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??? AAN DE NAGEDACHTENIS MIJNER OUDERS.AAN MIJNE TOEWIJDINGSVOLLE VROUWEN LIEVEN JONGEN.
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??? U, mijne Ouders, ben ik zeer dankbaar, dat Gij mij in staatsteldet in de chemie te gaan studeeren; dat Gij de bewerking envoltooiing van dit proefschrift helaas niet meer mocht beleven,is mij eene groote droefenis. Bij het be??indigen van dit proefschrift rust op mij de aange-name taak U, Oud-Hoogleeraren, Hoogleeraren en Lectoren aande Rijks Universiteit te Utrecht, mijn groote dankbaarheid te be-tuigen voor de moeite, welke Gij U getroost hebt, mij, in degekozen studierichting, op te leiden. U, Hooggeleerde de Graaff, Hooggeachte Promotor, ben ikzeer'veel dank verschuldigd, dat Gij mij de gelegenheid gaf bijU te mogen promoveeren; Uw ruime kennis, Uw welgemeende enopbouwende kritiek en groote hulpvaardigheid, gaven mij veelsteun bij de bewerking van dit proefschrift. Ook de hartelijkheidwaarmede U mij steeds tegemoet trad, deden mij weldadig aan. Hooggeleerde van Romburgh, dat

Gij mijn leermeester in deorganische-chemie zijt geweest stel ik steeds op hoogen prijs,den tijd, dat ik Uw assistent mocht zijn, behoort, mede door desamenwerking, welke ik van U mocht ondervinden, tot de aan-genaamste periode van mijn studietijd. De belangstelling, die Ubovendien steeds voor mij en mijn gezin aan den dag legde, ge-tuigde van een oprecht medeleven. Hooggeleerde Ruzcika, dat Gij mij verder in de organische-chemie, en wel hoofdzakelijk, in die der aetherische olie??n, be-kwaamdet, daarvoor betuig ik U hierbij mijn dank. U, Hooggeleerde K??gl, ben ik erkentelijk, dat Gij mij micro-chernisch leerdet werken; het assistentschap bij U heb ik zeergewaardeerd. U, Hooggeleerde Cohen, onderwees mij de physische-chemie;dit en Uw groote vriendschappelijkheid dwingen mij tot oprech-ten dank. Hooggeleerde Kruyt, dat juist Gij, met Uw groote kennis enzeer bijzondere wijze van college

geven, het waart, die mij in dephaseleer en colloidchemie inleiddet, waardeer ik ten zeerste.



??? U, Hooggeleerde Schoorl, betuig ik mijnen dank voor de welwil-lendheid en moeite, waarmede gij problemen, die zich tijdens debewerking van dit proefschrift voordeden, oplostet, mede voor de,in Uw laboratorium genoten gastvrijheid, gevoel ik mij zeer ver-plicht. U, Hooggeleerde Went, zeg ik dank voor het onderwijs in debotanie, Uw onderricht in de microscopie is mij bij mijn bacterio-logische studi??n van groot nut geweest. U, Hooggeleerde Mol!, betuig ik mijnen dank voor de natuur-kundige opleiding, welke ik bij U genoot. Gij, Hooggeleerde Rutten, waart 't, die mijn eerste schredenbestuurdet op het moeilijke pad der kristallographie; hiervoor zegik U ten zeerste dank. Van U, Hooggeleerde van Everdingen en Zeergeleerde Canne-gieter, apprecieer ik ten zeerste de bereidwilligheid, waarmede Gijaan mijne wenschen betreffende een barograaf, voldeedt. U, Zeergeleerde Strengers, ben ik veel

dank'verschuldigd voorde anorganische-opleiding die Gij mij gaaft. U, Zeergeleerde van Romburgh en Zeergeleerde Moesveld, be-tuig ik mijne erkentelijkheid voor alles waarin Gij mij steeds'ter-zijde stondt. Jou Noor, ben ik heel dankbaar voor de hulp, die je mij de laat-ste maanden verleendet. Verder wil ik allen die mij bij het bewerken van dit proefschriftbehulpzaam waren, en hen van wie ik in mijn studententijd vriend-schap mocht ontvangen, â€” in de eerste plaats, denk ik hierbijaan het Utrechtsch Studenten Corps, welks bloei mij immer zalverheugen, â€” nog eens mijn oprechten dank betuigen. En tenslotte ben ik zeer gevoelig voor de groote ijver en kunde,waarmede het technisch personeel van het Pharmaceutisch- enhet Organisch-chemisch laboratorium, mij hulp verleende.
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??? HOOFDSTUK I. Ter inleiding van het volgende onderzoek, zij een zeer beknoptoverzicht gegeven van de verschillende phasen, die in het vergis-tingsvraagstuk op den voorgrond traden. De eerste, die een quantitatief onderzoek naar de suikerver-gisting instelde, was Lavoisier (1789); hoewel hij noch de samen-stelling van suiker, noch die van alkohol kende, geraakte hij dooreen toevallige compensatie van fouten, tot een juist resultaat.Door hem werden alkohol, koolzuur en een weinig azijnzuur ge-vonden. In 1815 stelden Gay-Lussac en Dumas de bruto vergistings-formule op: CgHiaOe = 2 C2H5OH 2CO2 Met deze uitkomst stelde men zich gedurende het grootstegedeelte van de 19e eeuw tevreden en vroeg zich niet af hoedit resultaat inderdaad tot stand kwam, doch beijverde zichde oorzaken te leeren kennen, die tot deze reactie aanleidinggaven. Er ontstond een strijd tusschen Pasteur

eenerzijds enLiebig anderzijds over het vraagstuk of deze vergisting al danniet door het levende organisme bewerkt werd. Hierop volgde in 1897 de ontdekking van B??chner, dat, uitdoor kwartszand stuk gewreven gistcellen, een cel-vrij sap kongeperst worden, dat in staat is, om suiker te vergisten. Het fer-ment, dat deze reactie teweeg brengt, werd zymase genoemd. Pogingen, om een beter inzicht in het chemisme der suikerver-gisting te verkrijgen, werden daarna ingesteld door: von Bayer,Nencki, Buchner en Meisenheimer, waarbij de zgn. triosehypo-these geboren werd nl., het uit?Š?Šnvallen van het hexose-mole-cule in twee triose-moleculen. Vele triosen worden dan als tusschenproducten aangenomen:A. von Bayermelkzuuranhydride, B??chner en Meisenheimer^)



??? dioxyaceton, LoebÂ?) glycerinealdehyde en Wohl methylgly-oxaal; daar de genoemde triosen slechts moeilijk en langzaamdoor de gistcel aangetast werden, zou deze theorie doodgeloopenzijn, zoo niet Fernbach en SchoenÂŽ) bij alkoholische gisting â€”waarbij aan de te vergisten vloeistof calciumcarbonaat was toe-gevoegd, â€” pyrodruivenzuur hadden gevonden; parallel hier-mede ging het onderzoek van NeubauerÂŽ), die een biologischeomzetting der aminozuren tot a-ketonzuren vaststelde; daarnaontdekte Ehrlich dat a-aminozuren, bij de zoogenaamde alko-holische gisting der aminozuren, tot primaire alkoholen wordenomgezet, waardoor tevens het ontstaan van foezelolie uit eiwittenen niet uit suikers, werd bewezen. Vervolgens ontdekken Neuberg en FromherzÂŽ), zoowel alsNeuberg en Hildesheimer Â?), de gemakkelijke vergistbaarheid vanhet pyrodruivenzuur. Neuberg herstelt de theorie van Wohl in

eere door aan tenemen, dat het hexose-molecule uiteenvalt in twee triose-mole-culen, deze zijn dan in nauw verband gedacht met het methyl-glyoxaal, het aldehyde van het pyrodruivenzuur. De triosenworden omgezet in pyrodruivenzuur, dat op zijn beurt doordecarboxylatie tot acetaldehyde wordt afgebroken. Door reductieontstaat uit laatstgenoemde verbinding, dus secundair, de aethyl-alkohol. Neuberg ondervangt het bezwaar van de onvergistbaarheid vanmethylglyoxaal, door aan te nemen, dat deze verbinding, bij hetontstaan uit het hexose-molecule, in een anderen isomeren vormoptreedt, dan de stabilere vorm, waarin het door synthese verkre-gen wordt. Neubergquot;) stelt in 1913 een schema op, dat in hetlaatste gedeelte van dat van Wohl afwijkt; het schema, dat gedu-rende bijna 20 jaar als het schema zou gelden, dat de alkoholischegisting weergeeft. Het glucose-molecule zou onder waterafsplitsing

overgaan ineen theoretisch tusschenproduct (2.), dat vervolgens uiteenvaltin twee moleculen methylglyoxaal (3.). De twee moleculen methyl-glyoxaal ondergaan vervolgens de reactie van Cannizzaro engeven glycerine en pyrodruivenzuur.



??? HCOnbsp;HCO 1nbsp;I HCOHnbsp;COH 1nbsp;il HOCHnbsp;_ 2H2O CH HCO 1 CO 1 CHs HCOH 1 HCO COH 1 11 CO CH2 1 CH: 2. 3. CH2OH-CHOH-CH2OH hpo = CH3-CO-CHOnbsp;CH3-CO-CO2H Het pyrodruivenzuur gaat onder koolzuur-afgifte over in acetal-dehyde: CH3-CO-COOI- CH3-CHO CO2 Voor de vorming van alkohol is dan nog een tweede reactie vol-gens Cannizzaro noodig, en wel tusschen ?Š?Šn molecule acetal-dehyde en ?Š?Šn molecule methylglyoxaal: CH3-CHOnbsp;CH3-CH2OH HoO = CH3-CO-CHOnbsp;CH3-CO-COOH Het ontstane pyrodruivenzuur valt dan weer uiteen in acetal-dehyde en koolzuur. De reactie-snelheid van de gemengde reactievan Cannizzaro is z????veel grooter, dan die, welke zich ont-wikkelt bij de reactiÂ? tusschen twee moleculen methylglyoxaal,dat aan het einde der gisting maar weinig glycerine ontstaan is.Neuberg noemde dit de eerste

vergistingsvorm. Zoo werden ver-gistingen, die onder toevoeging van bepaalde stoffen verliepen,tweeden-, derden-, enz. vergistingsvorm genoemd. HCOH I HCOH I HoCOH1. CH3-CO-CHO



??? Wordt het acetaldehyde tijdens de gisting vastgelegd - Conn : nTrtnbsp;^^^^^^ - -tsiaat gly equot; nne met een opbrengst van 30-35 %, berekend op de toegevoel- tl^'dln:^^nbsp;^^^^nbsp;vergistinTsvor'. CeHi^Oe - CH3-CHO 00^ 2 CH^OH-CHOH-CH^OH De derde vergistingsvorm treedt op als de vergisting in zwak alka-lisch miheu plaats grijpt-), hierbij reageeren twee moleculenacetaldehyde volgens de reactie van Cannfzzaro e geveT kot en azijnzuur waarbij tevens als bijproducten glycerine erkolzuur gevormd worden.nbsp;^^ ne en kooi 2 CeHi^Oe CH3-COOH CH3-CH2OH 2 CO^ 2 CH2OH-CHOH-CH2OH Onderwerpen wij nu het schema van Neuberg aan een naderebeschouwmg dan is het ontstaan van acetaldehyde en koolzuur I ik da?•T'f H Â?-^-d'gheden, wel bewezen. Ook is het moge-lijk, dat acetaldehyde volgens een reactie van Cannizzaro tot alfo-ho gereduceerd kan worden, doch hierbij moet

tevens een antoeverbmding geoxydeerd en dat dit nu juist methylglyoxaarmrez.jn IS de zwakke plek in Neuberg's schema. proquot;!; wTm't'fnbsp;^P ^^^^ Â?Pt-dende che^s h nnbsp;Wohl veronderstelde. Uit rekX aanTnbsp;quot;l^'^y^??lyox..! ontstaan door wateront- trekkmg aan glycennealdehyde of aan dioxyaceton. CH2OH-CHOH-CHO __ H2O _ CH3-CO-CHO CH2OH-CO-CH2OH - H2O _ CH3-CO-CHO Men zou het ontstaan van glycerine gemakkelijker kunnen verklaren door een reactie volgens Cannizzaro me behulp Jln 7ycennealdehyde, dan met methylglyoxaal; immers hier ij'n^oet nog



??? gelijktijdige opname van water aan een ge??noliseerde verbindingplaats grijpen, hetwelk tot nu toe nog niet in vitro mogelijk bleek. CH2n=C0H-CH0--^ CH2OH-CHOH-CH2OH H2O H2 Waar het echter door Neuberg bewezen is, dat zijn ketonalde-hydemutase (de glyoxalase van Dakin) in staat is, het methyl-glyoxaal in melkzuur om te zetten, verkiest hij het methylglyoxaalboven glycerinealdehyde. Dat het methylglyoxaal, zoowel als hetglycerinealdehyde en dioxyaceton, moeilijk tusschenproductenkunnen zijn, volgt wel, uit de tot nu toe bestaande onmogelijk-heid, deze stoffen te laten vergisten. Zooals reeds eerder werd opgemerkt, zegt Neuberg nu: â€žhetmethylglyoxaal speelt niet als zoodanig de rol van tusschenpro-duct bij de alkoholische gisting, doch een tautomerevorm.quot; Hier-tegen is in te brengen, dat dan deze andere vormen van methyl-glyoxaal toch in dynamisch evenwicht moeten zijn

met het ge-wone methylglyoxaal, en wanneer dus een gedeelte van den ande-ren vorm door de gisting verdwijnt, zal deze steeds weer uit hetgewone methylglyoxaal worden aangevuld, zoodat dit ten slotte toch vergist moet kunnen worden. Dit is dan de omgekeerde volgorde van die, waarbij methyl-glyoxaal in den gewonen vorm in het gistingssubstraat ontstaat. In 1914 stelde Lebedewquot;) zijn gistingsschema op; over hetalgemeen komt dit overeen met dat van Neuberg; de voornaam-ste afwijking is, dat Lebedew glycerinealdehyde als eerste tus-schenproduct aanneemt. Volgens hem wordt het glycerinealde-hyde niet in methylglyoxaal omgezet, doch tot glycerinezuur ge-oxydeerd; dit laatste gaat dan, onder wateruittreding, over inpyrodruivenzuur. HCOnbsp;COOHnbsp;COOH 0 1 - H2O 1HCOH--- HCOH--- CO HXOHnbsp;HsioHnbsp;(!:H3



??? De hierboven ontwilcicelde theorie paste men eveneens toe opde gemengd-zure-gisting. Onder â€žgemengd-zure-gistingquot; v^rordt verstaan de 'omzettingvan koolhydraten tot verbindingen met anderen (meestal kleine-ren) energie-inhoud, waarbij de veelsoortigheid van de verbindin-gen, die hierbij tegelijkertijd ontstaan, dadelijk in het oog springt.Aan de vele zuren, die men onder deze verbindingen aantreft,wordt de naam â€žgemengd-zure-gistingquot; ontleend. Voornamelijk zijn het de organismen van de coli-typhus-groep,die deze wijze van ontleding van suikers, teweegbrengen. Daardeze ontledings-producten, â€” al is het vaak in andere verhou-dingen tot elkander, â€” eveneens onder streng ana??robe omstan-digheden gevormd worden, wordt â€” met Pasteur als grondleg-ger dezer theorie â€” algemeen aangenomen, dat de bacteri??n doormiddel van deze afbraak in hun energie-behoefte voorzien,

welkeenergie noodzakelijk is voor het voortbestaan van het organismeen zijne voortplanting, zonder daarbij van zuurstof gebruik be-hoeven te maken. Het zou ons te ver voeren al het werk, dat noodig was om toteen inzicht in deze zoo samengestelde koolhydraat-ontleding tekunnen komen, in extenso te bespreken, doch willen slechts en-kele, in verband met dit onderzoek, belangrijke schema's be-schrijven. A. Harden isoleerde uit ana??robe vergistingen van suikers enpolyalkoholen door B. coli communis: koolzuur, waterstof, aethyl-alkohol, melkzuur, azijnzuur, barnsteenzuur en soms wat mieren-zuur. De hoeveelheden alkohol en azijnzuur werden door hem bij be-nadering aequivalent gevonden. Grey^ÂŽ) geeft in 1914 een schema voor de vergisting van glu-cose en manniet. Hij geeft als zijn meening te kennen, dat alkohol en azijnzuuruit het zelfde tusschenproduct ontstaan en dat dit tusschenpro-duct weer in

aequimoleculaire hoeveelheid met het mierenzuurgevormd zou worden, terwijl de melkzuurvorming onafhankelijkvan deze processen, verloopt.



??? mierenzuurnbsp;tusschenproduct B_ I-1nbsp;Inbsp;.. I COo Ho alkoholnbsp;azijnzuur Glucose melkzuur â€” tusschenproduct A Manniet melkzuur-fâ€” tusschenproduct A H2-mierenzuurnbsp;tusschenproduct B - --gt;. alkohol alkoholnbsp;azijnzuur Voor tusschenproduct A neemt hij de mogelijkheid van methyl-glyoxaal, en voor B, acetaldehyde aan. In 1919 gelukte het aan Neuberg quot;) en zijn medewerkers, even-als bij de alkoholische-gisting, ook bij de vergistingen van glucosedoor B. lactis a??rogenes en B. coli, met behulp van sulfiet, acetal-dehyde vast te leggen.nbsp;_ In het â€žNederlandsch tijdschrift voor Hygi??ne, Microbiologieen Serologiequot; geeft W. C. de Graaff een verhandeling overde gemengd-zure gisting; wij willen volstaan met het overnemenvan zijn schema: CeHi206 C3H6O3nbsp;C3H6O3 CH3-CHOH-COOHnbsp;CH3-CO-COOH ' melkzuurnbsp;pyrodruivenzuur I

CH3-CHOnbsp;CO2 1.nbsp;CH3-CHO H2 = CH3-CH2-OH 2.nbsp;2CH3-CHO H2O = CH3-CH2OH CH3COOH 3.nbsp;CH3-CHO H2O = CH3-COOH H2 (hydro-oxydatie) 4.nbsp;2CH3-CHO = CH3-CO-CHOH-CH3nbsp;(condensatie) 5.nbsp;2CH3-CHO -F 2H2O = COOH-CH2-CH2-COOH 3H2 (condensatie en hydro-oxydatie) 6.nbsp;CH3-CO-CHOH-CH3 H2 = CH3-CHOH-CHOH-CH3 2



??? De barnsteenzuurvorming zou zich ook kunnen vohrekken, te be-ginnen bij acetylmethylcarbinol over het 1.4 butyleenglycol enmale??nezuur of fumaarzuur, tot barnsteenzuur (welke laatstereactie's dan door een hydro-oxydatie zouden verloopen). Betreffende de vorming van mierenzuur deelt de Graaff nogmede, dat dit zuur gevormd kan zijn door splitsing van CgHeOgnevens acetaldehyde, en door reductie van kooldioxyde. Scheffer^Â?) en Kluyver^) geven een zeer uitgebreid schemavoor de glucose-vergisting. Door phosphoryleering ontstaat eerst een hexose-mono-phos-phorzure ester; hieruit ontstaan eerst twee moleculen glycerine-aldehyde, die over hun hydraten, door intra-moleculaire oxydo-reductie-reactie's, tot methylglyoxaalhydraat omgezet wordenDit laatste wordt eenerzijds gestabiliseerd tot melkzuur, dat bijanaerobe gistingen niet verder wordt afgebroken; anderzijdswordt het ontleed tot

mierenzuur en acetaldehydehydraat en tenderde heeft een ontleding in pyrodruivenzuur en waterstof plaats



??? HOOFDSTUK IL VROEGERE ONDERZOEKINGEN BETREFFENDE DE VERGISTINGVAN AETHAANDIOL-(1.2). De volgende onderzoekers beschrijven het ontstaan van ver-schillende stoffen uit glycol 1): Brown zegt, dat uit glycol, onder invloed van een azijnzuur-bacterie, glycolzuur ontstaat. Henneberg toont zuurvorming aan, uit glycol, door Aceto-bacter xylinum. SeifertÂŽÂŽ) toont eveneens de vorming van glycolzuur uit glycol,door B. pasteurianum en B. kutzingianum, aan. Waterman vermeldt de vergisting van glycol door Aceto-bacter melanogenum. A. Harden en Mrs. D. Norris bepaalden quantitatief de hoe-veelheid butyleenglycol, die door B. lactis a??rogenes, uit glycolgevormd wordt. F. Visser 't Hooft vond, dat bij de oxydatie van glycol, on-der invloed van A. xylinum, A. melanogenum en A. suboxydans,glycolzuur ontstaat. Siegwart Hermann^'') beschrijft de omzetting van glycol inzuur, door

B. gluconicum. Ida Smedley Maclean en Dorothy Hoffert^ÂŽ) wijzen op deslechte vergistbaarheid van glycol door gist. Teizo Takahaski en Toskinobu Asai vermelden de vergis-ting van glycol tot glucuronzuur door B. hoshigaki var. glucuro-nicum L nov. spec. Hans Mosel vindt, dat B. ascendens minder zuur uit glycoldoet ontstaan, dan B. aceti. Bij Grey vinden we een quantitatief onderzoek over de ver-gisting van glycol door B. coli, Esch., welke bacterie in zeer grootehoeveelheden aan de te vergisten vloeistof, werd toegevoegd. Hijvond geen gas, weinig alkohol, en betrekkelijk groote hoeveel- 1nbsp; Eenvoudigheidshalve schrijven wij inpl. v. aethaandiol-(1.2), glycol.



??? heden azijnzuur en melkzuur. Grey voegde aan zijn voedings-bodem calciumformiaat toe met het doel een betere neutralisatiete verkrijgen van de, tijdens de vergisting, gevormde zuren, danmet gesuspendeerd krijt mogelijk was 1). In de dissertatie van Le F?¨vreÂŽ^), beschrijft deze onderzoekerde vergisting van vele koolhydraten, zuren, aldehyden en meer-waardige alkoholen; onder deze laatsten wordt ook het glycolbesproken. In verband met ons onderwerp refereeren wij slechtsdeze onderzoekingen. De voedingsbodem welke L.F. gebruikte, om de vorming vanacetaldehyde uit de onderzochte stoffen vast te stellen, bevatte: Pepton â€žWittequot;nbsp;1,0nbsp;g NasSOsnbsp;2,0nbsp;â€ž NaaCOgnbsp;1,0nbsp;â€ž Waternbsp;100nbsp;cmÂŽ Hij liet het glycol in deze oplossing vergisten door 3 Coli-,9 Paratyphus B-, 2 Paratyphus A-, 2 Typhus-, en 5 Dysenterie-stammen, en vond, bij het qualitatieve

onderzoek, zooals uit detabel op blz. 29 van zijn diss, blijkt, bij de Colistammen eenduidelijke acetaldehydeproductie, terwijl de andere stammenslechts sporen hiervan vormden. Voor het qualitatieve onderzoek naar de andere ontledings-producten, maakte L.F. gebruik van een voedingsbodem van devolgende samenstelling: Pepton â€žWittequot; 5 gCaC03 5 â€žTe vergisten stof 5 â€ž Water 500 cm ÂŽ De glycol was gezuiverd door destillatie, kpt. 197Â°. Hij enttemet B. coli en broedde gedurende 26 dagen bij 37Â°. In het des-tillaat werd acetaldehyde, ammoniak en een spoor indol gevon-den. Zoowel volgens de proef van Rimini, als door de hydrazon-vorming, vond hij een sterk positieve reactie op acetaldehyde.De reactie's op andere mogelijke, neutrale ontledingsproductenvielen negatief uit. 1nbsp; Volledige tabel van Grey, zie blz. 98.



??? Van de vluchtige zuren werd alleen azijnzuur gevonden. Ookde reactie's op barnsteen- en melkzuur waren zonder eenigresultaat. Glycol gaf geen gasvormige producten, noch met B. coli, nochmet de andere bacteri??n van deze groep. Met een Paratyphusstam verkreeg hij de zelfde producten alsmet B. coli, maar in veel kleinere hoeveelhedenÂŽ^). Eveneens stelde Le F?¨vre een quantitatief onderzoek in naarde ontledingsproducten van glycolÂŽ^). Voor de quantitatieve bepaling van deze verbinding gebruiktehij een extractie-methode met aceton; het sterk ingedampte sub-straat liet hij 24 uur met aceton staan, filtreerde, verdampte deaceton en woog het achter gebleven glycol, nadat het gedurendeeenige dagen in een exsiccator, boven zwavelzuur, gestaan had. Hij verklaart, dat deze methode geen al te beste resultaten op-leverde, maar past toch de extractie-methode toe, daar een oxy-datie in

alkalisch milieu met permanganaat, na aanzuren en terug-titreeren van het niet verbruikte permanganaat, geheel mislukte;dit was volgens L.F. te wijten aan de geringe concentratie van hetglycol in de oplossing, zoodat er bijna geen verschil was waarte nemen tusschen een 1 %-glycol-oplossing en een blanco pep-tonwateroplossing. Zijn resultaten, per 50 cm'' vloeistof, wordendoor onderstaande tabellen weergegeven. verdwenen stof gevormde producten | berekend als C.in mg 229 mg. glycol;berekend als C.88,6 mg acetaldehyde 89 mgazijnzuur 87 â€ž 48,5 mg34,8 â€ž ! totaal 176 mg 83,3 mg of 94 % 222 mg. glycol;berekend als C.86 mg acetaldehyde 83 mgazijnzuur 89 â€ž 45,2 mg35,6 â€ž totaal 162 mg 80,8 mg of 93,9 %



??? Hij wijst op de opvallend groote hoeveelheid onaangetaste glycolen meent de oorzaak hiervan te moeten zoeken bij een te grooteacetaldehyde-concentratie aan het einde van de proefÂŽÂŽ). Wat het chemisme van de ontleding van glycol betreft, be-schrijft L.F. op blz. 80â€”82 van zijn diss., dat uit glycol 'doorafsplitsing van de bestanddeelen van water, aethyleenoxyde ont-staat, dat zich omlegt tot acetaldehyde, hetwelk ten slotte, met be-hulp van de zuurstof der lucht, tot azijnzuur geoxydeerd wordt. CH2OH â€” H2O CH2nbsp;CH I ---- I gt; O----- I CH2OHnbsp;CH2nbsp;HCO CH3nbsp;CH3 I o I HCOnbsp;COOH In de opvatting, dat het glycol zich eerst zou omzetten in acetal-dehyde, meent hij gesteund te worden door het onderzoek vanIpatiewÂŽÂ?), die deze reactie bij 250Â°, in tegenwoordigheid vanaluminiumoxyde, liet verloopen. Dat de oxydatie door de zuurstof der atmosfeer tot stand komt,meent hij te

kunnen verklaren, uit een door hem uitgevoerde proef'waarbij hij tijdens de vergisting een stroom waterstofgas door d?Šapparatuur leidde; hij vond toen groote hoeveelheden acetal-dehyde, maar geen spoor van azijnzuur. Le F?¨vre komt tot de conclusie, dat bij de ontleding van glycol,de atoomverschuiving de energiebron moet zijn en dat hier pyro-druivenzuur geen tusschenproduct is, ondanks het feit, dat acetal-dehyde ontstaat. Ten slotte geeft hij op blz. 95 nog een tabel, waaruit blijkt, datuit glycol door 3 Colistammen, zuur werd gevormd; 9 ParatyphusB-, 2 Paratyphus A- en 2 Typhusstammen gaven slechts sporenzuur, terwijl verschillende Dysenteriestammen geen zuur vorm-den.



??? HOOFDSTUK III. HET BACTERIEMATERIAAL EN DE CHEMICALI?‹N, WELKEGEBRUIKT WERDEN. Voor onze vergistingen gebruiicten wij, het in onderstaandetabel omschreven bacteriemateriaal. De reinculturen entten we steeds na twee weken op schuine-bouillon-agar over en controleerden, tijdens het onderzoek, meer-dere keeren de meest kenmerkende eigenschappen. Zooals nognader beschreven zal worden, onderzochten we tevens, voordatmet het opwerken van een vergisting begonnen werd, door entenvan een oogje van het gistingssubstraat op schuine-bouillon-agar,of de bacteri??n nog in leven waren en gebruikten de aangeslagenculturen voor de beoordeeling, of er geen infectie met andere bac-teri??n had plaats gevonden. De nummers: 1â€”4, 20â€”29, 31 en 38â€”52, waren afkomstiguit de verzameling van de bacteriologische afdeeling van hetPharmaceutisch laboratorium te

Utrecht. De nummers: 5, 6, 11, 16, 17, 19 en 37 kregen wij uit de ver-zameling van het Centraal laboratorium te Utrecht. De nummers: 9, 10, 10a, 14, 15 en 34â€”36 van het Instituut voortropische hygi??ne, afd. van het Koninklijk Koloniaal Instituut teAmsterdam en ten slotte de nummers: 7, 8, 12, 13, 18, 32 en 33,uit de collectie van het Instituut voor tropische geneeskunde teLeiden; voor deze welwillende medewerking zeg ik den direc-teuren van genoemde instellingen nogmaals mijn welgemeendendank.



??? Lijst van het gebruikte bacteriemateriaal. No. CoU-groep 1 2 3 4 B.B.B.B. coH Glorianâ€ž Schmidt st.st. St. 21 B41 B7 Ph. 1. Â?Â? 34 biq.354 f.c. 1532 67 68O. 901 76 Medan Ctr. 1.Inst. f.H.L.Inst. f.H.A. gt;yÂ? Snijders 79 80 21 MedanRoemeni?? Ctr. 1.Inst. T.H.L. Inst. f. H. A.Â? Ctr. 1. Inst. f.H.LCtr. 1. 96181688 f.c.f.c. 1531 1532 Ph. 1. Berlijn (Julius)â€ž Virchow (inst. R. Koch)C. st. â€ž Amsterdam (MatseldVlis.)st. V. Waanenst. 1718 (Kunzendorf) 23 24 25 26 27 28 Glorian f.c. Typhus-groep 5 B. typhi st. 6 B. â€ž st. 7 B. st. 8 B. â€ž st. 9 B. â€ž st. 10 B. â€ž st. 10a B. â€ž Schaap Para-typhus A-groep 11 B. para-typhi A. st. 12 B. â€ž â€ž A. st. 13 B. â€ž â€ž A. st. 14 B. â€ž â€ž A. st. 15 B. â€ž â€ž A. st. Para-typhus B-groep 16 B. para-typhi B. st. 17 B. â€ž â€ž B. st. 18 B. â€ž â€ž B. st. 19 B. enteritidis G?¤rtner st. Para-typhus C-groep 20 B. para-typhi C. st. 21 B. â€ž â€ž C. st. 22 B. â€ž â€ž C. st. Erica

Â?Â? st. 10 B.



??? Dysenterie Shiga-Kruse-groep 31 B. dys. Sh.-Kr. st. 48 B. 32 B. â€ž Sh. st. 149 33 B. â€ž Sh. St. 151 34 B. â€ž Deli Shiga St. 22 35 B- ??) jgt; j) St. Schneider-Krall 36 B- ?gt; St. Podhaga Dysenterie Flexner-groep 37 B. dvs. Flexner St. Ctr. 1. 38 B. St. V. Oxford Ph. 1. 39 B. St. W. Oxford 25/10 gt;y 40 B. St. â€ž 1138 Borculo 41 B. yy St. 790 '26 Sleen Â? 42 B. St. VI. 623 Bergen op Zoom 43 B. St. VI. 1474 Staphorst Â? 44 B. St. VI. Nieuweroord 1934 Â? 45 B. yy yy St. Z. Oxford 25/10 jf Dysenterie Sonne-groep 46 B. dvs. Sonne St. 2254 Opeinde Â? 47 B. St. 2505 Woudrichem 48 B. yy yy St. 588 Zuidlaren Â? 49 B. St. 1291 Bussum 50 B. St. 2337 Oudewater 51 B. St. 2282 Hilversum gt;f 52 B. yy yy St. 631 Goedereede jy Nadat genoemde bacteri??n zoo noodig in rein-cultuur waren ge-bracht, onderzochten wij de stammen zoowel morphologisch,als physiologisch, (door enten op de voor dit doel

gebruikelijkesuiker- en andere oplossingen), op hunne eigenschappen; hieruitbleek ons, dat wij de voor genoemde bacteri??n, specifieke soortenzuiver in handen hadden. Dc bij dc vergistingen gebruikte chemicali??n. Wij streefden naar een zoo groot mogelijke zuiverheid van de,voor het bereiden der voedingsbodems, gebruikte chemicali??n.Pepton. Als stikstofbron voor de bacteri??n maakten wij gebruik van Ph. 1.Inst.T.H.L Inst.f.H.A.



??? pepton â€žWittequot;. Ter voorkoming van afwijkingen in de samens ellmg zooals zich zouden kunnen voordoen bij het v rweXnV n pepton welke afkomstig was van verschillende zendquot; gennamen w.j een Kg, mengden dit goed dooreen en verdeeld n h??;over eemge flesschen, welke met een, met ongebluste tik .evulde stop, gesloten werden.nbsp;^ Zoodoende hadden wij een ruime voorraad pepton van zoo con stant mogehjke samenstelling, waaruit wij voor de verschihendequot;vergistmgen telkens putten konden.nbsp;verscniiiende Keukenzout. chloriL.quot;''â„?quot;'''nbsp;chemisch-zuiver natrium- Krijt. Natriumsulfiet. Het, bij de sulfiet-gistingen, toegepaste natriumsulfiet voldeedaan de eischen van zuiverheid.nbsp;vuiueea Glycol. Het glycol was geleverd door de firma Schering-Kahlbaum alspr paraa voor wetenschappelijke doeleinden; wij de ti Sdt flk??hnlnbsp;'^quot;^^'â– ^Â?^hten het op de

aanwezigheid van d ?•!nbsp;Genoemde verlZ dmgen bleken er met in aanwezig te zijn. Direct na de destillatiebewaar en wij het in een gesloten flesch, welke in een c de rchtâ„?^:-' ^^ ^^^ ^^^ - Dioxaan. Wij gebruikten een preparaat van Fraenkel en Landau reinstDerger ) en daarna nog eens door uitvriezen, gezuiverd.



??? Het was vrij van: acetaldehyde, alkohol en azijnzuur. Het 1-4 dioxaan is een waterheldere vloeistof, welke door: O / \H2C CH2 CH2 \ /O wordt voorgesteld. Lourengo bereidde het in 1863; in het zelfdejaar maakte W??rtz het door condensatie van glycol en aethyleen-bromide. In 1906 publiceerde FaworskÂŽÂŽ) een bereiding vandioxaan, door glycol met 4 % geconcentreerd zwavelzuur te des-tilleeren. Het dioxaan mengt zich zoowel met water, als met de gebrui-kelijke, organische oplosmiddelen. Het is zeer hygroscopisch,heeft een kookpunt van 101,4Â° 760 mm en een smeltpuntvan 11,8Â°. Voor de zuivering en eigenschappen van het dioxaan zij ver-der naar de, deze onderwerpen uitgebreid behandelende dis-sertatie van den Heer F. Ph. A. Tellegen verwezen. Aethyleenoxyde. Het aethyleenoxyde betrokken wij eveneens van Fr. en L. Wijdestilleerden het bij zoo laag mogelijke temperatuur op

sterielewijze, waardoor het tevens nog een zuivering onderging. De af-wezigheid van sporen acetaldehyde konden wij niet met zeker-heid vaststellen, daar aethyleenoxyde met het reagens van Riminieen roode- tot violette verkleuring geeft.



??? HOOFDSTUK IV. HET QUALITATIEVE ONDERZOEK NAAR DE VERGISTINGS-PRODUCTEN VAN GLYCOL. Wij vingen het onderzoek naar de gistingsproducten aan, methet bestudeeren van alle hierbij te pas komende reactie's op deafzonderlijke stoffen, welke bij de gisting te verwachten waren.Vervolgens werden mengsels van deze stoffen door de hieronderbeschreven scheidingsmethoden weder gescheiden en de verbin-dingen op dezelfde wijze aangetoond. De, bij de vergisting van suikers en meerwaardige alkoholen,optredende vergistingsproducten kunnen gerangschikt wordenvolgens de groepen: A.nbsp;Gasvormige producten. Dit kunnen zijn: waterstof, koolzuurgas en methaan. B.nbsp;Vluchtige, neutrale en basische verbindingen. Te weten: alkoholen, acetaldehyde, acetylmethylcarbinol,diacetyl, dioxaan, ammoniak, indol en aminen. C.nbsp;Vluchtige zuren. Waaronder we kunnen rangschikken:

mierenzuur en azijn-zuur. D.nbsp;Niet vluchtige zuren.Melkzuur en barnsteenzuur. E.nbsp;Niet vluchtige, neutrale producten.2.3. butyleenglycol. Wij namen het qualitatieve onderzoek nu ter hand, door vooreen reeks van veertien bacteriestammen (tot de coli-, typhus-paratyphus- en dysenteriegroep behoorende), in groote (Â? 30?“cm'' bevattende) gistbuizen, vergistingsproeven uit te voeren Desteriele gistbuizen vulden we met een 1 % pepton-oplossing waar-aan % keukenzout en 2 % glycol was toegevoegd, doch geen



??? krijt, en steriliseerden dit bij 110Â°, gedurende een half uur. De gistbuizen werden ge??nt met een suspensie van de ge-wenschte bacteri??n, welke suspensie wij verkregen, door vier-en-twintig-uur-oude, schuine bouillonagar-kulturen met een weinigpeptonwater af te spoelen en vervolgens gedurende 10 dagen bij37Â° te bebroeden. Een tweede proef werd ingezet, waarbij aan bovenstaande pep-ton-10 % lakmoes-oplossing was toegevoegd en de vloeistof zichin, van gasbuisjes voorziene, kuituurbuizen bevond. Behalve de resultaten, welke nog nader besproken zullen wor-den, is hier slechts van belang, dat er in beide gevallen bij dezeveertien stammen geen gas werd gevonden. Het onderzoek naar gasvormige producten kon hierdoor dusachterwege blijven. B. Vluchtige neutrale en basische verbindingen. Na aan de helft van den inhoud der gistbuizen 1 N kaliloogtoegevoegd te hebben, tot een

even alkalische reactie op lakmoesverkregen was, destilleerden wij de neutrale producten af. In de eerst overkomende druppels werd op acetaldehyde ge-reageerd.Acetaldehyde. Dit toonden wij aan met de reactie van Rimini welke wij alsvolgt uitvoerden: ongeveer 3 cmÂŽ van de te onderzoeken vloei-stof werden met 0,5 cmÂŽ 4 % nitroprussidnatrium-oplossing ver-mengd en aan het mengsel 1 cm ÂŽ van een 3 % oplossing vanpiperidine toegevoegd; een blauwe verkleuring kenmerkt de aan-wezigheid van acetaldehyde. Wanneer deze reactie een positief resultaat opleverde, vingenwij verder het destillaat, in, door ijs gekoeld water op. Hieruit werd later het aldehyde weer afgedestilleerd, metp. nitrophenylhydrazine, in azijnzure-oplossing, onder zachte ver-warming het hydrazon gemaakt en door smeltpunts- en meng-smeltpuntsbepaling met het p. nitrophenylhydrazon van acetal-dehyde, als dit laatste

hydrazon, ge??dentificeerd.Acetylmethylcarbinol en diacetyl. De afwezigheid van deze stoffen, bij de vergisting van glycol



??? met de door mij gebruikte bacteriestammen, bleek uit de nega-tieve uitkomst, die verkregen werd, door met een gedeelte vanhet gistingssubstraat de reactie van Voges-Proskauer uit tevoeren. Bij 5 cmÂŽ substraat voegden we 5 cmÂŽ 10 % KOH-oplossing;af en toe doorschuddende bleef dit mengsel gedurende 24 uur ineen open Erienmeyertje staan. De eosine-achtige kleur, die bij een positieve uitslag van dereactie moest optreden, bleef achterwege; zelfs was bij doorval-lend booglicht geen groene fluorescentie waar te nemen 1). Ammoniak, aminen en indol met zijn derivaten. De aanwezigheid van ammoniak en aminen werd bewezen doorhet blauw kleuren van een vochtig, rood lakmoespapiertje, dat inhet gistingsvat was opgehangen. Bij sommige gistingsproevenwerd indol gevonden. Het was aan te toonen volgens de reactievan Ehrlich, nl. 10 cmÂŽ bedeelen met 5 cmÂŽ van een oplossingvan 4 g. p-

dimethyl-amido-benzaldehyde in 380 g. 96 % alkoholen 80 g. geconcentreerd HCl. Daarna werd 5 cmÂŽ van een ver-zadigde kaliumpersulfaat-oplossing in water, toegevoegd en Ge-schud. Bij indolvorming had rood-kleuring binnen 5 min. plaats. Dekleurstof was met amylalkohol uit te schudden. Aethylalkohol. In het destillaat reageerden we eerst op acetaldehyde met dereeds genoemde reactie van Rimini: was acetaldehyde aanwezig,dan werd dit â€” alvorens tot de alkohol bepaling over te gaan,verwijderd, door eenigen tijd te koken onder een opstaande koelermet p-nitrophenylhydrazine in 30 % azijnzuur en vervolgens devloeistof voor twee derde gedeelte af te destilleeren. In de eerst overkomende druppels reageerden we op acetal-dehyde; zoo dit nog niet geheel vastgelegd was, zetten we hetkoken onder opstaande koeler vanzelf sprekend, nog eenigen tijdvoort, alvorens de alkohol verder af te destilleeren.

1nbsp; Zie eveneens bladz. 38.



??? De aanwezigheid van alkohol was vast te stellen met behulp vande jodoformreactie van Lieben, uitgevoerd volgens F. Emich :In een uitgetrokken buisje voegt men aan het destillaat kaliloog endaarna jood-joodkali (1 : 1 : 10) toe, tot er een gele kleur op-treedt, en dan nog zooveel loog tot de gele kleur verdwijnt. Vaakwerden nu onder den mikroscoop de kenmerkende, gele kristallenvan jodoform waargenomen; was dit niet het geval, dan werdgetracht, door eenige malen destilleeren, den alkohol voldoende teconcentreeren om de, na toepassing van de jodoform-reactie, ge-vormde kristalletjes, te kunnen waarnemen. In die gevallen, waarhet onmogelijk bleek de kristallen te onderscheiden, volstondenwe met het duidelijk waarnemen van den jodoformgeur om tot deaanwezigheid van aethylalkohol te besluiten Het verdient nog opmerking, dat glycol geen jodoformreactiegeeft, zooals geconstateerd werd;

hierdoor is het dus uitgesloten,dat eventueel mee overgegane glycol, oorzaak van de jodoform-vorming kon zijn. Qualitatief aantoonen van Dioxaan. Betreffende het diaethyleendioxyde, 1-4-dioxaan, was tot nutoe betrekkelijk weinig bekend. Door het verschijnen van de dis-sertatie van F. Ph. A. Teilegen'''') is dit, wat de derivaten aangaat,sterk veranderd, doch de isoleering van dioxaan en het aantoonenvan deze stof, wanneer zij in kleine hoeveelheden in water voor-komt, is nog niet beschreven. Voor het aantoonen van dioxaan achten wij het meest geschikt:de verbinding met broom het pikraat'''^) en de verbindingmet sublimaat Hiervan leek ons het pikraat het meest aanlokkelijke, daar hetin aetherische oplossing gevormd wordt, vrij stabiel is en tot smp.,66Â° heeft. Voor ons doel bleek het echter ongeschikt, daar het alleen ingeconcentreerde, aetherische oplossing en dan nog pas na langentijd staan,

uitkristalliseerde. De broom-verbinding was doeltreffender, doordat zij direct enmet sporen dioxaan ontstaat in den vorm van karakteristieke



??? gele naalden met smp. 65â€”66Â°; nadeelen waren, dat het dioxaandroog en liefst niet opgelost, voor deze reactie gebruikt moetworden en dat de verbinding, vooral bij aanwezigheid van vocht,snel weder ontleedt. De verbinding met sublimaat leende zich niet tot identificatievan dioxaan daar de lange naalden groote overeenkomst ver-toonden met sublimaat-kristallen en geen smeltpunt kon wordenvastgesteld; wel bleek zij uitermate geschikt voor de isolatie vandioxaan, zoowel uit zijn oplossing in water, als in aether. Zoodat wij besloten de beide laatste verbindingen voor onsonderzoek te gebruiken. De verbinding van broom met dioxaan, die opgevat moet wor-den te bestaan uit ?Š?Šn molecule dioxaan en twee atomen broom, Onbsp;O.Br / \ / \2HC CH, ^ gj. 2HC CH^ 2HC CH2nbsp;2HC CH2 \ / \ /Onbsp;O.Br vormt zich het beste door inwerking van broomdamp; gebruiktmen nl. broom in vloeibaren vorm, dan

worden de naaldenoranjegeel door het overmatige broom, dat mede door de snelleontleding van de verbinding in oplosmiddelen, moeilijk te verwij-deren is en het smpt. verlaagt. Met broomdamp verkrijgt men echter zuiver kanarie-geel ge-kleurde naalden. Ten onrechte wordt dan ook in de litteratuur de kleur dezer ver-binding â€žoranjequot; genoemd. Wij werkten als volgt: in een groot model weegflesch met in-geslepen stop bevond zich een weinig broom; in de flesch stondeen glazen driepootje; hierop legden we een horloge glaasje meteen hoeveelheid dioxaan en sloten het vat; direct begonnen delange gele naalden van de broomverbinding, uit te schieten. Reedsbij geringe sporen dioxaan was het verschijnsel goed waarneem-baar. Liet men de verbinding in de weegflesch, dan bleef zij eenigen



??? tijd intact, doch er uit genomen, ontleedde ze snel aan de lucht. Maakte men de verbinding bij grootere hoeveelheid, dan ge-lukte het, bij snel werken, het smeltpunt vast te stellen. Het aantoonen van dioxaan was hiermede opgelost, restte dusnog de isoleering uit zeer verdunde oplossingen in water. Met aether was het dioxaan uit water uit te schudden, doch danalleen, wanneer de concentratie niet al te gering was. Daar wij verwachten konden, dat b.v. in een liter gistingssub-straat een spoortje dioxaan zou kunnen voorkomen, leek ons deperforatie met aether een geschikter methode; wij konden echter,na voorzichtig afdampen van den aether â€” zelfs als dit bij kamer-temperatuur, al dan niet onder een klein vacuum en uitsluiting vanwaterdamp geschiedde â€” geen dioxaan door middel van het bro-mide aantoonen. Het meest voor de hand liggend was een te groote vluchtigheidvan het dioxaan,

hoewel bij 101,4Â° kokende. Hier kwam ons de sublimaatverbinding, welke spontaan ont-staat, wanneer men dioxaan in een verzadigde sublimaat-oplos-sing brengt, te hulp, deze vormt zich eveneens, als men een aethe-rische oplossing van dioxaan met een verzadigde sublimaat-oplos-sing schudt; het dioxaan laat zich aldus uit aether uitschudden. In plaats van het kookkolfje direct aan een perforator te ver-binden, bevestigden we eerst, met een kurk, een ongeveer 20 cmlange, van onderen dichtgesmolten buis met 2 cm diameter, aanden afvoer van den perforator; ongeveer 4 cm onder den randvan deze nieuwe buis was een naar beneden omgebogen dito ge-smolten, gelijk aan de afvoerbuis van den perforator, waaraan nuhet kookkolfje door middel van een kurk werd bevestigd. In detusschengevoegde buis stond een trechtertje met langen steel, dietot den bodem reikte en hier voorzien was van

zijdelingscheopeningen. De rand van dit trechtertje bevond zich een paar centimetersboven de laatste afvoerbuis. De beste voorstelling van het geheel is: een kleine perforatormet een groote, verbonden op de plaats waar zich anders de kook-kolf bevindt. De groote perforator vulden we met een oplossing van zeer



??? weinig dioxaan in water en in de kleine werd een verzadigde op-lossing van sublimaat gedaan, ter hoogte van ongeveer 5 cm Nuextraheerden we met aether; na de te extraheeren vloeistof gepas-seerd te zijn, vloeide de aether in den trechter van den kleinenperforator en werd aldus gedwongen door de sublimaat-oplossingte gaan, waarna hij zich in het bovengedeelte van den kleinenperforator verzamelde en ten slotte in het kookkolfje terugvloeide. Wij verwachtten nu, dat zich in den kleinen perforator de langenaalden van de dioxaansublimaat-verbinding zouden vormen, het-geen echter niet het geval was; dit werd veroorzaakt doordat'dezeverbinding vrij goed in aether oplosbaar was, want na afdampenvan den aether uit het kookkolfje, op een kokend waterbad, bleefde sublimaatverbinding achter als witte kristallen, die volgens dehieronder beschreven werkwijze, op dioxaan onderzocht werden. Wij beschrijven

deze extractie-methode zoo uitvoerig, daar zijniet alleen van belang is voor de extractie van andere verbindin-gen, die eveneens niet te perforeeren zijn wegens te groote vluch-tigheid met de perforeerende vloeistof, (natuurlijk moet dan eenpassend bindmiddel gekozen worden), maar ons eveneens ge-schikt voorkomt voor de extractie van verbindingen, die niet tegende langdurige verhitting in de kookkolf kunnen, b.v. voor gevoe-lige natuurproducten; vanzelf sprekend moet dan in den kleinenperforator een vloeistof gedaan worden, die bedoelde verbindin-gen daar ter plaatse ook vasthoudt. Het aantoonen van dioxaan in de sublimaatverbinding ge-schiedde als volgt: na de extractie dampten we den aether af, toter zich kristallen begonnen te vormen; dan voegden we watpetroleumaether toe, waardoor de sublimaatverbinding werdneergeslagen en filtreerden deze af. Dan brachten we een weinig van genoemde stof

in een micro-sublimeerapparaatje (een wijde reageerbuis, waarin een kleinkoelbuisje hangt, waardoorheen water kan stroomen); met enkeledruppels kaliloog van 50 % stelden we het dioxaan weder in vrij-heid en destilleerden het, door verhitten van het apparaatje in eenoliebad op Â? 130Â°, snel af; het dioxaan condenseerde tegenhet koelertje, waarna het afgestreken werd op een horiogeglaasje



??? en met behulp van broom, op de boven beschreven w^ijze, kon w^or-den aangetoond. Nu zetten we de volgende proeven in: In 70 cmÂŽ water deden we 0,2 cmÂŽ dioxaan en extraheerdenmet aether, volgens boven vermelde methode, gedurende 4 uren;na afdestilleeren van den aether verkregen we de witte kristallenvan de sublimaatverbinding; uit een gedeelte hiervan werd hetdioxaan op de reeds beschreven wijze in vrijheid gesteld en metbroom aangetoond: de gele naalden waren duidelijk waar tenemen. Een proefextractie van water met aether zonder dioxaan lever-de eveneens weinige witte kristallen op, die volgens het nega-tieve resultaat van de broomreactie geen dioxaan bevatten. Hieronder laten we nog enkele proeven volgen, welke van nutkonden zijn, alvorens tot de bepaling van dioxaan in een gistings-substraat met glycol, werd overgegaan. Sublimaat Witte krist,verkregen bijeen

extractievan water zon-der dioxaan. Witte krist,verkregen bijeen extractievan water metglycol. Witte krist,verkregen bijeen extractievan water endioxaan. Het neerslagdioxaan afged l werd met loog bestilleerd en met b ehandeld en eventroom aangetoond. ueel aanwezig --â€?tc/t geic naalden.Na toevoegenvan een spoordioxaan aan hetreactie mengselen wederomdestilleeren,wel gele naalden. Geen gelenaalden.Wel na toev.enz. Geen gelenaalden.Wel na toev.enz. Direct gelenaalden.



??? En ten slotte nog een extractie van dioxaan uit een liter pepton-water van 1 %, waaraan was toegevoegd: ^ % ilt;eukenzout, 2 %glycol en 0,2 cmÂŽ, dioxaan; na het toevoegen van het dioxaandeden we er nog wat alkohol en azijnzuur bij en maakten hetgeheel alkalisch ten opzichte van lakmoes, kortom, we stelden eensynthetisch gistingssubstraat samen. Na acht uur extraheeren konden wij, op de aangegeven wijze,in een gedeelte van de witte kristalmassa, duidelijk dioxaan aan-toonen. Nadat de rest geheel in de dioxaanbroom-verbinding was om-gezet, werden de zoo verkregen kristallen gemengd met die, welkeuit zuiver dioxaan en broom gemaakt waren; het smpt. bleek nu65â€”66Â° te bedragen, waarmede bewezen was, dat het inderdaadde dioxaanbroom-verbinding was. Onderzoek naar de gevormde zuren. De rest van de vloeistof, waaruit acetaldehyde en alkoholwaren afgedestilleerd, zuurden we

met verdund zwavelzuur aantot congoroodpapier juist blauw kleurde, waarna de aanwezigezuren met stoom afgedestilleerd konden worden. Na neutralisatie van het destillaat met loog, dampten we het opeen waterbad in. Mierenzuur. Met de reactie van S?Šrulas : na aanzuren van 10 cmÂŽ te on-derzoeken vloeistof, HgO toevoegen en schudden, na affiltreerenvan de overmaat HgO, verwarmen. De aanwezigheid van mieren-zuur wordt gekenmerkt door een wit neerslag, dat zich allengsgrijs tot donkergroen kleurt. Microchemisch werd de ingedampte vloeistof met ceriumnitraatop mierenzuur onderzocht. Bij de door ons gebruikte stammen kon geen vorming van mie-renzuur waargenomen worden. Azijnzuur. De aanwezigheid van azijnzuur bleek uit een positieve kako-dylreactie. Een gedeelte van de geneutraliseerde oplossing damp-



??? ten we droog en verhitten daarna met watervrije soda en eenweinig arseentrioxyde. In alle gevallen kon de onaangename reukvan het kakodyloxyde worden waargenomen. Ten slotte werd in de zuur-destillatie-rest op barnsteenzuur enmelkzuur gereageerd. Barnsteenzuur. Na neutralisatie met soda en indampen op een waterbad totdroog, zuurden we met ongeveer 2 cmÂŽ 50 % zwavelzuur, gecon-troleerd op congoroodpapier, aan en maakten het geheel metwatervrij natriumsulfaat vast, om dan gedurende 8 uur in eenSoxhletapparaat, de zuren met aether te extraheeren. Na afloopvan de extractie werd de aether afgedestilleerd en het residu in100 cmÂŽ 96 % alkohol, opgenomen^ÂŽ). Aan de kokende, alkoholische oplossing werd een gefiltreerde,koud verzadigde oplossing van bariumhydroxyde toegevoegd tothet bijgedruppeld phenolphthale??ne juist rood kleurde. Na afzuigen van het

neergeslagen bariumsuccinaat konden wehet barnsteenzuur door zoutzuur in vrijheid stellen, en na ver-dampen van dit laatste, het voorzichtig boven een microvlammetjetegen een horlogeglas sublimeeren, waarna het te identificeerenwas als lanthaan- of loodzout. Eveneens gebruikten we de pyrol-reactie om de aanwezigheidvan barnsteenzuur vast te stellen. In een reageerbuisje dampten we voorzichtig de aangezuurdeoplossing tot klein volumen in, voegden zink-stof toe en gloeiden;een in den mond van het buisje gehangen, met zoutzuur bevoch-tigd houtstofpapiertje, werd, bij aanwezigheid van barnsteenzuur,door het gevormde pyrol, licht- tot donkerrood gekleurd. Melkzuur. Het bovengenoemde filtraat dampten we in op een waterbad;vervolgens voegden we 10 % zwavelzuur toe, verwarmden dit,en druppelden 2 % kaliumpermanganaat-oplossing bij; bij aan-wezigheid van melkzuur ontstond dan

acetaldehyde, dat door dereactie van Rimini, (papiertje gedrenkt in oplossing van nitro-prussidnatrium en piperidine) kon worden aangetoond.



??? Microchemisch werd het ge??dentificeerd met behulp van zijncobaltzout.nbsp;' Niet vluchtige neutrale producten.2.3. butyleenglycol. We behandelden een gedeelte van het substraat met broom,terwijl met zonlicht of een sterke, electrische lamp belicht werd'het eventueel gevormde diacetyl destilleerden we, na verwijderingvan de overmaat broom met natriumsulfiet, af en toonden ditm het destillaat aan, door hierop de reeds boven beschrevenreactie van Voges-Proskauer of de reactie met een nikkelzout,uit te voeren Een eosine-achtige roode kleur of het neerslag van dimethyl-glyoxim-nikkel bewezen de aanwezigheid van 2.3. butyleengly-col, dat in sommige gevallen kon worden aangetoond. Semi-quantitatieve bepaling van acetaldehyde. Aansluitend aan dit hoofdstuk en als overgang tot het volgen-de, waarin het quantitatieve onderzoek zal besproken wordendiene de beschrijving van het semi-quantitatieve

onderzoek naaracetaldehyde. Dit semi-quantitatieve onderzoek naar acetaldehyde diendemet alleen om een overzicht te verkrijgen van de acetaldehyde-productie van verschillende, tot de coli-typhus-groep behoorendebacterien, maar tevens bleek hiermede een zeer gevoelige methodeverkregen te zijn om met behulp van de reactie van Rimini zelfsde kleinste spoortjes acetaldehyde, qualitatief aan te toonen. Het toestel was hetzelfde als gebruikt werd voor de quantita-tieve bepaling van acetaldehyde en de quantitatieve bepaling vanmelkzuur, volgens de methode van F??rth en Charnasz in de modi-ficatie van Friedemann en KendallÂ?), welke methode ten slotteeveneens berust op een quantitatieve acetaldehyde-bepaling Dittoestel bestaat uit een rondbodem van pyrex-glas van 200 cmÂŽmhoud met een vrij wijde hals, de kolf wordt gesloten met eenstop met drie doorboringen; door de eerste gaat een nauw, tot

opden bodem der kolf reikend, rechthoekig omgebogen buisje, door



??? de tweede de buis van een druppel-trechter en door de derdeeen betrekkelijk wijde buis, die onder de stop uitmondt envan een mantel, waarin water kan stroomen, omgeven is, zoo-dat het geheel als koeler werkt. De lengte van het koelendgedeelte bedraagt ongeveer 25 cm. Het boveneinde van den koelerwordt door middel van een tweemaal rechthoekig omgebogenbuisje (waarvan het einde in een slijpstuk overgaat) verbondenmet een rechte buis, die in een punt uitmondt op den bodem vaneen wijdere buis (diameter Â? Ij^ cm en ongeveer 50 cm lengte),welke laatste hier tot een bolletje is uitgeblazen. De wijdere buis is door middel van een gummistop gesloten endoor twee rechthoekig omgebogen buisjes, die door een slijpstukmet elkander vereenigd zijn, met een tweede, wijdere buis, gelijkaan de eerste, verbonden. De invoer reikt wederom tot denbodem. De tweede wijdere buis is eveneens met

een gummi-stopgesloten, waarin nog een rechthoekig omgebogen buisje steekt,ter afvoer van de spoel-stikstof. Bij het doorvoeren van stikstofwerd vaak last ondervonden, doordat de stikstof-bellen niet regel-matig door de vloeistof, waarmede de wijdere buizen gevuldwaren, borrelde, doch stootsgewijze doorgingen; om dit euvel teondervangen werd het afvoerbuisje door middel van een gummislangetje verbonden met een glazen buis, die op den bodem vaneen met water gevulde maatcilinder, van b.v. 250 cm^, uitkwam. Door nu het slangetje met een schroefklemkraantje gedeel-telijk dicht te knijpen, kon de stikstofstroom zoodanig geregeldworden, dat er regelmatig enkele kleine bellen opstegen. Ten slottewerd de druppeltrechter nog met een, door een schroefklemkraan-tje afsluitbaar slangetje, aan de stikstof-toevoer-leiding verbon-den, opdat in dezen trechter dezelfde druk, als in het geheele toe-stel,

zou heerschen. Voor de semiquantitatieve acetaldehyde-bepaling werden dew^ijdere buizen elk gevuld met een oplossing van 5 cmÂŽ 4 %nitroprussidnatrium, waaraan even v????r het gebruik 10 cmÂŽ 3 %piperidine-oplossing was toegevoegd. Voor de bepaling van acetaldehyde bij de gewone gistingenwerd een zekere hoeveelheid van het substraat in het kolfje ge-bracht en stikstof doorgeleid; om het acetaldehyde af te desFil-



??? leeren, vingen we na 10 min. aan met de vrije vlam te verwarmenzoodat de inhoud zacht kookte. Bij de sulfiet-gistingen werd het substraat eveneens in denrondbodem gebracht, maar nu heten we uit den druppeltrechter20 cmÂŽ 20% bariumchloride-oplossing toevloeien, bovendienwas aan het substraat (zoo niet reeds aanwezig), wat krijt toe-gevoegd, om het acetaldehyde uit de sulfiet-verbindine in vrii-heid te stellen.nbsp;^ Het acetaldehyde, door den stikstofstroom medegenomenkleurde de nitroprussidnatrium-oplossing, al naar gelang van degevormde hoeveelheid acetaldehyde, groen tot blauw. Was een spoor acetaldehyde aanwezig, dan zag men alleen inde bmnenbuis aan het oppervlak van de op en neer gaande vloei-stof-kolom, een blauw wolkje optreden, dat scherp afstak tegen-over de omringende geel gekleurde vloeistof. Meer acetaldehyde manifesteerde zich door een groenkleuringvan den

geheelen buis-inhoud, reeds quantitatief te bepalen hoeveelheden acetaldehyde kleurden den buis-inhoud blauw terwijlnog grootere hoeveelheden, deze geheel ondoorzichtig maaktenDaar steeds het acetaldehyde in de eerste buis geheel geabsor-beerd werd, bleef de inhoud van de tweede buis zijn gele kleurbehouden; hierdoor kon een kleuromslag goed worden waarge-nomen.nbsp;^ Wij gingen met koken door, totdat de kleur niet meer veran-derde.



??? HOOFDSTUK V. QUANTITATIEF ONDERZOEK NAAR DE VERGISTINGS-PRODUCTEN. Overtuigd van de moeilijkheden, die zich zouden kunnen voor-doen bij het quantitatieve onderzoek van de bij de gisting ont-stane producten, â€” welke moeilijkheden werden veroorzaakt,zoowel door het optreden van verschillende vergistingsproducten,als door de aanwezigheid van pepton in het gistingssubstraat, â€”werd het quantitatieve onderzoek aangevangen met de bepalingvan de hoeveelheden van de te verwachten stoffen, elk afzonder-lijk en in bekende concentratie in water opgelost. Vervolgens wer-den mengsels van meerdere dezer stoffen quantitatief onderzocht,om ten slotte over te gaan tot het analyseeren van deze mengselsin een oplossing die 1 % pepton bevatte. Nadat met het analyseeren van deze synthetische gistingssub-straten voldoende inzicht en routine was verkregen, werden

deuitgegiste vloeistoffen onderzocht, volgens de hieronder nader be-schreven methodes. Bepaling van het oorspronkelijk aanwezige en van hetna gisting overgebleven glycol. Veelal worden verbindingen zooals glycol, bepaald, door de, opdeze stof te onderzoeken oplossing, voorzichtig in te dampen envervolgens onder toevoeging van zand, het residu te extraheerenmet aether of aceton, het extractie middel te verdampen en hetglycol na droging te wegen Bezwaren, aan deze methode verbonden, zijn: le. Tijdens het indampen kan er een weinig glycol verdampen. 2e. Men extraheert tevens andere stoffen uit het substraat,welke men dus mede als glycol bepaalt. 3e. Een groote moeilijkheid bij deze methode levert de sterk



??? water-aantrekkende werking van glycol op, waardoor dus steedste veel glycol gevonden zal worden. Behalve de bovengenoemde bezwaren, komt hier nog het grootetijdverlies door indampen en extraheeren bij. Ons scheen derhalve een directe bepaling van het glycol in hetgistingssubstraat, verreweg de voorkeur te verdienen. Le F?¨vre heeft ook getracht het te bepalen door oxydatiemet permanganaat in alkalisch milieu en het niet verbruikte per-manganaat, na aanzuren, terug te titreeren. Volgens hem geluktedeze methode niet door de kleine concentratie van het glycol inde oplossing, waardoor hij bijna geen verschil vond tusscheneen 1 % glycol-oplossing en een blanco peptonwater-oplossing. Daar hij echter niet eerst het pepton verwijderde, alvorens totoxydatie over te gaan, is het mogelijk, dat hieraan zijn negatiefresultaat te wijten is. Wij kozen nu de oxydatie van glycol tot koolzuur door mid-del van

kaliumpermanganaat in zuur milieu, het COg werd dandoor weging bepaald. Deze nieuwe methode moest allereerst op haar betrouwbaar-heid getoetst worden. De gebruikte apparatuur bestond uit een zgn. vet-extractiekolfje, afgesloten door een rubber stop met drie doorboringen. Indeze gaten staken: een opstaande koeler, een rechthoekig omge-bogen buisje (van voldoende lengte, om den bodem van de kolfte bereiken) en een druppeltrechter. Het boveneinde van denkoeler werd, onder tusschenvoeging van een U-vormige, van tweekranen voorziene, chloorcalciumbuis, met een kaliapparaatje ver-bonden. Nadat de chloorcalciumbuis gevuld was, verzadigden weden inhoud met koolzuur, waarna door een koolzuur-vrije-lucht-stroom, het overmatige gas verdreven werd. Door het omgebogen buisje leidden we koolzuur-vrije-lucht inen verbonden de luchtleiding eveneens met de opening van dendruppeltrechter

(waarin zich een kaliumpermanganaat-oplossingbevond), waardoor de druk op deze oplossing gelijk was aan die,welke in het geheele toestel heerschte. Het geheel was boven een brander opgesteld. Voor de oxydatie van 1 g glycol is 5,0938 g KiVln04 en 4,7421



??? Batterij van vier toestellen voor glycol-bepalinr. Links flesschen voor het doorpersen van lucht; aansluitend een, in duplo,uitgevoerde luchtreinigingsinstallatie; vervolgens de vier oxydatie-toestellen metbovenaan de U-vormige, van kranen voorziene, chloorcalciumbuisjes, waarmedede kali-apparaatjes zijn verbonden.



??? g H2SO4 noodig, er ontstaat dan 1,4185 g CO2; om dit te bin-den is tlieoretisch 3,6257 g KOH noodzakelijk. Teneinde vol-doende zekerheid te hebben, dat al het koolzuur werd vastgelegd,gebruikten we 130 cmÂŽ 50 % KOH oplossing per g glycol; ditvertegenwoordigt 18 keer de theoretische hoeveelheid; zooals danook bleek, kon dezelfde vulling voor twee bepalingen gebruiktworden. We maakten de volgende standaardoplossingen; KMn04 op-lossing 60 g per liter, H2SO4 oplossing 500 g per Hter, en ver-der, om de reactie's en methode te kunnen bestudeeren, en ook omde apparatuur te kunnen controleeren, een glycol-oplossing, die20,125 mg watervrije glycol per cmÂŽ bevatte. 5 cmÂŽ van deze standaard oplossing komt overeen met5 X 20,125 mg = 0,100625 g glycol. Bij de bepalingen werd zooveel mogelijk van deze hoeveelheiduit gegaan daar we gebonden waren aan de afmetingen van

degebruikte kaliapparaatjes. Hiervoor was dikwijls eerst een ori??n-teerende bepaling noodzakelijk. 0,100625 g glycol komt overeen met 0,1427 g CO2 Ig 0,100625 = 00271mol.gew. glycol = 62,0478 Ig = 79272mol.gew. CO2 =88 Ig = 94448 0,100625 g glycol geeftnbsp;^^62,047^^^ ==nbsp;^ Voor het berekenen van de verkregen resultaten gebruikten weden hieronder vermelden factor: ag C02 = xg glycol88 : a = 62,047 : x ^ â€? 62,047 ^ ^ ^^^^ _ ^ _ 0,70508 Ig = 8482488 88



??? Bepaling: 1.nbsp;Uitgegaan van 5 cmÂŽ standaard glycol-opl.=0,10063 g glycolGevonden gewicht koolzuur 0,1279 g COg 8482410687 95511 hieruit berekend glycol 0,09018 g d.i. 89,62 % teruggevonden. 2.nbsp;Voor 5 cmÂŽ standaard glycol-opl. werd gevonden 0,1195 g CO284824 07737 92561 hieruit berekend glycol 0,0843 g d.i. 83,73 % teruggevonden. 3.nbsp;Voor 5 cmÂŽ st.d. glycol-opl. 0,1301 g COg84824 11428 96252 hieruit berekend glycol 0,0917 g d.i. 91,16 % teruggevonden. 4.nbsp;Voor 5 cmÂŽ st.d. glycol-opl. 0,1425 g CO284824 15381 00205 hieruit berekend glycol 0,1005 g d.i. 99,85 % teruggevonden. 5.nbsp;Voor 5 cmÂŽ st.d. glycol-opl. 0,1417 g COg84824 15137 99961 hieruit berekend glycol 0,0999 g d.i. 99,29 % teruggevonden. Uitvoering van de methode: Uit bovenstaande berekeningen, waarvan de gegevens verkre-gen werden door de bepaling op verschillende wijze uit te

voeren,b.v. door het zwavelzuur direct aan de glycol-oplossing, of eengedeelte van genoemd zuur aan het bij te druppelen kaliumper-manganaat, toe te voegen, mede door de tijden van doorspoelen,



??? reactie, en wederom doorspoelen te veranderen, werd de volgen-de werkwijze, als de beste resultaten gevende, gekozen: In de kookkolf bevond zich de glycol-oplossing, waaraan 10cmÂŽ standaard zwavelzuur-oplossing was toegevoegd. Onder ver-warming leidden we gedurende 15 minuten koolzuur-vrije-lucht door het apparaat. Vervolgens werd gedurende ongeveer 20 minuten 25 cmÂŽ stan-daard kaliumpermanganaat, waaraan eveneens 10 cmÂŽ stan-daard zwavelzuur-oplossing was toegevoegd, bij gedruppeld, on-derwijl werd de temperatuur tot zacht koken der vloeistof opge-voerd. Eerst ziet men de druppels permanganaat snel ontkleuren,dan gaat dit steeds langzamer, waardoor men goed het verloop vande reactie kan volgen. Duidelijk ziet men, na verloop van eenigentijd, koolzuur-ontwikkeling optreden. Nadat al het kaliumperman-ganaat was toegevoegd werd nog gedurende ongeveer

?Š?Šn uureen koolzuur-vrije luchtstroom doorgeleid en de vloeistof even aande kook gehouden; door goede koeling en een voorgeschakeldechloorcalciumbuis werd voorkomen, dat waterdamp in het kali-apparaatje kon dringen. Na afloop werd het opgenomen koolzuur,door weging van het kali-apparaatje, bepaald. Volgens deze methode verkregen we de uitkomsten 4 en 5. Quantitatieve bepaling van glycol, opgelost in peptonwater. quot;V????r de oxydatie verwijderden we het pepton door het neer teslaan met phosphor-wolfraamzuur. Aan 4 cmÂŽ van een standaard glycol-pepton-oplossing, bevat-tende 1,3053 g glycol per 50 cmÂŽ peptonwater = 0,026106 g percmÂŽ, en 0,025 g pepton per cmÂŽ, werd 40 cmÂŽ van een phosphor-wolfraam-zuur-oplossing (5 g per liter bevattend) toegevoegd.Het ontstane neerslag werd gecentrifugeerd, vervolgens de vloei-stof af geschonken en gefiltreerd, terwijl het

neerslag goed uitge-wasschen en telkens de vloeistof ter dege afgezogen en bij hetvorige filtraat gevoegd werd. In de zoo voorbereide oplossing bepaalden we het glycol dooroxydatie met kaliumpermanganaat.



??? Uitgegaan van 0,1048 g glycol.Gevonden gewicht koolzuur 0,1516 g8482418070 02894 hieruit berekend glycol 0,1069 g d.i. 104,37 % teruggevonden. Deze werkwijze leverde nog geen bevredigend resultaat op.le. Werd, waarschijnlijk door verdamping van water tijdens het afzuigen, te veel glycol gevonden.2e. Nam het filtreeren zeer veel tijd in beslag. Om deze twee redenen werd de methode als volgt veranderd: Aan 25 cmÂŽ van de, glycol bevattende, pepton-oplossing 10 cmÂŽ(zoowel de 25 cmÂŽ als de 10 cmÂŽ werden nauwkeurig afgepipet-teerd) van een 5 % phosphorwolfraamzuur-oplossing (50 gphosphorwolfraamzuur, 970 cmÂŽ water, 30 cmÂŽ geconcentreerdzwavelzuur toevoegen. Na een paar uur staan door een vouw-filter filtreeren en van de zoo verkregen heldere oplossing, 5 cmÂŽvoor elke glycol-bepaling nemen. Op deze wijze werd 99,87â€”99,43 % van het glycol, terugge-vonden. Bepaling

van glycol in het gistings-substraat. Uit de volgende proeven was gebleken, dat glycol met water-damp, nog betrekkelijk vluchtig was. 3,9775 g glycol werd opgelost in 250 cmÂŽ water. Door deze op-lossing leidden we stoom tot 1 1. was af gedestilleerd. In de kolfwas toen 121 cmÂŽ achter gebleven, die wij aanvulden tot 250 cmÂŽ.Van deze oplossing werd 10 cmÂŽ voor de glycol bepalingen geno-men, terwijl hiervoor van het destillaat 100 cmÂŽ gebruikt werd.Het bleek toen, dat er van 5,03 tot 6,70 % glycol over gegaan was,terwijl we in totaal 98,32â€”98,84 % glycokterug vonden. Daarom werd het azijnzuur v????r de glycol bepaling niet afge-stoomd. Uit 40 cmÂŽ van het gistingssubstraat werden de aanwezige hoe-veelheden acetaldehyde en alkohol verwijderd door ongeveer ^van het volumen af,te destilleeren, opnieuw aan te vullen met wateren weer % af te destilleeren.



??? 1. Reductie-oven. 2. Controle-apparaat. 3. Buis met steriele watten-prop voor het '^Â?quot;houden ^ stof 4 Veraistinasvat 5 Niet-vluchtige-zuren-extractie. 6. Dioxaan-extractie. 7. Alkohol-destillatie. 8. btikstot-leidlng.rLeiall7yde en melkzuur-bepaling.'lO. Alkohol-oxydatie. 11. Schroefwaschfleschje voor het tegenhouden van alkohol.12. Stoomdestillatie der vluchtige-zuren. Analyse apparatuur.



??? Het residu vulden we weer nauwkeurig aan tot 40 cmÂŽ ; op dezewijze destilleerden slechts sporen glycol mee over. In het zoo voorbereide substraat was dus nog het ontstaneazijnzuur aanwezig. Er werden nu de volgende proeven genomen,om te constateeren of het mogelijk was glycol direct naast azijn-zuur te bepalen. Aan een oplossing, welke 0,0923 g azijnzuur per 5 cmÂŽ bevatte,werd bij deze hoeveelheid 10 cmÂŽ standaard-zwavelzuur-oplos-sing gevoegd en onder verwarmen 25 cmÂŽ std. kaliumperman-ganaat-opl. -f 10 cmÂŽ standaard-zwavelzuur-opl. bij gedruppeld.Wij vonden een gemiddelde van 0,0011 g CO2; dit komt overeenmet 0,8 % van het toegevoegde azijnzuur. Om te zien of het azijnzuur soms door de doorstroomendelucht werd meegevoerd, verwarmden we 5 cmÂŽ van bovenstaandeazijnzuur-oplossing met 10 cmÂŽ st.d. zwavelzuur-opl., doch zon-der kaliumpermanganaat-

opl., maar wel aangevuld met 35 cmÂŽwater en leidden, gedurende denzelfden tijd als bij de vorige proef,koolzuur-vrije-lucht door. Het gewicht aan koolzuur bleek nu0,0009 g te bedragen, een hoeveelheid, welke ook als gemiddeldegevonden was bij de blanco-proeven, genomen ter controle van deapparatuur en welke tevens in de orde van grootte lag, die wijverkregen bij de oxydatie van azijnzuur. Hieruit blijkt wel, dat hetzeer goed mogelijk is, het glycol direct naast het azijnzuur tebepalen. Nu werd, zooals boven beschreven, het pepton verwijderd door25 cmÂŽ van deze oplossing af te pipetteeren, hieraan 10 cmÂŽ,phosphorwolfraamzuur toe te voegen en na een paar uur af tefiltreeren. Van het filtraat namen we 5 cmÂŽ voor elke glycol-be-paling, welke in duplo w^rd uitgevoerd, zooals eerder beschre-ven is. Het kali-apparaatje wogen we v????r en na de oxydatie en be-rekenden uit het

gewichtsverschil de hoeveelheid glycol. Acetaldehyde-bepaling. V????r dat wij tot bepah'-'g van de gistings-producten overgingenleidden we ged. Yi uur, nog warm uit de broedstoof, zuur-



??? stof-vrije-stikstof door, terwijl het opvangapparaat nog aange-sloten was. Hierdoor werd het, eventueel niet in het substraat op-geloste, acetaldehyde uitgedreven en in de bisulfiet-opl. vastge-legd. Dan openden we de kolf en pipetteerden 40 cmÂŽ van hetfiltraat in een rond-bodem, deze rondbodem *) daarna met behulpvan een gummistop aan een opstaanden koeler bevestigend, welkekoeler met een glazen buisje verbonden was aan de opvang-toe-stellen, bestaande uit twee 45 cm lange buizen met ongeveer 1 cmdoorsnede van onderen verwijd tot een bolletje, waarin de inleid-buisjes met een uitgetrokken punt uitmondden. De twee buizenwaren achter elkaar geschakeld. In elke buis bevond zich onge-veer 20 cmÂŽ 1 % bisulfiet-oplossing. Nu werd gedurende 30 minu-ten een langzame, zuurstofvrije stikstofstroom door het toestelgeleid, terwijl de vloeistof zacht kookte. Alle aanwezige acetal-dehyde bleek

dan vastgelegd te zijn in de bisulfiet-oplossing, zoo-als bij de volgende proeven waargenomen was. In een oplossing van acetaldehyde in peptonwater bepaaldenwe direct het acetaldehyde-gehalte in 40 cmÂŽ van deze oplossing,terwijl ook 40 cmÂŽ op bovenstaande wijze behandeld en vervol-gens het acetaldehyde-gehalte van de bisulfiet-oplossing, vast-gesteld werd. De oorspronkelijke opi. bevatte 3,15 mg per 40 cmÂŽ Na des-tillatie vonden we 3,13 mg per 40 cmÂŽ d.i. 99,36 %. Na het afdestilleeren van het acetaldehyde werd de 40 cmÂŽ aaneen destillatie, zooals beschreven voor glycol ter verwijdering vande alkohol, onderworpen en, na het volumen weer op 40 cmÂŽgebracht te hebben, de glycol-bepaling met deze vloeistof uitge-voerd. Ter bepaling van het acetaldehyde kozen wij de methode, diedoor Theodore E. Friedemann en Arthur I. Kendall uitgewerktis voor het ontwikkelde acetaldehyde uit melkzuur.

Wij weken in zooverre van genoemd voorschrift af, dat wij nietden inhoud van beide buizen verzamelden, doch van elke buis af-zonderlijk het acetaldehydegehalte bepaalden; in de tweede buisvonden we geen of nagenoeg geen acetaldehyde, aldus de absorp-tie van het acetaldehyde controleerend. Wij voegden 2^ cmÂŽ *) Zie blz. 38.



??? 2 % stijfseloplossing toe en titreerden met 1/10 N jodiumoplossingtot even blauwkleuring, waardoor het niet gebonden bisulfiet werdweggenomen; na deze kleine overmaat jodium met een druppel1/10 N thiosulfaat-oplossing verwijderd te hebben, riepen we met1/100 N jodiumoplossing de blauwe kleur weer juist te voorschijnen voegden 25 cmÂŽ verzadigde natriumbicarbonaatoplossing toe,waardoor het (aan acetaldehyde gebonden bisulfiet), in vrijheidwerd gesteld en titreerden dit bisulfiet met een 1/100 N oplossingvan jodium, totdat de blauwe kleur, welke ?Š?Šn minuut moet blij-ven bestaan, juist zichtbaar was. Uit de volgende berekening blijkt, dat 1 cmÂŽ 1/100 N jodium-oplossing, overeen komt met 0,00022 g acetaldehyde. Nu komt1 mg mol. jodium overeen met 1 mg mol. acetaldehyde en dus1 cmÂŽ 1/100 N J2 opl. met 1/200 mg mol. acetaldehyde. M acetaldehyde = 44,031 cmÂŽ 1/100 N

jodiumopl. komt dus overeen met 1 X 0,01 X 44,03 . u ^__^--= 0,00022 g acetaldehyde. 2 X 1000 Deze titratie heeft tot nadeel, dat zij langzaam afloopt en hetacetaldehyde-gehalte te laag gevonden wordt, nl. ongeveer 1ten opzichte van de, volgens Ripper uitgewerkte en door Kolt-hoff, verbeterde acetaldehyde-titratie. Toch meenden wij de titratie volgens Friedemann en Kendallte moeten verkiezen, daar deze eenige voordeelen bood: le. Gin-gen de bepalingen sneller, doordat de bisulfiet-oplossing nietvooruit gesteld behoefde te worden; 2e. en dit is zeker wel hetgrootste voordeel, stelde deze methode ons in staat direct hetacetaldehyde te bepalen in de tijdens de gistingen voorgelegdebisulfiet-oplossing van de opvang-apparaatjes. Deze bisulfiet-op-lossing verbleef, gedurende 14 dagen of langer, in de broedkamerbij een temperatuur van 37Â°; het was dus zeker, dat een ge-deelte geoxydeerd werd

door de zuurstof uit de lucht, zoodat eenvooraf stellen van deze oplossing geen zin had. Wij zouden duseerst het opgevangen acetaldehyde uit deze vloeistof hebbenmoeten vrij maken en vervolgens in een gestelde bisulfiet-oplos-sing destilleeren.



??? Als derde voordeel kan nog worden genoemd, dat wij dadelijkâ€” na de vrij ruwe titratie met 1/10 N jodiumoplossing, om deovermaat bisulfiet weg te nemen â€”, door het blijven bestaan vande blauwe kleur, na toevoeging van de verzadigde bicarbonaat-oplossing, konden waarnemen, dat er geen acetaldehyde aanwe-zig was. kleine fout achtten wij in dit geval van niet zoo'n grootbelang, daar hij toch weinig afbreuk aan de resultaten der ana-lyses deed. Bij het opwerken der sulfiet-gistingen voegden we, door mid-del van een druppeltrechter, 20 cmÂŽ verzadigde bariumchloride-oplossing toe ten einde het acetaldehyde in vrijheid te stellen. Zoo noodig was bij het substraat reeds te voren wat krijt ge-daan. Azijnzuuf-bepaling. Van het gefiltreerde substraat namen we 100 cmÂŽ, en maaktenhet met wat soda alkalisch. Dan werd ongeveer % afgedestil-leerd; vervolgens weer aangevuld met water en wederom af ge-

destilleerd. Het destillaat gebruikten we voor de alkohol-bepaling. Uit het residu, â€” nadat dit voorzichtig op congoroodpapiermet verdund zwavelzuur aangezuurd was â€” stoomden we devluchtige zuren over, totdat 13^2 h was overgedestilleerd. Het wasnoodzakelijk om dit vrij groote volumen over te stoomen, ten ein-de zeker te zijn, dat al het gevormde zuur meekwam. Voor dit volumen moest een correctie aangebracht worden, door,van de bij de titratie gevonden waarden, 3,76 cmÂŽ 0,1 N loog af tetrekkenÂŽÂŽ) want wij titreerden het geheele volumen tegelijkertijdop de aanwezige vluchtige zuren. Een groot bezwaar vonden wij,dat dit getal lang niet constant bleek te zijn, ook leverde de titra-tie van deze groote hoeveelheid, moeilijkheden op. Om deze rede-nen sloegen we den volgenden, reeds door OlmstedÂŽÂŽ) aangegevenweg in voor de destillatie der vluchtige zuren. Aan het zuurgemaakte substraat,

voegden we zooveel magnesiumsulfaat toe,dat de oplossing bij verwarming nog verzadigd bleef; stoomden



??? vervolgens de vluchtige zuren over, vingen dan het destillaat infracties van 250 cmÂŽ op en titreerden elke fractie afzonderlijkmet 0,1 N loog op phenolphthale??ne; meestal begonnen we na devierde fractie voor deze titratie een constant getal te vinden vanongeveer 1 cmÂŽ 0,1 N loog en beschouwden dan de destillatie alsafgeloopen. Vanzelfsprekend werden de, voor de verschillende fracties ge-vonden getallen, bij elkaar opgeteld om de totaal aanwezige hoe-veelheid vluchtig zuur te leeren kennen. Ten slotte trokken wijnog voor elke fractie, waarin zich zuur bevond, 0,9 cmÂŽ 0,1 Nloog, ter correctie, af. Wij vonden bij deze vergistingen geen mierenzuur, zoodat degevonden waarden direct de hoeveelheid gevormd azijnzuur aan-gaven. Alleen bij de vergisting van glycol met natriumformiaat-toe-voeging, kwam wel een mierenzuurbepaling in het geding; dezebepaling voerden wij uit volgens de

methode van Finckequot;),welke berust op de reductie van sublimaat tot calomel door hetmierenzuur. Het geneutraliseerde destillaat werd ingedampt totop 50 cmÂŽ en hieraan toegevoegd 10â€”50 cmÂŽ (al naar gelangvan te verwachten hoeveelheid mierenzuur) van een oplossing inwater, van 10 % HgClg, 3 % NaCl en 4 % natriumacetaat,twee uur op waterbad verwarmd, vervolgens warm, door een, tevoren gewogen, glazen filter gefiltreerd en het gevormde neer-slag achtereenvolgens uitgewasschen met water, alkohol en aetheren gedurende ?Š?Šn uur bij 100Â° gedroogd. Door wegen laat zich het gewicht aan gevormd calomel bepa-len; het gevonden getal vermenigvuldigd met 0,0977 geeft de hoe-veelheid aanwezig mierenzuur aan. Dit getal van de totaal ge-vonden hoeveelheid zuur afgetrokken, doet ons het gewicht aangevormd azijnzuur kennen. De azijnzuur-bepaling heeft een fout van 2â€”3

%, voor demierenzuur-bepaling is dit ongeveer 4 Bepaling van de niet-vluchtige-zuren. Het residu van de voorgaande stoomdestillatie, maakten wealkalisch en dampten het, tot bijna droog, op een waterbad in.



??? Na aanzuren op congoroodpapier met 50 % zwavelzuur (3â€”6cmÂŽ ) roerden we de massa met watervrij natriumsulfaat goeddoor?Š?Šn, tot een vrijwel vaste massa was verkregen, waarop nogminstens 12 uur staan in een exsiccator volgde, tot het geheel goeddroog en korrelig was geworden; zoo noodig werd het in eenmortier fijn gewreven en in een Soxhlet met drogen aether, gedu-rende acht uur ge??xtraheerd. Na verdampen van den aether, namenwe in water op, vulden tot 100 cmÂŽ aan en filtreerden de hars-achtige producten af. Eventueel aanwezige, niet-vluchtige-zuren, moeten zich dan indeze oplossing bevinden; de hoeveelheid werd bepaald door25 cmÂŽ dezer oplossing, (na toevoeging van een paar druppelsphenolphthale??ne) even te koken ter verwijdering van koolzuur endan een bekende hoeveelheid, doch overmaat, 0,1 N loog, bij telaten loopen; wederom te koken â€” ten einde het

melkzuur-lactonin melkzuur om te zetten, â€” om vervolgens de niet verbruikte loogmet 0,1 N zoutzuur terug te titreeren. In het residu konden meestentijds geen noemenswaardige hoe-veelheden zuur gevonden worden, dus waren in die gevallen bijde vergisting geen niet-vluchtige-zuren gevormd. Bij enkele gistingen werden ze echter wel aangetroffen; ditwordt nog daar ter plaatse nader beschreven; hier zij alleen debepaling van deze zuren genoemd. Melkzuur-bepaling. Voor deze bepaling vervingen wjj de pyrex-kolf van 200 cmÂŽdoor ?Š?Šn van 500 cmÂŽ in het reeds, bij de semi-quantitatieve enquantitatieve bepaling van acetaldehyde, beschreven toestel 1) enbepaalden het melkzuur volgens de methode van Friedemann enKendall^ÂŽ). In de pyrex-kolf voegden we aan 25 cmÂŽ van deboven verkregen oplossing der niet-vluchtige-zuren, 5 cmÂŽ 6 Nphosphorzuur, 20 cmÂŽ 10 % mangaansulfaat-oplossing, 100

cmÂŽgedestilleerd water en een mespuntje talk toe. Stikstof werd door-geleid en de vloeistof tot zacht koken verwarmd. 1nbsp; Zie deze diss. pag. 38 en 48.



??? Uit den druppeltrechter Heten we langzaam een 1/100 N kalium-permanganaat-oplossing bij druppelen en gingen hiermede doortotdat de bruine kleur van overmaat MnOg minstens een kwartierbleef bestaan, waarna nog, gedurende een half uur, stikstof werddoorgeleid om het ontstane acetaldehyde quantitatief in de bisul-fiet-oplossing te spoelen; om dan vervolgens deze oplossing opde reeds beschreven wijze te titreeren. De gevonden waarde, uit-gedrukt in cmÂŽ 1/100 N jodiumoplossing, vermenigvuldigd met0,00045 gaf het gewicht aan melkzuur weer; dit, afgetrokken vande totale hoeveelheid niet-vluchtig-zuur, deed ons het gewicht aanbarnsteenzuur kennen. Alkohol-bepaling. De, onder vluchtige-zuren vermelde, uit 100 cmÂŽ substraat,verkregen destillaten, werden samen gevoegd en met verdundzwavelzuur goed aangezuurd â€” ter binding van aanwezigevluchtige basen â€” en vervolgens

gedestilleerd. Bij alle destillaties, waarbij alkoholhoudend-destillaat over-kwam, vingen wij dit onder een weinig water op, in een, door eentwee iTiaal doorboorde rubber stop afgesloten, maatglas; door deeene boring stak een rechthoekig omgebogen buisje, dat evenonder de stop eindigde en het maatglas met een, met water ge-vuld, schroefwaschfleschje verbond; door het tweede gat ging eenalonge tot op den bodem van het maatglas, dit met den langenkoeler verbindend. Het maatglas en waschfleschje stonden in ijs-water. Na afloop der destillatie voegden we den inhoud van het wasch-fleschje, bij dien van het maatglas. Om uit het destillaat, afkomstig van gistingen waarbij acetal-dehyde ontstond, dit te verwijderen, volgden we eerst de methodevan Gorr en Wagnet : het acetaldehyde wordt hierbij vastge-legd als een niet-vluchtig â€žmercarbidequot;. Men voegt bij de acetaldehyde bevattende

vloeistof, voor iederg mol. acetaldehyde, z????veel N of 2 N natronloog, als noodigis, om uit ongeveer 9/10 gedeelte van het toegevoegde sublimaat,kwikoxyde in vrijheid te stellen. Daarna wordt het mengsel, ge-



??? durende 5 uren, onder een krachtig werkenden terugvloeikoeler,gekookt. Vervolgens werd de alkohol afgedestilleerd en het destillaataangevuld tot 200 cmÂŽ. Het acetaldehyde zou onder deze voorwaarden quantitatief om-gezet worden, terwijl de alkohol niet wordt ontleed. Ons bleek echter, dat ook na herhaalde behandeling met kwik-oxyde, steeds nog een weinig acetaldehyde in het destillaat aan-wezig was, hetwelk bij de door ons gevolgde methode vanNorthrop â€” voor de bepaling van het alkohol-gehalte, door mid-del van oxydatie â€” een te hooge uitkomst voor dit gehalte zougeven; desondanks vonden wij bedoelde waarde te laag, waar-schijnlijk dus gaat een gedeelte van den alkohol te loor, hetzij dooromzetting, hetzij door verliezen, die optreden bij het koken onderopstaanden koeler. We trachtten dit nog te ondervangen, door hetboveneinde van den koeler, met een, in ijswater geplaatst, schroef-

waschfleschje te verbinden en voor een goede sluiting van het toe-stel zorg te dragen, doch ook dit middel mocht niet baten. Het ver-dient hierbij nog opmerking, dat er bij deze gistingen zeer weinigalkohol gevormd werd. Om deze redenen kozen wij een anderen weg, die ons betereresultaten opleverde, en bepaalden het acetaldehyde-gehalte vande alkoholische oplossing door middel van titratie, stelden ver-volgens de hoeveelheden alkohol en acetaldehyde gezamenlijkvast, met de hieronder te beschrijven methode van NorthropÂŽÂŽ),en vonden dan, door hiervan het acetaldehyde af te trekken, dehoeveelheid alkohol. Deze bepaling berust dus op een â€žverschil-methodequot; en is daarom niet fraai te noemen, toch gaf zij ons nogde beste resultaten. In 10 cmÂŽ alkoholhoudende-oplossing oxydeerden we de alko-hol tot azijnzuur met 20 cmÂŽ 2 N kaliumbichromaat-oplossing en20 cmÂŽ zwavelzuur van 50 %

(beide hoeveelheden gepipetteerd),door dit mengsel gedurende drie kwartier in een goed sluitenddrukfleschje, in een kokend waterbad te verwarmen. Vervolgens werd de inhoud van het drukfleschje in een Erlen-meijer van 1 1. gespoeld en 300 cmÂŽ gedestilleerd water toege-voegd; deze verdunning vergemakkelijkt het waarnemen van de



??? kleuromslag bij de titratie van het onverbruikte bichromaat, datwe, na toevoeging van 10 cmÂŽ 20 procentige kaliumjodide-oplos-sing en wat stijfsel als indicator, met een 1/10 N thiosulfaat-op-lossing bepaalden. Deze hoeveelheid bichromaat, afgetrokken vanhet, bij een blanco-bepaling gevonden bichromaat, uitgedrukt incmÂŽ 1/10 N thiosulfaat en vermenigvuldigd met 0,001151, leverde het alkoholgehalte op. Deze, zoowel als de blanco-bepalingen, voerden we steeds in duplo en tegelijkertijd uit.De fout is ongeveer 1â€”3 %. Wanneer acetaldehyde aanwezig is, moet men van het gevon-den thiosulfaat, nog aftrekken een hoeveelheid thiosulfaat, bere-kend naar het aantal cmÂŽ 1/100 N jodium-opl., dat voor het acet-aldehyde noodig was.



??? HOOFDSTUK VI. INRICHTING DER VERGISTINGSPROEVEN. In dit lioofdstuk zal de apparatuur en de wijze van uitvoering,welke bij de gisting zelf werden toegepast, besproken worden. De vergistingen, welke voor qualitatief onderzoek bestemdwaren, werden ten deele in gistbuizen van 250 cmÂŽ inhoud, tendeele in groote kuituurbuizen uitgevoerd. Behalve in die gevallen, welke speciaal zijn aangegeven, werdeen voedingsbodem van de volgende samenstelling gekozen:Pepton Wittenbsp;1 % keukenzoutnbsp;% krijtnbsp;2 % glycolnbsp;2 % Allereerst werd de vorming van gas, met behulp van gistbuizenonderzocht; het bleek, dat bij de vergisting van glycol geen gas-sen ontstonden, zoodat voor het qualitatieve onderzoek gebruikgemaakt kon worden van groote kuituur-buizen, die na, voor dehelft met bovengenoemden vloeibaren voedingsbodem gevuld tezijn, bij 110Â° gestereliseerd werden. Na enting

met de bacterie werd gedurende 10 dagen bebroedbij 37Â°. Was het gewenscht de gisting onder ana??robe omstandighedenuit te voeren, dan verwarmden wij de kuituur-buizen na enting,tot 40Â° en plaatsten ze te zamen in een vacuum-exsiccator. Deze exsiccator bestond uit een cilindrisch gedeelte, even hoogals de buizen en een helmvormig bovenstuk, dat van een ringvor-mige goot, welke met een alkalische pyrogallol-oplossing gevuldwerd, voorzien was. Door de exsiccator met een waterstraalluchtpomp te evacueerentot 18 cm kwikdruk, kookte alle lucht uit de kuituur-vloeistof. Vervolgens werd stikstof toegelaten en aan de reeds in de ring-vormige goot aanwezige pyrogallol-oplossing, de benoodigde



??? hoeveelheid natronloog toegevoegd; hierdoor werd een te vroeg-tijdige oxydatie van deze oplossing door de zuurstof der lucht,voorkomen. Het evacueeren en weder inlaten van stikstof her-haalden wij nog twee maal. De laatste maal werd een klein vacuum tot ongeveer 60 cmkwik behouden, waardoor de exsiccator, nadat hij in de broed-stoof op 37Â° was verwarmd, nog goed bleef sluiten. Voor het opwerken der gistingen vulden wij dit vacuum wedermet stikstof aan en openden de exsiccator; namen het aantal bui-zen, dat in ongeveer ?Š?Šn uur tijds opgewerkt kon worden er uit,waarna de exsiccator, na wederom ge??vacueerd te zijn, met stik-stof gevuld werd. Aan de gebruikte stikstof moest de grootst mogelijke zorg be-steed worden om haar zuurstof-vrij te maken. Hiertoe leidden wehet gas achtereenvolgens door twee buizen, die gevuld waren metrollen kopergaas. Beide buizen bevonden zich

naast elkander ineen brandenden gasoven. Wanneer het kopergaas in de eerste buis door oxydatie zwartwas geworden, reduceerden we het gaas in beide buizen alvorenshet verder voor de reiniging van stikstof te gebruiken, zoodatsteeds minstens ?Š?Šn volle buislengte van gereduceerd kopergaas,beschikbaar bleef. Vervolgens werd de stikstof â€” door zeef-plaatjes fijn verdeeld â€” twee-maal door een alkalische pyrogal-lol-oplossing geleid om dan een controle apparaatje, bestaandeuit twee kleine waschfleschjes, te passeeren. Het vullen van dewaschfleschjes geschiedde als volgt: een oplossing van pyrogal-lol in water werd even gekookt, waarna ze onder doorleiden vanstikstof afkoelde; met deze oplossing vulden we de waschflesch-jes en voegden â€” steeds stikstof doorleidende â€” een eveneensuitgekookte en onder stikstof bekoelde natronloog-oplossing, toe.Het voornaamste hierbij was, dat

de vloeistof in het eerste wasch-fleschje van het controle apparaatje (gerekend van de zijde waarde gasstroom intrad) kleurloos of tenminste lichtbruin gekleurdbleef. Tijdens het gebruik van stikstof mocht deze oplossing danook niet donkerder van kleur worden. Het behoeft geen betoog, dat de inhoud van het eerste wasch-fleschje â€” hoewel het tweede-, dat als zuurstof-slot moest die-



??? nen om tijdens het aansluiten van toestellen een binnendringenvan luchtzuurstof in het eerste te voorkomen, deze functie goedna kwam â€” toch op den duur bruiner kleurde doordat een weiniglucht door slangen en verbindingen heen difundeerde. Een nieuwevulling bracht dan alles weer in orde. De quantitatieve gistingen werden uitgevoerd in een apparaat,bestaande uit een Erlenmeyer met een aangesmolten bol van on-geveer 100 cmÂŽ. Dit vat werd geijkt met een uitgewogen hoeveel-heid water (b.v. 200 cmÂŽ ) en het geheel zoodanig gekozen, datde vloeistof-spiegel van dit water, zich in het vernauwde gedeeltevan het apparaat bevond; hierdoor verkregen we later een groo-tere nauwkeurigheid bij het weder aanvullen met water, na af-loop van de gisting. Het bolvormige gedeelte neemt, bij uitzetting van de vloeistofof bij schuimvorming, beide op. De door mij gebruikte apparaten werden vervaardigd uit

eenâ€žJenaquot; rondbodem van 100 cmÂŽ en een â€žJenaquot; Erlenmeyer van200 cmÂŽ. Het bolvormige gedeelte werd afgesloten met een tweemaaldoorboorde gummi-stop, vastgehouden met behulp van eenstropje van koperdraad. In ?Š?Šn doorboring stak een, op den bodem van het vat eindigen-de glazen buis, welke van boven een verwijd gedeelte, ter lengtevan Â? 7 cm en Ij^â€”2 cm diam. had, waarin zich een watten-prop bevond. Door de andere doorboring ging een rechthoekigomgebogen buisje, precies onder de stop eindigende, eveneens vaneen dergelijke verwijding met watten-prop voorzien. De rechtebuis werd afgesloten met een gummi-stop en het omgebogenbuisje met behulp van een doorboorde gummi-kurk, aangeslotenaan een opvang-apparaatje om eventueel ontwijkend acetalde-hyde, tegen te houden. Dit apparaatje bestond uit drie, (door tus-schenkomst van dubbelomgebogen buisjes

met bolletjes en twee-maal doorboorde gummi-stopjes), met elkaar verbonden buizenvan ongeveer 50 cmÂŽ inhoud. De eerste buis bevatte water, de tweede en derde een verza-digde bisulfiet-oplossing. De bolletjes voorkwamen, dat bij vermindering van den druk



??? in het gistingsvat, vloeistof uit het opvang-apparaatje in dit vatzou komen, en konden de in de buizen aanwezige vloeistof volu-mina, gemakkelijk bevatten. Het water in de eerste buis belette,eventueel uit de andere buizen ontwijkend zwaveldioxyde, in hetgistingsvat te komen. Vullen en enten van het apparaat. 200 cmÂŽ voedingsbodem werden bij kamertemperatuur in hetgistingsvat gepipetteerd, de vloeistofspiegel moet dan gelijk metden ijk-ring, in de vernauwing staan. We sloten het vat met de vanbuizen voorziene stop en bevestigden deze met een koperdraadje. Het geheel werd bij 110Â° gestereliseerd; tijdens de sterelisatiezijn beide buizen alleen met een watten-prop gesloten. Voor ana??robe gistingen namen wij het gistingsvat zoo warmmogelijk uit de autoclaaf en verbonden het met de opvang-appa-ratuur om dan door de rechte buis steriele stikstof in te leiden. Na bekoeling kon tot enten

worden overgegaan; daartoe ver-wijderden we, na even flambeeren van het boveneinde van derechte buis, de watten-prop en brachten door deze buis een bac-terie-emulsie in het vat (tijdens deze manipulatie werd de verbin-ding met de opvang-inrichting verbroken om een wegvloeien vande bacterie-emulsie te vergemakkelijken). Na flambeeren brach-ten we de watten-prop weer op haar plaats en verbonden de buismet de stikstof-leiding; nadat het opvang-apparaatje aangeslotenwas werd nog gedurende eenigen tijd stikstof doorgeleid en ver-volgens na afsluiting met een gummi-stop, het toestel in een broed-stoof of broedkamer geplaatst. Voor het opwerken lieten we de geheele apparatuur tot kamer-temperatuur afkoeleft en vulden daarna, zoo noodig, met sterielwater aan, tot de vloeistofspiegel wederom gelijk met den ijk-ringstond. Apparaat voor de gistingen met successieve pepton-toevoegingen.

Voor deze vergistings-proeven gebruikten we als gistingsvateen mengcilinder van ?Š?Šn liter inhoud met verdeeling; hierop was,



??? met behulp van een driemaal doorboorde gummi-stop, een cilin-dervormige opzet, met een inhoud van 200 cmÂŽ en een verdeelingvan 10 cmÂŽ, bevestigd, door de aangesmolten kraan in de eersteboring van de stop te steken, tot het uiteinde er even buiten stak.Boven aan den opzet was wederom een Ij/aâ€”2 cm wijde buisgesmolten, welke een watten-prop bevatte; tevens was aan diteinde een zijbuis bevestigd, die door de tweede doorboring van destop ging en aldus veroorloofde, dat het gas in den mengcilinderde uit den opzet wegvloeiende pepton-oplossing, kon vervangen.Het verdient aanbeveling om in deze buis eveneens een watten-prop aan te brengen, om infectie â€” welke ons bleek mogelijk tezijn â€” van den voedingsbodem, in den opzet, vanuit het gistings-vat te voorkomen. Door de derde boring stak een, even onder destop eindigend, rechthoekig omgebogen buisje met verwijdingvoor watten-

prop, hetwelk de verbinding vormde met het reedsboven beschreven opvang-toestelletje voor acetaldehyde. Voor het enten en stikstof doorleiden was ten slotte nog eenvierde, tot op den bodem van den mengcilinder reikende, eveneensvan verwijding voor watten-prop voorziene buis aanwezig. Het vullen van den mengcilinder met voedingsvloeistof, waar-van het volumen op de verdeeling kon worden afgelezen, geschied-de door de stop met den opzet te verwijderen;nadat de gewenschtehoeveelheid was toegevoegd werd de cilinder weder met den opzetgesloten en deze met koperdraad stevig bevestigd. Terwijl alledaartoe bestemde buizen van watten-proppen voorzien waren,werd gestereliseerd; vervolgens tijdens het bekoelen, op de reedsbeschreven wijze stikstof doorgeleid en het geheele toestel ermede gevuld. Na enten met een bacterie-emulsie leidden we nogeen tijdje stikstof door, waarna de opzet, en de

stikstof-invoerbuis,van gummi-stoppen voorzien werden; het opvang-apparaat wasreeds eerder aangesloten. Den opzet vulden we â€” na verwijdering van de gummi-stop,flambeeren der buis en uitnemen van de watten-prop â€” met delater toe te voegen, van te voren gestereliseerde, oplossing, waar-na steriele stikstof in den opzet geleid en deze, na flambeeren,wederom met d?Š gummi-stop, gesloten werd. Met behulp van de kraan, kon nu, b.v. om den anderen dag, een



??? Toestel voor het doorschudden van waterstof tijdens de gisting. Links manometer, aan de voorzijde reservoir voor spervloeistof, rechts vergistings-vat. Het geheel kan, om een, in het midden aangebrachte as slingeren en wordtdoor den, op den voorgrond staanden electro-motor, aangedreven. Verschillende vergistings-toestellen. 14 Formiaat-gisting. 15. Gisting met successieve-pepton-toevoegingen. 16. linkstoestel voor de vergisting met kleine hoeveelheden vloeistof, rechts voor vergistmgmet grootere hoeveelheden.



??? bepaalde, op de verdeeling af te lezen, hoeveelheid vloeistof uitden opzet tot den mengcilinder worden toegelaten zonder dat erstikstof uit het toestel ontweek of lucht erin kon toetreden. Toestel voor het uitvoeren van gistingen, terwijl waterstof doorde gistende vloeistof geschud werd. Dit toestel bestond uit een rondbodem van 500 cmÂŽ met aan-gesmolten slijpstuk, waarop een aan weerszijden van slijpstukkenvoorziene rechthoekig omgebogen buis (diam. Â? IM cm) kwam.In het in de kolf stekende slijpstuk, was een nauwer buisjegesmolten, dat tot aan het oppervlak van de, in de kolf aanwezigevloeistof, reikte; beneden deze aanhechting was een, naar bovengekeerde zijbuis aangesmolten, eindigende in een verwijding voor een watten-prop. Eveneens bevond zich een watten-prop in het verwijde ge-deelte achter het slijpstuk, waarmede het horizontale einde vande omgebogen-, verbonden was met

een U-vormige buis. Deze U-vormige buis was uitgevoerd als open-manometer. Aanhet eene been, bij de bovengenoemde aansluiting, was een zij-buisje met kraan, aan de onderzijde van het andere, een zijbuisjeaangesmolten. Het, met de kolf verbonden been, was vervaardigduit een buret, die 50 cmÂŽ kon bevatten. Het onderste zijbuisjewerd door middel van een rubber-slang verbonden met een reser-voirtje en het geheel met water gevuld; door nu het reservoirtjehooger of lager te stellen konden de niveaux, ter aflezing van hetvolumen, gelijk gezet worden. Het volumen van kolf enz. tot aande nulstreep van den manometer, bedroeg 720 cmÂŽ. De, van 300 cmÂŽ voedingsbodem voorziene, door een watten-prop gesloten kolf en de afzonderlijk ingepakte, rechthoekig om-gebogen buis, werden op de gewone wijze, gedurende uur bij 110Â° gestereliseerd. Na bekoeling zetten wij het toestel weer in

elkander en beves-tigden het op de schudmachine, om dan vervolgens door hetkraantje waterstof in te leiden; de hierdoor verdrongen lucht werdgelegenheid gegeven, door de recht opstaande zijbuis, te ontwij-ken. Ongeveer een uur leidden we waterstof door en sloten dan



??? de zijbuis met een gummi-stop, waarna tiet gecalibreerde beenvan den manometer met waterstof gevuld, de kraan gesloten, ende verbinding met den waterstof-cilinder verbroken werd; hetgeheel was dan voor gebruik gereed.



??? HOOFDSTUK VILRESULTATEN VAN HET QUALITATIEVE ONDERZOEK. In het vorige hoofdstuk deelden wij reeds mede, dat de vor-ming van gassen bij vergisting van glycol, onderzocht werd ingistbuizen (zgn. Einhorn) van 250 cmÂŽ inhoud. We vulden dezebuizen met een voedingsbodem, die 1 % pepton, ^ % keuken-zout, en 2 % glycol, doch geen krijt bevatte; het vrij maken vankoolzuur, door de bij de gisting ontstane zuren, schakelden wijhierdoor uit. Bij deze proeven konden wij de afscheiding van gassen uit deoplossing niet waarnemen, ook bij het onderzoek onder ana??robeomstandigheden trad geen gas op. Dit stemde dus overeen met de resultaten van vorige onderzoe-kers, die bij de vergisting van glycol eveneens geen gassen von-den. Na veertien dagen onderzochten we zoowel de vloeistof dergistbuizen, als het substraat van ana??robe vergistingen en vonden:azijnzuur, alkohol,

zeer weinig melk- en barnsteenzuur, sporenacetaldehyde en in enkele gevallen 2.3. butyleenglycol. Tevens onderzochten we, volgens Voges-Proskauer, de vloei-stoffen op diacetyl en aceto??ne, doch konden beide verbindingenniet aantoonen. Voor deze vergistingen gebruikten wij de onder nummer: 1â€”6,11, 16, 17, 19, 29, 31 en 37, in onderstaande tabel aangeduide, stammen. Bij dit onderzoek trof het ons, dat acetaldehyde in sommigesubstraten wel, in andere niet voorkwam. Wij besloten dit nader te onderzoeken en tevens in het onder-zoek meerdere stammen te betrekken. Bovendien achtten wij het gewenscht het acetaldehyde semi-quantitatief te bepalen, welke bepalingen wij, in het op blz. 38beschreven toestel, uitvoerden. Als voedingsbodem gebruikten wij een oplossing van 1 % pep-



??? ton â€žWittequot;, 2 % natriumsulfiet (NaaSOg.THaO), 1 % krijt en1 % glycol in leidingwater en steriliseerden in wijde kuituur-buizen gedurende een half uur bij 110Â°. Wij voerden deze proeven in vier groepen uit: A??roob, m?¨t enzonder sulfiet; ana??roob met en zonder sulfiet. De a??robe gistingen werden, in door watten-proppen geslotenbuizen, in een stoof gedurende 10 dagen bebroed; bij de ana??robegistingen zetten we gedurende den zelfden tijd, de buizen in eenmet stikstof gevulden exsiccator 1), in de broedstoof. Wij entten met ?Š?Šn cmÂŽ bacterie-suspensie. Na het broeden namen we uit elke buis een oogje en strekendit op schuine-agar af; na vierentwintig uur staan bij 37Â° kondenwe dan, door het aanslaan van deze kuituur, constateeren of debacteri??n, bij het afbreken der gisting, nog leefden. De resultaten zijn vereenigd in onderstaande tabel, waarvoorwij de volgende normen vaststelden:

acetaldehyde â€” sp. zw. 1,5 a2 %w.2 a 3 % .3 a5%V. Â? 30 %zv. Â? 50 % O. le. Buis blijft geel, geen Er vertoont zich een wolkje, spoorDe vloeistof wordt even groen, zeer weinigBlauw-groene kleur, weinigBlauw, Donker blauw, veel Donder blauw, de buis onderzichtig, zeer veelBacteri??n dood 1nbsp; Zie blz. 56.



??? TABEL 2. Semi-quantitaticf onderzoek naar de productie van acet-aldehyde bij de vergisting van glycol. Deze vergistingen verliepen alle in tegenwoordigheid van krijt. A??robe gisting Ana??robe gisting zonder \ met zonder met sulfiet sulfiet ! sulfiet sulfiet No. Coli-groep 1 â€” sp sp w 2 â€”. sp zw 3 â€” sp w sp 4 â€” _ sp ! zw Typhus-groep j 5 â€”- â€”â–  sp zw 6 â€” sp zw 7 â€” â€” sp 8 â€” 0 sp 0 9 â€”â€? sp sp w 10 â€” sp w 10a 1 sp Paratyphus A- groep 11 â€” â€” sp sp 12 â€”â€? â€” sp sp 13 â€” â€” â€”â–  0 14 â€” â€” â€” sp 15 â€” - 0 Paratyphus B- groep 16 sp V zw zv 17 sp 18 sp w J- v 19 sp zv



??? Paratyphus C-groep 202122 23 24 25 26 27 28 zwzw Ana??robe gisting met zonder met sulfiet 1 sulfiet sulfiet w zw zw w sp zw zw w w 1 zw zw sp â€” sp sp sp sp 1 zw sp 1 w V zw V A??robe gistingzondersulfiet Paratyphus D-groep Dysenterie Shiga-Kruse-groep 29 sp sp w 31 32 33 34 35 36 spsp zwspsp O sp sp sp Dysenterie Flex-ner-groep 37 38 39 40 41 42 43 44 45 sp zw zw zw sp sp zw sp zw spzwspspspspspspsp Dysenterie Sonne- jgroep 46 47 48 49 50 51 52 spspspspspspsp sp sp zw w sp zw sp sp



??? TABEL 2a. Scmi-quantitatief onderzoek naar de productie van acetaldehydebij de vergisting van glycol, zonder dat krijt was toegevoegd enonder a??robe omstandigheden. 34nbsp;Coli-groepnbsp;â– â€” 5nbsp;Typhus-groepnbsp;sp 11nbsp;Paratyphus A-groepnbsp;sp 16 â€ž â€ž B-groepnbsp;â€” 19 â€ž â€ž â€žnbsp;zw 37nbsp;Dysenterie Flexner-groepnbsp;sp Bekijken we de tabel, dan zien we, dat over het algemeen, zoo-als te verwachten was, de grootste hoeveelheden acetaldehydeontstaan bij de toevoeging van sulfiet, doch tevens, dat bij deana??robe gistingen meer acetaldehyde ontstaat, dan bij de a??robe,z???? zelfs, dat de opbrengsten aan acetaldehyde bij de ana??robegisting zonder sulfiet, grooter zijn dan die bij de a??robe gistingenmet sulfiet. In de meeste gevallen kunnen we een stijgende lijn consta-teeren in de opbrengst van acetaldehyde, wanneer we de volg-orde, a??roob

zonder-, a??roob met sulfiet, ana??roob zonder- enana??roob met sulfiet, kiezen, in welke volgorde ook de tabel op-gesteld is. Nemen we de bacteri??n in groepen te zamen, dan zien we hetvolgende resultaat: Bacterium coli gaf a??roob zoowel zonder-, als met sulfiet, geenacetaldehyde; ana??roob zonder sulfiet spoor- en met sulfiet zeer weinig acetaldehyde. Bacterium typhi zonder sulfiet en a??roob geen acetaldehyde,a??roob en met sulfiet spoor-, ana??roob zonder sulfiet spoor- enana??roob met sulfiet weinig acetaldehyde. Voor de bacteri??n paratyphi A., B. en C. wordt dit: zondersulfiet en a??roob A. en B. geen acetaldehyde, C. zeer weinig;a??roob en met sulfiet A. geen-, B. en C. weinig acetaldehyde, envoor de ana??robe gistingen A. een spoor acetaldehyde, B. en C.



??? zeer weinig, wanneer er geen sulfiet was toegevoegd; was sulfietwel aanwezig, dan geeft A. een spoor, B. veel en C. weinig acet-aldehyde. Voor B. enteritidis G?¤rtner wordt dit respectievelijk: een spoor,matig veel, matig veel en zeer veel acetaldehyde. De dysenterie-bacteri??n leverden ten slotte een zeer slechte op-brengst aan acetaldehyde op, nl.: bij de a??robe vergistingen geenen bij de ana??robe vergistingen sporen acetaldehyde. Over het algemeen konden de Typhus-, de Paratyphus A-, ende Dysenterie-bacteri??n de sulfiet-toevoeging slecht verdragen.Bij de stammen, welke wij van het Instituut voor Tropische Hy-gi??ne te Amsterdam en van dat te Leiden, voor dit onderzoek ont-vingen, was dit zelfs zoo sterk, dat bij onze eerste proeven, in eenmilieu waaraan 2 % sulfiet was toegevoegd, zoowel bij de a??robe-als bij de ana??robe vergistingen, de bacteri??n dood waren gegaan.Waarschijnlijk was dit

gedeeltelijk aan het, met te groote tus-schenpoozen, overenten, te wijten. Nadat wij gedurende ander-halve maand iedere vijf dagen deze stammen hadden overge??nt,gelukte het ons ze in een voedingsbodem, waaraan 1 % sulfietwas toegevoegd, in het leven te houden, hoewel er toch nog eenigestammen bij waren, welke in dit milieu eveneens stierven. In detabel zijn, voor deze stammen, de resultaten van vergistingen integenwoordigheid van 1 % sulfiet, vermeld. Na het enten, met een oogje van de vergistingssubstraten derDysenterie-bacteri??n, op schuine-bouillon-agar, sloegen de kui-turen meestentijds moeilijk aan en vertoonden een dunnen groei. Ten slotte zij nog opgemerkt, dat in de meeste gevallen, het sul-fiet beter werd verdragen bij de a??robe-, dan bij de ana??robe ver-gistingen. Wanneer we de uitkomsten van dit semi-quantitatieve onder-zoek naar de opbrengst aan acetaldehyde, vergelijken met

deresultaten, welke wij verkregen bij de quantitatieve bepalingen,dan blijken deze voor het quantitatieve onderzoek zonder krijt(tab. 9â€”14) goed overeen te stemmen; vonden echter de vergis-tingen onder a??robe omstandigheden plaats, dan traden voor ge-noemde stammen verschillen op. Het quantitatieve onderzoek,waarbij g?Š?Šn krijt aan de te vergisten vloeistof was toegevoegd



??? (tab. 3â€”8) leverde meer acetaldehyde op, dan het semiquantita-tieve onderzoek, waarbij w?¨l krijt was toegevoegd, daarom steldenwij nog een semiquantitatief onderzoek in naar de vorming vanacetaldehyde bij deze stammen als de vergisting plaats greep ineen milieu zonder krijt en onder a??robe omstandigheden. De resul-taten, welke wij onderaan tabel 2 vermeldden, stemmen, behou-dens voor stam No. 16, goed overeen.



??? HOOFDSTUK VIII. RESULTATEN VAN HET QUANTITATIEVE ONDERZOEK. De toevoeging, zoowel als het weglaten, van stoffen aan denvoedingsbodem, waarin de vergisting moet plaats hebben, heeftniet alleen ten gevolge, dat bepaalde chemische reactie's niet kun-nen verloopen â€” zooals b.v. le. het vastleggen van acetaldehydemet sulfiet, waardoor het aan verdere chemische reactie's onttrok-ken wordt; 2e. het uitvoeren van de gistingen onder ana??robe om-standigheden, (dus het wegnemen van zuurstof), waardoor oxy-datie reacties, door middel van deze zuurstof, opgeheven wordenâ€” doch tegelijkertijd be??nvloedt men de conditie's, waaronderhet levende organisme verwijlt; erger nog: door bepaalde toe-voegingen kan men het organisme schaden, waardoor het, zoohet niet geh?Š?Šl te gronde gaat, toch sterk in zijn levensfunctie'swordt geremd. Men mag dus ook de resultaten van een

dergelijkonderzoek niet beschouwen in overeenstemming te zijn, met die,welke het zelfde organisme zou opleveren zoo het zich onder nor-male omstandigheden kon ontwikkelen, zonder er zich van over-tuigd te hebben, dat de afwijkingen niet groot zijn of althans uitde conditie-verandering verklaard kunnen worden. Met andere woorden: alvorens het onderzoek in bepaalde banente leiden, is het goed, eerst de proeven onder normale omstandig-heden te laten verloopen, en de hierbij bekomen resultaten te ver-gelijken met die, welke onder abnormale omstandigheden wer-den verkregen. Mede zij er op gewezen, dat zeer kleine concentratie's voor hetorganisme reeds voldoende kunnen zijn, om het tot een geheelandere leefwijze te noodzaken. Het leek ons dan ook gewenscht, om de vergisting van glycoleerst te onderzoeken in een milieu, waaraan verder niets anderswas toegevoegd dan de noodzakelijke

voedingsstoffen. Bij voorkeur wilden we de vergistingen laten verloopen in eenvloeistof, waaraan, behalve het glycol, slechts anorganische voe-



??? dingszouten of gedefinieerde organisclie verbindingen, waren toe-gevoegd, doch het bleek ons onmogelijk hierin een noemenswaar-dige vergisting van dit lichaam, te verkrijgen. Wij meenen ditgedeeltelijk te moeten wijten aan het giftige karakter van glycolvoor bacteri??n. Een tweede mogelijke oorzaak zal nog nader be-sproken worden onder paragraaf f. en g. blz. 92, 96 en in hoofd-stuk 9 blz. 114. De geringe giftigheid van glycol mogen wij afleiden uit de vol-gende publicatie's: Toxiciteit van aethyleenglycol grooter dan die van propyleen-glycol. JVl. A. Seidenfeld en P. J. HarzlikÂ?quot;). Houdbaar maken van eierpreparaten met aethyleenglycol. WolfKritchevsky, Benz. Harris, Carl J. BeckertÂ?^). Reid HuntÂ?^) onderzocht de giftigheid van aethyleenglycol,in verband met het gebruik van deze stof in voedingsmiddelenen pharmaceutische producten, in plaats van glycerine. Door dier-proeven is hem

gebleken, dat glycol een giftige werking uit-oefende, welke met die van methylalkohol overeenkomt. De slechte vergisting in anorganisch-milieu dwong ons duspepton als voedingsstof te gebruiken, hoewel deze stof uit analy-tisch oogpunt nu juist niet als ideaal is te beschouwen door haarwisselende en gedeeltelijk nog onbekende samenstelling, terwijlze bovendien nog vluchtig zuur bevat. Dit onderzochten wij als volgt: Tweemaal 100 cmquot; peptonwater, dat 1 % pepton bevatte, wer-den gedurende uur bij 110Â° gestereliseerd, waarna we op deaangegeven wijze het vluchtige zuur af destilleerden; bij titratievonden wij voor de verschillende fractie's de volgende hoeveel-heden ?–,1 N loog. le. 250 1,56 1,51 cmÂŽ 2e. â€ž n 1,42 1,1 3e. â€ž ??j 1,2 0,9 ,, 4e. â€ž ???? 0,5 0,8 5e. â€ž ??j 0,4 0,6 ,, totaal 5,08 4,91 cm^ gem. per fractie 1,02 0,98



??? Voor niet gestereliseerd peptonwater vonden we: le. 250 cmÂŽ 1,8 1,19 cmÂŽ 2e. â€ž â€ž 1,6 0,94 â€ž 3C. fy 0,6 0,6 â€ž 4e. â€ž 0,5 0,6 â€ž totaal 3,5 3,33 cmÂŽ gem. per fractie 0,88 0,83 â€ž Eveneens bepaalden wij voor een niet gestereliseerde pepton-oplossing, die 10% pepton bevatte, in tweemaal 100 cmÂŽ de hoe-veelheid vluchtig zuur; dit kwam overeen met de volgende hoe-veelheden 0,1 N loog. le. 250 cmÂŽ 9,51 10,05 cmÂŽ 2e. â€ž 6,0 6,2 â€ž 3e. â€ž ??j 4,98 4,5 â€ž 4e. â€ž 4,9 3,8 â€ž 5e. â€ž 3,43 3,5 ,, 6e. â€ž ??, 2,7 2,8 â€ž 7e. â€ž 1,2 1,45 â€ž 8e. â€ž 0,6 0,62 â€ž 9e. â€ž 0,6 0,5 â€ž totaal 33,92 33,42 cmÂŽ Hieruit blijkt wel, dat de pepton belangrijke hoeveelhedenvluchtig zuur bevatte. Ten slotte bepaalden we nog den invloed, welke een Coli-stamop de pepton uitoefende. Tweemaal 100 cm' 1 % peptonwaterwerd, na bij 110Â° gesteriliseerd te zijn, met B coli st. No. 4 ge-ent; na zes

dagen broeden bij 37Â°, destilleerden we het vluchtigezuur met stoom af en titreerden de afzonderlijke fracties: le. 250 cmÂŽnbsp;2,62nbsp;2,98nbsp;cmÂŽ 2e. â€ž â€žnbsp;1,02nbsp;1,01nbsp;â€ž 3e. â€ž â€žnbsp;1,21nbsp;1,2nbsp;â€ž 4e. â€ž â€žnbsp;0,7nbsp;0,6nbsp;â€ž 5e.nbsp;_0^6_0,6nbsp;â€ž totaalnbsp;6,15nbsp;6,39 cmÂŽ



??? Gemiddeld dusnbsp;6,27 cmÂŽ Voor de gesterel. opl. vonden we gem.nbsp;5. â€ž Door de bacteri??n was dus uit de pepton een, metnbsp;1,27 cmÂŽ 0,1 N loog overeenkomende hoeveelheid, vluchtig zuur geprodu-ceerd. Behalve pepton werd steeds % keukenzout toegevoegd, daardit volgens sommigen den bacteri??n-groei en de vergisting stimu-leert. Bij het analyseeren van het substraat veroorzaakt het keuken-zout geen last, want, het hieruit, door het zwavelzuur vrij ge-maakte zoutzuur, komt bij de destillatie van de vluchtige zurenniet over; dit was te verwachten en kon door ons herhaalde malengeconstateerd worden. a. A??robe vergisting van glycol in peptonwater, waraan geenkrijt was toegevoegd. Deze vergistingen werden uitgevoerd in de op blz. 58 beschre-ven apparatuur, nl. een Erlenmeyer waaraan een rondbodem ge-smolten was, verbonden met een toestelletje om het

ontwijkendeacetaldehyde vast te leggen. Het was tot aan de merkstreep ge-vuld met een oplossing, die 1 % pepton, % keukenzout en2 % glycol bevatte, en met inhoud gestereliseerd bij 110Â°. V^ij entten den voedingsbodem met een oogje van een vieren-twintig uur oude bouillon-kuituur van de gewenschte bacterie-stam en bebroedden bij 37Â° gedurende 10 dagen (eens per dagsteriele lucht door het toestel leidende), waarna de vloeistof ge-analyseerd werd, waarvan de resultaten in onderstaande tabellen vereenigd zijn. In de eerste kolom worden de gewichten der respectievelijkestoffen, zooals ze bij de analyse gevonden werden, aangetroffen.In het bovenste gedeelte van de tweede kolom zijn de, uit de, voorglycol gevonden waarden, berekende percentage's onvergiste-en vergiste glycol (toegevoegde glycol is 100 % gesteld) ver-meld. In de derde kolom zijn de percentage's glycol vereenigd,die bij

het ontstaan van respectievelijk: acetaldehyde, azijn-zuur en alkohol, zijn verdwenen; hierbij is de totale hoeveel-



??? heid vergiste glycol, dus laatste waarde, bovenste gedeelte van deeerste kolom, op 100 % gesteld. Onder â€žtotaalquot; is in de derde ko-lom de som van deze percentage's vermeld. In de vierde kolomtreft men de aantallen moleculen aan, die met de gewichten in deeerste kolom correspondeeren. En ten slotte geeft de vijfde kolomhet aantal koolstof-atomen weer, dat zich in deze moleculen be-vond. De reactie van Voges-Proskauer gaf steeds een negatief resul-taat. Tabel 5. B. paratyphi A. No. 11. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,87043,44550,4249 89,0210,98 0,00685 0,01370 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00510,36870,0089 i 1,6989,702,10 0,000120,006140,00019 0,000240,012280,00038 lotaal 94,21 0,00645 0,01290 A??robe vergisting zonder krijt Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekend als .i gram atm. Tabel 6. paratyphi b. no. 16. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,041 1,8521 1,1889 60,939,1 0,01916 0,03832 quot;toegevoegde glycol Onvergiste Vergiste 3,1177 2,7008 86,620,4169 13,37 0,00671 0,01342 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00400,61130,3821 1 0,4753,1543,30 0,000090,010200,00830 0,000180,020400,01660 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00620,25420,1012 2,1063,0232,71 0,000140,004240,00220 0,000280,008480,00440 Totaal 96,92 0,01859 1 0,03718 lotaal 97,83 0,00658 j 0,0131 b 1 tabel 4.b. typhi No. 5. t'abel 7. enteritidis G?¤rtner. No. 19. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,78463,22950,5551 85,3314,64 !i 1 0,00895 0,01790 ! J'^oegevoegde glycol^nvergiste^giste 4,2110 !3,7230 i 88,410,4880 1 11,59 0,00787 1 0,01574 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol Totaal 0,00530,43970,0437 i 1,35 ; 0,00012! 81,88 1 0,0073310,60 0,00095

93,83 1 0,0084 0,000240,014660,00190 ! 0,0168^ ^cetaldehyde^fijnzuur AlkoholI^l^al sp.0,40180,0484 85,1113,36 1 98,47 0,006690,00105 0,00774 0,013380,00210 0,01548 tabel 3.b. coli No. 4.



??? heid vergiste glycol, dus laatste waarde, bovenste gedeelte van deeerste kolom, op 100 % gesteld. Onder â€žtotaalquot; is in de derde ko-lom de som van deze percentage's vermeld. In de vierde kolomtreft men de aantallen moleculen aan, die met de gewichten in deeerste kolom correspondeeren. En ten slotte geeft de vijfde kolomhet aantal koolstof-atomen weer, dat zich in deze moleculen be-vond. De reactie van Voges-Proskauer gaf steeds een negatief resul-taat. Tabel 5. B. paratyphi A. No. 11. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,87043,44550,4249 89,0210,98 0,00685 0,01370 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00510,36870,0089 1,6989,702,10 0,000120,006140,00019 j 0,000240,01228i 0,00038 Totaal 94,21 0,00645 i 0,01290 TABEL 3.B. coli No. 4. A??robe vergisting zonder krijfc Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendalsgram atm. Tabel 6. ??. paratyphi B. no. 16. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,041 1,8521 1,1889 60,939,1 0,01916 0,03832 T'oegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste 3,11772,70080,4169 ; 86,6213,37 j 0,00671 : 0,01342 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00400,61130,3821 0,4753,1543,30 0,000090,010200,00830 0,000180,020400,01660 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00620,25420,1012 2,10 i63,0232,71 0,000140,004240,00220 0,000280,008480,00440 Totaal 96,92 0,01859 0,03718 lotaal 97,83 0,00658 0,01316 TABEL 4.b. typhi No. 5. quot;â€?quot;abel 7. enteritidis Gartner. No. 19. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,78463,22950,5551 85,3314,64 0,00895 0,01790 J??'oegevoegde glycol ^nvergiste Vergiste 4,21103,72300,4880 88,41j 11,59 0,00787 i 0,01574 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol Totaal 0,00530,43970,0437 1 ' 1,3581,88;

10,60 93,83 i 0,000120,007330,00095 0,0084 0,000240,014660,00190 1 0,01680^ ^cetaldehyde Azijnzuur Alkohol X^laal sp.0,40180,0484 85,1113,36 98,47 0,006690,00105 0,00774 0,013380,00210 0,01548



??? 76 77 TABEL 8. B. dysenterie Flexner. No. 37. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C- Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,33923,18850,1507 95,48; 4,52 0,00243 0,00486 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00210,10340,0267 1,9670,9423,89 0,000050,001720,00058 0,000100,003440,00116 Totaal 96,79 1 1 0,00235 0,00470 b. An??robe vergisting van glycol in peptonwater, waaraangeen krijt was toegevoegd. Vervolgens voerden we dezelfde vergistingen onder ana??robeomstandigheden uit. De voedingsbodem was van gelijke samenstelling als de be-schrevene. Het toestelletje namen we zoo warm mogelijk uit deautoclaaf en leidden direct op de, op blz. 59 besproken wijze,zuurstof-vrije- en steriele-stikstof door het geheele apparaat. Na bekoeling werd wederom ge??nt met een oogje van een24 uur oude bouillon-kuituur en, nadat nog stikstof was doorgeleid, gedurende 10 dagen bij 37Â° bebroed, in welken tijd hetgeheel goed gesloten bleef. De analyseresultaten volgen hieronder: De Voges-Proskauer-reactie was wederom steeds negatief. ?Ÿ- coli No. 4. A??robe vergisting zonder krijt. Producten Grammen % ; % der toegev. der vergisteglycol 1 glycol Gram-moleculen ^ Berekendals gram atm. C. T'oegevoegde glycol^nvergiste â€žVergiste 3,5092 i i3,4217 97,51 ,0,0875 ' 2,49 | 0,00141 0,00282 ^cetaldehyde ^zijnzuur Alkohol sp. 10,0422 !0,0332 1 49,8251,05 1 0,00070 :0,00072 0,001400,00144 ^otaal 1 1 100,87 i 0,00142 1 0,00284 quot;?•^ABEL 10.typhi No. 5. ^oegevoegde glycol^nvergiste â€ž^^rgiste 3,7136 3,5379 95,270,1757 ; 4,73 1 0,0028 j 0,0056 Jcetaldehyde ^^ijnzuur Alkohol sp.0,11910,0304 70,0823,31 0,002000,00066 0,004000,00132 l2.taal 93,39 1 0,00266 1 0,00532 quot;^ABEL 11.Para typhi A. No. 1 .1. Y ^ --- fs'^egevoegde glycol^Vergiste 3,2851 i i *3,2045 : 97,55 | 0,0806

1 2,45 I ! 0,00127 0,00254 ^etaldehyde Jf'jnzuur Alkohol sp.0,06320,0060 1 ji 81,09 i 0,001051 ' 10,05 i 0,00013 0,002100,00026 91,14 0,00118 1 0,00^ JO



??? TABEL 12.B. paratyphi B. No. 16. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,72843,30760,4208 88,7111,29 1 ) 0,00678 0,01356 0,000860,005900,00608 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,01910,17680,1398 i 6,4043,4244,77 0,000430,002950,00304 Totaal 1 [ 94,59 0,00642 : 0,01284 TABEL 13. B. enteritidis Gartner. No. 19. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,57443,26660,3078 91,398,61 1 0,00496 0,00992 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00280,22200,0499 ; 1,2874,5621,86 0,000060,003700,00109 0,000120,007400,00218 Totaal 97,70 0,00485 0,00970 TABEL 14. B. dysenterie Flexner. No. 37. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,14793,04260,1053 96,653,35 0,00170 0,00340 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,0650 0,0253 ; 1 63,8132,30 0,00108 ^0,00055 i 0,002160,00110 Totaal 96,11

0,00163 j 0,00326



??? Hieruit blijkt, dat de glycol, onder deze omstandigheden, slechtvergist werd. Het beste verliep de vergisting onder a??robe omstandighedenbij de Colistam; voor de Typhus-, Paratyphus A. en B.- en Ente-ritidisstammen was het percentage vergiste glycol zeer laag, onge-veer 12 %, terwijl de Dysenterie Flexner-stam een buitengewoonslechte ontleding opleverde. Bij de ana??robe vergistingen wordt het percentage vergisteglycol nog geringer, hoewel de verhouding der vergistingsinten-siteit voor de respectieve stammen ongeveer het zelfde blijft, (metuitzondering van de Coli-, Typhus- en Paratyphus A. stammen,die in dit geval een uiterst laag percentage bereikten). De oorzaken van de geringe ontleding van glycol, konden gele-gen zijn: le. bij een te groote zuur-concentratie, 2e. aan de moei-lijke vergistbaarheid van glycol en 3e. aan een giftige uitwer-king op de bacteri??n. Wij besloten, om te groote zuur-

concentratie tegen te gaan, aanden voedingsbodem krijt toe te voegen en de twee andere oor-zaken zoo veel mogelijk op te heffen, door, met een grooterehoeveelheid bacteri??n, te enten. c. A??robe vergisting van glycol in peptonwater, waaraankrijt was toegevoegd. De vergistingen werden, als onder Â§ a. beschreven, uitgevoerd;behalve de daar reeds genoemde stoffen, voegden we nog 2 %krijt aan den voedingsbodem toe. Wij brachten de grootere hoeveelheid bacteri??n in, door eenschuine bouillon-agar-kultuur met 5â€”10 cmÂŽ peptonwater af teschudden en met deze suspensie de te vergisten vloeistof, te enten. Na 10 dagen broeden bij 37Â° (gedurende welken tijd iederendag wat lucht werd doorgeleid) analyseerden we het substraat;de verkregen resultaten zijn hieronder getabeleerd. Ook bij deze vergistingen was de Voges-Proskauer reactienegatief.



??? 80 TABEL 15. No. 4. ^ A??robe vergistiiig plus krijt. 81 d. Ana??robe vergisting van glycol in peptonwater, waaraankrijt was toegevoegd. De voedingsbodem had dezelfde samenstelling als onder Â§ c.beschreven. De lucht werd door stikstof vervangen, zooals onder Â§ b. be-sproken is; na bekoeling entten we met 5â€”10 cmÂŽ bacterie-suspensie, bebroedden gedurende 10 dagen en analyseerden deninhoud van het toestel. De Voges-Proskauer reactie was negatief. TABEL 18. B. coli No. 4. Ana??robe vergisting plus krijt. Producten i %Grammen der toegev I glycol % der vergistej glycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 4,679 2,7597 1,9193 1 ! 58,98I 41,02 i 0,03093 0,06186 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 1,1015 ?? 59,320,5093 1 ; 35,76 0,01835! 0,01106 0,036700,02212 Totaal ! 95,08 1 0,02941 0.05882 TABEL 16.B. paratyphi B. 16. Producten 1 Grammen der toegev. glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C, Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 2,71382,04330,6705 75,2924,71 0,01081 0,02162 Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,94822,68951,2587 ! 68,1231,88 0,02029 0,04058 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol Totaal 0,00850,38260,2052 1 1,781 58,9741,21 1 ni nfi 0,000190,006370,00445 0,000380,012740,00890 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol sp.0,62170,4395 51,0547,05 ! 0,010360,00954 0,020720,01908 u,uiiui t UjUziyz lotaal 98,10 0,01990 0,03980 TABEL 17. B. dysenterie Flexner. No. 37. TABEL 19.B- paratyphi A. No. 11. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 4,2245 j 3,5032 0,7213 82,9317,07 0,01163 Toegevoegde glycolOnvergiste â€ž0,02326 Vergiste 3,9482 !2,9800 1 75,480,9681 1 24,52 0,01560 0,03120 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,4339 1 0,1676 i 1 62,0431,30 0,007210,00364 --â€”' ( ------ i

Acetaldehyde0,01442 ! Azijnzuur0,00728 ! Alkohol sp. i 0,4994 i 1 53,320,3141 j i 43,72 0,008320,00682 0,016640,01364 1 otaal 93,34 j 0,01085 0,02170 'lotaal ; ! 97,04 0,01514 0,03028



??? TABEL 20.B. paratyphi B. No. 16. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram- | ^e-^tendmoleculen ^^^ c. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 4,28213,51810,7631 82,1817,82 1 0,01230 0,02460 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00950,38780,2360 1,75 0,00022 ! 0,0004452,53 1 0,00646 I 0,0129241,68 1 0,00513 0,01026 Totaal 95,96 0,01181 : 0,02362 TABEL 21. B. enteritidis Gartner. No. 19. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,94823,12420,8240 79,1320,87 0,01328 0,02656 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00500,41540,3127 i 0,86 : 0,0001152,11 ' 0,00692i 51,13 ' 0,00679 ! 0,000220,013840,01358 Totaal 1 104,10 0,01382 0,02764 _ TABEL 22. B. dysenteriae Elexner. No. 37. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 3,70193,21560,5863 84,1615,84 i 0,00945 0,01890 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,3417 ^ 60,24 â€? 0,005690,1624 1 37,31 ' 0,00353 0,011380,00706 Totaal 1

97,55 1 0,00922 ; 0,01844_^



??? Vergelijken we deze resultaten met die van de vergistingenzonder krijt, dan zien we voor de overeenkomstige stammen bij'de a??robe vergistingen, dat in het algemeen de toevoeging vankrijt, het percentage vergiste glycol verhoogt, nl. voor: B. para-typhi B. van 13 op 25 %, B. dysenteriae Flexner van 4,5 op 17 %;voor B. coli blijft het echter vrijwel gelijk nl. 39 en 41 %. De verschillen tusschen de percentage's zuur en alkohol wor-den voor B. paratyphi B. en B. dysenteriae Flexner, kleiner, nl.van 63 â€” 33 = 30 (tab. 6) tot 59 â€” 41 18 (tab. 16) en71 â€” 24 = 47 (tab. 8) tot 62 â€” 31 = 31 (tab. 17). Bij B. coli neemt het verschil toe van 53 â€” 43 = 10 (tab. 3)tot 59 â€” 36 = 23 (tab. 15). De percentage's gevormd zuur wijken niet veel af van die, welkebij de vorige vergistingen gevonden werden; alleen B. dysenteriaemaakte onder deze omstandigheden wat meer zuur. Vergelijken we eveneens de ana??robe

vergistingen zonder enmet krijt, dan is over de geheele linie het percentage vergiste glycolgrooter geworden door de toevoeging van krijt. Bij de Coli- en Enteritidisstammen zijn de percentage's zuur enalkohol nagenoeg gelijk aan elkaar geworden; bij de paratyphusB. stam is meer zuur en bij de Dysenteriestam nog steeds v?Š?Šlmeer zuur dan alkohol gevormd, hoewel nu ook het verschiltusschen de percentage's zuur en alkohol kleiner is geworden64 _ 32 = 32 (tab. 14) en 60 â€” 37 = 23 (tab. 22). Vergelijken we nog de a??robe en ana??robe vergistingen, beidemet krijttoevoeging, dan is het percentage vergiste glycol bij deparatyphus B.-stam en de Colistam gedaald, bij de Dysenterie-stam is dit gelijk gebleven. De hoeveelheden gevormd zuur zijn nagenoeg hetzelfde geble-ven voor B. paratyphi B. en dysenteriae, respectievelijk 59â€”53 % en 62_60 %; de coli bacteri??n hebben een weinig meer zuur tijdens de

a??robe vergisting gevormd, te weten 59â€”51 %. Over het algemeen is het percentage vergiste glycol door dekrijttoevoeging, ten opzichte van de gistingen zonder krijt, sterkgestegen; toch konden wij niet dat van ongeveer 50 %, hetwelkLe F?¨vre bij zijn glycol-vergistingen vond, bereiken; het is



??? mogelijk, dat bij langduriger verblijf in de broedstoof (L.F. lietzijn gistingen minstens gedurende 30 dagen staan) dit percentagestijgt; wij namen dit echter niet waar. e. Ana??robe vergisting van glycol in peptonwater, waaraankrijt en natriumsulfiet was toegevoegd. Acetaldehyde was in de substraten niet of slechts in geringehoeveelheden aanwezig, een uitzondering hierop werd gemaaktdoor B. paratyphi B. No. 16, waarbij onder ana??robe omstandig-heden ongeveer 6 % acetaldehyde in het substraat te vinden was. Le F?¨vreÂŽÂŽ) berichtte het vinden van ongeveer 54 % van hetverdwenen glycol als acetaldehyde, 40 % als azijnzuur, doch vondgeen alkohol; het totale percentage bedroeg dus 94 %, terwijl on-geveer 50 % van het toegevoegde glycol, vergist was, wanneer hijdeze verbinding, in tegenwoordigheid van krijt en sulfiet, ondera??robe omstandigheden liet ontleden door een Coli-stam. Naar aanleiding hiervan en de betrekkelijk geringe

resultaten,die wij bij de gewone vergistingen betreffende het acetaldehyde,verkregen, leek het ons gewenscht, deze vergistingen eveneens alsâ€žsulfietgistingquot; uit te voeren. Wij stelden daarom eerst, het op blz. 64 beschreven, semi-quantitatieve onderzoek naar acetaldehyde in, en volgens de daarverkregen resultaten, bepaalden we onze keus tot ana??robe-sul-fiet-gisting van glycol door B. coli No. 4, B. paratyphi A. No. 11,B. paratyphi B. No. 16 en B. dysenteriae Flexner No. 37. Bij B. coli en B. paratyphi B. mochten we namelijk, op grondvan de uitkomsten van het semi-quantitatieve onderzoek, acetal-dehyde verwachten; bij B. paratyphi B. zelfs zeer veel. Voor B. paratyphi A. had dit onderzoek sporen acetaldehydeopgeleverd, terwijl voor de Dysenteriestammen in het algemeengeen acetaldehyde gevonden kon worden, of in enkele gevallenslechts sporen. Het was juist daarom van belang, na te gaan of het quanti-tatieve onderzoek dezelfde

resultaten zou geven. En ten slotte werd dit onderzoek nog ingesteld, om inzicht te



??? verkrijgen in de andere, bij de sulfiet-gisting gevormde, productenen tevens hunne percentsgewijze verhouding te leeren kennen. Deze vergistingen heten we, evenals de vorige ana??robe-, indezelfde gesloten en met stikstof gevulde apparatuur, verloopen. Als voedingsbodem diende, een door Le F?¨vre reeds beschrevenvloeistof, (blz. 20) welke was samengesteld uit 1 % peptonwater,1 % glycol, 2 % natriumsulfiet en 1 % (vooraf gesteriliseerd) krijt. Wij konden verwachten, dat bij de sulfiet-gisting de bacterie-groei belemmerd zou worden, daarom entten we deze vergistingenmet nog meer bacteriemateriaal dan bij de vorige proeven ge-bruikt was. Dit bacteriemateriaal verkregen we, door een, van bouillon-agar voorziene flesch volgens Roux, met een vierentwintig uuroude bouillon-kuituur te enten, welke enting op de volgende wijzeuitgevoerd werd: Nadat de bouillon-kuituur was toegevoegd, legden we de

flesch,horizontaal, met de agar naar beneden gekeerd, gedurende 15 mi-nuten in een broedstoof van 37Â°; daarna lieten we de overtolligebouillon wegvloeien en plaatsten nu de flesch, gedurende 24 uur,wederom met de agar naar beneden, doch iets hellend, in debroedstoof; aldus verkregen we de geheele oppervlakte regelmatigovergroeid. De bacteri??n werden met 10 cmÂŽ peptonwater afgeschud endeze suspentie voor het enten van de te vergisten vloeistof, ge-bruikt Bij het opwerken van deze vergistingen moest met de aanwezig-heid van het natriumsulfiet rekening worden gehouden: le. bij deacetaldehyde-bepaling. Het acetaldehyde werd door bij druppelenvan een verzadigde bariumchloride-oplossing, in tegenwoordig-heid van krijt, uit de sulfiet-verbinding in vrijheid gesteld. 2e. Bijde glycol-bepaling. Hier werd de â€” na verwijdering van de pep-ton â€” sterk zuur geworden oplossing, op phenolphthale??ne

zwakalkalisch gemaakt (van zelf sprekend gebeurde dit, met de voorde glycol-bepaling afgepipetteerde hoeveelheid) en in deze alka-lische vloeistof, alvorens te gaan verhitten, het aanwezige sulfiet



??? met niet aangezuurde permanganaat-oplossing, geoxydeerd. On-der deze omstandigheden ontstond uit het glycol hoogstensoxaalzuur, terwijl geen zwaveldioxyde in de kaliapparaatjes kongeraken, daar het in zwavelzuur werd omgezet. Vervolgens verhit-ten we, onder doorleiden van koolzuur-vrije-lucht (eerst zonderdat de kaliapparaatjes aangesloten waren, ter verwijdering vanaanwezig koolzuur) en verbonden daarna de kaliapparaatjes,zuurden wederom aan met zwavelzuur en lieten verder het kalium-permanganaat-zwavelzuur-mengsel bij druppelen, waardoor hetgevoj-mde oxaalzuur evenals het glycol, geheel tot koolzuur werdgeoxydeerd. 3e. Titreerden we het, bij de vluchtige-zuren-destil-latie mede overgekomen zwaveldioxyde en trokken later de aequi-valente hoeveelheid zuur af. Het verdient nog opgemerkt te worden, dat we bij alle vergis-tingen, voordat ze ge??nt werden, de voedingsbodem op steriliteitonderzochten; eveneens

controleerden we (door er direct na ope-ning van de toestellen, een oogje uit te nemen en dit af te strijkenop bouillon-agar en te bebroeden) of de bacteri??n nog in levenwaren; deze kuituur diende dan tevens, ter vaststelling van dezuiverheid van het organisme. De resultaten van dit onderzoek zijn hieronder in tabellen ver-eenigd. Reactie volgens Voges-Proskauer was negatief. TABEL 23.B. coh No. 4. Ana??robe sulfiet-gisting plus krijt. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram- | Berekend moleculen i â€žgram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste 1,43631,10560,3307 76,9823,02 0,00533 0,01066 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00630,16480,1145 i 2,67 0,000141 51,51 0,00275i 46,66 0,00248 0,000280,005500,00496 Totaal 100,84 0,00537 0,01074



??? TABEL 24.B. paratyphi A. No. IL Ana??robe sulfiet-gisting plus krijt. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 1,4363 !1,1883 1 82,750,2480 1 17,27 0,00400 0,00800 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,1047 i0,0905 1 43,6349,17 0,001740,00197 0,003480,00394 Totaal 92,80 0,00371 0,00742 TABEL 25.B. paratyphi B. No. 16. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 1,43631,15690,2794 80,5519,45 0,00450 0,00900 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,09960,06360,0438 52,9724,8122,25 0,002260,001060,00095 0,004520,002120,00190 Totaal 100,03 0,00427 0,00854 tabel 26. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 1,43631,31480,1215 91,549,24 0,00196 0,00392 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,08440,0245 i1 1 66,3825,05 0,001410,00053 0,002820,00106 Totaal 91,43 0,00194 0,00388



??? De uitkomsten van het acetaldehyde komen overeen met die,welke bij de andere vergistingen verkregen werden. De Colistam leverde een gering percentage aan acetaldehydeop; voor de Paratyphi B.-stam was dit zelfs zeer hoog, overeen-komstig de resultaten der andere gistingen, waarbij voor dezestam ook steeds een grooter percentage acetaldehyde werd gevon-den, terwijl ook met deze proeven bij de Paratyphi A.- en Dysen-terie Flexner stammen slechts een spoor gevonden acetaldehydekon worden aangetoond. Vermeldenswaard is hier het feit, dat azijnzuur en alkohol inbijna gelijke verhouding ontstaan, hetgeen bij de vorige vergis-tingen niet het geval was. De Dysenterie Flexnerstam produceerdehier, overeenkomstig zijn gewoonte, veel meer zuur dan alkohol. Dat het percentage vergiste glycol zoo laag blijft, kan geenverwondering baren daar het natriumsulfiet mede een giftige wer-king op het bacterie-organisme uitoefent. f. Vergisting

van glycol met successieve toevoegingen van5 % peptonoplossing. In het algemeen werd bij de ana??robe vergistingen, in verhou-ding tot den gevormden alkohol, een groote hoeveelheid vluchtigzuur gevonden. Daar het gevormde vluchtige zuur, azijnzuurbleek te zijn, kon het, aan alkohol evenredige gedeelte, door eenhydro-oxydatie-reactie ontstaan zijn, (b.v. volgens een reactie vanCannizzaro); een ander gedeelte kon verklaard worden, doordatwij vaststelden, dat in het pepton oorspronkelijk reeds vluchtigzuur aanwezig was; dan restte nog een deel, dat â€” waarer geen vrije zuurstof aanwezig was â€” slechts verklaard konworden uit een hydro-oxydatie-reactie, waarbij dan andere stof-fen, die in het pepton aanwezig waren, gereduceerd werden. Ditkon mede de oorzaak zijn van het gedeeltelijk vergisten van hetglycol; doordat de reduceerbare verbindingen opgebruikt waren,kon geen verdere vergisting meer plaats hebben. Braak vond bij de

vergisting van glycerine, dat er na eenigentijd stagnatie in de gas-ontwikkeling optrad; door nu pepton-water toe te voegen, verkreeg hij een nieuwe gasontwikkeling, die



??? na eenige dagen wederom stagneerde, om, na toevoeging vanpeptonwater, opnieuw aan te vangen; dit liet zich meerdere malenherhalen. Wij wilden hetzelfde bij glycol onderzoeken, doch hierbij deedzich het bezwaar voor, dat bij de vergisting van glycol geen gas-ontwikkeling plaats greep; we konden dus het oogenblik, waaropstagnatie in de vergisting optrad, niet vaststellen. Wij besloten nu, de vergisting gedurende 5 dagen zijn gang telaten gaan, daarna iederen tweeden dag 20 cmÂŽ 5 % peptonwatertoe te laten vloeien, dit vijftien keer te herhalen, om dan tot op-werken over te gaan. Deze vergistingen voerden we uit in het, op blz. 59 beschreventoestel; in de mengcilinder brachten we 400 cmÂŽ van de, bij degewone vergistingen gebruikte voedingsbodem: peptonwater van1 2 % glycol, 2 % krijt en % keukenzout. Den opzet vuldenwe rnet 200 cmÂŽ peptonwater van 5 %, waarna het geheel bij 110Â°werd

gesteriliseerd. Nog warm uit de autoclaaf, leidden we stik-stof door en entten na bekoeling, met een suspensie van den ge-wenschten bacteriestam. Wij kozen voor deze vergisting de stam-men: Coli No. 4, Paratyphus B. No. 16 en Enteritidis G?¤rtnerNo. 19, daar gebleken was, dat deze het glycol nog het bestefermenteerden. Na aansluiting van het opvangapparaat voor acetaldehyde, stel-den we het geheel op in de broedkamer en lieten gedurende 5 da-gen de gisting zijn gang gaan. Na den vijfden dag voegden we â€” door openen van de, tus-schen opzet en mengcilinder, aangebrachte kraan â€” om de tweedagen 20 cmÂŽ van de 5 % pepton-oplossing toe en herhaalden ditvijftien maal. Steeds werd twee keer per dag doorgeschud om hetkrijt weder in de vloeistof te suspendeeren. Nadat de 200 cmÂŽ 5 % pepton-oplossing weggevloeid waren,werd de opzet opnieuw met 200 cmÂŽ gesteriliseerd en warm metstikstof

verzadigd 5 % peptonwater, gevuld en stikstof door hettoestel geleid om eventueel toegetreden lucht weder te verdrijven. Naast deze vergistingsproeven zetten we tevens, geheel op dezelfde wijze en gedurende den zelfden tijd, proeven in, die we



??? blanco-proeven zouden kunnen noemen, daar aan den boven be-schreven voedingsbodem het glycol ontbrak. De analyse-resultaten, die we van deze laatste proeven verkre-gen, trokken we af van die, welke bij de glycol-vergistingen ge-vonden werden; zoodoende de producten, die uit de pepton ont-staan waren, elimineerende. Beide resultaten zijn in onderstaande tabellen vereenigd. De Voges-Proskauer-reactie viel voor deze vergistingen nega-tief uit. 2-3 Butyleenglycol was slechts in sporen aanwezig. TABEL 27.B. coli No. 4. Ana??robe vergisting met peptontoevoeging- Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen 1 - Berekendals gram atm. c- Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste 9,61863,18796,4307 33,1466,86 0,1036 0,2072 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,02943,27352,7961 0,6552,6158,58 0,000670,054400,06070 0,001340,108800,12140 Totaal 111,84 0,11577 i 0,2315-^ Melkzuurnbsp;0,0231 g blanco 0,0409

g Barnsteenzuurnbsp;0,5513 g blanco 0,1269 g 0,0178 g minder.nbsp;0,4244 g meer. Met krijt en pepton toevoeging, doch zonder glycol. Blanco-bepaling.B. coli No. 4. Vluchtig zuurnbsp;0,4136 g als azijnzuur berekend. Alkoholnbsp;niet aanwezig Acetaldehyde â€ž â€ž Melkzuurnbsp;0,0409 g Barnst.z.nbsp;0,1269 g



??? Tabel 28. B. paratyphi B. No. 16. Ana??robe vergisting met peptontoevoeging. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste 9,61862,34197,2767 24,3575,65 0,11727 0,23454 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,04423,63542,9131 â€? 0,8651,6453,94 0,010000,060560,06326 0,020000,121120,12652 ^taal 106,44 0,13382 0,26764 Barnsteenzuur blanco 0,0437 g meer.nbsp;0,2108 g meer. Blanco-bepaling. B. paratyphi B. No. 16 Met krijt en pepton toevoeging, doch zonder glycol. als azijnzuur berekend. 9}fi Vluchtig zuurnbsp;0,2038 g Alkoholnbsp;niet aanwezig Acetaldehydenbsp;â€žMelkzuur Melkzuurnbsp;0,0437 g blanco 0,0000 g 0,7130 g0,0293 g Barnst.z.nbsp;0,0293 g blanco 0,0243 g meer T'ABEL 29. enteritidis G?¤rtner No. 19. Toegevoegde glycol Onvergiste Vergiste . 9,61863,05236,5663 31,7368,27 0,10580

0,21160 ^cetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,04303,06622,7564 0,9248,2656,56 0,000980,051080,05986 0,001960,102160,11972 XoUal 105,74 0,11192 0,22384 Melkzuurnbsp;0,0409 g blanco 0,0166 g Barnsteen-zuur 0,3577 g0.1469 g 0,2108 g meer.



??? Blanco-bepaling. B. enteritidis G?¤rtner No. 19 Met krijt en pepton toevoeging, doch zonder glycol- Vluchtig zuur 0,1968 g als azijnzuur berekend. Alkoholnbsp;niet aanwezig Acetaldehyde â€ž â€ž Melkzuur 0,0166 g Barnst.z. 0,1469 g Uit de verkregen resultaten blijkt wel, dat de hoeveelheid ver-giste glycol sterk is toegenomen, zoodat we bij de glycol-vergis-tingen de oorzaak van de moeilijke vergistbaarheid eveneensmoeten zoeken bij de remming van een hydro-oxydatiereactie,door het optreden van een te groote waterstof-concentratie. Acetaldehyde was voor alle drie de gebruikte stammen in ge-lijke, doch geringe hoeveelheid, aanwezig, terwijl azijnzuur enalkohol in aequivalente hoeveelheden ontstonden. In de substraten van de voorgaande vergistingen konden wij inhet residu van de aetherextractie (extractie van niet vluchtige-zuren) slechts zeer geringe hoeveelheden zuur vaststellen. Bij de vergistingen met successieve toevoegingen van pepton,was te

verwachten, dat de hoeveelheden niet-vluchtig-zuur, groo-ter zouden zijn, zoowel indien deze zuren uit het glycol zoudenzijn ontstaan, als wanneer de bron dezer zuren in het pepton ge-zocht moest worden; immers was de pepton-concentratie bij dezeTCrgistingen grooter. Inderdaad ontstonden bij deze gistingen grootere hoeveelhedenmelk- en barnsteenzuur. In de volgorde B. coli, B. paratyphi B. en B. enteritidis G?¤rt-ner werden bij de proeven, waarbij glycol aan den voedingsbodemwas toegevoegd, respectievelijk: 0,0231, 0,0437 en 0,0409 gmelkzuur en 0,5513, 0,7130 en 0,3577 g barnsteenzuur gevon-den. Voor de vergistingen waaraan geen glycol was toegevoegd be-droegen deze hoeveelheden in dezelfde volgorde respectievelijk:



??? 0,0409, 0,0000 en 0,0166 g melkzuur en 0,1269, 0,0293 eno',1469'g barnsteenzuur, zoodat de Colistam 0,0178 g mindermelkzuur en 0,4244 g meer barnsteenzuur gevormd heeft. Voorde Paratyphi B stam vinden we 0,0437 g melkzuur en 0,2108 gbarnsteenzuur meer, en voor de Enteritidis G?¤rtnerstam is het0,0243 g melkzuur en 0,2108 g barnsteenzuur meer.' Door'de toevoeging van glycol wordt dus steeds meer barn-steenzuur gevormd; terwijl alleen B. coli minder melkzuur, debeide andere stammen meer melkzuur vormen. Vergelijken we nog de moleculaire hoeveelheden azijnzuur,melkzuur en barnsteenzuur, die bij de blanco-proeven ontstaanzijn onderling, dan zien we noch verband optreden tusschen hetazijnzuur en de beide andere zuren, noch tusschen melkzuur enbarnsteenzuur. De moleculaire hoeveelheden zijn in de volgorde: azijnzuur,melkzuur en barnsteenzuur, voor: B. colinbsp;0,00689,0,00046,0,00107

B. p. typhi B. 0,00339, 0,00000, 0,00025B. enteritidis 0,00328, 0,00018, 0,00124 g. Vergisting van glycol, terwijl waterstof door de gistendevloeistof werd geschud. Bij het vorige onderzoek was gebleken, dat de toevoeging vanpepton een gunstigen invloed uitoefende, zoowel t.o.v. de hoe-veelheid vergiste glycol, als op de vorming van aequimoleculairehoeveelheden azijnzuur en alkohol. Dit meenden wij te mogen toe-schrijven aan een betere opname en in reactie brengen van de ge-vormde waterstof. Wij dachten aan een katalytische reductie van bestanddeelender pepton. Om dit nader te onderzoeken, hydreerden we 15 cmÂŽvan een 1 %-pepton-oplossing in gedestilleerd water, met behulpvan een micro-hydreer-apparaat, door middel van waterstof met50 mg Pt katalysator, volgens Adam Schreiner, en vonden, dat er12,4 cmÂŽ waterstof door het pepton was opgenomen. Bij een her-haling van deze proef vonden wij 12,2

cmÂŽ Vervolgens onderzochten we den invloed van bacterie-proto-



??? plasma op de opname van waterstof, door 15 cmÂŽ van genoemdepeptonoplossing, met een cultuur van Coli-bacteri??n te enten engedurende 4 dagen bij 37Â° te laten broeden, waarna op de bovenbeschreven wijze, met 50 mg Adam Sch. katalysator en waterstof,werd gehydreerd. De opgenomen hoeveelheid waterstof bedroegnu 13,2 cmÂŽ; blijkbaar werd geen of uiterst weinig waterstof aanhet bacterieprotoplasma geadsorbeerd. Vervolgens herhaalden we dit onderzoek, zonder dat een kata-lysator was toegevoegd en vonden nu dezelfde hoeveelheden voorde opgenomen waterstof. Hier kon dus ook een adsorptie van waterstof aan het opgelostepepton in het spel zijn. Dit onderzochten wij, door grootere hoeveelheden van 1 %-peptonoplossingen met waterstof, door schudden op een schud-machine, te verzadigen en vervolgens het opgenomen gas, onderverwarming, weder uit te drijven (wij moesten hierbij tot kokender oplossing verhitten) en vonden nu, dat

de hoeveelheden opge-nomen- en uitgekookte waterstof vrijwel gelijk waren. De water-stof-adsorptie aan pepton, bleek dus mogelijk te zijn. Het leek ons daarom van belang den invloed van een overmaatwaterstof op de vergisting van glycol te onderzoeken. Om eeninnige vermenging van de waterstof met de vloeistof te bevor-deren, lieten we het apparaat gedurende den geheelen vergistings-tijd op een schudmachine schudden, gelijk dit bij katalytischehydreeringen wordt toegepast. Het toestel beschreven we reedsop blz. 61. Als voedingsbodem gebruikten we een oplossing, die 1 % pep-ton, 2 % glycol, % keukenzout en 2 % krijt bevatte. Deze op-lossing werd in de kolf van het apparaat gebracht, de kolf meteen watten-prop gesloten en bij 110Â° gestereliseerd; direct hier-na, namen we de watten-prop eraf en plaatsten het omgebogen,van slijpstukken voorziene gedeelte, dat te voren gesteriliseerdwas, op de kolf. Nadat het geheel verder in elkander gezet was,

bevestigden wehet op de schudmachine en leidden gedurende een half uur water-stofgas door het toestel, zonder te schudden; nadat de lucht ver-drongen was, werd ge??nt met een afslibbing van een Colistam op



??? schuine bouillon-agar en het toestel gesloten. Door, met behulp van de aangesmolten kraan, wat waterstofte laten ontsnappen, brachten we het niveau in de gecalibreerdebuis op ongeveer een derde van de hoogte en stelden vervolgens,door omhoog schuiven van het reservoirtje, het niveau in het an-dere been ongeveer 10 cm hooger. Na aflezing van het volumen zetten we het toestel in beweging. De luchtdruk werd door een barograaf opgenomen, terwijl we,het constant blijven van de temperatuur, op een thermograaf af-lazen. Zoo noodig konden we door bovengenoemde kraan de ver-bruikte waterstof weder aanvullen. Gedurende de zeventien dagen, dat we lieten gisten, contro-leerden we regelmatig het volumen en hielden het niveau in hetopen been van den manometer, zoo goed mogelijk 10 cm hoogerdan het niveau in het gesloten been, aldus voor een vrij constan-ten, geringen overdruk in het toestel, zorg

dragende. Hieronder volgen de resultaten. Tabel 30. B. Coli No. 4. Gisting met waterstof en krijt. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste 6,73306,08560,6474 90,389,62 0,01043 0,02086 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,01500,22660,2932 3,2636,1861,01 0,000340,003780,00637 0,000680,007560,01274 ^otaal 100,45 1 0,01049 0,02098 Melkzuurbarnsteenzuur 0,0080 g0,1629 g



??? Opmerkelijk is de vrij groote hoeveelheid acetaldehyde, welkebij deze vergisting kon worden aangetoond; zij overtrof nog hetquantum, dat we bij de sulfietgisting met denzelfden bacteriestam,(tab. 23) verkregen, met 0,59 %. Zooals wij verwachtten was er bij deze vergisting veel meeralkohol ontstaan, (namelijk 0,00259 mol. meer), dan met het ge-vormde azijnzuur overeenkomt; wanneer deze hoeveelheid alkoholontstond door reductie van acetaldehyde met de toegevoerdewaterstof, was hiervoor 65,9 cmÂŽ bij 76 cm en 37Â°, noodig. Het percentage vergiste glycol is zelfs ten opzichte van de sul-fietgisting zeer laag te noemen; eenerzijds kan dit veroorzaaktzijn door het voortdurende schudden, anderzijds door de rem-mende werking van de waterstof. Wij merkten op, dat het gecorrigeerde gasvolumen na eenigedagen gisten toenam, om dan weder na korten tijd af te nemen,hetgeen zich eenige malen tijdens de gisting herhaalde. Dit verschijnsel kon veroorzaakt

worden, door het snel ver-bruiken van een opgehoopte hoeveelheid waterstof (afname vanhet volumen) gevolgd door een hydro-oxydatie, waarbij water-stof vrij kwam (toename van het volumen). Een andere oorzaak kon gelegen zijn in de aanwezigheid vankrijt; uit dit krijt kon, door de tijdens de vergisting ontstane zuren,koolzuur ontwikkeld worden, dat echter niet vrij kwam, doch inde vloeistof opgelost bleef en hieruit de waterstof verdrong. Tradde zuurvorming in een zekere frequentie op, dan zou dus eenphase van sterke zuurvorming gepaard gaan met toename vanhet volumen; volgde hierop een phase van weinig of in het geheelgeen zuurvorming, dan nam het regelmatige waterstofverbruikwederom de overhand en verminderde het volumen. Deze laatsteoorzaak leek ons de meest voor de hand liggende. Een zelfde ver-gisting, doch zonder krijt, zou hier dus uitsluitsel kunnen geven. De volgende tabel bevat de uitkomsten van deze vergisting. De resultaten

stemmen goed met die van de vorige tabel, over-een; vanzelfsprekend is de hoeveelheid vergiste glycol hier noggeringer.



??? Opvallend is echter, dat bij deze vergisting minder acetaldehydein het substraat aanwezig was; men zou toch in dit zure milieuverwachten, dat een geringer gedeelte van het acetaldehyde dooreen reactie van Cannizzaro, in azijnzuur en alkohol werd omge-zet; dientengevolge moest er dan ook een grooter percentage acet-aldehyde t.o.v. azijnzuur en alkohol, over blijven. Wederom was er meer alkohol dan azijnzuur ontstaan en wel0,00042 mol meer; dit komt overeen met 10,68 cmÂŽ waterstof bij76 cm en 37Â°. Tijdens deze vergisting kon geen noemenswaardige toenamevan het volumen worden waargenomen, de waterstof werd regel-matig verbruikt, zoodat we, het onder de vorige tabel besprokenverschijnsel, aan het vrij komen van koolzuur uit het krijt, moetentoeschrijven, welk koolzuur dan de geadsorbeerde waterstof ver-dringt. Het bleek ons, dat gedurende deze proeven betrekkelijk grootehoeveelheden waterstof

geadsorbeerd werden, dit is in overeen-stemming met het onderzoek van Â?D. D. van SlykeÂ?^), die vond,dat belangrijke hoeveelheden waterstof in bloed en bloedserumkonden oplossen. TABEL 3LB. coli No. 4. Gisting met waterstof zonder krijt. Producten Grammen % der toegev.glycol % der vergisteglycol Gram-moleculen Berekendals gram atm. C. Toegevoegde glycolOnvergiste â€žVergiste â€ž 6,92976,66120,2685 96,133,89 0,00433 0,00866 Acetaldehyde Azijnzuur Alkohol 0,00200,11260,1059 1,0543,3553,15 0,000050,001880,00230 0,000100,002760,00460 Totaal 97,55 0,00423 0,00746 0,0070 g0,1390 g MelkzuurBarnsteenzuur



??? Bij de vergisting, welke zonder krijttoevoeging verliep, verza-digden wij eerst de nog warm uit de autoclaaf genomen pepton-oplossing met stikstof, schudden gedurende twee dagen met ditgas en vervingen vervolgens de, boven de vloeistof aanwezigestikstof, door waterstof, welke wederom in belangrijke mate werdopgenomen; nadat de oplossing met waterstof verzadigd was,werd met de bacterie ge??nt. Bij schudden van de oplossing met stikstof, nam deze slechtsweinig van dit gas op; een zelfde resultaat verkreeg Stoddard ÂŽÂŽ)met een onderzoek betreffende de oplosbaarheid van stikstof inoplossingen, welke prote??nen bevatten. h. Vergisting van glycol in peptonwater, waaraan krijt encalciumformiaat is toegevoegd. In hoofdstuk II deelden we reeds mede, dat door E. Ch. Greyeen onderzoek was ingesteld naar de vergisting van glycol integenwoordigheid van calciumformiaat. Grey voerde de vergisting uit in een vloeistof, die

12 g glycol,5 g calciumformiaat, 10 g krijt en 300 cmÂŽ van een bacterie-emulsie, welke b.v. 0,3 g (op droog gewicht berekend) bacteri??nbevatte; het geheel werd met water aangevuld tot 1000 cmÂŽ_ Als resultaat verkreeg hij: TABEL 32. in g in % Koolzuur _ â€” Mierenzuur â€” â€” Azijnzuur 2,22 39,30 Melkzuur 1,50 22,13 Barnsteenzuur â€” â€” Alkohol 0,020 Residu 6,35 Totaal 10,09 61,43



??? Grey meende uit de groote tioeveelheid melkzuur, die bij dezevergisting ontstond, te moeten afleiden, dat de vergisting vanglycol niet op eenvoudige w^ijze verliep, daar er melkzuur uit hetglycol gesynthetiseerd werd. Het leek ons interessant eveneens de vergisting van glycol ineen calciumformiaat bevattenden voedingsbodem te bestudeeren. Bij de voorgaande vergistingen werd door ons, zij het in ge-ringe hoeveelheden, melkzuur naast azijnzuur gevonden, docheveneens melkzuur in substraten, waaraan geen glycol was toe-gevoegd. Een formiaat-gisting kon hier wellicht uitsluitsel geven.Om deze proeven in overeenstemming te brengen met het voor-gaande onderzoek, konden wij geen gebruik maken van de grootehoeveelheden bacteri??n, zooals dit door Grey gedaan was, dochvoegden wel pepton toe. Wij stelden de volgende gistings-vloeistof samen: 12 g glycol,5 g calciumformiaat, 10 g krijt, 10 g

pepton en 5 g keukenzout,in 1000 cmÂŽ water. De vergisting werd uitgevoerd in een, van een verdeeling voor-zienen, pyrex-platbodem van ongeveer 2,5 1 totalen inhoud. Dekolf was gesloten met een tweemaal doorboorde rubber stop. Inhet eerste gat, stak een, tot aan den bodem der kolf reikende,kraan-trechter; in het tweede een driewegkraan, die aan de tweeandere uiteinden voorzien was van verwijdingen voor het inbren-gen van watten.proppen. Deze kolf vulden we met 2 1 van denhierboven vermelden voedingsbodem en sloten de uiteinden vande driewegkraan en den trechter met watten-proppen kiemvrij af.Nadat het geheel met geopende driewegkraan gedurende een halfuur bij 110Â° gesteriliseerd was, werd de kolf zoo warm moge-lijk uit de autoclaaf genomen en stikstof door den kraantrechteringeleid; na bekoeling entten we, met een â€” door afschudden metpeptonwater van een, op bouillon-agar,

in een flesch volgens Roux,gekweekte coli stam â€” verkregen bacteri??nsuspensie, waarna dekolf met behulp van de driewegkraan aangesloten werd aan driemet elkaar verbonden fleschjes, die respectievelijk 200, 150 en50 cmÂŽ 4 N kaliloog bevatten, waarna nog een leeg fleschje volg-de; het geheel diende om het ontwikkelde koolzuur tegen te hou-den. Het laatste fleschje was verbonden met een in een bak met



??? paraffine-olie staande, gecalibreerde, aan het boveneinde van eencapillair voorziene, cilinder van 2 1 inhoud, waarin het gevormdewaterstofgas kon worden opgevangen. Het geheele toestel plaatsten we in een broedkamer, die op 37Â°gehouden werd. V????r het enten, namen we, na eerst goed doorgeschud te heb-ben, 200 cmÂŽ van den voedingsbodem uit den kraantrechter,waarin de vloeistof, door middel van een kleinen overdruk in dekolf, geperst was. Deze hoeveelheid vloeistof analyseerden we opde hoeveelheden: glycol, koolzuur, mierenzuur en ander vluchtig-zuur, die v????r de gisting aanwezig waren. Grey heeft de bepaling van koolzuur en mierenzuur nagelaten,welke bepalingen echter wel van belang kunnen zijn om den oor-sprong van het ontstane melkzuur te ontdekken. Nadat het toestel op temperatuur was gekomen, vulden we dengeheelen cilinder met paraffine-olie, sloten de capillair met be-hulp van een

rubber slangetje met klemkraantje en lieten ge-durende twaalf dagen vergisten, waarna tot het analyseeren vande gevormde producten werd overgegaan. Bij de bepaling van het glycol in de oorspronkelijke oplossing,evenals in de gistingsvloeistof, moest rekening worden gehoudenmet de aanwezigheid van mierenzuur. In deze gevallen destilleer-den we de vluchtige-zuren met stoom af en vulden daarna wedertot het oorspronkelijke volumen aan, alvorens de glycol-bepalinguit te voeren. De resultaten zijn in onderstaande tabel weerge-geven.



??? Tabel 33. B. coli No. 4. 97,35 % v/d toegev. glycol2,65 % â€ž â€ž â€ž Wgev. glycolOnvergiste â€žVergiste 34,0600 g33,1570 â€ž0,9030 â€ž Acetaldehyde quot;Azijnzuur Alkohol j^oolzuurWaterstof 0,0653188,9933,29 cm' 155,70134,12 cmquot; 21,58 cmÂŽ0,0548 g0,0567 â€ž6,3814,,6,1294,,0,2520 â€ž0,0683 â€ž 0,1837 g0,0281 â€ž MelkzuurbarnsteenzuurToegev. mierenzuurOnveranderd â€ž Ontleed73,52 % v/d vergiste glycol. Overm. t.o.v. alkohol =32,44 % â€ž â€ž ,, 0,00598 val. 0,0000 g0,6423 â€ž0,2174 â€ž 105,96 % totaal komt met 0,0653 g CO2 als beiden uit HCOOH ontst. komt overeen met 0,00598 val zuur door hydr. oxd. ontst. over. 27,10 % v/h ontl.m.z. Â? jgt; 96,05 % v/h toegev. mierenzuur3,95 % tot CO2 en Ha ontleed eventueel met acetaldehydegecondenseerd tot melkzuur 11,15% 0,1556 g over. Onder deze omstandigheden was een gelijke hoeveelheid melk-zuur gevormd als bij de blanco-

proef van tabel 27; deze hoeveel-heid melkzuur bleef verre ten achter bij die, welke door Grey ge-vonden werd; ook ten opzichte van het gevormde azijnzuur wasde verhouding geheel anders, nl. 0,64 g azijnzuur en 0,06 gmelkzuur en bij Grey respectievelijk 2,22 en 1,5 g. Wij vonden meer alkohol dan Grey, terwijl door ons tevensbarnsteenzuur gevonden werd. De verhouding van de onvergiste- tot de vergiste glycol kwamhier overeen met die, van de door ons uitgevoerde ana??robe ver-gisting zonder krijt toevoeging (zie tabel 9); alleen was bij de for-miaat-gisting meer azijnzuur dan alkohol gevormd.



??? Wij kunnen dus niet besluiten tot een meer gecompliceerde ver-gisting van het glycol en meenen het ontstaan van een grooterehoeveelheid melkzuur, zooals Grey die vond, te moeten verklaren,doordat tegelijkertijd met het enten met de groote hoeveelheidbacterie-emulsie, verbindingen werden toegevoegd, die later totmelkzuur ontleed werden. Ook was het mogelijk, dat het melk-zuur ontstond door synthese uit een molecule acetaldehyde en eenmolecule mierenzuur, welk geval wij dan ook in de tabel bereken-den. Er was meer mierenzuur verdwenen, dan overeenkwam metde gevormde hoeveelheden koolzuur en waterstof. Nemen we dan nog aan, dat het gedeelte van het azijnzuur,dat niet in aequimoleculaire hoeveelheid met den alkohol ontstaanis, gevormd werd door een hydro-oxydatie-reactie, waarbij water-stof vrij komt, dan blijft tenslotte nog 21,58 cmÂŽ niet verant-woorde waterstof, over. i. Vergisting van aethyleenoxyde.

In hoofdst. 11 blz. 22 beschreven wij reeds, het door Le F?¨vre Â?quot;)veronderstelde optreden van aethyleenoxyde, als tusschenproductbij de vergisting van glycol. Deze veronderstelling wilden we, zoo mogelijk, aan een experi-ment toetsen en kozen daartoe de vergisting van aethyleenoxydein peptonwater. Deze vergisting werd, wegens de groote vluchtigheid van hetaethyleenoxyde, uitgevoerd in toegesmolten buizen. Wij wilden de vergisting tot stand brengen met een ColistamNo. 4, een Paratyphus B.-stam No. 16 en een EnteritidisstamNo. 19 en zetten de volgende proeven in: peptonwater van 1 %met 2 % aethyleenoxyde, peptonwater van 1 % met 2 % aethy-leenoxyde en 2 % krijt, (daarbij telkens een niet ge??nt buisje voe-gende), en uitsluitend peptonwater van 1 %, en peptonwater van1 % plus 2 % krijt; alles werd onder ana??robe omstandighedenuitgevoerd. Een gedeelte van de buizen, die aan het boveneinde tot

eensterke vernauwing waren uitgetrokken, werd van de gewenschtehoeveelheid krijt voorzien, vervolgens brachten we in alle buizendezelfde hoeveelheid peptonwater, en steriliseerden dezen.



??? De buizen werden daarna met een halve cmÂŽ van een bacterie-emulsie van de bovengenoemde bacterie-stammen, ge??nt. Onder vacuum kookten we dan bij 40Â° de aanwezige lucht uit,en vervingen deze door stikstof, waarna we de buizen in een koud-makend mengsel van â€”12Â° zetten. Voor het toevoegen van het aethyleenoxyde bedienden we onsvan de volgende techniek: het aethyleenoxyde werd eerst opsteriele wijze in een ampul met langen hals gedestilleerd; vervol-gens trokken we dezen hals tot een dunne capillair uit en vulden,door deze capillair in de nauwe lange halzen van kleine ampul-letjes te steken, deze laatsten met de gewenschte hoeveelheidaethyleenoxyde. Om de halzen van de kleine ampulletjes, bevon-den zich aan beide uiteinden, door watten-proppen afgeslotenbuisjes (de ampulletjes waren, v????r het vullen, met buisje en algesteriliseerd); het, buiten de watten-prop uitstekende

gedeeltevan den hals werd, na vulling, dicht gesmolten, zoodat de ampul-letjes tot nader gebruik bewaard konden blijven. Het behoeft geenbetoog, dat tijdens het vullen, de ampulletjes in een koudmakend mengsel werden afgekoeld. We verwijderden het omhullende buisje en braken het halsjezoodanig af, dat we een steriel gedeelte over hielden, staken dit inde vernauwing van de voorbereide vergistingsbuizen, en drevenvervolgens het aethyleenoxyde â€” door met de hand het ampul-letje te verwarmen â€” in het peptonwater, waarna de buis dade-lijk bij de vernauwing, werd dicht gesmolten. Na zeven dagen broeden bij 37Â° openden we de buizen, enttendirect een oogje van den inhoud op bouillon, om te kunnen con-stateeren of de bacteri??n nog in leven waren en onderzochten den inhoud op acetaldehyde en pH. Na opening konden we slechts bij ?Š?Šn buis nog een weinig over-druk waarnemen. Wij laten de

resultaten hieronder volgen:



??? Vergisting van aethylccnoxyde. TABEL 34. Peptw. -f aethyl.ox. â€ž No. 4 â€” â€ž Â? 16 â€” -t- â€ž â€ž 19 â€” â€ž krijt Â? Â? No. 4 â€”â–  Â? â€ž â€ž 16 â€” â€ž Â? â€ž 19 â€” 6,8 6,9 7 7,3 7,6 7,6 Opmerkelijk is de sterke toename van de pH na toevoegingvan aethyleenoxyde, w^elk toename we eveneens opmerkten bij debuizen, waarin geen bacteri??n gebracht waren. Daarom besloten we het gedrag van aethyleenoxyde t.o.v. pep-tonwater, nog nader te onderzoeken; hiervoor werden de volgendeproeven ingezet. Dezelfde methodiek werd gevolgd. TABEL 35. pH 12 cmÂŽ peptw. 4- aethyl.ox. na 7 dagen staan bij 35Â° 12 12 â€ž â€ž zonder 7 rj ' !gt; â€ž 35Â° 6,8 12 â€ž water -f â€ž 7 â€ž y, â€ž 35Â° 6,7 peptw. v????r sterilisatie zonder ??) â€ž 35Â° 6,8 n?¤ ?•J ??? â€ž 35Â° 6,8 water -j- aethl.ox. JJ gt;gt; â€ž 35Â° 5,4 zonder â€ž J) )?? â€ž 35Â° 5,3 gesterilis. â€ž Â? jf â€ž 35Â° 6 De zeer sterke toename van de pH

van peptonwater, waaraanaethyleenoxyde is toegevoegd, wijst op het ontstaan van een ver-binding van het aethyleenoxyde met bestanddeelen van het pepton. Wanneer er dus bij de vergisting van glycol eveneens aethyleen-oxyde als tusschenproduct zou ontstaan, zou dit ook aan de pep-ton gebonden worden, waardoor de pH zou moeten stijgen; ditnamen we echter bij de vergisting van glycol, niet waar.



??? De bacteri??n bleken de toevoeging van aethyleenoxyde niet teoverleven. Dit zou eveneens op een verbinding tusschen het bac-terie-eiwit en aethyleenoxyde wijzen. Het lijkt ons derhalve niet waarschijnlijk, dat, bij de vergistingvan glycol, aethyleenoxyde als tusschenproduct optreedt. j. Vergisting van dioxaan . Zooals nog nader in hoofdstuk IX zal worden besproken, be-trokken we ook dioxaan in dit onderzoek om te kunnen vaststel-len, of dit als tusschenproduct bij de vergisting van glycol zouoptreden. Het dioxaan is een kleurlooze vloeistof met kpt. van Â? 111Â°,doch zeer vluchtig; door deze eigenschappen waren we genood-zaakt, de vergisting in een dicht gesmolten vat te laten verloopen. De qualitatieve vergisting ondernamen we op gelijke wijze alsreeds, onder paragraaf i. van dit hoofdstuk, beschreven werd vooraethyleenoxyde. De toevoeging van de 2 % dioxaan ging echter veel eenvou-diger. Na het dioxaan

steriel gedestilleerd te hebben, pipetteer-den wij de gewenschte hoeveelheid met behulp van een â€” in devernauwing van de kuituur-buis passends - - steriele pipet in den voedingsbodem. Na 7 dagen broeden, onderzochten /e de vloeistof op levendebacteri??n, acetaldehyde en pH; de resultaten zijn in onderstaandetabel vereenigd. TABEL 36.



??? Het dioxaan had dus geen giftige uitwerking op deze organis-men; het werd er door ontleed onder vorming van zuur en in som-mige gevallen van acetaldehyde. Deze resultaten wilden we nogeens nader toetsen aan een quantitatieve vergisting. De vergisting voerden we in dezelfde apparatuur, welke we ookvoor de glycol vergistingen gebruikten, nl. een Erlenmeyer metaangesmolten rondbodem, onder ana??robe omstandigheden, uit. Als voedingsbodem diende: 200 cmÂŽ peptonwater van 1 %,Yi % keukenzout en 2 % krijt; hieraan voegden we, na de sterili-satie, 2 % steriel dioxaan toe. We voorzagen de eerste buis van het opvang-toestelletje meteen verzadigde sublimaat-oplossing; door het ontstaan van eenneerslag in deze buis konden we zoodoende controleeren of erdioxaan uit het gistingsvat ontweek. De tweede en derde buis werden met bisulfiet-oplossing ge-vuld, om het, eventueel ontwijkende acetaldehyde, vast te

leggen. Na 12 dagen broeden bij 37Â° bepaalden we de quanta gevormdacetaldehyde en azijnzuur. Het vaststellen der hoeveelheden van het niet ontlede dioxaanen de gevormde alkohol, werd, wegens de groote moeilijkhedenwelke deze bepalingen thans zouden opleveren, achterwege ge-laten. Wij lieten het dioxaan door de Coli-stam No. 4 en door deEnteritidis Gartner-stam No. 19, vergisten en vonden voor beidestammen slechts sporen acetaldehyde en respectievelijk 0,1141en 0,0852 g uit dioxaan gevormd, azijnzuur. Het blijkt dus wel, dat dioxaan door deze organismen ontleedwordt, hoewel de. vergistingssnelheid achterblijft bij die vanglycol. De mogelijkheid van dioxaan als tusschenproduct bij de ver-gisting van glycol, werd door de resultaten van deze proeven inieder geval niet uitgesloten, doch zou alleen bevestigd kunnenworden door het vinden van dioxaan in het vergistingssubstraat. Daartoe zetten wij drie kolven, ieder

met 1 liter van den ste-rielen voedingsbodem, bestaande uit: 1 % pepton (Witte), Yi %keukenzout en 2 % glycol, in; de kolven waren, evenals bij devoorgaande proeven, warm met stikstof verzadigd, en gesloten



??? met een stop, welke van doorboringen, waarin de gebruikelijkebuizen staken, voorzien was. De afvoer was aangesloten aan hetreeds eerder beschreven, met bisulfiet oplossing gevulde, appa-raat voor het opvangen van eventueel ontwijkend acetaldehydeen tevens om het geheel van de lucht af te sluiten. Een van dekolven lieten wij steriel, de twee andere werden respectievelijkge??nt met een suspensie van B. enteritidis G?¤rtner No. 19 en B.coli No. 4. Na een verblijf van tien dagen in de broedkamer bij37Â°, goten wij de inhouden der kolven in perforatoren, en extra-heerden, gedurende acht uur, met aether, zooals reeds op blz. 33beschreven werd. Daar de beide substraten zwak zuur reageer-den, maakten we ze vervolgens zwak alkalisch, extraheerden nog-maals gedurende acht uur en onderzochten de extracten, volgensde op bladz. 34â€”36 beschreven methode, op dioxaan.Uit geen dezer kon genoemde

verbinding ge??soleerd worden.De mogelijkheid van het ontstaan van dioxaan gronden wij tevens op het volgende: Wij namen waar, dat bij sommige vergistingen, na eenigen tijdeen roode verkleuring van het substraat optrad, nadat het phos-phor-wolfraamzuur-zwavelzuur-mengsel toegevoegd was, tevenswerd de bovenste laag van het pepton-neerslag rood gekleurd, welkverschijnsel slechts optrad bij de, door indol-vormende-bacteri??nveroorzaakte vergistingen. Deze roode kleur had een andere nuan-ce, dan die, welke ontstaat bij de indol-reactie volgens Kitasato,(rnet zwavelzuur en kaliumnitriet-oplossing); bovendien kondenwij in het gistingssubstraat, noch nitriet, met het reagens vanGriess-Romijn, noch nitraat met de reactie volgens Tillmans, aantoonen. Uit proeven bleek ons nu het volgende: Nitriet-vrij-peptonwater, waaraan eenig indol en dioxaan wastoegevoegd, gaf na eenigen tijd staan met phosph. wolfrz.opl. de-

zelfde roode verkleuring, welke wij na toevoeging van dit reagensaan het vergistingssubstraat, verkregen, terwijl peptonwater pluseen weinig indol, de rood-kleuring door phosph. wolfrz. niet ver-toonde.



??? HOOFDSTUK IX. BESPREKING VAN DE VERKREGEN RESULTATEN. De vergisting van aetiiyleenglycol werd bestudeerd in de ver-onderstelling, dat deze eenvoudige verbinding ook een eenvoudiggistingsschema zou opleveren, waaronder te verstaan is: weinige,en direct uit glycol af te leiden gistings-producten. Hiervoor wer-den alleen acetaldehyde, azijnzuur en alkohol gevonden. Daar het ontstaan dezer producten niet direct uit glycol af teleiden is, nam Le F?¨vre aan, dat aethyleenoxyde hier als tus-schenproduct zou kunnen optreden; dit ging dan door intra-mole-culaire omlegging over in acetaldehyde, hetwelk op zijn beurt totazijnzuur werd geoxydeerd. Het ontstaan van aethyleenoxyde baseert hij op het volgende:glycol laat zich, door verhitten op 500â€”550Â° omzetten tot acet-aldehyde, terwijl ook het aethyleenoxyde bij deze temperatuurhierin overgaat IpatiewÂŽÂŽ) verkreeg genoemde onzetting bij250Â°, door

aluminiumoxyde als katalysator te gebruiken. Hiermede wordt echter nog niet bewezen, dat glycol, bij devergisting, onder uittreding van de elementen van het water, inaethyleenoxyde zou kunnen overgaan. Deze reactie is, juist door het ontstaan van een niet spannings-vrijen ring, in het laboratorium tot nu toe niet te verwezenlijkengeweest; immers, onder invloed van wateronttrekkende stoffenÂŽ'^),ontstaat dan acetaldehyde. CH2OH-CH2OH â€” HgO ^ CHOH-CH2 OHC-CH3 Wel zou dus direct uit glycol acetaldehyde kunnen ontstaan. Ondanks deze overwegingen hebben wij getracht de mogelijk-heid van het optreden van aethyleenoxyde als tusschenproduct,experimenteel â€” door het te laten vergisten â€” te onderzoeken.Hierbij bleek ons, dat de pH van een pepton-oplossing, door de



??? toevoeging van aethyleenoxyde, sterk toenam en de bacteri??n indeze oplossing niet in leven bleven 1). De verhooging van de pH zouden we kunnen verklaren, door-dat het aethyleenoxyde zich verbindt met de aminogroepen derbestanddeelen van het pepton en er zich aethylol-aminozuren vor-men, evenals dit het geval is bij de reactie van aethyleenoxyde opammoniak in water (o.a. Knorr) waardoor dan wellicht, meeralkalisch reageerende verbindingen ontstaan; wij denken hierbijaan de mogelijkheid van lacton-vorming der carboxylgroep met de nieuwe OH-groep. Het is niet onwaarschijnlijk, dat het aethyleenoxyde zich opdezelfde wijze met het bacterie-eiwit verbindt, waardoor dit laat-ste verandert en het organisme te niet gaat; dit zou de mogelijkeverklaring kunnen geven voor het afsterven der bacteri??n. Op deze gronden meenen wij de vorming van aethyleenoxyde,als tusschenproduct der glycol-vergisting, te

moeten afwijzen. De mogelijkheid werd onderzocht, of een andere verbinding,die ontstaat door het uittreden van de elementen van water uittwee moleculen glycol, nl. het diaethyleen-dioxyde of 1.4-dioxaan, de rol van tusschenproduct bij deze vergisting zou kun-nen spelen. Vooral de gemakkelijkheid, waarmede dioxaan, door uittredenvan de elementen van water uit twee moleculen glycol, ont-staatmaakt de vorming van deze verbinding onder deninvloed van bacteri??n, niet onmogelijk. Wij stellen ons het chemisme der glycol-vergisting aldus voor:twee moleculen glycol gaan over in dioxaan; dit wordt, met behulpvan luchtzuurstof en/of door een hydro-oxydatiereactie, tot mono-0x0-1.4-dioxaan, (een glycolzure-aethyleenester of inwendige lactonaether), geoxydeerd. Deze stof is door Bischoff en Walden 8Â?) verkregen door des-tilleeren van de verbinding, die ontstaat als men mononatrium-glycol en monochloorazijnester op

elkaar laat inwerken. 1nbsp; Zie bladz. 102â€”105.



??? Onbsp;O / \ / \CH,OH HOp^ _2H,0 H^C CH, 2H,0 quot;^C ^=0 ^^^ CH2OH HOCH2nbsp;quot; H^C CH^ _ H2O quot; HgC CH2 \ / \ /Onbsp;O Deze verbinding zou dan de volgende drie omzettingen moetenkunnen ondergaan: le. Door reductie met de bij de hydro-oxydatie verkregen vieratomen waterstof, ontleding tot 1 mol. azijnzuur en 1 mol. alkohol. H Onbsp;H\ O / \nbsp;X \ H,C C=0 4H H2C C = 0nbsp;H3Cnbsp;HOC=0 ' I 1 ----. IInbsp;â€”.1 1 H,C CH,nbsp;H^C CH2nbsp;H2COHnbsp;CH3 \ /nbsp;\ X Onbsp;O H H 2e. Uit het lacton wordt, door hydrolyse, gevolgd door reduc-tie, ?Š?Šn molecule glycol teruggevormd en ontstaat tevens ?Š?Šn mole-cule azijnzuur; hiervoor zijn dan slechts twee atomen waterstofnoodig. H Onbsp;HO\ O / \nbsp;XX HgC C = 0 H2O HgC C = 0nbsp;H2COH HOC = 0 I I ----- I I --- I I H2C CH2 2H H2C CH2nbsp;H2COHnbsp;CHs \ Xnbsp;\ X Onbsp;O \H H Bij de ana??robe gistingen, waar dus de oxydatie

tot lacton,met behulp van een hydro-oxydatie-reactie moet verloopen, zal



??? er dientengevolge waterstof overblijven; evenals dit het geval zouzijn, wanneer door dezelfde oxydatie, uit acetaldehyde, azijnzuurzou ontstaan. 3e. Kan het ontstaan van acetaldehyde, door atoom-verschui-ving in het molecule van het dioxaan verklaard worden: O I HaC^ ^CH^ !nbsp;H3Cnbsp;0 = CH Inbsp;jnbsp;jnbsp;I__jnbsp;j H,C CH,nbsp;HC = 0nbsp;CH3 ^ \ /O Behalve op de reeds genoemde gronden zouden wij voor deveronderstelling, dat dioxaan als tusschenproduct bij de vergis-ting van glycol optreedt, nog willen aanvoeren: het ontstaan vanpyronderivaten in de natuur en de vorming van heterocyclischestikstof-verbindingen door bacteri??n, b.v. het chlororaphinedoor Bacillus chlororaphis. Den voornaamsten steun vinden wij echter, in de, zoowel quali-tatief als quantitatief, onderzochte vergisting van dioxaan, diebeschreven werd op blz. 105â€”107. De quantitatieve vergisting le-verde echter niet dezelfde

hoeveelheden azijnzuur op welke voor deovereenkomstige bacteri??n, bij de vergisting van glycol gevondenwerden. Wij trachtten volgens dezelfde 1) methode, welke wij toepastenom uit een synthetisch substraat, de kleine hoeveelheid toegevoegddioxaan, te isoleeren, dit eveneens uit eenige vergistingssubstratenaf te zonderen, doch het is ons tot nu toe niet gelukt, in deze sub-straten dioxaan aan te toonen. Wel viel het ons op, dat bij eenige vergistingen, na toevoegenvan phosphor-wolfraam-zwavelzuur â€” waarmede wij het pepton neersloegen_het substraat een roode kleur aannam. Eveneens verkregen wij een roode verkleuring na vermenging met phosphor-wolfraam-zwavelzuur, van een vloeistof, welke dezelfde samen-stelling had, als de voor de vergistingen gebruikte steriele voe- 1nbsp; Zie bladz. 36.



??? dingsbodem, waaraan bovendien een weinig dioxaan was toege-voegd. Zonder dioxaan kleurde de vloeistof zich niet met boven-genoemd reagens. Het zou te gewaagd zijn, hieruit tot de aanwezigheid vandioxaan in de vergistingssubstraten te besluiten; de mogelijkheid,dat de roode verkleuring door dioxaan veroorzaakt wordt is ech-ter op grond hiervan, niet uit te sluiten. Bezien wij de veronderstelling van het optreden van een tus-schenproduct, dat eerst geoxydeerd wordt, alvorens het in azijn-zuur en alkohol overgaat, in verband met de door ons verkregenresultaten en nemen wij aan, dat dit msschenproduct dioxaan zouzijn, dan kunnen we de grootere hoeveelheid azijnzuur ten op-zichte van alkohol bij de a??robe vergisting, op de volgende wijzeverklaren: het dioxaan wordt ten deele met behulp der luchtzuur-stof, ten deele door een hydro-oxydatie-reactie, geoxydeerd. Nuzal ?Šr niet voldoende waterstof aanwezig zijn voor de

totale reduc-tie van het mono-oxo-dioxaan, waardoor aequimoleculaire hoe-veelheden azijnzuur en alkohol gevormd zouden worden; er vindtnu tegelijkertijd een verzeeping van een gedeelte van het lactonplaats, waardoor glycol teruggevormd wordt en slechts azijnzuurontstaat. Door deze beide oxydatie-reactie's wordt al het dioxaan,of bijna al het dioxaan in zijn oxo-verbinding omgezet en blijfter weinig over voor het, door intra-moleculaire omzetting, ont-stane acetaldehyde: er kan dus weinig acetaldehyde gevormd wor-den. Bij de ana??robe vergisting, kan slechts de hydro-oxydatie-reactie optreden, het, bij deze vergisting in overmaat gevormdeazijnzuur, kan wederom ontstaan door een gedeeltelijke verzee-ping van het lacton, maar dan blijven er nog twee atomen water-stof onverbruikt, die aan het pepton geadsorbeerd worden. Bijdeze vergisting kan er niet-geoxydeerd dioxaan overblijven, dat dan acetaldehyde vormt. De grootere

hoeveelheid acetaldehyde, die ontstaat bij aanwe-zigheid van sulfiet, volgt uit de verschuiving van het evenwichtmono-oxo-dioxaan â€” dioxaan, in de richting van het dioxaan,doordat het hieruit gevormde acetaldehyde aan het sulfiet gebon-den wordt. De betrekkelijk groote hoeveelheid acetaldehyde, welkegevonden werd quot;in de substraten der gistingen, die in tegenwoor-



??? digheid van waterstof verliepen, vindt eveneens in een verschui-ving van genoemd evenwicht in dezelfde richting zijn verl^laring,aangezien de hydro-oxydatie-reactie teruggedrongen wordt doorde overmaat waterstof. Het dioxaan wordt nu niet geoxydeerd,doch ontleedt in acetaldehyde, dat op zijn beurt door de aanwe-zige waterstof tot allcohol gereduceerd wordt, waardoor tevens deovermaat alkohol t.o.v. azijnzuur bij deze vergistingen ver-klaard is. Wanneer dioxaan als tusschenproduct bij de vergisting vanglycol op zou treden, kan de noodzakelijkheid van het acetalde-hyde voor de vorming van azijnzuur en aethylalkohol, vervallen.Het acetaldehyde gaat dan slechts de rol van bijproduct spelen,dit stemt ook beter overeen met de resultaten, welke in tabel 2vereenigd zijn. Bij de quantitatieve sulfiet-gistingen werd, be-halve door de Paratyphi B.-stam 16, geen of stechts zeer weinigacetaldehyde gevonden, hoewel het

ontstaan van azijnzuur enalkohol er op wezen, dat er wel een ontleding van glycol plaatsplaats had. Nog opmerkelijker is het als wij de percentages glycol verge-lijken, welke door B. coli st. 4 bij de volgende ana??robe-gistingen,in acetaldehyde omgezet werden: JV\et krijt -f waterstofnbsp;3,26 % Zonder â€ž â€žnbsp;1,04% Met â€ž -f sulfiet en stikstofnbsp;2,67 % Met â€ž stikstofnbsp;spoorZonder â€ž -{- ff gt;gt; Dan blijkt bij de vergisting in een waterstof-atmosfeer zelfsmeer acetaldehyde gevormd te zijn, dan bij de sulfiet-gisting ont-staan is. Uit deze resultaten meenen wij te mogen afleiden, dat het acet-aldehyde niet als tusschenproduct bij de vergisting van glycol op-treedt, doch dat het bij een nevenreactie gevormd wordt. Deze feiten zijn zeer goed te verklaren, wanneer dioxaan alstusschenproduct optreedt; door de aanwezigheid van waterstofwordt de oxydatie van dit laatste tot mono-oxo-verbinding, be-
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??? lemmerd en kan dus meer dioxaan tot acetaldehyde omgelegdworden. Wij vonden evenals Le F?¨vre en anderen, dat het glycol moei-lijk vergistbaar is. Ten deele kan dit toegeschreven worden aaneen geringe giftige werking van het glycol, waardoor de groeivan de bacteri??n verminderd wordt, doch zeker is het, dat hier dewaterstof acceptie eveneens een rol speelt1), zooals reeds doorBraak bij de glycerine-vergisting onderzocht werd. De moeilijke vergistbaarheid zou veroorzaakt kunnen worden,doordat de som der vrije energie??n van de verschillende reactie'sgering is; in dit geval zou de energie, die vrij komt bij de adsorp-tie van waterstof aan het pepton, een rol kunnen gaan spelen.Naar mate het pepton meer met waterstof verzadigd raakt komter minder beschikbaar, waardoor de bacteri??n geen voldoendeenergie meer kunnen ontleenen aan de reactie's om nieuwe glycolom te zetten; hierdoor komt dan de

vergisting tot staan. Dit zou tevens een verklaring kunnen geven, waarom een ver-gisting van glycol in een milieu zonder pepton, waar slechts anor-ganische voedingszouten aanwezig zijn, niet tot stand komt. Totop heden is er echter van de thermodynamica dezer reactie's nogt?¨ weinig bekend, dan dat er met zekerheid een conclusie uit ge-trokken kan worden. 1nbsp; Zie hoofdst VllI Â§ f.



??? Samenvatting. Bij de vergisting van glycol door de bacteri??n der Coli-typhus-groep, ontstonden steeds azijnzuur en alkohol; acetaldehyde werdalleen bij de ana??robe vergistingen gevonden; de organismen derDysenterie-groep vormden onder deze omstandigheden steedssporen van dit aldehyde. Door het toepassen van de zgn. sulfiet-gisting konden we voor 46 stammen de acetaldehyde-productievaststellen. Voor een Coli-, Typhus-, Paratyphus A-, Paratyphus B-,Enteritidis G?¤rtner- en een Dysenterie Flexnerstam, werd eenquantitatief onderzoek ingesteld naar deze vergistingsproducten. Onderzocht werd, in hoeverre waterstof- en peptontoevoeginginvloed op de vergisting uitoefenden; dit in verband met de accep-tie van waterstof door het milieu. Er werd geconstateerd, dat peptontoevoeging een vergrooting,en waterstoftoevoeging een vermindering van de vergiste hoe-veelheid glycol te weeg bracht. De adsorptie van

waterstof aanopgeloste pepton konden wij bewijzen. Tevens meenden wij, uit het al dan niet aanwezig zijn van acet-aldehyde in de verschillende vergistingsubstraten, op te mogenmaken, dat het acetaldehyde niet als tusschenproduct bij de ver-gisting van aethyleenglycol optreedt, doch de vorming door eennevenreactie plaats vindt. Wij namen aan, dat er een tusschenproduct ontstaat, hetwelkeenerzijds geoxydeerd, anderzijds door intra-moleculaire atoom-verschuiving, tot acetaldehyde omgezet wordt. Uit de geoxydeer-de verbinding zouden dan azijnzuur en alkohol ontstaan. Voordit tusschenproduct maakten wij het dioxaan aannemelijk, terwijlwij het optreden van aethyleenoxyde in dit verband moesten ver-werpen.



??? litteratuur-overzicht. 1nbsp;A. von Bayer, B. 3, 74 (1870). 2nbsp;E. Buchner u. J. Meisenheimer, B. M, 1773 (1910). 3nbsp;W. Loeb, Z. f. Elektrochemie 13, 511â€”516; C. (1907) II,1256. 4nbsp;A. Wohl, Bio. Zs. 5, 45 (1907). 5nbsp;Fernbach en Schoen, C.R. 151, 1004 (1910). 6nbsp;Neubauer, Dtsch. Arch. klin. med. 95, 120 (1909). Zs. phy-siol. Chem. 70, 326 (1911). 7nbsp;Ehrlich, Biochem. Zs. 11, 57 (1906). 8nbsp;Neuberg en Fromherz, H. 70, 350 (1911). 9nbsp;Neuberg en Hildesheimer, Bio. Zs. 31, 170 (1911).Neuberg en Hildesheimer, Bio. Zs. 58, 158 (1913). 10nbsp;Neuberg, Die G?¤rungsvorgange und der Zuckerumsatz derZelle, Jena 1913. 11nbsp;Connstein en L??decke, B. 52, 1385 (1919). 12nbsp;Â?Neuberg en Faber, Bio. Zs. 78, 238 (1916). 13nbsp;C. Neuberg u. J. Hirsch, Biochem. Z. 96, 189 (1919). 14nbsp;Lebedew, B. VI, 667 (1914). 15nbsp;A. Harden, Journ. chem. Soc. 79, 610 (1910). 16nbsp;E. C.

Grey, Proc. Roy. Soc. Ser. B. 87, 472 (1914). 17nbsp;C. Neuberg en F. F. Nord, Bio. Zs. 96, 133 (1919); C. Neu-berg en F. F. Nord en E. Wolff, Bio. Zs. 112, 144 (1920). 18nbsp;W. C. de Graaff, De gemengdzure-gisting Ned. Tsch. Hyg.Micrbiol. en Serologie 1, 43â€”70 (1926). 19nbsp;M. A. Scheffer, De suikervergisting door bacteri??n der Coli-groep. Diss. Delft (1928). 20nbsp;A. J. Kluyver, The chemical activities of microorganisms;Univ. of London Press. Ldt. (1931). 21nbsp;Brown, Journ. Chem. Soc. Vol. 51, 638 (1887). 22nbsp;Henneberg, Die deutsche Essigindustrie Bd. 2 Nr. 19 (1898). 23nbsp;Seifert, Centr. f. Bakt. II Bd. 3, 386 (1897). 24nbsp;Waterman, Centr. f. Bakt. II Bd. 38, 460 (1913). 25nbsp;A. Harden en Mrs. D. Norris, Proc. Roy. Soc. Ser. B. 84,492â€”499 (1912).



??? 26nbsp;F. Visser 't Hooft, Diss. Delft (1925), 33, 34. 27nbsp;Siegwart Herman, Biochem. Zs. 205, 297â€”305 (1928). 28nbsp;Ida Smedley, Maclean en Dorothy Hoffert, Biochemical Journ.20,343â€”357 (1926). 29nbsp;Teizo Takahashi and Toskinobu Asai, Bull, agricult. chem. Soc. Japans, 9 (1932). 30nbsp;Hans Mosel, Zbl. Bakt. Pars. Infectkrh. Abt. II 87, 193â€”229 (1932). 31nbsp;E Ch Grey, Proc. Roy. Soc. 96 B., 160 (1924). 32nbsp;A. J. Le F?¨vre, Bijdrage tot de kennis der bacteri??ele gisting Diss. Utrecht (1924). 33nbsp;Diss. L.F. blz. 22. 34nbsp;Diss. L.F. blz. 43, 44. 35nbsp;Diss. L.F. blz. 60â€”71. 36nbsp;Ipatiew, B. 36, 2016 (1903); Ann. 335, 197 (1904). 37nbsp;Eigenberger, J. prakt. Chem. 130, (1931) 38nbsp;A. Faworsky, J. Russ. Phys. Chem. Soc. 38, 741 (1906); C. (1907) I, 15. 39nbsp;F. Ph. A. Tellegen, Dioxaan en derivaten Delft (1934). 40nbsp;Rimini, C. (1898) II, 277. 41nbsp;F. Emich, Lehrbuch der

Mikrochemie 126 (1911). 42nbsp;Berthelot, C. (1904) II, 7. 43nbsp;A. W??rtz, Ann. ch. (3) 69, 323 (1863); J. 485 (1863); zieeveneens H. Reinboldt und R. Boy, J. prakt. Ch. (2) 129, 273(1931). 44nbsp;E. Patterno en R. Spallino, A. d. Reale ac. d. Lincei (V) 16,87 (1907). 45nbsp;S?Šrulas zie Schoorl organische analyse II, 5; C. (1831), 868. 46nbsp;H. R. Braak, Diss. Delft (1928), 63. 47nbsp;Schoorl organische analyse II, 48. 48nbsp;Harden and Mrs. D. Norris, Proc. Roy. Soc. Ser. B. 84, 492-499 (1912). 49nbsp;Theodore E. Friedemann and Arthur 1. Kendall, The deter-mination of Lactic acid, J. Biol. chem. Vol 82, 24 (1929). 50nbsp;A. J. Le F?¨vre, Diss. Utrecht (1924), 60â€”62. 51nbsp;Zie eveneens J. G. Imhof, diss. Utrecht (1932), 84. 52nbsp;F. B. Seibert, J. Biol. Chem. 70, 265 (1926).



??? 53nbsp;Zie eveneens J. G. Imhof, diss. Utrecht (1932), 20. 54nbsp;Ripper, Monatsh. f. Chem. 22, 1079 (1900); zie eveneensLange-Dijk, Ree. W, 219 (1927). 55nbsp;M. A. Scheffer, Diss. Delft (1928), 77; Dr. A. Tasman enDr. A. W. Pot Antonie van Leeuwenhoek, Ned. tschr. voorHyg. Microb. en Serologie, Deel 2, 14 (1934). 56nbsp;Olmsted, J. Biol. chem. 85, 109; C. (1930), I, 1985. 57nbsp;Fincke, Z. f. Unt. Nahr. u. Genussmittel 21, 1 (1911). 58nbsp;Gorr en Wagnet, Bioch. Zs. 161, 488 (1925); H. R. Braak,Diss. Delft (1928), 72. 59nbsp;Northrop, J. of biol. chem. 39, 1 (1919). 60nbsp;M. A. Seidenfeld en P. J. Harzlik, C. (1932) II, 242; J. Phar-macol. exp. Therapeutics kk, 109â€”121 (1932). 61nbsp;Wolf Kritchevsky, C. (1932) I, 95; C. (1931) II, 2032; J.Pharmacol, exp. Therapeutics M, 355â€”372 (1931). 62nbsp;Reid Hunt, C. (1932) II, 2610; Ind. engin. chem. 2(1, 361(1932). 63nbsp;Braak, Diss. Delft (1928), 178.

64nbsp;D. D. van Slijke, J. of biol. chem. 78, 805 (1928). 65nbsp;James L. Stoddard, J. of biol. chem. 71, 655, 677, 681 (1926â€”'27). 66nbsp;Le F?¨vre, Diss. Utrecht (1924), 80. 67nbsp;P. Karrer, Lehrbuch der organischen Chemie (1928), 241. 68nbsp;Knorr, B. 32, 729 (1899). 69nbsp;Bischoff en Walden, B. 27, 2940 (1894); Bischoff, B. 40,2803 (1907); Henry, Bull, de l'Acad. royale de Belgique M2,558 (1902). 70nbsp;K??gl en Postowsky, A. MO, 280â€”297 (1930); K??gl, T??nisen Groenewegen, A. M?, 265â€”289 (1932).



??? TtT-^ - Â?



??? STELLINGEN. I De door Kritschewski en Panomarewa als ware pleomorpheindividuen aangeduide vormen voor B. paratyphi B, moeten als teratologische vormen worden opgevat. Zbl. f. Bakteriologie, Parasitenkunde und Infektionskrankh. Bd.91, 485 (1934â€”'35). Journ. of Bacter. vol. 28, 111-126 (1934). II De aan gedestilleerd water toegeschreven bactericide werkingkan door sporen van colloidale verontreinigingen veroorzaaktworden. Prica, M., Zbl. f. Bakteriologie, Parasitenkunde und Infekt.-krankh. Bd. 91, 486 (1934â€”'35). Ztschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. Bd. 116, 385â€”396 (1934). III Bij het vergelijken van de, door bacteri??n geproduceerde hoe-veelheden gas, moet met de eventueele verandering in de, tot devergistingen toetredende, lichtstralen rekening worden gehouden. Guerrini, G., Boll, della Sez. Ital. Soc. Intern, di JVlicrobiol. Vol.6, 124â€”126 (1934). Zbl. f. Bakteriologie, Parasitenkunde und

Infektionskrankh. Bd.92, 197 (1935).



???



??? Waterstof is voor vergistingen geen indifferent gas te noemen. V De aanwezigheid van acetaldehyde gaat niet altijd met die van aceto??ne en diacetyl gepaard. Margaret Dampier Wetham, The Australien J. of Exp. Biol.M?Šdical Sc. (1927). VI Vitamine Bg is niet identiek met lactoflavine. Elvehjem and Koehn, j. Biol. Chem. 108, 709 (1935).Chick, Copping, Edgar, Bioch. J. 29, 722 (1935).??yorgy,nbsp;â€ž â€ž 29, 741 â€ž â€ž â€ž 29, 760 â€žâ€ž Â? 29, 767 â€žL. J. Harris,nbsp;â€ž â€ž 29, 776 VII Zware waterstof moet worden opgevat als een isotoop van ge-wone waterstof. M. Polanyi, Nature Vol. 135 No. 3401, 19 (1935). VIII Voor talrijke proeven in het onderzoek van Katsurai, betref-fende den invloed van temperaturen boven de 100Â° op eenige an-organische colloiden, is het, voor hem blijkbaar onverwachteresultaat, vooruit te voorspellen. T. Katsurai, Kolloid Zschrt. Bd. 71, 169 (1935). IX Lactide (dilacton) komt

in handelsmelkzuur niet, of althans in uiterst geringe mate voor. R Dietzel u. R. Krug, B. 58, 1307 (1925) II.R Eder u. Kutter, Helv. Chim. Act. IX, 355, 557 (1926).M. Gehrke u. H. H. Willrath, Zschrt. f. Physk. Chem. Bd. 142,301 (1929). G. 1. Thurmond and O. Edgar, The J. of Ind. and Eng. Chem.Vol. 16, 823 (1924).



??? â– t' quot;'-^ivf? m 'i. Vi trâ–  ?„ im m Bfc i- .4.----yf.'K^f- 'AI % M -M quot; ^^?•CirJ- m M. â€??ŽS



??? -â– m M-mmi'immm 'M: mm?„iiii â€ž * I .mÂ?m quot;ter 'â– mmmm^-^.........



???



??? v...- â–  tsJ â€? â€?â– â€? : tt - J ,r



???

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

