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FOREWORD.

During the last decade the number of publislied works in bio-
chemistry in our country has greatly increased. Until the beginn-
ing of the world war of 1914-1918 a large number of the graduates
of our universities and colleges went abroad for their postgraduate
research work. Dining the war, however, the number of research
students in each of our laboratories has been increased many fold,
and the status of science now in our country has passed so to
speak from the exclusively educational stage into that of laboratorial
research. As a result there is now an increasing demand at home
and abroad for an organization for publishing our works inter-
nationally. On the one hand, owing to the situation of our country
remote as it is from the centres of science abroad, there are always
some difficulties in contributing our reports to foreign journals,
causing a delay in publication at times of more than half a year.
On the other hand, as most of our reports are published in our
mother tongue, many friends abroad regret the inaccessibility of
some, of our valuable works. Stimulated by these increasing
demands we have decided with the cooperation of certain of our
biochemists to issue this journal in the interest of biochemistry.
Although there will be no limitation as to the language to be used
in the journal provided it is wiitten in romanic characters, it is
quite obvious that mcsfc of them will be English, German or French.

May this little " Journal of Biochemistry" have a prosperous
future and be a contribution, though small, towaid the promotion
of true knowledge.

Tokyo, January 1922.

Samuro KaKiuchi
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PHOSPHATIDES OF THE FISH SPERM.

MINORU SAXO.

(From the Biochemical ZiCjaraiory, Institute of Medical Chemistry, Tohoku ImperUU
University, Seivlai. Director: Prof. Katsuji Inouye.) '•

(Received fox publication. December 8, 1021.) .

SECTION I. INTRODUCTORY. ' ' .

Over 25 years ago JMiescher (1896) first recoguized tha ex-
istence of phosphatides iii the fish sperm. In his epoch-making
investigations on the chemistry of the sperms, he stated that about
one half of the alcohol-ether extract of the tails of salmon sparnia-
tozoa was composed of lecithin. The work of subsequent investi-
gators, however, was almost limited to the researches in the con-
stituents of the heads of spermatozoa. Regarding the composition
of the tails no essential .progress has been made up to the present.
But the recent progress of our knowledge of lipoid substances
makes it now possible and desirable to resume the studies in the
problem.

In the following work I have attempted to isolate the indi-
vidual phospliatides present in the spsrm of porgy, of salmon and

• codfish, and to see, if possible, whether the composition of these
phosphatides is identical with that of the phosphatides obtained
from the brain tissue.

The separation and the purification of phosphatides were effected
mainly by applying the principle of selective extraction as intro-
duced by Eosenheim and Tebb (1908).

But, I have principally made use of single solvents, dried and
purified as for as possible. The use of a mixture of solvents, as
recommended by the authors, does not seem advisable; it renders
the separation more difficult. Further, every manipulation, such
as extraction, fractionation, dissolving and precipitating, in the
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2 Minoru Sano:

following researches was repeated several times, and the passing
over to a new solvent -was always preceded by the complete re-
moval of the former one. Special care was taken also to avoid a
superfluous exposure of substances to air, light and heat, in order
to exclude the possibility of alteration. For this purpose all the
treatments of materials were earned out in a carbon dioxide
atmosphere and in colored vessels.

As pointed out by MacLean (1912), phosphatides are generally
contaminated by nitrogenous impurities which are got rid of with
difficulty. He has described a method for removing these impuri-
ties. But, unfortunately, his method is connected with a consider-
able loss of substances. After having tried various procedures, I
(Sano, 1920) devised finally a method, by means of which we are
able to accomplish the complete removal of them without suffer-
ing any. appreciable loss of phosphatides. The method adopted
was to wash out the phosphatides, dissolved in chloroform, by
shaking with one per cent sodium chloride. The principal features
have been already published, in connection with studies on chylous
urine. Choline and purine bases were found to be present in the
washings.

The methods of isolating and purifjiug the substances in ques-
tion were almost uniform for all kinds of the sperms. The slight
differences are given in the experimental part.

In the present work I have been able to demonstrate that the
sperm of fish containsa plenty of phosphatides, in agreement with
the statement of Miescher (189G) and Mathews (1897), also
that lecithin predominates over others. A good deal of the lecithin
could bo taken up with acetone. Keplmliu and sphyngomyelin
most probably are present in the fish spsrrn. Further, cerebrosides
were isolated. They showed a rotatory power differing from that
of the brain cerebrosides. It is however not yet certain whether
they are diflerent cerebrosides representing chemical units or impure
substances.- Finally, the fish sperm contains a considerable amount
of cholesterol. 92-95 per cent of it exists in the free form. Oxj'-
cholesterol( could not be detected. Also a substance of the nature

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/1/874118 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



Phosphntides of the fish sperm. 3

of cuorin was obtained. But, according to the works of Levene
and Koinatsu (1910) and MacLean and Griffiths (1920) the
individitality of cuorin is doubtful.

SECTION I I . PREPARATION AND SEPARATION OF PHOSPHATIDES.

Extraction with acetone. A portion of 400-700 gin. of the fresh
sperm, freed from membranes and. connective tissues, was placed
in a colored bottle containing carbon dioxide, and 700-800 cc. of
pure acetone added. A current of carbon dioxide was passed
through the mixture for about 20 minutes, the bottle stoppered
and shaken for from four to five hours at room temperature. The
tissue was then strained through fine muslin. The operation was
repeated five times, until the last extract on evaporation left no
appreciable amount of residue. 12 kilos of porgy sperm gave 122
gm.; 20 kilos of salmon sparm 302 grn.; 2 kilos of cod sperm 62 gm.

Extraction with ether. The insoluble residue was spread in a
thin layer on glass plates, and placed in a bell-jar of an air-pump,
provided with a spirally brass tube through which hot water runs.
T3y evacuating and by warming to about 35° the sperms were
rapidly freed from the rest of acetone. The spsrm powder was
then repeatedly extracted with pure ether, until practically nothing
further was taken up by the solvent. 12 kilos of porgy sperm
gave 6 gm.; 20 kilos of salmon sperm 1 gm.; 2 kilos of cod sperm
0.3 gm.

Extraction ivith hot alcohol. After having been freed from ether
in the way similar to that for acetone, the tissue powder was sus-
pended in pure alcohol, boiled under reflux condenser in a. water
"bath for 30 minutes and filtered on suction. The extraction was
repeated six or seven times. 12 kilos of porgy sparm gave 20 gm. ;
20 kilos of salmon sperm 46 gm.; 2 kilos of cod sparm 10 gm.

SECTION HE. REMOVAL OF NITROGENOUS IMPURITIES.

The mixed phosphatides were perfectly purified prior to the
iractionation. It is a factor playing an important part in the
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4 Minoru Sano:

isolation of phosphatides in a fair degree of purity. The purifica-
tion after fractionation does not lead to satisfactory results.

In order to remove nitrogenous impurities, the mixed phospha-
tides were dissolved in pure chloroform. The chloroform solution
was transferred into a coloured separatory funnel, a current of carbon
dioxide blown in for a few minutes, and then tha contents were
shaken with one per cent sodium chloride for about 15 minutes.
The liquid was then allowed to separate. The liquid sometimes-
formed an emulsion and would not separate into two layers. In
such a case, addition of a little alcohol led to the desired result.
The process of washing was continued as long as the salt solution
took up coloured matters. Alter thorough washing the chloroform
was distilled off under diminished pressure and the residue taken
up in ether. On pouring the ether solution into acetone, phos-
phatides separated out. Or, in many cases, phosphatides were
precipitated directly from the chloroform solution by adding excess
of acetone.

The following table containing the results of preliminary ex-
periments carried out with lecithin (E. Merck) shows that this
procedure is serviceable.

Times of washing.

Katio P : N

0

1:1.28

3

1:1.11

5

1:1.04

The salt solution may take up besides impurities also a small
amount of phosphatides. But, the phosphatides lost can easily be
recovered by evaporating the washings under diminished pressure
and extracting the residue with chloroform. So, loss by washing-
can be'reduced to a minimum.

SECTION' IY; ACETONE EXTRACT.

.. All the acetone solutions were combined, evaporated under
diminished pressure to dryness and the residue was taken up iu
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Phospliatides of the fish sporm. 5

chloroform. After having been purified with sodium chloride, the
chloroform solution was evaporated under diminished pressure, the
residue again dissolved in pure chloroform, filtered, poured into
ten volumes of pure acetone, allowed to stand at room temperature
over night and filtered. The crude material was thus divided into
a portion soluble in acetone, and an insoluble portion.

I. The acetone solulle jiortion. Cholesterol.

The acetone-soluble fraction was evaporated under diminished
pressure, dissolved in a small volume of pure chloroform and poured
into a large volume of pure acetone. This operation was repeated
at least six times, when it was found that the acetone-chloroform
solution remained clear for twenty-four hours at room temperature.
The final product was taken up in hot absolute alcohol and kept
at 0°. After twenty-four horn's a precipitate consisting of thin,
transparent plates settled out. The mother liquor from the crystals
on concentration and on cooling to 0° gave a second precipitate
identical with the first. On further treatment in the same way the
second mother liquor gave the third precipitate; then the fourth;
and so on.

The last filtrate was evaporated to dryness under diminished
pressure, the residue dissolved in a small amount of absolute
alcohol, cooled to 0° and filtered. By recrystallization of the in-
soluble residue from hot alcohol the same crystalline plates were
obtained.

All of the crystals thus obtained were collected and recrystal-
lized from hot alcohol. They melted at 148° and gave the
Salkowski's and the Liebermann-Burchard ' s reaction. In
all respects they behaved like cholesterol. It was found that there
was neither oxycholesterol nor cholesterol ester admixed.

The filtrates from cholesterol crystals which might liave con-
tained still more cholesterol were evaporated under diminished
pressure and dried in vacuum over sulphuric acid. A certain
amount of the substance was dissolved in ether and made up to
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6 Minoru Sano: '

n. definite volume. The content of cholesterol and its esters was
then determined by the method of "Windaus, modified by
Mueller (1915), in this ethereal solution. The following table
gives the results of estimations.

Sperm.

Porgy

&dmon
Codfish

Free cholesterol in
5 cc. of ethereal

solution.
gm.

0.0510
O.0509
0.1501
0.1493
0.0298

• Combined cholesterol
in 5 cc. of ethereal

solution.
gm.

0.0348
0.0353
0.0847
0.0S49
0.0077

The amount of cholesterol in the combined form was 7;3 per
cent (porgy), resp. 8 per cent (salmon) and 4.1 per cent (cod), of
the total cholesterol, including that crystallized out.

Lecithin admixed in (his portion.

For the purpose of isolating phosphatides, admixed in the
acetone extract, 7.35 gm. of the dried substance above mentioned,
obtained from porgy sperm, were dissolved in alcohol and precipi-
tated by means of cadmium chloride. The cadmium chloride com-
pound was four times recrystallized from a mixture of ethyl acetate
and 80 per cent ethyl alcohol and then was decomposed according
to Bergel l (1900). The phosphatides purified in this way were
dissolved in ether. The ether was evaporated under diminished
pressure, the residue taken up in chloroform and washed once
more with sodium chloride. After evaporation of the chloroform
the residue was dissolved again in ether and precipitated by
excess of acetone. The precipitate of phosphatides was filtered,
washed thoroughly with acetone and dried in a coloured vacuum de-
siccator. The yield was 1.89 gm. The results of analysis were as
follows:

0.2000 gin. of substance gp.\e on fusion 0.0273 gm. JIg,r,0,=3.81 % P.
0.1772 „ „ „ „. „ 0.0245 ,. „ =3,80 „
0.22GG „ „ „ retired for neutralization by Kje ldahl

2.95 cc. of 0.1 JV H,S04 = 1.82 % N. •
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Phosphatides of the fish sperm. 7

0.2534 gm of substance required for neutralization by Kjeldahl
3.3 ce. of 0.1 N H2S04 = 1.82 % X.

P:X=l:1.05

The substance, by treatment with nitrous acid after Van Slyke, evolved but
an insignificant amount of nitrogen.

Subsequently, the nature of the basic component was studied
by the method of Moruzzi (190S). 1.0265 gm. of substance was
heated under reflux condenser with 50 cc. of ten per cent sulphuric
acid on a water bath. The reaction mixture was evaporated after
ffltration and dissolved in absolute alcohol. On addition of an
alcoholic solution of platinum chloride to the solution a precipitate
separated in form of yellow prisms which melted at 234° after re-
crystallization from hot water. The product was choline platinum
chloride. Yield 0.335 gm. The filtrate from the choline platinum
chloride was tested for aminoethanol by means of gold chloride.
No precipitate was obtained.

From the results of the above observations it is certain that
the phosphatide in question was lecithin. And no other phospha-
tides could be detected in tins fraction. The whole of the phos-
phatides present in the acetone-solnble portion was therefore most
probably lecithin.

Next, an attempt was made to determine approximately .the
amount of lecithin in this fraction. For the purpose 0.834G gm.
•of the material was submitted to the phosphorus determination
after fusion with fusion mixture in the usual manner. 0.0548 gm.
of j\Tg2P2O7 was obtained, corresponding to 0.0153 gm. P=1.S3
per cent P. If the phosphorus content of. lecithin lie 3.86 per
cent, as generally accepted, then 0.3957 gm. of lecithin should have
•existed.

IL Tlio acclone-insdullc portion. Mixed phosphatides.

This fraction winch. had at first an oily appearance was ex-
haustedly extracted by pure acetone and dried under diminished
pressure in the presence of sulphuric acid.
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8 Minoru Sano:

0.2913 gm. of substance (porgy) gave on fusion 0.0101 gm. 3Ig;,P2Or = 3.84 % P.
0.337Ggm. „ „ „ „ „ ,

,. „ ,. 0.04G4 „ „ =3.83 %Y.
0.3314 gm. „ ,, „ reqtured for neutralization by Kjeldahl 4.05 cc.

of 0.1 X H.S04=1.71 % K.
0.404G gm. „ ,. .. ,. ,. „ „ 1-95 cc.

= 1.71 %S.
0.1000 gm. „ „ gave by the Van Slyke's aminonitrogen estimation
0.7 cc. K, at 1G' and 759 mm. = 0.4 % X or 23 % of total nitrogen.
The result of the second analysis was the same.

The product appeared therefore to consist mainlv of lecithin.

O.lGOogm. of substance (cod) gave on fusion 0.0189 gm. 5IgjP:!07=3.23 % P.
0.1541 „ „ „ ,. 0.0179 „ ,. =3.24 „
0.209G „ „ „ „ required for neutralization by Kjeldahl

2.25 cc. 0.1 X H,S04=1.5 % X.
0.2252

2.3 cc. „ =1.47 „
0.1345 ,, „ ., ,, gave by the Van Slyke's aminonitrogen

estimation 0.7 cc. X at 18.5° and 754 mm.=0.28 %
0.1345 „ „ „ „ „ „ „ „ „ „ „ •

,:, 0.7 cc X at 18.5° and 755 mm. = 0.39 %

The nitrogen and phosphorus content of the product obtained
from the cod sperm was too lovr for the composition of a phos-
phatide. It is probable that the fraction consisted of phosphatides
contaminated by impurities.

Subsequently, 0.5 gm. of the substance (cod) was hydrolyzed
•with barium hydroxide and the reaction product was taken up
with absolute alcohol. On addition of platinum chloride to the
alcoholic solution a yellow precipitate was formed. This precipitate
which, recrystallized out of water, melted at 234°, had all the
properties of the platinum chloride compound of choliue.

Fradionation of the pltosphalides mixture.

The crude material was dissolved in a small volume of ether
and excess of absolute alcohol added. The precipitate thus formed
was treated three times more with ether and alcohol as before.
The last precipitate was dissolved in a small volume of clilorofonn.
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Phosphatides of the fish sperm. 9

After having been kept in a stoppered flask at 0° over-night the
clear supernatant'fluid was decanted and the rest of solvent was
removed by the aid of filter paper. The whole process was repeated
several times, the quantity of chloroform as solvent being gradually
reduced. The majority of the phosphatides dissolved in alcohol.

Lecithin fraction. All the' alcoholic solutions were combined
and concentrated under diminished pressure. The residue was
dissolved in a small amount of pure ether and poured into a large
volume of pure acetone. The precipitate thus obtained was puri-
fied by the repetition of the procedure. The final product was
washed thoroughly with acetone and dried in a coloured vacuum
desiccator. This was then Tepeatedly dissolved in absolute alcohol,
cooled to 0° and. filtered. The product had physical properties
similar to those of lecithin.

0.308Ggm. of substance (porgy) gave on fusion 0.0422 gm.MgjP207 = 3.81% P.
O.5G0O ;, „• „ (salmon) „ „ „ 0.CS21 „ „ =4.09 „
0.5784 „ „ „ „ „ „ ,. 0.0840 „ „ . =4.05 .,
0.3250 „ ,. „ . (porgy) required for neutralization by Kjeldalil

3.95 cc. of 0.1 j \ ' H,SO4=1.9 %ls.
0.5894 „ ,. „ (salmon) „ ,, „ ,. „

8.3 ce. of 0.1 X H2SO7=1.97%N.
0.5908 „ „ V)

8.4 cc. of 0.1 X H,SO7 = 1.99%:N.

The substance obtained from the porgy sperm gave only an immeasurable
quantity of nitrogen by the Van Slyke"s procedure." That from the salmon
sperm evolved 0.2 per cent of nitrogen.

KcpJialin fraction. All of the sperm tested yielded but a
small amount of this fraction; one-twentieth to one-thirtieth of
the mixed phosphatides was left behind by the treatment with
alcohol. This was dissolved in a small amount of ether and
poured into a large volume of absolute alcohol previously cooled to
0°. The precipitate which separated out was filtered and washed
with cold alcohol. The process was repeated five times more, in
order to remove the last traces of lecithin. The final product which
was dried in a colored vacuum desiccator had the.following com-
position.
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10 Minoru Sano:

0.1770 gm. of snbstance {porgy) gave on fusion 0.020S gm. Mg2P2OT = 3.27 % P.
0.1000 „ „ „ „ required for neutralization by Kjeldhal

1.7 cc. of 0.1 N H2SO4=2.38°£N.
0.1 „ „ „ „ gave by the aminonitrogen estimation

0.7 cc. N at 18° and 758 mm. = 0.39 % N.
0.1 „ „ „ ., „ ;, ., „ „

0.G5 cc. X at 18' and 758 mm. = 0.39%N.

Tlie substance obtained from the porgy sperm was dissolved in
a small amount of chloroform, after having been purified once more
by shaking with sodium chloride, and poured in portions into
absolute alcohol previously warmed to 60°. After standing at 60°
for a time the precipitate was filtered, redissolved in chloroform,
again precipitated by warm alcohol 'and filtered at 60°. The
filtrate was allowed to stand at 0° over night. The precipitate
separated out was filtered, dissolved in a small amount of ether
and precipitated by acetone for the second time. The precipitate
was filtered, washed with acetone and alcohol and dried.

0.1742 gm. of substance gave on fusion 0.0118 gm.Mg3Pj07 = 1.89 % P.
0.1S28 „ „ „ reqxured by Kjeldahl 27 cc of

0.1 2VH,SO4 = 2.07 %yi.

Tlie precipitate which formed on addition of warm alcohol was
repeatedly treated by alcohol, then dissolved in chloroform and
precipitated by acetone.

0.1451 gm. of substance gave on fusion 0.017Ggm. 3Ig.iP,O7=3.37 % P.
0.153G „ „ „ required by Kjeldnhl 3.15 cc. of

0.12^,50^=2.87 %X.

Owing to tlie lack of material, no further examination could
be performed. It is impossible to make any definite statements
from the above results. But there was probably kephalin in this
fraction; and, perhaps sphyngomyelin, too.

SECTION V. ETHEREAL EXTKACT.

Only a small amount of substance was obtained by the extrac-
tion with ether. After. Living been purified by the treatment with
sodium chloride as above described, this extract was separated by
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Phosphatides of the fish sperm. 11

means of acetone into two fractions. The portion soluble in acetone
was worked up with the corresponding part obtained from the
alcoholic extract.

The acetone-insoluble portion.

The sperms of salmon and codfish gave only a minute quantity
of the acetone-insoluble substance. No further examination, there-
fore, could be carried out.

The fraction obtained from the sperm of porgy, after removal
of the adhering acetone, was dissolved in chloroform and excess of
alcohol added. A flocculenfc precipitate was formed. This precipi-
tate was easily soluble in ether, chloroform, peh'oleum ether and
in warm ethyl acetate.

It was dissolved in ether, alcohol added in excess, the result-
ing precipitate again dissolved in ether and precipitated by acetone.
The precipitate was then dissolved in- warm ethyl acetate, filtered
and allowed to cool in an ice chest. All the procedures were re-
peated twice. The final product contained the elements phos-
phorus and nitrogen in ratio of P : N = 1 , 8 : 1 . This composition
corresponds to that of so called cuorin. But, as established by
Levene and Komatsu and MacLean and Griffiths, cuorin
is nothing more than a mixture of kephalin, its fragments and
various other substances.

The filtrate from cuorin left on evaporation 0.5 gm of residue
which was dissolved in absolute alcohol and allowed to stand at
0° over night. Only a minimum quantity of precipitate settled
out, which was filtered off. The alcohol Avas evaporated under
diminished pressure, the residue was redissolved in a small volume
of absolute alcohol, allowed to stand at (P, filtered, and evaporated
again. The final residue was treated with ether and acetone as
usual and then dried in a coloured vacuum desiccator.

0.1972 gm. of substance grxve on fusion 0.0230 gm. JIg,P2O7 = 3.G2 % P.
0.1821 ,.' „ „ required by Kjeldahl 2.25 cc. of

0.1 KKfiO^ 1.73 % N.
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12 Minoru'i Sano :

SECTION VI. ALCOHOL EXTRACT.

The alcoholic solutions were united and left at-10° overnight.
A yellowish-white flocculent precipitate was formed. The mother
liquor was evaporated under diminished pressure, the residue re-
dissolved in a small amount of absolute alcohol and cooled down
to -10°. The alcoholic solution which has been completely removed
from the insoluble substances by the repetition of the above pro-
cedures, was evaporated. The residue was taken up with a small
amount of chloroform and purified by shaking with one psr cent
sodium chloride. It was then divided into two parts, on the basis
of the difference of solubility in acetone. . .

I. Tlie portion, soliible in cold alcoliol and acetone.

All of the sperms tested yielded only a few grains of this
fraction. This was united with the acetone-soluble fraction from
the ethereal extract, the amount of which was also very little, and
purified by repeatedly dissolving in a small amount of alcohol and
evaporating in vacuo. It was found that there was, besides phos-
phatides of unknown composition, some cholesterol in the fraction
obtained from the porgy sperm. After the determination earned
out according to "Windaus-Mueller, about four-fifths of choles-
terol existed in the form of the free state.

I I . The portion, soluble in cold alcohol and
insduUe in acetone.

This fraction was dissolved in chloroform, poured into a large
volume of absolute alcohol and kept at 0° over night. A small
amount of precipitate settled out wluch was filtered off. The
alcohol-chloroform solution was evaporated to a small volume,
diluted with excess of ether, filtered, and evaporated to dryness.
The residue was extracted with absolute alcohol previously cooled
to 0°. The procedure was repeated several times. The final re-
sidue was then treated with ether, in order to remove ether-
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Phosphatides of-the fish sperm. 13

insoluble substances. The clear ethereal solution was evaporated,
the residue was dissolved in chloroform and washed by means of
sodium chloride. The product thus obtained was further purified
by treatment with a small amount of ether .and excess of alcohol.

0.3781 gin. of substnnce (salmon) gave on fusion 0.05GG gm. Mg2P2O7 = 4.17 % P.
0.3740 „ „ „ „ ;, „ „ 0.05G2 „ „ =4.19 „
0.3542 „ „ •„ (cod) „ „ „ 0.0184 „ „ =3.81 „
0.3754 ., „ „ . (salmon) required for neutralization by Kjelclnhl

G.2cc.JVH2SO4 = 2.31 % Hi.
0.3850 „ „ ,. „ „ ' „ „ • „

: G.35cc. X H2SO4=2.31 % N.
0.3120 „ „ „ (cod) „ „ „ „ ' „

. • 4.15 cc. A'H,SO4=1.8G % "S..
The product from the salmon sperm had 15 per cent of nitrogen in form of

aminonitrogen; the product from the cod sperm a few per cent.

From the above results it would appear that the" product
obtained from the cod sperm consisted almost entirely of lecithin,
whilst that from the salmon sperm was seemingly a mixture of
lecithin and kephalin.

III. The portion insoluble in cold alcohol.

This fraction consisted of at least two components which differ
from each other in the behaviour towards hot alcohol. One of them
was hardly soluble in alcoliol, even when treated by warm alcohol,
while the other dissolved with ease in warm alcohol. It was
found that the former, less in amount, was • mixed phosphatides
probably contaminated by cerebrosides. The part soluble in hot
alcohol appeared to be composed in the main of cerebrosides.

Cerebrosides.

The crude material obtained from the porgy sperm was re-
peatedly treated with hot alcohol, until the last residue was com-
pletely dissolved in hot alcohol. On cooling the final alcoholic
solution, a white precipitate separated out. After having been
thoroughly washed in cold alcohol the precipitate was extracted
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14 . Minoru.Sano:

with ether in a Soxhlet's apparatus. For the purpose of further
purification the substance was emulsified in hot water, precipi-
tated with acetone and centrifugalized. The process of purificatiou
was continued as long as a coloured emulsion resulted. Then, the
product was dissolved in hot glacial acetic acid and allowed to
cool to 0° and filtered. The nitrate was evaporated to dryness,
taken up with hot alcohol, and cooled to 0°. The precipitate was
filtered, washed with cold alcohol, and then recrystallized from hot
glacial acetic acid. The first and second precipitates, obtained on
cooling the solution in glacial acetic acid, were collected and re-
crystallized from hot glacial acetic acid from sis to seven times
more. This was then repeatedly recrystallized from hot alcohol.
The final product was a snow white powder consisting of rosettes
of fine needles. This product was further purified by dissolving
in hot pyridine and precipitating with acetone; then recrystallized
twice more from hot alcohol.

The material obtained from the salmon sperm was first frac-
tionated by means of pyridine. The cerebrosides fraction was then
purified by emulsifying in hot water and subsequent treatment with
hot glacial acetic acid. It was finally recrystallized from hot alcohol.

From every kind of the sperms mixed cerebrosides were obtained
in this way in form of the white crystalline powder containing no
phosphorus. After boiling with 50 volumes of 2 per cent hydro-
chloric acid for five hours on a water-bath they reduced the
Fe hi ing's solution.

These cerebrosides niixtaes were divided into two fractions in
the following manner. They were dissolved in hot alcohol and
allowed to cool to room temperature. The precipitate which formed
(Fraction I) was filtered. When the filtrate from the fraction I
was allowed further to cool to -10°, the second precipitate settled
out (Fraction II).

Fraction I. Yield 1.5 gm. from the porgy sperm; 0.1 gin. from
the salmon sperm. It melted to a clear fluid at 234°. The sample
from the porgy sperm, dissolved in pyridine, showed the following
rotation.
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Phosphatides of the fish sperm. 15

0.1G30 gm. of the substance required for neutralization by Kjeldnhl
2.8 eo. of 0.1 X H,S04 = 2.1 % N.

The product seemed to be still impure, but no further purifica-
tion could be undertaken, owing to the lack of material.

Fraction II. Only the salmon sperm gave a sufficient quantity
for further examinations. Yield was about 6 gm. Its melting
point was 220°.

0.1811 gm. of substance required for neutralization by Kjeldahl
2.1 cc. of 0.1 Is H,SO4=1.G2 % N.

The optical activity of a solution in pyridine was as follows:

Two further recrystallizations produced no cliange in the melt-
ing point nor in the rotation.

The insoluble residue separated from the cerebrosides crystal-
lized from hot alcohol in the form of needles arranged in star-like
formations and appeared to be sphyngomyelin. But the yield was
too small to make a further stud}1.

I hope to have opportunity to undertake more detailed studies
in the cerebrosides of fish sperms.

It will be noted finally that from 55 to G5 per cent of the total
fatty matter present in the fish sperm is phosphatides. 15-18 per
cent is cholesterol; 20-30 per cent fats; and 1-2 per cent cerebrosides.

Nitrogenous imjm.ntics.

The washings of the acetone, ether and alcohol extracts of the
porgy sperm (12 kilos) were separately evaporated to small volume
and their nitrogen content was determined. The washings of the
acetone extract contained 0.185 gm. nitrogen; those of the ether
extract 0.013 gm. nitrogen; and those of the alcohol extract 0.709
gm. nitrogen. No trace of phosphorus could be detected in any of
them, before or after decomposition. From this fact it is obvious
that phospliatides did not pass into the washings. They were
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16 Minoru S.mo:

then united, concentrated and precipitated by phosphowolfravnic
acid in the presence of five p2r cent sulpLuric acid. The precipi-
tate of phosphowolframate •was filtered on suction, washed with five
per cent sulphuric acid, then decomposed by barium hydroxide
and worked up for the isolation of purine basas in the usual way,
by means of silver nitrate.

Guanine. On treatment with ammonia a minimum quantity
of precipitate was obtained.

Adeninc. On addition of picric acid a yellow precipitate which
was composed of characteristic needles separated out. Keerystallizecl
from hot water, it melted at 27S-2SO0. The Kossel's test was
positive.

Xanihinc. The xanthine liydrochloride obtained was identified
by the xanthine reaction and the Weiclel's tesb.

Hypozanthine. Characteristic crystals of hypoxanthine picrate
were obtained. It melted at 204°.

Further, the presence of choline was ascertained by extracting
it with alcohol and precipitating by platinum chloride. The
result of the periodide test, too, was positive.

The washings from the salmon sparm (20 kilos) were united,
concentrated and Kjeldalriized. The total amount of nitrogen, was
3.24 gm.

Purine bases and choline were isolated in the same manner as
in the case of porgy sperm.

The washings from the cod sperm were not studied.
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CONTRIBUTION TO THE OPTICAL PROPERTIES
OF SPHYNGOMYELIN.

JI1XOEU SAKO.

(Fnwi the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, Toholcu Iiriperial
Univtrsiiy, Sendai. Director: Prof. Katsuji Inouye.)

(Received for imblicntion, December 8, 1921.)

Rosen heiin and Tebb (1908) were the first to notice the
remarkable fact that a solution of protagon in pyridine greatly
•changes its rotatory power on lowering the temperature. He as-
sumed that the liquid-crystalline state of sphyngomyelin has a
•close relation to this peculiar phenomenon winch he called sphero-
rotation. Recently the author has had occasion, in connection with
studies on cerebrosides, to have in his possession sphygomyelin
in the fairly pure state, and to make some observations on the
subject. In this piper there will be presented only data obtained
in the preparatory examinations. •

The sphygonryelin employed in the present work was obtained
from cat's brain. The essential features of the method of prepara-
tion was as follows: after removal of acetone and ether soluble
substances the brain powder was exhaustedly extracted with boil-
ing alcohol, each extraction lasting 15-20 minutes. On cooling
this extract to -10° a mixture of sphyngomyelin and cerebrosides
separated. This mixture was thoroughly extracted with ether. It
was then emulsified in warm water and precipitated by means of
acetone. This process was repeated three • times more. The crude
sphyngomyelin was dissolved in hot glacial acetic acid, allowed to
cool and the precipitate separated was filtered off. The filtrate
was evaporated under diminished pressure, the residue taken up
in hot absolute alcohol and the solution allowed to cool to -10°.
The precipitate thus formed was again treated with glacial acetic
acid as before. This wag followed by the recrystallization from
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18 Minoru Sano:

hot absolute alcohol. The final product, after being dried in a

vacuum desiccator, was dissolved in pyridine (E. M e r c k ) , previ-

ously warmed to 45°, and the solution was allowed to cool to

room temperature over night. Sphyngonryelin thus prepared was

further purified b y repeated recrystalli&ition from pyridine. Ult i-

mately, the product was recrystallized out of hot alcohol and dried

in a vaccuuin desiccator. I t melted at 19G-1980 and gave a

negative orcin test. I t s phosphorus content was 3.78 per cent.

0.123 gm. of the sphyngomj-elin was dissolved in 10 cc. of

pyridine and examined in a polarimeter and a 1 dm. tube at dif-

ferent temperatures, vaiying from 55° to 30°. The contents of the

tube were warmed to the desired temperature b} ' means of water

running through the water-jacket. As often as the temperature

was varied, it was kept constant for five minutes and then the

readings were made. As ths source of illumination an ordinary

Auer burner was used.

t3 a.
55 +0.173

50 +0.17D

45 +0.17'
40 -0.20°

Solution was tinged with pinlc. Lrevorotation increased gradually.

40 (after 5') - 1 . 4 0 '
-2.C0"

35 -3.85°
„ (after 5') -3.30°

-G.02'

33 -7.45°

„ (after 5') —7.75°

Headings could lie continued no longer, owing to the opacity.

Subsequently, in order to famish more concrete information
regarding the transformation temperature, the following experiment
was performed. The strength of the solution was not determined.

t° a
55 +0.13'
51 +0.125°
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Contribution to the optical properties of sphyngomyelin. 19

43 -fO.133

11 +0.133

The temperature was maintained constant during half an hour; no chan-ve
occurred in the rotation. However, as the temperature was allowed to fall to
40?, the solution at once became pinkish and showed only a slight dextrorota-
tion wliieh changed gradually into optical inactivity.

40 +0.05'

„ (after 10'} ± 0

Rotatory power reappeared in the inverse sense and went on Increasing.

„ (after 3r) -O.OS'

The temperature was allowed to fall at a rate of 1° in 30 minutes.

„„ /45' after the tempera-\ nocp
\ ture has fallen to 40V

Solution was bluish-violet and slightly opacious.

38 -0.15°

Solution was colourless. Precipitate settled down.

37 -0.153

36 -0.153

Temperature was allowed to fall faster.

25 -0.15°
Rotation varied no longer. A bulky precipitate settled on the bottom of tube.

On shaking the tube, and thus equally distributing the precipitate in the fluid,
the l;evorotation returned in a moment to its primitive position of a=—0.383.
As the precipitate was allowed to settle, the rotation decreased gradually and
finally remained constant at —0.15°. On again disturbing the preeipitate and
allowing it again to settle the same observations could be repeated at pleasure.
Xow, as the temperature was raised to 41°, the precipitate disappeared and the
original dextrorotation, a=+0.13°, was restored.

This result shows that the change of rotation would ha pro-
duced at about 40°.

Solubility of spliym/omyclin in pyridinc. The solution used for
the above experiments was filtered after standing at room tempera-
ture over night. 2 cc. of the filtrate were measured into a weigh-
ing-bottle, evaporated and dried in a vacuum desiccator. The
residue weighed 0.003G gm. There was . therefore 0.1S gm. of
sphyngomyelin contained in 100 cc. of the solution.

Next, a solution of sphyngomyelin, prepared at G5°, was placed
in a water bath of 403 for 30 minutes, and was occasionally
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20 Minora Sano:

sliaken. Then it was filtered on suction. The concentration of
/spliyngomyelin in the clear filti'ate was 0.22 gin. per 100 cc.

From the above results it follows that the solubility of sphyn-
gomyelin in pj-rictine at 40° is nearly the same as tliat at room
temperature (20°). Consequently, the change in the sense of th&
rotation, caused by separating out of the sphyngoinyelin, should
take place above 40°.
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UNTERSUCHUNGEN UBER DAS ELEKTROMOTO-
RISCHE VERHALTEN DER FROSCHHAUT.

I. Die AbMngigkeit des elektroniotorischen Verhaltens der
Froschhaut von den ableitenden Fliissigkeiten.

Vox.

KUNISHIKO HASHIDA.

(Aus (Jem PhyslologUchen Idboratorium, Tokyo KuherUcJie U«irersitut, Tokyo).

(Eingegangen am 7. rezeniber 1921.)

I . ElKLEITUXG.

Seit der Entdeckung der Frosclihaulstrome durcli Du Bois-
Reymond (S. 11) •\vurdo die zeitliclie Yeranderliclikeit derselben
von rnehreren Forscliern konstatiert. (Engelmaun, Chanoz,
Lessor, Baj'liss). Neiierdiugs habeu Loob uiid Beutuer (S.
20) dies ansdriicklicli herYorgeliobeu. Mau hat jlber diese zeitliclie
Verandernng ncxjli uiclifc geniigend geuau verfolgt, und wiv fiiadeii
liierauf beziigliche Untersucliungon irav bei Lesser. Leider sind
seine Untersuclmngen zur Erkliiruug der Terlialtnisse uicht geniigend
umfangreicli. Es ist dalier selir wiclitig, dass man vor alien Ver-
suclien iiber das e.m. Yerhalten der Frosclihaut in erster Linie
diese zeitliclie Veranderliclikeit nnd ilne Abliangigkeit von ein-
zelnen Umstanden genan untersuclit, inn zu erkennen, ob die
E.M.K. des Froscliliautstromes—wie Loeb und Beutner angeben
—so veranderlich ist, dass uns die Moglichkeit einer genauen

Die YOiliegendc und cine bald folgende weitere Arbeit \rarden wiihrc-nil der
Jalire 1915 bis 1918 im gericlitmedizinischen Institute der Universitit zu Zurich
ausgcfiilirt. Es freut micb, dass ieh bier die Gelegenheit bekommen Labe, Herm
Direktor Trof. H. Zangger fiir seine bereitwilhge Unterstiitzung, fiir seine wiclitigen
Eatschliige und fur die Miilie des Durclilesens des Jlanuskriptes meinen herzlit li-
sten Dank aussprecben zu ktnnen. Die Abbandlung, wie icb. sie im Anfacg des
Jabres 1918 niec'ergcsAriebcn batte, ist (lurch niclits weiter veriinilert, als das?
sie diesmal mt'glichst verkiirzt wnide. Deshalb nurden aucli nur die Literatiiren
bi3 zu obigem Datum beriicksicbtigt.
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22 Kunishiko Hashida :

Untersuchung fehlt, oder ob cliese Yeriinderlichkeit, Avie Lesser
beiuerkt liat, bestimmten Eegeln untersbeht nnd einen Yerlauf von
bestimmtem Typus liat, Avenn aucli die Ursachen unerkliirbar
bleiben.

Hentzutage, AVO unsere Aufmerksanikeit durcli die Arbeiteu vou
Chanoz, Loeb und Beutner und Orbeli auf'die Abhangigkeit
der bioelektrisclien Potentialdifferenz von der Konzentration der
Ableituugsflussigkeit gelcnkt •worden ist, ist es aucli selir wichtig
von deiESelben Standpunkte ans die Veranderung der E.M.K.
beini Wechseln der ablei tenden Fliissigkeit zti verfol-
gen. So Avar die erste xiufgabe der vorliegenden Arbeit
zu nntersiiclien, welche Veranderung der E.M.K. des
Froschhautromes sich in bezug auf den Verlanf beim
"Wechseln der ableitenden Hiissigkeit aussert.

Seit don Untersuclmngen A-on Du Bois-Reyniond ist fest-
gestellt, dass die Froschhaut der Sitz der einsteigenden E.M.K. ist,
Avenn man die Hant beiderseitig mit pliysiologischer Kochsalzlosung
oder Einger'scher Losung ableitet. Jedoch ist die Eichtung dieser
E.M.K. nicht imter alien Bedingnngen imnier dieselbe. Galeott i
(S. 5-18), Ohanoz (S. S09) n. Orbeli (S. 351) liaben gezeigt,
dass die Stromrichtnng nicht nnr A-on der Art der Ableitungs-
fliissigkeit, sondern auch A*on der Konzentration derselben abhiiugig
ist. Die Aagaben sind aber nicht gauz exakt, Aveil dabei die
Diflusionspotentiale zwischen der ableitendeu Fliissigkeit und der
einen .Elektrode nicht l)eriicksichtigt worden sind.

Den Zusammenhang zwischen den Grossen der bioelektrisclien
Potentialdifferenzen und den Konzentrationen der ableitenden
Fliissigkeit hat Engelraann (S. 112; zuerst und naclilier Orbeli
(S. 350) an Froschen untersuclit. Beide kamen aber zu Avider-
sprechenden Piesultaten, Avas Avohl auf die Unterschiede der
Yersuchsmethodik zuruckzufiihren ist. Genaue hierauf bsziigliche
Untersuchungen haben Loeb und Beutner erst neuerdings an
pflanzlichen Geweben unternommen. Sie fanden eine regeltnassige
Beziehnng zwischen obigen beiden Grossen, namlich dass die
ableitenden Losungen auf die E.M.K. desto mehr positivierend
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Elektromotor. Verhalten der Frosclihaut. 23

(aufsteigend) ivirken, je verdiinnter sie sind. Die Zunahme der
Potentialdifferenz, welche dnrcli Konzentrationszunahme der Ablei-
tungsfliissigkeit im negativierenden Sinne heiTorgerufen \vivd, vircl
immer kleiner rnit der Konzentratiou, urn zuletzfc asymptotisch
einen Grenzwert zu en-eiclien. Beide Forschev haben gleichartige
Untersuchungen an der Frosclihaut; imit Ringer'seller Losung aus-
gefiihrfc und fanden, dass cine sihnliche Beziehung auch bier bei
den verdiinnten Losungeu beraerkbar ist; aber merkwiircligerweise
•\virken die konzentrierten Loiiungen weniger negativierend, so
dass bei einer gewissen Konzentrationsgrenze die Richtung der
Yeriinderung der Potentialdifforenz umkebrh Also zeigfc bei der
Frosclihaut die Potentialdifferenz-Log (Konzentration)-Kurve einen
Exirempwikt. Es ist sehr wichtig zu nntersuchen, ob eine solche

' Eigentumlichkeifi' des e.in. Yerhaltens der Frosclihaut niclit nur
l)ei Ringer'scher Losung, sondern auch bei anderen Salzlosungen
zu linden ist.

Die genaue Kenntnis des e. m. Verhaltens der ruhenden
Froschhant ist die Gruudlage fur die •\veiteren physiologischen
Untersuchungen, besonders fiir die Untei-suchungen iiber das Yer-
halten der tiitigen Frosclihaut unter verschiedenen Umstiinden.
Leider steht aber diese Grundlage noch nicht fest. Der Haupt-
z'weck der vor l iegenden 'Arbei t ist, weitere Uii terlagen
dafih* zu schaffen.

II. ALLGEMEINE YERSUCHSIIETHODIK.

Ein kleines Stuck einer eben sorgfiiltig ausgesclmittenen Frosch-
haut "vvurde am einen Ende eines dnrchlochten Reagenzglases von
oa. 5 cm Lange und von ca. 1 cm Durchmesser mit Baunrwoll-
faden fest angebunden und in dem Masse entspannt, dass eino
etwaige Schadigung der Haut durch Ubei-spannung vermieden
•\vurde. Die Hautoberflache wurde dabei immer nach aussen ge-
richtet. Das Priiparat wurde mit einer kleinen Menge Ringer'scher
Losung gefiillt, in toto mit der angebundenen Haut in die zu
untersuchende Fliissigkeit eingetaucht und mit den Ringer-Kalomel-
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24 Kunishiko Hashida:

Elekti'odea zum Kapillarelektrometer abgeleitet. Die cine Elek-

trode kam mit der Einger'scheu Losung iu dem Beagenzglase zur

BeruhruDg, walu-end die audere iu die aussere ableiteude Fliissig-

keifc tauchte.

Dabei wurde die Kiveaufliiche innerhalb und ausserhalb der Glasrohre mog-
liehst in gleicher Holie gebalten, um das Hinein-oder Hinausstiilpen der nngeban-
denen Haut zu vermeiden. So schwebte das angebundene Hautstiick zwischen den
beiderseitigen Flussigkeitcn, da die Haut in entspanntem Zustande nngebunden
•\var

Beim Wcciiseln dcr iiusseren Fliissiglieit stiilpt sich die Haut infolge des
bydrostatischen Druckcs nacli unten. Die Haut kCnnte so raeclianiseh gereizt
wealcn. Um dieses unvermeidlielie Herunterstulpen der Haut mcglicbst zu ver-
ringern, babe ich nur eine solclie Menge der inneren Flussigkeit gebraucbt, dass
die Elektrodenspitze eben in die Fliissigkeit taucbte, aber trotzdem niemals mit
der Hautinnenfliiche in Bertibrung kam. Das letztere war eine Yorsicbtsmassregel
zur Vermeidung etwniger mechanischer Eeizung der Hautinnenfticlie durch die
Elektrodenspitze, die beim Wechseln der aussern Fliissigkeit obne diese Vorticlat
sich sonst eintnal ron der Haut hstte entfernen und dann dieselbe wieder biitte
beriihren konnen. . •

Die iiussere zu untersuchende Tlussigkeit war iu eiuem weitern

Gefiisse cnthalteu und wurde folgeudermasseu gewechselfc: die ebeu

angeweiidete Tliissigkeit wurde durcli Seukeu des Gefasses laugsam

lieruntergebraclif;, und ein auderes gleicbgrosses Gefiiss mit eiuer

gleicbeu Menge eiuer audereu Fliissigkeit •\vurde Aneder laugsain

iu die vorige Lnge hinaufgebobeu.

Zu diesem Zweck -mirde das Iteagenzglas in bestimmter Hiihe senkrecat an
einem Stativ festgebalten, und das Gefiiss fiir die iiussere Fliissigkeit •nTirde axd
eine leiclit verscliiebbaro Dnterlage gestellt. Durch diese Tilaniplation konnte ieb
mecbaniscbe Eeizungen wohl ziemlich vermeiden.

AI3 a'ussere Gefiisse -svurden Glasschalsn von ca. 70ccm Inbalt und ca. 5 cm
Durchmesser gebraucht. So betrug die Jlenge der iiusseren Flussigkeit immer un-
gefiihr COccm. Orbeli (s. 315) hat eine noch grossere Jlenge Flussigkeit zur
Ableitucg augewendet, um konstante Untersuchungsergebnisse zu erreiehen. Aber
filr oaeine Untersuchungen genigte eine kltinere ilenge, da die gebraucbten Haut-
stucke viel kleiner warcn nls bei den Untersucbungen von' Orbeli..

Die E.M. K. wnrde uach KomjKnsationsmetliodc gemesseu;

dabei wurde so viel Yoi'scLaltswideistand eiugeschaltet, dass lmm

des Elieokords 0.1mV entspracb.

Als Yergleiclis-iuelle wuxlc ein Bleia^kumlator gebraucht, dessen Klemmspan-
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Elektromotor. Verlialton der Froschbaut. 25

nung Offers mit dem Millivoltmeter im Xebenkreis beobacbtet wurde. Da er ziem-
lich lange eine konstante Klemmspannung behielt, sj class wiibrend einer Yer-
sucbsreibe niemals Herabsinken der Spannung um lmV vorkam, und da die Haupt-
nufgabe meiner Untersucbungen cine vergleicbende llessung war, so konnte dieser
Akkumulator fiir meine Zwecke gentigen. Dagegen wurde der Rbeocbord genau
kalibriert, veil besondere Gemuigkeit der zit vergleicbentten Zablenwerte sebr
wiin3cbens\vert war.

Als Xullinstrument babe ieb das Kapillarelektrometer von KSbler (Jlodell III)
gebfaucbt. Das Instrument war so empfindlicb, dass es bei minimaler Yerscbie-
bung des Ivoninktes einen deiitlicb merkbaren Ansscblag gab, wenn man das
Eeflexbild des mit einer Gllihlampe scbriig beleucbteten QuecksilbermenisTuis
durcb das Slikroskop beobacbtete.* So konnte icb mit Sicberbeit eine Differenz
von 0.05mY konstant vmd eindeutig abmessen. Es ^iirde jede Minute eine llessung
ausgefiibrt (eine einzelne Beobachtung beansprucbt beebstens 10 Sekunden, venn
man scbnell kompensiert.)

HE. D I E ABHAXGIGKEIT DES E.II. YERHALTESS DER

. PROSCHHAUT YON DER KOXZEKTRATTOX DER

YERSCHIEDEXES SALZLO3UKGEX.

A. Mdliodik

Hier wurden verscbiedene Alkalicbloride, niimlicb KC1, CsCl, EbCI, ^NIÎ CI,
LiCl, KaCl, xvnd verscbiedene Ka-Sake, und zwar isaCI, KaBr, Na-T, KaKO3, INaSCN',
NajSOj, I\aH2P04, Ka,HP04, Xa3P01, nngewendet. Die bccbste Konzentration
der LCsungen war 0.1m Oder 0.12m. Yon dieser Konzentration ab wurden LCsun-
gen der vers^biedenen Konzentrationen bis zu 0.1m/200 resp. 0.12m/25G durcb i-
oder 5-facbe Yerdiinnung hergestellt. Die Yersuebe wurden in diesem Bereicbe
folgenderweiso ausgefiihrt: das Pniparat wurde zuerst in destilliertes ^Yasser
eingetaucbt, dann kam die verdiinnteste Losung zur Anwendung, darauf die i oiler
5 mal konzentriertere Losung u.s.w. bis binauf zu Losungen von 0.1m resp. 0.12m.
Dass die Experimente mit verdiinnter Losung angefangen wurden, gesebab weil
icb bei provisoriscben Yersueben beobacbtet batte, dass die Salzlosungen die
Bescbaffenbeit der Froscbbaut irgendwie zu modifizieren scbeinen. "Wenn dies
der Fall ware, sollte eine solcbe " Modifikation" wobl bei geringeren Konzentra-
tionen kleiner sein als bei grosseren, und infolgedessen miisste dis " Jlodifikation"
wiibrend einer ganzen Yersucbsreibe viel kleiner bei Anwendung der Losungen in
der aufsteigenden Konzentrationsreibo als in der absteigenclen sein. Es wiire sebr
wiinscbenswert, diese Yersuebe nacb beiden Eiobtungen weiter auszudebnen.

*Das gewohnlicbe Scbattenbild des ilenislcus ist bei soleben Instrumenten
niebt geniigend scbarf. Dagegen ist das Eeflexbild sebr scbarf und deutlicb, so
dass man scbon eine miuimale Bewegung des 3Ienlsku.s obne Jliibe beobacbten
kann.

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/21/874170 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



26 Kunishiko Hashida:

33. Ergclnisse der Versuclic (Vgl. Tafel I-III)

a) Beira Wecbseln der ausseren ableitenden Losung eines
Salzes von bestimmtcr Konzentration mifc einer Losung desselben
Salzes von anderer Konzentration tvitfc eins Veranderuug der
E.M.K. des Systems pin. Diese Yeranderungen, welche (den Fall
von LiCl ausgenoinmen) in zieinlicb einfacben regelmassigen
Knrven verlaufen, erreicben ibven endgiiltigen Werb erst nacb
ziomlicb 1 anger Zeit. Audi im Falls von LiCl, wo der Yerlauf
inerklicbe Heine, unregelmassige Sobwankungen zeigt, isb der Gang
des Yerlanfes im grosseu und ganzen mit demjenigen in anderen
Fallen vergleicbbar. Iuirz, die Yeranderungen der E.M.K.
sind beim Wecbseln der Ableitungsfli issigkeit regel-
miissig.

b) Es lassen sicb bier dreierlei Fiillo der zaitlicben Yerlaufe
nnterscbeiden:

1) Der Fnll, wo die E.M.E. nnfnngs mit grosser und dann mit immer kleiner
werdencler Gescliwindigkeit nllmiililicli zimimmt, vie man z. B. in Fig. 1 sieht.

Fig . 1.

- 3 0

6 1

-20

—t

•—~-
Minuten

-10

- 2C

- 1 C

>
s •

>

j

-

Minuten
Vom "Wasser in 0.12m x 1/2JG XnCl Von 0.12m xl/25G in x 1/6-1 Xa2SO,

XB. In den obigen und folgenclen Textfiguren bstlcntcn die — Zeiehen die
Positi\itiit der Bintoberflaclie imd die Pfeile zu Anfnng der Knrre den Zeitpunkt,
•no ii\s Wcchseln der Ableitungsfliissiglceit vollendet ist. Die Punkte stellen die
gewonnenen Daten dar.
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Elektromotor. Verlialten dor Frosclmaut. 27

2) Der Fall, w die E.M.K, antangs Klmlich vie im Falle 1) verliiuft, alxr-
naehdem sie ihren ITaximalsert erreiclit liat-wiecler mit anfangs grosserer, spliter
kleinerer Gesclrsvindigkeit nbnimmt, urn crullich ihren endgultigen AVert zu errci-
clien, \vie z.B. in Fig. 2 gezcigt ist:

F ig . 2 .

- 3 0

-26

a

-SO:

s

- 2 0

\

Minuten

Mmuteu
Yom "Wasser in O.l2mxl/25G XaJ Yom 0.12m x I/25G in x 1/G1 KH Cl

Der Fall 1) scheint uns ein unvollstundiges Anfangsstuck des Falle3 2) zu
&ein, so dass man vielleieht .itich im Falle 1) die L'mkehrang der Yerlaufsricritung
am Scliluss des Yerlaufes finden iviirde, wenn man den Yerlauf nocli veiter ver-
folgte. Dahcr wollen wir diege zwei Fitlle als demselben Typiis angeliorcnd
betrachten und sic den Yerlauf von I. Tjpxis nennen.

Fig. 3.
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4-20
/

I f ^ f f l I <* 1 I I I • \ • •

+2C
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! j
*•

.•mi in I'.IIIMlt •.mil.ii

Minuten
Yon 0.12m xl/Gl in xl/lG

Minuten

Yon 0.12m x 1/2 in xl /1 Xa-T
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28 Knnishiko Hashida:

3) Der Fall, wo die E.II.K. nnfhngs mit selir grosser Gcsjliwindigkeit schnell
den Uaximalwert erreicht, tim dann im umgekehrtcn Sinne ivie der Fall von I.
Typus zu.veilnufen. Den F.ill wollen wir den Verlauf Ton II. Typus nennen.
Es verden in vorangehen:len Figuren die Beispiele dafur wedcrgcgeben :

Die Aendemng der E.M.K. in lungckelirtc Itichtung am Echlusse dcs Yerliufes
ist bcim I. Typus immer kleiner als die eigentliche Vcritnderung, so dass der
cndgiiltige Wert immer grosser als der der vorigen YerSnderung bleibt. Beim II.
Typus ist das VerMltnis insofem ein nndcrcs, als die Veritndcrung im umgekehr-
ten Sinne entveder grl'sser Oder beimhe gleich Oder kleiner ist nls die nn&ngliche
Yeranaerung, so dass die enrlgultige Lage der Kurve cntweder tiefer Oder beinahe
gleich Oder holier steht als dis Anfangsnivean.

Den I. Typiis findet man bei kleineren Konzentrationen der Ableitungsfliis-
sigkeit; dagegen tritt der II. Typiis erst bei grosseren Konzentrationen zutage.
Die Konzentationsgrenze, wo der Verlauf vom I. Typus in den IL Typus iibergeht,
liegt bei alien Salzcn ungefiihr in demselben Eereiche, n'imlinli zwiscken 0.03 m
bis 0.00 m (s. Tafel IV VI). Dicse Grenzkonzentration ist bei den binitren Eilzen
gros.5er als bei den ternSren. Daraxis kann man scbliesscn, dass dieser Unter-
schied der Ver l au f s typen haup t s i i ch l i ch mi t der Konzen t r a t i on
zusammenhiingt , und dass die andern Faktoren chbei nur wenig Einflnss
niisiiben.

c) Boim Ableiten mifc destilliertem Wasser verlialfc sicli die
Oberflache der ProsclJiaufc immer posi t iv der Iunenflticlao
gegeuiiber, d.h. die E.M.K. des Systems isfc innerhalb der Haufc
von Innen nach Aiissen gerichtet.

Es ist bemerkensvrert, d;iss die R5I.IC bai der Emencrung des ableitenden
"SVassers von neuem ein ziemlich betriichtliches Ansteigen im Sinne der dabei
lierrsctenaen Eichtung der E.M.K. zeigt, urn dann -H-ieder schnell abzunehmen und
nllmslolich einen cndgiiltigen "\Yert zu erreichen. Dieses Ansteigen \\icderholt sich
bei -n-iederliolten Ernenervmgen des "Wassers. Es sind drei Hfc l̂icLkeitcn denkbar:
1) irgencl eine Art Salz, dis an der Hautoberfrtche anhaftet, wird allmshlich
weggespiilt, oder 2) eine kleine Alenge Salz tritt durch die Sekretion beraus, oder
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Elektromotor. Vorhalten der Froschhaufc. 29

3) clie innere Flussigkeit diffnndieit clinch die Haut, insbesondere durcli die
gebundena Hautstelle. Jedenfalls muss diese heraustretende Salzmenge sehr klein
sein.*

In den meisten Fallen; vrnr der zeitliche Yerlauf bei der Ableitung mit Wasser
sehr imregelmSssig, wie in Yorangehen3en Figuren (Fig. i) gezeigt ist.

d) Obwohl natiirlicli graduell verscbieden, -wirken nlle Alkali-
salze negativierend mif die Frosebbautoberflacbe. Bis zu einer
gewis33n Konzentrationsgrenze "wirken sie desto starker negativier-
end, ]*9 konzeutrierter die Losung ist.

So niinmt die E.M.K. des Systems im Sinne der einsteigenden Eichtung bis
zix der betreffenden Grenze mit der Konzentration zu: •wenn man also das Experi-
ment mit destilliertem 'Wnsser anfitngt nnd nnclieinapder immer konzentriertero
Iiosungen zur Ableitung anwendet, verschwindet die PositivitSt der Hautober3;tche
bei einer gcnissen Konzentration der Losung, um bei w^iterer Konzentrierung der
Ableitungsniissjgkeit in die XcgativitSt iiberzugelien, d.h. die E.M.K. im einstei-
genden Sinne erscheinen zu lassen. Diese Grenzkonzentration ist je mch den
Arten des Salzes verschieden. (s. Tafel IV VI.)

Wenu aber die Konzentration der Ableitungsfliissigkeifc eine
gewisse Grenze uberschreitet, tritt Ricbtungswecbsel in der Yer-
iindernng der E.M.K. anf. Hit anderen Worten: die Kouzentra-
tionsznnabme Avirkt von einer gewissan Konzentration an wieder
weniger negativierend. Diese "Wirkung der konzentrierten Losung
aussert sicb. in demselben Bereiche, "\vo der Uebergang des Ver-
laufetypus auftritt.

Diese jxisitivierende "Wirkung ist viel kleiner nls die anfitnglicke negativie-
rende, so dass die HautoberflSche im Bereiche meiuer Untersuchung in den meisten
Fallen immer negntiv der Innenfliiclie gegeniiber bleibt: nur in einigen Fallen war
die E.M.K. bei konzentrierten Losnngen (lussteigend. Aber diese Positivitiit der
HautoberflSche war sehr klein.

e) Die quantitative Beziehung zwiscben den Kon-
zentrationen und den Grossen der denselben entspre-
chenden E.M.K.

Bei meinen Versuchen sinil die en;lgultigen 'Werte der E.M.K. nicht in alien
Fallen beobaohtet worden. In solchen Fallen habe icb. die wahrscheuilichen Werte
extrapoliert, indem ich die VerhSltnisse der zwei sich anschliessenden Yersuchsrei-
hen un:l die Eesultate aller anderen Versuehe mit beriidffiichtigt habe. Die Ke-
sultate sind in folgender Tabelle znsammengestellt.

*Eine genatic Untersuchung dariiber vrird ha.ld mitgeteilt.
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30 Kunishiko Hashida :

1) KCl
0.0005m
0001m
0.002m

0.004m

0.0075m
0.008m
0.01m
O.OIGm
0.32m
O.OGm
O.OGlm

00.12m

2) Ilia 0.12m
1/25G
1/61
1/1G

1/1
1/1

4) KIItCl 0.12m
1/25G
1/G1
I/IB
1/1 '

1/1

5) zi-a
• 0.0005m
0.001m
0.002m
oontm

0.008m
O.OIGm
0.032m
0.12m

0) KaCl 0.12m
1/25G
1/61
1/1G
1/1

1/1

-18 .5

18.5

—11.6
— 9.75

— 7.15

+ 3.0
.

+ 1.2

-19.9
-15 .8
- G.7
- 1.15
+ 2.05

-21.25
-19 .3

T 7.45
+ 0.75
+ 0.7

-22 .8
—19.15
—18.3

5 35

- 3.G5
+14.0

.

- 8.8
+10.G
+ 41.0
+59.45
+ 52.5*

-40.75
-33.25 .
-39.25

-27 .2

-18 .5

' - 9.95
0 05

+ 5.5
+ 4.5

-21.6
-21.05
- 2.1
- 0.7
+ 2.05

-24.9
—21.5
-12.:J
- 1.85

- 1-5

-18.2
.

-1G.8

— 6.0

+ 32.0
+ 11.6

-19 .0
+ G.8
+37.25
+15.U5
+33.05

-47.05
-42.7
-38 .5

-29.85

-23.85

- 1 3 . 3

+ 0.75
+ 1.85

-30.5
-21.55

. .

—11.0

- 3.9

+ 5.15
+ 4.05

3) CsCl 0.12m

-31.0
-25.95
-11.7
- 2.15
+ 1.75

—35.75
. .

-24.55

- 0.0

+2S.5
+ 12.2

+ 1.0
+ 20.G5
+1G.0
+ 58.G
+ 53.0

-33.25
-29.2
-13.3
- 6.3

+ 1.5
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Elektromotor. Yerlialten der Froschhaut. 31

7) KaJ -0.12m

8)

9)

10)

12)

13)

1/2".G
1/64
1/1G

l/±
1/2

1/1

-14 .3
+ 3.8
+33.25
+63 25

+49.75*

b'aBr 0.12m
1/236
1/Gi
1/1G

1/4
1/1

KaSCX
1/25G
1/Gi
1/1G
1/4

1/1

0.0005m
O.002m
O.OOSm
0.032m
0.12m

Xa2S0i

1/256
1/G4
1/1G
1/1

1/1

KalLPO
1/236
1/64
1/16
1/4

1/1

XaJlPO
1/256
1/Gi

-2G.75
- 5.0
+27.0
+ 51.G
+ 44.2*

0.12m
-34.35
- 8.0
+24.45
+48.G5
+ 47.75

-32.05
- 7.5
+33.8
+ 56.05
+ 58.95

0.12m
-17.4
+ l.C
+27.0
+44.05
+ 37.55

< 0.12m
-24 .8
-11 .1
+ 8.0
+ 2.55
+ 9.9

\ 0.12m
-14.0
+20.0

-31 .1
-15.25
+ 9.0
+ 25.0
+21.33
+21.5

-23.03
- O.G
+29.G5*
+55.G
+49.75*

—37.55
- 0.15
+26.3
+ 47.7
+54.75

-20.45
- 8.4
+ 5.75
+ 16.0
+ 7.8

— 2.03
- 8.95
+25.5
+20.96

- 1.8
+ 24.5

-25.G
- 2 3 n
- 4.05
+ 18.1

+29.05

-27.15
- 4.75
+25.2
+51.3
-rG1.75

-42 .0
-27.83
_ 0.25
+22.75
+ 22.8

-14.6
+22.8
+ 59.2
+83 2
+ 88.35

-1G.5
-11 .8
+ 3S.0
+48.0
+30.0

- 8.25
- 4.G
+16.5
+15.3
+18.9*

- 0.C5
+ 29.15

-23.0
- 2 8
+28.35
+50.35
+ 54.9
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32 Kunishiko Hashida:

14)

1/lG
1/1

1/1

1/250
1/C4
1/lG
1/4

1/1

+ 15.0
+ 17.05
+ 27,1

0.10m

+12.15
+27.9
- 9.8
— 3.1
- 0.3

+ 50 25
+58.05
+ 35.0

15) K,UP03

1/25G
1/01
1/10
1/1
1 / 1 •

+ 18.5
+ 50.0
+320

0.12m
-12.95
-11.0
- 7.25
+ 20.35
+19.85

IN.B. 1) Die Emlidt der angegebenen Zablen ist lmV.
2) 0.12m icsp. 0.10m neben dem Xamcn des Salzcs bedeutet <lie Konzen-

tmtion tier StammlGsung. Die Bri;cbe in tier erstcn Kolonne bezeiebnen die
Yerdunnrmgsgrade dieser Stammliisungen.

3) Die Znbkn'.verte sind folgenderweise abgerandet worden:
O.01—0.02 vernaebliissigt,
0.03—0.07 gleieb 0.05 gesctzt,
00.8—0.12 gleich 0.1 gesetzt.

i) Die mit * versehenen Zahlen sind nicbt g-anz esakt.
5) Das Zeiclien+beclentet . die e i n s t c i g e n d e , iind das Zciolien—die

• . in s s t e igende Fdclitxing.

Ans dor Tabelle siebt mtin, class die E.ll.lvli, die den gleicben Konzentrationea
cutsprcclien, aneb b<?i dcmselben Salze je nacb. clem Indiviclum verscbieden sind.
Solche imliTidnellcn Verscbiedenbeiten der esperimentellen Eestillate sinil in
])bysiologiscben Untersiielmtigcn ganz ge\vii)mlicb. Sie Bind sogar inn voraus zit
cnvarten. Aber erst mcbdem wir von den individuellen Einfliisson qualitativ xrail
cjiLintitatiT Kexmtnis erbalten baben, konnen wir die bezweckfen quantitativen
1^'zieb.ungcn im vdrldicben Sinne des AVortes bemusbolen. AVir wollen uns daber
vorliiifig—imter der Aimabme, dass diese individnellen Einfliisse nicbt qualitativ,
sondern nur qiiiintitativ seien—cLimit begniigen, ails den gewonnenen Zablenwerten
die Tvabrsclieinlicberen D'.ircbscbnittswerte auszureebnen. Allerdings sind bei
mdnen Untersiicbvingen die Yerdimnnngsgrade der Losungen nicbt in nllen
Fiillea cliesell>ea, Tincl wir konnen desbalb nicbt obne vciteres (aucb nicbt boi
demselben &ilze) i-incn nritbmetiscben Durcbscbnit fiir die der betreflenden
Konzentration cntspreebenden E.M.K. ausreebnen. Ancb in dem Falle, TVO die
"Verdiinnungsgrade dieselbcn sind, fragt es sich, ob die erbaltenen Zablcnwerte
wirklioh die Trabrscbeinlicbsten sind oder nicbt. "Wtnn aber cine gesetzm'.issige
Eezicbiing zwiscben den Konzentrationen imd den denselben entsprecbenden
E.JI.KK. -nirklioli vorbanden witre, so sollte man ein anscbaulicbes Eild clavon
bckommen, indem man die Versncbsergebnisse grapbiscb darstellt. Da die eine
imd c-inzige voranssetzbare Eeziebung die logaritbmiscbe AbbSngigkeit der E.M.K.
von der Konzentration ist, babe icb zuerst die erbaltenen Zablenresultate auf ein-
fiich logaritbmiscbem Papier p-onktiert. Obivobl man dabei keine vorausgescizte
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Elektromotor. Verhalfcen der Froschhaut. •33

-gcrmlo Ianie erhiilt, so kann man docli vielc Kurven bskommen, welclie <lie
crLnltcnen Zahlenwerte sclir glatt verbinden uncl jhit cinander selar iihnlicli
vciLinfcn. In den Fiillen, wo kcine glatte Verbindung moglich war, liabe icli die
ivichst wahrscheinliclie Kurve konstruiert, dJi. eine solche, die toogliohst viele der

• gcmessoaen Zalilenwertc'glatt verbinciet wncl gleichzeitig andcren, wirldicb. erhal-
tcnen Kurven mcglichst iihiilich ist. Axis solcben wirklich erhaltenen Oder
Vv-ahrscheinliclien Kurven lmbe ich die E.JI.KK., welchc derselben Konzentration
cntsprcchen, aiosgerectnet, un;l erst dnmch sind die Dursclaschnittswerte, die' ia
folgender Tabelle zusarumcngestellt uncl in den Tafeln IV IV mit ausgezogcnen
Ijnien graphisch dargestellt sind, nusgercchnet worden. . •

0.12m x
. KCI
RbCl
CsCl
NU4C1
LiCl
^'aCl
XfiBr
Ka-I
KaSCN
KaKO3

>XS04
>"aH,F04

Xa,HP0 4

NaDPO4

K,HPO

1/25G .
-31.G7
-22 .8
-3G.3
-27.42
-2G.37
- 8.93
-25.G5
-2G.78
-35.08
-22.5G
-19.15
-13.42
— 5.07
+12.45
-1G.35

1/Gt
-25.79
-17.G3
-30.5 '
-22.42
-18.47
-12.G3
- 3.37
-11.42
-12.C5
+ 5.45
+ 0.85 •
-r 1.2
+ •23.8
+ 27.9
- 7.25

.l/l-6

-15.25
•' - 5.23

' -15 .0
-10.88
+ 2.12
+41.G7
+ 2G.9S
+12.58
+ 17.98
+44.75
+ 21.9
+12.78
+ 48.5
- 9.8
+ 7.G

1/4

- I - 7 7

+ 0.5
- 3.75
- 1.02
+27.4
+54.37
+ 53.77
+35.42
+ 39.7
+G8.S5
+ 3G.G1
+ 12.53
+50.37
— 3.1

+20.0

1/1
. + 2.88

- 1.53
+ 1 5
+ 0.23
+ 39.85
+ 1G.25
+53.08
+ 3G.17
+ 41.77
+73.G5
+ 32.5G
+ 1.33
+31.33
- 0.3
+ 20.2

I'm die quantitative Bezieliiwig an der Hattt selbst zu beurteilen, musscn wir
•die Diffusionspotentiale, die zwischen den ableitenden Fliissigkeiten iind Elektrode
zu erwaiten sind, in Betracht zicten.

Das System unserer Vereuche besteht, scliematiscli dargestellt,
ans cler folgenclen Kette: .

Dg, HgCl-.Hi
T

nSer's_-ve°rSweden« -Froschknut-^S^-HgCl, Eg
•Ll0B- Konzentration 1 J 0 S ' •

t t t
ft b c

Wir mussen also auuelimeu, class die gemessene E.M.K. de3
Systems, ?r, ans einer algebraischeu Suinme der drei Potentialdifle-
renzeu besteht, die au der Flussigkeitsgrenze a iind an den
Pliasengrenzen b nnd c auftreten, d.li.
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34 Kunishiko Hashida :

Nun kcnnen wir annelimen, dass iro wiihrend dc3 Versucbes konstant, wenig-
Etens beinahe konstant bleibt, solange die die InnenflSche benetzende Fliissigkeit
dieselbe ist und die iiussere ableitende Fliissigkeit keine betriichtlichen Ein9Usse
,in£ die Besehaffenheit der Innenfliiche der Haut ausiibt. Es ist sekr wohl moglich-
dass bei besonderen Arten von Salzen die Beschaffenheit der Haut irgendwie ver-
Sndert wird. Aber es ist aucli gleichzeitig annelimbar, dass dieser Einfluss nicht
betriichtlich ist, solange die Konzentration der Susseren Losungen klein bleibt. Wir
wissen ja Behon, dass das e.ra. Verhalten der Froschhaut sich wesentlich auf der
AussenflSche derselben abspielt. (Orbeli, s. 378. Schwarz, s. 558.)

?ra isb das bekannte Diffiisionspotential, -welches sicli auualie-
rurigsweise ausrechnen lasst. Dalier konnen wir aucli die •\valir-
scLeinlicLe AbLangigkeifc von nb von der Konzentration iiberblicken,
Tvenn -n-ir die gemessenen rr-Werte urn die sro-'Werte kon'igieren.

Kach P l ank (s. 5G1) tret en zwisclien zwei verdiinnten, ToUstiindig dissoziierten
Lcsungen, die yerscliiedene biniire Salze enthalten, die PotentialdifEerenzen au£»
•welche sich nach folgender Formel bereclinen Lissen:

ET

*~1

TT t TT r t p t IoS-fr--l°gi

Ca=2(cJ)a Ua.= 2(ur C | ) a Vo =2(V,. C,)a

Gh =2(c,)5 Uo =2(u r cy); \b = 2 ( T , . cj;,
Hierin bedeuten:

it die betreffende Potentialdifferenz
E die Gaskonstante
T die absolute Temperatur
"E die Faradey'sche Konstante
Ca die gesammte Konzentration der einen X,Gsung (a)
Cj „ „ „ „ anderen „ (b)
u , , u2 , u3 die •\Yanderungsgeschwindigkeit d. Kationen
Yj,v2 ,V3 die „ „ Anionen
c, , c2 , c3 . . . • die Konzentration der einzelnen Salze

"Wenn die beiden Losungen rnir eine Art Anion genaeinsam enthalten, wird
die Formel einfaclier, da

To =v2(o1)o =vCa

V4 =v2(o1)6 =vC,
werden; so haben wir

n t TT r t r l°S~Fr—
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Elektromotor. Verhalten dor Froschhaufc. 35

<xtcr

oder

u « i ~ u > +1 — °a (1)
J°S-j=r-+1°g£

Die Zahlenwerte des linken Gliedes der letzten Formel veriindern sich sehr
langsam mit der VeiSnderung von {, •wahrend das rechte Glied dabei cine schneUe
Yeriinderttng erleidet. So kann man nach cinigcm.il wiederholten Versuchen einen
iinnShernden Wert f iir { crhalten, um endlich aus diesem Wert den ziemlieh genauen
"VVert von { auszturechnen.

Wenn die LOsnngen nur ein gemeinsames Kition enthalten, so crgibt sieh

Die L&nngcn, die bei unseren Versuchen zur Anwendtmg kamen, sind nicht
•vollstSndig dissoziiert. So \vurde die Ionenkonzentration einzelner Lostrngskom-
ponenten ans der analjtischen Konzentration und dem Dissoziationsgrade (aus den
Leitnngstihigkeiten) berechnet (bei den zweiwerligen Ionen vurde die Ionenkon-
zentration einfach verdoppelt). Dass cine solche Folgerung sehr pLiusibel ist,
wnrde schon von Tower gezeigt, und sic kann fiir unseren Zweck geniigen, da
xonsere Messungen von vornherein qualitativer Xatur sind. Um die n-a-vrerte
zwischen Einger'scher LGsung und verschiedenen angewendeten Ka-Salzlosungen
zn berechnen, vrurde die Einger'sche Liisuung als einfache KaCl-LoSUng von
derselben Ionenkonzentration betrachtet und die Formel (2) kam ohne Tveiteies
zur Anwendung. Die nusgerechneten "Werte der DiiiusionspotentiildiflEerenzen

in folgender Tabelle zusammengestellt:

0.12m x
KC1
EbCl
NH,C1
LiCl
NaCl
KaBr
NaSON
NaN03

Na2SO4

+ 4.1
+ 4.C
+ 4.1
-2.7
+ 0.0
+ 0.7
+ 0.5
+0.5
-3.4

1) Die Konzentration
2) Die Einteit

• 1 / 1

+ 8/2
+ S.4
+ 8.2
+ 5.0
+ 6.3
+ C.0
+7.4
+ G.8
+ 3.4

1/10
+ 13.5
+13.5
+13.1
+12.5

. +12.8
+ 12.G
+13.3
+ 13.0
+ 9.7

der Stammlosung: 0.12m'
der Potentialdifferenz: lmV

1/64
+19.5
+19.7
+19.5
+19.2
+19.3
+19.3
+19.6
+19.2
+15.7

1/25G
+ 2G.0
+26.0
+ 2G.0
+2G-0
+26.0
+25.9
+26.1
+25.9
+22.7
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36 Kimishiko Haslxida:.

KCl
EbCl'
CsCl

LiCl
XaCl
XaBr
KaJ
KaSCK

1/G1

- G.43

+ 2.07
-10.S
— 2.02
+ 0.75
+31.02
+15.93
+ 7.83
+ G.05
+ 21.G5
+1G.G5

1/1G
- 1.75
+ 8.27
- 1.5 ,
+ 2.52
+14.G3
+51.47
+ 39.4S
+23.08
+ 31.23
+57.75
+ 31.G5

, 1/4
+ G.13
+ 8.0
+ 4.G5
+ 7.18
+ 32.4
+G0.G7
+ 50.77
+41.1
+ 47.1
+ 75.05
+ 43.01

• • : I / 1

, + C.98
. . + 3.G3

+ 7.1
+ 4.35
+ 37.55
+ 4G.25
+53.G8
+3G.77
+ 42.27
+74.15
+29.10

3) Die E.3I.K. ist in den meisten Fallen innerhalb der Kette von der
betreffenden Losung nach der Einger'sehen gerichtet. Diese Riclitung ist mit
+ Zeiclaen versehen. Das—Zeichen bedeutet die entgegengesetzte Riehtnng.

Indem man die Zahlenwerte, die in der Tabelle nuf s. 33
znsammengestellt sind, uni die eben erlialtenen Werte des Diffii--..
sionspotentials korrigiert, erlialt man die folgenden Kesultate,

, die in Tafel IV—VI mit gestriclienen Linien grapliiseli dargestellt
sind.*

1/25G
— 5.G7
+ 3.2
-10 .3
- 1.42
— 0.37
+ 17.07
- 0.25
- 0.83

— 8.98
+ 2.75

Ka,SO^ + 3.55

K.B. Bei der Korrektion vrurilc nngenommen

CsCl=EbCI, KaJ=

Daiaus ergibt sich, dass die • logaritlimische AJblningigkeit der
E.M.K. von der Konzentration mid die asymptotisclie Annaliemng
der Potentialdifferrenzen zn einem Grenz^vert mit der Ivonzentra-
tionsznnalime—wie sie L o e b iind 33 e u t n e r als ein Cliarakteristikum
der bioelektrisclien Potentialdiflereiizen gezeigt liaben—hier niclit zu
selien sind, sondem dass alle Ktirven einen Ex t rempunkt
haben, rind zwar ein Maximum im Sinne der Negativitat der
Hautobei-fliiche.

Es ergibt sicli, dass man die Alkalisalze, -H-enigsteiis Alkali-
cliloride, in bezng auf die negativierende Wirkung in zwei Grappen
einteilen kann. Zur crsten GrtipjK gehurcn KCl, OsGl, NH^Cl, die
verliCdtnismussig Hcinere Tf^rlcung Itdben. NaCl v.nd LiCl, die
dagegen sliirkere iffii'Tcwig zcigen, bilden die andere Gruppe.

*Bei den Hiosphaten konnte ich diese Korrektion niclit nusfiiuren. da genaue
Angaben der Dissoziationsgrade bei verschiedenen Konzentrationen derselben Salze-
jnir fehlten. - .
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Elektromotor. Verhalten der Froscliliaut. 37

Aus der Tafel TV kann man aucli die Anordnuug der negati-
vierenden "Wu-kung der Alkalisalze gnt iiberselien, uud zwar

KC1< XH4C1< R b C K LiCl < NaOl*

Was die Resultate bei den verscluedenen Na-Salzen anbetrifft,
so sielit man aus der Tafel Y zrun grossen Unterscliiede von den
ersten Yersuclisgruppen, dass alle Kiurven sich mit einander
kreuzen, so dass man die "Wirkungen aller Na-Salze im grossen
mid ganzen als gleiclmrtig betracliten kann. (s. unteu S. 39)

TV. D I E ABHAXGIGEEIT DES E.M. YERHALTEXS DER

FEOSCHHAIIT VOX DES SALZARTEX.

A. Methodil:

Die Yersuehsfmoiclnvmgen sintl ilieselben v:ie bei den voiangebemlen Ver
suclicn. Hier v.-erden aber nur Salzlosungen von gleicher Konzentmtion, unJ zwar
0.01m gebmnclit, da die m.isimale "Wirksainkeit der Salzlosimgen imgefiilir in
diesem Bereiclie zu liegen scheint. Die Esperimente \uarden an clemselben Pra-
paratc mit verschiedenen Salzlosucgen nusgefiilirt, ura die indi\i(.luellen Einfliisse
nx\t die Untersoliietle in der "Witlcnng der Salzlusungen soweit wie rauglieh aus-
zusclialtec

B. ' VersucJisergehnissc. (hierzu Tafeln YII, YTTT)

a) Beim "Wecliseln der iiusseren ableitenden Flussigkeifc -\vird
das vorlier lierrscliende Gleicligewiclit zerstort, tind die neue Gleicli-
gewiclitslage wird nacli mehr ' oder -\veniger laugem Zeitverlauf
•svieder erreicbt. Die zeitlicben Yerlaufe sind im gi-ossen und
ganzen ahnlich denjenigen in den vorigen Yeisuclien.

Jedoch treffen wir hier in den meisten Fallen nur den I. Typus des Yerlaufs
an. Der IL Typus des Verlanfes kommt selir seltcn vor. Dies kinn selir vahr-
scheinlicli darauf zuriickgefuhit werden, dass Her Iiusiingen der gleiehen uml
kleineren Konzentrationen ziir Amvendung Icaroen.

b) Bevor man die quantitativen Bezieliungen iiberblicken •will,
muss man zuerst ins Auge fassen, dass aueli bei demselben Pra-
parate und bei Amvendung einer Losung desselbeu Salzes von

*Von CsCl konnte die Lage in dieser Kationsreilie nicht bestiinmt werden, d:i
nur ein Versucli nVit CsCl ansge£iilirt ^Torden ist.
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38 Kunishiko Hashida:

derselben Konzentration niclit imnier derselbo GleichgewicMswerb
erreicht wercleu kann. Diese Abweichungen der Gleichgewichts-
werte von einauder sind uiclit gross, aber doch siclier benierkbar.

Dieses Verhalten ninss in innigein Zusammenhange mit den UmstSnden
stehen, unter denen aueh das vorigc Gleichgewicht erreicht Torden ist, d.h. es
Steht in Bezielmng mit der Yorgeschichte der Yersuche Oder dem jeweiligen
Zustande der Haut. Hier ist mtiirlich von etwas GesetzmSssigem keine Kede,
aber bei einigen Versuchen bemetlrt man, class die E.H.K. beim •wiederholten
Wechseln von einer Lusung zur ancleren jedesmal, wenn auch wenig, gesteigert
wird. Jedenfalls konnen wir diese Schwanktingen veistehen, wenn wir daran
denken, dass die Bestanclteile der Froschhautgewebe iauptsSchlich kolloide Sub-
Stanz sind. •and dass die Kolloide im allgemeinen tmter verschiedenen Einwirkun-
gen Hysteresiserscheiniingen iiussern.

Aus solchen scln\"ankenilen Gleichgewicbstwerten sind die einfachen arith-
metiBclien Durcbscbnitsvrerte nusgercclmet worden tind in der ersten Kolonne der
folgeaden Tabelle angegeben. Die zweite Kolonno stellt die Diffasionspotentinle
zwiscten Einger'scher Losung \xnd den verschiedenen Ealzlosungen von 0.01m dar.
In der dritten Kolonne sine! die korrigierten Werte zusammengestellt. ••

1) Versnch No. 2G8
KCl
KBr
KJ
KNO3

KSCN
K2S04

2) Versueh No. 203
KCl
ItbCl
CsCl
NH<C1
LiCl '
NaCl

3) Versuoh No. 2G5
NaCl
NaBr
NaJ
KnKo3

4) Versueh No. 2C6
NaCl
NaBr
NaJ

-7.53
-7.13
-7.7-2
-8.05
-8.G9
-7.07

-13.25
- 8.26
- 7.G7
- 6.82
+14.55
+20.9G

+ 54.31
+50.22
+51.4S
+57.43

+ 9.0
+ 5.4
+10.45

+12.08
+11.92*
+11.92*
+12.42*
+ 12.85*
+ 9.15*

+12.03
+12.20
+12.20**
+12.01
+10.56
+11.14

+11.14
+10.94
+10.94
+11.41

+11.14
+10.94
+ 10.94

- 4.55
- 3.79
- 4.20
- 4.37
- 4.1G
- 2.03

- 1.17
- 3.97
- 4.53
- 5.19
+24.91
+32.10

+ 65.41
+61.1G
+65.42
+68.84

+2114
+16.34
+21.39
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Elektromotor. Verhalfcen dex* Frosclihaut. 39

NaNo, + 0.28 +11.41 +20.G9
KajSo4 +11.05 + 8.04 +19.45

N.B. Die Difiusionspotentiale sind aus den berechneten Werten in der Tabelle
auf s. 19 interpoliert. Die mit « versehenen "Werte •warden' unter der Annahme
von

WSaCI T.NaBr

untl derjenigc mit ** un'.er Annahme von
CsCl= RbCl.

bereclinet.

Daraus ergibt sich, dass K-, Eb-, Cs-, und NH4-Salze kleiriere
Wirkungen als Li-, und Na-Salze zeigen, und dass die Salze der-
selbon Kationen keine grossen Untei-scliiede in iliren Wirkungen
zeigen. Also was \rir im vorigem Kapitel (s. 34) vermutefc haben,
isfc hier zahlenmassig festgestellt. Diese Unabhangigkeifc sollte ein
•nichtiger Paktor fiir die Entwickelung der bioelektrischen Sfa-ome
sein, obwohl vnr noch keine anselmuliche Begriindung dafiir haben.

Diese Unabhangigkeit ist aber keine absolute, so class man doch zwischen
•verscliiedenen Anionen kleine evidente Unterschiede bemerken kann;'und zwar
ergibt sich aus obiger Tabelle:

Aus 1) (S04)<J<S0N<Br<K03<Cl
Aus 2) Br<Cl<S<X03

Aus i) Br<S04<Cl<N03<J

Das Kiclitubercinstimmen der Anionreihen mit einander kcnnen wir vorlaufig
nicht ganz verstehen. Es ist •wiinschenswert weiter zu untersuchen, ob dies aus-
scbliesslicn von den individuellen Unterschieden bedingt ist, oder ob die Reihen-
folge von der Konzentration abhlingig ist, Oder ob die Wirkung der Kationen resp.
Anionen cine direktere Eolle spielt. Dass vrir im vorigen Kapitel keine bestimmte
Ordnung der Wirkimgsgrcisse bei verscliiedenen Na-Salzen nachweisen konnten, ist
vielleicht dem Umstande zazaschreiben, class dabei die individuellen Verschieden-
heitcn und gleichzeitig anch. die der Anionwirkungen durch das Durcnsclinittsver-
fahren ansgeglichen worden sind.

•\Vas die Kationreihe anbetrifft, so ergibt sich aus 2):

K <Rb <Cs <:NH4 <Li <Xa

Diese stimmt mit der vorher erhaltenen (s. S. 34) ziemlich gut uberein. Die
kleinen Ab-n-eiehungen zwischen beiden konnten -wohl nuf individuelle Einflusse
zuruckgefiihtt vrerden. '

c) Urn die U n a b h a n g i g k e i t des e.m. Yerlaaltens von den Anionen noch
weiter za veranschaulichen, wnrde eine Reihe von Versuchen ausgefuhrt. Die
gleichkonzentrierten Losungen (nSmlich 0.01m) der verschiedenen Na-, K-, Rb-, un-.l
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40 Kunisliiko Hashida:

NH^-Salze wurilen nbwechselml angewenclet, so dass die Salzlijsungen mit gleieli-
namigen Kationen resp. Anionen moglicherweise untnittelbar aufeinaniler folgten.
Die Versuchsergebnisse siml iu folgender Tabelle zusammengestellt :

1) Versucli Ko. 25G
KCl - 5.53 +12.03 - G.55
KaCl +34.03 +11.14 +45.17

KKO,

Yersueli. Ko.
KCl
KaCl

KJ

Versueh Ko.
KBr
KaBr

KCl
KaCl

Yersucli Ko.
KH4K03

KaK03

i(SKt\ SO

EbCl.
KaCl

JEb, S04

Yersticli Ko.
KHiKO,

- 8.05
+ 31.G8

2G2
- l l .G
+26.35

-11.7
+24.18

2G3 :
-11.25
+ 10,25

-12.35
+10.03

2G4
- 8.93
+21.8

, -11.G5
+19.53

-10.G
+2G.5

-1G.G3
+19.53

2G7
-10.7
— 9.28

+ 12.72
+ 11.11

+12.08
+ 11.11

+11.92
+10.92

+11.02
+ 10.94

+ 1-2.0S
+ 11.14

+ 12.3 *
+ 11.41

+ 10.85*
+10.95

+12.20
+ 11.14

+ 11.0 *
+10.95

+12.3 *
+•11.14

- 4.37
+43.08
+33.71 =Ka-K

- 0.45
+37.49
+37.04 = K a - K

— 0.52
+35.12

.+31.90=Ka-K

+ 2U4
+20:47 = X:i-K
- 027
-21.77
+ 2-2.40=Ka-K

— 3.55
+33.24
+29.83 = K a - K H t

- 0.8
+ 29.53
+30.3S=K;i-KH,
- l.G
+37.G4
+ 3G.14=Xa-l!b

- 5.G3
+29.58
+35.21=Xa-Rb

- l.G
+20.G9
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i(KH4)S04 - 4.95
{Scit SOt +11.05

jRb2-SOj —9.94
iKa, SO4 +11.05

RbCl -13.8
+ 9.0

+ 9.0G*
+ 8.04

+ 9.2 *
+ 8.04

+ 42.20
+11.14

— 4.11
—19.45
+15.34 = Xa-^XE

— 0.74
+19.45

- 1.6
+20.19
+ 21.74=Na-Eb

X.B. Fur die crste un.l zweitc Koloime vergl. die Antnerkungen auf s. 39.
Die Zahlen, die in der dritten Kolonne unter den Zahlenpaaren stehen,

Btellen die Differenzen der beiden Zahlen dar.

Daraus sielit man, dass die Difierenzen der E.M.KK., die den
Salzlosungen verscliiedeiier Kationeii mit demselben Auion entspre-
clien, in jedem. Yersuclie beinahe gleich sind.

Die erhaltenen Zahienwerte sind natiirlich nicht ganz gleieh, aber sic konnen
als sehr'gut iibereinstimmcnd angesehen wenlen, wenn man die verschiedenen
Einflusse berucksichtigt, lincl z\vnr diejenigen der Vorgeschichte oder die AVirkung
der Anionen, die zwar nur sehr klein ist, aber doch iramerhin sicher eine Eolle
mitspielt. Die grosseren "Abweichiingen bei Sulfhten jindern nichts an unserer
Behauptung, veil es sicli dabei urn terniire Salze handelt, bei velchen nicht nur
die Unterschiede des osmotischen Dmckes Oder des Dissoziationsgrades Einflits*
auf die Grcsse der E.3I.K. nusuben konnen, sondern bei welchen auoh die be-
rechneten Di£EusionsiX)tentialwerte von den wirldiehen ziemlich ljetriichtlich abwei-
chen, im Vergleich zu binaren Salze. (Vergl. Tower Tabelle 7).

Y. DlSKUSSIOX DER EltGEBXISSE.

Die Befimde von Dnbois- l leymond (s. 11) und von Lesser
(s. 128- ff.) konnen wir sehr leichfc an Hand uussrer Ergebnisse
verstehen. Den Ansichten beider Foisclier kann icli aber niclit
oline weiteres znstimmen, wenn sie die zeitliclie Yeranderimg der
E.M.K. einfcich der verniclitenden Wirkung der ableitenden Fliis-
sigkeit oder dem Absterben der Froscliliaut zuschreiben wollen, da
icli die Yeranderimg der E.M.K. vom II. Tj-j)iis fiir eine pbysio-
logische und natiirliche lialte, denn man kann sonst niclit begi'ei-
fen, warum diese Yeranderung in ihrem Yerlaufe den zweiten
Estrempunkt zeigt. (Puukfc e in Fig. 5).

Die konzeiitrierteren.Palzlosungcn wirlcen " schiidigend " Oder " verniclitend "
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in dem Sinne, dass die E.1I.K vclche der betreffenden Konzentration cntspricbt,
kleiner ist als diejenige, die dcr verdlinnleren entspricht. Aber es ist fraglieh, ob
man die Yerkleinerung der E.3I.K. ohne -weiteres als eine SchSdigung betrachtcn
darf. Wenn eine schitdigende AVirkung im wirkliclien Sinne des Wortes auftreten
wtirde so sollte sie sptiter zti Tage liommcn, indem sie immer naehr verkleinernd
amf die E.1I.K. -n-iikt. Eine solche Schadigung kann. wolil auftreten, da die
Froschhant in physiologischeni Zustand nie mit konzentrierten Salzlosungen in
Kontakt kommt. Bei unscren Versuchen begegnet man manchmal einer solehcn
Veriindenmg der E.1I.K., die man sehr wahrscheinlioh als eine SchUdigungsfolge
lietrachten kann. In folgenden Figuren sind Beispiele solcher Fiille Triedergegeben.

Pig. B

+ &O J

• 1

a

.:in,1>

Minuten

Von 0.12m x-} in 0.12m XaBr.

-r6O

>

+70
U i n u t o n

Yon 0.12m x } in 0.12m KaCl

Die Abnahme der E.M.K. am ScWuss des Verlaufes ist sehr wabrscbeinlicb
<lurcb die Sch:idigung bedingt. Man muss beachten, dass diese Einwirktmg erst zu
Tage tritt, nachdem die eigentliclie Veriinderung scnon beinahe zu Ende gekomtnen
ist (Punkt s in Fig. Cj. Da es aber unbegreifbar ist, dass die Schlidigung erst voni
Zeitpunkt s an anfangen sollte, darf man dieses Anfangsstiick der Kurve nicbt
tinffich als icinen Eepriisentanten des Verlaufes der eigentlichen Yeranderung dcr
E.M.K. betrachten. Man kann docli annehmen, dass diese Bceinflussung •wemg-
stens im Anfang nicbt so bedentend ".ist, indem man die nllmithliclie Zunanme
<ler Scb.:idigmigs£olgen in Betracht zieLt.

Dass Engelmaiiu (s. 112) beim Betropfeln der einen Ablei-
tungsstelle mit Ivoclisalzlosnugen verschiedener Konzentration oder
Wasser eine anfanglicli rasche Herabsetzung und ein darauf.fol-
gendes Ansteigen mit einem noohmaligen Herabsinken der E.M.K.
bemerkte, stimnit mifc unseren Yersuclisergebmssen vollstandig
iiberein. . • .

Beim Antropfeln verandert sich die Konzentration der ableitenden FlUssigkeit,
urn die entsprecnende Yeriinlernng der E.M.K. hDrvorzumten. Da der Diffusions.
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Eloktromotor. Vcrhalten der Froschhaufc. 43

. vorgang im allgemeinen sehr langsam etfolgt, so dass die dort herrschende Kon-
zentration eine Zeitlang beinahe konstant bleiben kann, behslt infolgedessen die
entsprechende E.M.K. nuch eine Zeit Ling einen beinalie konstanten "Wert. Dass
eine gleichnitige YeiSnderung beim folgenden Antropfeln nochmals auftritt, lasst
sich olme weiteres begreifcn, da die Konzentration der ableitenden Fliissigkeit
dadurch wieder eine Verttnderung erleiden muss. Die Tatsache, dass die E.1I.K.
bei wiederhqltem Antropfeln immer mehr, bis zu einem gewissen Grade zunahm,
ist dadurch erkliirlich, dass die eingetropfelte Fliissigkeit schnell von der Ablei-
tungsstelle nbfliesst und die Veriinderung der Konzentration der ableitenden Fliis-
sigkeit sehr wahrscheinlich. den Bereich der stiirkstcn YVirksamkeit niclit iiber-

' schritt. Dass das YVasser bei solcher Yersuchsanordnung am stSrksten negativie-
rend wirktc, konn man von demselben Standptmkto aus verstehen.

Die ausgezeichnete Eeversibilitut bei Engelmann's Untersucbungen kann wohl
darauf zuruckgefiihrt \rcrden, dass der i)bj-siologisclae Zustand der Froschliaut gut
erhalten war, weil sie vorsiclitig aufbewahrt war und̂  ausserdem die Ableitung nur
von einer kleinen Partie der Haut gestattet worden war. Ich babe auch einige
Yersuche iiber die EeversibilitSt ausgefiihrt. 13ei solchen Yersuchen war die
Grosse der E.M.KK, die derselben Konzentration entspreohen, je nachdem ver-
scliieden, ob das Wcchseln der Ableitungsfliissigkeit in aufsteigender oder abstei-
gender Konzentrationsreihe stattfand, und zwnr waren die E.JLKK. bei absteigen-
der Heihe griisser als die entspreohenden bei aufsteigender Eeihe, so dass die x-
C-Kurve der absteigenden Eeilie tiefer steht. (Ygl S. 38).

Nan "tt'ollen wiv anf die Diskussiou der Theorie der Elektrizi-
tatsproduktion in Organismen eingehen, bevor -\vir vei-suclien, wie
man unsere Versuclascrgebnisse inifc den bekannten Ersclieinungen
in Znsammenliang bringen kann.

Unter den Theorien, die bis heute aufgestellt worden sind, soil die Alteration3-
theorie zuerst genannt werden.

Die Theorie ist insofem sehr leistungsfiibig, als sie verschiedenartige Er-
scheinungen von einem Gesichtspunkte aus begreiflich erscheinen I:tsst, was darauf
zuriickzufuhrcn ist, dass sie vom reinen physiologischcn Standspunkte au?gelit.
Der prinzipielle Zug der Theorie, niimlich dass alien bioelektrischen Phiinomenen
irgendeine Yeriinderung nn dem betreflenden Organ zugruhde liegen muss, kann
wohl immer als ein wichtiger • Gedanke in der Physiologie gelten, wenn es aueb.
noch fraglich ist, ob die •' Alteration" der eine und alleinige Grund der bioelek-
trischen Ersclieinungen ist. Wie dem aber auch sein mag, so hat die Theorie
doch keine Moglichkeit zu erkliiren, wie die Alteration die Elektrizitxtsproduktion
benorruft Oder begleitet,—mit anderen Worten, ob die Alteration selbst der
elektrizitatsproduzierende Yorgang ist, cder ob die ElektrizitiitsproduktiDn nur eine
mit der Alteration gleichzeitig auftretende Erscheinung ist, Oder ob die beiden
Yorgiinge in tinem kausalen Zusammenhange stehen; d.h. man kann dureh diese
Theorie nicht erkennen, ob eine ;direkte Yerkettung zwischen beiden YorgSngen
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vorbanden ist. Zudem bleibt tms nocb ganz unklar, was man unter tier " Altera-
tion" verstehen soil. Die Tbeorie kann uns erst befriedigen, -srenn Hie die obigen
Frngen beantworten kann, indem sie im cliemischen Oder pnysikochemiscben Sinne
unchweist, •vvas sie nnter der Alteration vcrstnnden •wissen will.

Dann kounnt die Membrantheorie im Betracht.
Der Begriff der Membrau in den Organisnien kann seltf xim-

fangreich sein, wenn man sie vom funktionellen Gesichtspunkte aus
definieren will. ("Vgl. Zangger, Loewe). Wir konnen nacla deu
verschiedenen Tatsachen aunelimen, dass alle pliysiologischen Er-
sclieinungeu ohne Membranen im weiteren Sinne des Wortes xiber-
Laupt'nieht zustande kommeii konnen, sei die' Membran nun ein
anatomiscli, definierbares Gebilde, oder sei sie nnr eine funktionell
airftassbare Beschaflenlieitsverschiedenlieit an der Grenz3 der
•lebendigen Elemente. •

Der Begriff der Membran in der MembrantLeorie der Elektri-
zitiitsprodnktipn in Organismen ist aber ein ganz besclininkter, nnd
zvrav niclifc nubedingt notwendiger, wie der Begriff der ilembran
im weiteren Sinne.

Berns te in (S. 527) uml Hiiber (S. 570) stellen sich vor, dass die bioelek
triscben Erscneimingen nnf cine Art Konzentrationskette zuriickzufiibren sin-J
intlem sie—Eicb. der Hypotbese von "Wil. Ostwald nnscbliessend—eine selek-
tire Permeabilitat der Membrnn d.b. cincn grossen Unterscbied der Ionenwande-
rungsgesebwindigkeit in der ilembran selbst, sogar eine Uridurchliissigkeit einer
Art Ionen durcb die Slembran annebmen.

Die Membran wiiCl nacb ibrer Anmbme von beiden Seiten ber von den
LOsungen e ines Salzes aus versebiedenen Losungsmitteln beriibrt. Da. die sog
Verteilungspotentiale in dem Sinne von L u t b e r und van L a a r an den beiden
Grenzen Null Eein sollen, tritt bier nur ein DiliEusionspotential in der ilembran
selbst wegen des tmgleicben Verteilungsverbiiltnisses des Salzes an den beiden
Grenzen tiuf. Angenommen, dass die W'andcrungsgescbwindigkeit von Anion 2\uU
ist, d.b. v = 0 gesetzt wird, so ist dieses; Potential, vrelcbes durcb die bekannte
Xernst'sobe Formel aasgedriickt -n-ird, ciner Konzentrationsketten-formel gleieb. tl.b.

Die eigentliohen Sacbverbiiltnisse zeigen aber nooh kompliziertere Beziebun-
gen, nnH. infolgedessen soil man strenggenommen bier nicbt obige Nemst'scbe
•Formel, sonderen die Pknk'scbe (s. S. 17) anwenden. Falls man die Nemst'scbe
Formel als nnniiberncl anwenclbar nnnimmt, so treten der Tbeorie docb mebrere
Seb-\vierigkeiten entgegen. 1). Die Hyjiothese von Ostwald ist scnon Linge
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Elekfromotor. Verhalten der Froschhaut. 45

bezwcifelt worden, (Walden, Kcrnst) , imil man' kinn die tier Hypothese
zugrunde liegenden Erseheinungen nuf nndere "Weise nuffassen, so dass diese sclir
tinwahrscheinliche Vorstellung nicht mehr notig ist (Vgl. B e u t n e r , R e i c h i n -
.stein). Also ist die Annahme von v=0 sehr unwahrscheinlich \md nicht not-
wendig. 2) Die logarithmische Abhangigkeit der E.1I.K. Yon der Konzentration,
wie sie die Konzentrationskette verlangt, ist—ein wcsentlicher Punkt der Tlieorie
—noeh niclit tatsKchlich bewiesen worden. Venn man die Abweichungen der Ver-
snchsergebnisse von dem Gesetze doch dnrch verscliiedene Annaimen (z.B. die
Verletzimg der selcktivcn Fermeabilitiit tlnrcli die Einwirkung der Salzlosung
II.S.TV.) begrt-iflich mnchen will, begegnct man d;ibci noch'einer merkwiirdigen
Tatsaclie, die Br i in ings (S. 409) gefimden hat, mmliclx'dass die E.AI.K. des
Verletzungsstromes fast unabliiingig von der Konzentration der inter- xincl intra-
nbrilliiren Fliissigkcit ist. Um dies zn erklitren, will man die PJank'schen Formel

ET u ,+v ,
* - F 0 S « . J + v ,

z-nr Anwendung bringen (Hiiber, S. 5S7). Die Bedingungen, die die Formel vor-
srassetzt, sind fiber bei den Organismcn niclit erfullt. Venn man trotzdem die
Anwendung dieser Formel fiir alle bioelektrisclien Erscheimmgen zur Geltung
bringen will, wird man zur Annnhme einer nooli bescliriinkteren selektiven Per-
meabilitiit, tl.li. nur einer Permeabilitiit fiir ein Kition, das in den Gewebeele-
menten entbalten ist, genotigt. Diese Annahme ist doch sehr unwarschienlich, di
\vir nnch B e u t n e r nnd tmseren Versnchen die vollstandige EeversibilitSt der
bioelelrtrisclien Potentialdifferenzen gegeniiber den verscliiedenen Kationen
kennen. 3) B e r n s t e i n meint eine sichere Sttttze fiir seine Theorie erlialten z\x
haben, nls er eine geradlinige AbliKngigkeit der E.H.K der Verletzungsstrome
des Muskels von der absolnten Temjieratur gefunden hat. Aber eine solcho
Abhiingigkcit kann t«ich bei anderen Kettemrten vorkommen, wenn die sonstigen
Eedingnngen, wie die 'NVanderungsgeschwindigkeit oder die Konzentration der
f.bleitenden Fliissigkeit u.h., konstant bleiben, wie B e r n s t e i n es angenommen hat.

Jedenfalls kijnnen wir vins niclit einfach der Jlembrantheorie anschliessen,
zumal da wir dahei noch auf andere, von der Theorie nicht erkKrte Tatsachen
vrie z.B. den kleinen, doch umgekehrten Yerletzungsstrom beim Ivaliummuskel
xi.a.—;stossen, welche sich alle nach unserer eigenen Theorie (Vgl. ttichstfolgende
Abhandlnng) leicht erklaren lassen.

Die Theorie von Ga lo t t i stellt nnch eine Abart der llembrantheorie dir.
Wir haben kcinen Grand, die irreziproke Permeabilitat nnzunehmen. (Vgl. die
bald folgende 3Iitteilnng Uber die Permeabilitiit der Froschhaut).

Die Theorie der Phasengrenzkriifte (Haber, Haber uncl Klemensiewicz)
scheint uns aussichtsreicher zii sein, da. man nach tlicser Theorie die verschiede-
nen Vornnssetziuigen der llembrantheorie, die uns imannehmbar scheinen, nicht
notig hat. Sie setzt aber vorans, dass die Konzentration in der wasserunlcslichen
Phase immer konstant bleiben muss, nnd verlangt auch die logarithmische
Abh'.ingigkeit der E.5I.K. von der Konzentration in der wiisserigen Phase. Es
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fragt sich, ob diese Yoraussetzung in den organisieiten Gewebcn crfiillt werden
kann, besonders vrenn man die ableitendc Fliissigkeit wie bei unseren Versuclien
wechselt.* Auf alle Fiille konnen unsere Yersuchsergebnisse nicht einfach nach
dieser Theorie bcgtiffen werden, da die verlangte logarithmische Abhlingigkeit
darin nicht zu linden ist. Dies war auch der Hauptgrund dafur, dass Beu tne r
cine neue Theorie des Verteiluncjspotentials** hat. Bis Beu tne r hat die Theorie
der Phasengrenzkrafte nur die Moglichkeit angezeigt, dass die bioelektrischen
Erscheinungen dadurch mit bekannten physikochemisclien Erscheinungen in
Zusammenhnng gebracht werden konnen; aber es fehlte an exakten quantitativen
Untersuchungen fiber die logarithmische Abhiingigkeit der E. JI.K. von der Kon-
zentration. Kach den experimentellen Abweichungen von diesem Gesetze schloss er,
dass man das Postulat der konstanten Ionenkonzentration in der wasserunloslichen
Phase fallen lassen muss. Er stellt sicU vor, dass eine Phasengrenzkraft durch.
die ungleichen Veiteilungsverhiiltnisse der Salze zwischen den boiden Phasen
auftritt. Diese nicht proportionale Verteilung, die cr durch Schi'ittelversuch
elektrometrisch angeblich beststigt gefunden hat, vrird von ihm irgendwelchen
chemischen Umsetzungen zwisehen den Salzen in den beiden Phasen zugeschrie-
ben.

Beutner'sche Yersuche an den " Oel "-Ketten bieten uns ein sehr lehrreiches
3Iatcriil von Tatsachen, und sein Gedankengang saheint uns sehr aussiehtsreieh;
ob'-volil unsere Yersuohsergebnisse nicht ohne weiteres nach seiner Theorie be-
grcifbar sind, wcil nach ihm keine Extrempiuikte in den tf-log (C)-Kurven zxi
erwarten sind, mussen wir dem prinzipiellen Zug seines Gedankenganges doch
immer Ecachtung zollen, zumal weil seine " Yerteilungsverhiiltnisse " und unsere
" Adsorbierbarkeit" (Vgl. unten S. 51) in 'VVirkliohkeit einander ganz nahe stehen.

Neuerdings will Eosny i von dem ritandpiinkte aus dass die Griinde der
Imiiermeabilitat einer Membran fiir Salze darauf zuruckzufuhren seien, dass die
Membran salzlos oder salzarm ist und die Salze in der Membran unloslich sind,
die bioelektrischen Erscheinungen als hauptsSchlich von der Diffusion bedingt
deuten. Die Yoraussetzungen selbst sind einander vidersprechend.

Wir haben da^it geselien, dass alle Theorieu der Elcktrizitats-
produktion in den Organismen, die bis jetzt vorgebraclib Trorden
sind, tins niclit befriedigen konnen, ausgenommen dass die Beut-
ner 'sche u ns selrr aussiclifsreich erscheinfc. So bleibfc uns nur ein
moglicLes Erldarungsprinzip iibrig: die Axmahme eines Adsorptions-
potentials, -\venn man voraussetzt, dass die den bioelektrischen

* Cremer'sche Theorie nimmt eine MitteLstellung zwisehen der Hembran-
theorie und der der Phasengrenzkriifte ein.

* * 3Ian muss hier bcachten, dass die Beutner'sihen Yerteilungspotentiale von
den friiheren Verteilungspotentialen im Sinne von L u t h e r (Ygl. v. Laar) Oder
v. L a a r (s. 117) gnnz verschieden sind.
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Erscheinungen zugrunde liegenden Yoi-gange i>hysikocheiniscbe

seien, was sehr plausibel ist. t>a TO* aber noch zu wenig genaue

Kenntnisse iiber den Mechanismus der Adsorption haben, ist es uus

unmoglich, eine exakte physikoehemische Tlieorie der Adsorption

selbsfc auszubauen. So rnussen wir vorlaufig daiuit zufrieden sein,

allgemein zu priifen, ob die Annahme eines Adsorptionspotentials

umfassender nnd hypothesenfreier die bioelektrischen Erscheinungen

physikocheinisoh begreifbar mnclien kann.

"Wenn man sieh den Fall vorstellt, dass das Salz aus der Liisung adsorbiert
wird, tritt gleich die Frage auf, ob dabei nur molekulare Adsorption stattfindet,-
mit andem Worten, ob in der Lcsung die dissoziierten falzionen paarweise mit
den undissoziierten Jlolekeln zusammen adsorbiert werden. oder ob die Ionen eine
selbststa'ndige Adsorbierbarkeit besitzen. Aus bisberigen Erfabrungen scbeint uns
die Moglicbkcit der letzteren Annahme bervorzugehen. Aber diese scheinbare
Selbssta'ndigkeit kann man von einem nnderen Gesiebtspunkte aus gut erktiren, so
class man sich nur die molekulare Adsorption vorzustellen braucht.

Jedenfalls ist abet die Adsorptionsfiihigkeit der Salze viel kleiner, als die der
viel tintersuchten organiscben Verbindungen. Saber ist als erste Frage zu unter-
suchen, welche Gesetzma'ssigkeiten bei einer soleben kleinen Adsorption" anorgani-
scher Sake herrschen. Es wurde von Schmidt , Arrbenius , xind Jin re her-
vorgeboben, class bei der Adsorption eine Siittigung vorkommt, und die bekannte
exponentielle AdsorX'tionsLsotherme soil nieht mit den Untersuchungsergebnissen
ilbereinstimmen.

Marc hat dieses Verbaltnis eingebend nntersucht xmd gezeigt, dass bei der
Adsorption derjenigen Substanzen, bei denen die Siittigung sebnell eintritt, die
Adsorptionsisotherme von friiheren Autoren mit den Versuehsergebnissen nieht
iibereinstimmt, so dass nur die Anfangswerte eines Versucbes durcb die alte
Exponentialformel oder die Formel von Schmidt, u.a. ausgedriickt werden kOnnen,
wiibrend die Endwerte desselben Versucbes fast konstant bleiben. Sie Adsorp-
tionsisothermen beruhen alle auf besonderen Voraussetzungen. Bass nur die
Antangswerte der Versuebsergebnisse durcb diese Isotbermen aasgedriickt werden
konnen, wiibrend die Endwerte vollstiindig von diesen Formeln abweichen, betleutet
cm£ich, dass diese Formeln mit den Exi>erimenten ubereinstimmen, solange wie
die Experimentsgebiete von dem Siittigungszustand weit entfernt sind, so dass die
Voraussetzungen der Formeln in 'Wirklichkeit nieht richtig sind, falls man den
ganzen Adsorptionsprozess im ganzen Yerlauf als einen kontinuirlichen betracbten
will, wie es docb gescbeben muss. Ich babe die Zahlenwerte von H a r e gemu
untersucbt Una eine ganz einfache Formel gefunden, die trotzdem die gewonnenen
Zablenwerte gut -sriederzugeben vermag:

Sie Formel ist:

Hierin becleutet m die adsorbierte Jlenge, A die Siittigungsmenge, C die Konzen-
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tration der Losing bei dem Ad.sori>tionsglcichgewichte, fc,ein3 Konitante.*
Dass diese Formel in sehr befriedigender "Weise die experimentellen Ergebnisse

(Uisdrucken'kauri, Trinl in den folgenden Beispielen gezeigt:

I Foinceau B R an Biriumsulfat. (Marc , S. G25)

m ' •

. c

0.019
0.033
0.011

. . . 0.019 •
0 032
0.011
0.018
0.034
fifiit

o.oos
O.O0G7

0.0043.

0.0033

0.0025

0.0024

0.0013

0.0003 .

11

c

0.048

0.03S

*Diese Formel

t ialgleichnng

gefunden

U.051 . .

0.017

0.019

.. 0.019
n r\" Q

0.019
0.052 .
0.040 .
n (if a

0.042
0.032
0 020
0.021
0.0155
0.013

. 0.006
. . 0.009

bereclinet nach
m=kCa-
n = 0!l8G

log k=0.8555
.

_ —

• . .

• . . . .

0.012 ' .
0.036
.0.025 .
0.020
O.015G
0.015
0.009
0.007

Fatentblau an Strotiumkiirbonat (Slarc ,

gefunden

0.05.2
. . 0.052

i n

berechnet nach
m = k O

n = 0.491
log k=0.0128—1

0.0G9
0.061. . '

gilt liier nar als cine empirische. Die

cm
-=—= k'A-c) :

CO v '

berechnet nacli .,
m = A( l - e - t c )

A = 0.052
k = 0A63G

0.0419 .
0.0497
0.0511 '
0.0495
o n to?

0.0409
0.0193 ;
0.0198 , .. . .
n n trs . .

0.0377 . . . . . . - •

0.0342

0 026 •

0.0215

0.0175 .

0.017

0.010

O.00C5 ..

S. G53)

berechnet nach

A'l—e-fcC)
k=0.113
A = 0.052 •
0.0518
0.0513 .

Fraga ob die Differen-

• . - . . . .

m = A fiir c = w
ileren LOsung eben die obige Formel ist, thermodyminisch begriindbar ist, bleibt
o£fen. . . . . . . . .
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Elektromotor. Verlialten der Froscliliaut.

II Patcntbhn an Strotiumkarbonat—Fortsdzung.

c

0.029
0.017
0.014
0.010
0.0072
0.0053
0.0042
0.0031

• gefunden

0.051
0.043
0.03G
0.030
0.029
0.025
0.021
0.017

berecbnet nach .
m = k O .

. n= 0.491 ;

Iogk=0.0128—1
0.054
0.041
0.038
0.032
0.027
0.023
0.021
0.018

berechnet mch.
A(l-e-kC)

k=0.113
A=0.052
0.050
0.0445
0.0414
0.0352
0.0235
0.0235
0.0200'
0.0158

Tin nun die Adsorbierbarkeit der Silze arts den Ltisungen im nllgemeinen
klein ist, muss die Sattigung dabei relativ friih. zustnnde kommea, so dnss die
Adsorption bei den SMzen (lurch obige neuo Formel jiusgedruclrt werden muss.

Bei nnseron Versuclien Avollen wiv also annelinien, dass die
Salze aus den LSsitngen an der Frosclilmutoberflachs nacli der
obigen Forniel adsorbierfc Averden, und doss dabei A nnd h je nacli
<len Salzarten veischieden sind, obwolil es sich immer nocli fragt,
ob die Adsorption an eiuer Fliiche nacli demselben Gesetze erfolgt.
Da Avir wolil annehmen konnen, dass die Konzenh-ation der
AdsorptiossclncM proportional der adsorbierten Menge sei, so rnuss
die Konzenh'ation der Salze an der Oberflache der Haub

sein. •

Pie Adsorptionsscbicht bildet sehr •wahrscheinlich eine heterogene Phase den
K\isseren Losungen gegeniiber, nnd -n-enndie E.AI.K. zwischen der Adsorptions-
scbicht nnd der Losung als cine. Phasengrenzkraft betrachtet werden konnte, so
•niirde die Abhlingigkeit der E.3I.K. von der Kqnzentratiqn (lurch die foJgende
Tormel nusgedriickt iverden:

ET

Dann zeigt die *-log (C)-Kurve -\veder G r e n z w e r t nooh E x t r e m p u n k t .
Also die Annnlime, dass das Adsorptionspotential sicb. wie eine' Grenzkraft
•veihalten wiirde, ist nicht licbtig.

Neuerdings hat E e i c h i n s t e i n uns auf diebesonderen Eigenschaften der
Adsorptionssehiclit mifmerksam geraacht, indem fir dadurch verschiedenartige
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50 Kunislriko Hashida:

Erscbeinungen, welcbe fcicb an der Grenze heterogener Fhasen abspielen, einbeit-
licli zu erkliiren versucbte. Sein Gedankengang sclieint uns selir plausibel zu sein,
weil dadurch die jnannigfaltigen Erscbeinungen, die bisher noch unklar geblieben
sind, von einem 1»stimmten Stnndpunkte aus leioht begreiflicli gemaclit werden.

Diese Theocie riift bei tins grosses Interesse bervor, einmal weil sie sicli selir
gilt zuttefEend auf die bioelektriscben Erscbeinungen amvenden liisst, lind zweiten*
deswegen, weil die Adsorptionsscbicbt als niclits anderes zn betracliten ist, als die
Membran selbst im weiteren fitnktionelleu Sinne.

Eei unseren Versuclien fehlt es noeh an Jlateriil, nm diese Theorie quanti-
tativ anzrrwendeii. Aber %venn man sicli vortiiiiig mit den qualitativen Bezie—
hungen begniigen will, kinn man unsere Versuchsergebnisse senr gilt versteben.

Wir wolleu mm analog mit Beichinsteiu anuehmen, class au
der Jroschlinutobevflaclie die Salze ans den Losungen adsovbiert
werden. Diese Salze befinden sicli in der Adsoi-ptionsschiclit in
Form der Losung, und eine organiselie unbekannte Substanz lost
sicli aucli. in dieser Scliiclit aiis der Hiiutoberflache lieraush-etend
auf. Die Salzkationen bilden mit der organisclien Substanz eine
Art von Komplexionen, die mit den iibrigbleibenden Anionen der
Salze zusammen elektrisclie Neutmlitat in dieser Scliiclit erlialten.
Die auf diese Weise versclivrindenden Kationen werden duvcli
Difiusion aus der Losuug ersetzt, walirend die Anionen in der
Losung zuriickbleiben, da sie sclion in der Adsorptionsscliiclit in
geniigender Menge vorlianden sind.

Diesen Gedankengang kann.man annabernd folgendenveise analytiscb formu-
lieren. Wir wenden als iiussere Ableittongsfliissigkeit die Losimg irgendeine*
&ilzes—MS—an, v.0 M das Kation, S das Anion bedeiitet.

Dann soil die Konzentration C des iidsorbierten Salzes in der Adsorption*-
schiebt proportional der adsoribierten Snlzmenge sein, d,U.

C = A(l-e-^C)

wenn man j£it C die Konzentration der Uusseren Losung bezeiclmet. Iufolgedcssen
ist die Konzentration der Ionen in der Adsorptionssehiebt

C=A/(c)(l-e-"C)

vo f(c) den DL->sozLitionsgrnd des Ealzes in dieser Sebicbt bedeutet. Kacb unserer
Annabme bildet das Kation M' init der organisclien Substanz S eine Komplexion,.
also

Ivich dem Gesetz der cbemiscben Statik gilt dann
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Elektvomotor. Verhalten der Froschhanfc. 51

"Worn die Konzentration von X beinnhe konstant bleiben wiinle, was man wohl
annehmen kann, wenn die Loslickeit von X sehr klein ist, dann ist

-Oder

d.h. die verschwindende Mtnge von M' ist der Konzentration derselben [XI'] pro-
portional, rm;l zwar

Diese ilenge von M'.wird durch Diffusion mis der LOsnng ersetzt, um. die
Bedingung

z\i erfiillen. Da die geniigen:le ilenge &* sicli schon in der Adsorptionsschiclit
befindet, bleiben dabei die Anionen in der Losung.

So tritt eine Doppslscliicht auf, deren Belegung,-iiifolgedes3en
die Potentialdifibrenz-iingefalir als proportional der Menge der Ionen,
die diese DoppelscLiclit axisbilden, augesehen werden kaiiD, d.h.

Aber das Sacliverhviltnis ist wohl in 'Wirklichkeit noch viel verwickelter, un;l
•wir kiinnen sehr •wrohl nnnehmen, dass sich viel kompliziertere chemische Eeak-
ti;nen in der Adsorptionsschicht absjiielen, die nlle nuf die Aiisbildung der elektri-
Kchen Doppelschicht irgendwie Einfliisse ausiiben. 'Welche Prozesse nucli dabei
die Haiiistrolle spielen mcigen, so konnen wir doch leicht erkennen, diiss die
bioelektrischen Erscheinungen—ancli wenn wnsere obige Annahme richtig wiire—
nnter keinen Umstiinden durch eine eintiche Formel mit qxwntitativer Genauig-
keit r.usgedriickt werden konnen. Es raussen also die eigentlichen Potentialdif-
ferenzen etwa durcli die Formel ansgedruckt werden:

/j(C) ist eine xinbekannie Funktion der Konzentration der finsseren Ableitungsfliis-
Kigkeiten, -und soil als Faktoren einen physikochemisehen Ausdruck der "Schii-
digimg," der Yeiiinderung der Permcsibilitiit u.a. enthalten. Die Kurven in der

, folgenden Figur stellen diese Forrael mit beliebig nusgewiihlten 'Werten der Kon-
stanten dar.

Dabei ist nach Arrhenius

gesetzt. Diese Auffiissung ist vielleicht hier nicht genau zutreffend, da die Salz-
losung in der Adsorptionsschicht stark konzentriert sein soil; aber sie mag docli

' vorlanfig genugen, weil wir hier nur die qualitative Seite des Sachverh:iltnisses
erkermen wollen.

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/21/874170 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



52 : Ktmishiko Hashida

Fig. 11.
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II. •n-=80/(c'.,)(l-e-soc:)-0

Einbeit von C = 0.1

Diess Kurven sind denjenigen vollstiindig iibnlicL, die in den
Tafeln rSr-VI wiedergegeben sind, und nnsere theoretisclien Fol-
gerungen konnen in qualitative! Hinsiclit als zutreffend betraclitofc
werden.

Eei unseren Versuchen Cndet man in einigen Fallen, bcsonders bei den Salzen
mit Ideineren AVirkungen, dass die E.M.K., die den kleinen Konzentrationen ent-
spreclien, grosser sind als diejenigen, die den nacbstkonzentrierten Losungen ent-
sprecben. Diese Tatsaclie ist wobl dem Umstande zuzuschreiben, class.die Salze
aus der Haut selber berausdifCundieren. (Vgl. S 23). Diese Menge Salze soil aber
sebr Idein sein und kann nur bei Ideineren Konzentrationen der Ableitungsfliis-
sigkeiten merkbare Einfliisse ausiiben. Aber dass die Potentialdiilerenzen bei ver-
diinnteren LJisiingen betriiclitlicli von der logaritlimiscb.cn AbbSngigkeit von der
Konzentration der Ableitungsfliissigkeiten abweicben, darf man nicbt einticb au£
die Veninreinigung der Ableitungsfliissigkeit zuriiclrfubren. (Vgl. Beii tner, 1913 a
S. 75)

So sind wir bei dem Punkte angelaugt, -\venigstens bei I'rosch-
luiut annehinen zu konnen, dass die Adsorption der Salze der dem
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Elektromotor. • Yerhalten der Froschhaut. 53

e.m. Yerhalten derselben zngrundo liegoude,•'•wesentliehsts Prozess
ist, • • • . . . . . .

AVir wollen nunweiter piiifeu, ob mm dadurcli anJere Tsit.sa.chen begreilicb
rcnchen kann. In erster Linie kommt tier Yerlnuf der Yeriinderucgen iler E.5I.K.
beimAYechscln der a'usseren ableitenden Fliissigkeiten in Betr.icht. Was ist die
Konseciuenz obiger Annahme ? Die Yeninderungen der E.1I.K. lieim Wechseln der
nbleitenden Fliissigkeiten mQssenJzeitlicliaunlog dor Adsorption verl>v.i£en.
unserer Formulierung ist

Fur c=cc x = A
wo x die ndsorbierte Menge der Ealze bedeutet. Es i»t belcannt, das* der zeitliehe
Verlauf der Adsorption vmter sonstigenlkonstantcn Bedingivngen durcb die folgendo
Gleichurig definiert wird

j
Fur t = oo x=n. )

Bei unsercn Versuchsanordmingen ist die iiussere Ableitungsfliis.sigkeit moglichst
in Euhe erbalten vrorden. So muss -\vegen der Adsorption die Konzentration der
iiusseren Ableittingsfliissigkeit ganz in der Krilie der Hatitoberflitche zuerst Ter-
mindert werden, <Tamit die dadurcb. entstebenden Konzentrationsgefiille durch die
Diffusion von entfernter Stelle atisgegHcben werden. Es handelt sicb aLso hier um
einen DifEusionsvorgang zwiscben zwei Greiizfl;icben niit der Bedingung, dass die
Konzentration in einer Grenzfliicbe konstant bleibt, wiilirtncl die in der anderen
Grenzfliicbe zeitlicb. veriinderlicb ist.

Analytiseb ausgedriiclct baben wir also die folgende Gleichim3 :

. ct ~ cx-
c = co fiir t=o
c = c,, „ x=o
c = f(t) „ x = s

wo c die Konzentration, s die Lage der Hautoberfliiebe bedeutet. Da wir aber eben
die Funktion f(t), die selbst vieder von den Gleich\ing€n (1) und (2) bedingt ist,
zu fmden haben, kennen wir die Diflerentialgleicbung nicht aufliisen. Wenu man
aber unter vereinfaebten Bedingungen das Problem zu ISsen versuebt, kinn man
annSherungsweise ableiten, dass die zeitliebe Yerlinderung der Konzentration an
der Hautoberfliiche, und infolgedessen aucb die Yer'inderaug der E.3I.1C, als eine
Sumtne der Exponentiilfunktionen dargestellt •werden kann; und man kann axicb.
zeigen, dass die Yersucbsergebnisse wirldich in die Exponentialfimktionen zerlegt
werden konnen.*

* Die analytiscbc Ableitxin^ mid die Analyse der experimentellen Kutveu
werden demniiebst tnitgeteilt.
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:54 Kunishiko Hashida:

Daraus konnen wir schliessen, dass der zeitliche Yerlauf der
Yeranderung der E.M.K. beim "Wechsal der Ableitungsfliissigkeifc
wesentlich von der Adsorpiion nnd der Diffusion bedingt ist.

Das Yerlialten gegen LiCl-Losung kcniien vrir uns vorlXufig nicht geniigend
erkliiren. Dabei kann die physiologiscke Yerwandtschaft von Li und Kn eine
wesentliche Rolle spielen, nn;l infogcclesscn die zeitliclie Veriindenmg der Kou-
ztntration in der Hautoberfliiche xid komplizierter sein.

Kurz gesagt, konnen wir unter der Annabme, dass die Adsorp-
tion das wichtigste Moment bei den e.m. Areranderungen darstellt,
fast alle Besonderheiten in unseren Yersuclisergebnissen gut be-
gi'eifen.

wird sehcn, dass imser Gedankengang dem von Beu tne r sehr nahesteht,
wenn man beriicksichtigt, dass das " Yerteilungsvertaltnis " von Beutner mit der
" Adsorbierbarkeit" sehr venvandt ist. Aber die Annahme tics Adsorptions-
vorganges crmcigliclit es tins, tlie SacliTCrlililtnisse sehr leicht und exakt zii
crkennen. (Vgl. die Schlnssbetraehtung in der nichsten Mitteilung.)

Hiernach konnen wir die Yerschiedenheit der Kationwirkungen
folgendenveise begi'eiflich maclien. In Versuchen iiber die Per-
meabilitat Labe ich konstatiert,^ dass schwach wirksames Salz,
z.B.'KCl, leicht durch die Froschhaut durchdringt. Danach kon-
nen wir uns wolil vorstellen, dass Ealiumsalze leiclit in der Haut-
substanz und selir •walirsclieinlicli wenig an der Hautoberfliiche
adsorbiert werden. Also ruhrt die Vei-schiedenheit der Kation-
wirkungen einfa-cli von der Verschiedenheit der Adsorptionsfaliigkeit
der Salze her, die die betreffenden Kationen enthalten, Aveil die
Verieilungspotentiale im Sinne von Laar und Lutlier von der
Konzentration der Losungen sehr wenig abhangig sind, so dass
die Loslichkeit der Salze auf die Grosse der E.M.K. im Verhalt-
nisse zur Adsorption nnr Aveuig Einfluss ausiibsn kann. Nacli
unserer Theorie ist aber die e.m. Wirksamkeit nicht nur von der
Adsorption allein bedingt, sondern auch von der Grosse der che-
misehen Umsetziuig, d.li. die schwach wirksamen Eationen verbinden
sich mit der organischen Substanz in der Haut nur schwach, wiihrend
die stark wirksamen Salze grosse chemische Umsetzung hervorrufen.

* Daranf beziigliclie Yersuche werden bald nusfiilirlioh mitgeteilt.
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Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. 55

Nach unserer Aunahine ist die Unabhangigkeit des e.'m. Ver-
haltens von den Anionen ohue -weiteros klar, da der dabei zugrunda
liegende Prozess das Yerschwinden der adsorbierten Kationen ist.
Es ist auch schon .bekannt, dass bei vielen Kolloidalprozessen
einmal nur Anionen itnd einmal nur Kationea die Hmiptrolle
ausiiben. Ferner ist leiclit zu versteheD, warnm diese Unabhangig-
keit keine absolute ist, da die Anionen aueli in der Adsorptions-
schicht,- -nenn auch sehr schwach, an den koinplizierten chemischen
Yorgangen teilnehinen konnen. i

Die Abkingigkeit des e.m. Verhaltcns der Froschhaut von der Temperatur ist
schon langst bekannt. (Bach vmd Ohler, v. Gendre, Bay l i s s tmd Brad-
ford.) L e s s e r (S. 137), der spSter die genaue bezugliche Untersuchung aus-
fiihrte fand, dass die E.M.K des Froschhautstromes nicht einfach propotional der
nbsoluten Temperatur ist, sondern dass sie mit der Temperatursteigerung mehr
znnimmt, als der Proportionality; [entsprechen wiirde. Nach unserer Theorie ist
der Hauptgrund fiir das e.m. Verhalten der Froschhaut die chemische Eeaktion,
die bekanntlich mit der Temperatursteigerung in der Eegel starker •rc-erden kann.
Das Ansteigen der E.5I.K. des Froschhautstromes kann also auch stattfinden, wenn
die Adsorption wie in gewohnlichen Fitllen mit der Temperatursteigerung ahnimmt,
weil die Verminderung der Adsorption gewb'hnlich TerhSltnismassig Idein ist, so
dass sie durch die Steigerung der chemischen Eeaktion sehr gut uberkompensiert
vrerden kann. Gerade die Jlerkwiirdigkeit, dass nach Lesse r die Einflusse der
Temperatiirsteigerung ein Optimum zeigen, diirfte nach obiger Vorstellung leicht
begreiflich sein.

Lesser (S. 142) hat die rroschliaut als zweifachen Sitz der
E.3I.K. betraclitet. Diese Annabme scheint tins ganz richtig zix
sein. Nacli tinseren Betrachtungen muss die Hautinnenflache auch
dasselbe Verhalten wie die Hautoberflache zeigen, da sie auch eine
heterogene Trennungsflache darstellt, obwohl graduelle Yerschieden-
lieit dabei natiirlich vorkomnien kann, wie man schon an der
sclrwachen "Wirksamkeit der Hautinnenflache bemerkfc hat. Das
Yorkomuaen dieser doppelten E.M.K. haben wir schon voraus-
gesetzt (Ygl. S. 33); dass die Hautoberflache sich im Wassar oder
in verdiinnten Losungen positiv der Hautinnenflache gegeniiber
verhalt, wahrend die Negathitiit der letzteren mit der Konzentra-
tionszunahme zuin Yorschein kommt, kann man nur durch obige
Annahme begreifen. Die schwache Wirksamkeit der Hautinnen-
flache riihrfc wahrscheinlich davon her, dass diese von einer semi-
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56 Kunisliiko. Hasliida :

permeablen Membran bedeckfc ist, so dass nur eino kleine Mengo
Salze mit der Zellsubstanz direkfc in Beriihrung kommen kann.

. Es isfc natiirlich cine Grundfrage, ob alien bioelekhisclieu
Erscheinungen . dieselben Prozessa zugrunde liegen. Dass die
eigentlicho Qnelle der bioelektrischen Erscheinungen die Ioueu
sind, die in den sich beriihrenden Phasen enthalten sind, isfc
eelbstyerstandlich; aber die elektrischen Doppelsclrichten, die diese

: Ionen ausbilden, konnen anf verschiedene Weise hervorgerufen
tverden. Infolgedessen darf man nicht einfacli eine Tlieorie, die
uns eine Gnippa der bioelektrisclieu Erscbeinnugen begieiflicli

maclien kann, auf • alle anderen uberh'agen, bevor man niclit die
Giiltigkeit der Theorie fur die letzteren aucli wirklicli bewiesen hat.
Yon diesem Gesiclitspunkte aus -will icli nicht l^haupten, das3
unsere Theorie fiir alle bioelektrischen ErscheiniiDgen gixltig sei.
Da aber der Weg der Wissenschaften ist, die verschiedenen sich
nacli innerer Yerwandtschaft zusammengmppierenden Erscheinun-
gen von einem einheitlichen Gesichtspiinkte aus zu betrachten, so
mochte ich in der folgenden Abliandhuig rersuchen, ob die Theorie
als eine Arbeitshypothese zur Fragestelluug fiir weitere Unter-
suchtiEgen geeignet ist.

ZUSA313IESFASSUNG.

1) Aus den Yersuchen an den ausgeschnittenen Froschhauteu,
die an einer Glasrohre aogebunden und innenseits mifc Ringer'scher
Losung, aussenseits mit Ter3chieden konzentrierten Losungen von
Alkalisalzen abgeleitefc wurden, ergaben sich die folgenden Be-

• sonderheiten: . • • • .
a) Die zeitliche Yeranderung derE.M.K. des Froschhautstromea

beim Wechseln der ausseren Ableitungsflussigkeifc verlauffc ziem-
lich kompliziert doch regelmassig. Es gibt zweierlei Yerlauf-
stypen.

b) Alkah*chloride und verschiedene !Na-Salze wirken alle negati-
vierend, und zwar desto starker bis zu einer gewissen Grenze,
dann aber -wieder schwacher, je konzentriertsr die Losungeu
sind. Destilliertes Wasser wirkt dagegen immer positivierend.
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Elektromotor. Verhalten der Frosohliaut, 57

c) So findet man dabei keino logarithmische Abhiiugigkeit der E.
M.K. von der Konzentration der Ableitung-sflussigkeit, sondem
die ?r-log (C)-Kuive zeigt eine typische Form, und zwar hat sie
einen Extrempunkfc, ein Maximum im Sinne der Negatitafc der
Hautoborflache. In dieser Hinsicht soil die Difiusionspotentiale'
zwiscken der einen Elektrode und den Ableitungsfliissigkeiten
in Be'.racht genommen •werden.

d) Nach der Wirksamkeit kann man die Alkalisalze in zvei
Gruppen einteilen. Die K-, Rb-, KH4-Salze, die schwiickere
Wirkimg zeigen, bilden eine Grappe, wahrend die Na- .imd
Li-Salze, die dagegen selir stark ivirksaui sind, zu der anderen
Gruppa gelioliren.

e) Die negativierende Wirkung dieser Sake riihrt liauptsiichlicli
von den Kationen her, indem die Anionen dabei nur kleine
Einfliisse ausiiben.

2) Die Theorie der Elekhizitatsproduktion in den Organismen
isfc kritisierfc imd gezeigt, dass alle bisberigen Tlieorien obige Er-
gebnisse nicht begreinich maclien konnen.

3) Es Tvird eine neue Theorie des Adsorptionspotentials analog
derjenigen Eeichinstein's vorgelegt, iind gezeigt, dass alle Besonder-
heiten der Versuchsergebnisse unter leichfc anuehmbaren Yorausset-
zungen begreinich gemacht werden konnen.
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THE UREA CONTENT OF COWS MILK. A SIMPLE'
METHOD OF DETERMINING UREA.

YOSHIO 1I0KBI0T0.

(From the Biochemical Laboratory, Institute of- Medical Chemistry, Tohoku. Im^/ericd
University, Semim. Director: Prof. Katsuji Ltcniyc.)

(Received for publication, December 8, 1921)

A large number of methods based- upon the decomposition of
urea by the m-ease have been devised for the estimation of urea.
Most of these methods necessitate the preliminary removal of the
ammonia liberated by means of an air current. As pointed out
by Kahn (1916-17), however, serious difficulties may be encoun-
tered by this latter procedure. Su inner (1916), too, stated that
the accuracy of the urease methods is limited mainly by the error
involved in aeration. On the other hand, the direct titration
method of Marshal l (1913) gives results lower than the theore-
tical, owing, perhaps, to incompleteness of the conversion of the
urea into ammonium carbonate. And the direct JSesslerization
method of Fol in and Denis (1916) is apparently accurate, but
somewhat tedious. Altogether, they are not sufficiently simple and
accurate to find favour in routine work especially in the clinical
laboratories. Accordingly, some authors still strive after a new
procedure of urea-determination for practical use (Stehle 1921).

Several years ago an available modification of the urease method
was described by Nagasawa. Investigating the distribution of
urease in the seeds of cereals and leguminoses he found that this
enzyme is present in abundance in the liypocotyl of the jack
bean. Further, he could obtain an exceedingly powerful and stable
urease solution by extracting it with glycerine. As a result of
these findings he has worked out a practical method of determin-
ing urea, involving a slight modification of Marsha l l ' s method.
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70 Yoshio Morimoto:

It may seem that very little improvement lias been made by Ins
procedure over the original; but, in reality, his method offers
special advantages in that it saves time and allows of more
accurate determinations. They are principally due to the excellent
qualities of the urease solution the preparation of which he intro-
duce;!.

. But a direct titration method cannot be adopted for the analysis
of coloured or turbid materials; for the conclusion is uncertain and
it mates the determination less accurate. While engaged on "work
relating to the urease, an idea suggested itself to the author's mind
that this defect might perhaps be eliminated by substituting casein
for the indicator. As is well known, casein is precipitated from
its solutions at a definite point of reaction. Moreover, it does not

. interfere with the action af urease upon urea. Special experiments
have convinced him that this is actually the case, and that the
procedure described below gives the most satisfactory results.

This procedure has been employed by the author in the ex-
amination of a considerable number of specimens of cow's milk and
has proved satisfactory for the estimation of urea in the milk. As
may be seen from the determinations recorded in the following
paper, cow's milk contains 0.025 to 0.03 gm. of urea per 100 cc.
For a few weeks immediately after calving, a remarkable increase
may be attested, the maximum amount observed being 0.075 gm.
But, it falls rather rapidly and reaches again its normal level
•within a month. Further, the milk of a goat was examined; it is
considerably richer in urea than cow's milk, containing about 0.08
gm. of urea in 100 cc.

EXPERIMENTAL.

Method.

With the exception of an indicator, the procedure is exactly
similar to that described by Nagasawa. As he has published
his method only in Japanese, however, I think it advisable to
describe it here in some detail.
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Preparation of the urease .solution. ;An excellent urease solution
can be obtained in the following;manner: one grain of the finely
ground hypocotyl of jack bean. is. mixed with 100. cc. of a mixture
of glycerine and water; (8:2) and^"shaken for three, hours at 35-
40° by means of a shaking apparatus, ; According to the alkali-
nity of the ruixtnre, 6-7 cc. of dacinormal hydrochloric acid are
now added and shaken an hour .more; then the mixture is filtered
through paper pulp.. ' .-\ . , . ; . ; . .

This gives a clear solution, which is very stable and • maintains
its activity without any appreciable loss for more than half a year
at room temperature.

Execution of the method. According to the concentration, from
3 to 5 cc. of urine are put into a flask of 250-300 cc. capacity,
diluted with 500 cc. of water, and 3 cc. :of the urease solution and
"an indicator, 1 cc. of 3 per cent calcium casemate in our case, are
added. The flask is quickly plugged with a rubber stopper sup-
porting a cylindrical tap-funnel, immersed in a water bath warmed
at 38° and left there for three hours. The conversion of the urea
.into ammonium.carbonate is then.complete. . At the. .end.of.this
period, the flask is allowed to cool by placing it in cold water for
a short time. A measured amount of decinormal hydrochloric acid,
"40 cc. in general, is poured into the funnel. If the stopcock be
now opsned so as to allow the hydrochloric acid to drop into the
flask, some air-bubbles will escape abruptly through the standard
solution, especially when superpressure prevails in the flask on
account of an insufficient cooling. . It is best to open the stopcock
gradually, so that the air may be liberated gently, and accordingly,
any possible loss by the spattering of the measured standard
solution may be prevented. Then, into the top of the funnel is
inserted a one-holed stopper, through which passes a short', glass
tube' which is connected with a small rubber bulb by means of a
piece of rubber tubing. Applying a moderate pressure upon the
rubber bulb, the hydrochloric acid in the funnel is introduced drop
by drop into the flask, the last trace being quantitatively rinsed
in with water. The contents of the flask are well mixed by gentle
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shaking'and the stopper is removed. Now, the excess of acid is
titrated with 1/50 normal sodium hydroxide, until the casein begins
to precipitate. The amount of sodium hydroxide required less the
amount used in neutralizing the urine and that previously deter-
mined for 3 cc. of the urease solution, corresponds to the urea
originally present in the sample of urine, and multiplied by 0.06

: gives the value of urea expressed in grams per 100 cc. of urine.
The following tables demonstrate that this method gives results

which are perfectly reliable. Exp. I and I I were carried out ac-
cording to the original direction, as given by Nagasawa. .

TABLE L

Experiment L On pure Urea solution. Urea per 100 cc.

Ko.
Amount of urea present in the urea solution!

gin.
Amount of urea'found.

gm.

Experiment IL Recovery of urea added to urine.

Ko.

1
2
3
4
5

. 6
7 '
8

9 •

Urea present in
5 cc. urine.

mg.

56.1
93.1

105.G
100.9

57.3
123.9
123.9

• 125.2

125.2 .

Urea added.

mg.

25.0
• 25.0

10.0' :

2 5 . 0 • • ' ' '

10.0
10.0
25.0
IO.O ;
25.0

Urea recovered.

mg.

81.G
117.3
115.5
12G.0

6G.9
133.5
148.5
135.0
149.7

Remarks.

Subject had fever of
38-38.5°

Subject had fever of
37-39^
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TABLE IL

• ' Determinations with casein as indicator.

Experiment III. On pure urea solution. Urea per 5 cc.

Ko.

1 :
2
3
4
5
G
7
8 .
9

10

Urea present in the solution,
nog.

25.0
25.0
10.0
2.5

25.0
10.0
2.5

25.0
10.0
2.5

Urea found,
mg.

21.3
21.G
9.9
2.4

24.9
9.G
2.4 .

24.9
9.G
2.4

Remarks.

Urea solution was diluted
with 40 cc. of one per
cent glucose solution in-
stead of water.

Diluted with 0.5 per cent
sodium caseinate.

Diluted with 1.5% egg-
white.

Experiment IV, On samples of urine, with or without addition of urea.

Ko.

1
2

m O

4
5
G

Urea present in 5 cc. urine,
mg.

, 81.0
113.8

82.5
82.8
82.5
82.2

Urea added,
mg.

G.0
25.0

Urea found,
mg.

8(5.1
139.2

Remarks.

Same sample

Same sample

Ko.

1
2

Experiment

Urea present in
mg.

.2.0
1.9

V.

5 cc.

Recovery oi

of milk.

urea added to cow's milk.

Urea added,
mg.

50.0
50.0

Urea recovered,
mg.

52.5
51.9

The urea content of cow's milk.

The milk used in the present investigation was collected early
in the morning, with special precautions to prevent contamination
by dirt, brought to the laboratory and subjected to the analysis
as quickly as possible. Number of cows tested was 38. Portions
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of milk withdrawn from all the udders of the cows were well
mixed. 10 ce. were measured out. of the, mixture, diluted with
40 cc. of water and digested with 3 pc. of the urease solution.
AH figures in the following tables represent the average of the
three estimations. Samples with •*; are Pasteurized.

TABLE , IIL

. Hation: £ kilos of wheat bran, 2 kilos of tofu-kara, lees from-the tofu
manufacturing. 0.8 kilos of straw. From May 11, i kilos of wheat bran, 2.D—5
kilos of tofa-kara, 10 kilos of green grass.

Cow-
No.

I

I I

I I I

Date.

1917
Apr. 30

May. 7^

„ • 16

18

Apr. 30

May. 7

1G

18

n 20

21

May. 1

c

15

Age of
cow.

7

6

11

Months of
[Lactation.

9

11

9

Daily amount
of milk in

litre.

C

5

10

6

Specific
gravity
of TnilTr.

1.030

1.032

i.03G

1.033

1.033

. 1.034

l!03G

1.032

1.030

1.035

1.030

1.031

. 1.033

Urea gm. per
100 cc of

milk.

0.033,
0.033

'0.030,
0.027

0.030,
0.018

0.035,
0.030

0.030,
O.030

0.027,
0.024

0.033,
0.027

0.030,
0.023

0.039

0.039

0.036,
0.021

0.027,
0.027

,0.027
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Cow
Ko.

IV

V

•vi

VII

Date.

May. 17

May. 1

7

,. 15:

„ 17

May. 2

'5

„ 15

„ 16

„ 18

„ 20

May. 2

5

,, 16

16

May. 1

6

„ 15

Age Of
cow.

11

6

11

8

tfonths of
kctation.

8

13

10

7

Daily amount
of milk in

litre.

10

4

7

10

Specific
gravity

'of milk.

1.036

1.031

1.032

1.031

1.031

1.036

1.03C

1.031

1.031

1.032

1.031

1.031

•1.033

1.031

1.031

1.037

1.033

1.032

Urea gm. per
100 cc. of '

milk. .

0.021
0.024,
0.021

0.039,
0.032

0.021,
0.021

0.030,
0.021

0.02i,
0.021

0.027,
0.015

0.027,
0.015

0.018,
0.018

0.015

0.015

0.027

0.036,
0.036

0.027,
O.021

0.03S,
0.036

0.03(5,
0.027

0.03G,
0X21

0.027,
"0.027

0.C27
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Cow
No.

Yin

Date.

May. 17

May. 9
10

11
12

„ 13

11
17

Age of
coir.

4

Months of
lactation.

12

Daily amount'
of milk in

litre.

8

Specific
gravity
of milk.

1.031

1.035
1.032
1.034
1.030
1.031
1.032

Urea gm. per
100 cc. of

milk.

0.021*
0.024,
0.024

0.030
0.027
0.027
0.021
0.021
0.018

Eation: 9 kilos of wheat bran, 8 kilos of tofu-kara, 20 kilos of green grass,
4 kilos of straw.

Cow
Ko.

IX

X

XI

xn

xni

XIV

Date.

May. 23
24

May. 22 .
,. 24

May. 23
„ 24

May. 2G
,, 27

May. 2G
„ - - 27

May. 2G

,. 27

Age of
cow.

11

C

12

8

5

11

Months of
lactation.

10

8

4

11

12

2

Daily amount
of milk in

litre

8

10

13

9

9

15

Specific
gravity
of milk.

1.030
1.035

1.027
1.030

1.030
1.031

1.020
1.030

1.032
1.030

1.033
1.034

Urea gm. per
100 cc of

milk. '

0.027
0.030

0.03G
0.033

0.021
0.027

0.024
0.030

0.030
. 0.027

0.015
0.021

Eation: 8 kilos of wheat bran, G-8 kilos of tofu-kara, 2 kilos of straw, 10
:kilos of green grass.'
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Cow
Ko.

XV

XVI

xvn

XVIII

XIX

Date.

May. 31
June. 1

May. 31
June. 1

May. 31
June. 1

June. 2
3

June. 2
3

Age of
cow.

Months of
lactation.

11

13

8.

3

G

Daily amount
. of milk in

litre. •

4

8 .

12

15

0

Specific
gravity
of milk.

1.030
1.030

1.034
1.035

l;030
1.035

1.030 :
1.031

1.031
1.031

Urea gm. per
100 cc. of

milk.

0.012
0.015

0.018
0.018

0.021
0.024

0.03G
0.039

'0.018
0.021

Ration: 5 kilos of wheat bran, 10 kilos of tofu-kara, 20 kilos of green grass.

Caw
No.

XX

XXI

XXII

xxin

XXIV

Date.

June. 1
2

June. 1
2

June. 1
2

June. 1

„' 2
i

June. 2
3

Age of
cow.

Months of
Lactation.

2

3

8

G

2

Daily amount
of milk in

litre.

G

1G

12

10

16

Specific
gravity
of milk.

1.031
1.033

1.032
1.032

1.033
1.034

1.031
1.035

1.033
1.035

Urea gm. per
100 cc. of

milk.

•0.021
0.024

•0.027
0.021

O.03O
0.030

0.033
0.03G

0.042
0.042
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Cow
No.

XXV

XXVI

Date.

June. 2
3

June. 5
6

Age.of
cow.

Months of
lactation.

C

Daily amount
of milk in

litre.

10

Specific
gravity
of milk.

1.029
1.031

1.031
1.035

Urea gm. per
100 cc of

milk.

0.021
0.018

0.042
0 012

Ration; 10 kilos of wheat bran, 8 kilos of toku-kara, 10 kilos of green grass,
2 kilos of straw.

Cow
No.

X
X

V
II

IlIA
X

X

XXIX

XXX

XXXI

Date.

June. 14
,. 15

June. 14
„ 15

Jnne. 15
„ 1G

June. 15
„ 1G

June. 15
„ 1G

Age of
cow.

8

7

7

7

0

Months of
lactation.

4

8

11

2

10

Daily amount
of milk in

litre.

20

12

10

1G

10

Specific
gravity

of milk.

1.030
1.033

1.032
1.034

1.034
1.033

1.030
1.035

1.034
1.035

Urea gm. per
100 cc. of

milk.

0.012
0.015

0.015
0.021

: 0.018
0.025

0.030
0.033

0.024
0.021

Note. The daily amount o£ milk is not quite certain.

The amount of urea in cow's milk varies from 0.012 gm. to
0.042 gm. per 100 cc, but in most cases between 0.025 and 0.035
gm., the average content being 0.032 gm. Tlus value is somewhat
higher than that recorded by Camerer and Soldner (1898),
and I>enis aud Minot (1919). It maj- be seen further tliat the
process of Pasteurization lowers the urea content of milk.
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The Urea Content of Cow's Milk. 79

Subsequently, changes in the urea content of milk after calving
have been studied. Table IV summarizes the results obtained.

TABLE IV.

Gm. urea per ICO cc. of milk.

Days
after

Calving.

1
5
f>

7

8
0

10

11

12
13
14
15

1G

17
18
10

20

21

22
23
21
25
2G

Cow
XXXII.
age=12

0.015
0.034
0.015
0.03G
0.030
0.033
0.033
0.045
0.018
0.045
0.042
0.03G
0.033

Cow
XXXIII.
age = 8

0.075
0.057
0.018
0.033
0.03G
0.033
0.030
0.030
0.030
0.030
0.033
0 030
0.033
0.027

Cow
XXXIV.
age=5

O.OGO

0.054

0.048

0.042

0.037

0.03G

0.03D

0.054

0.030

0.012

0.018

0.C33

0.051

0.015

0.045

O.0GG

0.051

0.051 •

0.033
0.021
0.021
0.033

Cow
XXXV
age = 4

0.045
0.051
C.030
0.03G
0.033
0.030
0.033
0.042
0.030
0.030
0.045
0!0o4
0.014
0.038
0.036
0.03G
0.018
0.021

Cow
XXXVI.
age = 5

O.OGO

O.OGG

0.057

0.057

0.054

0.015

0.033
0.030

Cow
xxxvi r.

age = f>

0.03G
0.015

Cow
XXXVIII

age = G

0.018
0.018

The figures reveal, differing from the statement of Camerer,
a decidedly higher concentration of urea in the milk of a cow
immediately after it has calved than in the normal milk. But it
tends to become lower with lactating days and reaches the normal
level within a month.

In the following experiments, samples collected in the evening
were examined, in order to determine whether or not the physical
exertion has any marked influence upon the urea content of milk.
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80 Yoshio Morimoto:

Eate.

1917

Apr. 30
May. 18

10
18
15

, 17
1
7

15
17
ic
18

, 1
7

14
17

2
3
3
4
5

TABLE

Ko. of Cow.

I

II

I I I

IV

v

VI

VII

VIII

XXXII

XXXIII

V.

Uren per 100 cc. milk.

gm.
0.030
0.039
0.032
0.030
0.024
0.018
0.030
0.021
0.018
0.015
0.018
0.03G
0.027
0.021
0.018
0.01G
0.027
0.051
0.051
0.030
0.037

Tiie urea content of milk scams to rise sliglitly in the evening,
but the difference is rather irregular and is within the limits of
experimental error.

Urea content of goafs milk.

The milk tested, was obtained from a goat which was fed daily
G-8 kilos of leaves of various Conifera and Kosaceae, 0.8 Kilo of
Tofn-kara and 4 litres of saline water. The daily amount of milk
was about 2 litres.

TABLE V I

Ko. Urcn, per 100 cc. milk.

0.081 rjm.
0.083
0.087

• 0.080

The amount of urea in goat's milk averages 0.035 gm. par 100 cc.
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BEITRAGE ZUM PURINSTOFFWECHSEL.

I. liber das ScMcksal des aufgenommeneu Parins.

Von

illTZUGI KIKUCHI.

(Aus (Um Biochemlschen Laboralorium, Tokyo K'tiserllche Universltat,
Vorstarvl: Prof. Lr. S. Kakkichi.)

(Eingegrvngen am 22. Dezcmbor 1921)

IxHAI/TSYEIiZEICHNIS.

I. Einleitung.
II. Untersuclmngsplan und Methodik.

A. Gesamter Plan.
13. Die Materialieu.
C. Die Au33clieidimgeii.

III . Ergebnisse cler Uhtersnclmug.
A. Vorbemerkuug.
B. Untersucliungsclata.
G. Zusammenfassende BetmoMnng.

IV. Uber das pliysiologische Yerhaltnis zwisclien aufgenom-
menen 3STahrni>g3pnrinkerustofien uncl den im Harn ausge-
scliiedenon PnrinkernstickstoiTen.

V. Kritik iiber das Schicksal des anfgenoramenen Purins.
VI. Scliluss.

I . ElXLEITUXG.

Dank tier ]\Iulie der verschiedeuen Autoren ist die Bazielmng
xwisclien den ISfahrungs- nud Havn-Puvinkorparn vielfacli erortet
wovdeu. Da.33 die Aufnahmc sowolil nukleinreiclier Nalivuu'g
aTs aucli der Nukleinsiiure und Purinbase die Vermehrnng der
Harnsiinve im menschlichen Harn liervorrnfe, wiibrend sie in den
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84 Mitzugi Kikuclu:
a1-

Saugetiereu ausser dem Affen die Mehrausscheidung des Allantoius
statt der Harnsaure herbeifiihre (Wiechowski 1907, Schi t ten-
hehn u. Wiener), und dass der grosste Teil des aufgenomnienen
Methylpurins zur Purinbase des Hams iibergehe (Burian u. Schur
1900) wird aJs festgestellt angenommen. Da fiber aucli bei der
puiinfreien Nahrung immer eine. bestimmte Menge Harnsaure in
den Ham ubergeht, die fast individuell konstanfc erscheint, so
"vvuide dieser Teil als endogene Harnsaure von der aus der Nali-
rung stammend angenommenen exogenen Hamsaure getrennt.

Dieser Gedanke des endogenen und exogenen Harnpurins
•nurde mifc der genaueren Forscliung von Burian u. Schur (1900)
in -weiteren Kreisen erkannt, und sowolil der individuelle Wert des
endogenen Harnpurins als aucli der exogene Bruchteil des auf-
genommenen Purins %'on verscliiedenen Autoren (Burian u. Schur,
Brugsch n. Schifctenhelm u.a.) angegeben.

Es ist nunmehr kein Zweifel dariiber, dass ein Teil des Harn-
purins aus dem Nahrangspurin abstamme, doch ist trotz der zalil-
reichen Untersuchungen noch nicht ganz klar, Avie viele Teile des
aufgenommenen Purins in den Harn iibergehen. Aus der Mei-
nung, dass diese Yerhaltnisso aus dein Einflnss der Menge des
aufgenommenen Putins auf das ausgescliiedene Purin aufgeklart
werden mogen, nntemahni ich unter Leituug von Prof. Dr.
B. Kakiuchi eine Reiho von Selbstvei-suchen nach folgendem

. Plane.

II. UNTEESUCHUNGSPLAX UKD METHODIK.

A. Gesamter Plan.

Der Einfluss der Menge das aufgenommen Purins auf das aus-
geschiedene Purin wurde ermittelt, indem man die Bestimmung
der aufgenommenen und ausgeschiedeneu Purinmenge sowohl
,bei purinai-mer als auch vei'schiedener piuinreicher Nahrung ver-
gleicht. .
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Beitrage zum Purinstoft'wechsel.

TABELLE I.

85

Periode

Purinarme Periode
1. Rindfleiscliperiode
2.
3. - . „
1. Fnlbsthymusperiode
2.
3.

Quelle d. Knhrtmgsiiurins

50 g Einclflcisoliimlver
100 g
150 g

1G g Knlbsthyimispulver
32 g
4 S g

DAuer der
Periode

17 Tage
G .,
G „
G ,.
3 .,
3 ..
3 ,.

Menge d. nufg.
Puriu-K-N

0.002G9 g
0.10
0.20
0.30
0.22

0-44
O.Gfi

B. Die Maiericdien. •

Die 7.\xx Aufualime gekommene Nahning bestancl fins folgenden
Materialieu :

Polierter Iieis. Gesamter zum Yersnclie gebraueliter polierter
Eeis wurde zur gleiclien Verfceiliing gut zusarameDgemisebt. Eine
gewisse Menge davon wurde 5 rual gut ausgewasclieu tirid dann
gebranclit.

Kartoffd. Die Haut wurde dick abgeschiilt uud der Centrnlteil
gebranclit.

Hiihnerei. Eier mogliclist einerlei Art gekauft. Zur Bestim-
mung Tvurdo eiue gewisse Menge Ei darou niogliclist gut zusam-
mengerulirt tuid analjsierh

IiindJleiscJipiilver. Mogliclist fettarmes Rindfleisch wurde iiach
der gewohnliclaen Metliode zu feinem Pulver bereitet. 6176 g
fiisches Rindfleiscli gab 1725 g (d.h. 28_%") trocknes Fleisclipulver.

Kalbst7iymuspulver. Frisclier Kalbstlrymus Aviuxle uacli der
gewohuliclien Metliode zu Pulver bereitet. 2152 g frisclier, etwas
befeuchteter Kalbsthymus gab 32S g (d.h. 15X) trocknes Tliymus-
pnlver.

Purinstickstolf von poliertem Eeis, -weissein Brot, Kartoffel
•vvurde nach Burian u. Schur (1900), von Hiihnerei nach Kossel,
von Eindfleischpulver undKalbsthyrauspulver nach Burian u. Hal l
bestimmt.
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80 Mitzusri Kikuclii:

Gesamter Stickstofi" aller Nahrung wurda nach Kjeldahl
bestimmt.

Eiweissgehnlt der Nalirung wurde durch Multiplikation von
Stickstoffgehalt mifc 6,25 gewonnen, wahrend Fett- und Kohle-
hjdmtegehaU der Nahraug, welcher bei unsereu Yersuclien nur
sekundare Bedeutung hatfca, nach Mitteilungen aus dem Tokyo
Hj'gienisclion Institut (Tawara u.a. 1909) u.a. berecluiet •\vurde.

Dnvcli diess genannte Methode ermittelte "Werte wurden in
folgender Tabelle zusammengestellt.

TABELIiE IL

Kahrung

Polierter l!eis
KaitoSel
"Weissbrot
SUhnerei
Kuhmilch
Sojasauce
Bindfleischpulr.
Knlbst hy mnspul v.

Purin-N

0,00029%
0,00024%
nuU
imU

0,00020%
0,00088%
0,1976%
1,720%

Ges.-H

1,023%
0,355%
1,225%
2,00%
0,55%
1,36%

11,8%
14,0%

Kreatin

•

1,435%
Spnr

Eiweiss

C,4%
2,2%
7,7%

12,5%
3,4%
8 5 %

74,0%
87.7%

Fett '

1.5%
0,1%
0,1%

12,0%
3,5%
—

15,0%

KolileliyiL

76%
20%
50%

—

4,5%
3 %

• —

C. Die Aussclicidungen.

H a m . Der Tagesharn wurde von Morgen 8 Ulir bis zura
folgenden Morgen 8 Uhr gesaminelt und tiiclitig geseliiittelt.

Kot. Die tiigliclie Menge Kot wurde mit etwa gleicliem Teil
Alkoliol und weniger Menge verdiinnter Scliwefelsiiure zusammenge-
misclit und diinn auf dem Wasserbad bis zum Trocknen abgedampft.
Der getrocknete Kot far 3 Tage wurde zusammeugestarupft und zu
feinem Pulver gesiebt.

Ini Harn wurde gesamter Purinstickstoff nacli Ga merer und
Arnstein, Harnsaure- u. Purinbase-Stickstoff nach Salkowski,
Kreatinin nach Folin (1901), Ammoniak- u. Harnstoff-StickstofT
nach Folin (1904), Van Slyke u. Gu lien und Kan be, Aciditab
nach Naegeli und Vozarik, gesamter Sbickstoff nach Kjeldahl
bestimmt.
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Beitrago zum Parinstoffwechsol. 87

Im Kob wurde der Purinstickstoff nach Kriiger 11. Schitten-
helm (1905), gesamter Stickstoff nach Kjeldahl bestinimt.

Jeden Tag um 8 Uhr morgens wird das Korpsrgewicht nach
der vollstiindigen Ausscheidung von Harn nnd Kot gewogen.

III. ERGEBXISSE DER UNTERSUCHUNG.

A. VorbcmerJcung.

Bevor wir die Ergebnisse unserer Untersuchung betrachten, sei
lrier bemerkt, dass wir den Paringehalfc aller Nahrang bestiminten,
weil die bisher purinfrei benannte Nahrung niclit purinfrei, sondern
nur pnrinarm im strengen Sinno ist. Ausserdem bestinimte ich
anch das Kotpurin, obwohl die fruheren Ibrscher die Purinbestim-
mung nur auf den Harn beschrankten, um bei unserem Falle iiber
die Eesorbierbarkeifc nnd Darmausscheidung des Purins ein klares
Bild zu bekommen.

Da die Purinbestimmung immer durch Ermittelung des Purin-
stickstofls ausgefiihrt wurde, so bekommt man bei Amiuopurin um
1/4 mehr Stickstoflinenge, als bei Oxypurin, obgleich ihr Purinkem-
stickstofT (Fischer 1907) dieselbe Menge ist. Deslialb muss man
bei der Yergleichung des aufgenommenen und ansgeschiedenen
Purins mittels des evmittelten Purinsticksto£e3 n\ir mit ihrem
Pnrinkernstickstoff (P-K-N.) vergleiclieu. So wird hier bei der
PurinYergleichung Aminopurin mit 0,8 nach AVie chow ski (1913),
Os}-purin mit 1,0 multipliziert, um seinen Purinkernstickstoil'
zu bekommen: d. h. der Purinstickstoff purinarmer Nahruug,
der als Pflnnzan-Kukleinsaure bezw. nach Osborne u. H a r r i s
und Johnes als Aminopurin angenoinmcn wird, und Purin-N.
des Kalbsthymuspulvers, der liauptsachlich als Th}-monukleinsaure
bezw. nach Levene u. J.icobs als Aminopmin angenommen,
Purin-N. des Ko'.s, der nach "Weintrand und Kriiger u.
Schit tenhelm (1902) als Aminopurin angenomraeD, mit 0,8
multiplizierb wird, um ihren P-K-N zu bekommen, wahrend
Purin-N des Kindfleischpnlvers, der nach Burian n. Schur (1900)
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88 Mitzugi Kikuchi:

hauptsachlich als Oxypurin angenoinmen wird, uud Purin-N des
Harns nach Kriiger u. Salomon (1898-9) als Oxypurin an-
genoinmen, mib 1,0 multipliziert.

B. Uniersuc7amgsdata.

TABELLE III. Aiifgenommene Kahrung.

sD.
5irra
n •

i—.

S,

gm
il

S.

f

>3

Datum

22/X.
23/X.
21/X.
25/X.
23/X.
27/X.
28/X.
23/X.
30/X.
23/XI.
29/XI.
30/XL
1/XII.
2/XIL
3/XU.
4/XII.
5/XII.

Durchs.

6/XII.

7/xir.
8/XII.

9/xn.
10/XII.
11/XIL
Durchs.

12/xn.
13/XII.
li/XII.
Durclis.

Eeis

571
6 i i
Gil
627
G78
G87
G15
C78
537
G21
GOO
GOO
G(JO
GGO

4G3
GOO
GOO
GOG

COO
GOO
G50
G50
G30
G50
G30

GOO
COO
430
543

Kurt

-120
570
4GG

405
340
490
305
350
295
3G0
2G5
315
405
430
300
210
190
32G

385
370
275
330
270
320
32G

370
310
2S5
332

Ei

148
149
134
130
175
145
120
1G9
1ST
150
117
133
125
119
119
203
215
141

120
115
110
125
132
170
129

129
180
177
1G2

Erot

40
40

40
40

40
35
3S
20
35

8
•40
GO
13
35
40
31

20
20

3

50
17

Milcl

180
180
180
180
3G0
180
180
180
3G0
3G0
180
189
3G0
180
720
180
180
251

180
180
CO

180
ISO
180
1G5

180
270
3f.O
270

Soj.

11
28
27
25

S 3 2
33
2G

Edfl. o<3.
Thy. pul.

50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00

Purin-X

0,00214
0,00298
0,00277
0.002G2
0,0029G
0,00292
0,00213
O.C02G2
0,00256
0,00239
O.C022S
0,00218
0,00291
O,002G0
0,00314
0,00222
0,00213
0.002G9

0.10139
0,10149
0.10122
0,10130
0,10138
0,10152
0,10150

0,00248
0.0G2G1
O.C0229
0.0021G

Ges.-
K

11,72

13,10

11,87

11,90

14,08

12,63

11,08

12,91

11.56

13,18
10,85

11,12

12.57

11,80

12.3G

10,47

10,59

12,02

16,01

10,94

16,82
17,51

17,52

18,51

17,40

11,01

12,41

11,53

11,05

Kalor.

3027

3407

3182

314G

3441

3271

3021

3237

2746

3101

279G

2312

30G6

3010

2GG9

2912

2891

3032

3026

3035

3097

3182

3140

3131

3102

2904

3020

2321

2815

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/83/874188 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



Beitrago zum Purinstoftweclisel. 89

c

n.

re

I
re

G>
ft

1

11

I

q

*]§
p

Datum

1G/I.

17/1.

18/1.

19/1.

Durcbs.

20,1.

21/1.

22/1.

23/1.

21/1

25/1.

Durcbs.

2G/I.

27/1.

23/1.

Durohs.

13/11.

14/IL

15/IL

Durclis.

iG/n.
17/IL

18/11.

19/11.

20/11.

21/11.

Durchs.

22/11.

23/11.

21/11.

Durchs.

3/V.

4/V.

5/V.

G/V.

Burcus.

7/V.

8/V.

9/V.

Dnrclis.

Iteis

650

030

G50

G50

G50

150

G50

650

G50

650

650

G50

650

G50

G50

650

650

G50

650

G50

700

7C0

700

700

700

700

700

G50

G50

G50

G50

650

650

650

C50

650

650

650

G50

G50

Kart.

370

•180

400

410

420

505

380

300

445

450

4G0

440

370

490

370

410

3S0

405

310

2G3

425

500

410

325

400

370

405

400

310

315

312

500

380

330

70

320

Ei

ieo
155

190

1G0

1GG

145

1GS

110

118

155

1G3

143

170

225

225

207

225

168

205

199

110

110

112

112

113

110

111

230

210

210

217

133

170

153

193

1G2

191

130

135

152

Brot

45

11

25

4

12

£0

80

57

SO

27

Jlllch

lfcO

270

270

270

248

180

180

DO

144

180

321

180

GO

180

180

3G0

210

ISO

ISO

180

180

180

90

1G5

90

30

180

180

180

180

180

90

180

180

150

Soj.

22

20

30

17

17

32

23

11

8

8

9

4

3

12

6

20

20

20

25

39

23

25

1G

18

20

18

45

50

45

47

Rdfl. <xl.
Thy. pul.

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

150,00

150,00

150,00

150,00

150,00

150,00

150,00

1G.0O

1G,00

16,00

16,00

•

Purin-X

0.002G7

0,00238

0,00233

0,00235

0,002^3

0.200G1

0.200SG

0,2002G

0,20038

0,19090

0,20060

0,20033

0.002G8

0,002c2

0,00239

O.OOiSO

O.002G1

0.002G3

0,00202

0,00277

0.2993G

0,20051

0,21033

0,29919

0,29943

0,29010

0,29932

0,00263

0,00224

0.0022G

0,00246

0,00260

0,00250

0,00201

0,00235

0,22180

0,22200

0,22200

0,^2190

Ges.-
K

11,74

12,92

13,83

12,77

12,83

21,73

24,40

22.91

23,39

23.3G

24,76

23,93

12,45

12,48

12.55

12.6G

13.G7

13,44

11,95

14,02

29,81

30,03

29,80

29,57

30,01

29,10

20,74

13,3G

13,16

12,22

12,91

12,36

11,85

11,63

11,63

11,99

13,79

13,15

13,17

13,35

Kalor.

3052

3205

320G

3149

3176

3G51

3519

3377

3474

3137

3587

3508

3010

3010

3042

3088

319G

3287

3383

3200

3855

3029

3S93

3773

3815

3752

3S3G

3138

3153

29G3

308G

2981

29GG

2782

•2792

29G3

2720

2G80

2G87

2G04
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If)

cr
re

3

K "

K

3
n

'" tj
o

Datum

10/V.

11/V.

12/V.

DnrelH.

13/V.

14/V.

15/V.

Durehs.

1G/V.

17/V.

18/V-

Durchs.

19/V.

EO/V.

21/V.

Durclis.

2'2/V.

23/V.

21/V.

Durclis.

Re i s : Kurt.

G50
G50
G;0
G50

G30
G50
G50
G50

i:50

G50
G")0

G30

G50
G50
G50
050

G50
C5'.)

G-,0

G50

Ei

138
100
141.

148

110
115
135
110

170
18S
170
178

150
1E5
145
150

1U2
187
213
207

Brot .Vi'.ch

ISO
180
ISO
180

ISO
180
ISO
180

180
180
90

150

ISO
18i)
180
180

180

180
120

Soj.

45
iO
35
40

Gl
48
48
51

01
45
45
50

04
53
47
55

27
37
57
40

Bclfl. od.
Thy. pul.

32,U0
32,00
32,00
32,00

48.C0
4S.00
43,00
48,00

Purin-X

0,00218
0.0C215
0,00212
0 00215

0.44230
0,44220
0,41220
0,14220

0,00231
0,00218
0,0020.)
0.0021G

0,00232
0/,G225
0,CG22i
0,GG227

0,00200
0,00170
0,00224
0,00203

Ges.-
X

10,99
11,30
11,02
11.12

15.73
15,58
15,15
15,53

11,7!)
11,99
11,13
11,70

18,21
18,10
17,88
18,08

11,83
10,^8
13,23
11,98

Knlor.

2G95
2G34
2SG9
2G50

2755
2700
2745
•2753

2099
2710
2G23
2G31

2828
2830
2818
2828

2720
2597
2807
274G

TABELLE IV. Ausscheidungen.

ff .

o

p •
n . •

o

22/X.
23/V.
21/V.
23/V.
2fi/V.
27f\T.

28/X.

29/X.

30/X.

28/XI.

29/XI.

30/XI.

lfS.ll.

c m

1,083

0,953

0,823

0,155

0,782

1,288

1.071

1,250

0,010

1,052

0,911

0,979

1,147

Hnm-P-X

0,200

O,1D1

0,1775

0,172

0,1811
0,1985
0,1855
0,193
0,1845
0,193
0,133

. 0,172
0,182

Purin-X.

KotP-X

O.0G3
(),' G3
0,OG3
0.07G
0,076
0,0 :G
O.OGt
0.0G4
0,001
0,051
0,054
0,054
11,002

P-K-X

0,2:JG4
0,2414
0,2279
O.2330
0,2 tlO
0.2595
0,23G7
0,2142
0,2357
0,2303
0,1813
0,2153
0,2317

<

Hnrn-X

9,25
9,17

10,00
8,54
8,07

' 0,2'i
8,12
8,77
8,70

10,15
8,92
9.00
S,8S .

jesnmt.->

Kot-X

l.ns
198
1.98
2,27
2.27
2,27
2,09
2,09
2,09
1,98
1.U8
1,98
1,80

Ges-X

11,23
11,15
11.93
10,81

• 10,94
11,53
10,21
10,80
10,85
12,13
10,90

. 10,98
10,08
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II
*l

M

B"

IS"
£,
•5
n
ri

f

$
,3
(5

5'

1
f
I

o
*3
/B
*1

Datum

2/XII.
3/XII.
4/XIL
5/XII.

Durebs.

G/XII
7/XII.
8/XII.
9/XII.

10/XII.
11/XII.
Durchs.

12/XII.
13/Xir.
14/XIL
Durchs.

16/L
17/1.
18/1.
19/1.
Durchs.

20/1.
21/1.
22/1.
23/1.
24/L
25/1.
Durchs.

2G/I.
27/1.
28;I.
Durchs.

13/11.
14/11.
15/11.
Durclrs.

Krcati-
m n

1,421
1.17G
1,002
1.11G
1,101

1,364
1,485
1.53G
1,408
1,210
1.53G
1,429

1,085
1,244
1,085
1,138

0,978
0,931
0,953
0,09
1,004

1,865
1,932
1,877
1,823
l.G'JO
2,090
1,880

1,091
1,078
1,099
1.0S9

1215
0,817
1,3G8
1.133

Purin-N

Harn-P-K

0,205
6.1G0
0160
0.1GS
0,1764

0,234
0,264
0,271
0.257
0,233
0,259
0.253

0,171
0,153
0,217
0,lfc2

0,2040
0,215
0,216
0.21G
0,210

0.303
0,254
0,322
0,386
0.2G9
0,380
0,319

0,161
0,193
0,175
0.17G

0,210
0,132
0,191
0,183

Kot-P-X

0,062
0,0G2
0.0G15
0,0015
0,059

0.0G83
0.06S3
0.042S
0.0438
0,0690
O.0G90
O.OG0O

O.O6G0
0.0660
O.OGGO
0.0600

0,013
0,043
0,043 *
0,013
0,013

0,054
0.05 V
0.0G2
0 0G2
0,003
0.0G3
0,060

0,059
0,159
6,039
6,053

0,0620 •
0.0G23
0.0G20
0,0620

P-K-N

0,2557
0,2097
0,2092
0,2172
0,2237

0.2S38
0,318S
0.3053
0,2913
0,2882
0,3142
0,3011)

0,2210
0,2110
0,2700
0,2350

0,2331
0,2494
0,2504
0,2534
0,2414

0,3163
0,2973
0,3717
0,4357
0,3105
0,4305
0,3071

0,2032
6,2103
0,2222
0,2232

0,2395
0,1815
0,2405
0,2375

Gesamt.-N

Harn-X

9,05
8,70
9,13

10,85
9,31

12,43
12,43
14,42
14,85

. 13,60
14,12
13,65

10,92
10,16
10.40
10,59.

8,81
10,12
8,10

10,40
9,36

14,40
15,62
16,71
19,87
18,20
19,33
1733

11,32
10,80
8,35

10,16

11,60
9,55

11,30
10,81

Kot-X

1,80
1,80
2,04
2,01
1,93

1,59
1,59
2,54
2,54
1,83
1,89
2.00

1,94
1.U4
1,94
1,94

1,78
1.78
1,78
1,78
1,78

2,78
2,78
3,32
3,02
2,G0
2,60
2,80

2,16
2.16
2,16
2,16

2,24
2,24
2.24
2,24

Ges.-S

10,85
10,50
11.17
12.89
11,27

14.02
14,02
16,96
17,39
15,55
16,01
15,65

12,86
12,40
12,34
12,53

10,59
11,90
9,83

12,18
11,14

17,18
18,40
19,73
22,80
20,80
21.93
2016

13,48
12.S6
10,46
12,32

13,8t
11,79
13,51
13.0G
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5'

I'
$
P

C^
o
*

o

5

M
in .

-I

ni

* £?
3

-LAlllUU

i6/n.
17/11.
18/11

19/11-
2:i/II.
21/11.
Dnrchs.

22/11.
23/IL
24/H.
Darchs-

3/V.
4/V.
5/V.
6/V.

Durchs.

7/V.
8 ^ .
9/V.

Durchs.

10/V.
llfV.
12/V.
Durchs.

13/V.
14/V.
15/V.
Durchs.

16/V.
17/V.
18/V.
Durchs.

3 9/V.
20/V.
21/V.
Durchs.

Kienti-
nin

2,340
2,540
2,610
2,335
1,759
2.0G1
2.27G

1,035
1,189
1.1C5
1,130

0,82
0.G7
0,77
0,99
0,81

0,795
0,935
0,940
0,890

0,860
0,920
0,940
0,907

1,025 •
1,120
1,000
1,048

0.70G
0,990
0,946
0,900

1,055
1:000
1,010
1,052

Purin-N

Harn-P-X

0,392
0,425
0,405
0,366 "
0,436
0,3302
0,4007

0.23S5
0,1985
0,2564
0,2461

0,2010
0,1940
0.1G40
0,1850
0,1810

0,2821
0.3G30
0,4170
0.334S

0,2355
0,2415
0,2158
0,2509

0,4376
0,51G5
0,4970
0,4837

0,2970
0,2100
0,1760
0,2277

0,4840
0,6140
0,5745
0,5575

Kot-P-X

0,0673
0,0073
0,0770
0,0770
O.0C01
0,0001
0,0681

0,0660
0,0660
O.OGGO
0.0GG1

0.04C 2
0,0402
0,0402
0,0402

0,0600
0,0G00
0,0600
0,0600

0,0474
0,0476
0,0474
0,0474

0,0454
0,0451
0,0454
0,0454

0,030
0,030
0,030
0,030

0,050
0,050
0,050
0,050

T-K-N

0,4458
0,1788
0.4G68
0,4278
0,1845
0.42S7
0,4554

0,3364
0,2514
0,3093
0,2990

0,2262
0.19G2
0,2172'
0,2132

0,3304
0,4130
0,4650
0,4028

0,3344
0,2794
0,2537
0,2838

0,4733
0,5523
0,5333
0,5200

0,3210
0,2340
0,2000
0,2517

0,5240
0.G540
0,0145
0,5975

HarnO>

18,50
22,20
2:1,10
22,2.1
22,40
22,60
21.33

14,60
11,20
11,41
12,40

9,90
10,75 .
7,85
9,20
9,13

11,86
11,95
9,49

11,07

10,60
10,70
10,50
10,60

11,95
13,70
13.-.0
12,95

10,29
11,39

9,35
10.2S

14,20
13,39
14,40
13,97

Sesamt.-X

Kot-K

3,11
3,11
2,88
2,8 3
3,87
3,87
3,29

2,13
2,13
2,13
2,13

2,10
2,10
2,10
2,10

2,05
2,05
2,05
2,05

1,72
1,72
1,72
1,72

2,04
2,01
2,04
2,04

1,1$
1.13
1,13
1,13

2,22
2,22
2,22
2,22

Gts.-N

21,61
25,31
22,98
25,08
26,27
26,47
24,02

16,73
13,33
13,33
14,53

•

12,85 .
9,95

11,30
11,53

13,91
14,00

. 11,45
13,12

12,32
12,42
12,22
12,32

13,99
15,74
15.24
14,99

11,33
12,43
10,48
11,41

16,42
15,52
16,62
1G,19

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/83/874188 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



Beitra^e zum Purinstoffweclisel. 93

Datum

22/Y.
23/V.
21/V.
Dnrclis.

Kreati-
nin.

0,915
0,800
1,070
0,953

PurinOx

Ham-P-N

0.2G30
' 0,2150

0,2210
0,2310

Kot-P-X

0,015
0,015
0,015
0,015

P-K-X

0,2990

0,2510

•0.2GOO

0,2700

Gesnmt-N

Hnrn->\

15,50
9,25

12,35
10,70

Kot-K

1,80
1,80
1,80
1,80

12,30
11,05
14,15
12,50

Q. Ziisamrneiifassende BetracUung.

Aus obiger Tabelle konnen wir folgande Tatsachen zusani-
menstellen.

1. Die endogene Ausscheidnng des Harnpuriukernstickstoftes
bleibt wahrend der Yersuclie ganz koustant. ' Sio betrug ca. 0,18 g.
Auch bei vielen anderen Autoreu isfc der endogene Harnkemstick-
stoff, individuell fast konstant und liegb ana haufigsten zwisclien 0,2
und 0,1 g. Bei neuerer Untersuchung von "W. O. Kose scheint
dieser Werfc von der !Natur und Menge der Nahrung abliangig zii sein.

2. Sowolil in der purinarmen als aucli in der ganz puriu-
reichen Nahning hat die Menge des Kotpurinstickstoffes fast
denselben Werfc (ca. 0,05 g pro Tag). Dies zeigt, dass das anf-
genommene Nalirungspurin fast vollstandig resorbierfc wird. Das-
selbe VerMltnis wtircle aucli schon von friiheren Aufcoren beobachtet.

3. Wenn der Purinstickstoff in der Nahrung sich vermehrt, so
steigfc auch die 2klenge des ausgeschiedenen Harnsticksfcoffes. Der
Unterschied dieser beiden Werte verminderfc sich jedoch immer
mehr, bis endlich der Purinansatz erfolgfc, was aus folgenden
Durchschnittszahlen iind Diagraram I, iibersichtlich wird.

Periode .

Pnrimrme Perioile.
1. Eindfleischper.
1. Knlbsthymuspcr.
3. Einclfleischi3er.
2. Kalbsthyrcmsper.

3. „ .

TABELLE

Aufg. P-K-N

0,00257
0,10152
0,2219
0,29932
0,4422
0,06227

V.

Ausg. Ham :

. ' P-K-K

0,1822
0,253
0,3518
0,4007
0,4837
0,5575

P-K->\-Eilanz

-0,17943
-0,15148
-0,1327
—0,10138
-0,0415
+0,10177
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94 Mitzngi Kikuchi :

4. Der taglicli aufgenommene Pnrinkernstickstoff bai der
purinarmen Nalming war 0,00257 g und betrug nur ungefahr 1,\%
des daboi taglicli niisgeschiedenen sog. endogeuen Purinkernstick-
stoffes (0,233 g).

5. Der grosste Teil des aurgenommeuen Purins sclieidet an
demselben Tage aus, aber ein kleiner Teil sclieidet noch iu einigen
direkt nachfolgenden Tagen atis.- Diese nachtriigliclie Aiisscheidung
Muu'de aucli von vielen Autoren beobaclitet.

6. Bci der vermelirten Purinaufnalimo beinerkfc man keiue
nennenswerte Steigerung der Harnpurinbase.

7. Die endogene Ansscheiduug des Kreatinins war in jneinem
Jalle ca. 1,1 g. Wenn dass aufgenoramene Kreatin u. Kreatinin
sich vermehrt, so steigerfc sicli auch seine Aiisseheidung, wie es
Gruber und Klercker sclion beobachteten, fiber der Unterschied
beider verminderfc sicli iminer menr, wie folgende Durchschnitts-

zeigen:

TABELLE VI.

Periode

Purinarme Periode
1. Thymiispcrioile
2 - „ " •

3 . ' • , .

1. rieischperiotle
o

3.

AnfK.
Kicatinn.

u. Krcatinia.

0,00257
0,00
0,00
0,00
0,718
1,435
2,153

Ausg.
Kreatinin

1,090
0,89
1,018
1,052
1,429
1,880
2,276

Krcatinin-
Bihnz

-1,030
-0 ,83
-1 ,043
-1,052
-0 ,711
—0,455
-0,123

Aufg.
P-K-N

0,00257
0,2219
0,4422
0.GG23
0,1015
0,2003
0,2993

Aufg.-X

12,38
13,35
15,59
18,08
17,40
23,93
29,74

Aus der Untersuclmng bai der Thyrnusperiode ist es klar, dass
ein direkter Zusammenbang zwischen dem endogenen Kreatin nnd
Pnrin, wie Buriau angab, kanni annelimbar ist. Aus dieser
Tabello gelit aucli heiTor, wie Folin (1905) angab, dass sowolil
Purin als aucli Kreatinin keinen direkten Zusammenhang mit der
Stickstofnnenge im Harn haben.

8. Die ganze Unterencliungsperiodo liindurch befand sich die
Vei-suclisperson in ganz nonnalem Zustande. Das Stickstoffgleicli-
gewiclit wurde immer beibelialten, ja oft deutlicber Stickstoffansatz
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Beitrage.' zum Purinstoft weclisel. 95

boobaclitet, und das.Korpergewiclit war wahrend derselbeu Periode
fast konstanfc geblieben. Die Nahrnugskalorien wurden nach dem
Appstit zwischen 2700 und 3800 beliebig gehalten, um sie niehr
dem' natiirlichen Lebeu auzupassen. Diese alle verliielten sich
folgendermaS3en:." .-. • . .

' ' - . • TABELLE Ti l .

Periode '•

Purinarme Peiiodo
1. Fleischperiode ,
2.
3. „
1. Thymusperiode
2. :

• 3 - . . • • . » : • • •

Stickstoffgleieligewicht

.Aufg.X

12,38
17,42

.23,93
29,47
13,35
15,59
18,OS

Aiisg. X

11,00
15.G5
20,16
24,62
13,12
14,99
16,19

K.-Eilanz

+1,32
+1,77
+3,77
+ 5,12
+0,23
+0,60
+1,83

Korpergewieht

Anting •

GG920
G5850
G5300
65050
65150
G5450
65150

Ende

G6950
65200
65350
66000
6G140
65350
61850

Aufg.

KnLDur-
clisch.

3161
3102
3501)
3830
2G95
2757
282G

V . tJBER DAS PHYSIOLOGISCHE V E R H A L T N I S ZWISCHEX DEN
AtJFGEXOMMEKEX N A H R U X G S P U R I S K E R X S T I C K S T O F F E X

XJND DEN" IS! HABX AUSGESCHIEDESEN'
: PCRINKERXSTICKSTOFFEX.

Wenn man die Beziebnng zwischen den aufgenommenen xmd
ausgescbiedenen Harnpurinkemstickstofteu erfoi-scben will, muss
man zuersfc iJber die Momente -cfer Ansscbeidiiug der Purinkoipei-
klar sein. •

Die Purinkorper im Ham werden natiirlieb wie andere Harn-
bestandteile vom Blut aus in den'Ham ausgesehieden, und ilne
Menge • 1st von der im Blute entbaltenen Menge abbangig. Zu-
gleicb. isfc da immer ein gewisses Gleicbgewiebfc zwisclien Blut und
Gewebe.

Wenn also irgehd eine Substauz im Gewebe in mobilisierbaren
Zustand verwandelt wird, so wachst seine Mengo im Blut an,
wahrend anderseits Yermelirung einer Substanz im Blut sowobl
ibre Retention im Gewebe als aucli ihve Ausscheidung in den
Havn verursachen kanu. Nun ist das sog. endogene Purin die-
jenige PurinmeBge, welche bei purinfreier Nahrang walirend eines
Tages voni Blut aus in den Harn ausgeschieden wird, lind stellt
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eine Funktion von der Menge des zirknlierenden Bhitp'ufihs dar.
Wenn'man eiue pnrinkaltige Xalniing aufnirnmt, wird das davin
enthaltene Puriu allmahlicli durch die Darrnwand in das Bint
resorbiert und dadiu'ch wird das zirkulierende Purin um soviel
vermehrt. Fiir das Pnriu im Nahrungsmittel konnen wir dalier
den gleichen "Werfc als Faktor der Harnpurinausscheidung wie die
Pnrinmenge des Blntes bei pnrinfi.'eier Nahrung annelinien. Dabei
entsteht aber zngleicli die Bedingung, dass mifc der Vermelirung
des Blutpiiringelialts die Verteiluug des Pnrins zwisclien Gowebo
nnd Blut veriinderfc wii'd.

Solcher BetracMung znfolge konnen wir die ausgescLiedene
Piu"innieDge mit der folgenden Fnuktion ansdriicken, indem man
das aiisgescJiieclene Harn-P-K-N als eine Funktion von dem
zirkiilierenden Blutpurin, das letztere aber als eine Funktion des
von Gewebe und von der Nahrung abstanimenden Pmins anniramt.

Y=/[ j r(E,X)]
TO Y = Tiiglich vora Blut in Clen H,irn iibergcgangencs P-K-N.

E=Taglich vom Gewebe in clis Blut iibergegangenes P-K-N.

X = Taglicli von der ^nbnuig in dns Blut iibergegangenes P-K-K.

y(E, X)=Tiiglicli im Blut treisentles P-K-X.

Und so stelle ieli folgende Fiuiktionen auf, indem ich die Menge
des Tom Gewebe abstainraenden Purins znersfc als konstanfc an-
nehrae:

c(E, X) = (E+X)(l+bX+cX* + ... .)

Daher Y=a(E + X) (l-fbX + cX2+ )
Hicr ist a cler Xierenkoefficient,. witbrcncl b, c, Gewebskonstanten

Wenn X = 0, wie bei pnrinfreier Nahrung, dann

Y=aE = E.,

Eo ist endogenes Pnriu d.h. tiiglich voin Blufc in dm Harn iiberge-
gangenes P-K-N bei pnrinfreier Nalirnng.
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Beitrago zum Purinstoffwechsel. 97

Um den Wert der Konstanten aus meinen Kesultaten zu
•erhalten, nehinen wir der Einfachheifc lialber eine abgekiirzte
Formel •

vind aus den folgenden experimentellen Daten wurde nun der Werfc
von a iincl b berechnet.

Polglich
b=-0,5

Y=(0,18+0,99X) (1-0.5X)

TABELLE VIII.

Pcrioile

Piirinaime Pericxle
1. KinJfleischperiale
2.
1. IvilbsthymiLsperioi'Ie
3. Eindfleischperiode
2. KalbsthymxjspcriCKle

3.

Aufg. P-K-X (X)

'0,002G
0,1015
0,2001
0,2219
0,2903
0,1122
0.6C23

An-sgesch; Hnrn
P-K-X. (Y)

0,1822
0,2539
0,3190
0,3518
0,1007
0,1837
0,5575

Wenn vdv den aus dieser Forrael berecnneten Werfc des aus-
gescliiedenen Harn-P-K-N mit dem des gefundenenen Ham-P-K-N
in meineni Fallo vergleichen, daun kann man ziemlich gnte
Uberainstimmung zwisclien beiden finden, vie es folgende Tabelle
bezeichnet.

TABELLE IX.

Anfgen. P-K-X (X)

0,002G
0,1015
0,2001
0,2219
0,2993
0,1122
0,CG23

Ansceschieilenes

(gefundcn)

0,1822
0,2530
0,3190
0,3518
0,1007
0.1S37
0,5575

Harn-P-K-X (Y)

(bereclmet)

0,1821
0.26G3
0.310G
0,3553
0,4019
0,1813
0,5593
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Und es scheint niir, wie ich deninaclist berichten Averde, dass
der . Nierenkoefficient (a) grosser . bei au . purinarme Nahrung
gewohnten Individuen (z.B. Japanern, Avahrscheinlich Polen und
einigen Amerikanem) als bei der an purinreiche Nahmng gewohnten
(z.B. Avahrsclieinlich Englandern, Deutsehen, Oesterreichern u.a.) ist
und ausserst klein bei Gichtikern, und zwar luifc der Sclrtvere der
Koefficienfc desto kleiner Averdend. Die GeAvebskonstante (b) isfc
ungefahr 0,4-0,5, obgleich sie bei einigen Individuen zienilich
abweicht.

V. KEITIK UBER DAS SCHICKSAL DES
AUFGEXOJOIEXEX PUBINS.

In der Frage iiber das Schicksal das aufgenommenen Purins
"vv-nrde schon friiher das Wort „ exogener Brucliteil" angegeben.
Obgleich ei- von verschiedenen Autoren erforscht Avorden ist, so ist
betrefls desselben doch bis jetzt noch keiue systematische Uber-
einstimrnung gefunden Avorden.

Was bedeutet nuu der exogene Bruchteil? Er ist A'on Burian
u. Schur (1900) als;

' (Y-EJ/X
wo. X = Aiifgenommenes Purin

• . ,.. • ' E=Endogenes Harnpurin " .
. y=Gesnmt-Harnpiirin

angegeben Avorden. . Da, es aber ganz unmoglich ist, das iin Blufc
cirukulierende Purin in endogenes uud exogenes zix trenuen, so ist
es auch undenkbar, dass mir eudogenes Blutpurin immer in toto
in den Ham itbergehe, AA-ahrend das exogene Blutpurin ma1 teil-
Aveisa in den Horn austrete.

Weil das ira GeAvebe mobilisierbar Averdeude Puriu ein Zelltatig-
"keitsprodukt (Mares)Oder Zellzei-storuugsprodukt (HorbazeAvski
u.a.) ist, mages olme Einfluss auf die Schwiiukung der Blutpuriu-
menge sein/.! .

Sein; Ubergang in das Blut muss aber eine Funktion der
Blutpurinmenge be7iehungsweise des aufgenommenen Purius sein.

Wie hier erkliirt, hat der Ausdruck "exogeuer Brucliteil" SOAVOIII
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Beitrage zum Pnrinstoffwechsel. 09

theoretisch als aucli experiinentell deutlich 2 iTelfler; erstens gibfc
or dem endogenen und exogenen Purin im Blufc al3 ITaktor der
Hnrnpurinausscheidung gesonderte Werte, und zweitens lassfc er den
wegen der vermehrten Zufuhr des aufgenorurnenen Purins ins Blut
zwischen dem Blut und Gewebe stattfindenden Yorgang ausser aclit.
So zeigt er in demselben Individuurn auch ganz' bedeutungslose
•breite Scliwankung, wie aus folgender Tabelle und' Diagramm I I I
hervorgeht. " • • • • • • • . • , . . - . - . - .• - . . ! • • • • •

• : • TABELLE X. ' : ,• . ' , .-• - •'

. Aufgen. P-K-K

0,00
0,1015
0,200-4
0,2093
0,1422 .

. 0 6C23

Ausgcscliiecl. Hnrn P-X-K
(korrig. mit Xfichnussch;)

0,18
0,253
0,310
0,4338 • .
0,5314

* ' 0,0115

Exogener Brucliteil

Uubestimmt
0,73

:-. - ' 0,70 ..' '
. . • . 0,85

0,79
O;G5' •

Diskutiert man von diesem Grande aus die friiheren Angaben
iiber das Schicksal dek aufgenommenen P-K-N,' dann ergibt sich
folgendes: • • ' • - . . - . . •

1. B u r i a n u. S c h u r gaben zuerst (1900) an, dass der exogene
BrucMeil nach den Nalimngsarteu verscliiedeneri Werfc habe. Aber
der exogene Bruchteil liafc bei derselben Kalirung ancli- ver-
scniedenen "Weit, wie oben erkliirt. Ansserdem beruht der schein-
bare Unterselned des exogenen Bruchteils nach den Nalirungsarteri
{Oxypurin u. Aminopmin) tatsiicLlich auf dem ]VTengeneinfluss des
aufgenommenen Purins (er wax- grosser bei der Aufnalime kleiner
JMengen Oxypurin, kleiner bei der • Aufnanme einer grosseren
Menge Aminopiu'in), wie man ans den Untersucliungsdaten leichfc
bereclmen kann". Spiiter (1903) negierten sie selbsfc diese Angaba.

2. K a u f m a n n u. • M o h r gaben aii,' dass der exogene
Bruchteil sowohl nach dem Individuum als auch bei demselben
Individuum zeitweise vei'schieden ist, iincl-sie' erklarten diese
individuelle Verschiedenheit mit individueller Disposition und die
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100 . Mitzugi Kikuohi:

zeitweise Yerschiedenheit bei deniselben Individuuin wit nioraen-
taner Disposition. Ihr Ausdruck „ individuelle Disposition " lasst
die individuelle Verschiedenheit der Nierenkoefficienten, und der
,, momentane Disposition " die lineare Funktion von exogeneru Ein-
fluss verninten, obgleich sie bei ilirer Angabe keino systematische
Regel gefunden hatten.

:• 3. Bur ian u. Schur fiihrten den Ausdruck „ Integrativ-
faktor" in einer spateren Mitteiluug (1903) ein. Sie benierkten, dass
die Durchschnittszah] des exogenen Bruchteils von verschiedenen
Menschen fast 0,5 und die der Kaninchen und Hundo verhaltnis-
rnassig kleiner als die bei Menschen ist, und sie gaben an, dass der

Integrativfaktor (der dem entspricht und Zer-
exogenen Bruchteil

storungsfaktor bedeutet) im Menschen 2, in Kaninchen G, in
Karnivoren 20-30 sei.

Wenn sie aber das Schicksal des aufgenommenen Purins in
Saugetieren erforscht haben, so mussteu sie das Allantoin beriiek-
sichtigen und -wenn sie Allantoin-N als P-K-N berechuet hatten,
dann wiirden sie kauni merkbare Unterschiede des Integrativ-
faktore zwischen Menschen, Kaninclien uud Hiuaden gefunden habeh.
Und ausserdem ist es roch nicht entschieden, ob das aufgenom-
mene P-K-N ausser der Harnsiiureausscheidung nicht auch nocli
anderweitig zerstorfc wird.

4. Wenn irgend eina Puriuolyse in dem Darm, -R-ie Than-
ha'user u. Dorfmiiller angeben, vorlianden ist, dann niiissen
a und b in der Formel Y=(E0 + aX) (1-fbX) ja ein Genienge
von DarmkoeflScient und Nierenkoeflicient, bezw. Gewebskonstanten
zeigen. Aber das ist noch keine gesicherte Angabe.

VI. SCHLUSS.

1. Die Menge des ausgeschiedenen Purins iua Harn bei ver-
schiedener Purinaufnahme kann nach folgender Formel berechnet
•R'erden.

Y=(Eo+aX) (1 + bX)
wo
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X ein aufgenommener Purinkemstickstoflj
Y ein ausgeschiedenes Harn-P-K-N,
Ey endogenes ausgescbiedenes Havn-P-K-N,
a Nierenkoefficient,
b Gewebskonstante
ausdriicken.

a und b konnen individuell verscbieden sein, u.z. a selieint bei
dem an purinarme Nabrung gewolinteu Individuum grosser als bei
dem an purinreicne Nalirung gewolmten, und besonders klein bei
dem Gicbtiker zu sein. Der Wert b liegt gewolmlicli zwischen
0,4 und 0,5.

2. Wie die obige Formel zeigt, ist die ausgescliiedene Harn-
purinmenge in demselben Individuum nur von der Menge des
aufgenommenen Nabrungspurins abhangig.

3. Es selieint mir ganzlicb unnotig, eiuen exogenen 33rttcliteil
und seine Abhangigkeit von der momentanen Andenuag der Dis-
position anzunebmen.

Zum Scbltis^ ist es mir eine angenebme Pflicbt, dem Yorstand
unseres Instituts, HeiTn Prof. Dr. Kakiucbi , fur seine freundlicbe
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Diagramm I.

J

r ii _j L

[L-

Ausgcsch. Harn-P-K-X

Axifgenommene P-K-N

Ausgescli-Kot. P-K-K
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Diagrainin U.
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STUDIES IN THE GASTRIC JUICE.
m . On the empty stomach juice, the secretion at the time

when the stomach is empty.*

• • : B r

JUKI TAKAT.V

" . (From the Biochemical laboratory. Institute of Medical Chemistry, Tohoku
Imperial University, Sendai. Director: Prof. Eatsuji Inouye.)

(Received for publication, December 8, 1921.)

Even when no food is present in the stomach, a small quantity
of fluid is discharged from the Pavlov 's small stomach. Various
names have been employed by different authors to designate this
fluid or its combination with the ordinary gastric juice; for
instance, "continued secretion," (Carlson, 1915 i) "hunger juice,"
(Carlson, 1915 ii) or "fasting juice" (Hull and Keeton i 1917).
But the U3e of the term empty-stomach juice which indicates the
nature of this juice most appropriately, seems to be preferable to the
others. So .far as I am aware, this, juice has not yet been the
subject, of systematic examination. In this paper I shall therefore
present the results of a series of observations on the enzymes in
this fluid. . :

Ths rate of flow is very, slow; it is in general 1-1.5. cc. per
hour from a small stomach of the moderate size, which is not
older than one year.

This secretion is. a thick, viscid mucous fluid, and contains
mucin flakes in. such abundance at times that the whole will make
a solid mass. . '

The reaction is neutral or faintly acid in most cases. But, there
are many factors by which the reaction may be controlled. In
the first place, the amount of mucin comes into consideration.
Usually, the smaller the amount of mucin, the higher is the

* The first two of these studies, the relation of lack of chlorides in the
animal Ixxly to hydrochloric acid of the gastric juice, and the action and proper-
ties o£ the gastric of the gastric lipase, appeared in the Toholai Journal of Ex-
perimental Medicine Vol. I, V. 351, and II, P. 203.
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108 • Malci Takata:

acidity. Also the race and the character of the dog have an effect
upon the reaction. Some ten of seventeen dogs, which have been
hitherto observed by the author, as a rule, gave the neutral secre-
tion, while others produced always the acid one. The secretion of
a tame and sensitive animal is more acid than that of a stupid
and dull-nerved one. Besides, the time after operation, too, perhaps
has a relation to the reaction. The highest acidity which I could
hitherto observe was 0.2 per cent HC1. An alkaline reaction was
not once observecl, the juice with a high acidity is perhaps con-
taminated by gastric juice in the ordinary sense.

The specific gravity of the secretion varies between 1.006 and
1.007.

The dry residue is on the average 1.4873 gm. per 100 cc. of
which 0.9S38 gm. is the organic matter and 0.5035 gm. the ash.

ENZYMES OF THE SECEETION.

Pepsin.

The high concentration of pepsin in tliis secretion was pointed
out by Carlson (1915 i) and Keeton and Koch (1915). The
following experiments earned out by the colorimeti-ic method devised
by the author (1921) have confirmed their observations.

1 cc. of the secretion of a dog was diluted by the addition of
10 cc. of 0.5 per cent hydrochloric acid. Simultaneously, 1 cc. of
ordinary gastric juice of the same dog, taken one hour after feed-
ing, was treated in the same manner. 1 gm. of fuchsine fibrin was
put into each of them and placed in an incubator. After a given
time, the colour of the digestion mixtures was compared by means
of the colorimeter of Duboscq. The results obtained are sum-
marized in Table I.

TABLE I.

Xo. of cases.

I
II

HI

Time of incubation
in minutes.

50
30
30

Proportion of peptic activity.
Empty juice: Ordinary juice.

1.0:1
0.0:1
1.1:1
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Pepsinogch.

109

Subsequently, experiments were made to determine whether
active pepsin or its zyinogen is contained in the empty stomach
juice. Portions of 2 cc. each of empty juice were mixed with 2 cc.
of one per cent sodium carbonate and allowed to stand at room
temperature for different psriods. After the lapse of the given time,
the contents of the flasks were made acid by delivering 10 cc. of
0.1 JV HCl into each of them. Then, their peptic activity was
determined and compared colorirnetrically, using 2 cc. of the same
empty juice, diluted with 2cc. of R inge r ' s solution and 10cc.
of 0.1 N HCl, as standard. Time of digestion was 3 hours.

TABLE II.

^ 0 . Of
the flask.

1
2
3
•1

Time of exposure to
filknli in mirmtes.

0
5

15
CO

Peptic activity.

1

o.ca
0.54
0.37

In the following experiment, all with papsinogen present were
first activated by hydrochloric acid and then exposed to the action
of alkali. For the purpose, 2 cc. of empty juice and 2 cc. of 0.1
N HCl were transferred into each of two small Erlenmeyer flasks,
shaken "and allowed to stand over night. 5cc. of one per cent
sodium carbonate were then poured into one of the flasks and well
mixed. After standing at room temperature for 30 minutes 15 cc.
of 0.1 2V HCl were put into this flask. Into the other was poured
a mixture of 15 cc. of 0.1 N HCl and 5 cc. of one par cent sodium
carbonate. After that 0.5 gm. of fuclisine fibrin was put into each
of the mixtures and placed in a thermostat for an hour. Whilst
an intensive digestion took place in the control test, the digestion
mixture with the empty juice previously exposed to the action of
alkali, remained perfectly colourless.

From the results of the above expsriments it is evident that
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the pepsin of the empty juice is secreted, at least in part, in the
form of zymogen; a fact demonstrating the actual secretion of
pepsinogen.

: Sennet. . .

The empty juice shows a marked clotting action on milk.

. . .'.' . . IApase.

The existence of a powerful fat-splitting enzyme in the empty
juice has been demonstrated by the works of Hul l find Keeton
(1917) and of the author (1921).

Nuclease.

Most authors (Popoff. 1894; Umber, 1901; Abderhalden
and Schittenhelm, 190G; London and Schit tenhelni 1907;
Levene and Medigreceanu, 1911) will not recognize any hy-
drolysing action of gastric juice upon nucleic acid, although Milroy
(189G) reported that, in his experiment, pliosphoric acid was li-
berated from nucleins bj- the action of pepsin. Mitra (1912), too,
believes to have detected a, nuclease in the stomach of the child
older thaii one and half months. '

Since the nuclease is in general -very sensitive to the-presence
of acids, it is possible that the failures of the earlier investigations
is due to the destruction of the enzyme by the hydrochloric acid.
This -was clearly shown in the following set of experiments that
the neutral empty stomach juice exerts a fairly strong action upon
nucleic acid. The gastric juice collected after feeding however will
not show any definite action.

To a certain amount of about 2 .per cent watery solution
of sodium salt of j*easfc nucleic acid (E. Merck), which was
purified by repeatedly dissolving in water and precipitating with
alcohol until no more free phosphoric acid could be detected in the
solution, and decolorized by means of animal charcoal, a. measured
amount of empty juice and a little of toluene were added, and well
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mixed. Immediately after mixing, an adequate portion was drawn
from the mixture, filtered and examined by. the aid of a polari-
meter. The remaining part of the mixture was placed in a, hrater
bath warmed at 37°. • After a, given time had elapsed, a portion
was drawn for the second time, filtered and subjected to the
polarimetric examination. Cliange of the rotatory power produced
daring the digestion indicates the degree of hydrolysis. The optical
activity was determined in a 1 dm. tube with white light. It may
be mentioned that, when the einpt}- stomach juice. alone was
incubated, no appreciable change of rotation occurred.

TABLE III.

No. of
the

ilnsk.

Amount of
sodium

nucleinate.

cc.

Vmount of
empty

stomach
juice.

cc

"Wnter

cc.

Rotation observed

before
digestion.

after
digestion.

ltemarks.

Dog A. Reaction of the juice was nearly neutral. Time of digestion was 12
hours.

•10 5
10

+1.03'
+1.01*

+ 0.G0'
+0.98'

Dog A. Reaction of the empty stomach juice was neutral. Time of digestion
was G hours.

20 1.5 35
5

+1.43'
+1.43'

+ 1.22°
+1.43'

Dog B. Reaction of the empty stomach juice was neutral. Time of digestion
was 15 hours.

20 0.5 •1.5 +1.01°
+1.02'

+0.71'
+0.98'

Dog A. Ordinary acid gastric juice after feeding which was neutralized be-
fore use. Time of digestion was 48 hours.

30 10

10

+2.5G'
+2.57°

+ 2.48'
+2.50'

Sodiura
nucleinate
was i%.
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TABLE IV.

Dog B. Eeaction of the empty stomach juice was neutral.

Amount of
sodium

nucleinate.
co

. Amount of
empty stomach

juice.
cc.

Rotation after diegestion for

1''

50 8 +1.G0' +1.22' +1.20° +1.16° +1.15°

Subsequently, after a prolonged digestion of sodium nucleinate
by empty juice, 60 cc. of the digestion mixture were pipetted out
and diluted "with "water. The phosphoric acid set free "was then
determined by precipitating it with magnesia mixture.

TABLE V.

Dog C. Reaction of the empty stomach juice was neutral.

Ko. of
the

flaslc

1
2
3

Dog

1

2

Amount
nf

sodium
nu-

cleinate.

cc
140(2.%)

. . . .

Amount
of empty
stomach

juice
diluted

five times
with

Ringer ' s
solution.

cc.
40

40

B. Eeaction of the

120;4%) 30

Water.

cc.
. . .
40

110

Rotat]

0''

+1.33'
+1.41°
-0.021

empty stomach

30

+2.G7'

+2.G8'

on after

. 2/>

+0.9G°
+1.33'
—0.02'

digestio

+0.96'
+1.333

-0.02'

uice was neutral

+1.22'

+2.61°

TABLE VI.

+1.11"

+2.G1°

n for

72'»

+0.89°
+1 .33 '
- 0 . 0 2 '

+ 0.81°

+ 2.59'

found
in GO cc.

of the
mixture

after 72

digestion.

</m.
0.0103
0.0012
0.0009

0.0350

0.0031

Dog A. Eeaction of the empty stomach juice was neutral.
5 cc. of 10 per cent sodium nucleinate, prepared from the mucous membrane

of ox intestine, 3 cc. of empty stomach juice and 1 cc. of toluene were well
mixed at 45' . The mixture was kept at 3S° for 24 hours. The mixture
was then cooled by the aid of running water, and i ts consistency was
noticed.
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Studies in the gastric juice. 113

Ko. of test.

1
2
3
4

Consistency of the contents of
the flasks after 21 hours'

diegestion.

Fluid.

Solid, gelatinous

Remarks.

Boiled empty stomach juice
was used.

From the above tables ifc is obvious that the empty juice
contains an enzyme splitting up nucleic acid. But this enzyme,
like the gastric lipase, would be easily destroyed by the action of
the hydrochloric acid secreted after feeding. It is therefore im-
possible to detect it in the gastric juice obtained in the ordinary
way.

Amylase.

On the basis of numerous experiments El lenbeger and his
pupils have stated that the pig's stomach produces an amylase.
With regard to the other mammals the problem must not be con-
sidered as settled. Because of this, the following set of experi-
ments was undertaken. In these expeiinents, the empty juice,
undiluted or diluted with E inge r ' s solution, was allowed to acfc
under various conditions upon soluble starch (Kahlbaum) with
toluene as an antiseptic, and its amylolytic activity was determined
by the iodine and the reduction test, and by changes in the rota-
tion of the digestion mixture. It was found that the empty juice
has a weak amylolytic action. Its strength is very feeble; it is
about one-hundredth that of the saliva of normal persons. Some
of the data collected in these experiments are shown in the
following tables.

It is to be noted that proteins interfere with the results of
iodine test, as may be seen from table YH. I have always per-
formed the iodine test on account of this after the removal of
mucin.
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TABLE VII
Experiments relating to the effect of mucin on the iodine test.
D.

Iodine test

1 cc. of the juice was incubated for 10 minutes without ad-
dition of starch, and then 2 cc. of 0.1% starch solution were
added.

1 cc. of the juice was incubated for 10 minutes without ad-
dition of starch and then 2 cc. of 0.1% starch solution
were added.

As the above, except that empty stomach juice was incubated
for GO minutes.

1 cc. of the juice nnd 2 cc. of 0.1% starch solution were
mixed and incubated for 10 minutes, then the mucin flocks
were removed by diluted HC1, and the iodine test was
performed.

1 cc. of the juice was incubated for 10 minutes without ad-
dition of starch, then the mucin flocks were removed by
diluted HC1; 2 cc. of starch were added to the nitrate.

As the above, except that the time of incubation was GO
minutes.

Similar test with the boiled juice.

Similar test with the boiled juice.

1 cc. of the juice was incubated for 15 minutes with 2 cc
of 0.1% starch, solution, and then mucin was removed by
diluted HC1.

Violet

Violet-blue

Violet

Yellow

Blue

Blue

Blue

Violet-blue

Violet-red

TABLE VIII.

Dos A.

Xo. of
test.

1
o

3

4

5

G

Empty stomach
juice, twice diluted,

cc.

1

Starch.
0.1%

CO.

5

Time o£ incubation
at 38" (minutes).

0

10

20

30

40

80

Iodine test.

Blue

Violet

Yellow

Yellow

Yellow

Yellow
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Dog B.

Ko.of
test.

7

8

0

10

11

12

13

Empty stomach
juice, twice diluted.

CO..

1

„ (boilc.1)

Starch.
0.1%

cc.

2

4

Time of incubation
• at 38° (minutes).

5

10

15

20

15

13

18

Iodine test.

Red

Yellow

Yellow

Yellow

Blue

Ked

Yellow

Dog C,

TABLE IX.

EfEect of ncid and alkali.

No. of

test.

1

2

3

i

5

C

7

8

9

Empty:
stomach

juice,;
3 times:
' diluted,

cc.

1

„ •

Starch.
0.1%

cc.

2

„

„

„

» •

0.1 n
HC1.

cc.

.

— •

—

—

' —

3 drops

0.25

» •

0.1 71

NaOH.

cc.

0.25

,,

—

—.

• —

—

—

—

Eeaction
of the

digestion
mixture.

Alkaline

,,

Neutral

„

Acid

„

Time of
incuba- •
tion at

38' (min.)

10

40

5

10

20

10

20

30

GO

Iodine
test.

Blue

• Violet

Violet

Violet-red

Red

Blue

Violet-Blue
Blue

Blue

TABLE X.

Dog E. The empty stomach juice was diluted with a mixture of 10 cc. of
1/3 m NaHjPOj,' 10 |cc. of 1/3 m Ka2HPOj, 5 cc. of 1% NaCl, and 73 cc.
of water.
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No. of

test.

1

2

O _
O, tl

3,b

4

5

*
C,a
C,b.

Dog

No. of
test.

1

2

3

i, a
• 4,b

Empty
stomach
juice, 10

times
diluted. '

CO.

2

„ (boiled)

„ (boiled)

F.

Empty
stomach,

juice,
3 times
diluted.

CO.

2

„ (boiled)

Starcli
0.1%.

cc.

2

—

3

2

3

Starcli
6.5%.

cc.

2

—

3

Time of
incubation

at 38'
(minutes).

120

„

120

'•

TABLE "

lime of
inoubation

at 33°
(hours).

10

15

15

15
15

Iodine
test.

Red

Blue

I Blue

Red

Blue

| Blue

£1.

Iodine
test.

Yellow

Yellow

Blue

[•Blue

Eeduc-
ion

test. '

Positive

j
KegatireJ

i
Negative

Positive

Negative

Negative

Reduc-
tion
f net
icsr.

Strong
positive
Strong:
positive

/
Negative-I

I|NegativeJ

• • Remarks.

After incubation
2 cc. of starcli
solution vrere ad-
ded.
After incubation
the contents of
both test-tubes
were mixed to-
gether.

After incubation
2 cc. of starch
solution were
added.
After incubation
the contents of
both ' test-tubes
were mixed to-
gether.

Remarks.

After incubation
2 cc. of starch
solution were ad-
ded.
After incubation
the contents
•were mixed to-
gether.
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Dog B.

TABLE XIL

Eeaction of the empty stomach juice was neutral.

Empty stomncli
juice.

cc.
Starch

. cc.

Eotation after digestion for

0»

50 +3.10' +2.005 • +2.82'

Maltase.

The determination of this enzyme was carried out in the follow-
ing manner. A certain amount of the empty stomach juice, diluted
with Ringer 's solution, was allowed to act on a known quantity of
a solution of maltose (E. Merck) at 38° for a given times with
toluene as an antiseptic. And the rotation of the digestion mix-
ture was determined before and after incubation. The results
obtained are given in the following tables.

Dog A.

TABLE SIIL

Eeaction of the empty stomach juice was neutral.

Xo. of
test.

Empty stomach
juice 5 times

diluted.'
Water.

cc.

Maltose
2.5^.

CO.

Eotation after digestion for

21h CO"

10

10

10

10

+1.G83

+ 1.G80

+1.59'

+1.CS*

+1.49"

+1.683

TABLE XIV.

Dog B. Eeaction of the empty stomach juice was neutral.

Time of digestion was 12 hours.

2\o. of
test.

Empty stomach
juice twice

diluted.
cc.

Water.

cc.

. —

10

Maltose.

cc.

. 50

50

Eotation

before diges-
tion.

after diges-
tion.

10 +1.883 +1.48*

+1.93°
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TABLE XT.

Dog B. Reaction of tlie empty stomach juice was neutral.

Empty stomach
juice twice'

diluted.

JIaltose Kotation nfter digestion for

Oh lh | 61'

15 50 +1.C0* +1.41*

The above results allow of the conclusion that the empty
stomach juice slightly but distinctly hydrolyses maltose.

Sucrase.

This enzyme could not be detected in the empty stomach juice.

Mucus. •' •

On the formation and the secretion of mucus in the stomach
we find a great number of communications in literature, made
particularly from the standpoint of the clinical interest.

Kaabaok and Kosenstein (190S) for example counted 85 of
them, Nevertheless, only a little is known •with certainty regarding
the biochemical aspect of the subject. :

Method of determining the mucus.

The most reliable method for the dstermination of mucus is
apparently that of Pewsner (1907) which consists in collecting
mucus on a filter, and weighing it after desiccation. By this
method, however, only the niucin flocks can be determined.

I t is conceivable that the amount of mucus may be ascertained
by determining the amount of its characteristic constituent, split
up under certain suitable conditions.

The first chemical study of the gastric mucin is due to' Lopez-
Sudrez (1913). He has studied in the laboratory of Hofmeister
the mucin of the pig's stomach and found a conjugated sulphuric.
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acid and purin bases among the decomposition products. So he con-
cluded that it might be a mixture of chondroproteid, nucleoproteid
and some other proteins. The same author and Levene (1916 i, ii,
1918) investigated thereafter the constitution of the conjugated sul-
phuric acid, and gave it the name mucoitin sulphuric acid.

Since the mucoitin sulphuric acid is an essential constituent of
gastric mucus, my attention was first directed to the carbohydrate
for the purpose of determining the mucus. In the endeavour to
find conditions of hydrolysis under which a fixed quantity of sugar
could always be obtained from a given amount of mucus, the
mucus of the pig's stomach was treated by hydrochloric acid in
different degrees of concentrations and in different lengths of heat-
ing. It was found that the following procedure would give a con-
stant result with a maximum reducing. power. The same was
found also in the experiments conducted on the submaxillaris mucin
of dog. . .

About 1 gm. of mucus is heated under reflux condenser with
40 cc. of 10 per cent hydrochloric acid on a water-bath. After 5
hours' boiling the reaction product is neutralized with sodium
hydroxide and its reducing power is determined by the Ber t rand ' s
method. In the following experiments the mucus content was
determined by this.method. . - '

The cavity of the small stomach was washed out by 500 cc. of
Ringer ' s solution, and five hours after that it was washed for the
second time. The empty stomach juice secreted in five hours and
the second: wash water were combined, concentrated under dimi-
nished pressure and the content of mucus was determined. At the
same time, the nitrogen content was determined by Kjeldahl.
Then the dog was fed, and the gastric juice was again collected in
five hours. At the end of the fifth hour, the cavity was washed again.
The gastric juice and the wash water were combined, neutralized,
concentrated and smbmitted to the estimation of mucus. The results
of the determinations are summarized in Table XVI. The amount
of mucus is stated in cc. of permanganate solution used for
titration.
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No. of ,
experi-
ment.

1 '

2

3

Juice.

Before feeding
After „

Before „
After • „

Before „
After

TABLE XVI.

Totnl amount of
juice secreted in

five hours,
cc.

5
52

4 •
4 8 •

• 4

40

Totnl amount
of mucus

secreted in five
hours.

2.1
1.6

1.4
1.4

1.2
1.3

Total nitrogen,
secreted in five

hours,
rag.

12.G
29.0

8.4
21.0

From the above results it is plain that the secretion of mucus
would not bo influenced by feeding contrary to the statement of
Schiitz (1909) and Aldor (1909).

Now in order to study any possible effect of acid on ths mucus
secretion, 10 cc. of 0.5 per cent hydrochloric acid were introduced
to the small stomach and allowed to stay there five hours. No
change in the mucus content of jiuce could be ascertained.

SUMMARY.

.1. Physical properties of the secretion coming from the empty
stomach, for which the name empty stomach juice was proposed,
and the enzymes present in it were studied.

2. The empty juice. contains pepsin resp pepsinogen, rennet,
lipase, nuclease, amylase and maltase.

3. A method of determining the amount of mucus in gastric
juice was described.

4. The amount of mucus secreted in an unit time is not at
all influenced by feeding.

5. The amount of mucus does not seem to be affected by the
presence of 0.5 per cent hydrochloric acid.
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FURTHER STUDIES OF THE NATURE
OF NITRIFICATION.

KOJI MIYAKE nnd S. SOMA.

{From the College of Agriculture, Hokkaido Imperial University, Sappcn-o.)

(Received for publication, December 30, 1921.)

It lins been demonstrated by one of the authors that tho proces-
ses of ammoBification and nitrification are auto-catalytic rnono-mo-
lecular chemical reactions and that the increase of ammonia and
nitric acid in these processes is in accordance with tho formula

log x-log (A-x )=K (t- t ,)
or log x—log (A—x)=Kt—K(

•where x is the amount of nitrogen in the form of ammonia and
of nitric acid which has been produced at the time t, A is the
total amount of nitrogen in the form of ammonia and of nitric acid
produced during the process, K is a constant and Kx is also a
constant, and ^ is the time in •which half of the total amount of
nitrogen in the form of ammonia and of nitric acid is produced.

This proof has been secured by the application of the autcca-
talytic chemical equation to tho results of Lipman's, Lemmermann's
and Warrington's experiments, and the results of further studies of
ammonification were also reported by one of the authors.

In the case of nitrification, it became interesting to see what
results would be brought out by our experiment. The present paper
is concerned with the results of nitrification.

EXPERIMENTAL.

Tho soil employed in the present investigation was taken from
tho experimental field of the College of Agriculture, Hokkaido Im-
perial Universitj-, Japan. It was used for the experiment in an air-
dried condition after having been passed through a 1 millimeter
sieve. As chemical to be nitrified, sulphate of ammonia AVJIS used.
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For this expsriment ten grams of air-dried soils were employed
and dilute ammonium sulphate solution equivalent to sixty per cent
of water capacity of the soil, that is 3.2 cc. of the solution were
distributed in it. This solution contains a quantity of ammonium
sulphate equivalent to 0.01 milligram of nitrogen. The soil thus
prepared was kept in 100 cc.-Erlenmeyer flasks stoppered with cork.
After incubation at a constant temperature (30°C) for certain in-
tervals of time as indicated in the tables below, nitrogen trans-
formed in the form of nitric acid and ammonia nitrogen which was
undergoing transformation were determined.

The content of the flask was transferred into a distilling flask
with water, and ammonia nitrogen was determined by the usual
distillation method with an excess of magnesium oxide. In the case
of nitric acid ths content of the flask was transferred into a measur-
ing flask (250 cc. or 500 cc. according to concentration of nitric
nitrogen) by means of a little water and well shaken. After stand-
ing for ten minutes it was filled up to the mark with distilled
water and filtered. Ten cubic centimetres of this clear solution were
taken and the anioimt of nitric nitrogen was determined calorime-
trically by the use of phenoldisulphonic acid.

During the experiment the flasks were weighed from time to
time and water was added to contain the amount necessary for a
GO % of the water capacity of the soil and the water content of the
soil was held almost constant through the experiment.

The following results were found:—

TABLE I.

Milligrams of nitric nitrogen found and of that

calculated by the formula.

Equation for calculation: log x—log (2.6S1—X)=0.08713t—1/12552.

Days
Citric Nitrogen

Calculated I Found

0.117

0.172

mg.
0.097

0.13S

mg.
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Days

5

7

8

10

11

13

15

. 19

21

21

2G

29

32

Nitric IN

Calculated

mrj.
0.219

0.357

0.421

0.588

0.G85

0.910

1.1G5

1.C95

1.930

2.211'

2.317

2.180

2.571

itrogen

. Found

m<j.
0.21G

0.333

0.417 '

O.COO

0.831

1.001

1.201

1.017

1.810

2.2S7

2.2S7

2.51G

. 2.51G

It will be seen from the above table that in nearly every case
the observed and calculated value agree well. Now, there is no
doubt also that the nitrification process is an autocatalytic chemical
reaction and that the increase of nitric acid in this process is
in accordance with the formula.

log x—log (A—x)=(t—t,), as stated in the previous paper.
For the application of the equation of an auto-catalytic mono-

molecular reaction upon the diminution of ammonia nitrogen, the
form of the equation will be written as follows

log (A-x) - log ( x - a ) = ( A - a ) K t - K ,
where a and A respectively denote the final and original amount
of ammonia, and x is the amount of nitrogen in the form of
ammonia at the end of time t. K and Ki are constant. The
amount of ammonia nitrogen found and calculated will be seen in
the following table.
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TABLE ir.
Milligrams of nmmonia nitrogen found ami

that calculated by formula.

Days

1

1

5

6

7

8

10

12

13

15

17

19

21

21

.26

29

32

35

Ammonia

Calculated (nag.)

10.733

10.G7G

10.C39

10.587

10.521

10.151

10.2G5

10.02G

9.8S8

9.581

9.257

8-912

8.652

8.319

8.199

8.053

7.971

7.927

nitrogen

Found (mg.)

10.809

10.G71

10.G02

10.5G8

10.49D

10.2SG

10.237

9.879

9.815

9.501

9.291

9.019

8.831

8.2G2

8.193

7.98G

7.780

7.918

These values are sufficiently close to favour the view that the
reaction is an auto-catalytic mono-molecular chemical reaction.

The accompanying diagram of curves enables us to compare
more easily.

SUMMARY.

1) We have confirmed again that the process of nitrification
as a •whole is an auto-catalytic mono-molecular chemical reaction
aud that the increase of nitric acid in the process is in accordance
with the formula:
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log x-log (A-s)=E:( t - t 1 )
2) The process of the diminution of ammonia compounds from

the soil is a auto-catalytic chemical reaction. Decrease of ammonia
nitrogen is expressed in the formula:

log (A-x) ^ ( A _ f l ) m_Ki>

log (x-a)
where x is the amount of nitrogen in the form of ammonia at the
end of time t, and A and a respectively denote the original and
final amount of ammonia. K is a constant and K̂  is also constant.
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PRELIMINARY COMMUNICATION ON MANNANASE
. . . . . . AND LAEVIDULINASE.

ISY

MIXORU M AYE DA.

{From the Biochemical laboratory. Institute of Medical Chemistry, Tokyo •
Imperial University, Tokyo. Director: Prof. Samuro Kakiuchi)

(Received for publication, December 30, 1921.)

SECTION I. INTRODUCTION.

The author (1911) had occasion to test' the digestibility of
konjak—a food extensively eaten by the Japanese people. This
food is prepared from konjak-powder by adding a certain amount
of water and heating the mixture in a pot containing calcined
water. The author analysed konjak-powder and found its composi-
tion to be as follows:

protein 2.4%
fat 0.1,,
hydrolysable carbohydrate 68.2 „
ash • 9.8 „

The main part of the Irydrolysable carbohydrate (95%) con-
sisted of a mannan which gave two molecules of mannose and one
molecule of glucose. This was called " konjak-mannan" by the
author (1915).

As a result of a digestive test, it was found that ninety five
per cent of the food was digested and absorbed in the human
intestine.

The presence of special enzyme for mannan in the mucous
membrane and pancreas of the pig and horse was insisted upon
by Sawamura (1902). But, Mr. and Mrs. Gatin (1905) and
others could not prove its presence. The author examined this
point and could not find any trace of such an enzyme in the
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132 Minoru Mayeda:

mucous membrane of the intestinal tract of mammalia, nor could
lie prove the formation of "Anpassungsenzymo" after a long period
of konjak-ration (1920).

As pointed out by Bierry and Giaja (1906 and 1909) the
hepato-pancreatic juice of helix pomatia and digestive fluid of
astacits Jluviatilis, homarus vulgaris and maja squinads have the
power of hydrolysing the mannan into monosaccharids. The author
(1920) observed also that the "konjak-mannan" was converted
into the mixture of rnannose and glucose by the action of digestive
fluid of snail and water-snail. The digestive tract of the carp
does not contain any trace of the enzyme effective on the " konjak-
mannan."

Sawamura (1902-3) reported that the "konjak-mannan" is
liquefied by B. mesentericus vulgatus. The author confirmed this
statement and studied the process more thoroughly, the results of
which will be outlined in the following pages.

SECTION II. THE ACTION OF SAPKOPHYTIC BACTERIA AND

EUNGI ON "KONJAK-MANNAN."

Pure culture of each of the following saprophytic bacteria was
inoculated into the following culture-medium for 48 hours.

Culture-medium for bacteria,

Pepton 10 gm.
MgSO, 1 „
K:HPO4 1 „
Konjab 40 „
Aq. dest. 1000 cc.

The mixture was made slighty alkaline with the addition of
sodium carboate.

Out of 17 species of saprophytic bacteria tested, the following
four species were found to cause the liquefaction of " konjak-
mannan."
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B. mesenieiicus vulgalus
B. mesenlericus flavus
B. mesentmcus fuscus
B. leptosporus

TABLE I.

Action of various bacteria on Konjak-manmn.

Species of bacteria

Micrococcus candicans

„ urea
Sarcina cdbida

„ avrantiaca
• JS. meseniericus fuscus •

,, „ flavus
„ „ vvlgatus
„ hptosporus
,, aureiis Wichmann
„ sullilis
„ anthracoldeus
„ megat. bonebytis
„ rmjco Metis' rosens
„ lactis niger
„ coli commune
„ pyocyaneus
„ fiuorescms longs

Liquefaction of mannan.

—

—
_
—

+ + +
+ + +
H- + +
+ + +

—

_

—
—
—
—
—

JIannose from rnannrm.

—

—
—
—
—
—

• —

—

• —

—

—

—

-

— •

—

—

—

The liquefied mixture does not contain even a trace of mannose so
that the split-product of mannan here represents an intermediate one.

The author succeeded in isolating the trisaccharid from this
liquefaction-product. The substance is a white powder. Its watery
solution is optically active and has [a]D= —11.55. It reduces the
alkaline copper-solution but is not fermented by yeast. On
hydrolysis with mineral acid it decomposes into molecules of
mannose and one molecule of glucose. The constitution of this
trisaccharid, which was named " Laevidulin" by the author, is
now in the process of research.

• For the experiments with the fungi, the three following culture-
mediums were used.
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Culture-medium A.

Kcmjak 40 gm.
Soja-sauce 5 cc.
Onion-extract 10 „
Aq. dest. 1000 „

Culture-medium B.

Laevidulin
(or Konjik
Asparagin
KXO,
JlgSO,
CaCl,
KjIIP04

Aq. dcst.

100 gm.
10 „ )
2.5,,
2.0,,
0.5,,
0.1,,
1- „

1000 cc.

Culture-medium C.

Konjik
(or Laev.
Cane-sugar
Pepton
KXO2

K,HPO<

MgSO4

CaClj
Aq. dest.

Igm.
10 „)
50 „
10 „
2

1 „
0.5,,
0.1,,

1000 cc.

The mixture was made slightly acidic with the addition of
acetic acid and inoculated with various fungi.

Out of fifteen spscies tested nine have the power of liquefying
mannan. The mosfc of them are not effective for mannose-produc-
tion, while their grounded body-detritus shows more or less marked
evidence of laevidulin-hydrolysis.

TABLE II.

Action of various fungi on Konjak-mannan and Laevidulin.

Species o£ fungi

Aspcrg'dhis niger
„ oryzae
„ glaums
„ candicus
„ minimus
„ davalus
„ funigatus
„ allus
„ ochraccus

Wintii
PenicUlium glaucum
Verticulum. „
Monilia camdica

„ javonica
Charla mycoderma

Sub-
strate
and

Culture-
mediam

A(k)
,,

B(k)
A(k)
B(k)

„
A(k) .
B(k)

„
A(k)

„

„

••

Culture

Lique-
faction

m
m
-

—
m
m
m
m
Hif '
ffl

±
—
—
—

llnn-
nose-
forma-
tion

—
—
1

. -
I

—
—
—
—
-
—
1
1
1
1

Grounded

Lique-
faction

flif

—
tilt
-

m
m
m
sit
rffl

'tii
. —
—
—
—

Alan-
nose-

forma-
tion
ffl
±
—
—
—
—
+
-H-
+
+
4f
—
—
-
—

Sub-
strate

and
Culture-
medium

„
C(l)
B(l)

B(l)
CQ)

B(l)
„

i*

»

C t̂lture

Lique-
faction

• +

—

—

—

—

—

—

—

—

—

— •

—

_

—

—

Groun-
ded

bodies
ilan-
nose-

forma-
tion
ffl

• +
—

±
±
±
•H-
•Hf

•H-
•H-

W
—
—
—
—
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This capacity is especially distinct in the case of aspergillus
niger and albus, whereas it is less so in regard to other species.

From these experiments we can recognize sufficient evidence
that there are two distinct enzymes for the hydrolysis of mannan
into monosaccharides: the one is the enzyme for laevidulin-pro
duction from mannan; the other is the enzyme for hydrolysis' of
" laevidulin " into monosaccharides.

The author examined also the action of various diastatic pre-
parations and found that both "digestin" and "endiastase" have
hydrolytic action on laevidulin wliile most preparations of animal
origin do not show such an effect. ' '

SECTION m . PROPERTIES OF JIAXXAX-HYDROLOCUASTIC

EXZYJIES.

To study the properties of rnannan-hydrocrastic enzymes the
action of both tha extract of culture of B. Mesentericus vulgalus
and the solution of digestin on either " konjak-mannan " or "la>-
vidulin " was examined. The action of the enzymes was determined
by the principle of Wohlgemuth and the limes of rnannan-
liquefaction was a chosen point where the solution showed no
turbidity upon addition of equal-volumes of 95 per cent alcohol,
while the limes of mannose-formation represent the point, where
there was no trace of mannohydrazon to be perceived.

Acid, alkali and sail. Both kinds of enzyines act most effec-
tively at the neutral reaction, and their action weakens with the
increase of either acid or alkali. Salts-content seems to be
indifferent on the whole. ' '

Temperature. The optimum temperature for the liquefying
enzyme lies at 50° C, and that for mannose-formation at about S0°G,
Dead temperature for the first is 70°C, while the second loses its
activity at C0°O.

Diahjsdbililij. The solution made of digestin was put into a
collodion capsule and dialysed against distilled water for 48 hours.

The dialysat and dialysant were seperately tested in their
activities. The results show that the liquefying action of the
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dialysant decreased to G0% of the original effectiveness, while the
activity of the mannosa-formation -was maintained up to the 90%
after the dialysis. We can see, therefore, from these results that
the liquefying enzyme and the mannose-forming enzyme have
different diffusibilities.

SECTION IV: CONCLUSION.

From the foregoing experiments we can recognize the following
facts:

1) Some of the saprophytic bacteria liquefy the "konjak-
mannan" and form " kevidulin." The hydrolysis does not,
however, proceed and there is no formation of mannose.

2) Some species of fungi, as aspergillus iiiger, liquefies
mannan by means of its exoenzyme. The hydrolysis of "Lsovidulin"
into the mixture of mannose and glucose is only effected by
endoenzyme which can be liberated from fungi after destruction of
their cells.

3) The optimum temperature for liquefying and mannose-
forming processes differ from each other, the former lying at about
50°O and the latter'at 30°O.

4) Diffusibility of both kinds of enzyme differ a great deal.
These facts point out very clearly that the enzyme which

liquefies the " konjak-mannan" is entirely different from that
which forms mannose from " Lfevidulin."

"We propose to retain the name " Mannanase " for the former
enzyme and to call the latter, " Lrovidulinase."
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UBER DIE BESTIMMUNG DER ASSIMILATIONS-
- KRAFT DES MENSCHEN FUR

KOHLENHYDRAT.
VON

KOZO SAKAGUCHI, 03AM0 ASAKAVA und
TOSHITAKE MATSUl'AMA.

(Aus der 3fedizinlsc7icn IQinilc von Prof. I)i\ UyokicJd Iwtda, Tokyo
Kaiseriiche Uhlversilut, Tokyo.)

(Eingegangen am 7. Dezember 1921.)

Bei verschiederien Krankheiten kornnifc es gar nicht selteu vor,
class man wissen will, ob eine KoUenhydratstofrsvechselstorung bei
dem betreffenden Tall vorliegfc. Zur Entscheidnrig dieser Frage
hat man friilier geivohnlich 100 g Ti-aubenzucker verabreicht.
Wenn kein Zucker danach im Harn ausgescliieden wird, so
scliliessfc man, dass die Zucker assirnilierende Kraffc Mer normal ist,
wtiLrend man bei positivem Ausfall der Zuckerprobe eine Herab-
setzung der Toleranz far KoHenlrydrat vermutet. Neuere For-
selmngen iiber die Znckerausscheidungsschwelle liaben aber den
Glanben an die Brauchbarkeifc dieser Metbode von Grand aus
ei'schiittert. Heutzutage stelit es fest, dass die Glj'kosurie ausser
von der Hyperglyktimie aiicli von der Zuckerausscheidungssclnvelle
stark abhangt. Daher gilt es als selbsfcvei-standlicL, dass es ganz
falsch 1st, aus dem Befunde der Glykosurie obne weiteres einen
Schluss auf die Eraft der Zuckerassimilation—welclio eigentlich nacli
der Starke der alimentaren Hyperglykiimie gemessen werden soil—
zu ziehen, oline den Scliwellenwerfc dabei zugleicli in Betracnfc zu
ziehen. Obwolil ziu-zeifc noch viele das Verlialten des Koblen-
hydratstoffwecbsels vorwiegend nacb der alimentaren Glykosurie
beurteilen, muss man jetzfc docb. eine solche Untei-sucbungsmetliode,
bei tvissenschaftlichen sowobl wie kliniscben Untersucbungen, als
ganz unzuverlassig entscbieden zuriickweisen. . Dafflr ist es nun
dringead notig, eine tbeoretiscb ricbtige Metbode zu ermitteln.

Viele Autoren (Hopkins, Ham man ii. Hirscbmann,
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140 K. Sakaguchi, 0. Asakawa und T. Matsuyama :

Wil l iams u. Humphreys , Janney u. Isaacson, Maclean
u. Wesselow) \rollen die Starke der Hypsrglykaniie, velche nacli
der Aufnahme einer verscHedenen Menge (zumeist 50 oder 100 g)
Glukose zustandekommt, zur Bestimmung der Assimilationskraft
fiir KohleDliydrat heranziehen. Mag diese Methode tbeoretisch
berechtigt sein, so stossfc man docli bei praktischer Ausfiihrung auf
verschiedene Schwierigkeiten.

Der KohlenbydratstofFwechselvorgang ist eigentlich von sehr
labiler Natur tind w d durch verschiedene Momente leiclit beein-
flusst. Infolgedessen erlaubt einmalige Untersucliimg nichfc immer
—besonders dann niclit, mmn der Kohlenliydratstoffwecnselvorgang
nur leiclit gestort ist—ein entscheidendes Urteil iiber die Assimi-
lationskraft zn fallen. Hier ist wiederliolte Untersucliung unbedingt
notig. Weil die Yerabreicliung einer grossen Dosis Zucker in den
meisten Piillen Ubelkeit und sogar oft Erbrechen verursaclit, wire!
die Wiederliolung der Untersucliung allerdings gewonnlicli von den
Eranken mit grossem Widerwillen aufgenommen. Zunaclist kommt
der Umstand in Betracht, dass die Verabreichung einer grossen
Menge Traubenzucker niclit ganz pliysiologiscli normal ist. Die
Assimilationskraft fiir Kohlenliydrat wird also sozusagen in einem
abnormen Zustande bestimmt, -svenn die Versuclispersonen dabei
Ubelkeit empfinden.. Ausserdem hat die Zuckermethode noch den
grossen Nachteil, dass die pliysiologisclie Yariationsbreite der
Hyperglykamie selir gross ist und die Abgrenzung des Kormalen
vom Pathologisclien dadiurcb. ei-schwert wird. Nach Angaben von
vielen Autoren (Frank, Jakobson, Hopkins, Graham, Ham-
nian u. Hirschmann, Sakaguchi, Goto vi. Kuno) erreicht
der maximale Bultzuckergehalt nach 100 g beim Nichtdiabetiker
0,09 bis 0,23̂ %". Auf Grund dieser Sachla^ge gehen die Ansichten
der Autoren iiber die Frage, welcher Grad %*on Hyparglykamie als
pathologisch anzusehen sei, natiirlich auseinander. Nach Hani man
und Hirschmann soil die Hypsrglykamie bei Verabreichung von
100 g Traubenzucker in normalen Fallen unter 0,15_%" bleiben,
wiihrend Griinthal 0,2% als Grenze des Normalen betrachtet.
Nach 50 g. Glukose soil der Blutzucker beim StofFwechselgesunden
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Die Assimilationskruft fur Koklenhydrat. 141

nach Salomon in einer Stunde unfcerhalb des Wertes von 0,15,%"
bleiben, \vahrend H a h n und Offenbacher die Blutzucker-
zunahme, die 100,%" des Niichtcrnwertes nichfc iiberschreitet, noch
nicht als pathologisch betrachten wollen. Endlich sei hier nocli
erwahnt, dass die Intensitat der Hyperglykamie nach Zuckerauf-
nalime aucli bei demselben Menschen bei wiederholten Untersuck-
ungen oft ziemlich grosse Schwankungen zeigt.

Urn diese Nachteile zu timgelien, hat Sakaguchi sclion lange
bei der Bestimmung der Assimilationskraffc des Kranken fur
Kohlenhydrat statt der gebraucblichen Zuckermethode eine Pro-
bekost, -vrelclie aiis 100 g Eeis (lufttrocken gewogen, dann gekocht)
und 1-2 Hiilmereiern mit oder ohne Zugabe einer geringen Menge
(ca. 20 g) Gemiise bestelit, verabreiclit iind die dadurch verursaclite
Blutzuckerveranderung zum Mass der Assimilationskraffc des betref-
fenden Mensclien genommen. Dabei "wurde der Blutzuckergehalt
halbstiindlich zwei Stunden lang untersuclat.

Aus zablreiclien Untersuchmigen, welclie im Laufe melirerer
Jahre in unserer Klinik ausgefiihrfc wurden, schliessen wir, dass
die Assimilationskraft gegen KoHenhydrafc fiir normal gehalten
•\verden kann, wenn die Hyperglykamie nacli unserer Probekosfc
unterlialb 0,14^ liegt und nach 1 bis 1J Stunden voriibergeht.
Wenn die alimentare Hyperglykamie degegen uber 0,15̂ %" ansteigt
oder iiber zwei Stunden andauert, kann man eine Stoning der
Assimilationsfahigkeifc annelimen. Es sclieinfc uns iiberfliissig,
besonders hervorzuheben, dass man bei der Beurteilung der Unter-
suchungsresultate niclafc nur die Starke der Hyperglykamie sondern
aucli stets ihre Dauer in Betraclit zielien muss.

Unsere Methode iiberhiffl; in verscliiedenen Punkten bei
weitem die gebrauchliclie Zuckermethode. Erstens -wird die Unter-
suchung bei unserem Yerfahren nnter ganz gleichen Bedingungen
•wie bei normaler Lebensweise ausgefiihrfc, weil unsere Probekosi
eine physiologisch ganz richtige Nahi-ung darstellt. Zvreitens kann
man Her die Untersuchung ganz ruhig nach Bedarf -sriederholen,
Tveil die Kosfc den Yerenchspersonen kein unangenehmes Gefuhl
vermsacht. Drittens ist die physiologische Variationsbreite der
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142 K. Sakagnchi, 0. Asakawa und T. Matsuyama :

alinientaren Hyperglykamio bei unserera Yerfalu-en (unter
•\veifc kleiner als bei der Zuckernietliode (0,09 bis iiber 0,20%),
was die Abgrenzung des Nornialen vom Pathologisclien selir er-
leichtert. Viertens sclnvankfc das Untersuclmngsresultat an deni-
selben Menschen bei unserer Kosfc Averager als bei Zuckerzufuhr.
Wer mit der Zuckermetliode viel gearbeitet hat, solle gefundeu
liaben, dass dabei die Intensitat der Hyparglykamie bei tvieder-
bolten Untersuchungen oft grosse Sclnvankungeu zeigt und der
raaximale Blutzuckerwert liaufig Unterschiede YOU rnehr als 0,04%
aufweist, was bei unserer Probekost—vie folgende Tabelle zeigt—
nicbfc oder nur in seltenen Ausnahniefallen Yorkommt.

Bei folgenclen Untcrsucliungen haben wir fur (lcnselben Hcnsclien stcts die
glciclic Sorte Eeise gebrauclit, xim die Kolilenliydratzufohr immer gleicb. zu haltcn.

TABELLE VI.

I

<

Elutzuckergehalt {%) GrCsster Diff.
d. mas.

Blntzucliergeli.
bei denselben.

Personen

25. YIL
1919. 0,082 0,098 0,U2 0,103 O.OSG 0,0910,098 0,OS10,112

4.YIH. 0,0810.092 0,1100.10G 0,100 0,088 0,0S5 0,085 0,110

0,083 0,1010,110 0,10l]o,1000,083[o,0810,0S0 0,11012.

14. XIL 0,075l
|0,092|o,103Jo,OS6l

|0,082lp,078|o,OS7

15.

17.
0,0S0 0.095 0,1110,094 0,085 0,095 0,095

0,0730,104 0,1000,1010,089,0,1010,089

0,103

0,111

0,106

0,000

•a

I

2G. VII. 0,0880,102 0,118 0,1010,100 0,1010,100 0,098 0,118 x

7.Y1IL O,OSS 0,10Gl0,123l0,097p,0anp,09ip,09G 0,09G 0,123

2G. 0,080 0,1110,125 0,100,0,090,0,089 0,104 0,100 0,125

8. X n . 0,077 0,094 0,1070,007,0,099 0,0830,090

12.

14.

),0S70;0.073 0,0S7 0,1000,0730,078 0,0900,101

0,077 0,0840,0950,077.0,0740,0840,091

p 0.114 0.1110.118.0,117,0

0,107

0,101

0,095

0,030

O

28. VH. 0,000 0,105 0,114 0,1110,118 0,117.0,115 0,090 0,118

9.YIIL 0,0810,098 0,1090,110 0,1110,1020,107,0,1010,111

14. 0,090 0,1000,0390,0990,103 0,100 0,102 0,089 0.10S

1G. SH.O,08G0,0830,1100,0930,0830,0910,089

18. '0,0840,0980,1150,1100,1050,103,0,038
Jrt nn-iln nA ( l n r\-tr's\ Aft"-',20. 0,0800,0810,094 0,075 0.0S5 0,098 0,087

0,110

0,115

0,098

0,020
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EH
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"a
|

1
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O

o-i-2

111
^ 2 o

II*
I l l

c
c
s

1;
28.VIIL
1919.

23.

33.

2. xn.
G.

9.

3i. vn.
13.VHL

18.

1. XII.

3.

5.

6.VIII.

11-
16.

.2. XII.

23. VIX

24.

31.

2. vn.
3.

4.

5. •

G. VII.
1920.
7.

9.

10.

2. VII.

3.

5.

G.

Blutzuckergekalt {%)

If
V

or F
ri

i

0,087

0,081

0,086

0,082

0,075

0,081

0,097

0,085

0,097

0,084

0,089

0,090

0,081

0,098

0,090

0,089

0,075

0,082

0,084

0,08G

0,087

0,074

0,087

0,092

0,085

0.08G

0,035

0,035

0,088

0,085

0.083

0,088

ii
0,114

af
r-i

0,126

0,1050,121

0,1030,138

0,110

0,089

0,130

0,108

0,1070,113

0,1120,127

0,103

0,124

0,140

0,141

0,125

0,107

0,123

0,104

0,125

0,126

0,082

0,085

55
r-*

0,110

0,099

0,120

0,096

5*

0,090

0,091

0,096

St
.

0,088

0,105

0,095

0,1190,101

0,0740,064 0,094

0,033

0,129 0.11G

0,1100,1060,090

0,0950,098

0,127

0,123

0,116

0,115

0,126 0,116

0,109 0,121

0,117 0,107

0,105

0,100

0,096

0,104

0,096

0,118

0,108

0,119

0,108

0,090

0,097

0,087

0,100

0,117

0,120

0,118

0,135

0.10G

0,122

0,114

0,094

0,101

0,101

0,106

0,115

0,124

0,098

0,095

0,116

0,116

0,124

0,085

0,098

0,091

0,095

0,0870,076

0,1080,0950,096

0,085

0,097

0,109

0,108

0,115

0,112

0,107

0,090

0,104

0,086

0,092

0,100

0,095

0,0970,099

0,1110,095

0,091

0,090

0,116

0,080

0,034

0,115 0,115

0,123

0,116

0,102

0.123

0,094 0,084

0,1110,108

0,0990,100

0,110

0,133

0,123

0,113

0,099

0,129

0,125

0,103

0,109 0,113

0,105 0,089

0,118

0,096

0,096

0,079

0,095

0,119

0,110

o,no
0,077

0,089

0,094

0,036

0,12S

0,121

0.095

0,100

0,OS6

0,1180,1110,113

n

0,036

0,115

0,039

0,097

0,037

0,095

0,095

0,10G

0,098

0,087

0,119

0,107

0,104:0,037,0,102

•ft
S ^

0,129

0,121

0,138

0,130

0,108

0,113

0,123

0,110

0,12 J

0,110

0,141

0,125

0,115

0,126

0,124

0,117

0,105

0,118

0,119

0,121

0,123

0,091

0,111

0,100

0,110

0,133

0,126

0,118

0,113

0,106

0,122

0,114

Grosster Diff.
<1. max.

Blutzuelvergeli.
bei denselben.

Personal

U,UJJ

0,031

• 0,011

I
\ 0,006

1
j
L 0,029

)

. 0,023

. 0,016
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I
i l

K
. 

0.
 1

0.

§

P.

"to

S

7. \ll.
1920.
8.

9.

10.

Blutzuckergelialt (%)

|l
0,093

0,032

0,091

0,088

1/
2 

St
.

0,121

0,120

0,131

0,117
3/

1 
St

.

r-i

0,121

0,128

0,102

0,125

11
/2

 S
t.

0,110

0,118

0,108

0,107

2 
St

.

0,118

0,108

0,100

0,104

to
n

'$

0,121

0,128

0,131

9,125

Grosster Diff.
d. max.

Blutzuckergeb.
bei denselben.

Personen

[ 0,022
1

Gegen unsere Methode konnta man woLl einwenden, dass die
aufgenommene Nalirang vor der Resorption zuersfc durch Ferment-
wirkung in Tranbenzucker nmgewandelt werden soil, walirend bei
der Zuckermetbode von Anfang an leicbfc resorbierbare Glukose
dargereicbt wird. Aber die Annabme, dass die Gescbwindigkeit
der Zucken-esorption bier geringere Scbwankung als dorfc zeige ist
ganz unberecbtigfc, weil die Magenniotilitiit, welche auf die Resorp-
tion einen grossen Einfluss bat, dnrcb die Reizwirkung der
konzentrierten Zuckerlosung nnd durch das ab und zu Torkommende
tibelkeitsgefiihl je nacb den Fallen ver£cbieden stark verlangsamfc
•ffird. Die Tatsacbe, dass die Schwankung der alimentarcn
Hyperglykiimie bei der Zuckermetbode starker, als bei unsereni
Verfabren auftritfc sollte eber daranf bindeuten, dass die Scbwank-
ung der Zuckerresorption dort grosser als bier ist.

Obwobl die alimeutare Hypsrglykamie durcb Vergrosserung
der Koblenbydratzufubr im allgemeinen verstarkfc wird, isfc diescr
Einfluss docb nicbfc so aufiallend. Von vornberein balten wir es
also fiir bocbsfc wabrscbeinlicb, dass Ungleicbbeiten im Sttirkege-
balfc des Reises bei unserem Verfabren auf das Resultafc keinen
nacbweisbaven Einfluss ausiiben. Um diese Vermutung zu bestfiti-
gen, baben wir folgeude Untersucbung ausgefiibrt.

Versucli: Weil der Stiirkegeh.ilt des luf ttrockenen Eeises zwisclien 70 und 80%
schwankt, kann der TJnterschied der nufgenommenen Kohlenliydrate bei Verabrci-
cliung von 1C0 g Eeis im maximalen Fall 10 g betragen. Kun liaben wir zwei
Gesundcn cdnmnl 70 g und cin nndermal SO g Kohlenhydrat gegebcn und die
alimentitre Hyperglykiimie in beiden Fallen mit einonder verglichen. Weil der Sfcir-
kegehalt des Eeises, welchen wir bei diesem Versticli benutzten, 75% betrung.
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Die Assimilationskraffc fur Kohlenhydrat. • 145

taben Tvir den Versuchspersonen 93 g (enthaltend 70 g Kohlenhydrat) resp. 107 g
Heis (cnthnltend 80 g K.H.) nls Friihstiick mit zwei Hiihnereiern gegeben.

TABELLE V.

Datura. 1921.

Dargeieichte Iteismenge (g)

i-3

Tor dcm Friihstuck.

1/2 Stcl. n. d. Essen.

1 ,, ,, „ ..

1-1/2,, „ „ „

2 „ „ „

FnU I.
H.-Y. 21 j . gesuna

9/III

107

0,070

0.03S

0,071

0,007

0,071

22/111

93

0,070

0,113

o.osa
0,071

0,005

Fall II.
T. M. 3-lj gesuncl .

l l / I I I

107

0,085

O.OSS

0,102

0,095

0,090

22/111

93

0,078

0,10G

0,100

O.OSG

0,09G

Bei alien diesen Vcrsuclien %vnrde dcr H a m stiindlich, nbor i m m e r m i t ncga-
t ivem Eesul ta te , auf Zucker untersxicht.

Wie die Tabello zcigt, ficl die alimentitre Hyperglykiimie i m zwciten Falle
bei beidcn Versuchcn fast gleich s tark a u s ; i m crsten Falle -mirde sie sogar bei
Verabreichung von 93 g Eeis etwas s t s rker gefanden als nacli der Aufnahme Ton
107 g Reis .

Diesar Yersuch zeigt uuzweideutig, dass die Ungleichheit der
KoHenliydratzufubr, wie sie bei Verabreichung von verschiedenen
Ai-ten Eeis zustandekomrat und so bei unserem Untersucliiingsver-
iahren stets nuterbalb 10 g liegt, beim Gesunden keinen nennens-
werten Einfluss auf die aliinentare Hyparglykamie ausiibt. Daraus
folgt, dass man jede Art Keis als Probekosfc ruliig verabreiclien
kann, ohne seinen KoUenbydratgelialfc berucksiclitigen zn miissen.

Zunficlisfc konnte wohl auch die Konsistenz des gekocliten
Eeises liier in Frage kommeu, weil es von vornlierein ganz gut
moglicli ist, dass weich gekochter Ileis leicliter verdaut wird als der
barb gekocbte, und dass so der Grad der alimentaren Hypergly-
kamie dadurcb ge\vissermassen beeinflussb wird. Nun baben vrir
100 g lufttrockenen Eeis einmal ganz gewobnlicb, niimlicb mit
etwn, andertbalb Yolumen Wasser, und ein andermal unter Zusatz
von fiinf Volnmen AYasser breiig gekocbt. Dann wurden beida
Keisspeisen den Yersucbspsrsonen init zwei Huhnereier dar-
gereicbt.
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146 K. Sakaguchi. 0,- Asakawa und T. Matsuyama :

TABELIoE "VI.

Diagnose

Datum. 1920.

Aiten der Kost

1"
N

"S

S3,
•g
N

§

Vor dem Friihstuck

1;2 Std. n. d. Essen

1 „ „ „ „

1-1/2,, „ „ „

2 „ ,. „ „

3 „ „ „ „

Vor <lem Essen

1 Std. n. d. Essen

2 „ „ „ „

3 „ ,, „ „

Fall I T. M. 45j.

Een.ile Glykosurie

0. X.

gew.
get.
Eeis

0,078

0,135

0.136

0,101

0,117

0,088

0,3G

3,33
(2,00)

1,56
(0,64)

1,28
(0,31)

10. X

Keis-
brei

0,076

0,146

0,099

0,003

0,08G

0.0S3

0,41

0,87
Cl-74)

0,50
(0,33)

0,4G
(0,11)

12. X.

gew.
get.
Eeis

0,074

0,128

0,117

0,093

0,093

0,33

2,85
(1,51)

1,41
(0,44)

13. X.

Beis-
brei

0,075

0,143

0,109

0,104

0,081

0,33

0,G5

0,40

Fall 2. K. M. 33i.

Leichte Zuckerlcrankheit

7.X.

gew.
gek.
Eeis

0,083

0,15G

0,165

0,142

0,141

0,085

C-)
1,14

(1,07)

0,8G
(1,19)

0,G5
(0.40)

8. X.

Eeis-
brei

0,070

0,122

0,135

0,118

0,099

0,091

C-)
0,72

(0,50)
1,02

(0,32)

(-)

9. X.

gew.
gefc.
Eeis

0,076

0,127

0,141

0,131

0,118

0,091

C-)
0,77

(0,22)

1,6G
(0,45)

1,00

10. X.

Eeis-
brei

0,081

0,140

0,140

0,119

0,092.

0,082

c-o
1,17

(l,6l>
1,07

(0,70)

Im Fall I hat die alimentiire HyperglylSimie nacli dem Eeisbrei einen etwas
lxolieren "Wert als nuch gewohnlich gekoclitem Eeis erteiclit. Trotzdem wiirde die
Glykosurie liier stitrker als dort gefunden, was wolil dnraixf bentht, dass die
Hyperglykiimie nach dem Eeisbrei steiler nbfiel. Im Fall 2 kann man Iceinen
sielieren Unterscliied zwisclien beiden Versuclien beobacuten.

Dieser Befund, daas zwisclien Hyperglykamien nach Eeisbrei
und nach gewohnlich gekochtem Ileis kein auffallender Unterscliied
besteht, beweist unzweidentig, dass es gauz nnotig ist, bei unserem
Yerfahren auf die Konsistenz des gekochten Reises irgend wie
achtzugeben. . . •

Weil beim Gesitnden die alirnentare Hyperglykamie, auch bei
ganz gleiclier Kost stets eina gewisse Schwankung zeigt und eiue
kleine Mengenverschiedenheit in .der Kolilenhydratzufuhr nichfc
merklich das Untersuchiuagsresultat beeinflusst, kann man bei der
Assimilationsbestimmung nach unserem Yerfahren die Zulagen von
Eiern und Gemuse sowie die Zubereituug der Probekost bis zit
einem gewissen Grade nach dem Belieben des Krauken verandern.
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Die Assimilationskraft fur Kohlenhydrat. 147

• Endlich sei anch erwahnt, dass 100 g Reis nach gewolmlichem
"Kochen 250 bis 300 g zumeist ca. 270 g wiegen. Man kaun
also bei klinischer Untersuchung statfc 100 g lufttrockenen •' Reises
auch 270 g gakochten Reis nehmen. .

Anhangsweise wollen wir liier einige Beispiele von Fallen geben,
~\vo die Kohlenhydratassimilation ganz leichfc affiziert ist.

Beispiel I. N.T. 25j. Leichte Zuckerkrankheit. . .
Der Kranke hat keine snbjektive Klage. Als er vor kurzem

mit einer anderen Krankheit einen Arzt besuchte3 wurde die Gly-
kosurie zufaUig gefunden. Weil der.Harn aber bei spiiter einigemal
wiederholten Untercnchungen immer zuckerfrei blieb, wurde der
Kranke von dem Arzte zu nns geschickt, urn die Frage zu ents-
cheiden, ob seine Assimilationskraft fiir Kohlenhjdrat normal sei.
*Wie folgende Tabelle zeigt, hat die Untersuchung nach unsereni
Yerfahren unzweideuHg bewiesen, dass er nichfc kohlenhydratstoff-
wechselgesund ist.

TABELLE VII.

Vor d. rrobefriihstixk,.
1/2 Std. nach deni Essen.
1

1-1/2.,
2

3 ., ,; „

Blatzuckergefialt. %

0,099
0,155

.0,119
0,136
0,131
0,123

Glykosurie.

C-)

C-)

( - )
( - )

Beispiel 2. T.O. 44 jahrige Frau. Leichte Zuckerkrankheit.
Mit deutlichen diabetischen Symptomen wurdo die Kranke in

misers Kliiiik aufgenommen. Bald besserto die Krankheifc sich
bedeutend, so dass die Kranke gewohnliche-'Kost ohne GlyTcdsm-ie
verti'agen konnte. Als ihre Assimilationskraft aber am 25. August
nach tmserem Yerfahrent bestimmb w'urde, hat sich erwie3en, dass
sie nDch ziemlich stark affiziert ist und'die Glykosurie nur wegen
iln-er sshr hohen Zuckeraussclieidungsschwellen trotz starker Hypsr-
glykiimie nicht in Erscheinung tritfc. :Durch weitere Fortsetzung
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148 K. Sakaguehi, 0. Asakawa und T, Matsuyama:

der Behandlung isfc die Assimilationskraft immer besser gcworden,
so dass sie am 4. September nur eiu wenig schwacher als normal
gefunden wurde.

TABELLE YIIL

Datum. 1020.

Vor d. Probefruhstiick

| Std. nacli dem E3scn

1 „ „ ., „

U .. .. >, ,.

2 „

25. VIII.

Blutzucker-
gehalt %

0,094

0,180

0,101

0,211

0,190

Glykosuiie

C-)

C-)

C-)

4. IX.

Blutzucker-
gehalt %

0,0S0

0,140

0,148

0,147

0,130

Glykosurie

c-o

C-)

C-)

ZUSAMMEXFASSUKG.

1) Die Bestimmung der Zuckerassimilationskraft, -svelclie durcli
den Harnbefund (Glykosurie) nach grosser Zuckerzufulir beurteilt
vrird, muss jetzfc bei wissenscliaftliclier Forschung wie bei klinischer
Untersuchung als ganz unzuverlassig verworfen werden, •vreil die
Zuckerausscheidungsscliwelle individuell eine ziemlicli grosse
Soliwankung zeigt.

2) Bei der Untersuchung der alimentaren Hypei'glykiimie nach
Tratibenzuckerzufuhr kann man das Untersuchungsresultafc unter
Umgehung des Schwellenwerfces eindeutiger beurteilen. Aber den
gebrfiuchlichen Methoden, bei welchen reichlich Zucker dargereicht
wird, haften vei-schiedene Nachteile an, -\velche bei unserem Ver-
tahren juchfc in Frage kommen.

3) Unsere Bestimmungsmethode der Assimilationskraft fiir
Kohlenhydrafc bestehfc darin, dass man dem Yersuchspersonen
morgens im niichtemen Zustande unsere Probekosfc verabreichfc und
direkfc davor und nach dem Essen halbstiindlich zwei Sfcunden lang
den Blutzuckergehalfc unfcersucht. Wenn die alimenfcare Hyper-
glykamie dabei 0 ,14^ nichfc iiberschreitet und der Blutzuckerge-
halfc in einer oder anderfchalben Stunden nach dem Essen sich
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Die Assimilationskraft fur Kohlenhydrat. 149

schon dem niichternen Werfc anuaherfc, so kann man annelimen,
dass die Kohlenhydrat assimilierende Kraffc der Yersuclaspersonen
ganz normal ist. Wenn aber der Blutzuckergehalfc iiber 0,15%"
aiisteigfc oder die Hyperglykamie iiber zwei Stuuden andauerfc, so
muss man je nach der IntensitSt der Hyperglykamie verschieden
starke Beeintrachtigung der Assirnilationskraft annehmen.

. 4) Unsere Probekosfc besteht axis 100 g Eeis (lufttrocken
gewogen, dann gekocht), zwei Hiilmereiern und einer geringen
Meuge Gemiise. Man brauchfc Iiierbei auf die Ung'leichheifc im
Kohlenhydratgehalfc des , Eeises und auf die Konsistenz des
gekochten Eeises keine Eiicksicht zu nelimen.

LITERATDE.

Goto, K. u. Kuno, X. (1921): Studies on ren.il threshold for glucose. Arch, of
int. med. 27. 221.

Graham, G.: zit. n. Goto n. Knno.
Gr i ihn tha l , zit. a. Salomon.
Hahn, A. u. Offenbacher (1919): Ubic die diagnostische Vervrertung der

glykamischen Eeaktion. Deutsch. med. Wochenschr. 1919, 1298.
Hamman, L. u. Hi r schmann . I. I. (1920): Studies on blood sugar. Arch, of

int. med. 20. 7C1.
Hopkins , A. E. (1915): Am. J. M. Sc. 147. 254.
Jakobsen A. Th. B. (1913): Untersuchimgen fiber den Einfluss rersehiedener

Kahrungsmittel auf den Blutzuefcer bei normalen, zuckerlaranken u. graviden
Personen. Bioch. Zeitschr. 56. 471.

Janney , K. "\V. u. Isaacson V. I. (1918): A blood sugar tolerance test. J.A.3I.A.
70. 1131.

Maclean M. u. de Wesselow, O. L. V. (1921): Estimation of sugar tolerance.
Quart, jour, of med. 14. 103.

Salomon, H. (1921): Die Differentialdiagno3O der Sehwangerschaftsglykosurje
und des Diabetes bei Schmmgerschaft. Munch, med. "Wochenschr. 38G.

Sakaguchi, K. (1918): Beitriige zur Diabetesforsehung. I Mitt. Uber den Einfluss
v. Menge, Art und Zeit der Kohlenhydratzufuhr auf den Blutzuckergehalt
beim gesunden Menschen. Mitt. d. med. Fakultiit d. kaiserl. Universit. zu
Tokyo. 20. 315.

Wil l iams, J. E. u. Humphreys , E. M. (1919): Observations on tolerance and
rate of utilization of glucose in a series of individuals exhibiting various
degree of diabetus meltitus. Arch, of int. med. 23. 559.

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/139/874142 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/139/874142 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



BEITRAGE ZUR GLYKOLYTISCHEN WIRKUNG
DER LEUKOCYTEN. I.

, . . . . . ; • . • • . - . . • , V o * - , . . . ; . . - . . • • • .

• - ! KAXSHI ;

(Aus der II. med. Klbvk, Osaka Medhbuschz, Akademk, Osaka.
Direktor: Prof. t)r. S. Kosaica).

. ' ( E i n g e g . i n g e n a m 2 8 . D e z e m b e r 1 9 2 1 . ) ••••••,-. •

Durcli die Arbeiten von Arthus, Colenbrandei-, S.eegen
und Lepine ist es klar, d'ass die Leukocyten eine glykolytisclie
"Wirkung entfalten. Nach D. Y. Meyer (1910) sollen die Lsukocyten
die Profevmente der glykolytischen Wirkung des Blutes entlialten,
die durcli das Pankreashormon aktivierfc-vverden. Die glykolytisclie
•Wirkung des Blutfibrins soil aiich, nacb. Sieber (1903, 1905) irn
Zusanimenliang mit den Leukocyten stelieri; • P. A. Levene und
G. M. Meyer (1912) zeigten, dass der Traubenzucker unter der
Wirkung der Leukocyten zu Milclisaure sicli spaltete.

Zu verfolgen, in welclier Weise die glykolytisclie Wirkung der
Leukocyten des Warmbliiters stattfindet, lmbe icli aucli die folgenden
Expeiimente ausgefiibrt. . . . . . . ;

; M E T H O D I S C H E S , , • . ; • . '

Zm% Gewinnung der Leukocyten injiziert man Bouillon in die
Bauclihohle des Kaninchens. Dnrch Laparotornie nach bestimmter
Zeit bekommt man eine getriibte Flfissigkeit> die Leukocj-ten en-
thalt. Bekanntlich liaben die Leukocyten die Neigung, nicbt nur
.mit einander zu verkleben, sondem auch aussarnalb des Korpers mit
Serum zu koagulieren. Solclie Neigung zu verliiiten und in giiusti-
ger H'-Konzentration pH=7.765 zu untersuclien, beniitzte icb das
Zitratgemiscli nacb Eona u. Micbaelis (E.ona, 1912) .als Un-
tersuclinngsmedium nnd als Waschungsflussigkeit der ous der Baucb-
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152 Kanslu Fukushiraa:

liohle gewonnenen Leukooyten. Eine bestimmte Menge Laukocy-
ten, welche durch das Zitratgemisch mittelsfc der Centrifuge gereinigb
wurden, bringt man ins Zitratgemisch von bestimmter Menge mifc
einer isotonischen Ziickerlsoung von bestimmter Menge. Man lasst
diese Mischnng im Thermostat (38°0 C.) stehen und schatzfc die
glykolytische Wirkung der Leukocyten durch die Menge des Trau-
benzuckers im bestimmten Zeitraum (24, 48, 72, 96, 120 St.) nacli
Bertrandscher Methode. Durch den Verlusb des Traubenzuckers
kann man die IntensitSt der glykolytisclien 'Wirkung der Leukocyten
kennen lernen.

Alle Versucho wurden unter strenger Aseptik d urchgefiihrfc
indem man am Anfang und Ende der Yersuche keine Entwickel-
img von Bakterien dmch aerobe und anaerobe Eulturen kon-
statiert.

EXPERIMENT I.

Zuerst habe icli den normalen glykolytiscben Yorgang der Leu-
kocyten in der optimalen H'-Konzentration langere Zeit hindurch.
beobachtet. . .

FALL 1.

Lenkoeytenemulsion 5.0 ccm+Zitratgemisoh 17.0 ocm-risotonische Traubenzuck-
erlijsung 3.0 com (im Thermostat 38.0'C.). Heduzierte Menge des Kupfersulfates in
der Miachung 5.0ccm nach B e r t r a n d bestimmt.

Zeit des AnfenthaJts im Thermo-
stat (Sttmden)

Keduzierte Kupfermenge (mg)

Differenz (mg)

35.G1

—

24

33.16

2.48

48

33.68

1.9G

72

35.64

0

9G

35.C4

0

FALL 2.

Leukocytenemulsion 5.0 ccm+Zitratgemisch 12.0 ccm+isotonische Traubenzu-
ckerlosung 3.0 ccm (im Thermostat 38.0°C). Eeduzierte Jlenge des Kupfersulfates
in der Mischung 2.0 ccm. nach Bertrand bestimmt.
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Glykolytische Wirkung der Loukocyten. 153

Zeit des Aufenhalts im Thermo-
stat (Stunden)

Eeduzierte Kupfermenge (mg)

Differenz (mg)

0

21.78

—

2t

19.80

1.0S

48

21.58

0.20

72

21.G8

0.10

9G

21.78

0

FALL 3.

Leukocytenemulsion 10.0 ccm+Zitratgemisch 25.0 ccm+isotonische Trauben-
zuckerlosung 5.0 ccm (im Thermostat 38fi°C). Eeduzierte Slenge des Kupfersulfates
in der Hischung 5.0 ccm nach B e r t r a n d bestimmt.

Zeit des; Aufenhalts im Thermo-
stat (Stunden)

Eeduzierte Kupfermenge (mg)

Differenz (^g)

0 .

20.15

—

21

19.G3

0.53

48

19.11

1.04

72

20.15

0

9G

20.15

0

WaLrend die reduzierto Kupfermenge innerhalb 24-48 Stunden
deutlich sich vermindertj vermehrt sie sich nacli 48-72 Stunden
allmanlicL, und schliesslieh nach 96-120 Stunden zeigb sie die
gleiclie Menge wie ira Anfang des Versuchs. Nacli diesem Ke-
sultafc kann man annehmen, dass die Leukocyten ihre glykolytische
Wirkung 24-48 Stunden lang erhalten konnen und nach diesem
Zeitpunkfc yerloren gehen.

EXPERIMENT H.

Nachsfc habe ich untersucht, ob das Zitratgemisch ohne Leu-
kocyten eine Spalhingswirkung auf den Traubenzueker habe.

Isotonische TraubenzuckerlSsung 30. ccm+Zitratgemiach 17.0 ccm (im Ther-
mostst 38,0'C). Eeduzierte Menge des Kupfersulfates in der Misdoing 2.0 ccm
nach B e r t r a n d bestimmt.

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jb/article/1/1/151/874148 by  w

atanabe on 31 M
ay 2024



154 •Kanshi- Fukusliima":

Zeit des Aufenthalts im Thermo-
stat (Stunden)

Reduzierte Kupfermenge (mg)

Differenz (mS)

0

31.G5

—

21

31.G5

0

•18

31.G5

0

72

31.G5

0

Ofi

31.G0

0

EXPERIMENT HE.

Zur Yersicherung, ob die glykoly tische Wirkuhg wirklich naeh
24-48 Stunden verloren gelie, liabe icli folgenden Yersiicla angestellt.

Leukocytenemulsion 5.0 ccm und Zitratgemisch 12.0 ccm stehen im Thermo
slat (38.0;C.) 21 Stunden lang und dann isotonlsclie Traubenzuokerlosang 3.0 cm.
liinzugesetzt. Eeduzierte Mengo des Kupfersulfates in der Jliscliuiig 5.0 ccm nach
B e r t r a n d bestimmt.

Zeit des Aufenthalts im Thermo-
stat (Stunden) nach dem

Zusatz der Zuckerlosung

Eeduzierte Kupfermenge

Differenz

0

51.15

o •

21

51.15

0

18

51.25

0.2

72

51.15

0

9G

51,15

0

Es wird klar' sein, dass die Lsukocytonnaeli 48 Stunden ihre
glykolytisclie Wirkung verloren habeu, Avenn' die Loukocyten im
Zitratgemiscli, • welclie 48 Stunden laiig im' Thermostat gestanden
laaben, durch den Zusatz des Traubenzuckers im -\veiteren Yerlauf
fast keine Vermiudernng der reduzierten Kupfermenge vemrsachten.
Wie man aus der obigen Tabelle selien jkanu, bleibfc die glykoly-
tisclie Wirkuug der Leukocyten schon nacli 48 Stunden inaktiv.
Diese Ersclieinung stimmfc fast mit den Eesultaten' YOU J. Ede l -
mann imd Braunste in uberein.

Zu entscheiden, ob entweder die Spaltuugsprodukte des Trau-
benzuckers, die miter der glykolytisclieu Wirkuug der Lsukocyten
gebildet werden, nacli Aufhebung der Wirkung Avieder • zum Trau-
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Glykolytischo Wirkung der Leukocyten. 155

benzucker sich zuriickbildeu, oder die Spaltungsprodukte im Laufe
der Zeit weiter zu Substauzen, die nocli die starkere Reduktions-
kraft des Kupfersulfates haben, umgebildet werdeu, muss man
tere Untersuchungen vorrieumen.

EXPERIMENT IV.

Wenn man friscli gewonnene Leukocyteu zum Genrisch, in wel-
cliem die von Anfaug an vorliandenen Leukocyteu schon nach 48
Stunden ihre glykolytisclie Wirkuug verloreu liabeu, liinzusetzt, fin-
defc die Yermindemug der rednzierten Kupfermeuge weitere 24-48
Shuuden laug statt. Nacli diesem Zeilraum benierkfc man iin wei-
teren Verlauf die Yermehruug der reduzierteu Kupfermeuge, wie
bei Experiment I.

Leukocytenemulsion 10.0 ccm-f Zitratgemiscb. 25.0 ccm+isotonisclie Trauben-
zuckeilosung 5.0 ccm steht 48 Stunden lang im Thermostat, dann wieder 10.0 ccm
f rische Leukocyten hinzugesetzt und weiter beobaclitet. Eeduzierte Menge cies Kup-
feraalfates in 5 ccm der Mischung bestimmt nacli Bert rand.

Zeit des Aufenthalts im
. Thermostat (Stunden)

Eeduzierte Kupfermenge
(ms)

Differenz

Zeit des Aufenthalts im
Thermostat (St.)

nach frischem Zusatz

Eeduzierte Kupfermenge
(mg)

Differenz

0

19.37

—

21

19.11

0.20

81

18.85

0.52

hier frische Leuliocyten
zngesetzt

0

11.01

—

21

11.05

2.99

48

10.CG

3.3S

72

11.70

2.31

9G

12.35

1.G9
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156 Kanshi Fukushima:

EXPERIMENT V .

Es ist schon von vielen Autoren bariehtet worden, dass das Pan-
kreashornion ein Aktivator fur das glykolytische Enzym aus verschie-
denen Organen und Geweben sei, z. B. von Cohnheim nnd K ah el
Hirsch fur das Enzym aus den Muskeln und der Leber, von
Braunste in fur das Enzym aus koaguliertem Blute. Vandeput
und lie pine haben bei pankreaslosen Tieren die Abschwachung der
glykolytischen Kraft des Blutes gefunden, und S ta r l ing liat die
Yermindemng des Zuckerverbrauclis des Herzens desselben Tieres
bei kiinstlicner Durcliblutung konstatiert.

Dagegen negierten Marce l -Landsberg (1915) und Mac Gn-
igan (1912) die aktivierende Wirkung des Panki'easbormons, weil
die glykolytische Kraft des Blutes und der Blutkorparchen des pan-
kreaslosen Tieres ganz gleicli der des normalen geblieben ist. Dazu
noch verhiilt sich die Menge des Zuckerverbrauclis bei Muskeliibung
ganz gleich, sowolil beim pankreaslosen Hunde, als auch beim nor-
malen.

Neuerdings liaben Levene und Meyer (1912) gezeigt, das Zu-
satz des Pankreaspulvers eine merkliclie Yerstarkung der glykoly-"
tisclien Wirkung der tierisclicn Organe verursaclien konnte.

Mein eigener Yersucli iiber diesen Punkfc negiert die aktivierende
"Wirkung des Pankreasgewebes auf die glykolytische Kraft der Leu-
kocyten, wie man aus folgender Tabelle selien kann.

Le-okocytenemulsion 10.0 ccm+Zitratgemiscli 25.0 ccm+isotonische Trauben-
zuckeilosung 5.0 ccm+Pnnkreasstuck ca. 10.0 R. Eeduzierte Henge des KnpfersulEatcs
in 5.0 ccm der Mischnng naeli B e r t r a n d bestimmt.

Zeit des Aiifenthats im Thermo-
stat (St.)

Iteduzierte Kupfermenge (mg)

DifEerenz (mg)

0

34.69

— •

21

30.G9

4.00

48

32.G7

2.02

72

32.G7

2.02

90 '

32.G7

2.02

Ea ist interessant, dass Koinzidenz des Pankreasgawebss mit den
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Glykolytische "Wirkung der Loukocyten. 157

Leukocyfcen keine Yernaehrung der reduzierten Kupfermenga nach
72-96 Stunden vemrsaelien konnte, wahrend eine Vermehrung der-
selben in dieser Zeitperiode stattfinden sollfce.

ZUSAMMEXFASSUXG.

Die oben beschriebenen Kesultate, Tvelche die glykolytische
Wirkung der Leukocyten im Zitratgemisch mit der optimalen Hs-
Konzentration zeigen nnd Arobei die Intensitafc der Wirkung nacli
der Bestimmung der Reduktionsmenge des Kupfersulfates mittelsfc
der Berfcrandschen Methode geschatzfc wurde, nioclitc ich:in folgen-
den Satzen zusammenfassen.

1) Die reduzierte Kupfermenge verminderb sicb allmahlicb. mit
der Zeit innerlmlb 48 Stunden, d. h. die glykolytische Wirkung
der Leukocyten dauert ca. 48 Stunden lang, aber bleibt nach diesem
Zeitpunkt inaktiv.

2) Dann vermeln-fc sich die reduzierte Kupferinenga und nach
72 Stunden kehrt sie zur Kupfermenge, die man im Anfang des
Experiments gafunden hat, zurfick. Ob diese Tatsache sich auf die
Synthese von Traubenzucker aus den labilen Spaltungsprodukten,
•nrelche unter der Wirkung der Leukocyten aus Traubenzucker ge-
bildet werden, bezieht, muss man wetter genau studieren.

3) Weder der Pankreassaffc noch das Pankreasgewebe haben
be3chleunigenden Einfluss auf die glykolytische Wirkung der Leu-
kocyten.
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UBER DEN EINFLUSS DES OPTISCHEN DREHUNGS-
VERMOGENS AUF DIE ZELL-PERMEABILITAT.

I. MITTEILUNG.

Vox

TASHmO KOTAKE und 31. OKAGAWA.

{Aus dem Medizinisch-chemisc7ien Institut, Osaka ZleivXnlscKe
Akademie, Osaka.)

(Eicgegangen a n 2. Januar 1922)

Es ist sclion ziemlicli lange bekaunt, dass ein und dieselbe
Verbindung, je nach Hirer Konfiguration, eine besondere pbysi-
ologische Wirkung entfalleu oder einen ganz verschiedenen Ge-
scLmack (oder Geruch) erwecken kann.

Nach deu Untersucliiuigen von Ctishnj- ist die pliysiologisclie
Wirkung des Atropins, dl-Hyoscyamins, niclits anderes als eine
Summe derjenigen des d- und 1-Hjoscjamins, wabrend die beiden
optiscben Antipoden mehr oder -weniger von einander vei-scbiedeno
Wirkung auf einzelne Organe zeigen. Es isfc aucb bocbst Trahr-
scheinlich, dass Adrenalin nur in der linksdrebendeu Form •nirksam
ist. Das gleicbe gilt von Skopolamin in Bezug auf seine peri-
pberen Wirkungen.

Blanche Verbindungen, z.B. Histidin, Asparagin u.a. scbniecken
je nacb der Konfiguration ganz ver3cliieden, von Hexahydro-o-diatyl-
benzylaminkarbonsauren besitzt nur die cis-Form einen starken
Gerucb.

Der Einfluss der Konfiguration einer Yerbindung auf ihr Ver-
balten gegen ein Organ oder eine Zellart ist nocb nicbt genugend
gekliirt; aber e3 ist jedenfalls zu vermuten, dass z^-iscben der
Zellstraktur und der Substanz eine innige Beziebung pbysikaliscber
oder pbj'siko-cbemiscber Natur existieren kann, die scbliesslicb auf
eine Elektronensclnvingung juiruckzufiibren ware.

"Wir fauden, dass das Kanincben, und zwar dasselbe Indivi-
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duum, unter gleiclien Bedingungen bei der Tj-rosinfutterung,
unabhiingig von der optisclien. Eigenschaft des Tyrosins, immer
fast dieselbe ZVIenge Oxypheuylbrenztraubensaure ini.Hame aus-
scheidet, wahrehd nur im Versuche mifc 1-Tyrosin verhaltnisniassig
eine bedeutsame Menge Oxyphenylmilchsaure mit Sicherheifc nach-
gewiesen wurde. Dieser Umstand isfc durch asymmetrische
Desaminieritng des Tyrosins in den Zellen, wobei nur 1-Tyrosin
angegriffen wird, niclit ausreichend erklarbar, und es scheint tins
sehr wahrscheinlich, dass eine Substanz durch ihr optisches Dreh-
ungsvermogen auf die Zell-Permeabilitafc irgend einen Einfluss
ausiibt.

Es isfc sogar niclit gariz uumoglich, dass die Yerschiedenheifc
der physiologischen Wirkung, des Geschmacks oder Geruchs, die
von der Konfiguration einer Subsfcanz abhangig gedacht wird, in
gewissen Fallen durch das Permeabilitatsvevhaltnis hervorgebrachfc
wird. •

Als zu nntersuchende Substanz wurde deswegen Oxyphenylmilcli-
siiure gewahlt, weil einerseits alle optisclien Modifikationen der-
selben durcli Synthese und nachherige Spaltung in die optisclien
Antipoden mittels JMorphins leichfc gewonnen werden, und weil
anderseits die 1-Form, uacli Unseren Untersuchungen, wahrschein-
lich ein physiologisch-norrnales intermediares Produkb darstellt, imd
e3 demnach von besonderem Interesse ist, ihr Permeabilitatsver-
haltnis zu untersuchen. Axisserdem isfc es sehr bequem fiir unsere
Untersuchuugen, dass die Satire, selbsfc in Ideinen Mengen, mit
M i 11 onschem Eeagens ganz leichfc qualitativ und sogar quantitativ
bestiramt werden kann.

Oxyphenylmilclisaure isfc in jeder Form sehr leicht loslich in
Wasser," Alkohol und Ather, und die Losung gibfc selbstverstiind-
lich eine intensive Millonsche Eeaktion, die in unsaren Untersuch-
ungen- znr Bestimraung der Saure angewandfc wurde, und zwav
wurde das Keagens hierbei nach M. Weiss aus folgenden zwei
Losungen bereitet:
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Optische Drehung u. Zellpormeabilitat. 161

I. Losung: lO^ige Quecksilberoxydsulfatlosung in 5^iger
Schwefelsanre; '-; ••••"• ;

I I . Losung: 0,5%ige Natrninmitiitlosung.
Es Tvurde zxinaclist durcli besondere Yersuche riachgewiesen,

dass die Intensitafc der MillouseLeu Eeaktion in den verdunnten
Losungen der Saiire wie folgt mifc der Eonzentration parallel
lauft, iind dass auch die Eeaktion der drei Isomerien in einer
gleicben Eonzentration gleiclistavk ausfallt:

TABELLE I. •

Die relatiTC Farbenintensitat bei verschiedener Konzentnitio'n.

Form der
Isomerien

ill-Form

d-Form

1-Form

Konzentr. der Saure

1 : 2000 •_. •

1 : 4000

1 : 8000

1:1C000

1:32000

1 : C1000

1 : 2000

1 : -1000

1 : 8000

• 1 : 1C000

1:32000

l:Ci00O

1 : 2000

1 : 4000

. 1:', 8000

. ' 1 : 1G000

1:32003

1 : C100O

Eelat. Fnrbenintensitiit
(kolorimetrisch bestimmt)

3,01

1,18 .

0,73,

0,37

, • 0,19 ;.

0,10 ;! . ;

1,45

0 , 7 3 . . • ••;

0,3G

0,18

0,10 . .

2,09

1,51

0,82 ,

0,40

0,21 . , - '

0,10 ,
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162 . Y. Kotake u. M. Okagawa:

TABELLE II.

Yergl. Untersuchung der Fnrbenintensitiit bei drei Isomerien.
(Konzentr. der Siure 1:2000)

Form der Saure

a
1

Eel.it. Farbenintensitiit
(kolorimetrisch bestimmt)

1,0

1,0

1,0

Als Zellen benut/.ten wir die Blutkorperclien des Kanincliens;
sie wurden vor der Benutzung wiederholt mit physiologisclier
Koclisalzlosung gewasclien, wobei natiirlicli die weissen grossten-
teils weggenommen wurden. '

Unaere Perineabilitatsuntersuchungen wurden iminer iu sclnvacli
alkaliscliem Medium ausgefiiLrt. Wenu axd diese Weise auch der
sogenaniite Verteilungsquotient keine grosse Bedeutiuig besitzt, da
das Natriumsalz der Oxjplaenylmilclisaure ganz lipoidunloslicli ist,
so liaben wir dech niclit versaumt, einnial init der freien Saure in

. jeder Form die Ol-Wasser-Yerteilung zu bestimmen. Es ergab sicli
das Eesultat, dass jede optiscbe Modifikation beinalie: denselben
Wert besitzt, iuid zwar die relative Ollosliclikeit so klein war, dass
das nacli der Durcnscliuttelung abgetrennte 01 nur eine sehr
schwacbe Millonsclie Eeaktion gab. Es scliien dabei die dl-Modi-
fikation am starksten in das 01 iibergegaDgen zu sein.

Die sogenannte Oberflticlienaktivitafc wurde ancli einige Male
nacli der Steigholienmetliode bestininit. Hier konnten wir wiedei-
keinen bemerkenswerten Untei-scliied in den drei Formen finden.

Bei unseren Untersuchuugen der Permeabilitatsverlialtnisse
Laben wir auf die Bezieliung des osmotisclien Drucks mid der
Eeaktion des Mediums besondere Aufmerksamkeit verwendet. Alle
Operationen wurden natiirlicn aseptiscli nusgefulirt.

Das Gemisch, das aus den Blutkorpercben raid d-, 1-, od. dl-
Oxyplienylmilclisaure in x^J'siologiselier Koclisalzlosung bestand,
wurde 4-5 Stunden lang in einein Brutofen stelien gelassen. !Nacli
Ablauf der Zeit wurde jede Probe vorsiclitig zentrifugiert, die
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Opfcische Drehung u. Zollpormeabilitat. 163

obenstehende, klare, farblose Fliissigkeit abgetrennt uncl genau
nach der Angabe von M. Weiss beliandelt, indem in 3ccm der
7XL untersuchenden Fliissigkeit 2 ccni der I. Losung nnd 3 gtt der
H. Losung in Anwendung kamen.

Die Resnltate sind kurz in folgenden Tabellen zusammenge-
stellt.

TABELLE IIL

Yersnchs
reibe

I

II

Oxyphenyl-
milchsiure
(1:2000)
in ccm

G

G

G

7

7

opt. Drehttng

1

(1

(U

1

a
dl

Blutkorperchen
(moht ganz
mediumfrei)

in ccm

C

G

G

7

7

7

EeLit. Fnrbcn-
intcnsitlit

(kolorimetr.
bestimmt)

1,0

1,4

1,7

1,0

1,1-1,5

1,7-1,8

Ans den Versuchen, deren zwei, vtie auch die andereu, die hier
nicht angegeben sind, ganz iibereinstimmende Resnltate ergaben,
ist ereichtlicli, dass Oxyphenylmilclisaure, von den drei optisclien
Isomerien, nur in der 1-Form leiclifc durclilassig in das rote Blut-
korperchen ist, wahrend die d- oder dl-Forin selir schwer oder fast
gar nicht einzudringen vermag.

Sieherheitswegen haben wir weiter mit dl-Oxypnenylinilclisaure
einen Versuch angestellt, tim zu bestinimen, ob eine Mengenab-
nalime der Sam:e in der Flnssigkeit vor und nach dem Versuclio
stattfinde. Hierbei gaben aber die beiden Fliissigkeiten ungefahr
gleichstarke Millonsche Iteaktion, so dass wir mit Eeclit beliaupten
konnen, dass die Saure, beim Stelienlassen mit den Blutkorperchen,
mindestens in einigen Stunden weder zerstorfc wird, nocli in diesel-
ben iibergelit. So ist erwiesen, dass der obenangegebeue Unter-
scnied der Eesultate in den Versuchen mit den drei Isomerien
wenigstens nicht vorwiegend durch die Zerstoruug der einen Form
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1G4 Y. Kotako u. M. Okagawa:

liervorgebracht ist.. Es tvird vielniehr, wenn man die kolorimetri-
schen Zalilen in Betracht zieht, angeiiommen, dass die 1-Forni dabei
einige Zeifc: unzerstort in den Blutkorperchen und der Mussigkeit
beinalie gleiclimassig verteilt ist.

SCHLUSS.

Somit glauben ivir nachgewiesen zu liaben, dass die Perinea-
bilitat der Zelle gegeniiber einer Substanz aucli durcli die optiscbe
Eigenscnaft der letzteren beeinflusst werden kann. Ubrigens
mochten wir bei dieser Gelegenlieit unter anderen mit E. Erlen-
meyer daraiif liinweisen, dass dns optische DreLungsvermogen
oder " die von asymmetrischen Molekiilen ausgehende Kraft" in
den biologisclien oder pbysiologischen YerMltnissen, die bislier
noeli nicht eingeliend untei-sucbt sind, eine wichtige Eolle spielea
kann.
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STUDIES ON PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES
OF PHOSPHOLIPIN.

I. The precipitation of lecithin-hydrosol by electrolytes.

BY

SAMOEO KAKIUCHI.

(From the HiocJtemiail Laboratory, Institute of Medical Chemistry,
Tokyo Imperial University, Tokyo.)

(Received for publication, December^!, 1921.)

I. INTRODUCTORY.

Protoplasm is composed of the colloidal mixture of proteins
and lipoids, aud is' liable to alter its state of aggregation according
to the conditions under which it is placed. It is, therefore, very
important for the study of cell physiology to know the physico^
chemical relation playing among them. The physico-chemical
properties of proteins have been elucidated step by step in the
last few decades (Robertson, 191S). But our knowledge of the
physicocheimshy of lipoids has been limited, and it is our purpose
to state some of our experimental results obtained in this line.

As we all know lecithin is an essential constituent of cell-
lipoids. In contact with water it disintegrates into small
particles and forms a colloidal solution. From such a solution it
is precipitated by addition of some electrolytes. It was stated by
W. Koch (1903) that the lecithin could be precipitated from its
solution only by the addition of salts with bivalent cations, while
such a change is not produced either by addition of monovalent,
or of tiivalent cations. It was, however, shown by Porges and
Neubauer (1908) that tliis statement was not quite correct, as the
addition of trivalent cation causes an incomplete precipitation of
lecithin. But they did not study the conditions in this respect very
thoroughly. As the lecithin, moreover, constitutes what is rela-
tively a.simply composed colloid, it scorned to me tLab it is also
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1G6 Samuro Kakiuchi:

worth-while to study the relation of the precipitation of organic
colloid by the example of lecithin. From such a viewpoint I had
at first taken up the study of precipitation of lecithin-hydrosol by
electrolytes.

II. THE PRECIPITATING ACTION OF THE SALTS.

As can be shown by the electrophoresis test, the lecithin
particles have a negative charge in their watery solution. It is
therefore quite conceivable that the precipitation can be favoured
noticeably by the addition of electrolytes with polyvalent cation.
While salts with monovalent cation such as KC1, NaOl etc. have
no effect on the solution, the addition of salts with bivalent cation
as CaCL, BaCL, MgCL etc. causes the precipitation of the lecithin.
As to the salts with trivalent cation Koch saw no precipitation
while Porges and iNeubauer got some incomplete precipitation.
Our experiments showed that there is only a quantitative difference
between salts of bivalent and trivalent cations.

Experiment 1.

To each of the series of test tubes containing 2 cc. of 0.5 per
cent lecithin solution an equal volume of salt solution of different
concentration was added and shaken quite evenly ten times and
after five minutes the observation on precipitation was made, the
results of which are shown in the following table. The lecithin
used in all of following experiments was prepared from ox-brain
or egg-dotter by the method of MacLean.

As may be seen in this table, while the addition of salt with
monovalent cation has no precipitating action on lecithin solution,
the salt with bivalent or trivalent cations causes the precipitation
at a certain range of its concentration. The difference between
these two kinds of salt lies in two points. First, the concentra-
tion of salt with bivalent cation required is much larger than that
of salt with trivalent cation. Second, the range of precipitating
concentration is quite broad in salt .with bivalent cation, while it
is very narrow in the cass of salt with trivalent cations. These
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Physico-chemical Properties of Phospholipin. 167

TABLE I .

Salt.

Xncl

KC1

KCK8

CnCl.

BaCl.

MgCl.

AlClj

Concentration o£ salt solution added.

mol
2

-

-

-

mol
1

-

0.7 mol
3200

- .

O.G
3200

Xo precipitation

mol
.5

mol

-

mol
.2

+

+ + +

0.55 mij l

3200

+

mol
.1

+ + +

+ + +

0.1 m o 1

GIOO

+

mol
.05

+ + +

+ + +

0.95 mol
G100

+

occurred.

mol
.01

+

+ + +

mol
.025

-

0.9 mol
ftlOO

+

0.85

WOO

mol
.02]

±

• -

- '

mol

+

mol
.0125

-

-

-

0.8 mol

woo

- •

mol
0.01

-

-

-

0.9 mol
6100

-

circumstances explain why Koch had o%-erlooked the precipitatiou
by the salt with trivalont cation. It is quite noticeable that
the author prepared sometimes a sample of lecithin the solution
of which gave only precipitation by addition of Aluminium
chloride solution of 1.05/6400 mol, not either of 1/6400 nor of
1.1/6400 mol. The purer the sample was, the shorter the range
seemed to be. This very point is a proof that we are having
here the precipitation caused by neutralisation of electrically
charged bodies by the opposedly charged ions. That the excess
of an electrolyte may cause the redissolution of precipitates by
over-neutralisation of electrical charge of the particles was proved
by Burton (1909) in the case of inorganic colloid such as gold,
arsenic trisulphide etc.
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HI. SOME COXSIDERATIOX OX HARDY-SCHULZE'S LAW.

Although we have seen that the polyvalent cation has always
a much greater effect upon the precipitation of lecithin from its
solution than the monovalent cation, and that the valency of the
cation determines mainly the precipitating power of the electrolyte
on lecithin, we can not neglect the effect of anion, the electric
charge of which i3 the same as that of the lecithin particles
themselves.

To study the effect of anion it seemed to me desirable that
we take the range of the precipitating concentration of the most
effective salt as the standard and follow its change caused by the
addition of different amounts of different salts with various anions.

Experiment 2.

To the mixture of 1 cc. of 0.5 per cent lecithin solution and
1 cc. of distilled water 2 cc. of the aluminium chloride solution of.
different concentration were added and the minimal concentration
of the salt for the total precipitation of lecithin, which can be
recognized by the clearness of the nitrate, was found to be
0.9/6400 mol. This being taken as the standard, the nainimal
concentration of aluminium chloride was noted at times where the
solution of various salts of different concentration were used
instead of distilled water in the above experiment. The results
of these experiments are shown in the following table.

TABLE II.

Kind of salt.

KC1

Concentration of salt
added.

0

m
Cl

m
32

. Minimal concentration of
AlCli needed.

0.9
cioo m

0.95
GiOO m

0.95
• Tn

C100
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Kind of salt

CaClj

K2SO,

Concentration of salt.
- . ' ' added

0 • . .

m
123

Gl

. m
32

0

m
512

m
256

m
• 1 2 S

m

G l

m
32

0

m
1G381

m
8102

m
4096

Minimal concentration of
AlCh needed

0.0
G100 m

0.85
G100 m

0.75
GlOO m

O.G
GlOO m

0.0
GlOO m

1.1
GlOO m

1 2
64O0 m

1.3
GlOO m

1.4
GlOO m •

1.7
m

GlOO

0.0
GlOO m

0.0
GlOO m

1.0
GlOO m

1.2
6400 m

From this table we can recognize quite easily that the effect
of monovalent anion is almost negligible in comparison with
di- and tetravalenfc anions. • And we can also see that there is a
great difference between the di- and tetravalent anions in its
effect. The higher its valency, the more effective its action.
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The same effect can also be obtained by the addition of 1/256
mol of K2SO4 and of 1/409(5 mol of KJFe (GN)G. The effectiveness
of ferrocyanide ion upon the action of aluminium ion may be
shown by the following experiment.

The method of the experiment remains just; the same as above,
the only difference being that we observed here only the precipi-
tation grades, not the point of the complete precipitation.

TABLE III.

K4 Fe(CN)i5

m
2018

m
1021

m
512

m
25G

m
123

m
Gl

m
32

mol

25

±

mol

50

±

mol

100

*

mol

200

±

mol

lob"

+

±

-

mol

800

+

±

mol

1G00

-

mol

3200

-

-

mo

GiOO

-

It is also advisable to note in table 2, that there is obviously
some effect of calcium ion on the side of aluminium ion. This
being in mind it seemed to the author interesting to see the
effect of MgSO4 on the precipitation action of A1C13. Sulphate ion
may act against the action of Al-ion, whereas magnesium ion may
contribute to that of aluminium ion. The results obtained in the
experiment with magnesium sulphate are as follows.
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TABLE IV.

N. A1C1,

MgSO4 N ^

~80~

m

32

m
TfT

m

m
100

m
200-

m
400

-

-

-

m
800

-

-•

+

in
1600

-

m

3200

±

±

±

m

woo

+

±

m
12800

±

m
25G00

-

HP

3=

Hr

The effect both of cation and anion can be recognized from this
table, resulting in an indefinite margin of the precipitation range.

Hardj-Schulze's law states that in the precipitation of colloid
the effectiveness of the electrolyte depends on the ion charged
oppositlj to the charge of the colloid and is proportional to the
index of the valency of that ion. This can be, however, only
approximately true when the. other ion of that electrolyte is
raonovalent, the effectiveness of the monovalent ion being negli-
gible in comparison to the oppositly charged polyvalent ion.
"When the valency of the similarly charged ion is higher the
effect of that ion becomes visible and sometimes is very significant.
This tells us that the ion of electrolyte charged the same as
colloid, exercises also a definite influence upon the precipitation of
colloid. Of course there may be some difference in their influence
between the equally and oppositly charged ions, the oppositly
charged ion being attracted by colloid, whereas the equally-
charged ion is repulsed by the colloid.
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IV. THE QUESTION OF ANTAGONISM: OF MOXO- AND

DIVALENT ION.

As shown above the effect of any electrolyte upon the precipi-
tation of colloid is composed of two opposed reactions. But mono-
valent ions have much weaker action which is sometimes quite
negligible when we are dealing with the precipitation of colloid
by the electrolyte of ion of higher valency. When, however, the
action of the oppositly charged ions is not so pronounced, we can
easily recognize the effect of ion charged the same as the colloid.
For instance if we take the case of precipitation of lecithin by
the addition of hydrochloric acid, it is notably affected by the
presence of potassium cliloride.

Experiment 3.

1 cc. of 0.5 per cent lecithin solution diluted with 2 cc. of
distilled water was added with different amount of 1/10 rn hydro-
chloric acid taking care that the total volume be maintained at
5 cc. by the previous addition of distilled water of different amounts
according to the volume of hydrochloric acid to be added! By
this test it was shown that 0.9 cc. of 1/10 m HC1 solution was
the minimal amount required. When we repeated the experiment
by replacing Ice. of water by Ice. of 1/8m KC1 solution, much
more hydrochloric acid was needed for the precipitation, the
amount being 1.2 cc. .It seems therefore in this case that anion
had been more effective than cation. This effect of KC1 can' Iw
counteracted by the addition of a certain amount of CaCL, and
its larger amount will easily overbalance the effect of K.C1. This
can be shown by the experiment conducted in the same manner
as above, in which to the lecithin Ice. of 1/8 m KC1 and Ice. of
CaCl3 of diflerent concentration were added and different quantities
of hydrochloric acid were poured into the mixture. The results
of such expsrirnents are reproduced in the following table.
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. TABLE v.

LedthiD+H

IT

.. +

0 + H

—KC1

.. +

,. +

,t>

123" "

m
~cT "

m

CO.

1.4

+

CO.
1.3

+

+

+

cc.
1.2

+

+

T

Amount OI-TTT

cc.
1.1

cc.
1.0

-

-

cc.
0.3

+.

-

+

HC1

cc.
0.8

-

-

-

+

added.

cc.
0.7

-

-

+

*

cc.
0.6

cc.
0.5

cc.
0.4

-

cc.
0.3

-

As -we can see from this table the addition of 1/8 m KC1
retavds the precipitation of lecithin by acid owing possibly to the
action of anion Cl', but the presence of 1/128 m OaCl̂  counteracts
the effect of KOI chiefly by •virtue of cation Ga". From the
conclusion obtained from the foregoing section tliis can be explained
only by the balancing of the effect of total cations present to the
effect of total amount of anions. There are many instances of
counteraction of the salts with mono- and divalent cation in tha
realm of colloid chemistry and biology and some authors have
called them the antagonistic action between mono- and divalent
cations. But we have here, if; seems to me, in reality only the
antagonistic action between cations and anions, not between cations
themselves. Tliis seems to the author a very important point
which must not ba overlooked. The hypothesis of antagonism
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between tlie similarly charged ions may not only be fruitful, but
also it will be injurious as regards future researches.
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