Uber den EinfluR des benzoesauren Natriums auf die Autolyse.
IV. Mitteilung.l)
Autolyse und Stoffwechsel.

Von
Ernst Laqueur und Kurt Brinecke.

(Au* den physiologischen Instituten in Koénigsberg i. P. um! Halle a. S>
(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1312.)

Ahnlich wie die in der vorhergehenden Mitteilung behan-
delte Salicylsaure wirkt bekanntlich auch die Benzoesaure auf den
Stoffwechsel: gréRere Gaben fuhren zu einer Steigerung der
Stickstoffausscheidung.?)

Ohne hier darauf einzugehen, aus welchen Substanzen
im einzelnen dieser Mehrgehalt an Stickstoff im Harn zuriick-
zufiihren ist, durfen wir wohl annehmen, dal er durch ver-
mehrte Zersetzung des Eiweilles bezw. von EiweilRabkdmm-
lingen herrdhrt.

Entsprechend unseren friher geschilderten Anschauungen
galt es auch hier zu prufen, ob die Benzoeséure in gewissen
Dosen eine Steigerung der Autolyse hervorruft.

Aus denselben Griinden, wie sie in der vorhergehenden
Mitteilung fir die Salicylsdure angegeben sind, benutzten wir
das Natriumsalz der Benzoesdure.

Da wir auch hier die GrofRe der Autolyse bestimmen
nach der Menge des nichtkoagulablen Stickstoffs, also des
Stickstoffs, welcher nach Enteiweiung durch Kochen in das
Filtrat Ubergeht, so war zundchst festzustellen, welchen Ein-
flud das benzoesaure Natrium auf die Enteiweilung durch die
Koagulation hat.

Durch grof3e Dosen, 1,0°0, wird sie erheblich unvollstandiger: inso-
fern besteht Ubereinstimmung mit den Erfahrungen mit dem salicylsauren
Natrium. Bei diesem lag aber die unvollstandigere Entfernung des Ei-
weilles im wesentlichen daran, dafl die erste Phase, die Denaturierung
des EiweilRes schlechter ist. die Ausfdllung des bereits denaturierten da-

") S. die vorhergehende Arbeit. Die Ergebnisse dieser wie der Gbrigen
Autolyseversuche sind auf dem Physiologenkongrel? 1911, Miinchen, mit-
geteilt worden; s. Ztrbl. f. Physiolog., Bd. 25, Nr. 23, 1911/12.

*) S. 0. Loewi in von NoOrdens Handbuch der Pathologie des
Stoffwechsels: 2. Aufl., Bd. 2, S. 800 (1907).
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treten kaum beeinflullt wird ; Zusédtze von salicylsaurem Natrium zu den
[>ereifs gekochten Proben waren ziemlich bedeutungslos fir den Stick-
stoffgebalt des Filtrats. Durch' das benzoesaure Natrium scheint dagegen
die Denaturierung nur wenig beeinfluBt zu werden, sondern hauptséchlich
die Ausfillung, die Koagulation, des bereits denaturierten EiweilRes un-
vollstandiger zu sein.

Vergleichen wir namlich den EinfluR des benzoesauren Natriums
auf Proben, die vor dem Kochen mit solchen, die nach dem Kochen
den Zusatz erhielten, so ergibt sich kein erheblicher Unterschied, d. h
also, dal der Uberhaupt bestehende EinfluR des Salzzusatzes sich im
wesentlichen auf die 2. Phase der EnteiweiBung, auf die Periode nach
dem Kochen, also die Koagulation geltend macht. )

(S. fur die bisherigen Angaben die folgenden Versuche: Zusatze
bis zum Gehalt von 1,0°/0 benzoesaurem Natrium wvor dem Kochen-
Is £r0.be Mehrgehalt an Stickstoff 18,4°/o gegenliber Proben 17/18*
Vs. C, | roben 9/10 gegen 5/6, 9,5°0; Proben 11/12 gegen 7/8, 9,5° ,+ [diese

Z&_F’&ben hatten gleichzeitig 8%{&,@&@%@&%0&5;@2]-\5&)@

js sich um 1 toben, die bereits autolysiert waren]. Zusatze nach dem

\mienu£= P;°pbenk8/100|#F 7/813'70 'V P "7/18
DI R 14,4«/0 und pPregg % 8ggen 15/16, 28*/0S [gfeser% (ra]tzten Proben

enthielten auBerdem Kochsalz]; Vs. F, Proben 11/12 gegen 3/4. 11,4%.)
Der Zusatz von geringeren Dosen, also ein Gehalt des benzoe-
sauren Natriums von 0,1°/0 und darunter, ist auf die Enteiweilung von
keinem erheblichen EinfluB, wenn kein anderes Salz zugegen ist. Bei der
Ublichen Methodik, Zusatz von Toluol als Antiseptikum, wird die Aus-
fallung eher etwas vollstandiger, und zwar kommt hier Wirkung auf die
erste Phase, eine bessere Denaturierung in Betracht, denn die Ausfiillung des
bereits denaturierten Eiweies wird kaum bezw. nach der entgegengesetzten
Dichtung verandert, d. h. es kann mehr Stickstoff im Filtrat erscheinen.
(S. hierfir folgende Versuche. Zusatze bis zum Gehalt von 0.1%

und darunter vor dem Kochen: Vs. 1), Probe3 gegen 1/2/18 — 3,5%e Vs G

| roben a/g gegen 1/2 — 4,2°o; c/i gegen 1/2 — 3,6%; e/l %e?en 1/2—1,9 %!
Zusétze nach dem Kochen: Vs. F, Proben 9/10 — 1 7/18— 11%

o/h-1,1 > alle gegen 3/4; Vs. D, Proben 13/14 gegen 11/12-3,8%
Vs. B, Proben 1314 gegen 7/8+61%)

Zu betonen ist noch folgendes Ergebnis: Der EinfluR des benzoe-
sauren Natriums auf die Enteiweillung ist auch vorhanden, und zwar in
sehr deutlicher Weise, wenn die Losung noch ein anderes Salz in starker
Konzentration enthélt, z. B. 3% an Chlomatriuin; es wird durch den
Zusatz des benzoesauren Natriums die Normalitdt des Gesamtsalzgehaltes

k%!1|u!n2vaUfr°od TUr T1if? geandert: (s. hierzu, bei Zusatz vor dem
t ; V¥ r » Ken ,nl/12 ge8en 7/8 + 95=; bei Zusatz nach dem
Kothen. Vs. (. Probe 20 gegen 15/16 + 2,3%.

Als Nebenbefund sei hier noch hervorgehoben, daR der Zusatz von

‘i Die Versuchsprotokolle sind im Zusammenhdnge am Schlul® dei
Arbeit mitgeteilt.
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Clilornatriuin allein auch schon eine erhebliche Verschlecht
lerung in der Enteiweil3ung (um 12°/0) hervorbringt (s. in Vs. (I alle
\\emesuche mit Chlomatrium im Vergleich zu denen ohne solches).

Aus dem Versuche (1 ist noch weiterhin zu ersehen, dal das
Chlornatrium die 2. Phase der Enteiweilung beeinflufit, denn der Koch*
silzzusatz nach dem Aufkochen bewirkt auch anndhernd dieselbe Ver-
mehrung des Stickstoffs im Filtrat, wie der Zusatz vor dem Kochen
hacli dem Kochen: Proben 15/16 gegen 13/14 -f 1®»8e¢/s; vor dem
Kochen: Proben 7/8 gegen 5/6 -f-13,3°/0).

Besser wird man die Wirkung des benzoesauren Natriums auf
die Autolyse nach den Versuchen beurteilen konnen, die zeigen, wie
viel die Enteiweillung der bereits autolysierten Proben durch dieses
Salz verandert wird. Es ergibt sich, daR die Menge des Filtratstickstoffs
hei einem Gehalt von 1,0°/« um 2,7 °/o gegen Proben ohne benzoesaures
Natrium vermehrt ist (Vs. M, Proben 1/2/16 gegen 13/14). Ein erheblich
groerer EinfluR auf die Enteiweillung autolysierter Proben ist dagegen
auch bei geringerem benzoesauren Natriumgehalt (0,1 °/0) zu erkennen,
wenn noch ein anderes Salz, 0.3°/0 Fluornatrium, zugesetzt ist, und
wenn erst nach dem Aufkochen angesduert wird. Die Filtrate ent-
halten dann 10,9°/0 mehr Stickstoff als die Proben ohne benzoesaures
Natrium. Dall die Filtrate den Mehrgehalt fast nur dem der Ausfallung
entgangenen Eiweil} verdanken, zeigen die nach SOrensen angestellten
Bestimmungen. Diese liefern die gleichen Zahlen, gleichgiiltig, ob nach
-ler Autolyse benzoesaures Natrium zugesetzt ist oder nicht (Vs. N,
Proben 13/14 gegen 1/2/16).

Es bleibt noch die Frage offen, warum die Fallung des Eiweilies
durch einen Gehalt von 1,0 benzoesaurem Natrium so bedeuten4 bei den
Proben ohne Autolyse verschlechtert wird (s. oben S. 66), durchschnittlich
um 14°/0. und nur so wenig nach der Autolyse. Es ist daran zu denken,
dal die verschiedenen bei der Autolyse entstehenden Produkte, Amino*
simen usw., dem benzoesauren Natrium, welches die Fallung verschlechtert,
entgegenarbeiten. N&her auf diese Frage eingehen zu wollen, wie auf
eine ganze Reihe anderer, die sich hinsichtlich der Beeinflussung der
Hitzefallung durch Salze ergeben, hat keinen Wert, so lange nicht'weitere
Versuche angestellt sind, die aber zunéchst fir unser eigentliches Thema
keine Bedeutung hétten (s. die vorhergehende Mitteilung S. 47).

Als methodisch wichtig sei noch auf die. auch sonst bekannte, Tat-
sache hingewiesen, dal3 die EnteiweiBung am vollstandigsten isl, wenn
erst nach dem Kochen ar.gesduert wird (s. Vs. G). Hierbei enthalten
alle Filtrate von den Proben (13—20), welche zuerst ohne Zusatz von
saurem Kaliumphosphat aufgekocht sind, weniger Stickstoff als die Filtrate
entsprechender Proben (5—12), welche nach Zusatz dieses sauren Salzes
aufgekocht wurden. Dasselbe zeigt auch Vs. A, Proben 17/18 gegen
15 16; Vs. B, Proben 9/10 gegen 3/4; Vs. F, Proben 3/4 gegen 1,2; Vs. E,
Proben 23/24 gegen 25/26.
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Fur unsere und andere Autolyseversuche mit ahnlicher Frage-
stellung hat aber der Zeitpunkt des S&aure- bezw. sauren Salzzusatzes
keine zu groRe Bedeutung, da es sich ja doch nur um Vergleichs-
werte handelt, und daher nur darauf zu sehen ist, dal stets genau di.*
gleichen Bedingungen eingehalten werden.

Fur unsere Frage ist also das Wesentliche dieser Vor-
versuche :

Benzoesaures Natrium bis zu einem Gehalt von 0,1%
zu den Ublichen Proben mit Toluol vor dem Aufkochen zu-
gesetzt, ist fur die Enteiweillung relativ gleichgultig. Sie wird
im allgemeinen etwas vollkommener, indem sich durchschnittlich
im Filtrat von je 10 g Leber 0,8 mg weniger Stickstoff befindet
als in Kontrollproben, die Anderung betragt also ca. —3,5%
Dagegen wirkt ein Gehalt von 1,0°/o auf die Enteiweiliung be-
deutend verschlechternd und erhoht den Stickstoffgehalt der
Hitrate um durchschnittlich 4,5 mg, die Anderung ist also
ca. 14°/o.  Allerdings ist dies nicht der Fall bei Proben,
welche bereits Autolyseprodukte enthalten; dann ist die Zunahme
nur 1,1 mg, die Anderung also -f- 2,7°/0. —

Ubersehen wir jetzt die Versuche, welchen vor der
Autolyse benzoesaures Natrium zugesetzt ist. zundchst Ver-
suche F, H, J, K, L.

Sie zeigen samtlich eine Steigerung der Autolyse
bei einem Gehalt von 0,01 und 0,1°0. Die Steigerung isl
bei 0,1 % am starksten, im Durchschnitt 7,7 °/o. Die Forderung
ist eher noch groller, da ja der Einflu? auf die EnteiweilRung"
also ca. 3,5°0, hinzuzurechnen wére.

Auch ein Gehalt von 1,0% erhoht deutlich den Stickstoff-
gehalt der Filtrate: die Erhohung ist in einem Falle bedeutend
groRer, als dal’ sie allein durch die verschlechterte Enteiwei3ung
zu erklaren ware.

Um die Wirkung des benzoesauren Natriums auf die
Autolyse aufer jeden Zweifel zu stellen und von dem Ein-
flud des Salzes auf die EnteiweiRung frei zu machen,
stellten wir Versuche M und N an. In ihnen ist der Gehalt der
einzelnen Proben an Salz, bevor enteiweilst wurde, genau der
gleiche. Der einzige Unterschied besteht darin, dal bei der
einenReihe von Proben vor der Autolyse das Salz zu vollem Be-
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trage bezw. zu einem Teil zugesetzt wurde, bei der anderen
Keihe erst nach der Autolyse. Daraus ergab sich, dal sowohl
-in Gehalt von 0,1°/0 wie von 1,0°/0 eine Steigerung der
Instdéndigen Autolvse bewirkt, und zwar lal3t die Titration
nach Soérensen, welche neben der Gesamtstickstol Thestimmung
ausgefihrt wurde, erkennen, dal Ammoniak bezw. Amino-
sfuppen in erheblichem Male freigeworden sind.

Es ware wohl lohnend, die Versuche mittels Titrierung
nach Sérensen mit groBeren Mengen des Filtrates zu wieder-
holen, eventuell auch die van Slykesche Methode zur Be-
stimmung der Aminosauren hierauf anzuwenden.

Ob Ausdehnung der Autolyse Uber langere Zeiten als
tinen Tag wieder eine Hemmung durch benzoesaures Natrium
ergibt, entsprechend unseren Erfahrungen mit salicylsaurem
Natrium, wurde nicht verfolgt. Es ist dies ja auch von unter-
geordnetem Interesse gegenuber der erledigten Hauptfrage, dal
gewisse Dosen eine Steigerung der Autolyse verursachen. —

Was die GroRRenordnung der sicher jedesmal for-
dernden Dosen anlangt — um 9 mg fir 10 g Leber—, so stimmte
<ie. wie bei den Arsen-und Salicylsdureversuchen, mit der tberein,
welche die Gaben im Tiere haben mussen, um eine gesteigerte
Stickstoffausscheidung hervorzubringen. So fand Sal-
kowskil) eine Vermehrung des Stickstoffs, wenn in zwei Tages-
dosen zusammen 6,3 bezw. 7,6 mg, Kumagawa,2) wenn in
sechs Tagesdosen zusammen 6,7 mg auf 10 g Korperstibstanz
gegeben wurde.3)

Schon in der vorhergehenden Mitteilung haben wir er-
wéhnt, dall eine Steigerung der Autolyse durch Salicylsaure
wie durch Benzoesaure nach Versuchen von Yoshimoto4) und
Kikkoji,5) Schilern Salkowskis, vermutet werden konnte.

) E. Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 1, S. 1 (1877).
2) Kumagawa, Virchows Archiv. Bd. 113, S. 134 (1888).

Hier sei Ubrigens erwahnt, dal nach S. Jolin, einem Schiler
Salkowskis (s. Skand. Arch., Bd. 1, S. 442 [1889]), nicht alle Hunde
tine Vermehrung der Stickstoffausscheidung erfahren, sondern individuelle
I'n‘erschiede bestehen sollen.

- S. Yoshimoto, Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 341 (1909).
~ T. Kikkoji, Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 109 (1909).
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Die Autoren fanden n&mlich die Autolvse erheblich stérker,
wenn statt Chloroform Salicylsdaure oder Benzoesaure als Des-
inficienz benutzt wurde, d. h. durch diese beiden Substanzen
wird das Ferment wohl weniger als durch Chloroform geschadigt,
Ub aber ein spezifisch beschleunigender EinfluR vorliegt, laRt
sich naturlich aus diesen Versuchen nicht entnehmen, dazu
ist es notig, dasselbe Desinficienz flr die verschiedenen Proben
zu benutzen und zu einzelnen von ihnen die zu untersuchende
Substanz hinzuzusetzen, wie es in allen obigen Versuchen ja
geschehen ist. Wir haben auch noch einen entsprechenden
Versuch mit Benzoesdure angestellt, wobei wir Proben mit
Toluol bezw. Chloroform als Desinficienz mit andern Toluol-
bezw. Chloroformproben verglichen, die gleichzeitig Benzoesaure
enthielten. Die Dauer der Autolyse betrug mehrere Monate.
Es ergab sich eine auRerordentliche Steigerung — an 140°/o
(Vs. 0). (Probe 4 dieses Versuchs zeigt z. B., daR in einer
anndhernd mit Benzoesdure gesattigten Losung an 70°/0 des
gesamten Stickstoffs in nichtkoagulierbare Form (bergegangen
ist, wahrend die entsprechende Kontrollprobe nur etwa 30° o
in 16slicher Form enthdlt.) Die Steigerung ist in den Proben
unter Chloroform, die hierdurch starker als durch Toluol ge-
schadigt werden, absolut und relativ viel geringer als in den
Toluolproben. Durch diesen Versuch ist freilich auch noch
kein spezifischer EinfluR der Benzoesdaure bewiesen, da wir
nicht wissen, wieviel von der Steigerung auf die Wirkung der
Sdure zu setzen ist. Dies durch besondere Versuche zu er-
mitteln, schien nicht lohnend, nachdem wir den fordernden
EinfluR des benzoesauren Salzes festgestellt hatten.

Zusammenfassung.

Benzoesaures Natrium steigert die eintdgige Auto-
lyse. Diese Wirkung des Salzes steht in Ubereinstimmung
mit seinem EinfluR auf den Stoffwechsel: es erhoht die Stick-
stoffausscheidung.

Methodisch ist zu bemerken, dal} benzoesaures Natrium
in Ift/oiger Losung die Enteiweilung bedeutend verschlechtert,
dres gilt auch, wenn ein anderes Salz in groRerer Konzentration
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vorhanden ist. — Die Verschlechterung der Enteiweil3ung ist gering
nach der Autolyse, also in Gegenwart autolytischer Produkte.

Versuche:

Die Methode ist die gleiche wie in den vorhergehenden
Mitteilungen.

Wie bei den friiheren Arbeiten, so wurde auch hier die Reaktion
in jedem einzelnen Falle gepriift. Sie war stets fir Lackmus, so lange
es feucht ist, amphoter, und zwar war die saure Seite deutlicher als die
alkalische, dies um so starker ausgesprochen, je starker die Autolyse war.
Oie Resultate der Reaktionspriifung sind in den Rohprotokollen in jedem
Falle vermerkt, hier aber nur in einem Versuch (Vs. F) wiedergegeben.

Ferner ist in den meisten Versuchen auch geprift worden, ob in
den einzelnen Proben Glykogen vorhanden ist; dies war nach 20stindiger
Autolyse meist verschwunden, und zwar um so vollstandiger, je starker
die Autolyse war.

Endlich sind bei der Mehrzahl der Autolyseversuche die Filtrate
auf ihren EiweilRgehalt mittels Salpetersaure bezw. mit Eisessig und Ferro-
cyankalium geprift worden.

Mil Salpetersdure ergaben sich in den Proben nach der Autolyse
hautig Trubungen, die beim Erhitzen verschwanden und nachher in an-
n&hernd urspringlicher Starke wiederkehrten. — Mit Eisessig und Ferro-
cyankalium erhielten wir nach 24 Stunden Tribungen bezw. Ausfallungen,
die sich meist erst im Laufe eines weiteren Tages absetzten. Es handelte
sich hierbei wohl um sehr geringe Mengen nativen EiweilRes bezw. von
Albumosen. In einem Versuch ist eine ungefahre relative Schétzung der
Niederschlagsmengen angegeben (s. Vs. J). Man kann daraus ersehen,
dall die &uRerlich sehr groR erscheinenden Differenzen keine erkennbare
Bedeutung fir die Menge des Stickstoffgehaltes in den Filtraten haben.

(S. z. B. Probe 9, deren Filtrat den groRten Niederschlag hat, er ist
schatzungsweise 10mal so grofR als bei Probe 10; der Gesamt-N-Gehalt
des Filtrats von Probe 9 ist aber erheblich niedriger als der von Probe 10
u. dgl. a)

Die Unterschiede zwischen Proben gleicher Art liegen also wohl
nicht an dem methodischen Fehler, daB die EnteiweilRung unter gleichen
Bedingungen erheblich verschieden ist, sondern an einem verschiedenen
Gehalt an l6slichem Stickstoff in den einzelnen Leberpartien.

Versuch A. Hund, durch Halsschnitt verblutet. Leber durch
die Fleischmaschine, mit 20,2°/0 Glaspulver zerrieben. Zu jeder Probe
100 ccm aq.-Flussigkeit (Ag. bezw. 10°/oiges benzoes. Natr.) -f- 5 ccm
Toluol. Proben 15 und 16 werden sofort verarbeitet, d. h. nach Zusatz
von 8,6 ccm 15°/0iger KHMPC* 5 Min. im kochenden Wasserbade gehalten,
dann auf 200 ccm aufgeflllt und filtriert. Vom Filtrat zweimal je 50 ccm
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zur Analyse nach Kjeldahl. Proben 17—19 werden sofort aufgekocht, *
bleiben 183/« Stunden im Brutschrank und werden dann nach Zusatz
von KHaP04 zum zweitenmal aufgekocht und entsprechend weiterbehandell.
Wiahrend des Abwiegens stand der Leberbrei und die Proben in Eis. Zu
andern Versuchen waren noch 1(J andere Proben aufzukochen. In diesem
Zeitraum standen die Proben bei Zimmertemperatur (ca. 20i) und zwar
von den beiden Kontrollproben die mit gerader Nummer ungefahr 1w*
Stunden langer als die mit ungerader. (Die ersteren zeigen daher auch
etwas hoheren N-Gehalt).

Brei Benzoes. Natr. Analysen- Loslicher N .

Pro- inmg  mittel in mg  Anderung
Nr. . .
g Bemerkungen zent- furl0g in ccm fur 10 g in 0«
| gehalt | Leber n/io-Lauge  Leber
15. 15,9« -
sofort verarbeitet 0,0 — 6'76 286)' 28,9
1l«. 15,85 6.85 29.2]
aufgckocht nach
17. 16.05 18*/* Stunden J 6731 l) 278) 282
B hrank 0.0 .
18. 16,05 sum Aweitonmal 6.80  28,6)
aufgckocht nach
19. 15,99 KIli2POs-Zusatz 1,0 88.« 7.90 33,4 4-18.4

*) Probe 17 auf 209 ccm aufgefiillt.

Versuch B. Hund, verblutet. Leber mit 20°/0 Glaspulver ver-
rieben. In den Proben 100 ccm Flussigkeit (Ag. bezw. benzoes. Natr.),
ferner 6 ccm Toluol. Proben 3 und 4 unter Zusatz von 5 ccm 15°/oiger
KHtPO4 sofort verarbeitet, die anderen sofort «aufgekocht*, dann 197*
Stunden im Brutraum, darauf erst die Zusétze von benzoes. Natr. bezw. Ag.,
sodal? die 100 ccm Flissigkeit erreicht sind, und dann zum zweitenmal
unter Zusatz von KHaP04 «aufgekocht* usw. wie in Versuch A.

Benzoes. Natr. Analysen- Loslicher N .

Brei o i ;
Nr. Bemerkungen Pro- inmg  mittel n-mg Anderung
in g zent- furl0g in ccm  fir 10 g in %
gehalt Leber n/io-Lauge  Leber
3. 14,04 | sofort ver- 1.,# 886 796 37,2 269
4. 13,98 1 arbeitet ’ 783  367f
7. 1415 nach Aufkochen } 0.0 575  26,6)
1k H 264
8. 14.04 19/*Stundenim 562 262)
13 1408 Brutschrank, 6,09 ' )
- A danach erst } 01 |, , 28,4)
11 1404 Zusatz von 8,86 cgy 27-fi1280 -f 61
benzoes. Natr. _ ’
9. 1406 " und weiter 1 >» sg. 040 298)800 ..
10. 1407  Vverarbeitet ' 648 30,2/ ’

Die Proben steril.

) Unter «aufgekocht» ist hier und in den folgenden Versuchen
stets zu verstehen, dall das Erlenmeyer-Kolbchen mit der Probe genau
a Minuten im kochenden Wasserbade gehalten wurde.
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Versuch C. Schwein. Leber sofort nach der Herausnahme
in Lhloroformwasser; ohne Glas, nur durch Fleischmaschine zerkleinert.
I« Stunden spéater abgewogen. (Alle Prozeduren unter Eiskiihlung.) Zu
den Proben 100 ccm Fliussigkeit (Ag. bezw. benzoes. Na-Ldsung) und
0 ccm Toluol. Proben 5—12 nach allen Zusatzen (auch +von 5,2 ccm
15°/0 KHfP()4) «aufgekocht» und sofort weiter verarbeitet (s. Vers. A>,
Proben 13—24 sofort ohne jeden Zusatz «aufgekocht», danach Zusatze
von benzoes. Natr. und 18 Stunden Aufenthalt im Hrutraum, darauf unter
Zusatz von Ag. bezw. geséattigtem NaCl und KH.~04 zum zweitenmal «auf-
gekocht» usw. wie in Versuch A.

Le- Benzoes. Nra Gesat- Aq.-! Ana- | gst. N Anderung in
e ber PO Pro-tinmg VG2 MER iy mg izt v
ing Kkungen Zen 9 Losg. | i, leem  fur 109 joec fotem
halt, Leber in crm ocra Lauge Leber Natr. NaCl
5.10,01 T 0 7.69
6. 10,00  sofort ' o 10 7,31 389
01001  nach J10 909 * 25 £3,8].,..
10 09»;  allen | 8,20 137) "’ TS -
7.10,00 Zusétzen }0’0 . 8,53 j45,i|j. g +13.3
H. 1015  ver- 10 J 8,59 ,35.01 ’
11.10.07  arbeitet Jj.0 jgo,g ] 9,65<51,0l,,,. ° 3
12. 10,05 9,0« ;48,0| 4-95+13.5
14.10.16  kochen 6,32 331
21.10,00 undnach-
22.10.16 traglich. Pl 9,09 10 070 360 4354 12 -
221018 oty 6,05 31.6
- 998 von ben- |10 90,9 712* 37,9 _
18.10,13 zoes.Natr, ’ 732 385 0 HM
15.10.00 18 Stund 1 7,35 39,1
_ 0,0 ' —
16.10.01 '";al?nrq“t 732 389 - +16'8
24.10,00  wveiter 6,76 36,0 ’ '
(19.10.01 ver-  J1,0 90.9 7,85 41,7
20. 10,101 arbeitet ' 757 399  + 23+ 45

Die Proben bis auf 19 steril.

Versuch D. Kalb. Die Leber sofort nach der Herausnahme in
Chlorofomwasser und darin 18 Stunden auf Eis; dann «* Minute in
kochendes Wasser; durch die Fleischmaschine geschickt und mit 20%
Glaspulver zerrieben. In den Proben 100 ccm Flussigkeit (Ag. bezw. 10%
benzoes. Natr.), ferner 5 ccm Toluol. Proben 1—6 und 18 unter Zusatz

von 8,5 ccm 15°/0 KHaPO4 sofort verarbeitet. Proben 11—14 werden vor
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jedem Zusatz (von benzoes. Natr. und KH2P04) «aufgekocht*, dann 20
Stunden im Brutschrank, darauf nach Zusatz des benzoes. Natr. und
KH2P04 zum zweitenmal «aufgekocht» usw., wie Versuch A.

Benzoes. Natr. Analysen- Loslicher N .

Nr B Bemerkungen  PYO- inmg  mittel in mg  Anderung
" in6 g zent- fur10g in ccm far in °lo
‘ gehalt Leber n/to-Lauge 10 g Leber
i- 15,96 sofort ver- — 6,30 25,6
2. 16,02 arbeitet — — 6,22 252 254 —
18. 16,13 Zusatz des 6,34 25,5
3. 1612 ponsoes. Natr. J 01 8.8 606 245 — 35
4. 16,00 vor 8,32(?) 33,8(7) —)
5. 16,11
dem Kochen {10 88,0 7,63 30,8 \ 30,1 + 185
6. 16,14 7,32 29.5)
11. 15,94 o:urgeil;s;ttz — — 5,88 23,98 i238
12. 16,10 na;?uigcitr:zien — : 5,85 23,65
13. 116.04 Zusatze und zum \ 5.67 229
| | zweitenmale 8,8 ' , 22,9 —_— 38
14, 1600 avgekoont D01 565 229 220

Proben 11—14 steril.
") Probe 4 ist nicht berticksichtigt, da augenscheinlich fehlerhaft

Versuch E. Hund, verblutet. Leber mit 20,4°/o Glaspulver.
100 ccm Ag., 5 ccm Toluol. Néaheres s. Tabelle. Verarbeitung wie in
Versuch A.

Bestimmungnach Kjeldah! Bestimm, nach

Brei Analysenmittel Loslicher N Sorensen
Nr. Bemerkungen in ccm in mg  Analyse inccm
ng 0,1035-n-Lauge fiir 0,1035-n-Lauge
fur5cem Filtrat 10 g Leber f.20cecm Filtrat
23. 1010 Jvor zusaz von s200M 373 6,68
2. Il’n[}:! )1<<aufge\l§ec>lggrt_;eitjtre10t:i sofort 3,55 2416)25,4 6,65
25 W13 raen zuazver, 472 241316 660
26 1003] Und sofort verarbeitet 4,42 3071 : 656
27. 10,03 Wimeritvaum nachzusat:  Verloren  — —
28. 10,00 fvgg,igg'igihgznje:;:;- 4,15 28,9 289 6,50
20, 1004 A LSS 400 277« 650

30. 10,01 3 2fgerocnts und verarb. 4.02 28,01 6.50
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Versuch F. Hund, verblutet. Leber. 20°0 Glaspulver. 100 cem
Flissigkeit (Ag. bezw. benzoes. Natr.), ferner 5 ccm Toluol. Proben 3—12
vor allen Zusétzen (benzoes. Natr. und KH4PO4) «aufgekocht*; sie kommen
dann nach Zusatz des benzoes. Natr. mit den Proben 13—22 20'/s Std.

in den Brutraum. — Danach alle Proben nach Zusatz von 8,5 ccm 15°»
KH2P04 «aufgekocht* usw., wie in Versuch A.

Benzoes. Natr. Analysen- L6sl. N

. Brei  Bemer-  pro- inmg  mittel in mg Anderung
"ing kungen  zent- fur10g in ccm fur in o
gehalt Leber n/»o-Lauge 10g Leber
1. 16,12 } sofort ver- jo,o 7,10
2. 16.05 | arbeitet T 725 SSH — -
3. 16,10 nach «Auf- joo 6,50
4 16.00 Zkocher:j* 6.48
usatz des
6. 1621 gsayr. Natr. 6,50 ’
7. 16,20 u. 20'/* St. jo.oi 0.89 6,47 1m126-°
8. 1619 Im Brut- ’ 6.50 - M
raum,
9. 16.07 dann }0’| 8.86 6,31 25,6{20,9 _ 15
lo- 1602 \yeiter + 645 26,2)
1. 16,22 ver- 1 . 7.07
’ : lo ' -T-
12. 1610 arbeitet - © 88 750 »,2| f-114
|
‘ Auto- Anderung
i in % der
lyse Aimoiyse
13. 16,05 15,00 60,8
14. 16,11 0,0 13,62 55.0 58.1 29,1
24. 16,25 1460 58,4
15.
> 1616 0001 0089 40T Se)583 593 + o5
16. 1589 907« Std. 14,10
17. 15,97 \Voi 14,23
18, 16,08 Autolyse 0.89 14,87 KH =00 - a
19. 16,09 Vi 15,05
8,86 ' . -f-
20. 16,01 14,66 @g.éj«o'l L - 69
21. 16,05 ko 16.60 6NMN™N67 9
’ 88.6 - 389 T
22. 16,09 16,22 68.5) 64,7

Alle Autolyseproben steril.
Die Reaktion bei samtlichen Proben amphoter; bei den Autolyse-
proben 13—24 ist die Anderung des Lackmuspapiers nach der sauren
Seite deutlicher als die nach der alkalischen, und zwar ist dies um so

mehr ausgesprochen, je groRer der Gehalt an benzoes. Natr. ist. Bei den
Proben 1—12 ist zwischen den Reaktionen kein deutlicher Unterschied.

Glykogenprobe in allen Proben positiv, in 1—12 recht stark, in
13—24 schwach, besonders gering in 22.
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Versuch G. Kalb. Leber3« Stunden nach der Herausnahme ver-
arbeitet. 17°/o Glaspulver. Injeder Probe 100 ccm Flissigkeit (Ag. - 0.010»
bezw. 1,0°/« benzoes. Natr.), ferner 10 ccm Toluol. Darauf «aufgekocht».
Hinterher 0,4 ccm 15°/0 KH,PO0O4 usw., wie in Vers. A.

Brei Benzoes. Natr. Analysenmittel Lo&slicher N ; £nderung
rei ) _ ]
Nr. Prozent- in mg fur In ccm einer in mg

in ®t

in g gehalt 10 g Leber 0,1035-n-Lauge fur 10 g Leber
12,51 4,50 23,75l
- 23.07
2. 11259 — — 4,50 23,60)
. 1255 ) 0,001 4,32 LR VYAV, Vg
© ) 0,09 — 19
L 1254 ] 4,52 23,65)
|
. 1249 10. 4,45 *23,43122 72
¢ 1001 0,91 — 36
i 1253 / ' 4,22 22,22
a. 12,50 0,»1 ol 4,21«) i 22'4°522 -7 _ 42
i | 1250 ° ' 435 * | 22,95)

¥ Probe a auf 202,0 ccm aufgefillt.

Versuch H. Hund (zu einer Speicheltisteloperation benutzt und
hierbei Morphium und Curare erhalten) durch Halsschnitt verblutet. Kein
(ilaspulver. Zu den Proben 120 ccm Flussigkeit (Ag. bezw. benzoe-
saures Natr.), ferner 5 ccm Toluol. Dauer der Autolyse 19 Std. Danach
unter Zusatz von 8 ccm 15°/« KH*PO4 «aufgekocht» usw., wie in Vers. A.

4 N Benzoesi. Natr. Analysen- Loslicher N Anderung
Brei ~Bemer-  pro- inmg mittel in mg AU~ jn °
Nr.: ing kungen zent- fir10g in ccm | far lvse (der
gehalt Leber «/¢-Lauge 10 g Leber Autolyse)
14, 10,05 (sofort ver- Ino 2,73 36°0\:-U 6
15. 9,08 ) arbeitet " 250  33.3) |
1. 10,00 6,15 81,91
0 10,07 0,0 — 6,36 84,1 81,5 46,9 —
13. 10,071 5,93 78,4]
76,91
3. 10.00 0,0001 0.0092 >3 762 416 -11.3
4. 10.08 19 Stund. 5,44*) 756
— 96
5 9,97 0,001 0.092 575«) 77,0 42,4
6. 9ox Autolyse 603 806 46,0]
7. 10.04 7.22 95,51
001 092 ; £ 20.
8. 9,97 654  87.1j $ %07 7209
9. 10,00 6,46 86,0 514 + 96
’ 0 92 | 795
(10.;10.00 5,98 44.,9]

) Proben 3 und 5 auf 201,5 ccm aufgefillt.
*) Bei Probe 4 nur eine Analyse.
Die Proben bis auf 6 und 10 steril.
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Versuch J. Hund, erschossen. 20°/0 Glaspulver. In den Proben
100 ccm Flussigkeit (Ag. bezw. benzoes. Natr.), ferner 10 ccm Toluol. Dauer
der Autolyse 19** Std.; nach Zusatz von 6.6 ccm 15¢/¢ KH,PO4 «auf-
gekocht* usw., wie in Versuch H.

. Benzoes. Natr. Analysen- Léslicher N ' Ande-
NI !3I’EI Bemer-  pro- inmg  mittel in mg  Auto-; rung
mg kungen  zent- furl0g in ccm | fur yse -,
gehalt | Leber n/to-Lauge 10 g Leber in /o
15. 20,18 \ sofort ver- Jo.0 886  Bel—-
I8. 15.02 J arbeitet N 6,71 -
1. 15,06 15,65 57,0l
2. 15.10 00 1587 °7AIB1 g
14. 1523 16,64 999
j ijzz J0.0001 5 508 122:; 26’_01))58,5 340 +172
> 1490 19U« Std. 10,001 0,089 15,71 576157.9 339 —0.6
B. 1491 Autolyse 15,85  58,3)
[7. 15,05 verloren] jo.Ol 089
8. 15,00 16,09 58,8 318 +20
9. 14.98 n.i - 15.80  57.9) GéO 36.0 '+56
10. 15,02 ’ 1701 62,1) ' '
11. 14.9fi 1,0 89.4 15,86 58,0)}58’3 843 +06
12. 15.12 16,15 58,6 ’ '

Alle Proben steril.

Zu je 5 ccm der Filtrate der einzelnen Proben 6 Tropfen Eisessig,
wonach alle Proben bis auf 10—12 unverdndert bleiben, und zwar tritt
in 10 schwache, in 11 und 12 starke Tribung auf (? Ausfédllung der
Benzoeséure). Es werden dann zu den essigsauren Filtraten 4 Tropfen
einer FeCy6K4-Lisung hinzugesetzt, wobei aufler der Farbénderung bei
allen Proben bis auf 10—12 zunéachst keine Anderung eintritt ; hei diesen,
namentlich 11 und 12, tritt Fallung ein. 24 Stunden spater ist Uberall
eine Fallung zu sehen, die aber keine relative Schatzung gestattet, weil
sich der Niederschlag noch nicht abgesetzt hat, dies ist nach weiteren
24 Stunden der Fall, und wirde, wenn der geringste Niederschlag, der
gerade die aulerste Ruppe des Reagenzglases anfillt, mit (1) bezeichnet
wird, folgende Reihe ergeben: 14 (1); 8, I3, 11. 0, 10, 2 (2); 7 (4):
0 (B); 5(8); 1, 12 (10); 8, 4 (14); « (20).

Versuch K. Hund, verblutet. Leber mit 20,I°/0 Glaspulver.
Zu den Proben 100 ccm Flissigkeit (Ag. bezw. benzoes. Natr.), ferner
5 ccm Toluol. Dauer der Autolyse 20 Stunden. Nach Zusatz von 5 ccm
15% KH8PO4 «aufgekocht» usw., wie in Versuch H.
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. Benzoes. Natr. Analysen- Loslicher N Ande-
"y Brei ~ Bemer- Pro- |in mg  mittel in mg  Auto-
"ing  kungen zent- (furlOg in ccm far  iySe og

gehalt Leber n/io-Lauge 10 g Leberj in “lo

14. 19,12 1] sofort ver-

J | . Jo. 3,81 28.2]S 3151 — _

15.19,10'] arbeitet 4,70 34,8

ii.. 9,00 809 605 29,0]

5 9,12 00  — 803 57607 0,

11. 9,00 8,28 62,0j '

3. 911 8,10

. 507 J0,001 0,003 " os 59,9\59I8 283 -3.1
' 018 20 Stund. ’ ) 59.7)

-9 i3 0o 8,54*) Q411 _ .
| jo.ol g3 2 317
K. 1100 ' 8,42 63,0) T ’
. 9.09] - 8,84 ' |
0 S HO g3 659)651 336 4151
10. 9.08 | 8,73  6L7]

") Probe 5 auf 202,6 ccm aufgefillt.
Alle Proben bis auf 1 steril.

Versuch L. Hund, verblutet. Leber mit 20°> Glaspulver.
Zu den Proben 100 ccm Flussigkeit (Ag. bezw. benzoes. Natr.), ferner
B ccm Toluol. Dauer -der Autolyse 20 Stunden. Hierbei war aber die
Temperatur nicht fur alle Proben gleichmaRig, die mit geraden Zahlen
waren bei hoherer Temperatur. Ferner blieben von ihnen nur zwei Proben
steril, wahrend von den anderen mit ungeraden Zahlen alle bis auf
Probe | steril waren. — Nach der Autolyse nach Zusatz von 6.5 ccm
15°/u KHaPO0s «aufgekocht* usw., wie in Versuch H.

Benzoes. Natr. Analysen- Losl. N

. Brei  Bemer-  Pro- inmg  mittel inmg Auto- Ande-
T klinpen  zent- lur1og in ccm fur Ilvse  run
ny g gehalt Leber n/io-Lauge 10 g Leber y g
13. 16,05 sofort vor- (0 11,35 46,0 | j
arbeitet
[1. 16,05 0,0 16,75 679 21,9
3. 16,28 0.0001 0.0089 16,63 66,5 204

5. 15,95 20 Stund. 0,001 0,089 16,48 67,3 21,2 +
/. 1599 Autolyse 001 0.89 16,92 69.0 22,9 +

o 16,01 0.1 8,1. 17.67 71,8 257 ++ +
11. 15,99 10 89,0 17,21 70,1 240 + +
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» Bei Probe 1 nur eine Analyse.

auf 2i>t ccm, ¢ auf 25t ccm aufgefilit.

| Probe



