaat op. Op deze wijS\'-ostoren dus aanwezige phospbaat en carbonaat bij do titratieniet. Ik heb dan ook steeds van bariumhydroxydo gebruik m gemaakt. Met deze methode heeft men nu het aminozuur-gehalte vanbloed en urine bepaald, waarbij zich echter iets voordoet,



??? dat tot veel misverstand heeft aanleiding gegeven. Urineb.v. wordt eerst met behulp van bariumhydroxyde enbariumchloride van phosphaten en carbonaten bevrijd;daarna wordt het ammoniak verdreven en vervolgenskan men in deze aldus verkregen vloeistof het amino-zuur-gehalte volgens S?–RENSKN bepalen. Hiertoe is echternoodig, dat men deze alcalische vloeistof, alvorens mengeneutraliseerden formol toevoegt, neutraal maakt, d. w. z.dat het gehalte aan H-ionen gelijk is aan dat der OH-ionen.Is dit laatste\' niet het geval, maar is de reactie ietsalcalisch, dan zal dus een gedeelte der carboxylgroepen,welke vrij komen na toevoeging van formol, gebonden wordenaan dit alcali, zoodat bij de titratie deze groepen reedsgebonden zijn en dus minder alcali toegevoegd wordt, danovereenkomt mot de hooveelheid zuur door don formol invrijheid gesteld. Om nu te zorgen, dat de concentratie der01 I-ionen gelijk is aan die der Il-ionen, gebruiken wijgevoelig lakmoespapier als indicator, daar hot omslagpunthiervan gelegen is bij vrijwel neutrale reactie. Neemt men niet lakmoes, maar b.v. zooals iMalfatti \')en ook

Micstrek.\\t 2) deden, phenolphtale??ne als indicator,dan wordt oen fout gemaakt waar Hhnuiques on S??rhnshn Â?)reeds op wezen. Daar phenolphtale??ne omslaat bij duidelijkalcalischo reactie wordt, zooals hierboven uiteengezet, eente lage waarde bij do titratie met de ??.2 norm. barytop-lossing, na toevoeging van formol, verkregen. Uitvoering. Als indicator gebruikt men oen 0.5% phenolphtale??ne-oplossing in 50 % alcohol. Voor formol is do gewone handels- 1) Zeitschr. fiir physiolog. Chom. Gl, 499; 1909. 2) Buil. do Ir ??oci?Št?? do Chimio Hiel. 111, 1919. 3) Zeitschr. f??r physiolog. Chem. 63, 27; 1910.



??? formol van 30â€”40 % zeer goed te gebruiken. Aan 50 cc.formol voegt men 1 cc. phenolphtale??ne toe en neutra-liseert met 0.2 norm. bariumhydroxyde, zoodat de vloeistoflichtrose gekleurd wordt. Voegt men eventueel iets te veelloog toe, zoodat de formol donkerrood gekleurd wordt,dan is dit geen bezwaar, mits men zorgt aan de controle-vloeistof en ook aan de te onderzoeken vloeistof evenveel toe te voegen. Voegen wij b.v. aan beiden 10 cc. van denzelfden, eenweinig alcalischen, formol toe, dan behoeven we, om de con-trole-oplossing een donkerroode kleur te doen aannemen,een zekere hoeveelheid loog minder toe te voegen, danwanneer de formol neutraal was, maar deze zelfde hoeveel-heid loog wordt ook bij de titratie in do to onderzoekenvloeistof minder gevonden, zoodat dit bij de berekening geen invloed hoeft. Zooals gezegd, zorgt men er dus voor steeds gelijke hoe-veelheden formol toe te voegen aan contr??le-oplossing ente onderzoeken vloeistof. De controle-vloeistof wordt gemaakt door aan 20 cc.gedestilleerd uitgekookt water 10 cc. genoutraliseordon formoltoe tc voegen. Het uitkoken is

noodzakelijk om het kool-zuur te verdrijven, dat anders aanleiding geeft bij de titratiemet baryt tof een troebelheid, door het zich vormendebariumcarbonaat. Uit een buret laten wij eenige cc. 0.2norm. baryt toevloeien en dan uit een andore buret 0.2norm. zoutzuur, tot do vloeistof een lichtrose kleur hooft(S??uKKSEN spreekt dan van het eerste stadium) Vervolgensvoegen wij ?Š?Šn of moer druppols loog toe, tot do vloeistofduidelijk rood gekleurd is (stadium II). Van de te onderzoeken vloeistof nomen wij nu een\'be-kende hoeveelheid en wel, daar wij 20 cc. voor do controle-vloeistof gebruikt hebben, ook 20 cc., voege.i goneutrali-



??? seerden formol toe en titreeren met baryt tot het geheeldonkerrood gekleurd is. Vervolgens wordt weer teruggeti-treerd met zoutzuur tot een zwakrose kleur, waarna weerloog toegevoegd wordt tot de kleur van de contr??le-oplossing(stadium II) ongeveer bereikt is Heeft men nu alle op-lossingen tot dit tweede stadium getitreerd, dan voegt menaan de contr??le-oplossing nog eenige druppels loog toe, totde vloeistof donkerrood (stadium Hl) gekleurd is en titreertde overige oplossingen tot dezelfde kleur. De gezochte waardewordt nu gevonden door van het volumen van de totaiogebruikte hoeveelheid loog, dat van het gebruikte zoutzuuraf to trekken en \'taldus verkregen getal te verminderenmet het volumen van de hoeveelheid loog, benoodigd omdo contr??le-oplossing de gewenschte reactie te geven. Het aUlus verkregen getal geeft dus aan, hoeveel zuurna fornioltoevoeging uit de aminozuren in vrijheid gesteldis en daar elke carboxyl-groep correspondeert met een mole-cuul aminozuur, moet dus hot gevonden getal, daar wijuitgaan van een 0.2 norm. baryt-oplossing, vermenig-vuldigd worden met 0.2 x 14 = 2.8 om

het getal te vinden,dat aangeeft de aanwezige amino-stikstof in milligrammen. , Voorbeeld. (i. Contr??le-vloeistof: 20 cc. water 10 cc. geneutra-liseerden formol. Hieraan toegevoegd: Overmaat Ba (OM)., 0.2 normaal........... 5.G3 cc. IICl â€ž (Stadium 1) 5.49 â€ž 0.14 cc. Ba(011).2 0.2 normaal tot Studium 11...... 0.05 , __ 0.19 cc. Stadium III...... 0.12 â€ž n T) ri in totaal............ 0.31 cc. â€?1



??? h De te onderzoeken vloeistof is 10 cc. 0.2 norm.alanine-oplossing, welke dus 28 mgr. amino-stikstof bevat.Hieraan wordt toegevoegd 10 cc. water en 10 cc. geneu-traliseerde formol. Vervolgens wordt getitreerd: Overmaat Ba(0H)2 0.2 normaal........... 12.89 cc. I^Cl â€ž (Stadium I) 2.87 â€ž 10.02 cc. Ba (OHja 0.2 normaal tot Stadium II............" 10.08 cc. - Stadium III...... 0.19 â€ž in totaal............ 10.27 cc. af controle-oplossing.......... Q-^l n 9.96 cc. In de te onderzoeken vloeistof is dus volgens deze titratieaanwezig 9.9?œ x.2.8 = 27.888 mgr. amino-stikstof, d. i. 99.0% van de werkelijke waarde. Uit bovenstaand voorbeeld blijkt, dat men voor oen be-paling 6 nmal de buret moot aflezen. Titroort men nu docontrole-oplossing in eens tot het derdo stadium en ovonzoode te. onderzoekon vloeistof, dan behoeft men do burettenmaar\'2 maal af te lezen, waardoor do kans op adeesfoutengeringer wordt. Dit kan men doen, wanneer slechts weinigtitraties moeten worden uitgevoerd, daar dan de tijd, dioverloopt tusschon hot maken der controle-vloeistof en\'t be-??indigen der laatste titratie, zoo klein isj dat dit geen

invloedhooft op de kleur der controle-oplossing, dio door staanaan do lucht door het koolzuur terugloopt. Â? n n



??? B. Methode vau vau Slyke. Zooals reeds vermeld, hebben aminozuren de eigenschap,met salpeterigzuur te reageeren volgens de vergelijking: R R HCNHa HNO^ HCOH H2O N2. I I COOH COOH Hieruit zien wij dus, dat stikstof in vrijheid wordt ge-steld en dat de helft van de ontwikkelde stikstof afkomstigis van aminozuren, terwijl de rest door het salpeterigzuurgeleverd wordt. Van Slykk hoeft nu een toestel bedacht, om tleze hoo-veelheid stikstof te nieten. Deze hoeveelheid, gedeelddoor twee, geeft dus aan, hoeveel stikstof vau hot amino-zuur afkomstig is. Salpeterigzuur zelf valt uiteen in salpe-terzuur en stikstofoxyde, waarbij een groote hoeveelheidvan dit gas ontwikkeld wordt. \\\'an Slvkk gaat daaromniet uit bij zijn bepalingen van een snlpeterigzuur-oplo.s-sing, maar bereidt dezo in het toestel zelf door ijsazijn ennatriumnitriet samen te brengen. Daar nu do ontwik-kelde stikstof uit do aminozuren vermengd is met stikstof-oxyde, moot dit laatste verwijderd worden. Dit geschieddoor een alcalischo j)ermanganaat-oplo.\'^sing. Daarna moetdan <l?? hooveelheid stik.stof gemeten worden. Het toestel, zooals van Slvkk

dit in principe heeft aan-bevolen, bestaat in zijn tegenwoordigen vorm uit drie deelen,welke door middel van gumniibuizen beweeglijk ten op-zichte van elkaar zijn verbonden, zoodanig, dat nergenslucht in kan dringen. Het gehoelc toestel is van glas ver-vaardigd. (Zie fig. l).



??? Het eerste gedeelte bestaat uit een vat D, waarin dereactie van aminozuur met bet salpeterigzuur plaats grijpt.De inhoud hiervan is ongeveer 15 cc. (maten opgegevennaar het- door mij gebruikte toestel). De ballonvormigeverwijding aan het boveneinde dient om te verhinderendat schuim, hetgeen tijdens het schudden ontstaat in denauwe buis, welke de verbinding vormt van D met de gasburet G, opstijgt. Ter weerszijden van D en hiermeeverbonden, bevinden zich nog twee vaten. Vat A dientom de reagentia in D to brengen, B is oen nauwkeurig in0.01 cc. verdeelde buret van 2 cc. inhoud, welke dient om



??? de te onderzoeken vloeistof in D te brengen. De verbindingvan B met D is ruim, zoodat tijdens het schudden sal-peterigzuur gemakkelijk tot kraan b kan doordringen, waar-door verkregen wordt een goede menging van de geheelete onderzoeken vloeistof met het reagens. Het tweede gedeelte van het toestel bestaat uit de gasburet G. Deze bestaat uit een nauw buisvormig bovengedeelte,dat een inhoud heeft van 3 cc. en nauwkeurig verdeeld isin 0.01 cc. en een verwijd benedengedeelte van ongeveer25 cc. inhoud, eveneens verdeeld. Dit verwijde gedeeltestaat, door middel van een gummi-slang, in verbinding meteen vat P, met, behulp waarvan men vloeistof in en uitde buret kan laten vloeien. De verbinding van D met Gwordt verkregen door een tweemaal rechthoekig omgebogendikwandige capillaire buis, die aan D is vastgesmolten enaan de gasburet door middel van een gummi-slangetje isbevestigd. Deze capillair heeft in het midden van hethorizontale deel een kraan C, welke zoodanig doorboord is,(lat men een verbinding van D mot CJ en van 1) on G motdo buitenlucht kan verkrijgen (driowogkraan). Aan hot

boven-einde der gasburet bevindt zich nog een kraan T, zoodanigdoorboord, dat zoowel G mot 1) als G mot tlo IliCMPEL-pipet H, het derdo onderdeel van hot toestel, verbonden kanworden. Do inrichting der ilk.mi\'kl-pipet volgt onmiddellijkuit de teekening. Door den ondorlingon stand der bollenis het onmogelijk, dat gas tijdens hot schuddon uit donondersten bol kan ontwijken. Do verbinding tusschon Gen II wordt geleverd door oen tweemaal roohthookig omge-bogen buis, mot gummi-shingotjos aan II en G verbonden. Hot goheolo toestel is bevestigd aan een statief. Dit draagtoen juk, waarop aan den oenen kant do IlKMi\'KL-pii)Ctrust en aan don andoren kant hot horizontale deel vande vorbindingsbuis tusschon D on G. Do gasburot bevindt



??? zich aan den achterkant van het toestel en de buis, welkeH en G verbindt, loopt dus achter het statief. D en H worden geschud door een electromotor. Dezebrengt zijn beweging over o]) een houten draaischijf, welketusschen D en H aan het statief is bevestigd. Excentrisch(1.5 c.M. van het midden) hierop is bevestigd een haak,welke om de afvoerkraan van D geslagen wordt, zoodat,bij het draaien van dit rad, D een schuddende bewegingkrijgt, terwijl wanneer de haak 180Â° omgeklapt wordt, zijjuist grijpt in de verbindingsbuis van de twee bollen vanH, waardoor ook deze geschu(?? kan worden Uitvoering. Bij het begin der proef is II gevuld, d. w. z. de onderstebol en de verbindingsbuis van H met G, tot de kraan Tgeheel en de bovenste ballon voor Va- is gesloten en G en F geheel gevuld met 1% zwavelzuur-oplossing,evenzoo het stukje van de verbindingsbuis van G met 1)tot aan de driewegkraan C, welke zoodanig gesteld is, datD met de buitenlucht in verbinding staat. De kranen a,b en d zijn gesloten. In A brengt men nu 2V2 ijsazijnen duidt dit volumen door een merkstreep aan- Door a teopenen vloeit de

ijsazijn in D. Hierna wordt a gesloten enbrengt men in A 12 cc. van een 30 % natriumnitriet-oplossing, opent a wederom, waardoor de inhoud in Dvloeit, tot de vloeistof in D tot aan kraan C gestegen is.Daarna wordt a gesloten en 1) eenige seconden geschud.Hierdoor wordt bereikt, dat alle lucht uit het .toestel ver-dreven wordt. Vervolgens sluit men C, zet a open en schudtzoolang, totdat ongeveer G cc. vloeistof in D over is, (ditwordt op D aangeteekend), waardoor ruimte vrijkomt voorde te onderzoeken vloeistof. Wanneer dus in D nog ?? cc.vloeistof aanwezig is, wordt C weer geopend, zoodat D



??? met de buitenlucht in verbinding wordt gesteld en nuprecies drie minuten geschud, waardoor gassen in de reagentiaopgelost en stikstof ontstaan uit verontreinigingen dierreagentia verdreven worden. Nadat drie minuten geschudis, wordt door C en T te draaien, D met G verbonden.Vervolgens brengt men de te onderzoeken vloeistof in B,laat P zakken, opent b en hevelt een bekende hoeveelheidder te onderzoeken vloeistof uit B in D. Daarna wordtb gesloten en D den voorgeschreven tijd geschud, waar-door dus in de gasburet een mengsel van stikstofoxj^deen stikstof wordt opgevangen. Na afloop van het schud-den brengt men, P onder het niveau van do vloeistofin G, waarna a geojjend wordt, waardoor vloeistof uitA de nog in D aanwezige gassen voor zich uitdrijftnaar G. Wanneer nu de vloeistof uit D opstijgt in de capil-laire buis, sluit men a, daarna T. Allo ontwikkelde gas-sen bevinden zich nu in G. Vervolgens wordt do kraanT zoo gedraaid, dat G met II in verbinding komt endoorP te hefVen, hevelt men het gasmengsel in do HKMPEL-i)ipet,zorg dragend, dat hot zwavelzuur do verbindingsbuis geheelvult. Nu

wordt T weer gesloten, do baak van D genomenen overgebracht op II en G?Šn minuut geschud, waardoorttl do stikstofoxyde door het permanganaat geoxydeerdwordt. Daarna opent men T on hovelt do overgeblevenstikstof in de gasburet on leest af, na den vloeistofspiegelvan P op gelijke hoogte gebracht te bobben met dien indo buret. Weet men nu de temperatuur en don luchtdruk, dan kanmon met behulp van een tabel gemakkelijk berekenen. .lourii. of Hiol. Chem. 12, 284; 1912. Dezo tabel is ovor-geiiomen uit ??attkk.mann: J\'raxis des organischen Chomikors,wimrbij do opgegovon getallen voor stikstof door twee zyn ge-deeld.



??? met hoeveel milligrammen stikstof de hoeveelheid gas,herleid op 760 m.M. en 0Â°, overeenkomt, er aan denkend,dat de helft van dit bedrag van de amino-stikstof af-komstig is. . Daar door verontreinigingen van de reagentia altijci gedurende het schudden eenige stikstof ontwikkeld wordt,moet hiervoor een correctie worden aangebracht. De groottedezer correctie wordt gevonden door een blinde proef. Ditbedrag moet dus van de gevonden waarde bij een bepaling afgetrokken worden. Niet alleen aminozuren, maar ook andere stoffen, welkein het bloed voorkomen, reageeren met salpeterigzuur, echterveel langzamer dan de aminozuren. Zoo reageert ureum ,met al zijn stikstof in 8 uur en ammoniak m 2 uur, terwijlaminozuren in 2 tot 5 minuten, afhankelijk van de tempe-ratuur reageeren. Wil men dan ook met deze methodehet aminozuur-gehalte van het bloed bepalen, dan moetmen hiermede rekening houden, zooals later zal worden behandeld. C. Methode van Bantr Bepaalde men met de beide vorige methoden het amino-zuur-gehalte van het bloed direct, deze laatste methodegeeft dit gehalte, door van de

totale R. N.-waarde van hetbloed de ureum-waarde af te trekken. Deze methode is, zoo-als Bano haar aangeeft, een micro-methode, daar bepalingenworden gedaan in ongeveer 200 mgr. bloed. Hiertoe wordtbloed opgezogen in stukjes dik filtreerpapior. Daarna wordendeze papiertjes gedompeld in een extractie-vloeistof, waar- 1) Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestaudteile.



??? door de stoffen, welke de totale R. N. leveren, uitgetrokkenworden, het eiwit neergeslagen wordt en aan het papierblijft kleven. De extractie-vloeistof wordt, nadat het uittrekken ge-??indigd is, volgens Kjelda??l behandeld, waardoor al deaanwezige stikstof in ammoniumsulfaat wordt omgezet.Door nu het ammoniak af te destilleeren en op te vangenin zuur van bekende sterkte, kan men dan berekenen,hoeveel stikstof in de extractie-vloeistof aanwezig is. Hier-uit kunnen ^vij berekenen, daar wij weten uit hoeveelmilligram bloed deze stikstof-hoeveelheid afkomstig is, hettotale R.N.-gehalte van 100 gr. bloed. Met behulp van eenandere extractie-vloeistof wordt uit een tweede hoeveel-\'beid bloed het ureum ge??xtraheerd en ook hiervan hetstikstof-gehalte bepaald. Door nu deze laatste waarde vande eerst gevondene af te trekken, wordt dan volgons Bangde aminozuur waarde verkregen. Daar hot aminozuur-gehalte berekend wordt uit hetverschil van twee bepalingen, waardoor dus de kans opfouten verhoogd is, heeft Bang i) in een latere publicatiedeze methodo zoodanig gewijzigd, dat hot aininozuur-

gehalteonmiddellijk is te vinden. Hiertoe wordt het j??apiertjemet bloed eerst gedompeld in een vloeistof, welke alleenureum en geen aminozuren extraheert en daarna in eenvloeistof, waardoor de andere oxtractief-stollbn van het bloed worden verwijderd. Besi)roken moeten nu worden: <le extractie, do verbran-ding, de destillatie en do titratie. 1. . Extractie. , In de eerste plaats moest het ureum verwijderd worden.Hiertoe bedient Bang zich van een mengsel van absoluten



??? alcohol en aether pro-narcosi. De papiertjes met het bloedworden in dit mengel gelegd en na 5 uur is dan de extractievan het ureum ge??indigd. Het aanwezige ammoniak gaathierbij ook in oplossing. Nadat aldus ureum en ammoniakverwijderd zijn, wordt de alcohol-aether afgegoten en hetpapiertje nog eens met deze zelfde vloeistof afgewasschen.Hierna kan de extractie der aminozuren beginnen. Na vele proefnemingen slaagde Bang er in een vloeistofte vinden, die deze aminozuren, maar tevens ook de verdereII. N.-bestanddeelen extraheert. Deze vloeistof moet echterniet alleen in staat zijn aminozuren te extraheeren, maarmoet tevens het eiwit neergeslagen houden. De vloeistofwordt als volgt bereid: 10 gr. phosphormolybdeenzuur-natrium en 10 gr. kristalwater-houdend natriumsulfaat (10 aq.)worden in 150 cc. water opgelost. Hieraan wordt toegevoegd10 druppels 20 percent natronloog en vervolgons gedurende15 minuten gekookt om het ammoniak te verdrijven. Daarnabrengt men do oplossing in een kolf, voegt 30 cc. zuivergeconcentreerd zwavelzuur toe en vult bij tot 2 L. De extractie mot deze

vloeistof duurt ?Š?Šn uur. II. Verbrandinf], Do verbranding beeft plaats in oen K.jklnaiil-kolf metlangen hals van 100 cc. inhoud. Hierin wordt do oxtractie-vlooistof overgebracht on 1 cc. zuiver geconcentreerd zwavel-zuur toegevoegd. Hierna wordt de kolf verhit tot al hot water verdamptis, als wanneer de vloeistof lichtgeel gekleurd is. Nu voegtmen 1 druppol alcohol toe, waardoor do verbranding ver-sneld wordt en vorliit verder boven oen draadnotje, totdathet geheel een lichtgroene kleur hooft aangenomen, waarbijde verbranjling ge??indigd is. Men behoeft geen katalysatortoe te voegen, daar het in de oplo.ssing aanwezige molybdoon



??? als zoodanig werkt. Nadat de verbranding volledig is, laatmen de kolf afkoelen en voegt 10 cc. gedestilleerd water toe. III. Destillatie, (zie fig. 3 bl. 89). De destillatie van bet ammoniak beeft plaats uit deKjELDAHL-kolf. Deze wordt gesloten met een dubbeldoor-boorde stop. Door de eene opening gaat een buis, welketot aan den bodem der kolf reikt, even buiten de kolfomgebogen is en in verbinding staat met een kookkolf.Deze buis draagt aan den horizontalen tak een zijbuisje, waaropeen trechtertje is bevestigd. Door de tweede opening gaateen wijdere buis, die tot vlak onder den rand van de stop reikten boven de stop een overspat-inrichting volgens Hoi\'KINSdraagt. Boven de overspat-inrichting wordt deze buis veelwijder en is bijna rechthoekig omgebogen Het uiteindehiervan is met een stop gesloten, waardoor een zilverenbuisje gaat, dat weer rechthoekig ombuigt en aan het ver-ticale eind een klein koperen koelortje draagt. Do destillatie heeft i)laats door stoom, welke uit dekookkolf ontwikkeld wordt en door de KjiiLDAiiL-kolf strijkt,welker inhoud met behulp van verzadigde natronloog alca-lisch gemaakt is. De

inhoud der KjKhDAHL-kolf gaat doorden stoom koken, waardoor het anmioniak verdreven wordt.Ondor het uiteinde van het zilveren buisje i)laatst meneen kolfjo met een bei)aaldo hooveelheid zuur van bekendesterkte, waarin hot ammoniak wordt opgevangen. IV. Titratie. Daar Ban?? bij zijn methode uitgaat van 200 mgr. bloed,(lat ongeveer 0.024 mgr. stikstof levert, spreekt het vanzelf, dat de sterkte van hot zuur, waarin hot ammoniakopgevangen wordt, heel gering nmet zijn. Bang gebruikt



??? dan ook 0.005 norm. zwavelzuur. De overgebleven hoe-veelheid zuur moet nu bepaald worden. Daar er geenindicator bestaat, geschikt voor het titreeren van dergelijkegeringe hoeveelheden zuur, bepaalde Bang het overgeblevenzuur langs jodometrischen weg. Brengt men kaliumjodideen kaliumjodaat te samen en voegt men zuur toe, danwordt een hoeveelheid jodium in vrijheid gesteld, dieaequivalent is met de toegevoegde hoeveelheid zuur, volgensde vergelijking: 5 KJ KJO3 6 HCl 6 KCl 3 H^O -f 6 J. De hoeveelheid in vrijheid gesteld jodium kan menmet natriumthiosulfaat van bekende sterkte meten, volgensde vergelijking: 2 NajS^Oa -f Jj 2 NaJ -f NajSiOg. Titreert men nu het jodium met een 0.005 norm. thiosulfaat-oplossing met amylum als indicator, dan krijgt menmet een halven druppel thiosulfaat een duidelijken omslag Bang gebruikt bij deze bepalingen 1 tot 6 cc. 0.005norm. zwavelzuur met 10 tot 15 cc. water Hieraan wordttoegevoegd 2 cc. van een 5 percent joodkali-oplossing en2 druppels 4 percent kaliumjodaat. Laat men het geheelnu 5 minuten staan, dan is de reactie tot stand gekomenen kan

men tot do titratie overgaan. Daar wij uitgaan van oen 0.005 norm. oplossing, wij.stdus 1 cc thiosulfaat aan 0.07 mgr. stikstof. Vinden wij dus bij oen bepaling, dat x cc. 0.005 norm.thiosulfaat noodig is geweest voor de jodium-titratio enhaddon wij 2 oc. 0.005 norm. zwavelzuur genomen omhet ammoniak in op te vangen, dan is dus aan ammoniak- stikstof aanwezig (2-x) X 0.07 mgr. Daar nu\'de gebruikte stollen altijd eenigzins annnoniak-



??? houdend zijn, moet hiervoor een correctie aangebrachtworden. Deze bepaalt men door een blinde proef. Degevonden waarde moet dus met dit bedrag verminderdworden. Uitvoering. Het papiertje wordt met een torsie-balans van PIartmannen Braun gewogen, vervolgens het bloed er in opgezogenen wederom gewogen. Uit het verschil van beide wegingenweet men de hoeveelheid bloed. Vervolgens laat men hetpapiertje 5 minuten drogen, waarna het in 10 cc. van\'t alcohol-aether-mengsel gedompeld wordt, zoodat de vloei-stof nog eenige millimeters boven den bovenrand van hetpapiertje staat. Nadat de extractie 5 uur geduurd heeft,giet men den alcohol-aether af en wascht na met 10 cc.van dezelfde vloeistof Daarna voegt men 10 cc. dor phos-phormolybdeenzuur-oidossing toe en laat 1 uur staan. Ver-volgens filtreert men door een klein, ammoniak-vrij, metgedestilleerd water uitgewasschen, filter in de Kjnr,??aiil-kolfen wascht het papiertje na met 10 cc. water, dat oveneensdoor het filter wordt gegoten. Hierna voegt men in de kolf1 cc. geconcentreerd zwavelzuur toe en laat het water,onder voortdurend schudden,

boven do vrije vlam ver-dampen, totdat vloeistof een licht-gele kleur krijgt, ten teekendat do verbranding begonnen is. Nu laat men afkoelen,voegt ?Š?Šn druppel alcohol too on verhit verder boveneen kleine vlam o]> oen draadnetje, wiuirbij geen gevaarvoor spatten bestaat, tot de vloeistof een lichtgroene kleuraanneemt; dan is do verbranding afgeloopon. Nadat dit het geval is, laat men de kolf afkoelen,waarna 10 cc. water toegevoegd wordt. Hierna zot mendo kolf in hot destillatiotoestel. Onder hot uiteindo vanhot zilveren buisje plaatst men nu een kolfje, waarin 2 cc.



??? 0.005 norm. zwavelzuur 10 cc. water aanwezig is, zoo-danig, dat het buisje in de vloeistof gedompeld is, laatdoor het trechtertje 3 cc. verzadigde loog toevloeien, zetde vlam onder de kookkolf en destilleert van \'t moment,dat het water kookt, gedurende 2 minuten. Aan het einde der proef draait men de klem, waarmeehet trechtertje afgesloten is open en verwijdert de vlam.Aan het kolfje met titreerzuur voegt men 2 cc. 5 percentjoodkali en 2 druppels 4 percent kaliumjodaat toe, wacht5 minuten, waarna met thiosulfaat getitreerd wordt. Vande aldus gevonden waarde trekt men de hoeveelheidstikstof, gevonden bij een blinde proef, af. Daar men A^\'eetuit hoeveel mgr. bloed deze hoeveelheid stikstof afkomstigis, kan men gemakkelijk hieruit berekenen, hoeveel mgr.dan in 100 cc. bloed aanwezig moeten zijn.



??? HOOFDSTUK HI.Eigen onderzoekingen. A. Methode van S??rensen. Nanwkeii}\'igheid der tiiilcoinsleny bijzonderheden hij dc uitvoering. Om mij van de bruikbaarheid dezer methode te over-tuigen, deed ik eerst een aantal bepalingen met een amino-zuur-oplossing van bekende sterkto. Hiervoor gebruikte ikalanine (Kahlbaum). 3 gr. dezer stof werden gedurende eenuur bij 115ÂŽ gedroogd. Hiervan werd dan 2.2278 gr. in250 cc. gedestilleerd water opgelost. Daar bet moleculair-gewicht van alanino 89.1 is, is deze oplossing dus 0.1 nor-maal. Een bekende hooveelheid hiervan werd nu met be-hulp van een pipet gemeten in een Erlenmoyer-kolfje van100 cc., vervolgons met gedestilleerd water aangevuld tot20 cc. en tenslotte 10 cc. genoutraliseordo formol toege-voegd, waarna met behulp van 0.2 norm. baryt en zoutzuurgetitreerd werd tot hot dordo stadium van S??uhnskn. Zoo-als eerder reeds gezegd, titreerde ik ineens tot het derdostadium, met overslaan van het tweede, waardoor men doburet minder dikwijls behoeft af te lezen. Met deze alanine-oplossing worden ile volgende uitkom-.sten verkregen, welke in

Staat 1 zijn samengevat.



??? Staat I. Bepalingen van het gehalte aan alanine volgens Genomen hoe-veelheid alanine,in mgr. stikstof. Gebruikte hoe-veelheid â€” Ba(OH), in cc. O Gevonden hoe-veelheid alanine,in mgr. stikstof. Gevonden hoe-veelheid alaninein %. 100100100.4100.4 105102 92 106118224 81130 28147.0287.0284.3962.8562.5761.4840.8960.8960.3080.308 105 2.512.511.571.020.920.530.320.320.110.11 â€?281477 4.22.82.81.40.7560.40.3780.238 Uit bovenstaanden staat zien wij, dat 1 cc. 0.1 norm.alanine, bevattend 1.4 mgr. amino-stikstof, mot vrij grootenauwkenrigheid is terug te vinden, doch hoeveelhedengeringer dan. 1 cc vrij groote fouten geven. Voordat ik nu overging tot de bepaling van het amino-stikstof-gehalte van het bloed, heb ik eerst dit gehaltein de urine bepaald, in de eerste plaats om mij teoefenen in de techniek en in de tweede plaats om laterzoo noodig, ook dit aminozuur-gehalte te kunnen bepalen. Bepaling van de amino-stikstof in de nrinc Ik volgde hierbij do methode zooals Hknuiques \') aan-gegeven heeft, waarbij met behulp van bariumchlorido enbariumhydroxyde, phosphaten en carbonaton

vor^ylJderdworden. Zeitschr. f??r physiolog. Chem. GO, 1; 1909.



??? Paar de eigen kleur der urine bij de titratie stoort,wordt deze verwijderd met beenderkool. Daar deze stofechter ook aminozuren adsorbeert, moet volgens Bangalcohol toegevoegd worden, tot de concentratie 20 % is, daardan geen adsorptie van aminozuren door de kool plaats heeft. Daar het ammoniak, dat altijd in vrij groote hoeveelheidin de urine aanwezig is, eveneens met de fornioltitratiobepaald wordt en wij dus ten slotte do som vinden vanaminozuur- on amnioniak-stikstof, moet deze laatste afzon-derlijk bepaald en van do eerste waarde afgetrokken worden. Het ammoniak bepaalde ik mot het toestel van STKYiiKii(zie fig. 2). Het principe dezer methode is, dat het ammoniakverdreven wordt door bij 37Â° onder verminderden druk enbij door calciumhydroxyde alcalische reactie, lucht door teleidon Het toestel bestaat uit een destillatie-kolf B motlangen hals, afgesloten met oen dubbel doorboorde kurk.Door do eene opening gaat oen trechter, waardoor kalk-melk toegevoegd kan worden en, waarvan do stoelhalverwege den hals dor kolf reikt, terwijl door deandere opening oon rechthoekig omgebogen buis

gaat,welke reikt tot onder in do kolf on aan hot ondereindezoor nauw is uitgetrokken. Hot rechthoekig omgebogenstuk sluit juist aan oon waschilesch A mot zwavelzuurgevuld. Dozo dient om do doorgoloido lucht van ammoniakto zuiveren. Aan den hals van de destillatie-kolf is vorder nogaangosmolten een zijbuisjo, dat uitmondt in eeh tweede kolf O,waarin oen bokondo hoeveelheid 0.1 norm. zwavelzuur zichbevindt on dio in koud water gekoeld wordt. Aan don halsvan deze kolf is wederom oen zijbui.sjo gesmoHon, datverbondon is mot een flo.sch D. Dozo ne.sch is ge.sloten 1) liiochcni. Zoitscbr. 72; 1916. 2) Beitr. z cliem. Pliysiol. ii. Pathol. 2, 312; 1902.



??? door een driemaal doorboorde kurk. Bovengenoemd buisjemondt uit in de flesch. Door de tweede opening wordt eenkwikmanometer E aangebracht en door de derde openinggaat ten slotte een buis, welke in verbinding staat met eenkrachtige waterstraal-zuigpomp. De destillatie-kolf is geplaatstin een thermostaat, die ingesteld is op een temperatuurvan 37Â°. Door nu ?Š?Šn uur lang bij 18-20 m.M. kwikdrukte destilleeren, terwijl de luchttoevoer geregeld wordt door een klemkraan K, wordt het ammoniak totaal verwijderd. \\/ i i Uitvoering. 50 cc. urine worden in een maatkolf van 100 cc. gepipet-teerd, waarna men 2 gr. bariumchloride in substantie eneenige druppels phenolphtale??ne toevoegt. Vervolgens voegtmen verzadigde baryt-oplossing toe, tot het geheel lichtrosegekleurd is en dan nog 8-10 cc. baryt in overmaat. â€? Nadat de kolf goed geschud is, blijft zij 15 minuten staan,waardoor phosphaten en earbonaten volledig neergeslagenworden; dftn voegt men 20 cc. 96% alcohol en 2 gr.gezuiVerde beenderkool toe, vult aan tot do maatstreep met



??? gedestilleerd water en schudt krachtig gedurende eenigeminuten, waarna gefiltreerd wordt. 40 cc. van dit filtraat wordt gebracht in de destil-latie-kolf van het toestel van Steyrek. Zekerheidshalvevoegde ik aan de reeds alcalische vloeistof door den trechternog 50 cc kalkmelk toe, mat in de opvangkolf 10 cc. 0.1 norm.zwavelzuur af en destilleerde een uur lang bij 20 m^NI. kwik-druk en 37Â°. Als do destillatie ge??indigd is, brengt men het zwavelzuuruit kolf C, zonder verlies over in een kolfje, waarna met0.1 norm. natriumhydroxj\'de het niet gebonden zuur, metmethyloranje als indicatoi-, bepaald wordt. Daar wij wetenhoeveel zuur oorspronkelijk aanwezig was, kunnen wij dusberekenen, welk gedeelte door ammoniak gebonden is, waar-uit zich dan verder de hoeveelheid ammoniak-stikstof go-makkelijk in milligrammen laat vindon, door het aantalcc. gebonden zuur met 1.4 to vermenigvuldigen. Daar de kalkmelk ecbter steeds ammoniak-houdond is,moet men het gehalte van die stof door een blinde proefbepalen. In rnijn geval bedroeg dit steeds O.OOG mgr.ammoniak-stik.stof voor 50 cc. kalkuielk. Ken tweede 40 cc.

van het filtraat wordt tegenover lak-moes geneutraliseerd, vervolgens wordt 10cc. geneutraliseerdeformol toegevoegd, waarna volgens S??rensen getitreerd wordt. In deze laatste vloeistof bepalen wij dus do ammoniak-en do amino-stikstof, terwijl in het eerste deel van hotfiltraat alleen do hoeveelheid ammoniak-stikstof bepaaldwordt; door deze waardon van elkaar af te trekken, vindonwij dus do amino-stikslof in 40 cc. filtraat of in 20 cc. urine. Om mij to overtuigen, dat, aldus te werk gaande, goedeuitkomsten verkregen konden worden, deed ik eerst eenigeaminozuur-bepalingen in urine; vervolgens voegdo ik aando urino een bekendo hoeveelheid alanino toe on trachtte



??? deze aldus terug te vinden. De uitkomsten vindt men inden volgenden Staat TI.Staat II. Bepalingen van aan de urine toegevoegde alanine volgens S??rensen. genomencc. urine aminozuui-4- NHa-stik-stof in 50cc. urine. 1 NH,-stikstofin 5?œ cc.urine. amino-stik-stof in 60cc. urine. alanine-stikstof toegevoegdin 50 cc.urine. gevondenin 60 cc.urine. 5050 16.3817.71 1 12.2512.25 4.135.46 1.4 1.33 5050 9.6611.06 6.586.58 3.084.48 1.4 1.4 5050 32.0133.32 25.4425.44 6.577.88 1.4 1.31 Uit bovenstaanden staat blijkt dus, dat het gehalte aanaminozuren in de urine is te bepalen en dat toegevoegdealanine op deze wijze zeer nauwkeurig is terug te vinden. Later heb ik deze methode zoodanig gewijzigd, dat ikhet amino-stikstof-gehalte direct bepaalde en niet uit hotverschil tusschen ammoniak- -I- amino-stikstof en ammo- niak-stikstof berekende. Hiertoe wordt 50 cc. van hot filtraat, dat door hottoegevoegde baryt in overmaat reeds alcalisch reageert, inhet toestel van Steyrer gebracht en van ammoniak be-vrijd. Daar het koolzuur van do lucht het aanwezigebariumhydroxyde echter langzamerhand zou kunnen nou-

traliseeron, waardoor dan het uitdrijven van het ammoniakniet goed moor zou slagen, plaatste ik voor do waschfleschmot zwavelzuur nog oon waschflesch mot sterke natroiiloog,waardoor ,het koolzuur dor lucht tegengehouden wordt.Nadat do destillatie ge??indigd is, brengt men den inhoud



??? der destillatie-kolf over ineen Erlenmeyer-kolfje van 100cc.\'Is de vloeistof eenigszins troebel, dan filtreert men dooreen amraoniak-vrij, uitgewasschen filter. Vervolgens neutra-liseert men tegenover lakmoespapier, voegt formol toe entitreert met baryt. Hierdoor vinden Avij bet amino-stikstof-gehalte der urinedus niet uit het verschil van twee bepalingen, maar ineens,waardoor het geheel aan nauwkeurigheid wint. Bepaling van de amino-stikstof in het bloed. Wil men het aminozuur-gehalte van het bloed bej)alenvolgens de methode van S??rensen, dan moet in de eersteplaats het eiwit verwijderd worden en in de tweede plaatsmoet de aldus eiwitvrije vloeistof geheel kleurloos en hel-der zijn om hierin met goed gevolg do titratie te kunnenuitvoeren. A. constantino vorwijdorde het eiwit door het bloed teverdunnen met een 5-voudigo hoeveelheid 2% sublimaat-oplo.ssing, welke 2 % zoutzuur bevat. Na 6??n uur was dan hetoiwit neergeslagen, waarna gecentrifugeerd en hetcentrifugaatafgepipetteerd en gefiltreerd werd. Van \'taldus verkregenfiltraat werd een bekendo hoeveelheid afgenomen on be-handeld met

zwavelwaterstof om \'t aanwezige .sublimaat te ver-wijderen. (Toon ik deze methode probeerde was luv 80 minutendoorleiden van zwavelwaterstof al het kwik verwijderd). Ver-volgens werd geliltreerd on van hot (iltraat een bekende hoe-veelheid genomen. Deze vloeistof werd door een luchtstroomdoor te leiden van zwavelwatenstof bevrijd (00 minuten),waarna geneutraliseerd en in vacuo bij 50Â°, ingedampt werd;daarna moot alcalisch gemaakt on het ammoniak in vacuoafgedestilleord worden ?œnnoodig to zeggen, dat dezo methode, 1) ??iocliem. Zeitschr. 55, 419; 1913.



??? wanneer men een aantal proeven wensclit te doen, on-bruikbaar is. Voor ?Š?Šn bepaling heeft men ongeveer 2 dagennoodig, terwijl het herhaald filtreeren en \'t overbrengen inandere vaten steeds verlies geeft en phosphaten en carbonaten nog steeds in de ten slotte verkregen vloeistof aanwezig zijn. Ik moest dus omzien naar een andere manier om hetbloed geheel van eiwit te bevrijden en waarbij ik een heldere,ongekleurde vloeistof verkreeg. Daartoe ben ik uitgegaanvan een oplossing, zooals Bang opgeeft voor zijn suiker-bepalingen in bloed. Deze oplossing is als volgt samen-gesteld: uranilacetaat 0.15 gr.; kaliumchloride IG gr.;zoutzuur 1% 19 cc.; aqua ad 100 cc. Ging ik nu vandeze oplossing uit, dan bleek, dat ik het bloed 7 maal hiermeemoest verdunnen om een van eiwit bevrijd filtraat te ver-krijgen, dat echter door het aanwezige uranilacetaat inovermaat lichtgeel gekleurd was. Maakte ik dit filtraatechter alcalisch met baryt, dan sloeg het uranilacetaatneer, waarna een glasheldere, geheel kleurloozo vloei-stof overbleef. Uit deze proef bleek dus, dat uranilacetaatvoor mijn onderzoek een zeer geschikt

middel was ombloed van eiwit te bevrijden, alleen was \'t Jiadeelig, dat7 maal verdund moe.st worden om het eiwit te verwijderen,zoodat ingedampt moest worden voor tot do titratie konworden overgegaan. Om dit bezwaar te ondervangen hebik, na een aantal proefnemingen, eon oplo.ssing gevonden,die bij 3 maal verdunnen van bloed een filtraat geeft, waarinhet amino-stikstof-gehalte bei)aald kon worden, nadat hetovertollige uranil met baryt verwijderd was. De xantho-prote??ne reactie in dit filtraat was uiterst zwak positief,zoodat oen spoor eiwit, dat bij de titratie echter niet stoort,aanwezig is. Deze oi)lossing, gebruikt om het bloed van eiwitte bevrijden, is als volgt samengesteld: uranilacetaat 1.5 gr.;kaliumcbloride G gr ; lujua ad 100.



??? Uitvoering. 25 cc. bloed wordt met 50 cc. van bovengenoemde op-lossing vermengd, goed geschud en gecentrifugeerd gedurende20â€”30 min.. Het lichtgele centrifugaat wordt door een droogfilter gefiltreerd en aan een bekende hoeveelheid hiervanvoegt men V2 bariumchloride en 5 cc. baryt toe, laat 15minuten staan, waardoor earbonaten, phosphaten en heturanilacetaat neerslaan. Ten slotte wordt wederom dooreen droog filter gefiltreerd en van het glasheldere filtraateen bekende hoeveelheid genomen, geneutraliseerd tegen-over gevoelig lakmoespapier, 10 cc. geneutraliseerde formoltoegevoegd en getitreerd volgens S??rknsen. Op deze wijzebepalen wij dus de aminozure- do ammoniak-stikstof,welke zich in het bloed bevindt. Om mij te overtuigen, dat, aldus te werk gaande, hetaminozuur-gehalte van het bloed is to bepalen, heb ik eersteenige dubbelbepalingen in hetzelfde bloed (van paard ofrund) gedaan. De uitkomsten worden in den volgendenStaat 111 gegeven. â€?Staat 111. licpnliugcn van het gehalte aan amino-stikstof in bloed,volgens S??urnsen. Gonoincn aantnlcc. bloed. Gcvoiulen aan Hcpaliiig I. 1

1 \' aniiiio-sfikstofncpaling II. Verschil uitge-drukt in cc.0.2 norm. Ba (011), 25 2.70 2.50 0.07 25 3.18 2.93 0.09 25 6.68 6.34 0.12 25 i 2.20 2.50 0.10 Uit hot bovenstaande blijkt dus, dat de fout welke gemaaktwordt overeenkomt mot ongeveer 0.1 cc. 0.2 norm. baryt.Deze fout is, zooals ook Constantino aangeeft, te wijten



??? aan de methode zelf. Nemen wij dus het gemiddelde vantwee bepalingen, dan is de kans, dat een fout van ongeveer10% gemaakt wordt, zeer gering en zullen wij dan ookde werkelijke waarde van het aminozuur-gehalte zeer dichtnabij komen. Om mij nog verder te overtuigen, dat volgens dezemethode het aminozuur-gehalte van het bloed is te bepalen,deed ik een aantal bepalingen, waarbij ik aan het bloedeen bekende hoeveelheid alanine toevoegde. De uitkomstenzijn in Staat IV samengevat. Bij de eerste 3 bepalingen,waar ik uitging van 25 cc. bloed, zijn dubbelbepalingenverricht, bij de laatste twee niet. Bij proef 2 en 4 was mijde toegevoegde hoeveelheid alanine onbekend. Staat IV. BepalhKjen van aan het bloed toegevoegde alaninevolgens S??runsek. No. a te Ve O 1 s ^TZ S S ÂŽ c w, c Â?.-D ei O > u a^ to(u cnz vi " lif aj rj "t; 5 Â? <u s bo->-\' .5 tsl O > a> u) .a u c:S eo -SI eÂ§ ??.s M rt 2ct co fout in %. Bloedmonster 1Â? 2525 â€” 2.427 }2.369 i 2.398 â€” *Â? 2525 3.53.5 6.604 \\6.488 \\ 6.546 1 4.148 1- 16 Bloedmonster 2Â? 2525 â€” 1 2.084 / 2.182 S r" 2.133 - Â? 2535 3.013.01 â–  5.086 )5.286 j

5.186 1 3 053 -f 1.3 Bloedmonster 3 R 2525 â€” 2.708 l2.503 i 2 6053 â€” # P> . 2525 3535 6.2265.883 ) 6.054 3.45 â€” 1.4 Bloedmonfcter 4> 100100 5.0 5.59510.744 â€” 5.15 3 Bloedmonster 5> 2525 7.0 1.1357.915 1 6.78 â€” 3



??? Uit bovenstaande proeven blijkt dus duidelijk, dat demethode van S??kenskn zeer geschikt is, om de hoeveelheidaminozuren in 25 cc. bloed te bepalen. Deze metbode biedt,wanneer men eenmaal geoefend is, geen bijzondere tech-nische moeilijkheden, behalve het neutraliseeren en menkan in 2 uur tijds gemakkelijk 2 analysen uitvoeren, indienmen over een centrifuge beschikt, waarmee 150 cc. tegelijkgecentrifugeerd kan worden. Zooals reeds, gezegd, bepaalt men, wanneer werkend alshierboven aangegeven, de aminozure- de ammoniak-stikstof Daar het ammoniak-gehalte van het bloed ondernormale omstandigheden zeer gering is, zal men hierbijechter geen groote fout maken, wanneer normaal bloedwordt onderzocht. Daar de gebruikte reagentia echter ookammoniak-houdend zijn, zou hiervoor een correctie aange-bracht moeten worden; daar wij echter zoodoende deaminozuur-waarde vinden uit het verschil van twee bepa-lingen, waardoor de metliode noodzakelijkerwijze aan nauw-keurigheid verliest, besloot ik bet ammoniak to verwijderen.Dit kan boel gemakkelijk geschieden, door het van eiwiten

uranilacotaat bevrijde fdtraat, dat door toevoeging vando baryt reeds alcalisch is, in een porcoloinon uitdampschaalgedurende 8 minuten to koken. Daar gedurende het kokende vloeistof troebel wordt door het zich vormende barium-carbonaat, liltreert nmn do aldus van ammoniak bevrijdevloeistof door oen klein, 3 maal met gedestilleerd water uit-gewa.ssclien en dus annnoninkvrij filter en spoelt bot filter3 maal met oenigo cc. water na, zoodat niets verloren gaat. Dat op dezo wijze het geheel niet aan nauwkcun-igheidinboet, bewijst proef 4 in Staat IV, waarbij het ammoniakop deze wijzo vordreven is. Tenslotte is gebleken, dat in hoeveelheden minder dan25 cc. bloed, het aminozuur-golialto niet meer mot voldoendeJiauwkeurigbeid is te bepalen



??? B. Methode van van Slyke. Daar de ijsa/ijn en het nitriet, welke bij deze methodegebruikt worden, wanneer samen geschud, behalv?Ÿ stikstof-oxvde ook eenig stikstofgas leveren, moest in de eersteplaats nagegaan worden of deze hoeveelheid stikstof steedsgelijk was, wanneer met dezelfde hoeveelheid reagentiagelijken tijd geschud werd. Daar deze hoeveelheid stikstof. niet afkomstig is van de te bepalen hoeveelheid aminozuren, moet zij van de gevonden waarde na de bepaling afge-trokken worden. Dit is de z.g. correctie-waarde. Om deze hoeveelheid te bepalen wordt als volgt te werkgegaan: Na 2.5 cc. ijsazijn en 13 cc. nitriet in het toestelgebracht te hebben (van welk mengsel de helft weer inA terug wordt gedreven), werd 4 minuten geschud. Hetgas. dat gevormd was, werd nu in de hioipkl-pipet ge-bracht en na schudden gedurende ?Š?Šn minuut, de over-blijvende stikstof in de gasburet teruggehoveld en afgelezen. Er had zich 0.105 cc. stikstofgas ontwikkeld. Om na tegaan of de stikstofoxyde volledig door het perinanganaatwas geoxydeerd en of de oplosbaarheid van de .stikstof indeze vloeistof niet

zou storen, werd deze zelfde hoeveelheidstikstof weer in de iiioipel-pipet gebracht en gedurende3 minuten krachtig geschud. Daarna werd het gas weerin de gasburet gemeten on er bleek nog 0.002 cc. gas doorhet permanganaat to zijn gebonden. Praktisch kunnen w.jdus zeggen, dat na 1 minuut schuddon de stikstofoxydevolledig uit het gasmengsel is verdwenen en dat do oplo.s-baarheid van de stikstof hier te klein is, om in aanmerkingte komen. Vervolgens werden een aantal corroctio-bepalingon uit-gevoerd. ?‰r word 4 minuten geschud on 1 minuut in dohumi\'kl-pipot. Ik verkroeg hierbij:



??? Barometer. Temp. I. 0.105 cc. stikstofgas 775 12Â° = 0.0061 mgr. stikstof 14Â° = 0.006415Â° = 0.006515Â° = 0.0066 II. 0.110 â€ž â€” III. 0.112 , â€” IV. 0.114 â€ž -Uit deze bepalingen blijkt dus, dat wanneer bij ongeveer constante temperatuur geschud wordt, de uitkomsten zeerbevredigend zijn. Alleen bij 12Â° kreeg ik een iets te lagewaarde. Men <loet dus het beste zooveel mogelijk bij con-stante temperatuur te werken. Vervolgens werd een aantal bepalingen gedaan met eenbekende hoeveelheid aminozuur, waarvan de uitkomstenin Slaat V zijn samengevat Hierbij is de bes})roken cor-rectie aangebracht en werd 5 minuten geschud. Staat V. BepaliiKjen von het gehalte aan alanine, volgens van Slykk,waafbij 5 mimden geschud }vcrd. Genomen alaninein mgr. stikstof. Gevonden alanine â€?in mgr. stikstof. Fout uitgedruktin 0.7 0.710 -f 1.4 07 0.(578 â€” 3 0.7 0.674 - 3.7 0.7 0.688 â€” 1.7 0.7 " 0.688 - 1.7 0.35 0.324 - 7.4 0.35 0.325 - 7.1 0.35 0;331 - 5.4 0.35 0.334 â€” 4.5 0.07 0.069 â€” l.-l 0.07 0.053 â€” 25 0.07 0.078 -t- 11



??? Uit bovenstaand staatje volgt, dat bijna altijd een te lagewaarde werd gevonden, vandaar dat ik besloot 1 minuutlanger te schudden. De uitkomsten hierbij, verkregen zijnin Staat VI samengevat. Staat VI. BepuUngen van het gehalte aan alanine, volgens van Slyke,ivaarbij 6 minuten geschud iverd. Genomen alaninein mgr. stikstof Gevonden alaninein mgr. stikstof. Fout uitgedruktin %. 0.07 0.0706 1 0.07 0.0713 -f 2 0.07 0.0718 -1- 2.5 0.07 0.0741 6 0.14 0.1514 8 0.14 0.1497 7 0.14 â€? 0.1489 6 0.14 0.1486 6 Ook werden nog twee beimlingen met glycocoll uitgevoerdwaarvan- de uitkomst in Staat VII zijn samengevat. Staat VII. Bepalingen van het gehalte aan glycocoll, volgens van Slyke,waarhij 6 minuten geschud werd. Genomen glycocollin mgr. stikstof Gevonden glycocollin mgr. stikstof. Fout uitgedruktin %. 1.41.4 1.4091.403 1 0.750.25 0 Uil Dovensuiainiu buuuh ---- geschud wordt, bijna steeds te lage waarden worden gevon-den, terwijl, wanneer 1 minuut langer geschud wordt, deze



??? waarden altijd te hoog zijn, maar dat de fout kleiner is,dan wanneer maar 5 minuten geschud wordt. Zoo zien wijb.v. uit staat V, dat een hoeveelheid alanine, welke 0.35 mgr.stikstof bevat, bepaald wordt met een fout van ongeveer6.1 %, terwijl uit Staat VI blijkt, dat een hoeveelheidalanine, 2.5 maal klehier, eveneens bepaald wordt met eenfout van ongeveer 6Â°/o. In dit laatste geval wordt nuongeveer 0.01 mgr. stikstof te weinig gevonden. Bedenkenwij, dat het .bloed gemiddeld 6 mgr. amino-stikstof be-vat op 100 cc. bloed, dus dat 10 cc. 0.6 mgr. levert, danzien we dus, als de gemaakte fout op 0.01 mgr. stikstofgesteld wordt, dat in 10 cc. bloed het amino-stikstofgehalteis te bepalen met een fout kleiner dan 2 %â–  opvalt bijStaat VI, zijn de goede uitkomsten verkregen met 0.07 mgr.alanine-stikstof, waarbij betere uitkomsten werden verkregen,dan met een tweemaal grootere hoeveelheid. Een bezwaar, om met deze methode het aminozuur-gclmltovan het bloed te bepalen, is do aanwezigheid van ureum. Van Slykk, heeft hier echter oon oplossing voor gevonden,daar bleek, dat hot ureum zoor regehnatig met sali)e-

torigzuur reageert, zoodat b.v. in O minuten do helft vando hoovoelhoid ureum, wolko in 12 minuten ontleed wordt,door hot zuur wordt aangetast. Om mij hiervan to overtuigen deed ik oen paar proovenmot 1 cc. van oen ureum-oplossing, wolko 5.0 mgr. stikstofpor cc. bovatto on vond na: 6 minuten schudden 0.\'1229 mgr stikstof,12 minuten .schuddon 0.8491 mgr. stikstof.In do tweodo O minuten was dus ongeveer evenveel stikstofontwikkeld als in do oorsto O minuten. Vorder dood ik nogeen proef mot dozo zolfdo uroum-oplo.ssing, echter mot 0.1 cc.,wolko dus 0.56 mgr. ureum-stikstof bovatto Hierbij wordendubbolbepalingon verricht. Zoo vond ik in do oorsto O hu;



??? minuten 0.0688 en 0.0724 mgr. stikstof of gemiddeld0.0706 mgr., terwijl in 12 minuten zich ontwikkelde 0.1315en 0.1383 of gemiddeld 0.1349 mgr. Inplaats van 0.1412 mgr. (2 X 0.0706) te vinden, vondik dus 0.1349 of een fout van ongeveer 5 %. Vervolgens werd nagegaan of men een bekende hoeveel-heid aminozuur in een mengsel van dit zuur met ureum kan terugvinden. Zoo vond ik met 1 cc. van de te onderzoeken vloeistofwaarin 0.07 mgr. amino- en 0.56 mgr. ureum-stikstof aan-wezig was: In 6 minuten: L 0.1258 mgr. stikstof II. 0.1458 â€ž â€ž gem. 0 1305.III. 0.1198 â€ž in 12 minuten: 1.0.2066 â€ž â€ž ! gem. O 1958.II 0.1850 â€ž I ^ In de eerste 6 minuten is dus aan ureum ontwikkeld0.1958 â€” 0.1305 = 0.0653 mgr., zoodat aan amino-stikstof aan-wezig is: 0.1305-0.0653 = 0,0652 mgr. Er is dus 0.0048 mgr.of ongeveer 5 % te weinig amino-stikstof gevonden.Bij een volgende bepaling vond ik: In 6 minuten I. 0.1406 1 ^ stikstof. II. 0.1400 j ^ In 12 minuten I- 0.2054 | ^^^ II. 0.2184 r Zoodat dus aan amino-stikstof aanwezig is:0.1403 â€” (0.2119 â€” 0.1403) = 0.0689 mgr. in plaats van 0.07,dus een fout

van â€” 1%. Behalve het ureum komen nog andere stikstof-houdende stoffen in do R.N. voor en wel o.a. ammoniak, kreatine onÂ?



??? kreatiniiie. Ook hiervan werd nagegaan, hoe zij zich bij debeliandeling met salpeterigzuur gedragen. In de eerste plaats het ammoniak. Volgens van Slykkreageert dit volledig in ongeveer twee uur. Met een ammoniumchloride oplossing, welke 0.5G mgr.stikstof per cc. bevatte, kreeg ik bij 6 minuten schuddenongeveer 50%, en na 12 minuten schudden ongeveer 85%van de totale hoeveelheid aanwezige stikstof, waaruit dusvolgt dat ammoniak met salpeterigzuur reageert, maar zoovlug dat in de tweede G minuten reeds veel minder ontleedwordt, zoodat bij bepalingen van aminozuren ih bloed, hetaanwezige ammoniak beter eerst verwijderd kan worden. Kreatine en krcatinino reageerden bijna geheel niet BijG minuten schudden gaf kreatine 1 % van haar stikstofaf en krcatinino 3%. Daar het gehalte van het bloed aankreatine en krcatinino zeer gering is (ongeveer 2 mgr. in100 cc. bloed) hebben wij dus door deze stollen geenstoringen te vreezen. Daar het bloed, alvorens volgens van Slykk op amino-stikstof onderzocht te worden, eerst van eiwit bevrijd moetzijn, waarbij do mogelijkheid niet buitengesloten is, datsporen

eiwit in oplossing blijven, werd nagegaan of eeneiwit-oplossing met nitriet behandeld een merkbare hoeveel-heid stikstof levort. Hiertoe bracht ik in het toestel 1 cc.paardenserum on schudde gedurende 3 minuten Het bleeknu dat geen stikstof-gas uit het eiwit ontwikkeld werd. Bepaling van de ainino-stikslof in het bloed. Na deze voorbereidende i)roeven word overgegaan tot bepa-ling van het gehallo van het bloed aan aminozuren. Om het \') Onderzookiugon gcdmiii in hot IMiyaiolog. Lub. to Utrecht 14,v??fdo reeks, 7??; 1913.



??? bloed van eiwit te bevrijden, gebruikte ik weer een uranil-acetaat-oplossing, van de samenstelling als reeds beschre-ven (bldz. 70). Eerst werd nagegaan, of uranilacetaat en kalinmchlorideinvloed hebben op de uitkomsten. Hiertoe werd gemaakteen 0.1 norm.-oplossing van alanine, welke 1% uranil-acetaat en ruim 5% kalinmchloride bevatte (dezelfde con-centratie van deze stoffen als wanneer wij bepalingen inhet van het eiwit bevrijde bloed doen) en ik vond inplaatsvan 1.4 mgr. alanine-stikstof, 1.38 mgr. Een ander maalvond ik in plaats van 0.7, 0.686 mgr. Hieruit volgt dus,dat noch uranilacetaat, noch kaliumchloride storend werkenbij de bepalingen volgens van Slyke. Om te beginnen, werden eenige proeven genomen methet filtraat (2 cc.), verkregen nadat het bloed van eiwitbevrijd was. Daar bierbij het bloed 3 maal verdund wordt,bevat dus 2 cc. van het van eiwit bevrijde bloed 2/3 cc.bloed. Op deze wijze werden geen goede uitkomsten verkregen. Zoo vond ik b.v. bij een aantal bepalingen, dat na 12minuten schudden zich meer dan 2 maol zooveel stikstof ont-wikkeld had als in 6 minuten, zoodat dus geen

aminozurenaanwezig zouden zijn, terwijl het ureum niet gelijkmatigmet het salpeterigzuur gereageerd zou hebben. Voegde ikaan het bloed een bekende hoeveellieid aminozuur toe,dan kon- ik deze wel terugvinden Zoo vond ik inplaats van7 mgr. alanino-stikstof, welke ik toegevoegd had, 7.37 mgr.terug en van 7 mgr. glycocoll-atikstof 6.983 mgr. Do wisselende uitkomsten moeten toege.schreven wordenaan de kleine hoeveelheden bloed, waarin bet aminozuur-gehalte bepaald werd. Bedenkt men voorts, dat er nog eencorrectie voor de ureum-stikstof aangebracht moet worden,terwijl van de gevonden waarden nog de hoeveelheidstikstof, bepaald door een blinde i)roef, moet worden afge-



??? trokken, dan is liet duidelijk, dat er een menigte kleinefouten kunnen ontstaan, die van grooten invloed zijn ophet eindcijfer, dat uit 2/3 cc. bloed (met ongeveer 0.045 mgr.amino-stikstof) moet verkregen worden. Om betere uitkomsten te verkrijgen moesten dus ver-schillende bronnen van fouten opgeheven of zoo geringmogelijk gemaakt worden. In de eerste plaats gebruikte ikmeer bloed en in de tweede plaats word het ureum ver-wijderd met behulp van ureaso. Daar in het toestel nietveel meer dan 2 cc. vloeistof onderzocht kan worden, moetdus ingedampt worden en daar hot gevormde ammoniakuit hot ureum, zooals wij zagen, ook met salpotorigzuurreageert, moest dit op zijn beurt weer verdreven worden. Als volgt wordt nu to werk gegaan: 0.3 gr. gemalensojaboonon, worden mot 4 cc. water en 1 cc. van een 3Â°/^prinmir kaliumj)hosphaat-oplossing in een kolfje gebrachten 5 minuten bij kamertemperatuur gehouden. Hiernawordt bloed toegevoegd. Hiortoo gebruikte ik hij de voor-proeven 50 tot 100 cc.; later bleek, dat goede uitkomstenzijn to vorkrijgen, wanneer ton minsto 10 cc. bloed wordtgebruikt), goed

geschud on laat men het geheel 30 minu-ten staan bij kamertemperatuur, waardoor al liet ureumin ammoniumcarbonaat wordt omgezet. Vervolgens voegenwij do uranilacotaat-oi)lossing toe, contrifugeeron on til-troeron. Van hot tiltraat wordt een zekere hoovoelhoid gononion,hierbij 1 gr. bariumchlorido gebracht on vervolgens metverzadigde baryt-()|)lossing alcalisch gemaakt. \\\'\'erder wordtnog 3 gr. kaoline toegevoegd om eiwit, wat niet door heturanilaootaat is noergoslagen, to adsorbooron, daarna goedgeschud on door oon droog liltor gefiltreerd. Van dit filtraatwordt nu weer oen bopaaldo hoovoelhoid in oon uitdamp-schaaltjo gebracht, met azijnzuur aangozuurd en boven de



??? vrije vlam ingedampt. Is nog ongeveer 15â€”20 cc. over, dan wordt met baryt de vloeistof duidelijk alcalisch gemaakt en 5-10 minuten flink gekookt om het ammoniak te ver-drijven. Na afkoeling wordt dit ingedampte filtraat overge:bracht in een maatglaasje en tot 10 cc. aangevuld. Hiervanwordt dan telkens 2 cc. gebruikt voor bepalingen volgensvan Slyke. Als voorbeeld diene de volgende bepaling: In eenErlenmeyer-kolfje van 150 cc. wordt gebracht 0.300 gr.gemalen sojaboonen, 4 cc. water en 1 cc. primair kaliumphosphaat-oplossing van 3 7o Hierna liet ik 5 nnnutenstatui onder herhaaldelijk schudden. Vervolgens voegde ik50 cc. geklopt runderbloed toe en liet het kolf je gedurende 30 minuten staan. Daarna werd 100 cc. van de uranilacetaat- oplossing toegevoegd en 20 minuten gecentrifugeerd. Deheldere bovenstaande vloeistof werd door een droog filtergefiltreerd. Het filtraat, 80 cc., bevatte dus X SO cc. bloed.Hieraan werd in het maatglas toegevoegd 1 gr. barium-chloride, 3 cc. verzadigde baryt-oplossing en 3 gr. kaoline,waardoor het totaal volumen 85 cc. wenl. Nadat deze stoflentoegevoegd waren,

schudde ik het maatglas eenige malenflink om en liet het neerslag bezinken. De heldere boven-stamide vloeistof filtreerde ik weer door een droog filter ineen ander maatglas. Van dit filtraat nam ik 80 cc., brachtdit in een uitdampschaaltjc van 100 cc., na met eenigedruppels 30 azijnzuur aangezuurd to hebben en dampteboven de vrije vlam in tot ongeveer 20 cc.. Daarna maakteik de vloeistof duidelijk alcalisch en kookte 8 minutenom het ammoniak te verdrijven. Toen werd dit ingedampteen van ammoniak bevrijde filtraat overgebracht in eonmaatglaasjp van 10 cc., bet schaaltje herhaaldelijk motwarm water nagewasschen (waardoor het kaliumchloridogemakkelijk oplost) en het maatglaasje bijgevuld tot 10 cc.



??? Met deze 10 cc. werd nu de buret van het toestel gevulden precies 2 cc. voor een bepaling gebruikt.In deze 2 cc. was dus aanwezig: 50 ^ ^80 ^ 1 ,, , 12800 , X 80 X ^ X cc. bloed = â€”^ cc. bloed.lo5 8o 5 2635 Na 6 minuten schudden werd ontwikkeld : a. 0.351 cc. stikstof (temp. 16Â° Bar. 760) = 0.2036 mgr. stikstof af voor correctie........ 0.0470 â€ž aanwezige amino -stikstof = 0.1566 â€ž â€ž b. 0.36 cc. stikstof (temp. 16Â° Bar 760) = 0.2088 , 0.0470 2635 2635 Â? n 0.1618 gemiddelde van a en b is dus 0.1592 mgr. stikstof in12800 cc. bloed, dus in 100 cc. bloed is: X 0.1592 = 3.28 mgr. amino-stikstof. 128 Vonden wij mot do methode van S??rknskn in 100 cc.paardenbloed meestal 6 tot 7 mgr. amino-stikstof. volgensvan Slvkh vinden we 3.28 mgr. Hot bleek later, dat ditaan de gevolgde methode was too te schrijven. Verder werd nagegaan of een bekende hoeveelheidaminozuur, aan het bloed toegevoegd, op deze wijzo terug-gevonden kon worden. I"]en mij onbekendo hoeveelheidalanine werd aan het bloed toegevoegd. Do uitkomsten zijn samengevat in Staat \\\'HI :



??? Staat VIIL Bepalingen van aan het bloed toegevoegde alaninevolgens van Slyke. Genomencc. bloed. Alaninein mgr.toegevoegd. Amino-stik-stof in mgr.in 50 cc.bloed. Amino- -falanine-stikstof. Alaninein mgr.gevonden: Fout in %. 5050 21.40 1.495 5.010 22.37 5 5050 15.90 1.464 3.949 15.82 0.6 5050 30.00 1.800 6.471 29.73 â–  0.33 Uit bovenstaanden staat blijkt dus duidelijk, dat met dezemethode aan bloed toegevoegde alanino zeer nauwkeurig is terug te vinden. Om goede uitkomsten te verkrijgen is het echter nood-zakelijk, het ammoniak geheel te verwijderen; daartoe moetflink gekookt worden bij zwak alcalischo reactie gedurende8 tot 10 minuten, terwijl 1 tot 2 minuten, zooals Bock b.v.opgeeft, niet voldoende zijn. Na 4 minuten koken zag ikeen rood lakmoespapiertje zich nog blauw kleuren door hetuitgedreven ammoniak, terwijl na G minuten geen spoorvan blauwkleuring meer was waar te nemen. Om absoluutzeker te zijn, dat allo ammoniak is uitgedreven, kook ik8 tot 10 minuten. C. Methode van Banu:. Hoe eenvoudig dezo methode op het eerste gezicht ookschijnt te zijn, bij de uitvoering stootte ik

aldra op eenaantal moeilijkheden, welke achtereenvolgens besproken zullen worden. Daar men hier bepalingen doet in zeer kleine hoeveel-



??? heden bloed, zoodat dus ten slotte aan het einde der proef,bij de titratie, een zeer geringe hoeveelheid ammoniakgevonden wordt, ligt het voor de hand, dat men zorg moetdragen, dat\' de verschillende gebruikte stoffen zoo weinigmogelijk ammoniak bevatten. Voor de extractie van hetureum gebruiken wij een mengsel van alcohol absolutusen aether pro narcosi, dat in goed gesloten flesschen be-waard wordt. De extractie-vloeistof voor de aminozurenwordt volgens\'Bang aldus bereid: 10 gr. phosphormolyb-deenzuurnatriuni, dat altijd door ammoniak verontreinigdis en 10 gr. natriumsulfaat met 10 mol. kristalwater wordenopgelost in 150 cc. water, waaraan 10 tot ^0 druppels vaneen 20 percents natronloog is toegevoegd. Dit mengsel wordtin een open uitdampschaal gedurende 15 minuten gekookt,waardoor het ammoniak verdreven wordt en tot 2 L. aange-vuld, nadat eerst 30 gr. zuiver geconcentreerd zwavelzuur (hetgebruikte zwavelzuur was van Kaiiluaum â€žf??r forensischeZwecke") is toegevoegd. liet geheel wordt nu overgebrachtin een, door behandeling mot warm koningswater on uitstoo-men, gereinigde

flosch mot hovol-inrichting. De lucht, welkein do floscii moet binnentreden, passeert een waschflesch metzwavelzuur, zoodat do inhoud niet door ammoniak dorlaboratoriumlucht verontreinigd kan worden. De verzadigdeloog, bonoodigd voor do dostillatio, wordt van ammoniakbevrijd door dozo gedurondo oon half uur onder doorleidingvan ammoniakvrijo lucht tokokon. Dozo loog wordtovemilsdo bovongonoomdo oplossing, in oen flosch mot hovol-inrichting on waschflesch liewaard. Do papiertjes, welko in den handel verkrijgbaar zijn,worden uitgetrokken gedurondo 2 uur met oon 3 porcentsazijnzuur-oplossing on daarna eonigo uren met gedestilleerdwater. Ik bewaarde do aldus gereinigde pajiiortjos in eenoxsiccator bovon zwavelzuur.



??? De voor de eindtitratie benoodigde 0.005 norm. natrium-thiosulfaat-oplossing werd bewaard in een donkerbruineflesch, welke in verbinding staat door een hevel-inrichtingmet de micro-buret, die bij de titratie gebruikt Avordt.De lucht, welke in de flesch dringt, passeert een buis ge-vuld met natronkalk, Avaardoor koolzuur tegengehoudenwordt. Op deze wijze kan men het thiosulfaat langen tijdgoed houden en loopt de normaliteit slechts langzaamachteruit. Zoo was deze normaliteit op 18 November 19190.004454, 3 weken later op 9 December 0.004411 en 5 Januari1920, 0.004218. Men doet het best deze thiosulfaat-oplossingelke week te stellen. Ik stelde deze oplossing met een0.005 norm. jodium-oplossing, verkregen door kaliumbichro-maat, zwavelzuur en joodkali samen te brengen. De reacties, waarbij ten slotte het jodium vrij komt, zijnde volgende: KoCrA H2SO4 li.CrjO, K.,SO, H^CnA11/) 2 CrOgâ€? 2 Cr Oo -f CrjOa 306 KJ -f 3 Hj SO4 -f 3 K2SO, -f 6 11J3 O -4- 6 IIJ 3 HgO -r 6 .1. Wij zien dus, dat ?Š?Šn molecuul bichromaat 6 atomenjodium in vrijheid stelt, zoodat, daar het nioleculair-gewicbtvan

kaliumbichromaat 294.19 is, het zesde gedeelte hiervangenomen moet worden om ?Š?Šn aetpiivalent jodium in vrij-heid te stellen. Ik maakte nu een kaliumbicbromaat-op-lossing van 0.05 norm (0.05 x Vo molecuul per liter),welke gedurende maanden bewaard kan worden. Hiertoewerd 0.0129 gr. gedroogd kaliumbichronnuit opgelost in250 cc. water. Wilde ik nu met behulp hiervan een 0.005 norm.jodium-oplossing maken, dan werd 10 cc. van deze vloei-stof nauwkeurig afgemrten in een maatkolfje van 100 cc.



??? inhoud. Vervolgens werd ongeveer aangevuld tot 60 cc.met water, 3 cc. van een o percent kaliumjodide-oplossing,en 2 cc. geconcentreerd zwavelzuur toegevoegd. Nadatzoo snel mogelijk afgekoeld was, werd bijgevuld\' tot 100 cc.Met deze aldus bereide 0.005 norm. jodiuni-oplossing werdde natriumthiosulfaat-oplossing gesteld. Het voor het opvangen van het ammoniak benoodigde0.005 norm. _ zwavelzuur werd verkregen door 2 cc. vaneen 0.25 norm. oplossing te verdunnen tot 100 cc. Dezeoplossing werd in een met warm koningswater gereinigdeen daarna uitgestoomde flesch met hevel-inrichting be-waard. \'t Bleek weldra, dat deze oplossing niet constantvan sterkte was te houden. Daar het ammoniak der labo-ratoriumlucht hiervoor niet verantwoordelijk gesteld kanworden, daar do flc.sch afgesloten was door een wasch-??esch met zwavelzuur, blijft niet anders over dan aan tonemen, dat het glas der flesch, niettegenstaande het uit-stoomen, toch nog alcali afstiuit. Hot zwavelzuur werdgesteld, door 2 cc. ervan to pipctteeren in oen Eklunmioyisu-kolfje van 50 cc., water too te voegen, 2 cc. 5 percentjoodkali en

6 druppels 4 percent kaliumjodaat-oplossing,waardoor jodium in vrijheid wordt gesteld: 3 11, SO4 -4- 4 K .1 -t- 2 K JO3 3 Ka SO4 3 H^ O 6 J. Dit jodium wordt dan met de thiosulfaat-oplossing ge-titreerd, met amylum als indicator. Ik voegde het amylumpas toe, als do gele kleur van het jodium nagenoeg ver-dwenen was, (laar anders volgons Maclkan een verbindingvan amylum mot jodium i)laats heeft, waardoor (geringe)fouten kunnen worden veroorzaakt. Ik vond nu bij het stellen van dit zwavelzuur ver-schillen, al naarmate ik verschillende hoeveelheden ge-destilleerd water toevoegde. Zoo vond ik, dat:



??? 2 cc. H2 SO4 10 cc. H2 O overeenkwamen met 1.834 cc. 0.005 thios.en 2 cc. H2 SO4 30 cc. H2 O â€ž â€ž 1.614 cc. 0.005 â€ž zoodat dus zuur gebonden moest zijn door het water. Omhet water nu zooveel mogelijk zuiver te krijgen, werdgedestilleerd water eerst nog eens na toevoeging vankaliumpermangaat en vervolgens het destillaat na toe-voeging van baryt gedestilleerd. In het laatste geval werdde eerste hoeveelheid water (ongeveer 1 L.), Avelke over-destilleerde, verwijderd, daar hierin ammoniak aanwezigkon zijn en de rest opgevangen in een uitgestoomde flesch.Dit water werd eiken dag opnieuw bereid, terwijl detitratie plaats greep in eiilusmeykr-kolfjes van 50 cc.,die met kokend koningswater en stoom behandeld warenen opgeborgen werden in een exsiccator boven zwavelzuurV????r het gebruik werden zij 3 maal met het gezuiverdewater omgespoeld. Eerst n?? gelukte het constante waarden te vinden bijhet stellen van het zwavelzuur. Daar de reactie van zuur met jodide en jodaat nietonmiddellijk tot stand komt (volgens Banu na 5 minuten), ^werd eerst nagegaan, hoeveel tijd hiervoor noodig

is.Hiertoe werd 2 cc. zwavelzuur met 10 cc. water, 2 cc.5 percent kaliumjodide en 6 druppels 4 percent kaliumjodaatsamengebracht en na verschillende tijden getitreerd. Iletbleek nu, dat: na 5 minuten staan 2,132 cc. norm. 0.005 normaal thiosulfaat,10 â€ž â€ž 2,15 â€ž â€ž 0.005 â€ž , 20 â€ž â€ž 2,152 â€ž â€ž 0.005â€ž30 â€ž , 2,152 â€ž â€ž 0.005 â€ž40 â€ž â€ž 2,155 â€ž â€ž 0.005 â€ž* benoodigd waren, waaruit volgt, dat na 10 minuten staan de reactie tot stnnd is gekomen, zoodat ik steeds n



??? de titratie uitvoerde 10 minuten nadat jodaat en jodidewaren toegevoegd. Een volgend punt waaromtrent zekerheid verkregenmoest worden, was de destillatietijd. Bang geeft op, dat -^mi VOlcUM/t ^t cc. 0,005 /Â?votÂ?Â?v. h , 30,VM/ 10 cc, uuduu \\ /\'Sju?„JjuS^t.^ \' Cw^-toÂ?-1Â? lUJiy*\' \'yioJUx^ Fig. 8. Destillutictoestcl gubruikt by do niotbode van Hano. na 2 minuten al het ammoniak overgedestilleerd is. Ikdeed nu eenige proeven, waarhij hleek, dat na 3 minutendestiileeren geen ammoniak meer overgaat Zon vond ik,dat na 3 minuten 0,00721 mgr. ammoniakstikstof wasovergegaan, in do volgendo 3 minuten nul mgr. en in dodrie liierop volgende minuten weer nul mgr., terwijl bij



??? een andere proef bleek, dat na 2 minuten was overgegaan0,01869 mgr., in de volgende minuut 0,00515 mgr. en inde daaropvolgende 3 minuten nul en nog eens 3 minutenlanger weer nul mgr. ammoniak-stikstof. Wat het toestel betreft, waarin de destillatie plaats heeft,hierin werden eenige kleine veranderingen aangebracht.Gebruikte ik het toestel, zooals Bang beschreven heeft,dan bleek, dat bij het destilleeren veel condensatiewaterzich ophoopte in en boven de spatkolf van Hopkins.Hierom werd dit gedeelte wijder gemaakt en om de kans,dat alcali overspat nog geringer te maken, de inwendigebuis der spatkolf naar buiten om afgebogen. Om te ver-hinderen, dat bij het koken van het water in de kookkolfdit over kan gaan, nam ik een kolf vau 400 cc. met vrijlangen hals en werd op de buis, welke de verbindingvormt tusschen kook- en kjicldaiil-kolf, nog een sjmt-ballon aangebracht, waardoor de kans, dat water overkooktin de kjeldaiil-kolf, zeer gering wordt. Om het water in de kolf regelnuvtig te doen koken,voegde ik talk toe, nadat het water aangezuurd wiis meteenig zwavelzuur. V????r dat tot het eigenlijk

onderzoek kon worden over-gegaan, moest eerst vastgesteld worden de correctie-waarde,d.w.z. de hoeveelheid ammoniak-stikstof, welke de papiertjesen do verschillende reagentia leveren. Volgens Bang ligtde nauwkeurigheidsgrens der methode bij 0,003 mgr.stikstof, wat overeenkomt met 0,04 cc. 0.005 norm. zwavel-zuur. Daar Bang nu vindt, bij zijn correctie-bepalingen,dat meestal 0.22 cc. zwavelzuur (= 0,0154 mgr. stikstof)gebonden wordt door hot aanwezige ammoniak, volgthieruit, daV bij do correctie-bepaling een fout van 18 percentgemaakt kan worden. Door dubbelbepalingen te verrichten,kan men de uitkomsten eenigszins controleeren.



??? Alvorens nu te kunnen overgaan tot bepalingen van hetaminozuur-gehalte van het bloed, heb ik eerst eenige be-palingen omtrent de grootte van de correctie-waarde gedaan. Zoo vond ik bij \'t begin van mijn onderzoek, voordatalle bronnen van fouten, gelegen bijv. in onzuiverhedenvan het water, het zwavelzuur, onvolkomenheden van hettoestel, of niet volkomen tegenhouden van het ammoniakuit de laboratorium-lucht zooveel mogelijk waren opge-heven, de volgende waarden uitgedrukt in mgr. stikstof: I 0.0315 en 0.029G (dubbelbepaling) II 0.0370 â€ž 0.0352 III 0.0430 â€ž 0.0321 IV 0.0400 â€ž 0.0293 Uit bovenstaande bepalingen blijkt duidelijk, dat do cor-rectie-waarde zeer hoog is. Bedenken wij toch, dat amino-zuur-bepalingen worden gedaan in ongeveer 200 mgr. bloedon dat volgons Bano het gehalte hiervan 12 mgr. op 100 gr.bloed bedraagt, zoodat in 200 mgr. ongeveer 0.024 mgr.aan amino-stikstof voorkonit, dan zien wij uit bovenvermeldegetallen, dat de correctie-waarden in alle gevallen grooterwaren dan de hoeveelheid stikstof, welke bij een bepalingverwacht kan worden. Dat dit imdeelig is voor do

nauw-keurigheid der methode, behoeft wel geen betoog. In detweede plaats blijkt uit bovenstaando getallen, dat dubbel-bepalingen wel eens goed overeenstemmende waarden leveren,maar dat dit toch niet altijd h?Št geval is en dat vrij grooteverschillen, tot 25 percent toe, kunnen optreden. Om mij nu in de methodo to oefenen, bon ik begonnenmot do totale U. N. van bloeil to bei)alen. Ik nam hiertoepaardenbloed on verkreeg daarmee uitkomsten, welke inStaat IX zijn samengevat. Hierbij worden (hibbelbepalingen verricht; de opgegevenwaarden zijn berekend op 100 gr. bloed.



??? Staat IX. Bepaling van de hoeveelheid totale rest-stikstofin paardenbloed. Millit\'rammen R.N. in 100 gr. bloed Verschil in No. ---- Verschil in mgr. % Bepaling I. Bepaling II. 1 16.97 20.62 3.65 ongeveer 14 2 13.97 15.50 1.53 n 10 3 25.66 17.86 7.80 n 30 4 20.56 20.76 0.20 n 0 5 42.50 42.56 0.06 n 0 6 20.51 20.27 0.24 n 0 7 20.27 14.70 5.57 â€?1 25 Uit bovenstaanden staat blijkt, dat de -totale R. N. vrijnauwkeurig is te bepalen. In 3 van de 7 proeven vond ikbij de twee bepalingen dezelfde waarde, terwijl in de overigefouten gemaakt werden van 10 tot 30 percent. Daar nu denauwkeuxigbeidsgrens der bei)aling volgens Bang ligt bij0.003 mgr. stikstof en bovenstaande waarden gevondenzijn uit het verschil van twee bepalingen (totale R. N.-waarde â€” correctie-waarde), is dus de maximale fout welkovolgens Bang gemaakt zou kunnen worden 0.00(5 mgr.Daar bij do berekening op 100 gr. bloed mOt 500 ver-menigvuldigd moet worden, wanneer men uitgegaan is van200 mgr. bloed, kan men dus tusschen twee bepalingeneen verschil verwacliten van 3 mgr., zoodat van boven-vermelde proeven do nummers 2, 4, 5

en G goed zijn tonoemen, 1 op do grens ligt en 3 on 7 te groote afwijkingenvertoonen. Hiervoor kan de extractie niet verantwoordelijkgesteld worden. Zooals Bang opgeeft, is dozo in 1 uur ge-??indigd, hetgeen ik eveneens kon aantoonen. Zoo vond ik



??? na ?Š?Šn uur extraheeren 20.62 mgr. R.N. en na 3 maal24 uur 19.98 mgr. De verschillen in uitkomsten van proef1, 3 en 7 moeten dus gezocht worden in fouten, gemaakt bijde uitvoering, doordat niet alle voorzorgen genomen waren,die ton slotte zijn gebleken noodig te zijn. Alvorens nu over te gaan tot de eigenlijke bepalingder aminozuur-waarde, moest nog nagegaan worden, inhoeverre het extraheeren van bet ureum op de volgensBang aangegeven wijze volledig is Volgens Bang isdeze extractie na 5 uur volledig. Ik. heb nu eerst eenureum-bepaling gedaan, waarbij 5 uur ge??xtraheerd werden vond hierbij, dat in 100 gr. bloed 11.15 mgr. ureum-stikstof aanwezig was. Na 24 uur extraheeren vond ik ui100 gr. van hetzelfde bloed 10.46 mgr., zoodat we aankunnen nemen dat in 5 uur al liet ureum ge??xtraheerdwas. Bij dezo iiroef was do heer R. Bahlmann zoo vriende-lijk, het ureumgehalte voor mij te bepalen op een geheelandoro wijze. Hij gebruikte hierbij de urease-methodoon vond op 100 gr. bloed 10.5 mgr. ureum-stikstof, het-geen dus geheel overeenkomt met de door mij gevondenwaardo volgens Bang. Hieruit

kunnen wij dus besluiten,dat volgens do methode van Bang het ureum geheel uithet in het papier opgezogen bloed ge??xtraheerd wordt. Nadat dit vastgesteld was, heb ik nog enkele ureum-bepalingen in paardenbloed verricht, waarbij dus 5 urenwerd uitgetrokken; hierbij verkreeg ik de volgende uit-komsten medegedeeld in Staat X. 1) Ned. T??dsehr. v. Gen. 64, I. 473; 1920.



??? Staat X. Bepalingen vaii de ureum-stikstof in paardenbloedvolgens Bang. Ureum-stikstof in milligrammen in 100 gr. bloed. Bloedmonster. Bepaling III. Bepaling II. Bepaling I. 10.4G 11.1719.92 13.2119.84 Wij zien dus, dat het ureumgelialte hierbij werkehjkbepaald kan worden zonder dat de fout de bovengenoemdegrens van 3 mgr per 100 gr. bloed oversehrijdt OokKoch die het ureum-gehalte van het bloed van zuigelingenbepaalde met behulp van de methode van Bang, geeftaan, dat goede resultaten hiermee te verkrijgen zijn. Ookhij verricht minstens twee bepalingen, maar geeft niet op,hoe groot de onderlinge verschillen zijn. Na deze voorbereidende proeven werd overgegaan tot hetbepalen der amino-stikstof-waarde. Do uitkomsten zijn inStaat XI. samengevat en uitgedrukt in mgr. per 100 gr. bloed. Staat XI. Bepalingen van de amino-stikstof in bloed volgens Bang. No.j Amino-stikstof op 100 gr. bloed. Grootsteverschil himgr. Grootsteverschil in %. Bepaling BepalingII. BepalingIII. BepalingIV 1 17.20 IG.89 _ ! 0.37 ongeveer 0 2 7.78 ! 7.50 12.04 â€” 5.14 . 75 3 8.99 i 11.4G G.G7 - 4.79 â€ž - 50 4 14.24 1

15.32 12.47 10.74 4.27 â€ž 30 5 12.1G 1*13.99 10.75 â€” 3.24 . 30 1) Aciid. Proefschrift, 1920, Leiden.



??? Wij zien dus, dat bij de aminozuur-bepalingen, hetgrootste verschil, dat tusschen 2 of meer bepalingen ge-vonden wordt, ongeveer 5 mgr. stikstof is of 66% meerdan de fout, welke volgens Bang gemaakt mag worden. Intusschen was mij gebleken, dat er nog een aantalbronnen van fouten waren, waarover ik boven reeds ge-sproken heb en ik trachtte nu deze zooveel mogelijk opte heffen Nadat nu alles zoo goed mogelijk in orde gemaakt was,werden eerst weer eenige bepalingen ter vaststelling vande correctie-waarden gedaan Hierbij werden nu veel klei-nere waarden gevonden, zooals men in den volgendenStaat XH kan zien: Staat XII. Bepalingen van de correctie-xvaarde. No. Correclie-wanrdcn in mgr. stikstof. Bepaling 1. Bopaling 11. 1 0.0201 0.0154 2 0.0055 0.0066 3 0.0054 0.0096 4 0.0045 0.0044 Uit dezo getallen blijkt afdoende, dat de verbeteringen,aangebracht, doeltreffend zijn geweest. Laten wij do eersteproef buiten beschouwing, waarbij papiertjes gebruiktwerden, welke gedurende eenige maanden in den exsiccatorhaddon gelegeii, dan zion wij, dat de gemiddelde correctie-waardo nu is 0,006 mgr.,

terwijl dezo in het begin, zonderalle voorzorgen 0,0347 mgr. bedroeg. Vervolgens werden weer eenige aminozuur-bepalingengedaan om to zien of nu beter overeenstemmende waar-



??? den waren te verkrijgen dan eerst. De uitkomsten zijn inStaat XIII samengevat. Staat XIII. Bepalingen van de amino-stikstof in bloed volgens Bang. No Amino-stikstof in 100 j gr. bloed. 1 Grootstevei schil inmgr. Grootste verschil in%â€? Bepaling I. Bep?¤ling II. Bepaling III. 1 35 31 30 5 14 2 21 24 19 5 25 3 6.15 5.12 â€” 1.03 16 4 25.3 23.8 â€” 1.5 6 Daar deze laatste bepalingen bijna allen gedaan zijn inongeveer 150 mgr. bloed, in plaats van in 200 mgr.,moet dus het verkregen getal, voor de berekening op100 gr. bloed, niet vermenigvuldigd worden met 500 maarmet 666, zoodat de grootste afwijking, welke men binnende nauwkeurigheidsgrenzon der metbode kan verwachtenis niet\' 3 mgr. maar 666 X 0,006 = 4.3 mgr. Nemen wijdit in aanmerking, dan kunnen boven.staande proeven be-vredigend genoemd worden. Wat ons treft bij deze .uitkomsten, is de zeer hoogeaminozuur-waarde, welke gevonden wordt. Vond ik volgensde beide andere methoden in paardenbloed meestal 6 tot 7mgr. op 100 cc., volgens Bang vind ik waarden van on-geveer 20 mgr Ik kom hier later nog op terug.



??? HOOFDSTUK IV. VergeHjking der met de verschillendemethoden verkregen uitkomsten. I. Methode van S??rensen vergreleken met demethode van van Slyke. Uit het bovenstaande is gebleken, dat zoowel de methodevan s??kknskn als die van van Slykk gebruikt kunnenworden om hot aininozuur-gohalt?? van het bloed te bepalen.Inderdaad hebben dan ook vorscbillonde onderzookers beidemethoden gebruikt, maar nergens in do literatuur heb ikvergelijkende uitkomsten van beide methoden gevonden.Daarom heb ik een aantal prooven gedaan, om douitkomsten mot beide methoden vorkregen, met elkaar tovergelijken Werken wij mot de methode van S??uknskn, dan zijn deeonigo stollen, dio wij in liet van eiwit bevrijde bloed be-palen, aminozuren on do totale hoovoelhoid ammoniak,terwijl hot aanwezige ureum geen invloed hoeftterwijlbij do methode van van SrA\'kk aminozuren geheel, ureumon ammoniak godoeltelijk mode bepaald worden. Willen wij dus vergelijkbare waardon vindon dan moetenin het oorsto geval ammoniak en in hot laatste geval hetureum on ammoniak geheel verwijderd worden. Voor den

invloed van ureum op do fornioltitratio zie L. nKJagkr. Zeitschr. f??r physiolog. Chem. (Â?7, 105; 1910.



??? Voor de methode van van Slyke werd nu het bloedbehandeld als opgegeven en voor een bepaling volgensS?–RENSEN als reeds vroeger beschreven. Het bleek, dat wanneer aminozuur-bepalingen werdengedaan volgens beide methoden er groote verschillen inuitkomsten werden verkregen. De uitkomsten zijn samen-gevat in Staat XIV. Staat XIV. Bepalingen van het gehalte aan amino-stikstof in paarden-bloed volgens van Slyke en volgens S??rensen. Bloed-monster. Dunr van kokenvoor ammoniak-verdrijving. Gevonden in 100 cc. bloed volgensS??KKNSKN in mgr.stikstof. Gevonden in 100 cc.bloed volgens vAN\'Slykk in mgr,stikstof. 1 1 minuut 11.85 5.6 2 2 13.78 4.97 3 3 20.11 3.28 4 5 12.39 5.06 5 6 7.39 2.83 6 8 3.74 2.90 7 â€? 10 6.21 2.53 Uit bovenstaanden staat blijkt, dat wij met de beidemethoden geheel verschillende waarden vinden waarop deuitkomsten van de proeven met paardenbloed op blz. 71 en 84ook reeds wezen en dat vooral in de eerste 4 bepalingen degetallen zeer veel verschillen. Letten wij nu op den kooktijd,dan blijkt, dat als wij langer dan 5 minuten koken, dewaarden kleiner

worden, maar er toch geen overeenstem-ming wordt bereikt. Daar door het koken het ammoniakverdreven wordt, ligt het voor de hand aan to nemendat in de eerste 4 bepalingen dit niet geheel het geval was.Om nu te bepalen of het verschil in uitkomsten alleen aan



??? het ammoniak toegeschreven moet worden, heb ik dit ver-wijderd in het toestel van Steijrer, op de wijze zooalsbeschreven bij de aminozuur-bepalingen in de urine. Hetammoniak werd gedurende IV2 ^^ur bij 37Â° en ongeveer20 niM. kwikdruk gedestilleerd, zoodat wij mogen aannemen,dat het geheel verwijderd was. Vervolgens werd het amino-stikstof-gehalte bepaald op beide manieren en ik vond nu: Volgens s??renskn. Volgens van Slijkk. 5.60. mgr. 2.93 mgr. 12.75 â€ž 7.90 â€ž Ook hier weer groote verschillen. Gebruiken wij dusuranilacetaat om het bloed van eiwit te bevrijden, danvinden wij met beide methoden verschillende waarden enwel volgens van Slykk veel minder dan volgens S??hknsicn,terwijl uit vorige proeven gebleken is, dat toegevoegdealanine niet beide methoden goed was terug te vinden. Ik heb nu een andere manier toegepast om het bloedvan eiwit te bevrijden en vervolgens bepalingen to doenmet de methode van van Slvkh. Daarvoor gebruikte ik demethode zooals liocK^) opgeeft. Deze methode is als volgt:50 cc. bloed wordt van ureum bevrijd door urease.Vervolgens giet men het bloed in

250 cc. (5 maal de oor-spronkelijke hoeveelheid bloed) kokende 0.01 norm. azijn-zuur-oplossing en kookt \'/a luintnit. Daarna voegt men250 cc. kokeiul water toe, (een gedeelte hiervan wordt ge-bruikt om \'het vat waarin het bloed geweest is na te spoelen)en kookt 1 minuut. Hierna wordt door een droog gevouwenfilter gefiltreerd en het vat waarin de coagulatie plaats had3 maal nagespoeld met 30 cc. kokend water. Het filtraatwordt voorzichtig op de vrije vlam, of misf^cbien beter ophet waterbad ingedampt tot ongeveer 20 cc. en overgebracht 1) Jourual of Biol. Chem. 28, 357; 1917.



??? in een maatkolf, welke ongeveer een inhoud heeft, die gelijkis aan het oorspronkelijke volumen bloed, dus in dit gevalaan 50 cc. Daarna voegt men trichloorazijnzuur toe, zoodatde concentratie daarvan 3% is en bovendien nog 2 gr.kaoline. Vervolgens wordt aangevuld tot 50 cc. en goed geschud.De kolf blijft een half uur staan, waarna gefiltreerd wordtdoor een droog gevouwen filter. Een bepaald gedeelte vanhet filtraat wordt overgebracht in een uitdampschaaltje,men voegt 1 druppel alizarine toe en kookt zachtjes totde indicator omslaat. Dit geschiedt doordat het trichloor-azijnzuur verdampt, de reactie dus minder sterk zuur wordt Daarna voegt men loog toe, zoodat de vloeistof duidelijkalcalisch is en kookt 8 minuten om het ammoniak te ver-drijven. Nadat het ammoniak verdreven is, voegt men azijn-zuur toe, tot de reactie weer zuur is, dampt verder in enbrengt tenslotte de vloeistof op een bepaald volumen. 2 cc.hiervan worden dan gebruikt voor een bepaling volgensvan Slyke. Eenige bepalingen werden nu eerst gedaan waarbij hetbloed van eiwit bevrijd werd, zoowel met uranilacetaat als mettrichloorazijnzuur

De volgende Staat XV geeft de uitkomsten. Staat XV. Bepalingen van het ainino-stilistof-gehallc in bloedvolgens van Slyke. \' Uranilacetaat, Trichloor-azijnznnr, amino stikstof in l?œO cc. amino-slikstof in l??Occ, bloed. bloed. 5.06 mgr. 6.18 mgr. , 2.42 â€ž 4.78 , 3.28 , 4.59 ,



??? Nam ik trichloorazijjizuur, dan vond ik dus steeds lioogerewaarden dan wanneer uranilacetaat gebruikt werd. Dit zougelegen kunnen zijn in het feit, dat door uranilacetaat eengedeelte der aminozuren wordt neergeslagen. Om hieromtrent zekerheid te krijgen, zou het wel hetmeest voor de hand liggen, om ook volgens S??rensen, inhet met trichloorazijnzuur van eiwit bevrijde bloed, hetamino-stikstof-gehalte te bepalen. Dit bleek echter niet moge-lijk te zijn, daar de vloeistof, waarin tenslotte de titratieuitgevoerd moest worden, sterk geel was gekleurd. Daaromwerden eenige bepalingen gedaan volgens S??rensen waarbijuranilacetaat voor verwijdering van het eiwit diende envolgens v.\\n Slyke, waarbij het bloed van eiwit bevrijdwerd met trichloorazijnzuur. Hierbij kreeg ik volgendresultaat, samengevat in Staat XVI. Staat XVI. Bepalingen va?!, het amino-stikstof-gehalte in bloed volgensS??kensen en van Slyke. Aminostikstof in mgr. op 100 cc. bloed. Uranilacetaat. Trichloorazijnzuur, methode S??hknskn. methode van Slykk. 4.84 mgr. 5.35) mgr. 0.51 â€ž . G.44 â€ž Uit bovenstaande getallen blijkt dus, dat de

methodevan S??iiENSEN, waarbij gebruik gemaakt wordt van uranil-acetaat om het bloed van eiwit to bevrijden en de methodevan VAN Slyke waarbij trichloorazijnzuur voor bet zelfdodool gebruikt wordt, gelijke uitkomsten geven. Het verschil in uitkomsten, wanneer voor do methodevan van Slyke uranilacetaat in plaats van trichloorazijnzuur



??? gebruikt wordt, kan dus niet gelegen zijn in het feit, datdeze stoffen aminozuren neerslaan. Zooals toch reeds is aan-getoond, worden noch alanine noch glycocoll door uranil-acetaat neergeslagen. Het is dus niet waarschijnlijk datdeze stof andere aminozuren neerslaat. Daar Bock nu op-geeft, dat trichloorazijnzuur geen aminozuren neerslaat enwij zien, dat gelijke uitkomsten worden verkregen, niet-tegenstaande wij beide stoffen voor de verwijdering van heteiwit gebruikt hebben, kunnen wij dus wel besluiten, datde in staat XV vermelde verschillen, niet gelegen zijn in\'t feit, dat uranilacetaat aminozuren neerslaat. Waarschijnlijk lijkt het mij, dat bij de verdrijving vanhet ammoniak, waarbij dus 8 tot 10 minuten gekookt wordtbij alcalische reactie, aminozuren ontleed worden, daar ophet laatst de temperatuur, tengevolge van het hooge kalium-chloride-gehalte der ingedampte vloeistof, zeer hoog moet zijn. Uit de laatste bepalingen blijkt dus, dat het aminozuur-gehalte van het bloed, bepaald volgens de methode vanS??rensen, dezelfde uitkomsten geeft als die verkregen, wan-neer de

methode van van Slyke gebruikte wordt. II. Methode van Bang: verg-eleken met de methodenvan S??rensen en van van Slyke. A priori is reeds te verwachten, dat de eerstgenoemdemethode geen gelijkwaardige uitkomste^ zal geven metdie verkregen volgens de methoden van S??rensen en vanvan Slyke. Bepaalt men toch met deze laatste methodenalleen de stikstof, welke de amino-groep van het amino-zuur-molecuul bevat, volgens Bang bepaalt men de totaleR. N. â€” (de ureum- -f- ammoniak-stikstof), terwijl - ooktevens bepaald wordt do totale hoeveelheid stikstof, welkein het aminozuur-molecuul aanwezig is.



??? Inderdaad blijkt dan ook uit de opgaven in de literatuur,dat verschillende waarden gevonden worden, al naargelangmen de methode van Bang, dan wel die van S??rensenof van van Slyke gebruikt heeft. Vinden toch de meesteonderzoekers, welke zich van de beide laatste methodenbedienden, dat het amino-stikstof-gehalte van runderbloedongeveer 5 tot 6 mgr. bedraagt in 100 cc.. Bang geeft op,dat volgens zijn methode, dit gehalte ongeveer 12 mgr.bedraagt of 2 maal zooveel. Ditzelfde geldt ook voormenschenblo?Šd. Om na te gaan, of werkelijic volgens Bang zooveelhoogere waarden voor de amino-stikstof in bloed wordenverkregen, dan met behulp van de beide andere methoden,heb ik eenige bepalingen verricht, om dit te onderzoeken.Daar uit mijn onderzoek gebleken is, dat met behulp vande methoden van S??rensen en van van, Slyke, altijdovereenstemmende uitkomsten verkregen worden, heb ikde methoden meestal niet alle drie naast elkaar gebruikt,maar meestal ?Š?Šn van de beide genoemde, naast die vanBang. De uitkomsten, hierbij verkregen, zijn in den vol-genden Staat XVII

samengevat. Staat XVII. Bepalingen van de amino-stikstof in 100 cc. bloedvolgens de drie methoden. Bloedmonster. Mgr. amnio-stikstof in 100 cc. bloed volgens; S??rensen. vax Slyke. Bang i). runderbloed 1 â€” 5.39 10.73 14.79 dubbelbepaling. 2 4.93 â€” 13.12 13.43 menschenbloed 3 5.52 5.93 21.- 19 - Â? Â? 4 10.54 â€” 6.15 5.12 Â? Â? 5 â€” 7.89 25.3 23.8 Â? Bij de berekening is het S.G. van het bloed = 103 genomen.



??? Uit bovenstaanden staat blijkt duidelijk, dat werkelijkde methode van Bang veel hoogere waarden\' voor deamino-stikstof van het bloed geeft, dan de beide anderemethoden. Verder zien wij, dat de dubbelbepalingen volgensBang verricht, goed met elkaar overeenstemmen. Alleende eerste bepaling wijkt iets af, daar toch. is het verschil4 mgr. stikstof, terwijl bij de vier overige bepalingen ver-schillen worden gevonden, die kleiner zijn dan 3 mgr.Uit deze goed overeenstemmende bepalingen, meen ik temogen besluiten, dat de methode van Bang hier goed isuitgevoerd. Bepaling 4 is echter zeker niet betrouwbaar,hoewel goede overeenstemmende uitkomsten zijn verkregen.Dit is waarschijnlijk gelegen in- het feit, dat ik hier bij detitratie, daar het steeds gebruikte kaliumjodide op was,een andere oplossing nam, welke reeds maanden lang ge-staan had. Hierbij bleek, dat deze oplossing alcali bevatte,waarvoor dan ook een correctie aangebracht werd. \'t Isechter niet buitengesloten, dat hierdoor een fout ontstaan is. Hoe nu de verschillen in uitkomsten te verklaren ? Menzou kunnen

meenen, dat de correctie, welke aangebrachtmoet worden bij de methode van Bang, voor het ammoniak-gehalte ^an papier en reagentia, te laag is geweest. Ditlijkt mij echter buitengesloten, daar bij elke proef steedsook een dubbelbepaling is verricht om deze waarde vastte stellen, waarbij bleek, dat deze waarde zeer laag wasen dat de dubbelbepalingen goed klopten..Hieruit mag ikwel besluiten, dat bij het uittrokken van de papiertjes ende verdere behandeling van de extracten geen fouten zijnbegaan. Trouwens, hoeveel grooter zou de correctie-waardewel niet hebben moeten zijn om de gevonden verschillen,aan fouten in de correctie te kunnen toeschrijven. Nemenwij b.v. de laatste bepaling van den staat, dan zien wij,dat het vers??hil in de uitkomsten, verkregen volgens de



??? methode van van Slyke en van Bang, ongeveer 16 mgr.stikstof bedraagt. Daar ik bij deze bepaling ben uitgegaanvan 185 mgr. bloed, moet de gemaakte fout bij de be-paling dus met 540 vermenigvuldigd zijn. De fout aldusgemaakt, zou dus overeen moeten komen met -gij^ = 0.034mgr. stikstof, hetgeen overeenkomt met ongeveer 0.5 cc.0.005 norm. thiosulfaat. Daar nu de hoeveelheid stikstof,uitgedrukt in cc. 0.005 norm. thiosulfaat, bij deze correctie-bepalingen, bedroeg 0.064 en 0.065 cc., kan ik niet aan-nemen, dat een fout gemaakt zou zijn, welke 8 maalgrooter, is dan de totale-hoeveelheid, bij de bepaling vande correctie-waarde gevonden. Het gevonden verschil berustdus zeker wel niet op een te lage correctie-waarde. Het zou ook mogelijk geweest kunnen zijn, dat de ureum-extractie na 5 uur niet ge??indigd was. Dat hierdoor deamino-stikstofwaarde te hoog moet worden gevonden isduidelijk. Daar echter zoowel Koch als ik zelf aangetoondhebben, dat deze extractie na 5 \\mr volledig is, kan ookhierdoor het verschil niet verklaard worden. Zonder twijfel echter, wordt het verschil voor een

ge-deelte tevoorschijn geroepen, door R. N.-bestanddeelen,welke mede bepaald worden. De fout, hierdoor gemaakt,kan echter niet zeer groot zijn. De voornaamste stoffen,welke op deze wijze stikstof leveren, zijn wel kreatine,kreatinine en urinezuur, terwijl stoffen, als carbaminezuur,phosphorvleeschzuur, hippuurzuur en indol, welke slechtsin sporen in het bloed aanwezig zijn, wel g?¨en grootefout kunnen geven. Volgens opgaven van Beker i) vindt men in\'het bloedongeveer 2.5 mgr. _ kreatinine en kreatine, welke 0.92 mgr. \') Onderzoekingen gedaan in hefc Physiolog. Lab. te Utrecht14, vijfde reeks, 75; 1913. \'



??? stikstof leveren en volgens Cohicn Ticrvaer?? bevat hetbloed op 100 cc. ongeveer 3 mgr. urinezuur met 1.1 mgr.stikstof. Voor zoover op \'t oogenblik is na te gaan, wordtduS\' bij de amino-stikstof-bepulingen volgens Bang, altijdminstens 2 mgr. te veel bepaald, welke niet van amino-zuren afkomstig is. Dit zou overeenkomen bij de bepalingmet ongeveer 0.004 cc. thiosulfaat, terwijl, zooals wij boven\'zagen, verschillen van 0.5 cc. zijn gevonden. Dit in aan-merking nemend, zijn dus de groote verschillen ook hier-door niet te verklaren. ^ Er blijft dus niet veel anders over, dan te besluiten, datde verschillen te voorschijn worden geroepen door de amino-zuren zelf. Bepaalt men toch volgens de methode vanS??rensen of van van Slyke van elk aanwezig aminozuur,slechts ?Š?Šn atoom stikstof, volgens Bang bepaalt men detotale hoeveelheid stikstof, die de aminozuren bevatten,zoodat dus de waarde volgens Bang gevonden, afliangtvan den aard der aminozuren, die op dat oogenblik in hetbloed aanwezig zijn. Dat werkelijk de aard der aminozuren,hierbij een belangrijke rol speelt, blijkt

ook al uit deopgaven van Bang zelf, die in menschenbloed waardenvindt schommelend tusschen 3 en 22 mgr., terwijl Bocken ook mijn eigen onderzoek aangetoond hebben, dat ditgehalte ongeveer constant is en ligt tusschen 5 en 7 mgr.Ten slotte is het wel zeer opmerkelijk, dat Bang na eiwit-voeding geen verhooging, maar een verlaging van hetamino-stikstof-gehalte van ^ het bloed vindt, terwijl tochbijna alle onderzoekers en ook ik zelf, zooals nog mede-gedeeld zal worden, een verhooging konden waarnemen.Ik zou dit willen verklaren, door aan te nemen, dat 1) Onderzoekingen gedaan in het Physiolog. Lab. te Utrecht18, vijfde reelts, 251; 1917.



??? door de eiwitvoediiig de aard der aminozuren in het bloedgewijzigd wordt, waarbij dan de aminozuren met veelstikstof-atomen, door de weefsels opgenomen of met deurine afgescheiden worden, terwijl aminozuren met weinigstikstof in het bloed blijven AVat dus de methode van Bang betreft, kan ik besluiten,dat het amino-stikstof-gehalte, volgens deze methode ge-vonden, steeds hooger is,, dan wanneer volgens de methodevan S??rensen of van van Slyke onderzocht werd en datdit waarschijnlijk gelegen is in den aard der aminozuren. Hoeveel tijd en moeite ik mij tenslotte ook gegeven heb,om de waarde van de methode van Bang zoo volledigmogelijk te leeren beoordeelen, met zekerheid durf ik nogniet te besluiten dat deze methode geschikt, noch dat zijongeschikt is ter bepaling van het aminozuur-gehalte vanhet bloed. Verder onderzoek, waarvoor de tijd mij ont-breekt, is ongetwijfeld .gewenscht. Temeer, daar dezemethode, mocht zij ten slotte toch bruikbaar blijken, grootevoordeelen biedt. Immers, alleen met behulp van haar zouhet mogelijk zijn, een stelselmatig onderzoek naar het ge-

halte van het bloed aan amino-stikstof, bij gezonden enzieken, te verrichten, daar voor deze methode slechts enkeledruppels bloed noodig zijn, terwijl voor de beide anderemethoden zooveel bloed noodig is, dat steeds venae punctieverricht moet worden.



??? HOOFDSTUK V. Het amino-stikstof-gehalte van het bloedonder verschillende omstandigheden. Ik heb bij een aantal gezonde menschen onder verschil-lende omstandigheden en bij een aantal zieken, het amino-stikstof-gehalte van het bloed bepaald, zooveel mogelijk zoowelmet de methode van S??rensen als met die van van Slyke.Op deze wijze kon dan worden nagegaan, in hoeverre metdeze beide methoden overeenstemmende uitkomsten ver-kregen worden, waardoor dan nog weer nader de betrouw-baarheid bij de toepassing onder verschillende omstandig-heden kon worden beoordeeld, terwijl daarenboven nogeens nauwkeurig het gehalte van het bloed aan amino-stikstof bij gezonde personen onder verschillende omstandig-heden w?Šrd onderzocht; zooals b.v. de invloed van eeneiwitrijken maaltijd, waaromtrent verschillende meeningenbestaan, nog eens kon worden vastgesteld. I. Invloed van een eiwitrijken maaltijd op hetamino-stikstof-grehalte van het bloedbij normale personen. t Als eiwitrijken maaltijd heb ik de proefpersonen vleeschen eieren laten eten. Ik ging

hierbij over het algemeenals volgt te werk. Kort na het ontbijt, waarbij geen stik-



??? stofh ouden de voedingsmiddelen gebruikt waren, werd doorvenae punctie een hoeveelheid bloed verkregen, wisselendtusschen 10 en 100 cc. en hierin, zoo mogelijk volgensbeide methoden, het amino-stikstof-gehalte bepaald Tevens werd in - de urine, geloosd onmiddellijk na hetontbijt, eveneens het amino-stikstof-gehalte van 100 cc. be-paald. Den volgenden morgen kregen de proefpersoneneen eiwitrijken maaltijd, bestaande uit biefstuk en eieren,Eenige uren na den maaltijd, wisselend tusschen 3 en 6uur, werd weer venae punctie gedaan en in het verkregenbloed het amino-stikstof-gehalte bepaald, zoo mogelijk vol-gens beide methoden. Verder werd de urine verzameld,geloosd de eerste 5 uur na den maaltijd en ook van dedaarop volgende 5 uur en hiervan het amino-stikstof-gehalte bepaald, waardoor een indruk wordt verkregenomtrent de afscheiding van aminozuren na eiwitvoeding. De resultaten van dit onderzoek zijn in Staat XVIIIsamengevat. Uit deze proeven blijkt, dat het bloed van verschillendepersonen, onderzocht v????r en na een eiwitrijken maaltijdmet de methoden van

S??kensen en van van Slyke, zeergoed overeenstemmende uitkomsten geeft. Het grootste ver-schil, dat tusschen de uitkomsten der beide methoden ge-vonden werd, bedroeg 0.85 mgr. stikstof (proef 3). De bepalingwerd hier verricht in 25 cc. bloed, zoodat de fout met 4is vermenigvuldigd. Bij de bepaling volgens S??rensen kan dus een fout gemaakt zijn van mgr. stikstof hetgeen overeenkomt met 0.075 cc. 0.2 norm. baryt Daarnu de grens der nauwkeurigheid gelegen is bij 0.1 cc.baryt, valt het gevonden verschil dus binnen de nauw-keurigheidsgrens der methode. Verder zien wij, dat na eiwitvoeding het gehalte aan



??? STAAT XVITI. Bepalingen van het amino-stikstof-gehalte van bloed en urine, v??br en na een eiwitrijken maaltijd. â€? Amino-stikstof in mgr â€? Amino-stikstof NÂ° Proef-persoon. \'f in 100 cc. bloed. Bloed ge-nomen aan-tal urenna denmaaltijd. Verhoogingamino-stik- in mgr.in 100 cc. urine. Hoeveelheidurine in cc. Hoeveelheidurine in cc. Totalehoeveelheid . Genomenvoedsel. Nuchter bepaaldvolgens: Na eiwitvoedingbepaald volgens: stof gehaltena eiwit-voeding in0/ /O Nuchter na eiwit-voeding. afgescheideneerste 5 uurna denmaaltijd. afgescheidentweede 5 uurna denmaaltijd. amino-stikstof met de urineafgescheiden S?–UENSEN. v. Slyke. S??rensen. v. Slyke. eerste5 u. tweede5 u. in mgr. 1. S. 9.83 9.04 9.35 â€” 6 0 10.84 43.48 43.48 295 495 342.5 350 gr. biefstuken 3 eieren. 2. H. 5.82 5.27 â€” 6.91 5 25 23.67 48.26 52.- 870 285 326.5 200 gr. biefstuken 4 eieren. 3. F. â€” 5.09 7.71 6.86 3V2 43 â€” 53.07 56.11 160 250 214.8 250 gr. biefstuk. 4. ??. 6.84 6.66 7.48 7.46 8 14 16.89 22.19 â€” 190 â€” â€” 300 gr. biefstuken 2 eieren. 5. SCH. 5.52 5.93 10.54 31/2 84 â€” 27.10 25.94 250 315 149.4 300 gr. biefstuken 3 eieren. Gemiddeld 6.70 8.04 1



??? aminozuren in het bloed meestal verhoogd is. In proef 1is dit niet het geval en is dit gehalte ongeveer gelijkgebleven. Hierbij evenwel is pas 6 uur \') na den maaltijdbloed genomen, zoodat, daar in de andere gevallen, waarbijhet bloed onderzocht werd 3 tot 5 uur na den maaltijd steedseen verhooging is gevonden, mij het waarschijnlijk lijkt,dat in dit geval de resorptie van aminozuren uit den darmgrootendeels had opgehouden en dat de weefsels het over-tollige aminozuur aan de circulatie hadden onttrokken. De verhooging van het aminozuur-gehalte blijkt verder,zooals te verwachten was, niet altijd even groot te zijn.Afgezien van proef 1, bedroeg deze verhooging in de overigegevallen, van 14 tot 84 %. Het komt mij voor, dat wij hierte doen hebben met bijzonderheden van de verschillendeproefpersonen. Bij den ?Š?Šn is de voortbeweging van hetvoedsel en de snelheid der ontleding anders dan bij eenander. De zeer sterke stijging, gevonden bij proefpersoon 5,berust mijns inziens dan ook wel hierop, dat wij hier toe-valligerwijze vrijwel, bij het nemen van" het bloedmonster,dat oogenblik getroffen

hebben, waarop de sterkste resorptievan aminozuren plaats vond, terwijl deze bij proefpersoon1 en 3 nagenoeg geheel ge??indigd was. Reeksen proeven,waarbij om het half uur bloed wordt onderzocht, zoudenhieromtrent nadere opheldering kunnen verschaffen. Ookde proeven van Dobrowolskaja wijzen er op, zooals reedseerder gezegd, dat werkelijk op een gegeven oogenblik eenmaximale resorptie is waar te nemen. Wat aangaat de afscheiding van aminozuren met de "i) Zoo geeft Gocht op, dat na 6 uur bismuthpap bijna geheelin het coecum is aangekomen en dat nog slechts zeer kleinehoeveelheden in bet onderste gedeelte van het ilium aanwezig zijn.Handbuch der R??ntgen-Lebre, blz. 286.



??? urine, hierbij blijkt, dat in nuchteren toestand van deproefpersoon de urine amino-stikstof bevat en in deze5 gevallen wisselende tusschen 10 en 23 mgr. in 100 cc,,terwijl verder blijkt, dat dit gehalte na eiwitvoeding somsbelangrijk, soms minder sterk verhoogd is en dat deze ver-hooging 10 uur na den maaltijd nog is waar te nemen.Een gedeelte van de geresorbeerde aminozuren wordt dusweer met de urine afgescheiden, terwijl het gehalte aanamino-stikstof van de urine, afgescheiden de eerste 5 uuren de tweede 5 uur na den maaltijd vrijwel gelijk\' is.Daar nu, zooals uit proef 1 blijkt, na 6 uur het amino-zuur-gehalte van het bloed weer normaal is, maar de urine,welke na dien tijd afgescheiden wordt, aminozuren in ver-hoogde mate bevat, ligt het voor de hand aan te nemen,dat de weefsels het te veel aan aminozuren langzamerhandweer aan het bloed afstaan, welke dan ten deele weer metde urine afgescheiden worden. Hieruit zou dan volgen,dat de nieren in staat moeten zijn, zeer snel de aminozurenaan het bloed te onttrekken, daar wij anders een verhoogingvan het

aminozuur-gehalte van het bloed zouden moetenvinden, hetgeen, zooals proef 1 ons leert, niet het geval is. Steile.n wij verder, dat het stikstof-gehalte van \'t verschemagere vleesch ongeveer 3.4% (Voit) is, dan bevat dus100 gr. biefstuk 3.4 gr. amino-stikstof.. Rekenen wij verder,dat een ei ongeveer 3 gr. eiwit bevat, dan levert ?Š?Šn eiongeveer 0.5 gr. stikstof. Zoo is dus bij proef 1 met het voedsel opgenomen 13.4 gr.stikstof, terwijl met de urine in totaal is afgescheiden342.5 mgr. of ongeveer 2.5 %, wanneer wij aannemen, datal de in het voedsel aanwezige stikstof, als amino-stikstofaanwezig is. Dit nu is zeker niet het geval, zoodat deafscheiding van aminozuren in dit geval zeker meer isdan 2.5%/Hoeveel dit dan wel is, laat zich moeilijk be-



??? rekenen, daar dan de aard der aminozuren bekend zoumoeten zijn. Wij kunnen dus uit deze proeven besluiten, dat bij ge-zonde menscben, na een eiwitrijken maaltijd, wanneer opeen geschikt oogenblik (in elk geval niet meer dan 6 uurna den maaltijd) het aminozuur-gehalte van het bloedonderzocht wordt, dit gehalte verhoogd is en dat dezelfdeverhooging wordt gevonden met de methode van S??rensenals met die van van Slyke. Verder blijkt, dat na 6 uur de resorptie van eiwit uitden darm waarschijnlijk heeft opgehouden en dat eenklein gedeelte der aminozuren, van uit den darm opge-nomen, weer met de urine wordt afgescheiden. II. Het amino-stikstof-tcehalte van het bloed ondereeniare pathologische omstaudig-heden. In de eerste plaats heb ik onderzocht het bloed vaneenige pati??nten, lijdende aan diabetes mellitus. Bij dezentoestand toch is de stofwisseling gestoord en wel, al -naarden ernst van het geval, meer of minder sterk. In hetbijzonder is de stofwisseling der. koolhydraten bij deze ziekteanders dan bij normale menschen. Verder kunnen, zooalsmet zekerheid is aangetoond, bij de

zwaardere gevallen vandiabetes, koolhydraten uit eiwit ontstaan. Men zou zich kunnen voorstellen, dat aangezien menmeent, dat in de zware gevallen van diabetes, de koolhydratenminder goed kunnen worden verbrand, aminozuren tendeele hun plaats innemen, zooals Dklaunay meent, datdeze laatste stoffen bij de Cephalopoden de plaats innemen,die de glucose heeft voor de hoogere dieren. Aan denanderen kant kunnen, zooals wij reeds zeiden, bij de zware



??? gevallen van diabetes koolhydraten uit eiwit worden ge-vormd, zooals men dit ook zeer duidelijk heeft kunnenaantoonen langs experimenteelen weg bij dieren, waarbijmen b.v. een phloridzine-glycosurie heeft te voorschijngeroepen. In deze gevallen ontstaan de koolhydraten uitaminozuren; men heeft b.v. gevonden, dat uit alanine,glucose kan worden . gevormd. Men zou dan kunnen ver-wachten, dat in het eerste geval, waarbij aminozuren minof meer in de plaats van glucose komen, hei gehalte vanhet bloed aan aminozuren verhoogd wordt. In het tweedegeval echter, waarbij de aminozuren in belangrijke mateworden omgezet in koolhydraten, zou het gehalte van hetbloed aan deze stoffen verlaagd kunnen zijn. Ik heb dan ook het gehalte van het bloed aan amino-stikstof bij een viertal diabetes-lijders onderzocht. Het warengeen zware gevallen, bij allen kon het suikergehalte derurine, door een doelmatig di??et, in korten tijd binnen denormale grenzen worden gebracht. Mijn onderzoekingenzijn verricht bij deze pati??nten, nadat zij het di??et eenaantal dagen hadden gehouden

en de afscheiding van suikermet de urine normaal was geworden. Het was dus te ver-wachten, dat geen zeer groote verschillen in het amino-stikstof-gehalte van het bloed dezer pati??nten, vergelekenmet dat van normale personen, zouden worden gevonden,hoewel het gehalte van het bloed aan reduceerende stoffen,bij minstens 3 van de 4 pati??nten nog aanzienlijk verhoogdwas. Ik laat hier de voor ons belangrijke punten uit, deziektegeschiedenissen volgen, benevens de door mij ver-kregen uitkomsten. 1. A. V. Diagnose: Diabetes mellitus (adipositas). Bloedsuikergehalte 2.1%^. Di??et: E(iwit) 66gr.; V(et) 101 gr.; K(oolhydraten) 107 gr. Bij dit di??et



??? werd de urine suikervrij, geen aceton. Totale hoe-veelheid afgescheiden ammoniak in 24 uur 0.431 gr. Amino-stikstof-gehalte van 100 cc. bloed: 8.79 mgr.(van Slykk). 2. S. Diagnose: Diabetes mellitus. (Amputatie rechter been wegens gangreen der voet en abscesvorming inbovenbeen). Urine bevat weinig suiker, geen aceton. Amino-stikstof-gehalte van 100 cc. arteri??el bloed,tijdens de operatie opgevangen: 6.6. mgr. (S??rensen),en van het. veneuse bloed 11.46 mgr. Een vergelijking tusschen het amino-stikstof-gehaltevan het arteri??ele en het veneuse bloed is hier nietmogelijk, daar het laatste met pus en weefselvochtverontreinigd was. In elk geval blijkt hier wel uit,dat weefselvocht of etter vrij belangrijke hoeveel-heden amino-stikstof bevatten. 3. d. R. Diagnose: Diabetes mellitus. Bloedsuikergehalte 2 Di??et E. 85; V. 126; K 62. Bij dit di??et werd de urine suikervrij, maar be-vatte een spoor aceton. Totale hoeveelheid afge-scheiden ammoniak in 24 uur 0.75 gr. Amino-stikstof-gehalte van 100 cc. bloed: 5.83 mgr.(van Slyke). 4. C. Diagnose: Diabetes mellitus. Bloedsuikergehalte 1.94Â°/^^.

Di????t E. 86; V. 105;K. 121. Bij dit di??et was het suikergehalte der urineslechts weinig verhoogd; geen aceton. Totale hoe-veelheid afgescheiden ammoniak in 24 uur 0.7 gr. Amino-stikstof-gehalte van 100 cc. bloed: 6 mgr.(van Slyke).



??? Het bloed van patienten 2, 3 en 4 is onderzocht desochtends, zeer kort na het ontbijt, zoodat kan wordenaangenomen, dat de gevonden waarden overeenkomen metdie in nuchteren toestand. Bij pati??nt 1 is dit niet zekerhet geval. Uit het onderzoek van bovengenoemde patientenblijkt nu, dat bij pati??nt 1 het gehalte vrij hoog is, maarik zou hieruit toch niets durven besluiten, terwijl bij deandere 3 gevallen de waarden zich bewegen tusschen degrenzen door mij bij gezonde, nuchtere personen gevonden.Werkelijk is dus bij deze 4 patienten geen afwijking ge-vonden, wat betreft het amino-stikstof-gehalte van hetbloed, maar zooals gezegd, het waren patienten met betrek-kelijk lichte graden van diabetes mellitus. Overigens vondook Bock in 2 gevallen van diabetes, 7.8. en 6.63 mgr. op100 cc. bloed, dus eveneens normale waarden, maar om-trent den ernst van zijn gevallen, geeft hij niet de minstebijzonderheden, hoewel zijn wijze van bepaling, n.1. volgensvan Slyke, waarbij het bloed van eiwit bevrijd wordtdoor koken en behandeling met trichloorazijnzuur, zooalsik boven

uitvoerig uiteengezet heb, zeer betrouwbaar is. Daar mij geen bloed ter beschikking stond van zwaardere \'gevallen\' van diabetes, kon ik het amino-stikstof-gehaltevan het bloed onder die omstandigheden niet nagaan, het-geen zeer jammer is, daar juist bij deze gevallen wellichtafwijkingen te voorschijn komen, die dan van beteekeniszouden kunnen zijn voor de beoordeeling \'van den toestandder eiwitstofwisseling. Het is ten zeerste gewenscht, ditonderzoek bij dergelijke patienten voort te zetten, hetgeennu, nadat de methoden door mij nauwkeurig zijn nagegaan,vrij gemakkelijk mogelijk is. Een bepaling kan reeds opzeer betrouwbare wijze geschieden in 10 cc. bloed. Mijontbrak daartoe voorloopig, zooals gezegd, de gelegenheid. Daarentegen heb ik wel nog een tweetal patienten met



??? leveraandoeningen kunnen onderzoeken. Bij deze aandoe-ningen zou men eveneens wijzigingen van het amino-stikstof-gehalte van het bloed kunnen verwachten. Zooalsook reeds is medegedeeld, is het juist bij deze aandoeningen,dat men het eerst aminozuren in het bloed heeft gevondenen dus moet hierbij het gehalte zeer verhoogd zijn geweest.De lever speelt dan ook ongetwijfeld een zeer voornamerol bij de eiwitstofwissehng, daar zij in de eerste plaatsaminozuren kan desamideeren en omzetten in ketozuren,in de tweede plaats ook het vermogen bezit, aminozurente vormen uit ketozuren en ammoniak, waarbij dande ketozuren ook uit koolhydraten afkomstig kunnen zijn.Al naar den aard van de stoornis in de functies van delever en den algemeenen toestand van de stofwisseling vanden pati??nt, kan men verschillende afwijkingen in hetgehalte van het bloed aan amino-stikstof verwachten. Wanneer het vermogen van de lever, aminozuren tedesamideeren min of meer verloren is gegaan, kan eeneverhooging van het aminozuur-gehalte van het bloedworden verwacht, die dan door een

minder goede werkingder nieren nog aanzienlijk verhoogd zou kunnen worden.Van de twee patienten, die ik onderzocht, was de lever-aandoening bij de eerste zeker minder ernstig dan bij dentweeden. Het bloed werd bij nuchteren toestand der patientenonderzocht. Hieronder volgen de voor ons belangrijke punten uit deziektegeschiedenissen: 5. D. Diagnose: icterus ten gevolge van obstructie dergalwegen door steenen. Patiente ziet sinds 3 weken geel. Bij de operatiebleek de lever een weinig cirrhotisch te zijn. Amino-stikstof-gehalte van 100 cc. bloed: 8.67 mgr.(S??rensen) en 8.51 mgr. (van Slyke).



??? 6. P. Diagnose: cirrhosis liepatis c. ictero. Patient ziet sinds zes jaar geel. Lever vergroot,niet hobbelig. Milt niet vergroot. Urine: Urobiline-gehalte verhoogd, galkleurstofFen niet aanwezig.(Patient is opgenomen wegens ademhahngsbezwarentengevolge van emphyseem der longen). Amino-stikstof-gehalte van 100 cc. bloed: 5.74 mgr.(van Slykje). Wij zien dus, dat bij de eerste patient het aminozuur-gehalte een weinig hoog is, bij den tweeden daarentegenzeker niet. In deze beide gevallen is dus het gehalte vanhet bloed aan amino-stikstof niet of nauwelijks gewijzigd.Evenwel, voortgezet onderzoek bij patienten, ook met lever-aandoeningen is ten zeerste gewenscht en de uitkomstenkunnen, zoowel voor de physiologie als voor de pathologievan veel beteekenis worden. Daarbij moet dan ook weerrekening worden gehouden, niet alleen met den toestandvan de lever, maar ook met die van de andere organenen van het geheele organisme. Ten slotte was het mij mogelijk het bloed te onderzoekenvan een- patient lijdende aan nephritis. Zonder twijfelhebben de nieren een belangrijke

rol te vervullen bij deeiwitstofwisseling; men denke slechts aan de verhoogingvan het rest-stikstof-gehalte bij de verschillende vormenvan nephritis, waarop Neuberg en Strauss, zooals reedsis medegedeeld, wezen. Het spreekt dan ook wel haast vanzelf, dat men reeds lang getracht heeft de verschillendecomponenten, welke de rest-stikstof van het bloed leveren,onder deze pathologische omstandigheden na te gaan.Zoodoende zijn dan ook reeds een aantal onderzoekingenverricht over het amino-stikstof-gehalte van bloed en urinebij nieraandoeningen waarbij bleek, dat bij sommige dezer



??? aandoeningen vooral als zij gepaard gingen met uraemie,het gehalte van deze stof in het bloed zeer belangrijk ver-hoogd kon zijn. Zoo wil ik hier nog vermelden de bepa-lingen van Bock i), die bij een groot aantal personenlijdende aan verschillende vormen van nephritis, hetamino-stikstof-gehalte van het bloed bepaalde. Hij vondhierbij waarden wisselend tusschen 5.90 en 29.98 mgr.,waarbij wel opmerkelijk is, dat deze uiterste waardengevonden zijn tijdens uraemie. Jammer genoeg geeft Bockgeen enkele bijzonderheid omtrent den toestand der pa-tienten, zoodat geen inzicht verkregen kan worden in debeteekenis van het aminozuur-gehalte in elk bepaald geval.Wel zou men uit deze wisselende getallen kunnen be-sluiten, dat de toestand van de nier van groot belangis voor het gehalte van aminozuren in het bloed. Velevraagstukken omtrent de functie van de nier dringen zichhier aan ons op, niet alleen wat betreft de aminozuren,maar ??ok wat betreft de andere rest-stikstof-bestanddeelenvan het bloed. Zoo zou men na kunnen gaan b. v. deretentie in het bloed der verschillende R.

N.-bestanddeelenbij de verschillende soorten van nephritis, waarbij nu eensoverwegend de glomeruli, dan weer meer het parenchymmet de tubuli zijn aangedaan. Als ideaal onderzoek zouzich daarbij dan moeten aansluiten het pathologisch-ana-tomisch onderzoek, zoodat een volledig overzicht zou kunnen\'worden verkregen in de bijzondere veranderingen, welkede nier in elk speciaal geval vertoont. Hierdoor dan zouhet mogelijk zijn een inzicht te krijgen in de beteekenis,die de verschillende secerneerende deelen van de nier,voor de verschillende in het bloed aanwezige stoffen hebben.Reeds Bang heeft in dit opzicht belangrijk werk verricht, " 1) Journ. of Biol. Chem. 29, 198; 1917. 2) Bioch. Zeitschr. 72, 1917.



??? door na te gaan het ureum- en amino-stikstof-gehalte vanhet bloed bij verschillende kunstmatig verwekte nier-aandoeningen. Wil men echter dit onderzoek met vruchtverrichten, dan lijkt het mij absoluut noodzakelijk detechniek der methoden ter bepaling van de verschillendeR. N.-bestandeelen van het bloed, in bloed en urine, vol-komen te beheerschen. Ik was in staat bij den patient, lijdende aan nephritis,het aminozuur-gehalte van bloed en urine te bepalen,zoowel, nadat patient gedurende 3 dagen een stikstofvrijevoeding had gehad, als nadat hij gedurende 6 dagen ge-wone, gemengde ziekenhuiskost had gekregen. Het bloedwerd onderzocht, terwijl de patient in nuchteren toestandwas, terwijl van de urine verzameld in 24 uur, in 100 cc.het amino-stikstof-gehalte bepaald werd, zoodat, daar detotale hoeveelheid urine in 24 uur afgescheiden bekendwas, een inzicht werd verkregen omtrent de aminozuur-af-scheiding in 24 uur. Hieronder volgen eenige aanteeke-ningen uit de ziektegeschiedenis. 7. B. Diagnose: arteriosclerotische schrompelnier. Patient, 60 jaar, klaagt over

moeheid, hoofdpijn,duizeligheid. Bloedsdrukking 180 mM. Hoog ureum-gehalte van het bloed. Urine: weinig eiwit envormelementen. Diurese -t 2 L. per dag. Amino-stikstof-gehalte van het blped per 100 cc.:(nadat patient 3 dagen lang een stikstofvrij dieetheeft gehad) 7.89 mgr. (van Slyke) en van deurine per 100 cc. 17.33 mgr. Na gemengde kost waren deze getallen voor hetbloed: 7.5 rngr. (van Slyke), 7.99 mgr. (S??rensen)en voor de urine 63.98 mgr.



??? AVij zien dus bij dezen pati??nt, dat het amino-stikstof-gehalte van het bloed slechts weinig hooger is dan bijnormale personen en dat het gebruik van stikstofhoudendevoedingsmiddelen, geen invloed heeft op het amino-stikstof-gehalte van het bloed, wanneer dit des ochtends inXiUchteren toestand wordt onderzocht. Aan den anderen kant echter zien wij, dat het amino-stikstof-gehalte van de urine belangrijk verhoogd is. Wasdit toch bij stikstofvrije voeding 17.33 mgr., nadat eiwitaan de voeding was toegevoegd, bedroeg dit gehalte63.93 mgr. of nog ongeveer 10 mgr. meer als ik ooit vond inde urine na een sterke eiwit-voeding. Daar de diurese bijde eerste bepaling bedroeg 2 L. en bij de tweede 1.8 L.is dus afgescheiden met de urine in totaal 346.6 mgr. en1151 mgr. amino-stikstof. Ik elk geval is wel duidelijk,dat een belangrijk gedeelte van het opgenomen eiwit,weer in den vorm van aminozuren wordt afgescheiden. Men zou zich kunnen denken, dat door de arterioscleroseook de lever geleden heeft, waardoor zij niet meer instaat is aminozuur aan de circulatie te onttrekken en tedesamideeren,

terwijl men eveneens zou kunnen aannemen,dat de weefsels minder gemakkelijk, aminozuren van uithet bloed opnemen. Nadere onderzoekingen, waarbijhet amino-stikstof-gehalte van het bloed en de urine bijzulke patienten bepaald wordt onder verschillende omstan-digheden, zooals na het toedienen van grootere of kleinerehoeveelheden eiwit, zullen hieromtrent ongetwijfeld nadereopheldering kunnen verschaffen. Behalve deze pathologische gevallen, waarbij het mijmogelijk was het bloed op amino-stikstof te onderzoekenen welke ik dank aan de vriendelijkheid van Prof Hijmansvan den Berg, Prof. Lameris en Dr. Wolvius van hetMilitair Hospitaal, die mij zeer welwillend, waar bij deze



??? pati??nten toch venaepunctie moest worden verricht, in degelegenheid stelden dit bloed te onderzoeken, terwijl ikeveneens Dr. Engelkes, die de punctie\'s verrichtte, mijndank betuig, was ik nog in de gelegenheid, door de wel-willendheid van Prof. Ko??wer en de hulp van Dr. Steyns,waarvoor ik ook hen mijn erkentelijkheid wil betuigen,om het placentaire bloed op amino-stikstof te onder-zoeken. Hierbij had ik vooral het oog om naast hetbloed uit de vena umbilicalis ook dat uit de arteriae um-bilicales te onderzoeken en te zien of er een verschil inhet aminozuur-gehalte van beide bloedsoorten was te vin-den. Daar toch het bloed der vena umbilicalis de voedings-stoffen voor de vrucht bevat en deze voor het vormen vannieuw weefsel zeker stikstofhoudende stoffen in grootehoeveelheid noodig heeft, kan â€?men verwachten dat hetbloed der vena umbilicalis aminozuren bevat en waarschijn-lijk wel meer, dan onder normale omstandigheden in hetmoederlijk bloed wordt aangetroffen, terwijl wij eveneenskunnen verwachten, dat de weefsels der vrucht, uit ditvoedingsbloed onder

meer de aminozuren tot zich nemen,zoodat het bloed der arteriae umbilicales minder amino-stikstof ?„OU bevatten, dan dat der vena, zooals dan ookRabinowitch (zie bl. 40)\' vond. Tot mijn spijt echt?¨r hebik alleen het bloed der vena op amino-stikstof kunnenonderzoeken, daar het niet mogelijk was uit de arteriaeeen genoegzame hoeveelheid bloed voor onderzoek te ver-krijgen. In ?Š?Šn geval vond ik, dat dit bloed bevatte 8.88 mgr.amino-stikstof op 100 cc. bloed en in het tweede geval6.46 mgr., beide malen bepaald volgens van Slyke. Wij zien dus uit deze bepalingen, dat het amino-stikstof-gehalte der vena umbilicalis in het eerste geval hooger is,dan onder normale omstandigheden in nuchterbloed wordt



??? gevonden en dat dit in het laatste geval ongeveer gelijkis. Ook Bock heeft placentair bloed onderzocht en vindtin 100 cc. bloed van 6.78 tot 12.15 mgr., met een gemid-delde van 9.48 mgr. In hoever of de voeding van de moeder hier invloedheeft op het amino-stikstof-gehalte van het bloed uit devena umbilicalis, laat zich moeilijk beoordeelen, hoewel ditzeker van belang is voor de kennis van de wisselwerking,welke bestaat tusschen moederlijk- en foetaalbloed, b.v. ofhier een eenvoudige filtratie, dan wel een secerneerendewerking in het spel is, dan wel of de trophoblast, welkezeer zeker proteolytische enzymen bevat, misschien lichaams-eiwit afbreekt en de daardoor ontstane aminozuren in defoetale circulatie overgaan. Zoo zien wij dus, dat het onderzoek van bloed en urineop amino-stikstof, niet alleen waarde heeft voor een goedbegrip der eiwitstofwisseling, maar dat ook vele andereproblemen, waarvan ik een paar voorbeelden noemde, welniet hierdoor opgelost, maar toch misschien nader tot op-lossing zullen worden gebracht.



??? CONCLUSIES. 1. Zonder twijfel bevat het bloed van mensch, paard enrund aminozuren in meetbare hoeveelheid. Voor denmensch vond ik voor dit aminozuur-gehalte, uitgedruktin mgr. amino-stikstof per 100 cc. in nuchteren toe-stand, gemiddeld 6.8 mgr., met schommelingen tusschen5.5 en 9.45 mgr. 2. Het amino-stikstof-gehalte van het bloed laat zichnauwkeurig bepalen zoowel met de methode vanS??bensen als met die van van Slyke. Met beidenzijn, voor zoover ik heb kunnen nagaan, onder zeerverschillende omstandigheden, gelijke uitkomsten teverkrijgen, indien men zorgt alle bronnen van foutenzooveel mogelijk op te heffen. De verschillen, ge-vonden, liggen binnen de nauwkeurigheidsgrenzen dermethoden. 3. Met de methode van S??rensen kan men in 25 cc.bloed, met de methode van van Slyke nog in 10 cc.,het amino-stikstof-gehalte voldoende nauwkeurig be-palen. 4. Met de methode van S??rensen, de eenige die ik hier-voor gebruikt heb, kan men zeer nauwkeurig hetamino-stikstof-gehalte der urine bepalen.



??? 5. Volgens Bang bepaalt men niet de amino-stikstof deraminozuren, maar de totale hoeveelheid stikstof inhet aminozuur-molecuul aanwezig, terwijl bovendiennog stikstof mede bepaald wordt, welke niet vanaminozuren afkomstig is, zoodat volgens deze methodesteeds hoogere waarden gevonden worden, dan volgensde beide anderen. Zoo vond ik met de methode vanBang 2 tot 4 maal zooveel amino-stikstof als volgenss??renskn of van Slykb in bloed van verschillendenoorsprong, uitkomsten die vrijwel overeenstemmen metdie, welke Bang zelf heeft opgegeven. Daarenbovenbiedt de methode vele technische moeilijkheden. 6. De waarde van de methode van Bang, voor de bepa-ling van het amino-stikstof-gehalte van het bloed, zaldoor nader onderzoek moeten worden vastgesteld,waarbij dan b.v. zal moeten worden nagegaan of ondersommige omstandigheden, zooals na een eiwitrijkenmaaltijd, een even groote stijging van het aminozuur-gehalte, uitgedrukt in percenten, zoowel volgens Bangals volgens ?Š?Šn der andere methoden bepaald, zalworden gevonden. 7. Na

eiwitvoeding is, voor zoover ik de gelegenheid haddit na te gaan, het amino-stikstof-gehalte van het bloedvan den mensch meestal verhoogd. De verhooging,uitgedrukt in percenten, hangt af van het tijdstipwaarop het bloed na den maaltijd wordt onderzocht.Hierbij lijkt het waarschijnlijk, dat na 6 uur de resorptievan aminozuren uit den darm vrijwel heeft opgehouden. 8. Na eiwitvoeding is het aminozuur-gehalte der urineverhoogd. Ik vond bijv. een verhooging in een gevalvan 10 tot 44 mgr. per 100 cc urine.



??? 9. Bij eenige lichte gevallen van diabetes kon ik geennoemenswaardige veranderingen in het amino-stikstof-gehalte van het bloed waarnemen. 10. Bij een geval van geelzucht was het amino-stikstof-gehalte eenigszins verhoogd; bij een pati??nt met cir-rhotische veranderingen in de lever, welke waarschijnlijk6 jaar bestonden, was geen verandering in dit gehaltewaar te nemen. 11. Bij een pati??nt met schrompelnier was het amino-stikstof-gehalte van het bloed iets hooger, dan bij normalemenschen nuchter gevonden wordt. Dit gehalte washetzelfde, zoowel bij stikstofvrij di??et, als bij gemengdevoeding, maar een belangrijk deel van het opgenomeneiwit werd weer met de urine afgescheiden in denvorm van aminozuren.



??? STELLINGEN.



???



??? STELLINGEN. â– i. Het amino-stikstof-gehalte van het bloed laat zich zeernauwkeurig bepalen met de methode van S??rknsen en metde methode van van Slykr. H. Noch trichloorazijnzuur noch uranilaceta^it slaan amino-zuren neer. 111. Een specifieke werking van radiumstralen op zenuw-weefsel is niet aangetoond. IV. De eiwitstoffen aanwezig in gerst, haver, rogge en tarwezijn volwaardig. V. Het verdient aanbeveling bij de cataract-operatie deorbicularis oculi door novocaine inspuiting paretisch temaken.



??? VI. Partieele extirpatie van de mediale meniscus van hetkniegewricht is een ondoelmatige operatie. VU. Zwangerschap is trophoblast werking. VIII. Bij de behandeling van bet inaligne-grauuloom is R??ntgen-bestraling niet aangewezen. IX. Het geneeskundig school-toezicht ten plattelande wordeopgedragen aan den medicus ter plaatse. X. De vermindering der catalase-werking bij d?Š chloroform-narcose berust op beschading der catalase door de, in hetmethaan gesubstitueerde chloor. XI. De Magtms-de Kleyn\'sche reflexen kuinien waarschijnlijkvoor de behandehng van contracturen na pyramidenbaan-laesie, van groot belang zijn. XII. Voor prognose eii therapie van hartziekten, is het func-tioneele hartonderzoek van het grootste belang.
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