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Verschillende onderzoekers hebben in de laatste
vijftic jaren in normale of pathologische urine roode
kleurstoffen gevonden of op eenvoudige wijze daaruit
kunnen verkrijgen, zonder dat daardoor omtrent den
aard der kleurstolffen of hare chromogenen in het
alecemeen voldoende kennis is verkregen. De beschreven
kleurstolfen waren meestal onzuiver: waarschijnlijk
zullen dezelfde kleurstoffen of mengsels van kleurstollen
door verschillende onderzockers zijn gevonden en van
verschillende namen zijn voorzien. De namen geven
ook weinie inzicht. Voor een gedeelte zijn de bena-
mingen uit twee componenten samengesteld, waarvan
de eene component op de afkomst uit urine en de
andere op de roode kleur wijst, zooals de uroroscine
van Nencki en Sieber '), de urrhodine van Heller *),
de urorubine van Plosz *); voor een ander deel zijn die
kleurstollen in de litteratuur bekend onder den naam
van haren ontdekker. zooals de kleurstof van Leube ).
van Thormilen *).

1) Journ. f. prakt. Ch. 18582, N, F. XXVI pag. 833+ Ueber das Urorosein.

3 Heller's Aveh. 1845, pag. 161, 1846, pag. 19, 536, 530 : Ueber die Farb
stoffe des Harns, gecit. bij Neobauer uw. Vogel, Harnanalyse, $ Auofl
1890, pag. 96.

9 7. f. Physiol. Chemie VI pag. 504 : Ueber einen nenen farhigen Harn
hestandtheil en Z. . Physiol, Ch, VIII pag. 85 : Ueher einige Chromogene
des Harns u. deren Derivale,

Y Virchow's Arch. CVI pag. 418: Ueber einen neuen path, Harnfarhstoll,

5 Virchow's Arch. CVIII pag. 817 : Mittheilungen diber einen noch

nicht hekannten Karper in path. Menschenharn,
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Onder de verschillende uit urine verkregen roode
kleurstolfen hebben vooral twee in het bijzonder de
belangstelling opgewekt, n.l. het indigorond (met zijne
maodificatie : het indigoblauw) en het zg. skatolrood,
vooral ook, omdat men ze als eenen maatstaf beschouwde
hij de beoordeeling der rottingsverschijnselen in
den darm.

Van deze beide kleurstoffen is het indigorood (resp.
blauw) en zijn chromogeen goed bekend. Dit chromo-
geen is ook uit urine bereid kunnen worden door
Baumann en DBrieger '), die tevens aantoonden, dat
dit chromogeen, tot dusverre urine-indican geheeten
en identisch met planten-indican gedacht, niet zooals
dit een glycosied is, maar een zuur, dat bij hehan-
deling met HCl zwavelzuur afgeeft. Analyses deden
dit chromogeen kennen als indoxylzwavelzuur, analoog
aan andere, door Baumann in urine aangetoonde, ge-
paarde zwavelzuren van aromatizche verbindingen. Hef
indoxylzwavelzuur bleek zoowel indigoblauw als indigo-
rood te kunnen leveren en dank zij eene rijke littera-
tuur (Rosin, Wang, Maillard, Bouma, Ellinger e.a.) over
dit onderwerp. bestaan omirent de hoofdzaken geene
meeningsverschillen meer.

Van de tweede klearstof, het z.g. skatolrood, dat
zich  van het indigorood duidelijk onderscheidt door
zijne onoploshbaarheid in chloroform, kan niet hetzelfde
worden gezegd., Wel wordt na de onfdekking van het
skatol aan-eene bepaalde kleurstof uit urine de naam
skatolrood  gegeven en skatoxyvlzwavelzuur als het
chromogeen beschouwd, maar toch heeft men tot nog
toe geene zekerheid hieromtrent verkregen, niettegen=

1)y Z. 1. Physiol. Cho I pag. 264 : Ueher Indoxylsehwelelsinre, das Indikan

des Harns.
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staande bedoelde urinekleurstof in bereidingswijze en
eigenschappen overcenkomst vertoont met eene roode
gen. De

kleurstofy, die uit skatolderivaten is te verkrijg
geschiedenis van deze kleurstof en van skatol valt
echter geheel samen. '

et skatol werd door Brieger ') onder de distillatie-
produkten van menschelijke faeces ontdekt. Toen hij
n.. het distillaat unit met azijnzuur zour cemaakte
facces, na neutralisatie, met aether uitschudde en van
deze aetherische oplossing den aether afdistilleerde,
bleel" een olicachtic residu over, dat door koken met
water, bij afkoeling, de nieuwe stof liet uitkristalli-
seeren.  De kristallen hebben faecalen reuk, smelten
bij 94 & 950 C. en lossen moeilijker in water op dan
indol. Met HCI en choorkalk geven zij geene roode
kleur; rookend HNO, veroorzaankt in de waterige
oplossing eene witte troehelheid. In faeces van honden
en van typhuslijders heeft hij nooit skatol gevonden,
Na subcutane injectic van skatol bij konijnen, verschijnt
in de urine een chromogeen, dat met HCl en chloor-
kalk eene roode of violette kleur geeft.

Door analyse en bepaling der dampdichtheid vindt
Brieger *) als moleculairformule: C, 1, N, overeenstem-
mende met de door Nencki ®) bepaalde samenstelling.
Na subcutane injectic van skatol hij konijuen en kik-
kers vindt hij in de urine eene vermeerdering van het
cgepaarde zwavelzuur.

Het gelukte hem skatol te verkrijeen door rotfine

=

") Ber. d.d. chem, Ges, X pag. 1027 : Ueher die fliichligen Bestandtheile
der menschl. Exeremente,

*) Ber. dud. eh. Ges, XI1 pag, 1985 : Ueher Skatol.

Y) Journ. f. prakt. Ch. 18789, N. F. XX pag. 466: Die empirische

Formel des Skalols,
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van bloedeiwit. Ook Nencki 1) bad hef reeds verkregen
door rotting van vleesch en panereas. Lanczamerhand
bleek het een constant rottingsprodukt van eiwit te
zijn: B. en H. Salkowski ) verkregen het in wisselende
hoeveelheden bij rotting van vleesch; Nencki ®) hij
rotting van runderhersenen; Brieger *) bij rotting van
fibrine, kippeneiwit, lever, caseine.

Het kon nu ook gemalkkelijker worden aangetoond,
omdat Brieger %) in het pikraat een middel vond om
het van indol te scheiden.

Gebruik makende van de gelegenheid om skatol in
orootere  hoeveelheid te bereiden, gaf Brieger ') aan
een hond in 2 dagen ¢ 7 gr. skatol. De hoeveelheid
aepaard zwavelzuur der urine was daarna ¢ 4 maal
700 croot als voor de proefneming [ij beproefide toen,
op analoge wijze als Baumann en Brieger®) het indoxyl-
gwavelzunr uit urine hadden bereid, de verbinding af
te scheiden, waarin het skatol in de urine was over-
ocgaan. Hij verkreeg slechts enkele kristallen, die in
een droog reageerbuisje verhit, roode dampen leverden,
terwijl het rvesidu met BaCl, een praecipitaat van
BaSO, gaf.

Ook de waterige oplossing der kristallen gaf na
koken met HCIL waardoor eene roode kleur ontstond,
met BaCl, een praecipitaat van BaSO,. i vond
hierin reden genoeg om aan te nemen, dat het skatol

1y Journ. f. prakt. Ch. 1879, N. F. XX pag. 466 : Die empirische Formel
des Skatols,

) Ber. d.d. Ch. Ges. XII pag, 648: Weilere Beilriige z. Kenntniss der
Fiinlnissprodukte des Eiweisses.

0 7 f. Physiol, Ch. IV pag. 371 : Z. Kenntniss der Skatolbildung,

2y 7. f. Physiol. Ch. 1V pag. 414 : Weitere Beitriige 2. Kenntniss des Skatols,

3 #. 1. Physiol. Ch. 11T pag. 254 : Ucher Indoxylschwelelsiiure, das Indikan

des Harns.
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als  skatoxylzwavelzuur met de urine werd uitge-
scheiden.

De. door koken met HCI uit de onzuivere produkten
dezer bereiding verkregen, roode kleurstof scheidde
zich bij afkoeling af. Zij is onoplosbaar in aether
en water, oplosbaar in alkohol. Bij verdamping van
den alkohol verandert zij in eenc bruine amorphe
kleurstof, die onoplosbaar is in alkohol, aether en
water. Met zinkstof verhit geelt de kleurstof den reuk
van skatol. Analyses van de kleurstof leverden geene
overeenstemmende resultaten.

Ken paar javen later (1884) deed Otto ') eene inte-
ressante mededeeling: Het was hem gelukt uit de urine
van eenen  diabeteslijder skatoxylzwavelzuur al e
scheiden. Dit is de eenige maal, dat uit urine skatoxyl-
swavelzuar kon worden bereid. Bemerkende, dat de
urine van den diabeteslijder rijk was aan skatolrood-
chromogeen en aan gepaard zwavelzuur, deed hij eene
poging om volgens Brieger’s methode het skatoxyl-
swavelzuur te bereiden en wel met gunstig resultaat.

féne N-bepaling en twee HyS0,-bepalingen gaven
resultaten, die goed overeenstemden met de formule:
C, H, NO SO, K. Op deze bepalingen steunt hij zijne
conclusie, dat de gevonden stof werkelijk skatoxyl-
swavelzunr s, waartegen m. i nog wel iets zou zijn
in te brengen! De eigenschappen der gevonden stof
kwamen overeen met hetgeen Brieger had medege-
decld.  Skatolearbonzuur kon hij niet uit deze urine
verkrijeen: wel een hruine olie, die na 14 dagen rotting
naar skatol rook, maar wier hoeveelheid te gering was
om analyse toe te laten. Deze olie gaf met rookend

1y Pliiger's Areh. XXXIT pag. 607: Das Vorkommen grosser Mengen

von Indoxvl- u, Skatoxylschwelelsiiure im Harne hei Diabetes mellitus.
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HNO, eene roode kleurstof. Reeds Brieger ') en Sal-
kowski ) hadden hij eiwitrotting eene dergelijke bruine
olie aangetroffen.

Eene belangrijke bijdrage tot de kennis der skatol-
verbindingen brachten de onderzoekingen van E. en H.
Salkowski *). Verschillende eiwitsoorten werden bij
alkalische reactie en zoo noodig na toevoeging van
voedingszouten in gesloten kolven door ricolmodder
tot rotting gebracht. Na afloop der rotting werd het daar-
door verkregen produkt aan distillatie onderworpen.
Onder de talrijke vluchtige ontledingsproducten vinden
zij: indol, skatol, en eene bruine stinkende olie, die
met HNO,-vrij HNO, eene roode kleur gaf. In dit
opzicht wijkt dus deze olie af van de reeds boven be-
schreven olie.

Ook in het, na distillatie overgebleven, residu bleek
nog een skatolderivaat aanwezig te zijn. (z. pag. 7.)

Niet alle eiwitsoorten geven dezelfde hoeveelheden
indol en skatol. Zoo ontstaat o.a. door rotting uit fibrine

72 — 11,5 %, skatolhoudend indol, uit vleesch 1,7 —
5,8 9eo. uit z.g. «vleeschfibrine» 2,8 — 35,4 /oo, et

skatolgehalte van het bij rotting ontstane skatolhoudend
indol is zeer wisselend. Dit varieert van 0%, — bijna
100 %, van het mengsel, zonder dat de oorzaken van
deze schommelingen konden worden opgespoord, (bac-
terién ?). Indol en skatol komen derhalve constant voor
onder de ontledingsprodukten, en wel in dier voege,

1y Z f. Physiol. Ch, 11 pag. 134: Ueberdie aromalischen Produkte der
Fitulniss ans Eiweiss.

%) 7. f. Physiol. Ch. II pag. 420: Z. Kenntniss der Pankreasverdaunng,

9 7. L Physiol, Ch. VIII pag. 417: Z. Kenntniss der Eiweissfitulniss 1.

Z. f. Physiol. Ch. IX pag. 8: Z. Kennlniss der Eiweisslialniss 11,

Ber. d. d. Ch. Ges. XIII pag. 189: Weitere Beitriige z. Kenntniss der

IFiiulnissprodukte aus Eiweiss,
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dat het indol geheel of gedeeltelijk voor het skatol in de
plaats kan treden. Beide onderzoekers meenen dan ook
in het eiwitmolecuul een atoomeomplex te moeten aan-
nemen, waarait beide stoffen ontstaan. Indol entbreekt
nooit geheel, skatol eene enkele maal. In de verschil-
lende eiwitsoorten schijnt de indolgroep van ongelijke
crootlte te zijn.

In enkele punten wijken hunne resultaten van die
van andere onderzoekers af’:

Zij vinden meer indol dan andere onderzockers
(Brieger, Odermatt.), hetgeen zij daaraan toeschrijven,
dat deze het eiwit in open schalen lieten rotten,
waardoor het indol kon verdampen, en dat zij geene
rekening hielden met het niet in oplossing gegane eiwit.

Met den duur der rotting neemt de hoeveelheid indol
toe. Andere onderzoekers hadden dit niet gevonden, wat
eveneens op rekening der verdamping kan worden
cesteld.

et indol schijnt niet onmiddellijk uit het eiwit te
worden gevormd, maar eerst schijnt eene tusschenstof
te ontstaan, want de hoeveelheid indol neemt bij de
rotting in sterkere progressie toe dan de hoeveelheid
eiwit, die in oplossing is gegaan.

Met indol wordt hierbij natuurlijk bedoeld: skatol-
Loudend indol.

[let skatolderivaat, dat na distillatic in het residu
achterbleef, bleek te zijn: skatolearbonzuur G, H; NO,.

Dit is een ¢énbasisch zuuor, dat in kleine plaatjes
kristalliseert, die gemakkelijk in alkohol en aether en
moeilijk in water oplossen. Smeltpunt: 164° C. Boven
het smeltpunt  verhit, ontleedt het zich in skatol en
(0,. Het kan gemakkelijk worden aangetoond door de

voleende gevoelige reacties: De waterige oplossing geelt
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met een paar droppels HNO, en een paar droppels
29/, KNO,-opl. eene roode kleurstof, die uifgeschud
kan worden door azijnacther en amylalkohol, doch niet
door aether en chloroform. Bij spektroskopisch onder-
zoek geeft de kleurstof eene streep in het groen; door
alkalién wordt de roode kleur eene bruine. Dezelfde
kleurstof met dezelfde eigenschappen, behalve dat zij
zich niet door azijnaether laat uitschudden, ontstaat,
wanneer men aan de waterige oplossing van skatol-
carbonzuur toevoegt: HCl en chloorkalk of 2 a 3 dr.
HCI en 2 a 3 dr. Fe,Cl;-opl. (0,2:100).

De hoeveelheid skatolearbonzuur neemt met den duur
der rotting toe. In alkalische oplossing wordt het
moeilijk ontleed. Hoewel beide onderzoekers geneigd
blijven, om, gelijk zij reeds vroeger hadden gemeend, 1),
het skatolearbonzuur te beschouwen als het tusschen-
produkt tusschen eiwit en skatol, resp. indol, geven
zij toe, dat deze beide bijzonderheden daartegen pleiten.

cen enkele maal vonden zij na rotting geen skatol-
carbonzuur, maar een ander zuour met smeltpunt:
15342 C., dat zij evenwel niet analyseerden,

Later heeft E. Salkowski ?)., naar aanleiding van
Nencki's urf(l{'.rzucking_fm. dit zuur nog onderzocht en
gevonden, dat het skatolazijnzuur was.

Na subcutane injectie van skatolcarbonzuur bij konij-
nen vond E. Salkowski ) een gedeelte onveranderd
in de urine terng, terwijl hij omtrent het lot van de
rest niets kon gewaar worden. Hij meent, dat skatol-
carbonzuur ook in menschelijke urine voorkomt.

1y Ber.d.d. ehiem, Ges, X111 pag. 2217 : Uecher die skatolbildende Substanz.

%) Z. f. Physiol. Ch, XXVII pag. 802 : Ueber das Vorkommen der Skalol-
essigsiiure bei der EiweisslHulniss.,

B Z. 1. Physiol. Ch. IX pag. 23: Ueber dag Verhalten der Skatolearbon-

siture i Organismus.,



Aan de skatolgroep van het eiwit schrijft E. Sal-
kowski ') de reactie van Adamkiewicz toe en eveneens
de xanthoproteine-reactie.

Daar intusschen Fischer *) synthetisch skatol uit
phenylhydrazinpropylaldehyde  had  bereid, heeft
Mester ®) nog eens nagegaan, welke resultaten hij kon
verkrijgen door aan honden groote hoeveelheden skatol
toe te dienen. Ken flinke hond kreeg in 3 weken
30 gr. skatol. De urine gaf door toevoeging van sterk
HCI, vooral bij verwarming, eene sterke skatolrood-
reactie.  Zij reduceerde alkalische koperoplossing en in
den polarimeter gaf zij eene linksdraaiing van 1.5° bij
eene buislengte van 20 c¢.M. De hoeveelheid gepaard
zwavelzuur was sterk vermeerderd. Toch kon hij geen
skatoxylzwavelzuur uit deze urine verkrijeen. Bij eene
tweede proef was de hoeveelheid gepaard zwavelzour
niet  vermeerderd, hoewel de urine veel skatolrood
leverde. Met nog andere proefhonden vielen de resul-
taten geheel verschillend uit. In het gunstigste geval
beantwoordde de vermeerdering van gepaard zwavel-
zuur hoogstens aan ', gedeelte van het opgenomen
skatol. Analyses van de kleurstof gaven geene overeen-
stemmende resultaten. Hij coneludeert dan ook. dat de
analogie met indol niet zoover gaat als alcemeen wordt
aangenomen en vermoedt, dat het skatol misschien als
cgepaard glycuronzuur wordt afgescheiden, zonder even-
wel aan te toonen, dat de reduceerende en linksdraaiende
eigenschappen der urine van het chromogeen afhan-
kelijk zijn.

1 Z. [ Physiol. Ch. XII pag. 215: Ueher die Farbenreactionen des

Eiweisses.,
) Lichig's Ann. CCXXXVI pag. 137 Synthese von Indolderivaten,
§) Z. [ Physiol. Ch. XII pag. 1301 Ueber Skatoxylschwelelsiiure u.

Skatolfarbstoll,
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Onlangs gepubliceerde onderzoekingen van Grosser ')
bevestizen in hoofdzaak Mester’s mededeelingen. Na
toediening van skatol aan konijnen (subcutaan of per o0s)
vindt hij slechts in het begin eene toeneming van gepaard
zwavelzaur. Zoodra het organisme aan het skatol was
cewend, werd de hoeveelheid gepaard zwavelzuur nor-
maal en scheen het skatol zich in verbinding met
andere stoffen af te scheiden (glycuronzuur 7).

De kleurstof, uit urine van op dergelijke wijze be-
handelle dieren verkregen, gaf bij distillatie met
zinkstol” skatol.

Een nieuw skatolderivaat werd door de onderzoe-
kingen van Nencki?) bekend. Bij rotting van eiwit
door bepaalde anaérobe bactericén (n.l. Bac. liquefaciens
magnus, Bac. spinosus en den «Rauschibrandy hacillus)
in eene CO,-atmospheer, verkreeg hij geene vluchtige
produkten uit de indolgroep, maar bleken onder de
niet vluehtice rottingsprodukten steeds aanwezig te
zijn : phenylpropionzaur, paraoxyphenylpropionzuur en
skatolazijnzuur.

,CH,

P

R (S
Het skatolazijnzuur Cgll, 'f‘N[.l;‘;(,?.('I]._..U(_)()ll kristalli-

seert in prisma’s of onregelmatig getande zeszijdige
plaatjes. Het lost moeilijk in koud en makkelijk in
warm water op, Het smelt bij 1340 €., kan tot 2000 C.
worden verhit zonder ontleding; bij koken wordt het
bruin en geeft skatollucht. In waterige oplossing geeft

1) Z. {. Physiol. Ch. XLIIT pag, 821 Ueher das Verhalten von zugefithrlem
Indol u, Skatol 1m Organismus.

Y Ber. d. k. Akad. d. Wiss,, Math.-Nat, Wiss. Cl. XGVIII Abth. IIb
pag. 347 + Untersuchungen iiber die Zerselzung des Eiweisses dureh anaérobe

Spaltpilze,
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het met Fe,Cl; een witte troebelheid, die bij verwarming
rood wordt. Voegt men bij eene oplossing van skatol-
azijnzuur eene geconcentreerde oplossing van KNO,
en een weinig azijnzuur, dan praecipiteert zeer spocdig
(quantitatief) nitrososkatolazijnzuur in gele naaldjes.
Het constant voorkomen van de drie bovengenoemde
zuren doet hem aannemen, dat in het eiwit-molecuul
de drie volgende aromatische groepen voorkomen:
paraoxyphenylamidopropionzuur (tyrosine), phenylami-
dopropionzuur en skatolamidoazijnzuur. En dat, gelijk
bij rotting uit tyrosine door reductie het paroxy-
phenylpropionzuur wordt gevormd, uit de beide andere
amidozuren het phenylpropionzuur en het skatolazijn-
zuur ontstaan. Het skatolazijnzuur is dan weer de bron
van het skatolcarbonzuur, het skatol en het indol:

YCH; CH,
P el
C.H,< _ C.CH(NH,).COOH + H, = NI, - C,H,<{ . >C.CH,.CO0H
Hie v (NH,) - H, s - CyH, \NE C.Cl,.CC
i CH, . _CH,
C.H,< . SC.CH,.CO0H + 0, — 1,0 +CO, + C,H,< _ SC.cooH
ANH . ; : 27l TEINH ¢
_CH, O,
0 ¢l
C.H,{. ... >C.CO0H = CO, + C.,H.{.... >0
6 ANNH U SN Ci:!
CH.
R0 i 5 CH_
VH,{ ... JCH+ 0, =H,0 +CO, + C,H,{ ...7CH
(-'i-]‘]L Nll/ i 3 2 2 ot | Nll

Het hangt van de omstandigheden af, welk eind-
produkt wordt gevormd. Tot die omstandigheden
behooren temperatuur, toetreding of afsluiting  van
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zuurstof, soort der bacterién. Laat men n.l eiwit
rotten door het sereuse vocht uit de gezwellen van
dieren, die aan «Rauschbrand» lijden, waarin ook de
Micrococeus acidi  paralactici voorkomt, dan vindt
men onder de ontledingsproducten groote hoeveelheden
skatol, wat, bij rotting door den «Rauschbrand» bacil
alleen, nooit voorkomt.

Bij eene dergelijke rotting van lijm ontstaat nooit
tyrosine, indol of skatol (Selitrenny)*).

Zeer interessant zijn ook de onderzockingen van
Cole en Hopkins *), die eene schoone bevestiging leveren
van Nencki’s hypothese omtrent de moederstof van
het skatol ete. in het eiwitmolecuul. Uit de produkten,
verkregen bij pancreasdigestie van eiwit (speciaal
caseine), konden zij eene stofafzenderen, die de reactic
van Adamkiewicz (glyoxylzuur) gaf. Deze stof lost
moeilijk in koud, makkelijk in warm water op tot
eenc zuur reageerende vloeistof. Zij kristalliseert in
fijne witte elinsterende plaatjes, die geen scherp smelt-
punt hebben. Het smelten hegint bij 2200 C. en eindigt
bij 2520 C. Bij verdere verhitting wordt zij ontleed
onder C O,-ontwikkeling en ontstaat de reuk van indol
en skatol. Deze is het totnogtoe niet afgescheiden
tryptophaan van Neumeister #). De analyse leidde tot
de formule €y, Hy, N, O,, overeenstemmende met de
empirische formule van Nencki’s skatolamidoazijnzuur.
Fen tryptophaanoplossing met gelatine en voedings-

" Ber. d. k. Akad. d. Wiss., Math.-Nat. Wiss. Cl. XCVIII Abth, 1Ib

pag. 870: Ueber die Zersetzung des Leimes durch anaérobe Spaltpilze.
%) Journ. of Physiol. XXVII pag, 418: Chemistry of proteids I,
Journ. of Physiol. XXIX pag. 451 : Chemistry of proteids 11.
Z. f. Biologie N. F. VIIT pag. 329, Noot: Ueber die Reactionen der
Albumosen u. Peptonen.
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zouten, geént met aérobe bacterién, leverde skatol.
indol en skatolcarbonzuur:; eene dergelijke oplossing,
cecént met anaérobe bacterién, daarentegen skatolazijn-
zuur. Door smelten van tryptophaan met KOH ont-
staat skatol, NI, en oxaalzuur. Zij concludeeren
derhalve dat tryptophaan skatolamidoazijnzuur is en
cgeven daaraan, overeenkomstig Nencki’s formule van
skatolazijnzuur, de volgende structuurformule:

_CH,
MU

CeH,< ... >C.CH(NH,)COOH.

L Fe H(NH,)COOH

Deze  structunrformule schijnt evenwel niet juist te
zijn. Wislicenns en Arnold ) hadden reeds aangetoond,
dat aan het door rotting uit eiwit verkregen skatol-
carbonzuur cene met bovenstaande formule homologe
formule niet tockomt. Door hen was uit phenylhy-
drazinpropionyhmierenzour skatolearbonzour met deze

structuur bereid:

CH,.CH, (!
i;G — COOH=0C,B,<...>

o,

~C.COOH +4 NH,

O 1L :
0N NI

N, I
dat niet identisch was met «rottings»skatolearbon-
zuur. lenigen tijd daarna kon Ellinger ) uit phenyl-
hydrazin-g-aldehydopropionzuur eene stol bereiden, die
daarmede wel identisch was:

Cl1,.CO0
CH,.CI1L,.CO0T S [

C.H.~. SCH —NH, + C.0,{ SCH
SN T AL N

1y Liehig's Ann. CCXLVI pag.. 334: Ueber die Synthese von Kelon

sibure-eslern.
2y Ber. d. d. eh. Ges. XXXVII pag. 1801 : Ucher die Constitution der

[ndolgruppe aus Eiweiss,
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Het z g. skatolearbonzuur uit eiwit blijkt dus te zijn
indolazijnznur.  Dienoverkomstic  moet dus ook de
structuurformule van skatolazijnzuur en skatolamido-
azijnzuur  veranderen. Voor deze laatste verbinding
hestaan derhalve, in verband met de plaats der N H,-
aroep, vier mogelijkheden. Nu wordt tryptophaan bij
honden als kynurenzuur uitgescheiden en dus kiest hij
als structuurformule van tryptophaan (resp. skatol-
amidoazijnzuur):

(NH,)CH,
SCH.COOH.
R
CeH ... 2CH
N

Natuurlijk brengt de betere kennis dezer structuur-
formules geene verandering in de conclusies van Sal-
kowski, Nencki, Cole en Hopkins omtrent de aromatische
oroepen van hef eiwitmolecaul.

Het is dus wel begrijpelijk, dat men:

10. wegens het voorkomen van een atoomeomplex
in het eiwitmolecuul, waarnit bij rotting indol en
skatol ontstaat (Cole en Hopkins, Salkowski, Nencki):

20. wegens den overgang van indol in indoxylzwavel-
zuur resp. glyveuronzonr;

30. wegens het voorkomen van eene kleurstof in
arine, die in eigenschappen en bereidingswijze over-
cenkomst vertoont met kleurstoffen, die uit skatol-
derivaten (skatolcarbonzuur) zijn te bereiden (Salkowski,
Nencki)

4o. wegens eene aangenomen (niet hewezen!) ver-
meerdering van die kleurstof in de urine van dieren,
welken men skatol bij hunne voeding had gegeven
(Brieger, Mester, Grosser);

Ho. wegens eene (wel is waar niet constante) toe-
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neming van de hoeveelheid gepaard zwavelzuur in de
urine van dergelijke dieren (Brieger, Mester, Grosser)
en het aantoonen van skatoxylzwavelzuur (2) in de
urine van een diabeteslijder (Otto);

aanneemt, dat skatoxylzwavelzuur de moederstof is
van het z g. skatolrocd. Eveneens is het begrijpelijk,
dat Mester bovendien nog skatoxylglycuronzuur als
de moederstof beschouwt, al steunt zijne conclusie op
zwakke gronden.

Stokvis 1), die eene methode aangal om de moeder-
stof van het z. g. skatotrood uit urine af te scheiden,
kon echter geen gepaard zwavelzuur of glycuronzaur
aantoonen en hield het chromogeen voor skatolazijn-
zuur of skatolearbonzuur. Dat het chiromogeen in staat
zou zijn methacmoglobine te leveren, wanneer het met
hacmoglobine in aanraking komt, gelijk Stokvis meende,
is door Steensma ?) bewezen onjuist te zijn.

Hoe aleemeen dan ook het skatoxylzwavelzour als
het chromogeen van hetz.g. skatolrood wordt heschouwd,
toch is deze hypothese niet zonder bestrijders gebleven.

Reeds in 1891 wees Rosin ) er op, dat al hetaeen
omirent het voorkomen van skatolrood in urine was
medegedeeld, onbewezen  hypothese  was.  Bij  zijn
onderzock had hij nooit eene dergelijke kleurstof aan-
vetrollen en alle roode klenrstoflen, die hij had gevonden,

N Tijdsehr. vo Gen. 1900 1 pag. 961 en Hand, Ned. Nal-en Geneesk,
Congr, 1901, pag. 249 Over de scheiding der moederstof van hel indigo
hlanw van die van hel skatolrood in de urine van den mensch.

Tijdsehr. v, Geneesk, 1902, 11 pag. 675 Dijdrage tol de casuistiek der
antotoxische enlerogene eyvanosen.

5 Tijdsehr. v, Geneesk. 1904, 11 pag. 425 : Over het voorkomen van
nitricten in nrine en hunne beteekenis voor het qual. en gquant. urine

onderzoek.
Y Virchow's Arch. CXXII pag. 519 Ueher das Indigoroth.
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waren of indigorood Of eene der andere «bekendey
roode urinekleurstoffen. (vooral uroroseine). IIij vindi
het dan ook overbodig om als de oorzaak der rood-
kleuring in urine skatolderivaten te beschouwen. Het
moet echter een raadsel blijven, hoe hij eene in chloro-
form onoplosbare kleurstof (zooals het z.g. skatolrood
is) indigorood kan noemen !

Fveneens een heftig bestrijder vinden wijin Maillard ').
Hij begint met alle als zoodanig beschreven kleurstolien
als indicorood te heschouwen, derhalve eveneens voor-
bijziende, dat de zg. skatolkleurstof nief in chloroform
oplosbaar is. Zijn andere argumenten hebben meer
waarde: Aan het skatoxylzwavelzuur ontzegt hij alle
recht van bestaan, omdat niemand het ooit heeft gezien
en omdat het begrip skatoxyl onvereenighaar is met
de chemie van de indolgroep. Immers is in het skatol
reeds de methylgroep getreden op de plaats, waarop
cen hydroxyl zou moeten worden gevonden om skatoxyl
te verkrijeen, dat aan indoxyl analoog was:

_Cl,
C(OH).. S0
C.H,< e C.H,<....>CH
AN NH 7 A ANH
(Indoxyl). (Skatol).

Het invoeren van O op de verlangde plaats zou dus
geven of:

~OCH,

(B .
C .2 SOH d. i indoxylmethylacther,
NIT . _
of
o).
C.H L b SCH d.i. indoxyl:

1) 1indoxyle urinaire. Paris. Schleicher Fréves & Cie. 1HOD,
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Hij heeft dan ook de vaste overtuiging, dat het
skatol in het organisme zijn methylgroep verliest en
als moederstof van het indigorood in de urine verschijnt.
Zijne :1.|'g111ncnte'n zouden echter een ander skatolderi-
vaat als ehromogeen niet uitsluiten !

Porcher en Hervieux ') hebben zich eerst bij deze
meening aangesloten. In eene latere publicatie *) even-
wel komen zij daarop terug. Zij experimenteerden met
dieren, wier urine door melkdiéet indicanvrij was
geworden. Na subcutane injectie van skatol kon uit
de urine door HCI eene roode kleurstof worden hereid.
die ndet door chloroform kon worden uitgeschud,
Terecht wijzen zij hier nadrukkelijk op dit verschil
met indigorood. Zij achten niel onmogelijk, dat het
chromogeen een zout is, waaruit door HCl een rood-
gekleurd  zuar wordt vrijgemaakt. Het chromogeen
wordt niet gepraecipiteerd door loodacetaat, onvolkomen
door basisch loodacetaat, volkomen door kwiknitraat.
Omtrent den aard van het chromogeen laten zij zich
niet uit. Zij achten de identiteit met uroroseine van
Nencki en Sieber, met parpurine van Golding Bird,
met  urohaematine van Harley, met de kleurstof van
(iincosa en met de skatolkleurstof van Brieger, Mester
en Otto zeer waarschijnlijk,

N 7. I Physiol. Ch., XXXIX pag. 154 Ueher Harnindican.,
) Compt. rend. de 1'acad. des seienees de Paris, CNXNXVIHT pag. 1725

Couleurs urinairves apres Uinjection do scatol.
“)
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Zekerheid omtrent den aard van het skatolrood-
chromogeen is dug nog niet verkregen. Slechts één-
maal is uit urine van een diabeteslijder eene ver-
binding verkregen. waarvan het stikstof- en zwavel-
zuurgehalte met dat van skatoxylzwavelzuur overeen-
stemde. (Otto). De meening van Maillard en Rosin,
dat de z g. skatolkleurstof wel indigorood zal zijn,
wordt niet door bewijzen gesteund. Ook spreekt een
belangrijk feit tegen deze meening:

Wanneer men urine met HCl en een oxydeerend
middel (b. v. een paar droppels zeer verdunde KNO,-
oplossing) kookt, kleurt zich de urine rood. Door uit
te schudden met choroform kan men een gedeelte der
roode kleurstof in de ehloroform doen overgaan. Daarna
is met amylalkohol steeds nog eene tweede roode kleur-
stof uit te schudden, die zich ¢én spektroskopisch ¢n
door zijn onoplogbaarheid in chloroform van het indigo-
rood onderscheidt. Men kan zich bij iedere urine hier-
van overtuigen, vooral wanneer men deze eerst
behandelt met (NH,),S0,. (Zie pag. 19).

Evenmin is echter de meening der andere onder-
zoekers bewezen, dat de kleurstol een skatolderivaat
is, De resultaten van Brieger en Mester missen alle
bewijskracht, aangezien geen van beiden skatoxyl-
zwavelzuur hebben  kunnen  verkrijgen. En ook zou
hunne conclusie, dat het chromogeen een gepaard
zwavelzuur is, zelfs wanneer zij bewezen ware, niet

zonder nader bewijs op normale urine mogen worden
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toepasselijk verklaard. Bij de toediening van dergelijke
betrekkelijk  groote hoeveelheden skatol zou het nict
te verwonderen zijn, wanneer het organisme op huiten-
gewone wijze deze stol” trachtte uit te scheiden.

Feitelijk is dus thans de stand van zaken aldus: In
normale urine is aanwezig een chromogeen, waaruit
eene goed gedefiniéerde roode kleurstof is te bereiden,
zonder dat omtrent den aard van dit chromogeen met
zekerheid iets bekend is.

Hieromtrent iets mnaders te weten te komen, was
mijn doel en daartoe was dus noodzakelijk dit chro-
mogeen uit de urine af te scheiden. Daartoe heb ik
gebruik gemaakt van de reeds genoemde, door Stokvis
aangegeven, methode tot scheiding van de moederstof
van het indigoblauw van die van het skatolrood in
de urine van den mensch.

Dienovereenkomstic wordt de (normale) urine ver-
zadigd met ammoniumsulfaat en laat men haar staan
tot alle praecipiteerbare stoffen (urobiline, uroérythrine,
c.(. galkleurstoffen en haematoporphyrine, welke heide
laatste  stollfen in de gebruikte urine natuurlijk niet
voorkwamen), zijn neergeslagen.

Na filtratie wordt het filtraat op een waterbad inge-
dampt en na afkoeling afgeschonken van het uitge-
scheiden ammoniumsulfaat, daarna met enkele droppels
azijnzuur zuur gemaakt, met azijpaether (2 4 3 maal)
vitgeschud en in een scheidtrechter van den azijnaether
cescheiden. De  lichtgeelgekleurde azijnaether hevat
dan de moederstolfen van het indigoblauw en van het
skatolrood.

Door 2 & 3 maal met water uit te schudden, is de
azijnaether geheel te bevrijden van het indoxylzwavel-
zuar, De tweede moederstofl (n.0. die van het skatolrood)
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kan men aan den azijnaether onttrekken door uitschud-
den met kaliloog. Deze moet zoo sterk zijn, dat de
sure reactie van den azijnaether geheel verdwijnt. De
kaliloog neemt eene intensief gele kleur aan, terwijl
de azijnaether geheel ontkleurd wordt.

Alvorens den azijnacther met kaliloog nit te schudden,
heb ik mij door middel van Bouma's reagens ) (20
mgr. isatine op 1 L sterk HCL) steeds overtuigd, dat
in het laatste water, waarmee de azijnaether uitge-
wasschen was, geen indoxylzwavelzunr meer overge-
anan was en dus de azijnaether geheel daarvan be-
vriid was.

De alkalische vloeistol geelt met Bouma’s reagens
zoo goed als geene verkleuring. Met Obermayer’s
reagens (2 gram Fe,Clop 1 L. zoutzaur van S. G. 1.19)
ontstaat geene groene of blauwe kleur, zooals met
indican het eeval zou zijn, maar ecne schoone purper-
roode kleurstof. Ook door andere oxydeerende middelen
is deze kleurstof te bereiden: zoutzuur met choorkallk,
zwavelzunr met ammoniumpersulfaat. Ik gebruikte
steeds zoutzuur en eene zeer verdunde oplossing van ka-
liumnitriet (0,2 & 0,5 ©/), die mij in het gebruik veel
cemakkelijker te doseeren bleek.  Men moet n.l. zeer
oppassen, om niet te sterk te oxydeeren, aangezien
dan de roode kleur slechts voorbijgaande of in het
oeheel niet ontstaat, doch de oplossing lichtgeel wordt.
Bij behandeling van deze vloeistof alleen met  HCI
(dus zonder toevoeging van ecen oxydeerend middel)
ontstaat geen roode kleurstof. De roode kleurstof ver-
toont twee absorptiestrepen in het groen tusschen D
en E. Zij laat zich aan de waterige oplossing geheel

332

Y Onderzoekingen Physiol. Lab. te Utrecht, 1901, bHde recks 11 pag.
en 7. I Physiol. Ch. XXXII pag. 82.
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door amylalkohol en gedeeltelijk door azijnaether ont-
trekken. Aether en cloroform doen dit niet. Bij
neutralisatie der zure oplossing wordt de kleur geel-
bruin, terwijl toevoeging van zuur dan de roode kleur
weer doet verschijnen.

Steensma ') behandelt de urine met basisch loodace-
taat in plaats van (NIH,),50;. Na de publicatie van
zijn onderzoek heb ik van 1000 e.c. urine de eene
helft volgens Stokvis met (NH,),S0, de andere helft
volgens Steensma met basisch loodacetaat behandeld
en daarna beide porties verder bewerkt ter verkrijging
van de moederstof, daarbij zorg dragende, dat zij daarna
precies dezelfde bewerking ondergingen, wat hetreft
de hoeveelheid azijnaether, waarmee zij werden uit-
aeschud, ete.

Het bleek mij, dat bij de behandeling volgens Stokvis
meer chromogeen te verkrijgen was, terwijl bij de be-
handeling volgens Steensma de urine nooit geheel van
chromogeen was te bevrijden. De reden is mij eerst
later duidelijk geworden. (Zie hoofdst. VI).

De alkalische vloeistof, volgens de methode van
Stokvis verkregen, heb ik met azijnzuur genentrali-
seerd, voor ik ze aan verdere bewerking onderwierp.

Het chromogeen uit deze vloeistof af te scheiden is
mij niet gelukt. Op verschillende wijzen heb ik dit
cetracht te doen, en wel Of door indamping en uit-
kristallisatie, of door praecipitatie met metaalzouten.

Bij indamping, gedeeltelijk op het waterbad en verder
in een exsiceator boven IH,S0,, ontstaat cene bruine
stroperige massa, die bij mikroskopisch onderzoek

N Tijdsehr, v, Geneesk, 1904 A1 pag. 4256 : Over hel voorkomen van
nitricten in  urine en hunne beteekenis voor het quant. en qualit,

urine-onderzoek,
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talrijke kristallen van kalinmacetaat blijkt te bevatten.
Het bleek mij onmogelijk dit kaliumacetaat te ver-
wijderen wegens zijne groote oplosbaarheid en ook
omdat het chromogeen in dezelfde vloeistolfen oplos-
baar resp. onoploshaar als kaliumacetaat is.

Bij pogingen om door praecipitatie met metaalzouten
het chromogeen af te scheiden, bleek, dat een chromo-
ceenhoudend praecipitaat ontstond door Pb, Hgen Ag.

Loodacetaat (basisch en neutraal) praecipiteerde de
aezochte stof slechts onvolkomen; zoowel het praeci-
pitaat als het afgefiltreerde en nu veel minder sterk
cekleurde filtraat gaven met HCl en KNO, de karak-
tevistieke kleur.

Door AgNO, werd het chromogeen volkomen neer-
ceslagen.  Dit lichtgele praecipitaat werd in het licht
in een paar minuten zwart; in het donker bhewaard
ceschiedde hetzelfde in ¢* een hall uur.

tveneens ontstond een volkomen praecipitatie van
het chromogeen door mercuriacetaat (resp, nitraat).
Dit was eene geelbruine amorphe stof, die in de ge-
bruikelijke oplossingsmiddelen  niet oploste, wel in
sterke zuren (HCL) Bij ontleding van het in water
aesuspendeerde kwikpraecipitaat door H,S. ontstond
ecne zure vloeistof, die, bij gebruik van mercuriacetaat,
sterk naar azijnzumr rook. zoodat men bij slot van
rekening even ver was als met de oorspronkelijke
vioeistof. ‘

Bij gebruik van mercurinitraat zag men na ontleding
door H,S roodkleuring ontstaan; men mag dus wel
aannemen, dat in dit ceval de eveneens zure vloeistof,
behalve het vrijgemaakte HNO,, ook een spoor HNO,
bevatte, wat na het gebruoik van mercurinitraat niet
z00 erg behoeflt te verwonderen. Het door mercurini-



traat neergeslagen chromogeen leverde dan ook reeds
bij koken met HCI alleen de roode kleurstof. Door
deze eigenschappen was het kwikpraecipitaat niet te
aebruiken.

Vervolgens heb ik getracht het chromogeen direct
wit den van indican bevrijden azijnaether te verkrijgen
door middel van verschillende metaalverbindingen, n. 1. :
MgCO,, BaCO., SrCO;, CaCO,, ZnCO, en Cu(OH),.
De heste resultaten werden verkregen met MeCO, .
De andere metaalverbindingen leverden Of moeilijk-
heden bij de bereiding op, (zoo verkreeg men met
JaC0, en BaCO, steenharde praeparaten, die slechis
met de grootste moeite tot oplossing te hrengen waren),
Of zij gaven een pracparaat, dat voor het bloote oog
reeds telkens verschillen opleverde, zooals b.v. de
pracparaten, verkregen met Cu(OH),, die telkens cene
verschillende kleur vertoonden.

De bereiding van het magnesiumpraeparaat geschiedt
als volet:

De van indican bevrijde azijnaether wordt in eene
alazen kol gemengd met MgCO,, die men gedurende
24 unr laat staan, terwijl men het mengsel van tijd
tot tijd omschudt. Daarna wordt de inhond van de
kolf in cene nitdampschaal viteegoten en laat men den
azijnaether geheel aan de lucht verdampen. Men houdt
dan eene bruin gekleurde massa over, die gemakkelijk
tot poeder 1s te brengen. Dit poeder wordt met alkohol
van 98 9, uitgetrokken. en daarna het extract van de
rest afeefiltreerd. Zooals men zich gemakkelijk kan
overtuigen, is het chromogeen dan geheel in den alkohol
overgegaan. De braingekleurde, neutraal reageerende,
oplossing wordt tot droog ingedampt, het residu nog-
maals in alkohol van 98 %, opgelost, de oplossing ten
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overvloede nog eens gefiltreerd en daarna weer tot
droog ingedampt (in den exsiccator).

Dit Mg-praeparaat is een geelbruin amorph poeder,
dat oplosbaar is in water, alkohol, minerale zuren en
alkalién, onoplosbaar in aether, chloroform en aceton.
Bij verbranding laat het eene witte asch na. Bij subli-
meeren, dat evenals verbranden met een zeer onaan-
genamen reuk gepaard gaat, ontwikkelen zich witte
dampen en blijft koolstof achter. Het praeparaat heeft
een niet onaangenamen aromatischen geur.

Bij spektroskopisch onderzoek in neutrale, zure en
alkalische oplossing worden geen absorptiestrepen
waargenomen.

Toevoeging van HCL en een droppel 0,5 % KNO,-
oplossing aan eene oplossing van het pracparaat doet
eene roode kleur ontstaan, die vooral bij verwarming
ooed voor den dag komt. Door TICL alleen blijft de
oplossing van het praeparaat onveranderd. Hier is dus
zeker geen sprake van het vrij maken van een rood-
cekleurd zunur, maar is eene oxydatienoodig tot de
vorming van de kleurstof. Aun de waterige oplossing
laat de Kkleurstof zich gedeeltelijk door azijnaether,
aeheel door  amylalkohol onttrekken; evenwel in het
aeheel niel door aether of chloroform. Door neutrali-
catie verandert de roode kleur in eene geelbruine, die
door toevoeging van zuur weer rood wordt. Door Zn
wordt de zure oplossing van de kleurstof ontkleurd;
laten staan aan de lucht of oxydatie roept de roode
kleur weer te voorschijn. Bij verhitting van de kleurstof
met Zn heb ik nooit skatol- of indolreuk waargenomen.

Bij spektroskopisch onderzoek der roode kleurstol

in zure oplossing vindt men twee absorptiestrepen:
eene in het begin en eene zwakke aan het eind van
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het groen. Verder blijkt, dat het violette gedeelte van
het spektrum verduisterd is.

Bij bereiding van de kleurstof uit meer geconcen-
treerde oplossing van het magnesiumpraeparaat, waar-
toe natuurlijk meer KNO, wordt vereischt, scheidt
zich bij afkoeling een gedeelte der kleurstof uit. Dit
praecipitaat, afgefiltreerd en uitgewasschen, is in ver-
schen toestand oplosbaar in alkohol en aceton. Laat
men het staan, dan neemt het eene bruinzwarte kleur
aan en is niet meer door alkohol en aceton tot oplos-
sing te brengen. Alleen sterke minerale zuren lossen
het bij koken met een bruine kleur op. Deze oplos-
sing vertoont geen absorptivst1'('![)61'1, in tegenstelling
met de alkoholische oplossing van het versche prae-
cipitaat, die dezelfde spekiroskopische eigenschappen
heeft als de oorspronkelijke oplossing, waaruit de
kleurstof zich heeft afgescheiden.

Het chromogeen in dit magnesiumpraeparaat levert
dus eene kleurstol met dezelfde eigenschappen, als die
bereid uit de alkalische oplossing, verkregen door
uitschudden van den indicanvrijen azijnacther met
KOH, (d. i.: het zoogenaamde skatolrood).



[11.

Het eerst moest nu worden uitgemaakt, of dit Mg-
praeparaat eene constante samenstelling had of niet,
waartoe dus het gehalte aan Mg, C, H, en N moest
worden hepaald. Bovendien is door mij een quantitatief
onderzock op S verricht en een qualitatief op P
(negatief).

Tot dat doel heb ik vijf' verschillende praeparaten
van ¢* 1 gram bereid voor de bepaling van G, H, en
N. Voor 1 gram praeparaat is 30 4 35 L. urine noodig.
Deze praeparaten zal ik aanduiden met de letters A,
B, C. D en K. Bovendien heb ik nog een pracparaat
I bereid voor vergelifkende N-bepalingen volgens
Dumas en Kjeldahl. Voor de S-bepaling heb ik vier
verschillende praeparaten gebruikt en wel twee voor
het quantitatief  onderzoek op gepaard HH,50; en
twee voor het quantitatief onderzoek op het totale
S-gehalte.

Zoowel voor deze als volgende bepalingen is de aan-
vegeven  gewichtshoeveelheid steeds die van eene bij
105 4 110° C. tot constant gewicht gedroogde hoe-
heelheid.

1. Mg-bepaling.

De stof werd in een platinakroes verhrand, de asch
in HCl opgelost en overgebracht in een bekerglas,

waarbij ik zorgde, dat de platinakroes goed werd nage-
spoeld met water en dat dit spoelwater eveneens in het
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bekerglas werd overgebracht. Door NH,,(NH,)Cl en
Na, HPO, werd het magnesium als Mg(NH,)PO, neer-
geslagen. Dit praecipitaat werd na 24 uur afgefilireerd
op een aschvrij filter. daarna goed unitgewasschen met
verdunde NH;-oplossing (1 dl. 10 ¢/s NH, op 3 dIn. H,0)
en na droging met het filter in een gewogen platina-
kroes verbrand en gegloeid tot constant gewicht. Het
Magnesium werd dus op de gewone wijze als Mg, P,0;
bepaald.

Van praeparaat A. gaf:

02472 gr.: 0,219 gr. Mg,P,0; = 0,02636 gr. Mg =
10,66 /o3

van pracparaat B:

03286 or.: 01488 gr. Mg,P,0, = 0,032173 gr.
Mo = 9,79 ofs.

(Kvenwel mag deze bepaling niet in rekening wor-
den gebracht, aangezien tijdens de weging van het
cevormde Mg, P,0; iets uit de kroes is gespat);

van praeparaat C:

0,905 gr.: 0,0882 gr. Mg, P,0; = 0,01907 gr. Mg —
10,01 ¢/o;

van praeparaat D:

0,947 gr.: 0,0911 gr. Mg,P,0; = 0,0197
10,12 9% ;

van praeparaat I5:

0,2447 gr.: 0,160 gr. Mg,P.0, == 0,0251 gr. Mg =
10.25 9/o.

02
=
I

2. Bepaling van C en H.

De stof werd in eene gesloten verbrandingsbuis ver-
brand met loodehromaat en ten slotte in een zuurstof-
stroom. Het gevormde water werd opgevangen in een

cewogen buisje met CaCly, het gevormde koolzuur in
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twee gewogen buisjes, voor de eene helft gevuld met
natronkalk en voor de andere helft met CaCl,.

Van praeparaat A gaf:

0,3283 gr.: 05613 gr. CO, = 0,15308 gr. C =
46‘33 o,fo erl
01504 gr. H,0 = 0,01671 gr. H = 5,09 %/,

van praeparaat D:

0.2722 gr.: 0,4651 gr. CO, = 012685 gr. C = 406,60 */,
en 04233 gr. H,0 = 0,0137 gr. H = 5,03 /3

van praeparaat C:

02662 gr.: 04542 gr. CO, = 04238 gr. C =
46,53 %/, en
01154 gr. H,0 = 0,01282 gr. H = 4,82 %,;

van praeparaat D:

02148 or.: 03661 gr. CO, = 0,09985 gr. C =
46,48 °/, en
0,0951 ¢r. H,O = 0,01056 gr. H =

van praeparaat K:

0,2184 gr.: 03740 gr. CO, = 010205 apr. =
46,70 ¢/, en
0,0005 er. H,0 = 0,01105 gr. H = 5,06 "/;.

A () 0
'—{'s']-‘ 03

3. N-bepaling.

Van praeparaat A werd het N-gehalte volgens Kjeldahl
bepaald. Aangezien evenwel zells na 2'/, a 3 uur des-
trueeren geen kleurloos product werd verkregen, heb
ik, alvorens verder te gaan, van praeparaat I° een
paar vergelijkende bepalingen volgens Dumas en vol-
oens Kjeldahl verricht. Het resultaat was, zooals uit
onderstaande analyses blijkt, van dien aard, dat de
overige bepalingen uitsluitend volgens Dumas zijn ver-
richt en alleen de volgens deze methode verkregen
resultaten in rekening zijn gebracht.
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Ter bepaling volgens Kjeldahl werd de stof in een
Kjeldahl-kolfje gedestrueerd met P,0,-houdend 11,50,
(100 gr. P,O, op 1 L. sterk H,S0,) en een druppel
kwik. Het daarbij verkregen product werd opgelost in
water, overgebracht in een distilleerkolf en na toevoe-
ging van sterke KOH en van K,S tot op de helft afge-
distilleerd. De ontwijkende ammoniak werd uprm\-'ut':gnn
in eene afgemeten hoeveelheid !/, N-—i,S0, en het
niet geneutraliseerde H,50; door titreeren bepaald.
(Indicator : methyloranje.)

Ter bepaling volgens Dumas werd de stof in eene
(0,-atmospheer verbrand met CuO en de ontwikkelde
stikstofl opgevangen in eene eudiometerbunis boven kwik
en KOH. De eudiometerbuis werd overgebracht in ge-
distilleerd water en na afkoeling en gelijkstelling van
het niveau binnen en huiten de buis de hoeveelheid
N cemeten. Voor de berekening is het gewicht van 1 c.c.
vochtige stikstof ontleend aan de tabel, voorkomende
n: «Gattermann, die Praxis des organischen Chemikersy,

Van praeparaat I:

a) (volgens Dmm%) )

0,3060 gr.: 10 c.c.l (t = IS 3°C., I = 764 mM. Hg.) =
11,595 mgr. N of 3,79 %;

0,2071 gr. : 6 c.c.N (t = 23,3°C., h = 756 mM. Hg.) =
6,7152 mgr. N of 3,26 °%;

02233 gr.: 6,75 c.c.N (1 = 24,4°C., h = 759 mM.

Ho!) = (')T’r mgr. N of 3,44 % ;
03147 gr.: 95 c¢.c.N (t = 21,4°C., h = 765 mM.
Hg.) = 10,865 mgr. N of 3,45 %;

b) (volgens Kjeldahl) neutraliseerde de ontwikkelde

NH, van:
{}-';72’1 gr.. ﬂ\:{,’; c.c. 'y N—H,S0, = 32,725 mgr.
}P'
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02386 gr.: 415 c.c. 'y N—H,50, = 14,525 mgr.
N of 6,09 %, ;

01773 gr.: 1,65 c.e. '/, N—H,80, = 5,775 mgr. N
ot 3.'20 0/'9;

01884 gr.: 1,55 cc. !y N—H,80, = 5425 mgr.
N. of 2,88 %:;

De oorzaak, waardoor deze resultaten, zoowel onder-
ling als van die der Dumas-bepalingen van hetzelfde
praeparaat, afwijken, heb ik niet kunnen ontdekken.

Van praeparaat A (volgens Kjeldahl) neutraliseerde
de ontwikkelde NH, van 02799 gr: 2.25 c.c. !/, N—
1,80, = 7,875 mgr. N of 2,81 %,.

Volgens Dumas gaf van praeparaat B :

0,3647 gr.: 10Y; c.c.N (t = 18,8°C., h = 7658 mM.
Hg.) = 11,9225 mgr. N of 3,269 %o

van praeparaat G:

0,4287 gr.: 12,5 c.eN (t = 23,2°C, h = 766 mM.
Hg.) = 14487 mgr. N of 3,:31% ;

van praeparaat D:

0,3716 gr.: 10,5 c.e.N (t = 22,6°C., h = 769 mM.
Ho.) = 12,0069 mgr. N of 3,23 /o]

van praeparaat I:

0.3592 gr.: 9.5 c.e.N (t = 23° C., h = 769 mg. Hg.) =
10,8345 mgar. N of 3,016 9/,.

4. Bepaling van S.

a. Gepaard zwavelzuur. Overeenkomstig de voor-
schriften van Baumann ') en Salkowski *) werd de stol
sedurende 1 uur in HCl van 2 °/, op een goed kokend

1y Z. f. Physiol. Ch. I pag. 70: Ueber die Bestimmung der Schwefelsiinre
im Harn.

2 7. f. Physiol. Ch. X pag. 346: Ueher die gquantitative Beslimmung

der Schwefelsiure und Aectherschwelelsiinre im Harn.




waterbad verhit. Nog warm werd eene warme oplos-
sing van BaCl, in overmaat toegevoegd, waarna het
mengsel gedurende 24 uur rustig bleef staan. Na fil-
treeren op een aschvrij filter en goed uitwasschen
werd het filter met het praecipitaat in een gewogen
platinakroes verbrand en daarna de gewichisvermeer-
dering van den kroes bepaald.

¢

Zoo vond ik, uitgaande van 0,2336 gr. eene gewichts
vermeerdering van den kroes van 0,8 mgr.'(HaSO,)
of 0,15 mgr. S en

van 0,1731 gr. eene gewichtsvermeerdering van 0,6
mgr. (BaSO,) of 0,11 mgr. S.

b.  Totale hoeveelheid S. De ‘stof werd gesmolten
met een mengsel van KNO, en Na,CO,, het residu
met water uitgetrokken en deze waterige oplossing
tot droog verdampt. Het residu werd opgelost in HCI

4 a5 maal werd

en weer tot droog verdampt, hetgeen
herhaald. Ten slotte werd het residu in water opge-
lost en bij zwuakzure reactie onder verwarming BaCi,
toegevoegd. Na 24 uur werd dit verder behandeld
als sub. «a):
0,1435 ar. gaf: 1,1 mgr. BaSO, of 0,2 mgr. S.;
04917 gr. gaf: 45 mgr. BaSO, of 0.8 mgr. S.
Deze resultaten geven het recht de stof als zwavel-

vrij te beschouwen, temeer daar het gloeien op gas
is geschied en in dat geval steeds sporen van zwavel
worden cevonden.

Tot beter overzicht volgen hier de resualtaten, hij
de analyse verkregen, in eene tahel vercenigd :



| Mg. | C. H. N.

. Praeparaat.

| o o *ln o
A. 10,66 46,65 5,09 —
B. — 46,60 5,03 3,269
Q. 1001 | 4653 | 482 | 331
D. 1042 | 4648 | 492 | 3923 |
I, 1095 | 46,70 506 | 3016 !
F. — —— il e 3,79 1

» — e — 3,20 |

| » - - = 34

L = = — | 345

- Gemiddeld: | 10,26 46,588 4,98 3,340

De cijfers hebben voldoende overeenstemming om
het onderzochte praeparaat als constant van samen-
stelling te beschouwenr.
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Na deze, door de analyse, verkregen resultaten was
het noodig, de samenstelling van deze stof op te sporen
en vooral ma te gaan, of in dit praeparaat skatol
aanwezig was of op weinig ingrijpende manier daaruit
kon worden bereid.

Ik heb eerst de stof aan droge distillatie in vacuo
onderworpen. De stol’ werd met uitgegloeid zand ver-
mengd en voorzichtig verwarmd in een graphietbad.
Van 130°—210°C. gingen kleurlooze droppeltjes over.
Deze reageerden sterk zuur en hadden den scherp
prikkelenden geur van azijnzuur. Bij het hooger wor-
den der temperatuur begonnen witte dampen over te
gaan, die zich in den ontvanger condenseerden. Ten
clotte bleef in het distilleerkolfje wat kool over.

Het verkregen distillaat was oplosbaar in alkohol
en rook mnaar benzaldehyd. Voegde men bij de alko-
holische oplossing van het distillaat eene alkoholische
oplossing van symm. trinitrobenzol, dan gelukte het niet
hierdoor een rood Kristallijn praecipitaat te verkrijeen.
Zooals v. Bomburgh ') heett aangetoond, geeft ecne
alkoholische oplossing van skatol met eene alkoholische
(,Jplussing van symm. trinitrobenzol na eenige oogen-
hlikken een bijna quantitatief praecipitaat van symm.
trinitrobenzol-skatol in roode naalden met smeltpunt
183°C.

N Ree. d. trav. chim. d. Pays-Bas et de la Belgigne XIV pag. 65: Sur
quelques combinaisons do trinitrobenzéne symétrique.

3
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Bij toevoeging van phenylhydrazine en ijsazijn aan
de alkoholische oplossing van het distillaat ontstond
een praecipitaat, dat bij verdunning met water bleel
hestaan (aldehyd of ketongroep.)

Bij deze droge distillatie was dus een vluchtig zuur
overgegaan. Het was dus wenschelijk te onderzocken,
welk zuur dit was en, zoo mogelijk, dit tevens quan-
titatief te bepalen.

Daartoe wordt 2,1026 gr. van het Mg-praeparaat
opeelost in water en hieraan voldoende zwavelzuur
toegevoegd om het Magnesium uit zijne verbinding uiv
te drijven en bovendien nog eene kleine overmaat te
hebben (c* 20 c.c. norm. I1,S0,). OCnder herhaalde
toevoeging van water wordt deze oplossing zoolang
aan distillatie onderworpen, tot met het distillaat
geen zaur meer overgaat. Het Kkleurlooze distillaat
vereischt ter neutralisatie 1344 c.c. 0,0971 N-NaOII.
Hicrna wordt het geneutraliseerde distillaat tot een
klein volumen ingedampt en vermengd met eene ge-
concentreerde oplossing van ¢ 2,5 gr. AgNO,. He. waar-
door een volumineus wit praecipitaat ontstaat. Door
verwarming s geen volkomen oplossing e krijgen,
daar zich dan een zwart neerslag vormt. De oplossing
wordt hierna warm celiltreerd en het filtraat scheidt
dan na afkocling witte kristallen unit. Deze worden
van de moederloog afeefiltreerd, omgekristalliseerd,
wederom  van de moederloog afeelilirecrd en beide
moederloogen vereenigd en ingedampt tot een tweede
kristallisatie. Van dit zilverzout wordt het zilvergehalte
hepaald door glociing en weging van het zilver:

a) 30.8 mor. gal 25,6 mer. Ae = 064,52
0) 96,3 mgar. gaf 623 mar. Ag = 64,69 °f.

De overeenstemming met het zilvergehalte van zilver-
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acetaat (64.67 °4) is voldoende om de kristallen als
zilveracetaat te beschouwen.

Nadat de moederloog en het bovengenoemde zwarte
praecipitaat docr HCI van het zilver waren bevrijd,
werden beide hierdoor verkregen oplossingen ingedampt
en bleek, dat zij niets achterlieten. Men moet dus
aannemen, dat het geheele distillaat uit azijnzour be-
stond, waarvan dus de hoeveelheid 782,38 mgr. bedroeg,
heantwoordende aan de 134.4 c.c. 0.0971 N—NaOIL.
ter neutralisatie vereischt. Het gevonden azijnzunr is
derhalve 37.21 ¢, van de gebruikte hoeveelheid van het
Mg-praeparaat.

Toch was de opbrengst aan zilveracetaat. uit deze
hoeveelheid azijnzuur verkregen. gering, vergeleken bij
de hoeveelheid zilveracetaat, die ik, ter vergelijking,
pit 0,5 gr. zuiver azijnzuur kon bereiden.  Wanneer
men echter de hierbij verkregen kristalmassa weer
in hare moederloog door verwarming oploste onder
toevoeging van een paar druppels van het 10-maal
verdunde bruine residu, dat na de distillatie was over-
cgebleven, zag men deze oplossing  eveneens zwart
worden en  bleek de  hoeveelheid uitkristalliseerend
zilveracetaat belangrijk verminderd. Bij het distillecren
moeten dus  sporen van deze bruine stof met den
waterdamp zijn overgevoerd.

Dit, na de distillatie overgebleven, residu werd ge-
durende een paar dagen in een exsiceator wecoezet.
Er zetten zich dan broingeklenrde Kristallen af, die
door afwasschen met alkohol of aceton en omkristal-
lisceren uit water konden worden gezuiverd. De hier-
door verkregen naaldvormige kleurlooze kristallen
losten  moeilijk in koud water; gemakkelijk in warm
witer op. Ook waren zij goed oploghaar in warmen
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alkohol. De oplossing reageert sterk zuur. Zij smolten
bij 187° C. onder bruinkleuring.

Wanneer men de kristallen met Na smolt in een
olazen buisje, dit in water bracht, het water allil-
treerde van de glasscherven enz. en hieraan FeSO, en
101 toevoegde, ontstond een praecipitaat van Berlijnsch
blauw. Zij bevatten dus stikstof. Van de bekende stik-
stofhoudende zuren smelt
hippuurzaur bij 187°C.;
paramidobenzoézuur bij 186 C.

Bepaalde men het smeltpunt van een mengsel van
het gevonden zuur en hippuurzuur, dan bleef dit 187° C.
Een mengsel van het gevonden zuur en paramido-
henzoizuur smolt reeds bij 1500 C. onder gasoniwik-
keling. Het gevonden zuur was dus hippuurzuur.
Ter nadere bevestiging volge hier nog

a) eene stikstofbepaling:

0,1983 gr. gaf 13,6 c.c. N (t = 6°C, h = 748
mM. Hg.) = 15,947 mgr. N of 8,04 °/,. Hippunrzuur
bevat 7,82 °/, N.

b) eene bepaling der aciditeit :

4.9 mer. vereischte ter neutralisatie 24 c. c.
0,0971 N-NaOH. Teruggevonden werd dus 41,71 mgr.
hippuurzuur.

Het Mg-praeparaat bevatte dus, behalve het chro-
mogeen, nog hippuurzuur en azijnzuur. K moest der-
halve worden nagegaan, of dit chromogeen niet zonder
de bijmenging van deze zuren kon worden verkregen.
Daartoe werd de van indican bevrijde azijnacther,
waarnit ook het Mg-pracparaat werd bereid, grooten-
deels afgedistilleerd. Uit het bruine chromogeenhoudend
residu  zetten zich bij afkoeling hippuurzuurkristallen
af. Dit residu werd van de kristallen afgeschonken en
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bleef aan de lucht staan om den azijnaether verder
te laten verdampen. Hierbij zetten zich nog meer
hippuurznurkristallen af. Door afwasschen met kouden
azijnaether en weer verdampen gelukte het ten slotte
cene bruine stroop te verkrijgen, die zoogoed als geen
hippuurzuur meer bevatte. Het was niet mogelijk deze
stroperige massa in vasten vorm te verkrijgen. Zells na
wekenlang verblijf in een exsiceator bleef het eene min
of meer dikke stroop. Het leek mij niet van belang
ontbloot nog eens te onderzoeken, of nu soms zwavel-
zuur kon worden aangetoond. Daartoe werd de hoeveel-
heid bruine stof uit ¢* 30 L. urine in ongeveer 30 c.c.
kokend water opgelost. Deze oplossing was volkomen
helder. Bij afkoeling scheidde zich cen gedeelte der
hruine stroperige massa weer af. Toevoeging van warme
BaCl,-oplossing aan de warme oplossing gaf geene
troebelheid. Toch werd voor volkomen zekerheid dit
mengsel warm  gefiltreerd en daarna het filtraat, na
toevoeging van zooveel HCIL, dat het ;_;ull:ili:u I °/s be-
droeg, gedurende een uur verhit. Nog warm zijnde,
werd de oplossing gefiltreerd, het filter in een platina-
kroes verbrand en na gloeiing van den kroes de even-
tucele inhoud met (sultaatvrij) K,CO, cesmolten in de
blaasvlam. Na afkoeling werd de inhoud van den kroes
met water uitgetrokken, de oplossing van de rest
afgefiltreerd en aan het filtraat BaCl, en een weinig
HCl  toegevoegd.  Kr o ontstond eene geringe (echter
onweeghare) troebelheid. Ter controle werd een filter,
van dezelfide soort als boven, eveneens in cen platina-
kroes verbrand, de rest met K,C0O; gesmolten enz.
en nu bleek in dit-geval eveneens na de toevoeging
van het BaCl, eene lichte onweeghare troebelheid te

ontstaan.
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Uit dit onderzoek en het onderzoek op gepaard
zwavelzuur van het Mg-praeparaat blijkt dus, dat het
onderzochte chromogeen nicl als gepaard zwavelzuur
voorkomt.

Een onderzoek naar de mogelijkheid, dat het een
gepaard elyeuronzuur zou zijn, gaf eveneens een negi-
tief resultaat. Na 1 uur koken met 1 & 24 HCI bleek
eene oplossing van het chromogeen Fehling’s proef-
vocht niet te reduceeren.

Vervolgens heb ik een onderzoek ingesteld, of skatol
in de stol’ was aan te toonen.

Het bruingekleurde filtraat, dat bij de voorafgaande
bepaling op H,S0, na de toevoeging van het chloor-
baryum was verkregen, en dat met HCl en KNO, de
kleurreactie nog goed gaf en dus het chromogeen nog
bevatte, werd in twee helften verdeeld. Aan de eene
helft werd NaOH tot sterk alkalische reactie en zink-
stol” toegevoegd, aan de andere helft 1,50, en zinkstof.
Beide vloeistollen werden aan distillatie onderworpen.
Na afloop der distillatie gaven beide vloeistollen de
kleurreactie nog even schitterend. De kleurlooze distil-
laten werden met aether uitgeschud; de aether afge-
distilleerd, het residu (minimaal!) in alkohol opgelost
en met eene alkoholische oplossing van symm. ftrini-
trobenzol behandeld: geen skatol was aanwezig (noch
indol). De afgedistilleerde bruine vloeistollen werden
eveneens met aether uitgeschud; de aether afgedistil-
leerd; het residu (eveneens minimaal), na oplossing in
alkohol, ook met trinitrobenzol behandeld: geen skatol
of indol. Ook na het uitschudden met aether gaf de
bruine vloeistof nog de kleurreactie.

Distillatie van de bruine stroop in alkalische of zure



34

oplossing, zonder gelijktijdige reductie, gaf eveneens
negatiel’ resultaat.

[Tet was dus niet mogelijk langs dezen weg skatol
of indol uit het chromogeen te verkrijeen. Er bleel nog
over na te gaan, of de stol onder invloed van bacterién
skatol of indol kon leverer.

Om de vereischte bacterién te krijgen werd eene
celatinecultuur van tuinaarde gemaakt onder toevoe-
ging van % % K,HPO; aan het tot op 4% vol. in-
cedampte waterleidingwater, dat voor de cultuur werd
cebruikt '). Na een paar dagen verblijf in de broedstoof
hij 400 C. werden met de gekweekte bactericn drie
cultures aangelegd:

@) eenc nieawe gelatinecultuur ter controle.

by eene peptoncultuur, waarin dus de gelatine van
de cerste cultuur door pepton was vervangen. Na 2
a 3 dagen gal deze cultuur de nitrosoindolreactie,
hetgeen in de oelatinecultuur natuurlijk niet geschiedde.

¢) eene celatinecultunr als sub a, waaraan het chromo-
acen was toegevoegd. Reactieder eultures: zwak alkalisch.

Na 6 4 8 dagen geeft cultunr ¢ bij behandeling met
HCL en KNO, geene klenrreactie meer. Zij geelt even-
min de reactic met glyoxylzuur (reactie van Adam-
kiewicz). Bij distillatie der cultour bij alkalische reactie
(NaOH) kon in het distillaat op de reeds genoemde
wijze geen skatol of indol worden aangetoond. De
afvedigtilleerde  cultuur wordt met acther uitgeschud
(bij zure en bij alkalische reactie) en dit aetherisch
extract evencens op skatol onderzocht: negatiel. Ten
bewijze, dat onder invloed der hacterién de stol wel ver-
anderd was, zj hicr-vermeld, dat thans bij uitschudden

1y Deze voedingshodem werd aangeraden door Prol. Beyerinek te Delft,
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met aether, zoowel bij alkalische als bij zure reactie,
bruine stof in den aether overging, hetgeen voor de
werking der bacterién nooit geschiedde. Ook heb ik
nog eene cultuur gemaakt uit het chromogeen, waar-
aan alleen water en K,HPO, was toegevoegd. In dit
geval bleef de cultuur zelfs na 3 & 4 weken nog de
kleurreactic geven en scheen het wel, dat de bacte-
rién afstierven.

Wanneer men nu in aanmerking neemt, dat de
bekende skatolderivaten (waarvan alléén het skatol-
carbonznur eene bestendige roode kleurstof levert), zoo
cemakkelijk  skatol  afeceven (skatolecarbonzuur en
skatolazijnzuur doen dit reeds bij verhitting boven het
smeltpunt) en tevens, dat het mij niet mogelijk was
uit de onderzochte stof, hetzij door sublimatie, hetzij
door reductie en distillatie, hetzij door werking van
bacterién een spoor van skatol resp. indol te verkrij-
gen, dan is de conclusie zeker niet gewaagd, dat dit
chromogeen hoogstwaarschijnlijk geen skatolderivaat is.

Opmerkelijk is echter de overeenkomst tusschen de
uit deze stof te verkrijeen klenrstof en de uroroseine
van Nencki en Sieber '). Zooals bekend is, bereidden
Nencki en Sieber de uroroseéine door aan de urine
een mineraalzuur toe te voegen, waardoor binnen
1 & 3 minuten de kleurstof ontstaat. Hoewel zij ween
oxydeerend middel toevoegden, konden zij toch de
medewerking van de in de urine aanwezigze nitrieten
niet buitensluiten, zoodat deze bereiding geen verschil
oplevert met die van het z. g. skatolrood. Als eigen-
schappen geven zij op:

1. De kleurstof lost met roode kleur op in water,

1 Journ. f. pr. Chemie N. K. XXVI pag. 333: Ucber das Urorosein,



aethyl- en amylalkohol, moeilijk in azijnaether. Aether,
chloroform, benzol, zwavelkoolstof onttrekken de kleur-
stol’ niet aan de waterige oplossing.

2. De alkoholische oplossing ceelt eene absorptie-
streep in het begin van het groen tusschen D en K,
verder eene verduistering van het violette gedeelte
van het spektrum. Zij constateeren ook wel cene zwakke
tweede streep aan het eind van het groen, doch
schrijven die toe aan een spoor van urobiline.

3. Alkalién  veranderen de roode kleur in bruin;
door zuren verschijnt de roode kleur terug. Zink-
stof in zure oplossing ontkleurt de roode vloeistof;
bij staan aan de lucht keert de roode kleur terug.

b De oplossing kleurt wol, waarop zij door natrium-
acetaat in overmaat zoodanig gehecht wordt, dat zij
slechts door koken met H,S0,-houdenden alkohol weer
in oplossing komt,

[len dergelijk onderzoek, door mij ingesteld met de
z. o. skatolkleurstof, gaf” dezelfde resultaten.

Het eenige punt van verschil is de bestendigheid
van de kleurstof. Nencki en Sieber geven aan, dat de
roode kleur van urines, welke door toevoeging van
HCI prachtig rose zijn, na eenige uren reeds verdwijnt
en dat bij het verdampen der waterige en alkoholische
oplossingen de kleurstof” als bruine harsdruppels over-

blijit. Het z g. skatolrood (in niet verontreinigde op-
lossing) daarentegen is zeer bestendig. Ik heb eene zure
oplossing van de klenrstof meer dan 1/, jaar bewaard.,
zonder dat iets van de roode kleur verdween.
Vermengt men echter eene donkerrood gekleurde
oplossing van de kleurstof met urine, dan blijkt ¢
t yol. noodig te zijn, voordat de urine eene roode tint
krijet. De gele kleurstol” der urine bedekt dus blijkbaar
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de roode kleur. Na eenige uren wordt de kleur weer
minder duidelijk. Het is dus niet onwaarschijnlijk, dat
de onbestendigheid van de uroroseine op eigenschappen
der urine berust. En door deze eigenschappen komt
het misschien ook, dat Nencki en Sieber hunne kleurstol
alleen uit pathologische urine hebben verkregen. Een
mogelijk grooter gehalte van de pathologische urine
aan nitrieten, gal misschien dan gelegenheid zooveel
kleurstof te vormen, dat zij, niettegenstaande de gele
urineklenr, zichtbaar werd. Overigens stemt de bereiding
ceheel overeen met de bereiding van het z g. skatol-
rood, zooals zij steeds werd opgegeven. Brieger, Mester,
Otto geven eveneens aan, dat zij hunne kleurstof uit
urine bereiden door koken met HCl; Briecer bereidt
zells de kleurstol op die wijze uit zijn kristallen van
pskatoxylzwavelzure kalin. Kn wanneer men nu bedenkt,
dat, zoowel uit de bekende skatolderivaten als uil het
door mij onderzochte chromogeen, alleen kleurstof'is te
bereiden door gelijktijdice toevoeging van een oxy-
deerend middel, dan moet men besluiten, dat zij ook
bij hunne bereidingswijze onbewust hebben gebruikt
cemaakt van in de urine aanwezige oxydeerende stollen.
Evenmin “is het duos onwaarschijnlijk, dat bij de vor-
ming van de uroroseine dergelijke stollen medewerk-
ten. Kr blijkt dan eene zoodanige overeenstemming
te bestaan tusschen het z g. skatolrood en de uroro-
seine, dat het piet gewaagd is beide kleurstolfen iden-
tisch te verklaren. kKn al is urorose¢ine voorloopig
niet meer dan een naam, toch heeft deze identificatie
tengevolge, dat het aantal roode kleurstoflen met ¢éne
wordt verminderd.

Het spreckt vanzelf, dat naast dit chromogeen in
urine nog skatolderivaten kunnen voorkomen. Maar zij
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zijn in normale urine niet aan te merken als het chro-
mogeen van het z g. skatolrood, daar dit m. i. geen
skatolderivaat is. De naam skatolrood mag dus zeker
niet letterlijk worden opgevat, wanneer men de zo-
cenoemde kleurstof uit normale urine bedoelt. De door
Salkowski e. a. uit skatolcarbonzuur bereide roode kleur-
stol’ draagt natuurlijk terecht dezen naam.



V.

Het leek mij niet onmogelijk, dat langs indirecten
weg misschien nog lets omtrent de samenstelling van
het chromogeen zou fte vinden zijn. Het door mij
onderzochte Mg-praeparaat was van constante samen-
stelling 5 misschien dat een quantitatieve hepaling van
de daarin voorkomende zuren tot ecenig resultaat zou
leiden. Zooals uit een vorig hoofdstuk blijkt, had ¢éne
azijnzuurbepaling een gehalte van 37,21 / opgeleverd.

Ik heb nog twee azijnzuurbepalingen gemaakt en
evencens tivee hippuurzuurbepalingen.

I. Op de in hoofdstuk IV beschreven wijze werd
uit L,0139 gr. van het Mg-praecparaat het azijnzuur
vrijecemaakt en afgedistilleerd. Het distillaat vereischte
ter neutralisatie: 67,4 c.c. 0.95 N—NaOIH = 384,18
mgr, azijnzuur of 37,89 9/,.

Het residu werd gebruikt om het hippuurzuur in den
vorm van benzotzuur te bepalen. Na neutralisatie van
het residu heb ik het hippuurzour hieruit gepraecipi-
teerd door Fe,(50,),, zorg dragende, dat de reactie
neutraal bleef. Het praecipitaat werd afeefiltreerd en
uitgewasschen en door H,S0; (met gelijk vol. water
verdund) weer tot oplossing gebracht. Ter controle
werd eene hoeveelheid hippuurzaur (0.4098 gr.) op
dezelfde wijze behandeld. Deze beide oplossingen wer-
den gedurende 15 nren gekookt in kolven met omge-
keerde koelbuis, om het hippuurzuur te splitsen in
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henzoézunr en glycocol '). Na afloop werden de oplos-
singen unitgeschud met acther en van deze aetherische
oplossingen de aether afgedistilleerd.  Tot mijne ver-
rassing verkreeg ik op deze wijze, zoowel uit het
Mg-pracparaat als uit het hippuarzaur, slechts sporen
van benzoézuur.

I[I. Om mij te vergewissen van de betrouwbaarheid
voor quantitatiel’ onderzoek van eene methode, door
Beilstein #) :1:|||gcgo\'en, ter bereiding van benzoézuur
uit hippuurzuur, heb ik, volgens diens voorschrift, hip-
puurzuur gedurende '/, uur met rookend HCI laten ko-
ken in een kolf met omgekeerde koelbuig. Na afkoeling
scheidde zich het benzoézuur in kristallen uit. Daarna
werd het zoutzuur met de henzoézuurkristallen met
aether nitgeschud en in een korthalzig wijdmondsch
kolfje van deze aetherische oplossing de aether afge-
distilieerd, terwijl ten slotte gezorgd werd, dat het
nitkristalliseerende benzoézuur zich in eene dunne laag
over de binnenoppervlakte van het kolfje afzette.

Dit kolfje met benzodzuur bleef aldus 2 dagen bij
kamertemperatuur (28 4 300C.) staan om de sporen
[HCI, die in den aether waren overgegaan, te laten
verdampen. Daarna werd het benzotzuur door titreeren
bepaald. Eene smeltpuntbepaling (1200C.) leverde het
bewijs, dat het gevormde zuur werkelijk benzoézuur
was. Toch bleek niet alle hippuurzuur te zijn ontleed,
want na het uitsehudden met aether bleven in het
zoutzuur hippuurzuurkristallen achter. Op deze wijze
behandeld, gaf:

0,440% gr. hippuurzuur eene hoeveelheid benzeézuur,

y
=]

1y Sehmidt, Pharm. Chem. 11, 1 pag. 354.

5 Handb, . org Chemie. 11 pag. 1136,
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die ter neutralisatie 10 c.c. 0.2188 N—NaOH vereischte,
heantwoordende aan 259,62 mgr. benzoézuur of 86,49 °/s
van de berekende hoeveelheid.

Twee volgende bepalingen, waarbij het hippnurzuur
echter ?, uur met rookend HCl werd gekookt, gaven
betere resultaten. Na het uitschudden met aether bleven
geene hippuurzuurkristallen achter.

04129 or. hippuurzour gaf 264,807 mgr. benzoézuur
of 94119/, van de berekende hoeveelheid. (Ter neutra-
lisatie werden vereischt: 10.2 c.c. 0,2128 N—NaOH).

0.4167 gr. hippuurzuur gaf 270 mgr. benzoézuur of
95,65 "/, van de berekende hoeveelheid. (Ter neutra-
lisatie werden vereischt: 10.%4 c.c. 0,2128 N—NaOH.).

Gemiddeld derbalve: 94,58 9.

[II. Op dezelfde wijze werd het hippuurzuur uit
het Mg-praeparaat bepaald, (dus zonder voorafgaande
praecipitatic met Fe,(50,),):

Van 41,0518 gr. Mg.-praeparaat vereischte het gevormde
henzoizuur ter neutralisatie: 8,4 c.c. 0,2128 N—NaOll,
di.: 218,075 mgr. benzoézuur, beantwoordende aan
319,96 mgr. hippuurzour of 30,42 /.

IV. Van het volgende praeparaat werd zoowel het
azijnzuur- als het hippuurzourgehalte bepaald :

0,6702 gr. Me-pracparaat : Het azijnzuurdistillaat
vereischte ter neutralisatie ']9:‘\' c.c. 02128 N—NaOH,
dLi. : 252.8006 mgr. azijnzour of 37,72 9.

Het na de distillatie overge i)]ewn regidun werd cerst
venentraliseerd en ingedampt en daarna met HCL ge-
kookt, enz. Het gevormde benzodzuur vereischie fer
neatralisatie : 5.3 c.c. 02128 N-—NaOH; dus 137.59
mer.  benzodzmr  dd.: 200,88 mgr.  hippuurziur
of 3042 %,



Fr is dus gevonden aan
Azijnzuur : Hippuurzuur :
32180/5 —
37,89 . ae
== 30.42 %.
37,72 °/o. 204259/

dus gemiddeld:

azijnzuur : 37,61 °/, en

hippuurzour: 30,27 °/. (gecorrigeerd: 32,00% /).

[n 1 gr. Mg-praeparaat komt dus voor: 376,41 mgr.
azijnzuur en als minimuwm 3027 mgr. hippuurzuur.
[Kene eenvoudige berekening leert, dat door deze
hoeveelheden resp. 75.22 en 21,45 mgar. Mo worden
gebonden tot 445,05 mgr. magnesinmacetaat en 339,71
mgr. magnesinmhippuraat.  Daar volgens de analyse
(zie hooldst. III) 1 gr. van het pracparaat 102,6 mger.
Mg moel bevatten, zouden nog 593 mer. Mg over-
blijven, die volgens de uitkomsten van deze bepaling
niet door deze zuren waren gehonden. Deze hoeveel-
heid is z00 binnen de grenzen der fouten, die aan deze
zuurbepalingen  verbonden  zijn, dat zij niet toelant
eenige conclusie te trekken omtrent een eventuiel
sunr karakter van het chromogeen. Zoo staat het ook
met de hoeveelheid N: In het hippuurzoue van 1 ar.
praepariat is 25,032 mar. N, terwijl het totale N-gehalte
van 1 gr. praeparaat volgens analyse 3346 mer. he-
draagt: 843 mar. N zouden dus een anderen oorsprong
moeten hebben.

De  hoeveelheid ehromogeen, in 1 gr. praeparaat
qanwezig, (dus na aftrek van het magnesinmacetaat
en magnesiumhippuraat), bedraagt: 215,24 mar. Het
is dus niet waarschijnlijk, dat het beschikbare Mg
daaraan zou zijn gebonden: deze hoeveelheid bedraagt
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slechts 2,755 9, van de hoeveelheid chromogeen. Boven-
dien is niet de geheele hoeveelheid van 5,93 mgr. Mg
beschikbaar, want de hoeveelheid hippuurzuur is zeker
orooter dan 30,27 %,. Denkt men zich de geheele hoe-
veelheid van 5,93 mgr. Mg aan hippunrzaur gebonden,
dan blijft voor het chromogeen geen N beschikbaar:
Immers de hoeveelheid N van eene aan 593 mgr. Mg
oebonden hoeveelheid hippuurzuur bedraagt 6,92 mgr.
De rest (1,51 mgr.) valt zeker binnen de grenzen
van de aan de bepaling verbonden fouten.

In ieder geval zijn de resultaten van deze bepalin-
gen van dien aard, dat zij zelfs omtrent de qualitatieve
samenstelling van het chromogeen geen licht ver-
schallen.

Het blijft evenwel een opmerkelijk verschijnsel, dat
het praeparaat blijkbaar naast dezelfde relaticve hoe-
veelheden hippuurzuur en azijnzuur steeds dezelfde
hoeveelheid chromogeen bevat, terwijl het praecparaat
steeds in zijn - geheel oplosbaar of onoplosbaar is in
verschillende oplossingsmiddelen. et is mij nooit ge-
lukt het praeparaat door oplossingsmiddelen in zijne
bestanddeelen te scheiden.




V1.

Ten slotte nog een enkel woord over de methode
van Stokvis. In een enkel geval heb ik, om spoedig
cene groote hoeveelheid chromogeen beschikbaar te
hebhen, gebruik gemaakt van paardenurine. Deze
hevatte, zooals ik mnatuurlijk ook verwachtte, groote
hoeveelheden  skatolroodchromogeen. In plaats van
(NH,),S0, gebruikte ik toen basisch loodacetaat,
omdat de urine zich, na gebruik van dit zout, aange-
namer laat behandelen, dan bij gebruik van ammoninm-
sulfaat. Tot mijne verwondering echier verkreeg ik
uit den azijnaether bijna geen chromogeen en tevens
zoo goed als geen hippuurzuur. Dit was dan ook
gi’ootvmlccls als loodzout neergeslagen. De uitgeschudde
urine daarentegen bleek nog eene zeer sterke skatol-
roodreactie te geven!

Daarna  paardenurine met (NH,),50, behandelend,
verkreeg ik eene zeer rijke opbrengst aan chromogeen
en hippuurzour. In verband met het feit, dat de hip-
|n_n11‘z11111'l\'1'isi;11Ieu zeer moeilijk van het chromogeen
zijn te zuiveren, moet men wel aannemen, dat de
methode van Stokvis berust op de bekende eigenschap
van hippuurzuur kleurstoffen mee te sleepen. Misschien
bevordert ook de saturatie met (NH,),S0, den over-
oang van het chromogeen in den azijnacther.

Zoo is het ook duidelijk, dat de opbrengst van
chromogeen volgens de methode van Steensma zooveel
minder is dan volgens die van Stokvis. (Zie hoofdst. 11).



CONCLUSIES.
1L

Het chromogeen van het z.g. skatolrood in normale
menschelijke urine is geen gepaard zwavelzuour.

Het onderzoek naar zwavelzuur (zie hoofdst. TI1 en
IV) heft hieromtrent allen twijfel op.

1

Dit chromogeen is geen skatolderivaat.

De resultaten, verkregen bij de pogingen om uit het
chromogeen skatol, resp. indol te verkrijgen, (zie
hoofdst. TV.), geven aan deze conclusie eene zoo hooge
mate van waarschijnlijkheid, dat ik niet aarzel de
conclusie aldus te formuleeren.

I11.

Het z g. skatolrood is identisch met uroroseine.
De overcenstemming der eigenschappen (zie hoofdst.
IV.) moet tot deze conclusie leiden.



STEILLINGEN.
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STELLINGEN.

In de normale urine komen geene skatolderivaten
VOorI'.
11.
Bij de bepaling van het indoxyl uit urine volgens
Wang-Obermayer mag de kleurstofhoudende chloroform
niet met aether-alkohol-water worden uitgewasschen.

I11.

De als phosphaturie bekende anomalie draagt een
verkeerden naam; deze moet zijn: calciuvie.

IV

Paterson beweert ten onrechte, dat aan de wijze,
waarop de beenkernen in het sternum ontstaan, geene
morphologische beteekenis mag worden toegekend.

V.

Dienst tracht het ontstaan van eclampsia gravidarum
{e verklaren door het coincideeren van een »niet dicht
zijn’” der placenta met hiologische heterogeniteit van
het moederlijke en het foetale bloed.

Dit is onjuist.
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V1.

De brekingsindex van de lens neemt van de peripherie
naar de kern niet gelijkmatig toe.

VIL.

Het ontstaan van tractiedivertikels van den oeso-
phagus berust op eene congenitale anomalie.

VIII.
Syphilis is eene chronische spirillose.
D

De onfwikkeling van den uterus heeft. in tegen-
stelling met die der ovarién, geen invloed op de ont-
wikkeling «der mammze.

Xy
De ziekte van Banti bestaatl niet.
X3

Het net van Golgi (volgens de nomenclatuunr van
Bethe) bevat, als het geen kunstprodukt is, evenwel
geene zenuwlibrillen.

XI1I.

Voor ruggemergsanaesthesic gebruike men liever
stovaine dan cocaine.

X111,

et positief unitvallen der reactie van Ullelmann
bewijst de aanwezigheid van melkzuour niet met
zekerheid.



——

D0
XIV.

[Er bestaal een congenitale vorm van coxa vara.
XV.

Voor het steriliseeren van melk gebruike men de
methode van v. Budde. '

X VL

Bij koudbloedige dieren is de temperatuur van het
hart zonder invloed op de prikkelbaarheid van den

N. vagus.
X VII.
Syringomyelie ontstaat uit haematomyelie.
XVIIIL

De methode van Schultze is, al wordt zij lege artis
toegepast, niet zonder gevaar voor den neonatus.
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NASCHRIFET.

Terwijl dit proefschrift ter perse was, verscheen
nog eene mededeeling van Porcher en Hervienx, ')
die een uitvoerig verslag bevatte van de reeds in de
Comptes rendus & 'Académie des Sciences voorloopig
gepubliceerde onderzoekingen. (Zie pag. 17.)

Na toediening (per os) van skatol aan dieren, wier
urine door melkdiéet zoo goed als indicanvrij was,
verkregen zij uit die urine door HCI eene roode kleur-
stof, tot wier bereiding zij slechts bij uitzondering
cen oxydatiemiddel (H,0,) gebruikten. Na langeren
tijd staan, slaat de kleurstol gedeeltelijk als roode
vlokken neer. Zij is onoplosbhaar in aether, petroleum-
acther, benzol, zwavelkoolstof en chloroform, terwijl
amylalkohol het beste oplogsingsmiddel is. [ene duide-
lijke roode urine verbleekt door toevoeging van NaOH
(tot alkalische reaktie) geheel, maar toevoeging van
HC1 doet de urine weer rood worden. Z1j achten het
mogelijk s dat het skatol in het organisme in een kleur-
loos zout overgaat, waaruit door HCI een roodgekleurd
suur wordt vrijgemaakt.

[ene oplossing der neergeslagen roode vliokken in
;un_\,']:llkulml verbleekt nooit geheel door NaOH.

1Y ZE Physiol. Ch. XLV pag, 486: Untersuchungen iiber Skatol,



H3

Door reductie wordt de kleurstof ontkleurd, terwijl
voorzichtige oxydatie de roode kleur weer doet ver-
schijnen.

Naast het skatolrood vonden zij geen indican in
deze urines (afgezien van het spoor van indican, dat
de urines voor de toediening van het skatol bevatten):
In het organisme gaat dus skatol niet in indoxyl over.
(ef. Maillard, — pag 17.)

Spektroskopisch vertoont eene gereinigde oplossing
der klenrstof eene streep rechts van de natriumlijn '),
terwijl het rechter gedeelte van het spekirum meer
of minder sterk verduisterd is, naar mate de kleurstof-
oplossing meer of minder geconcentreerd is. In minder
gereinigde oplossing vertoont zich links van de eerste
streep nog ecen tweede, wier duidelijkheid zeer ver-
schillend is.

Zij nemen de identiteit van deze kleurstof met uro-
roseine aan, en vermoeden, dat andere roode urine-
kleurstoffen n.l. die van Plosz, Golding Bird, Harley,
(iiacosa, DBrieger, Mester, Otto, Grosser verontrei-
nigde kleurstoffen zijn, die een celijken oorsprong
hebben.

Het lijdt wel geen twijfel, dat dit skatolrood van
Porcher en Hervieux dezelfde kleurstof is als de door
mij onderzochte. Iin aan het verband tusschen deze
klenrstof en de toediening van skatol mag na dit onder-
s0ek wel niet worden getwijfeld, al moet men dan
ook aannemen dat noch de kleurstof, noch haar chro-
mogeen skatolverbindingen zijn.

Doordat zij de kleurstof uit urine bereiden. hebben

1y In den tekst staat: links. Dit is natuurlijk, zooals uit de nadere

definiering van de streep blijkt, een lapsus calami.
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zij geen oxydatiemiddel noodig. Fene oplossing van
het chromogeen, zonder alle verontreinigingen. die in
urine voorkomen, waarover ik, dank zij de methode
an Stokvis, kon beschikken , bewijst de noodzakelijk-
heid van een oxydatiemiddel en derhalve ook, dat de
kleurstof niet eenvoudig een uit ziju zout vrijgemaakt
roodgekleurd zuur is.
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