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mAEEVDBERRT

Uber die Extraktivstoffe des Fischfleisches
und der Muscheln'.

Yox >

U. Suzuki und Mitarbeitern. !

Die vorliegende Arbeit ist die Fortsetzung einer Mitteilung, die vor drei
Jahren in Hoprpe-SEYLER's Zeitschrift fur physiologische Chemie Bd. 62 Heft
1 (1909) erschienen ist.

Die Methoden, die wir zur Isolierung der stickstoffhaltigen Stoffe an-

wendeten, waren im grossen und ganzen dieselben, wie in der friheren Mittei-
lung. Deshalb haben wir die genane Beschreibung derselben nicht angegeben.

Untersucht wurden das frische Fleisch von Sardinen, Maguro (7'ypnns

thwnnns), Tai (Pagrus major), Krabben, Hamaguri (Cythervia mevetrir 1..)
nd Austern.

Als Hauptergebnisse dieser Arbeit haben wir aus Krabben- und Taifleiseh
eine Base “ Kanirin " ; H,, N, O, isoliert, die mit dem Liysin nicht identisch

ist, Ferner wurde die Verbreitung von Betain, Tryptophan, Imidazolithylamin,

Histidin, Karnosin, Alanin, Tyrosin, Lenein, Prolin, n. s, w. nachgewiesen.

I. Sardinen.

Yon U, Svzekr und M. Mioara.

PADTENI g el AT Y e Ol

2 Kilo frisches, von Hant, Griten ond inneren Organen Lefreites

Fleisch von Sardinen wurden dreimal mit warmem Wasser (50-—607) ex- b
trahiert. Die Anszige betrugen im Ganzen 34 1. )
1 Diese Arbeit st schon vor einigen Jahren in The Journal of th Fokvyo Chemen] Sty {
paldiziert worden. Vol. 30. No. 9. (1909) Vol, 31. No. 6 n. No. 7. (1910} :f
[Jour. Coll. Agric, Vol. V. XNeo. 1, 1DI2] '
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2 U. SUZUCKI UND MITARBEITER :

Die quantitative Dostimmung gab folgendes Resultat:
In 100 Teilen Trockensubstanz Gesamistickstoff als

s Extmktes, 100 berechnet,
Cresamtstickstolf 4,32 100,00
Fiweisstickstoff 1,32 30,55
Basenstickstoll 2,24 0,18
Stickstoff in anderer Form 0,76 19,27

Der witsserige Fxtrakt wurde mit  Essigsiure schwach angesinert (bis
Jdie Flissigkeit ea. 290 Fasigsinre enthielt) und mit Tannin versetzt. Das
Filteat vom Tannin-Niederschlag warde durch Baryt von Tannin befreit, mit

Schwefelsiinre angesiinert und mit Phosphowolframsiare gefiillt.

A, D PHOSPHOWOILFRAMSAURE-NIEDERSCHILAG.

Man zerlegte den Niedersehlag in bekannter Weise mit Baryt und
entfernte den Uberschuss von Baryt dureh Schwefelsiure. Die so erhaltene
alkalische Flissighkeit wurde mit Kohlensianre gesittigt und mit Quecksilber-
chlorid gefallt.

tl). ])ur l)l!l*{.'kﬁi“u*r{']lliJl‘itl-Nit"llvrﬂ‘h]u;{ {.IIiﬁtillin). Alls diescm Niﬁlﬂl‘-
schlag erhielt man das reine Histidin als salzsauren Methylester. Zun diesem
Ziwecke warde der Niedersehlag darch Schwefelwasserstoff zerlegt, vom Queck-
silbersalfid abfitriert und bei vermindertem Druck bis znm Trocknen ein-
gedamplit.,  Der zuruckgebliebene Syrup wurde mit wenig Methylalkohol
versetzt and wieder eingedampft, um das Wasser vollstiindig auszatreiben.
Man setzte dann  wasserfreien 3It*l]l}'|:||kulml . und  leitete  trockenes
Salzsaaregas bis zur Siattigung eine. Nach dem  Eindampfen im Vakoum
schisd sich das Thstidin als methylester-salzsaures Salz ans.  Die Ausbente
betrug 0,8, Zur Reinigang wande das Salz  in heissem  Methylalkohol
gelost umd dureh Zusatz von Aethylalkohol und Aether anseeschieden.

(L1040, Subst. gnben 00303, '

01238, ., " 19,2 N (19° 758%%)
O,142%, ,, - 01804, ('O, 00714, 1.0
|
| ¢ 1" N | @

CCH, N, 0. 2HCL Ber. | 3467 ' 545 | 17,36 | 29,34
Gef. | 3448 | 564 | 17,78 | 29,13

'BER DIE EXTRAKTIVSTOFFE DES FISCHFYLEISCHES UND DER MUSCHELN. 3

Es entspricht also dem salzsauren Methylester des Histidins,  Das
Salz bestehit aus farblosen Prismen ; zersetzt sich bei 195° (ankorr.) unter
Schiinmen. Es ist in Wasser nund in Methylalkohol leieht, in Aethylalkohol
etwas schwerer und in Aether nicht loslich. Die wisserige Losung  gibt
eine weisse Fillung mit Millon'schem  Reagenz und eine  intensive rote
Fiirbung mit alkalischer Diazobenzolsulfonsinre,  Sie gibt aueh Biuretreaktion
beim Erwirmen,

0,589, Methylestersalz in 9,9705, Wasser gelost, drehte im 10" Rohr das
Natriumlicht 0,73° nach rechts. Das spez. Gew, der Losung war 10163,

Mithin [a«], = + 1457

Wird das methylester-salzsanre Salz des Histidins in wenig Wasser gelost
und langsam eingedampft, so wird der FEster zam Histidindiehlorid verseift,
welches ans heisser methylalkoholischer Losung durch Zusatz von Aether als
farblose Prismen sich ausscheidet. Es sehmilzt bei 2347 (ankorr.) olme

Schitnmen. Thir die Analyse wurde es im Vakunm bei 100° getmocknet.

1,1485, Sabst. galwen 0,0459, '/

0,1373, ,, - 21,4 N (19°. 765™™)
N | (N |
CGHN,O0.2HOT Be 18,42 ! 31,11
Gref. 18,05 | 30,95

0,6981, Histidindichlorid in 19,869, Wasser gelost, bei einem sp. Gew.
von 1,0144, drehte im 20 Rohr das Natriomlieht 1,047 nach rechts.
Mithin [«], = + 15,1°
(2). Das Filtrat vom Quecksilberehlorid-Niederschlag des Histidins
wurde mit Silbernitrat and Baryt gefallt.  Der branoe  Niedersehlag  warde
mit Schwefelwasserstoff zerlegt, bei vermindertemn Drmck stark eingedampft
und unmittelbar mit Pikrinsiare erwiarmt., Nach dem Erkalten schied sich
das Kreatininpikrat als hellgelbe Nadeln ans.  Die Ansbente betrug 1.9, Fur
die Analyse wurde es ans heissem Wasser umkristallisiert nnd im Vakuum
bei 1007 getrocknet.,
0,1582, Subst. galen 22,0 N (15°. 761™™)
0,1324, ,, - 0708, €0, 0022 H.0)

-



1 U. SUZUKI UND MITARBEITER *

5 74 N
C,H.N,0. CH,N,0.. Ber 3508 292 935¢
Gef. 3518 3,58 2424

Das  Pikrat zersetzt <ich bei 214° (unkorr) In kaltem Wasser ist es

schwer loslich.  Die wisserige Losung  gibt eine rote Firbung durch Zusatz

von Alkalien.

Aus dem  Pikeate worde das Platinehloriddoppelsalz  des  Kreatinins
dargestellt.

00,2031, Subst. gaben 0,0637, Pt
Pt

(C, 15 N; O. HCQU), PiCl, Ber. 31,00
Giof., 31,35

Ferner warde das charnkteristische Zinkehloriddoppelsalz des Kreatinins
dargestellt.

3). Das Filteat vom Silbernitent und  Baryt-Niedersehlag  wurde  in
gewohnlicher Weise wieder mit Phosphowolframsiiure gefillt.  Nach Zerlegung
des Niedersehlages erhiclt man 3,7, Karnosinpikrat, welehes ans heissem
Wasser  umkristallisiert, im  Vakoum bei 1007 getrocknet und  analysiert
wrde,

00083, Sabst, gaben 0,2582, Pikrinsaure
01082, " 194"« N (13°. 764"")
0,1282, ., o 01287, (' O, 0,455, H, ()
(' /1 N Pikrinsanre

(WH N, O,. CGH.N,0O. Ber. 38956 374 2164 5033
Gef. 39,75 398 21,31 5081

b Kapillarrohr erhitzt wind es gegen 200° bhraun und  zersetzt  sich
ber 2187 (ankorr.)

Das Nitiat des harnosins bestehit ans  farblosen ]'riz-;mq-n, schmilzt  bed
211° (unkorr.) Es list sich in Wasser leicht, etwas sehwerer in Alkohol
undd gt fast unloslich in Aether.

04156, Sabst. gaben 05357, Nitronniteat (nach Nitron-Verfahren

N
Colly, N.O,.. HN O, Fer. 21.50

i ;l"f. 2].7:‘

— R ol sy ST

UBEE DIE EXTRAKTIVSTOFFE DES VISCHFLEISCHES UND DER MUSCHELN, D

B. Das Firrar vod PHOSPHOWOLFRAMSAURE-NIEDERSCHLAG,

Das Filtrat vom Phosphowolframsiinre-Niederschlag wuarde durch Baryt
von Phosphowolframsiure und Schwefelsiure befreit und bei niederem Druck
stark eingedampft. Man erhielt dabei 1,7, Tyrosin.

(0,1524, Subst. gaben 00,3352, (' O, 0,0867, I, ()
01785, ,, " 11,8*~ N (18°, 766™™)

C H N
C,H,N O, Ber. | 59,67 6,07 7,73
Gef. | 59,98 638 | 7,67

Es bildet seidenglinzende Nadeln, ist ziemlich schwer loslich in - Wasser,
gibt sowohl starke Millon'sche Reaktion, wie anch Pauly’sche Dinzoreaktion.
0,5763, Tyrosin in 23,630, 109%iger Salzsiure gelost, bei cinem  sp.
Gew. von 1,016, drehte das Natriumlicht 0,637 nach links.
Mithin [«], = — 148

Es war also 1-Tyrosin.

Die Mutterlange des Tyrosins lieferte, nach der Estermethode  ver-
arbeitet, 0,23, Teucin. Aus heissern Wasser umkristallisiort, bildele  es
glinzende schuppenformige Kristalle von schwach bitterem Gesehmack.  Zur
Analyse reichte das Material nicht ans.

Aus 2 Kilo frischem Sardinenfleiseh wuarden isoliert ;

Histidinmethylester 2,8,
Kreatininpikrat 1,9,
Karnosinpikrat 3y 1,
Tyrosin 1.7,
Leucin 0,23,

II. Hagnro (Thynnus thunnus).
Vox U. Svzrkr and S, OTSUKLL

Schon vor zwei Jahren lat einer von uns gemeinsam mit M. Y amagawa
auns frischem Magwofleisch, Kreatin, Histidin und Karnosin isoliert und  das

Vorhandensein von Alanin  nachgewiesen.  Dei  der Wiederholung  dieses




fi U, SUZUKI UND MITARBYITER :

Versuches mit etwas modifizierter Methode ist es uns gelungen, nusser den
oben: genannnten Stoffen noeh Kreatinin und Imidlazolithylamin zu isolieren.
/i dicsem Zweeke warden 3 Kilo frisches thllrﬂﬂﬁistﬂl (=900.,, Trocken-
substanz) wiederholt mit warmem Wasser extrahiert. Der gesamte FExtrakt,
der ungefihe 12 Liter betmg, wurde mit einer 20%igen Tanninlisung
versetzt. Der dabei enfstandene dickbraune  Niederschlag, der den Hanpt-
anteill des Imidazolithylanins  mitreisst, warde abgesangt und mit 5% iger
Schwefelsiiurne vervichen,  Fin Teil des Niederschlages wurde dabei gelost
nned ddie letzAgenannte Base ging in Losung fiber.  Man filtviete nun ab,
und - versetzte mit aberschissicem Baryt, um Tannin und  Sehwefelsinre
ze entfernen. Die vom entstandenen Niederschlag  abfiltrierte Flissigkeit
wurde nach dem Entfernen des Barvts mittels Sehwefelsiure bei verminder-
tem Drack bis aof 10007 cingedampft, mit wenig Tierkohle entfirbt und
mit Pikrvinsaure versetzt,  Fs sehied sich dabei das Pikrat des Imidazol-
athylamins aus, welehes  aus heissem Wasser  amkristallisiert, gelbbraune,
olivnzende, rhombisehe Tafeln hildete.  Die Ausbeate betrug e, 25,. Fs loste
sich in kaltern Wasser sehwer. I Kapillarrohr  erhitzt, verwandelte sich
die Farbe srearen 2107 allmahlich zn sehwarzbraan and  zersetzte sich  bei
2207 (ankonr) nnter Sehiinmen.
Fier die Analyse warde das Pikeat im Vakanm bei 1007 getrocknet.

0,1522, Subst. galen 02017, ('O,  0,0390, H, 0

(. 1319 " s 20,0°= N (15° T56™™)
0.1525 . 3 095660 Pikrinsiure
| ¢ | m | N~ |Bilb
. , | 4 sare
o L, N, (O 1 0., DBer, 39,586 2,63 | 22,14 80,50
Creel, 36,14 | a8 | 221] S0).88

A< dem Pikete warde das Platinehlorid  doppelsalz der Base dar-
gestellt. Fs bestand ans gelbbrnnen Prismen, die keinen Schmelzpunkt
hatten,  Tm Kapillanohe erhitat, verkohlte os gegen 2407 oline Sehiumen.

\nalyse des Platinehloviddoppelsalzes (im Vakuam bei 1007 getrock-
net)

0.2070, Subst. gaben OO7Ts Pt

A LIS 2 " 12,2« N (18,6° T756™")

{PER DIE EXTRAKTIVSTOFFE DES FISCHFLEISCHES UND DER MUSCHFELN, 'l

N P
C,H,N,, H,PtCl, Ber.| 807 | 3747
Gel.| 849 | 37,4

Das Nitmt der Base bestand auns farblosen Prismen, welche in Wasser
leicht, in Alkohol etwas schwerer und in Aether unloslich waren. Fs schmolz
bei 145° zn einem durchsichtizcen Ole und zersetzte sich bei 1657 (unkorr.)
unter Schiinmen. Die Bestimnung der Salpetersiure in dem Niteat wurde
nach dem Nitron-Verfaliren ansgefulrt.

Analyse des Nitrats (im Vaknum bei 1007 getrocknet) =

0,1573, Subst. gaben 0.500, Nitron-nitrat

HN O,
(CH,N,2HN O, DBer. | 53,2 {
Cief, 1 S0 |

Die Analyse stimmt also mit der Formel (' H, N, dem Imidazolathylanin
iiberein. Da das Magurofleisech reich an  Histidin ist, so ist es woll
moglich, dass es dareh CO-Abspaltang in die letztgenannte Base ubergeht.
Bloes die Frage, ob diese Umwandlung im lebendigen Gewebe,  ohne
Bakterienwirkung stattfindet, konuen wir noch nicht entscheiden.  Dass es
durch Fiuninisprozess aus Histidin entsteht, ist peulich von Do ACEERMANN
festgestellt worden. Aneh K. Yosumvka® hat diese Dase ans fanlenden
Sopbohnen nachgewiesen.

Das Filteat vom Tannin-Niederschlag warde mit uberschussigem Baryt
versetzt, vom entstandenen Niedersehlng abfiltriert und nach dem Entlernen
des Baryts mittels Schwefelsiare, bei vermindertem Drack, stk eingedamplt
and mit Alkohol versetzt. Nach einigen Tagen schieden sich 9,06, reines
Kreatin aus,

Die Mutterlange des Kreatins wurde mit gesattigter Quecksilberehlorid
losung und  Natrimmacetat  versetat, Der entstandene  weisse Niedor-
schlag wurde abgesaugt, mit verdunnter Salzsime erwarnt and  abfiltriert.

Das Filtrat wurde durch Finleiten des Schwefelwasserstoffs vom Quecksilber

V-

1 D AckErMaxy: Horre-Sevien's Zeitserift £ Physiol, Chem. Bl 65, Heft 6. (1010),
Vergl, such Ackermaxs und H. Kerscaen: Z. £ Bwlogie Bd. 51 peg 84,
3 K. Yosamuuna : Biochem. Zettach, 28, 16 (1910)




v PP - . “gp »
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befreit, und bei verminderten Druck eingedampft. Fs schieden sich dabei Ans 3 kg frischem Fleisch warden isoliert :

furblose Kristalle aus, welehe zum Teil aus anorganischen Salzen bestanden. Imidazolithylaminpikrat 4,0,
Durch  Behandlung  mit warmem Methylalkohol gelang es die organischen Kreatin 09,50
Substanzen: von den anorganischen zan trennen. Nach dem Eindampfen der Kreatininpikreat | Yorhanden
iethylalkoholisechen  Lisnng schied sich zmerst das salzsaure Kreatinin aus. Histidin-Salzsanres Salz 10,44

Die Mutterlange  desselben  lieferte bei  weiterem Einengen und Verreiben
mit absolutem Alkohol 10,44, salzsaures Histidin, Von der Mutterlange des
Histidinehlorids erhielt man noch etwas Kreatinin und o 1,5, TImidazol-

III. Krabben.

athylamin als pikrinsanre Salze.  Dureh  fraktionierte Kristallisation konnte R L R TR Y, T
- . * A - s APV ¥ s B 4 - . . . . Al
man Jdie beiden Salze von einander trennen.

Das Kreatininpikrat bestand aus gelben Nadeln, mit dem Schmelzpunkt
211 2127 (7 (unkorr.)  Die Analyse desselben gab folgendes Resultat :—

00,1049, Subst, gaben 21,8+ N (10° 758™)
0,1561, ,, 01969, C 0, 0,0510, 1, O

Uber Krbbenextrakt liegt schon eine ausfuhrliche Mitteilang von 1.
AckEryasy und F. Koerseaer' vor.  Die beiden Autoren haben ndamlich eine
aanze Reihe Stickstoffverbindungen aus frischem Krabbenfleisch  dargestellt :
Tyrosin, Leuncin, Arginin, Lysin, Hypoxanthin, DBetain, Pyrimidinmethyl-
| chlorid, Crangitin (Cy H, N, 0,) Crangonin (Cy H, N, O,) und Neosin ()

Y AT
¢ | H A H, N O, Cl Av CL).  Die von ups untersuchte sogenannte * Grosse Kmbbe™

C, H; N, 0, C, H, N, 0, T:.-.r.J 3508 | 292 24,54

aus FEelizen gab aber otwas andere Irgebnisse. Wir haben ausser Tyrosin,

Gef. | 35,01 3,69 2471 Alanin, Leuwcin und Arginin eine neue Base gefunden, die  der Formel
Das Imidazolathylaminpikrat : (', Hy, N, O, entspricht. Da diese Dase kein Methylester bildet, so kann
(,1550, Subst. aaben 02043, (' (), 00411, sie nicht mit dem Lysin identisch sein. Wir haben far sie den Namen
011281, 21,7 N (18% 7T52wm) “ Kanirin " vorgeschlagen. Ferner haben wir das Vorhandensein  von Try-
0,5653, ,, 04590, Pikrinsiure | ptophan nachgewiesen.

-

4 Grosse Krabben, die in frischem Zustande 3700, wogen, lieferten

a | » v | Pikrin- | 7 '
CH.N. 20 H. A . | g 3 . saure | 2087, Fleisch, welches gleich mit warmem Wasser (60-—707) extrahiert wurde,
s #ly Ny, 20, I, N, 0, DBer. | 3586 2 (3 %) - 5 . i . BErsg o T .
s 4 AL N, O, Ber 3, 86 | 2.63 22.14 | 50,50 | Der wisserige Extrakt betrung im ganzen 63507%.  Mit cinem Teile des
Ce 25.95 2 O 2912 | 1 . : o . u's . i
vef. 4,90 2,0 22,12 ! 8104 ‘ Extmktes warde zuerst die quantitative Destimmung susgefuhrt.
s l'l:llilu'hlt_n'itll|n]llN']-ﬂ:|]z. Im matlf;in Extrakt In 100 'l‘;ilv;] 'I'ns‘-k--nanlamnz
(6350F ) des Extruktes,
01978, Subst. gaben 90742, Pr. Trockensubstanz 163,32, 100,00
T Gresamtstickstoff 25,51 5,51
; g . | Fiweiss - 3,62 2,22
C.H,N,, H.PtCl. Ber.| 3747 ik
Dasen S,11 4,97
Gl'f. :"7.51 ; . ” ,- e
| _ Ammoniak ,, 0,38 0,23
Mian sieht also, dass das ]lllillu'ﬁil.-'ith}'l:lmin teils durch Tannin and Stickstoff in anderer Form 13,}'0 8,40

teils darch Quecksilberchlorid und Natrinmacetat gefallt wird, t Zeits. f. Unt Nal G tteln, 1907, 13, 180, 610, 913 und 14. 687
ats, . Unters. v. Nahmings-un. Gennssioattein, 19U . 38U, - LT . OS¢,
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Der andere Teil diente zur Isoliernng der einzelnen  Stickstoffver-
bindungen.  Zn diesem Zwecke wardo der Extrakt mit Tannin gefillt, vom
entstandenen Niederschlag abfiltriert nnd nach dem Entfernen des Tannins
dorch Baryt und den Uberschuss des DBaryls mittels  Schwefelsiure, bei
niederem Druck stark \'1‘*!11:1!11[1&. Da das Vorhandensein von Tyro:-;in il
Tryptophan in dieser Flissigkeit nachgewiesen war, so warde es versncht
nach  Hopkin'schem  Verfahren  Tryptophan  zn  isolieren, indem die
Flassigkeit mit Schwefelsinre angesinert, bis sie 5% der Siaure enthielt, und
mit Hopkin'schem  Reagenz  (Quneeksilbersulfat in 59%iger Schwefelsiure)
gefallt warde.,  Der weisse, flockige Niederschlag wurde abgesaongt, mit 5%
iger Scehwefolsiiare gowaschen, in Wasser  verteilt und mit  Schwefel wasser-
stoflf' zerlegt.  Die vom  OQunecksilbersulfid  abfiltrierte Flussigkeit hinterliess
nach dem Verdampten im Vakaoum  einen brannen  Sirap, weleher naeh
cinigen Tagen etwas kristallinisches Uryptophan  lieferte.  Die  Hauptmenge
des Sirups blieh jedoch  amorph, sodass die Menge des  gereinigten  Try-
ptophans fur die Analyse nicht ansreichte.  Die mit Fssigsinre schwach
angesinerte Losung des Tryptophans gab durch  Zusatz von einigen Tropfen
Dromwasser eine charmkteristische rotviolette Firbung, Beim Schutteln mit
.\IH}']:I”-\H]IH' ;_:ill;.: der Farbstoff in das letztere Ilvngvnz uber.  Das Filteat
vom  Quecksilbersalfat-Niedems=chlag des Tryptophans warde durch Sehwefel-
wasserstoll vom Oueeksilber befreit und  nach dem Austreiben des Schwefel-
wasserstoffes mit  Schwefelsinre angesiinert and  mit  Phosphowolframsiure
eefillt, Dep Niedersehlagr warde in gewolmlicher Weise dureh Baryt zerlegt.
Diec i der Weise dareestellte alkalisehe Flussickeit enthielt nar wenige
Hlistidin nod Kreatinin and Spuren von Puarinbasen, darnm wurde die Flussig-
keit nmmittelbar mit Silberniteat and Darvt gefillt. Aos diesem Niedersehlage

wurden 2, Argininpikeat erhalten.

0. 1066, Sulst. ;_::ﬂu*l; g dere N (20 TG0
N
Ce 2, AN, (), U i, N, O ey, 24599

Gref. 24 28

D oes in eder Dezichung mit reinem Argininpikeat vollstindig  identiseh

war, so laben wir o< nicht weiter antersucht.
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Das Filtmat vom Silbernitrat und  Barvt-Niederschlag warde  wiedor
mit Phosphowolfrmmsiure gefiillt. Die freiec Basenlosung, die darelh Zerle-
gung des phosphowalframsanren Niederschlages durch Barvt erhalten wuarde,
lieferte nach dam Zusatz von wenig Pikrinsiinre zoerst eine kleice Menge
Argininpikmt. Bei weiterem Zunsatz von  Pikrinsiare schieden sich 3,5,
Ranivinpikmt ans, es bestand ans hellzelben Prismen mit dem Selimelz-
pankt 188° (unkorr.) Es liste sich ziemlich schwer in Wasser,  Ans heissem
Alkohol schied es als rhombische Tafeln aus. Fuir die Analyse wurde das
Pikeat im Vakoam bei 1007 getrocknet

0,1246, Subst, gnlen 19.7% N (15° T60™")

01812, 21,00~ N (15° 766™™)
00,1626, .. 01983, ("0, 00583, I, O
0,4978, .. 0.3762. Pikrinsanr
05098 . 03838, .. b
| /" 11 N J l'i};rill-
- ~daunre
CH, N.O,. 2C,HN.().. Ber.| 3576 Sl 1854 | 75,83
| 85,45 4,25 18,57 | 75,53
Oel: | — - 1889 | 75,48 |

|

Das salzsamre Kanirin  bhildete  farblose, hombizehe  Prismen, mit  dem
Scehmelzpunkt 204—207" (unkorr.). Es war hygroskopiseh. Die  wiisserige
Lismng des salzsanren Kanirins hatte kein Drehungsvermogen,  Das Platin-
chloriddoppelsalz  bestand ans  tief rotbraunen Prismen, welehe in Wasser
ziemlich leicht, in Alkohol schwerer loslich waren. T Kapillwrohr erhitat,
zersetzte es sich bei 227° (unkorr.). Far dic Analyse wande das Salz i
Vakmmm bei 10007 gotmocknet.
01444 Sulet, galen 00504 Pt
| P
CH,N.O. H.Pt (1. Ber.| 23500
Gef. | 34,90

Fl_‘ﬂlf‘r wurde W'l".‘-llt'llt, e '.“l-lll}']#'h-.h'l des Kanirins darzustellen, imdem das
salzsanre Salz in absolutera Methylalkohol verteilt and  trockenes Salzsianee-

gas bis zur Sattigung eingeleitet wuande,




12 U. SUZUKI UND MITARBEITER :

Nuch dem Verdiunpfen des Methylalkohols schieden sich farblose Kris-
talle aus, welehe einmal aus heissem  Alkohol dureh Zusatz von Aether
umkristallisiert, im Vakuoam bei 1007 getrocknet und analysiert warden.

0,1780, Subst. gauben 19,4 N (21° T60™)

0,1710, 02004, C 0O, 01444, I, O
0,2216, ., 02804, Ay C7
(' H N 7
LGB N OSH Y Ber.| 32,90 7,30 12,70 | 32,40

CoH N, O0.(CH,) 2HCl Ber.| 36,08 2 | 12,02 30,47
Cief, :}1,91:_ 0,38 | 12,60 31,28

Die Analyse weicht erheblich von dem salzsanren Methylester des Kanirins
ab.  Sie stimmt vielmelr mit dem salzsauren Salz  des  unveriinderten
Kanirins.  Die kleine Differenz ist den hygroskopischen Eigenschaften des
Salzes zuznsehreiben.

Das Salz zersetzte sich bei 2077 ohne lebhaftes Sehaimen.  Die Kristall-
form war anch mit salz<omrem Kanirin identiseh.  Aus diesem Salze liess sich
anch das wrspriingliche Pikmt gewinnen, welches den Sehmelzpunkt 188° (ankorr., )
hatte.  Aus oben erwithnten Beobachtungen kann man schliessen, dass das
Kunirvin keinen Methylester bildet. Es kann  deshalb nieht eine inaktive
lsomerie des Liysins  sein, obgleich das letztere auch dieselbe empirische
Formel hat.  Die Konstitution des Kanirins soll spiter aufeeklirt werden.
Pas Filteat des phosphowolframsanren Niederschlags lieferte, nach der Ester-
methode vernrbeitet, 0,14, Alanin, 0,19, Leucin und 0,11, Tyrosin.,

Der Tannin-Niederschlag, Jden wir ans  wiisserigcem  Krabbenextrakt
dureh unmittelbaren Zusatz von Tannin erhielten, liefelte nach dem Zerlegen
mit DByt ungefabr 1, Argininpikeat.  Analyse des Argininpikeats :

L1134, Subst, gnben 24,7~ N (21° 760™™)

N |
"n IIH .\': f’. > ¥ '.-, ’I .\'; (). Der. 24.32 :

(ref, 24,79 i
Vis 2 Ky Irischem Reabbentfleiseh warden isoliert -

\igininpikrat a0
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Tryptophan vorhanden
Kanirinpikrat 3,0

Tyrosin 0,11

Alanin 0,14

Teucin 0,19

Histidin wenig

Ireatin =
Purinbasen nicht vorhanden
Liysin nicht vorhanden

Wie man sieht, weichen unsere Ergebnisse erheblich von denen AcCiri-
aaxys und Kvrscuers ab. was der Verschiedenheit der untersuchten Krabben-
art, deren verschiedenem Alter und anderen Bedingungen mmzuschreiben ist.

Das Tryphtophan ist von uns zum ersten Male in frischem Ileiseh

nachgewiesen worden.  Das Kanirin kommt anch im Taifleiseh vor.

1V. Tai (Pagms major).

VYon U. Svzek! und Y. OKUDA.

(2 kleine Taifische lieferten 3200, Fleisch (von Kopf, Haut, Kunochen
and inneren Organen befreit) und daraus 725077 wiisserigen Fxtrakt. Die

quantitative Bestimmung des Extraktes gab folgendes Resultat

- In 100 Teilen |
In 100 ° Extrakt | Trockensubstanz |
des Extraktes

Trockensubstanz 2,99 100,00 |
Gesamtstickstoff 0,27 | 11.54
Eiweiss o 0,112 | 4,770

Dasen ‘o 0,125 35324
Ammonink ., Spur | —

lli 1M 'I'u-”r-u fl'i-i'hi'lll ]"'l*i"i’ll

Tasliche Substanz 5,324
Tawlicher Stickstoft 0611
I slicher Eiweisstickstofl ().255
Basenstickstoff 0,255
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Der gesamte Extrakt warde nan mit 209 iger Tauninlosang  versetzt,
vom  entstandenen Niedersehlag  abfiltriert. Das Filtrat wurde nach dem
Faotfernen des Tannins durch Baryt und des iberschiissigen Baryts duarch
Schwefelsiture, im Vakuom stark eingedampft und mit Alkohol versetzt. FEs
schiedlon sich dalwei 5,6, Kreatin ans, welehes aus  heissem Wasser umkris-
tallisiert, Tei 1007 getrocknet und analysiert wuarde.,

0,1430, Subst, gaben 38,0+ N (87 T62"")

01457, ,, " 0,1962, C' 0, 00898, H, O
¢ | X N |
O H,N.O, Ber.| 3664 | 0687 12,06
Gef. | 36,72 | 6,91 32,16
| x

Aus heissem Wasser wmnkristallisiert, scheidet es sich als grosse farblose
clinzende  Prismen  ans.  Bei 1007 getrocknet, verliert es Kristallwasser.
Die witsserige Losung reagiort neutral,  Mit verdinnter Schwefelsiinre gekocht,
wird es in Kreatinin verwandelt.  Die Matterlange des Kreating wurde mit

'hosphowolframsinre wefillt,

A, DEn PHOSPHOWOLFRAMSAURE-NIEDERSCHILLACG.

Man zerlegte den Niedersehlag in gewohnlicher Weise mit Baryt.  Die
alkalische Losung, die freie Basen enthielt, warde mit Kohlensiinre gesiittigt
und mit Quecksilberehlorid wefillt.

). Der Quecksilberehloridniederschlag  lieferte, nach dem FEntfernen

des Quecksilbers dureh Schwefelwasserstoff, 2,5, Kreatininpikrat.

01926, Subst, gaben 38,9 N (767 T69"™™)
01720 00,2239, C 0O, 00461, H, )
| (' i P &
C,IH,N,0, CH.N,0, Ber.| 38508 292 | 2454
(iof. 35,50 2.97 ‘ 24,64

Das Pikeat schmolz bei 2147 (unkorr.). Die wiisserige Lisung gab eine
rote Farlwmge bei Znsatz von verdinnter Alkali.

Im Filtrate des Kreatininpikrats war noch ein wenig Histidin vorhanden.
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was durch Pauly'sche Reaktion nachgewiesen wurde. Isoliert haben wir es
nicht.

). Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlag des  Kreatinins
warde mittels Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit, und mit Silber-
nittat und Baryt gefillt. Dieser Niedersehlag lieferte 0,75, Kreatinin-
pikrat.

Das Filtrat des Silbernitrat- und Baryt-Niederschlags wurde  wieder
mit Phosphowolframsiure gefilt. Aus diesem Niedersehlag erhielt man 5,1,
Kalimupikrat und von der Mutterlange desseiben 1,5, Kanirinpikrat.

Analyse des Kalinmpikrats :

0,1698, Subst. gaben  224% N (127 T760™™)

":I(Bl, ™" 14,7'?'”' :{ (14,1.'3“ 7:'81"“)
0,4969, ,, 0,4260, Pikrinsiure und 0,073, Kalinm
r > Pikrin-
N A SAure

I{ ('.; II: A\'1 ‘}: ]}l‘l‘. 1:’,7:; ]4,23 8*1,72
1566 | 1469 | 85,74
15,90

(Gief.

Analyse des Kanirinpikrats :
0,1331, Subst. gaben  0,1680, " O, 00548, H, 0

03062, ., 00,2344, Pikrinsiare
] Pikrin- |
G " saure
CGCHN,O0,CGH,N,0;, Ber.| 35,76 3,31 75,83
Gef. 3441 | 4.58 76,00 |

Das Kanirinpikrat schmolz bei 188° (ankorr.).  Fs war mit dem Kanirin-
pikrat aus Krabbenextrakt vollkommen identisch.
Das Platinchloriddoppelsalz des Kanirins,
0,1267, Subst verloren bei 1007 getrocknet 0,0043, 17, O
00,1142, wasserfreie Substanz gaben 00,0400,

Pt als wasser-]

4,0 freies Salz
(CcH N, O.H,PtCly + H,0O Der. 2,90 35,00
Cief, 3,39 35,02 |




16 !, SUZUKI UXD MITALRBEITER :

Das Platinchloriddoppelsalz bestand ans rotlich gelben Prismen mit dem
S('flnm-lzpllllkt 2207 (Illlkut’r.).

B. D Frurear vow PHOSPHOWOLFEAMSIURE-NIEDERSCHIAG.

Das Filteat vom Phosphowolframsiinre Niedersehlng lieferte, nach der
Fstermethode verarbeitet, 0,14, Alanin und 0,25 Tyrosin:  Analysiert haben

wir die beiden Aminosiuren nicht.

C. TAaNIN-NIEDERSCHTAG.

Der wiisserige  Fxteakt des  Fleisches gab eine reichliche Fillung mit
Tannin.  Beim Verreiben dieses Tannin-Niedersehilages mit 29%iger Schwefel-
saare. wurde ein Teil desselben gelist. Die vom unloslichen Riickstand
abfiltrierte Flussigkeit warde nun durely Baryt von Tannin und Sehwefelsinre
befreit und nach dem Entfernen des uberschiissigen  Barvts dureh Schwe-
felsiure mit Tierkohle entfirbt and stark cingedampft.

Nach dem Frkalten schieden sich 1.5, Kreatin ans.

Ans 3200, frischem Fleiseh wurdon isoliert -

Kreatin (i 8
]{:‘f':lﬁnhl]rfkl‘:{t 3. 20

Histidin vorhanden
hanirin 1.50

Alanin 0,14

Tyrosin (.25 '

V. Hamaguri (Cyvtherin meretris. T.).
Von UL Stzesr and S, Opake.

17806 lebende Hamaguri lieferten 3265 Fleisch, nebst 8311 Schale und
S0 Wasser.

Dias Fleisch wurde dreimal  mif warmem  Wasser (M)7) estrahiert. Die
vercinigten Ansaige betragen 9230 und der Riickstand 514, .

In 100 Teilen frischem Fleiseh -

e

*
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Trockensulstanz 45,86
Im wisserigen Fxtrakt 16,21

Darunte
T 2o saltalishen. Ricketand 20,65

In 100 Teilen In 100 Teilen
trockenem Fleisch :  Gesamtstickstoff -

Cresamtstickstorf 1,90 100,00
Gesamtstickstoff' im wiisserigen Extiakt 0,58 30,00
‘Fiweis-stickstoff 0,23 12,10
Darunter - B}L;PII- »: 0.21 11,10
Stickstoff in anderer Form 0,13 6,80
Gesamtphospor 0,17

Aus der Analyse siebt man, dass ungefihr 709 des Gesamtstickstoffes
im Fleisch ans wasserunloslichen Eiweisstofen besteht.  Vom wasserlioslichen
Stickstofl bestehen ca. 129 ans Fiweisstoffen.

Zur Isolierung der Basen wurden 8500~ Extrakt (sus 3007, frischem
Fleisch=1380, Trockensubstanz) mit verdiinnter Essigsiure schwach ange-
sanert und mit Tannin gefillt. Das Filteat vom Tanninniedersehlag warde
durch Bleiessig von Tannin und anderen Vernnreinignngen befreit, und nach
dem Entfernen des Bleies dureh Sehwefelsiure mit Sehwefelsiure angesauert

und mit Phosphowolframsinre gefillt.

A, PHOSPHOWOLFRAMSAURE-NTEDERSCITAG.

Der Niederschlag wurde durch Baryt zerlegt. Wiilwend der  Versrbei-
tung entwickelte sich Ammonink und Trimethylamin, welehe walischeinlich
dureh Zersetzang des Betains entstanden waren.

Die aus dem phosphowolframsanren Niederschlag dargestellte  alkalische
Lisung, die freie Basen enthielt, wurde mit Kohlensinre gesatticgt und  mit
Quecksilberchlorid  gefillt. Aus diesem Niedersching  erhielt man Histidin
in kleiner Menge. Zur Analyse geniigte es nicht. Das Filtint vom Queck-
silberchlorid-Niedersehlag warde dureh Sehwefel wasserstoff  vom Quecksilber
befreit und  bei niederem Drock eingedampft, um den Schwefelwasserstoff
vollstindig anszatreiben, daraof mit Silbernitrat versetzt, um die vorhandene
Salziure zu entfernen. Das Filtrat des Silberchlorids wurde nan mit

uberschissigem  Silbernitrat und Baryt versetzt. Ans dicsem Niedersehlag
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warde 21 Avginindipikiat isoliert,
1546, Subst, gaben 01954, €0, 0,0536, I, O

01500, , 20,9 N (24° 761"™)
0,3998, ., 0,2340, Pikrinsimre
¢ | m N | Pikrin-

sanre
3,17 22,15 | 7247
3,85 2238 | 71,64

i

ye

(RN, 0.. € II. N, (). Ber.| 941
|
(s0f, 4.1

Lo

|
|
|
|
f

Aus heissem: Wasser umkrystallisiert scheidet sich das Pikrat zuerst als
cin Ol ans, nach dem Erkalten verwandelt es sich zn kleinen gelben Nadeln.
s Tost siel leicht in warmem Wasser und Alkohol. In Aether und Petrol-
ather ist es unloslich.  Tm Kapillarohr erhitzt sintert es bei en. 1607 and
arsetzt sich bei 180-—185° (unkorr.) unter Sehiinmen.

Dadas aus Fiweisstoffen dureh Spaltang mit Sioren erhaltene Arginin
me Monopikeat hildet, kann es nicht mit unserem Priiparat identiseh sein.
Fs handelt sich vielloieht um eine Tsomerie desselbon.

Aus dem Pikeate wande das  salzsanre Methylester des Arginins dar-
aestelll, Fs hat auch ein etwas anderes Verhalten als das Methylestersalz des
\ruginins  ans Eiweiss zeigt.  Die aus heissem Methylalkohol dureh Zusatz
von Acthylalkohol and Aether langsam ansgeschiedenen Krystalle bestanden
aus scharf zngespitzten Nadeln, welehe in Wasser und Methylalkohol selr
leicht, in Aethylalkohol etwas weniger, und in  Aether und Petroliither  fast
unloslich waren,  Es schmolz bei 1842 (unkorr.) unter lebhaftem  Schitumen,
withrend das Methylestersalz des Fiweiss-Arginins in  demselben Bade bei
1947 (ankorr.) sclunolz

Das Filtent  vom  Silberniteat  und Baryt-Niedersehlag  hestand
hauptsiichlich aus Botain,  Wunde das Filtrat dureh Salzsiiure vom Sillwr
und dureh Sehwefelsiure vom Barvt befreit, und mit Phosphowalframsiure
gefallt <o entstand  ein weisser Hockiger  Niederschlag, welcher  nach
Zerlegang mit Barvt farblose vlinzende Krystalle von Betain in veichlicher
Menge hieferte, Sie wurden  alwesaugt, mit alsolutem Alkohol nnd Aether
gewaschen und iber Sehwefelsiure getrocknet.  Die  Ausbeute betrug 4, 4.
Zar Reinigang 1ost man die Krystalle in heissem Methevlalkohol und setzt

ctwas Aether zn. Nach viniger Zeit scheoidet sich das Betain als  farblise
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glinzende Tufeln ans, welehe mit Aethylalkohol und Aether gewnsehen
werden.
Analyse des Betains (im Vakuum bei 100° € getrocknet )
0,1526, Sabst. gaben  0,2013, C 0. 01386, H. ()

0,1319, ., 13,8 N (22° TH8=m)
{ ¢c | H RS

C.oH, N O,. Ber. i 51,19 | 940 11,97

' Gief. | 50,86 0,806 11.82

Das freie Betain bestand aus sehr hygroskopisehen zerfliessenden Krys-
tallen von einem angenehmen sussen Gesclimack. Fs loste sich in Wasser
und Methylalkohol leicht, in Aethylalkoho! etwas schwerer. I Aether und
Petrolither war es fast unloslich.  Die wiisserige Liosung reagiorte schwael,
alkaliseh, gab keine Biuret- oder Dinzo-reaktion, keine rote Firbung mit
Pikrinsiure und Alkali, und keine Fillang mit Nesslersehem Reagenz ;. mit
Kupferhydroxyd erwiirmt, galy es kein Kupfersalz,  Im Kapillarrohr  diber
2607 erhitzt, verkohlte es ohne m Schmelzen.  Fs bildete zwei Nitrate, (L.
B.HN O, und B, I N (),

a), ((CH NO),. HN O,. Um dieses Salz darzastellen, wurde die
freiec Base mit ciner berechneten Menge Salpetersinre  versetzt  (anf 1,
Betain ungefalr 10¢~ normale  Salpetersiiore) und  langsam fast bis zum
Trocknen eingedampft. Beim Verreiben mit alsolatem Alkolio]l sehied sich
das Salz vollstindig ans, welches abgesaugt, mit absolutem Alkohiol and
Aether gewaschen wurde.  Fs wurde nochmals ans heissem absolutem Alkolol
amkrystallisicrt, im Vakuam bei 1007 getmeknet und analysiert,

01445, Sabst. gaben 18,007 N (247 762%™

01405, 17,7°¢ N (21° 753"™)

37, . (0,2233, "0, 01120, H, ()

02240, 02535, Nitronnitoad = O0,04765, IT N (),
(' I N |HNO,

(C,H,N,O.)HN O, Ber.| 4040 | 774 | 14.14
Gef.| 4015 | 820 ]']":"?! 21.26

Aus heissem Alkohol scheidet sich das Niteat dweh Zunsatz von Aether
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als farblose Prismen ans, die meistens sternformig sich zusammen gruppieren,
Es ist etwas hygroskopisch. In Wasser und Methylalkohol ist es leicht, in
Aethylalkohol etwas schwerer und in Aether fast unloslich. Tm Kapillar-
whr erhitzt, schrampft es allmihlich bei 215° und zersetzt sich bei 220—221"
(unkorr.) unter Gasentwickelung,

b, O H,NO.HNO,. Wil man dieses Salz darstellen, muss
man elwas mehr als die berechnete Menge Salpetersiore zungeben.  Bei
langsamem Eindampfen und Versetzen mit absolutem  Alkohol krystallisiert
das Niteat aus. Zur Reinignng wird das Salz in  heissem absolatem Alkohol
welost und dareh Zusatz von Aether ansgeschieden.

Fir die Analyse wurde das Salz im Vakoum bei 1007 getrocknet.

0,1372, Subst, gaben 18,7~ N (22,57 756™™)
01330, . 0,274, Nitronnitrat =0,04603, H N 0O,

N |HNO,
(C,H,NO) HNO, Ber.| 1555 | 3500

Gef. | 15,32 34,87

Ans heissem Alkohol scheidet sich das Salz dureh Zusatz von Aether als
arosse farblose Tafeln ans. Fs ist etwas hygroskopisch. Fs schmilzt bei
120° zn einem Oel.

). Das Pikeat. Sowohl ans B. H N O, als auch ans B.H N O,
erhiilt man cin und dasselbe Pikrat.  Man lost das Nitrat (B, H N (),) in
wenig Wasser und gibt soviel Natronlange zn, bis die Salpetersiure genan
neutealisiort wind und versetzt mit Pikrinsiiure in kleinem Uberschuss. Das
dabwei anssaeschiodene Pikeat wurde cinmal aus heissem Wasser umkrystal-
lisiert, im Vakoaum bei 100° getrocknet and analysiert.

0,1546, Sulst. gaben 02160, C 0, 0,0596, I, ()

0,1574, ,, 22,4 N (207 760™")
04208, 0,2810, Pikrinsianre
i » 3 |
¢ x| ¥

| . saure
(WH,NO,. C,H,N,0. Ber., 3815 | 405 | 1619 | 66,19 |

Gef, ' 35,10 4,28 16,28 | 66,78
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Das Pikrat besteht ans hellgelben Prismen und schmilzt bei 180 —151°

(unkorr.) zu einem Oel,

Aus B. HN O; erhielt man aunch dasselbe Pikmt mit dem Schmelz-
punkt 180—181.° Die Analyse gab folgendes Resultat :—
0,1515, Subst. gaben 223"~ N (25° 746*")

N !
CH,NO,. C,H,N,0. Ber.| 16,19
Gef.| 16,11 |

Ans oben erwithnten Deobachtungen kann man schliessen, dass die Dase
Betain war. Ferner haben wir unser Priparat mit reinem Petain (Merek)
verglichen. In sussem Geschmack, Schmelzpunkt, Krystallformen ete waren
die beiden vollstindig identisch.

Aus 17806, frischen Cythereamuscheln=1380, trockenem Eleisch wurden
isoliert :—

Argininpikrat 2,10,

Histidin Vorhanden

Betain 4,40

Trimethylamin und Ammoniak Vorhanden
VI. Austern.

Yon U. Scvzrkn K. Yosamveey und Y. Taxaka,

Die lebenden Austern warden von den Schalen getrennt und das Flei-el)
dreimal mit warmem Wasser extrahiert.

Die guantitative Analyse gab folgendes Resultat :

In 100 Teilen frischem T 100 Teiien

Fleisch : Trockensubstanz
Wasser 02,16
Trockensubtanz 7.87 100,00
Asche 3,29 41,96
Cresamistickstoff 0,52 6,68

Eiweiss % | 0,574 457
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Wasserlislichor Stickstoff 0,224 2,86
Fiweiss |, 0075 0,96
| Basen & 0,074 0,35
e Ammonia ., 0,028 0,36
Sticks<toff in anderer Form 0,004 1,20

Gesamtstickstoff als 100,

Fiweisstickstofl 7148
Wasserloslicher  Stickstoft 42,56
Fiweiss 5 14,34
Diomnter o b B
Ammonink ,, 5,39
Stickstoff in anderer Form 17,89

Wie die Analyse zeigt, ist das Austernfleisch anffallend reich an  Asche
al Ammonink.  Das letztere ist ohne Zweifel schon zum Teil im lebendigen
Fleiseh vorhanden, teils wird es vielleicht aus Betain withrend der Extraktion
vespalten,  Aunsser Ammonink haben wir etwas Trimethylamin nachgewiesen.

Zur Tsolierung der  stickstoffhaltigen Substanzen warde der wisserige
Extrakt mit Tannin gefallt. Das Filtrat davon wurde durch Bleiessig von
Tannin befreit : nachdem das iberschiissige Blei dureh Schwefelsinre entfernt

war. wurde es mit Phosphowolframsiare gefillt.

AL Dk PHOSPHOWOLFEAMSAURE  NIEDERSCHLAG.

Die nus dicsem Niedersehlag in bekannter  Weise dargestellte Losung,
diee freie Basen enthielt, wurde

1) mit Quecksilberchlorid gefillt, und das Filteat

2)  mit Silbernitrat und Baryt gefailt.

3) Das Filtrat vom Silbernitmt  und Barvt-Niederschlag  warde noch-
mals mit Phosphowolframsiure gefallt.

\ns Fraktion (1) und (2) wuarde keine Base in genugender Menge
erhalten. Aus Fraktion (3) wunde 18" fast reines Betain gewonnen. Die
Analyse des freien Betains gab folgendes Resultat :—

00,4160, Subst. @nben 00597 N (nach Kﬁ‘lt]ﬂ.]ﬂ_)

UBER DIE EXTRAKTIVSTOFFE DES FISCHFLEISCHES UND DER MUSCHELN. 23

N |
CH. NO Be.| 1297
Gef.| 12,25

Das Platinchloriddoppelsalz des Betains zersetzt sich bei
(unkorr.) unter Schinmen und Verkohlen.
0,2980, Subst. gaben 0,0810, Pt = 27,18% It
0./

v

S7-—-235’

-]

Onlswg ' ' 0104901: iy 27!22;0
0,1195, ,, e 0,0328, ,, = 27,03%

Diese Zahlen stimmen mit der Formel (€, H,, N O, 1, Pt Cly + 4 H, 0.
Als wasserfreies Salz berechnet, muss es 30,299 scin.  Das aus reinem Betain
(Merck) dargestellte Platindoppelsalz gab auch unter derselben  Dedingung
27,029 Pt. FEs wurden ferner das Pikrat und die Nitrate dargestellt.  In jeder

Beziehung waren sie mit denen des reinen Betains identisch.

B. Das Fiorear voM PHOIPHOWOLFRAMSAURE-NIEDERSCHLAG,

Das Filteat warde nach dem Entfernen der Phosphowolframsiaure und
Schwefelsiure durch Baryt bei vermindertem Druck stark  eingedampft und
mit Alkohol versetzt. Nach einiger Zeit schieden sich glinzende farblose
Prismen in reichlicher Menge aus. Die Ausbeute derselben betrag 15,5, .
Nach der Umkrystallisation aus wenig Wasser zeiglen <ie die charakteristi-
schen Krystallformen des Taurins.

Die Stickstoffbestimmung gab folgendes Resultat :—

0,3664, Subst. gaben 0,0412, N (nach Kjeldahl)

h‘?
C._. H- N N 0, Ber. 11,20
Gief, 11,24

Beim Glihen mit Glihgemisch hinterliess das Taurin eine Asche, die
in verdiinnter Salzsiure gelost und mit Chlorbarinm  versetzt, cinen weissen
Niederschlag von Bariumsulfat gab.

Ferner war unser Priparat mit reinem Taarin (Merck) vollstindig

idantisch.
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24 U. SUZUKI UXD MITARBEITERN :

Aus . 30 Kg. frischen Austern (mit Schalen) wurden isoliert :—

mbtm 1 8,0”
Taurin 15,5,
Kreatin ?

Quantitative Determination of Creatine, Creatinine
and Monoamino-acids in certain Fishes,

Trimethylamin ,
] Vorhanden

Ammoniak

Tabeile der Fxtraktivstofie.

Auf 2 Kiio frisches Muaterinl berechnet,
T Maguro Tai e Hamaguri ~
Sardinen. t'rh_"":g“ . s Krablwn (Cysharen Austern
Thunnus). |  Major). Meretrix).
Apiniy .. o 4 1,22 0,34
Histilin L] | 4,88 Vorlinden | Vorhanden | Vorhanden
| STIR L P2 llfi.ﬂl} lvan . 052 |
- B . | - e
Carnosin . 1.85 | |
; | 9 ==
Kanivin (CoH, N, 0,) . | 094 i),
el c— — e, | ——
3 | |
Try llli -llh::n A\ Y trlutluli‘l'l
Lencin .. .. 0,23 019 |
! L N N |
- -
Alanin | 0,00 014
L | |
'l.\rll—-ifp I";'“ “‘l“ "‘]l
‘ _— —
| .
Kreatin 6, 10 Ll Vorhamnden ! ?
Irestinamn .., .63 Vorloden (106 - |
' !
— e ——— | —— e ——— e
" e LA S - ” | .
Betain ’ | 2,86 18,0

Taunn
Trimedt hj blanan
n. Ammonink.

* Ans ca. 30 Kg frischen Anstern (mit Schalen).

Vorhanden, | Vorhnnden

Mollusca and Crustacea.

BY

Y. Okuda.

I. Creatine and Creatinine.

For the determination of ereatine and ereatinine, the flesh freed from
bones, heads, fins, scales, and internal organs' was chopped and  extracted
with water at 50--557 for one hour. The residue was treated twice
more in the same way The whole extranet was now boiled for a short time
to remove most of the proteins by congnlation and filtered. The filtrate was
evaporated under diminished  pressure to a small volume, and was divided
into two portions. One portion of it served direetly for the determination
of ereatinine after Forix's colorimetric method, while the other portion was
previously boiled for two howrs with nearly 4 per cent. sulplurie acid, to
convert the ereatine present into ereatinine, and after removing the sulphurie
ackd by means of barinm hvdroxide, it was subjected to the determination
after Forrx. From the difference of these two determinations we ean
ealeulate the quantity of ereatine originally present in the flesh, 1 mg
creatinine being equivalent to 1.16 mg ereatine. The results obtained were

as follows -—

L. Of clams the whole Tualy wos nsed,

[Jomr. Coll. Agric., Vol. V. No. 1, 1012

LU L T g
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In 100 perts of «
Tu 1060 peuts of freshi sulsstanoee. matter. Iry

Cob (Neplunns pelagirus M-Falw)

Cattle-fish (*P;aill exenlenta Hoyle) =160 T o Toauwe

N, - . [
Water | Cratine | Creatinine | Crtine | Creatinine
q Y ‘I | v a
I i ———i -
_ —_—— - — — L — —_— — -l-—-— | o I—- —
Bonito (Gymnonsarda afivis  Cantor) l 72,165 0,64 0134 | 2011 (0,481
Tunny fish (Thwivoes Sehlegeli Steind) T3.und L8 B AL 1,800 0,232
“ Katsnobnshin ™ (Stesoned dried bonato) 14805 0453 ooaon o 0501 0775
Salmon  (Oneorhynchus tshrgtselan | g4 900 (1,50) 0,007 1,525 0,182
"‘*d’"lirl"}. LR L LI - w & 8 L \ g
- - - = =3 E—
Suapper (Pagres wajor) ., 77,50 (DS | 0070 | 3,927 0,308
_ . — o | ‘
Cirp (Cyprines earpio L.),, I 79160 0,421 Ly ‘ 20620 1,360
SRR de b wa. b g e | 798N 0655 0134 [ 3.242 ] 0,663
R P o TS Bl
Liolster ( Palioorus japoniens Gimy) ., 700020 Trwe? Trowe ? |
84,500 | Trewe ? Trwe ? *

"K:;lti-'.uﬁum% T (vhopypes] ad ddewd

QT ALHTH Trouw Trnew 1
enttle-fish). . .

Clan (Cytherea meretrie 1) Troue

The materials nsed for the determination were very fresh, except the

salted flesh of salmon.

We see from the above result that all of the examined fishes contained
comparatively mueh ereatine and ereatinine,® on the contrary, in mollnsea and
crnstacen the existence of these two compounds was doubtful, at least, they
must be present only in teaces. In fresh fish we fonnd generally  more
creatine than ereatinine, while in dried bonito the reverse was observedd, Tt
is therefore possible that a part of ecreatine is transformed into creatinine
during the preparation of the food.

It may be mentioned here that the water extmet of clam flesh  gives
only a slight yellowish red eolomtion instantly after addition of pierie acid
and soda after Fornrx, thus showing that only a tmaee of creatinine is

present in it, but after standing for many hours at room temperatare, it

2. Vax Hoosesmyze and H. Hesrvovon found per kilogmam flesh of ox, sheep, pig and
horse 44, 5.1, 45 sl 38, crestine respectively,  (Zestschr, L physiol, Chenae,, 105, 86, 1952

QUANTITATIVE DETERMINATION OF CEEATINE, ETC, 27

assumes a dark red eolor. After some tests we fouud that the glyveogen, original-
ly present in the extract is geadually acted upon by diastatic ferments of
the clam itself, and the sugar thus formed impmts this red coloration. The

presence of diastatic ferment in the clam is easily shown in the usnal way.

1I. Monoamino-acids.

For the determination of monoamino-acids SORENsEN'S formol titration
method was adopted.  Of ecourse, this method does not hold good for some
monoamino-acids, but in the case of fish flesh, the guantity of the aminoacids
being very little, the method of vax SLyke ean not conveniently be applied.

I have made also some preliminary tests and found that the presence of
organi¢ bases, like arginine, lysine, histidine ete. more or less affeets the
result of the formol method, so it is better to remove these bases previously.
Bat the presence of ereatine has apparently no effeet upon this determination,

150, minced fresh Hlesh, free from bones, heads, fins, scales and internal
organs was extracted in o similar way as mentioned above and the aqueons
extract was boiled and slightly acidified with acetie acid to remove coagulable
proteins, filtered, neutralized and evaporated at low pressure into a small
volume, acidified with sulphurie acid and precipitated with phosphotangstic acid
in the usunl way. The filtrate of the phosphotungstic precipitate, after the
removal of the phosphotungstic and sulphorie acid by means of  barinm
hydroxide, was evaporated, in neatral reaction, again to a small volume and
titrated aceording to the usual formol method.  Thas the following  resalt

was obtained ;
N oo yoomeoss it reoeaeidds

in .
Sabstance. Water. tnla\:ll lmj_ -h:?wllli;iln
Carp L Sl Lt e AR 0,022 0,004
S B .. v e .. 16789 0,024 0,103
UYL, 5 o ss s IROIS 0,011 0,041
BORMO.. .. .. .. . 60371 0,022 0.072
POy iy o 16,787 0,016 0,069
Crussinn carp .. .. .. 81,998 0,0035 0,194
Spiny lobster .. .. .. 75975 (0,146 (0,608
Cuttle fish .. 81,671 (1,089 (0,485
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28 Y. OKUDA S

Remarls.—Tanny, bonito, porgy and eunttle fish applied to the above

7 : In 100, fresh | In 1 - Sum of each N
determination were fresh.  Sping lobster, crussian  carp and earp I were 2;1, 1 y 33,“" L as 100,

analysed immediately after having been kill«d. Carp IT was analysed after . : — e
standing for 50 hours after death at room temperatare (12° ). The increase J Tl ¥ | . 3 :TUM 1 ok & 1 ok 5 | G
of amino-neids after that time was very insignificant. b Lo 0736 | 6650 2,00 | 23m0m 22816

We see from the above results that the contents of monoamino-acids are

3. Spiny lobster | —
(Palinurns  ja-| 023 Koll 2138 1212 | KRR 504 | 31813 37,572
ponicus Gray). 4

70% Alcohol 0934 0119 | 3887 0495 | 13,808 3680

aenerally very little in fish, while mollusea and erustacea contain a little more,

III. On different Forms of Proteins in the Flesh of Fish.

1095 Nadl 2048 | 1158 | 854 4819 | 30474 35NN

For this purpose, the flesh was extracted” with water, aleohol, Na €7, and

KO, respectively and the quantity of total and albuminoid nitrogen in

————— ———  ——————— | —

cnch extrnet was determined according to KreLpAHL's method. 10 0932 ' 0351 | 5085 1915 | 19984 —
———_—# - . B e —
| 4. Cuttlefish (Sepin y 4 | < PN
| flesh. flesh. | as 100, ) | S
Flesh Solvent, l |
| oy l , 709 Akobol | 002 | — | 3385 — | 12908, —
Total N Prot. Total N | Prot. N | Totul N | Prot. N | s Y R——
e e e e e 109 Nall 1354 | - 7307 | — | wosa| —
1 !!.f () n-T "ﬂ ”. "Tﬂ ‘ ‘-li!’ . 2,“”‘ ]T,l?[ l:‘.-‘w‘ __——___—_—____—__.__-_——_—

i l |

1. Crussian earp.
(Carassius an- | 02°% K Ol

ratus 1),

| | The amount of proteins extracted by alkali was generally much greater
2,003 1793 11127 | 9960 | 46077 | 51,125 " ‘ ’
| than that extracted by other solvents. The proteins soluble in 1095 Na(7

700 Aleohol 0as6 017TH! 214 0 0966 RR0D | 4961 as globulins were also much, water soluble proteins as proteose and albumine

et 3 AR | e R not much and the proteins as prolamins very little.
1,064 6,752 5010 27,831 30339

109 Nafl

IV. Form of Nitrogen in some Marine Animals.

S ————————

Is ) 0326 | 2,182 1455 11, 120 10,3265

2. (':t!'ll.

{ “’ff”";ﬂ TR A LN

— e —

The analytical results are shown in the following table. :—

1715 1381 7812 | 6,108 39800 | 43477

fl;u I ) 0.2% Kol
709 Aleohol 0, 4 24 2,241 L3 11,420 T.602
100 Nar'l 1622 1250 TARR 56804 37640 JDE5

10, fresh flesh wos estenctedd wath TS of solvent for 24 hours at R
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Uber die chemische Zusammensetzung des
“Salzbreies ” von Bonito (“ Shiokara ).

Yox

U. Suzuki, C. Yoneyama und S. Odake.

Zur Bereitung des “ Salzbreies ” wird der Magen und Darmkanal des
Bonitos vom innem Inhalt befreit, gut gewaschen, fein zerhackt und mit
viel Kochsalz vermiseht, so dass ein dicker Brei entsteht. Die Leber
wird anch manchmal daza gemengt. Man lLisst nun den Brei wochenlang
bei Zimmertemperatur stehen und rialot 6fters um.  TFs  tritt dabed
allmihlich die Reifung ein, ein eigentiimlicher Gerneh und  Geschmack
entwickelt sich, und von vielen Leunten, besonders von Sakdkennern
wird der Artikel als Delikatesse mit Vorlicbe genossen.  Die an der
Reifung des Breies teilnehmenden Mikroben sind bis jetzt nicht untersucht,
und die chemischen Vorgiinge, die wihrend des Reifeprozesses vor sich gehen,
sind anch nicht niher erforscht. Nur vermutet man, dass sie den bei
der “ Shoyu "-bereitung auftretenden ziemlich dhnlich sind. Durch Einwirkung
von Mikroben und Enzymen werden verschiedene Stoffe, besonders Fiweiss-
stoffe, allmihlich gelost und abgebaut, unter Bildung von Peptonen und
Aminosiauren, die zum Teil weiter desamidiert, oxidiert oder reduziert werden.
Es entstehen dabei verschiedene Sawren, Alkolole, Amine u.s. w. Die
Zusammensetzung des Breies ist deshalb sehr kompliziert. Fs kommen bei
verschiedenen Reifestadien verschiedene Stoffe zam Vorschein. Wir bescehriinken
uns vorlaufig mit der Untersuchung der stickstoffhaltigen Bestandteile  des
kiinflichen, gereiften Breies,

Das von uns untersuchte Material war aus Odawara bezogen. Es war
graurotlich braun gefarbt und reagierte ziemlich stark sauer.

Die quantitative Bestimmung gab folgendes Resultat :

[Jone. Coll. Agrie., Vol. V. No. 1, 1912.)
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v U. SUZUKI, €. YONEYAMA UND 8. ODAKE :

In 100 Teilen frischem Brei

Wiasser 65,13
Trockensubstanz 34,87
In 100 Teilen Trocken-
substanz
Organische Stofte 30,06
A~che 69,94
Chlor 29,80
(als NaCl berechnet ) 49,18
In 100, frischem Gesamt- N,
Brei. als 100,
Cresamtstickstoft 1,755 100,0
Fiweiss- . 0,472 97,2
Basen- - 0,447 25,7
Ammoniank- , 0,15 7,6
Stickstoff in anderer Form 0,655 29,5

Zur Isolierung der stickstoffhaltigen Stoffe wurden 4 Kilo Brei  aus-
gepresst. . Der Ruckstand  wurde  dreimal mit warmem Wasser (40—50°)
extrmbiert.  Die vercinigten Auszige, die schwaech saner reagierten, betrngen
rund 9 Liter. Sie warden mit 209 iger Tanninlisung gefillt. Der Tannin-
Niedersehlag (B) wurde abgesangt und mit Wasser gewaschen.  Das Filteat
vom Tannin-Niederschlag warde mit verdiinnter Natronlauge versetzt, bis es
schwach alkalisch reagierte. Fs entstand dabei eine flockige Fillung (C) in
reichlicher Menge.  Man sangte davon ab, und setzte dem Filtrat viel Baryt
zin, um «as Tannin zu entfernen. sangte wieder ab, und nach dem Entfernen
des Baryts mittels Sehwefelsiure  dampfte man  bei niederem Druck  stark
vin. ks schieden sich dalwi Tyrosin, Leucin und anorganische Salze aus.

Aus heissem Wasser umkrystallisiert erhielt man znerst 3, Tyrosin und
von  der  Mutterlwge desselben 2,1, Tenein. Die beiden Aminosiiuren
wurden nochmals fur sich umkrystallisiert und analysiert.

T_\' rosin :

01604, Subst,  galwn 10,7 N (16° T60.*)

UBER DIE CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG 1710, 3

A‘."
C,H, N O, Ber.| 7,70
Gef,, 7,78

Leuein :
0:1719._, Sllllst. gtll)eu ].'i"i""-f‘ N (145_ T:h_mm )

N
Cq II:': N 0;; Der. 10,”7
Gef.] 10,71

Die DMutterlange von Leucin und Tyrosin wurde mit  Schwefelsiure

angesiuert und mit Phosphowolframsiure gefillt.

H. Der PHOSPHOWOLFRAMSAURE-NIEDERSCHILAG,

Die aus diesem Niederschlag dargestellte alkalische Flussigkeit, die freic
Dasen enthielt, lieferte nach starkem Einengen im Vakuum keine Krvstalle ;
siec wirde mit Kohlensiure gesittigt und mit Quecksilberchlorid gefilit.

@) Der Quecksilberchlorid-Niederschlag wirde mit  Sehwefelwansser-
stoff zerlegt, im Vakuom eingedampft und mit Pikrinsiure erwiirmt.  Naely
dem Frkalten schied sich 8,5, fast reines Lysinpikeat aus, welches ans heissem

Wasser umkrystallisiort und analysiert wuonde.

0,1414, Subst. gaben 23,00~ N (13°. 766"*)
01491, ., - 02004, "0, 00612, 1. ().
0,4149, ,, - 00,2539, Pikrinsiinre,

I (' }! \- I l.i"o',l'ili'

saure |

CH.N,0, C.H,N,O. Ber.| 3840 4,53 18,67 | 61,07
Gel. | 38,34 4,56 18,53 | 61,05

Im Kapillarrohr erhitzt zersetzte sich das Pikmt gegen 2477 (ankorr). Das
Platinehloriddoppelsalz des Lysins bestand aus  hygroskopischen, goldgellen,
langen Prismen. Fs schmolz bei 205° (unkorr). Fur die Analvse wunde
es im Vakuoum bei 100° getrocknet.



S0 U. SUZUKJ, (. YONEYAMA UND 8. ODAKE :

0,5014, Subst, gben 01055, Pt.

Pt.
Cot,N; 0, HPICL Ber.| 35,00 |
Gef. | 35,00

b Das Filtrat vom  Quecksilberehlorid-Niederschlag wuarde nach dem
Entfernen  des Quecksilbers  durch  Sehwefelwasserstoff und der Salzsiiare
durch  Silbernitrat  mit  einem Uberselmss  von Silbernittat  und Baryt
versetzt,  Der braune Niederschlag lieferte 1,3, Lysinpikrat.

Die Analyse des vercinigten Salzes gaby folzendes Resultat :—

01319, Subst. @aben 21,3 N (2070, T6GO™=)

N
s s Ny 0, Ber. 18,67
Gof, 18,56

C, I, N, O,

¢) Das  Filtrat vom Silbernitrat- und Baryt-Niederschlag wurde in
bekannter Weise mit Phosphowolframsiunre gefillt.  Aus diesem Niederschlag

erhielt man wieder 6, Lysinpikrat.

0,1374, Subst. gaben 22,3~ N. (21°. 763*»)

0,1526, ., " 0,2160, ('O, 00672, H, 0.

( 1 N |
L Nyl . TN D Ber. | 38,40 4,53 18,67
Gief, | 38,60 4,89 15,55

L. Der Tavsws-Nmnerscuraa (Tryrrornas),

Der vom wiisserigen Fxtrakt des Salzlweies darch Zusatz von Tannin
crhaltene Niederschlag warde mit 3% iger Schwefelsiure wiederholt verrieben.
Ein Teil ging dabei in Losung. Man filtrierte non vom unloslichen  Riick-
stand ab, und setzte dem Filtrate viel Barvt zu, um damit Tannin und
Schwelelsiare wegmschaffen.  Das vom  dabei entstandenen Niederschlag

abgesangte Filtrt warde mit Schwefelsinre angesiuert und mit Phosphowolf-
ramsianre gefallt.
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«) Durch Zerlegunng des phosphowolframsanren Niederschlags wuarde
eine Flussigkeit erhalten, welche schone Tryptophanreaktion gab.  Wind
diese Fhissigkeit mit Essigsiure angesiuert und mit einigen Tropfen Brom-
wasser versetzt, so entsteht eine rot violette Firbung., DBeim Schitteln mit
Amylalkohol geht der -Farbstoff in das letztere Reagenz tiber. Um  das
Tryptophan zu isolieren, wurde die Flussigkeit mit so viel Schwefelsiure
versetzt, bis sie 5% der Siaure enthielt, und mit Hopkin'schem Reagenz
gefillt, ¥s entstand dabei eine weisse flockige Fillung, die abgesangt, mit
D% qer Schwefelsinre gewaschen und mit Schwefelwasserstoff  zerlegt
wurde. Beim FEindampfen des Filtrats im Vakunum schied sich ein Teil
des Tryptophans krystallinisch ans. Die Haunptmasse blieb jedoeh amorplh,
so dass das gereinigte Tryptophan nieht zur Analyse ansreichte.  Aus dem
Filtrate vom Quecksilbersulfat-Niederschlag des Tryptophans wurde eine
Base als pikrinsanres Salz isoliert. Dies geniigte anch zur weiteren Unter-
suchung nicht.

h) Das Filtrat des phosphowolframsauren Niederschlages lieferte, nach
der Estermethode verarbeitet, eine kleine Menge Lenein.

C. Dren Tassm- 08D NATRONTAUGE-NIEDERSCHAG.

Wie oben erwihnt, liefert das Filtrat vom Tannin-Niederschlag (1)
dwreh Zusatz von verdimnter Natronlange, wieder eine reichliche 1iallung,
die eine nicht unbetrichtliche Menge Basen enthielt. Um  die  DBasen
zn isolieren, warde der Niederschlag mit 5% iger Schwefelsiure  verviehen,
wobei ein grosser Teil in Lisung ging,  Die branne Flassigkeit worde  nnn
mit einem [ berschuss von Baryt versetzt, vom dabei entstandenen Nieder-
ﬁchl;n.g abgesaugt, mit Schwefelsiure angesinert und  mit Phosphowolfram-
siiure gefillt. Nach Zerlegung des phosphowolframsanren  Niederschlages i
bekannter Weise erhielt man eine alkalisehe Flassigkeit, die freie Dasen
enthielt.

Diese Fliussigkeit wanle nun mit Kohlensiare gesittigt nnd  mit
(Quecksilberchlorid gefallt.

i) Der Quecksilberchlorid-Niederschlag (Histidin ),

Ans diesem Niederschlag erhielt man eine alkaliseche Fliussigkeit, die




38 U. SUVZUKIL, €, YONEYAMA UND 8. ODAKE:

sowoll stwrke Pauly’sche Reaktion, wie auch Binretreaktion beim Erwiirmen
gab.  Bei Zusatz von Pikrinsiure wurde 0,5, Histidinpikrat gewonnen,
welehes ans heissem Wasser umkrystallisiert, im Vakanm bei 100° getrocknet
nned analysiert warde,

0,1430, Subst. gaben 218 N (24° 759"+)

01517, Sabst,  gaben 02034, 0, 0,0457, H, O.

¢c | # | N
¢ H,N, 0. C,H,N,0. Ber.| 37,50 | 313 | 21,01
Gef. | 37,56 | 835 | 21,77

Die  Analyse stimmt also mit dem Histidinpikeat  tberein.  Der
Schmelzpunkt war jedoeh viel hoher als bei gewohnlichem Histidinpikrat,
welches ans Eiweiss dareh Spaltung mit  Siuren  dargestellt wird.  Im
Rapillarrohr - erhitzt, wurde es gegen 200° braun und  zersetzte sich gegen
2107 (unkorr.) unter Schiumen. FEs handelt sich walrscheinlich um  eine
Isomerie des Histidins,  Wegen Mangel an Material konnten wir das optische
Verhalten nicht untersuchen.

Ly Das Filtrat vom Quecksillwrchlorid Niedersehlag des Histiding wurde
mit  Silbernitrat und Baryt gefillt.  Aus diesem Niedersehlag isolierte man
cine Base als pikrinsaures Salz, welches 1,5, Letrng,  Das Pikrat  bestand
ans wothrmanen blattrigen  Krystallen mit dem Sehmelzpankt 225° (unkorr),
Die Analyse gab folgendes Resultat :

01171, Subst.  gnben 24,2 N (20°. 700.™%)

0.13/12, .. " 01715, C O, 0,0496G, H, 0,
00,2004, ., » 01919 Pikrinsaor:
! (."l' l ,1’ | ‘\' } lji!'i riﬂ‘
| oy ' ' | saure
(ol N, 0, (CqH,N, O,), Ber. lI 3418 3,16 | 22,15 1247
Gef. I 3400 | 4,02 | 23,64 | 76.63

Die Analyse stimmt also mit dem Arginindipikeat ; wur ist der Gehalt
an Stickstoff und Pikrinsdaure etwas hoher,

¢) Pas  Filtrd vom Silbernitrat- und Baryt-Niedersehlag (4) wurde
wieder  mit Phosphowolframsiare  gefillt.  Der Niederschlag lieferte 2,34,

Lysinpikeat mit dem Zersetzonngspunkt 245° (unkorr.)
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D. Das FILTRAT DES PHOSPHOWOLFRAMSAUREN NIEDFRCHLAGES,

Das Filtent vom Phosphowolframsiure-Niederschlag  warde nach  der
Estermethode verarbeitet, indem die Phosphowolframsianre und  Schwefel-
siiure durch Baryt entfernt und der U bherschuss vom Barvt mittels Schwefel-
siure beseitigt und im Vakoum stark eingedampft wurde. Der zuriick-
gebliebene Syrup wurde nun mit absolntem Alkohol versetzt, mit trockenem
Salzsiiuregas gesittigt und in  bekaunter Weise in die freien Fstern der
Aminosinren verwandelt. Nach fraktionierter Destillation der Fstern wurden
die folgenden drei Fraktionen erhalten :—-

Aminosiinren mach der

Temperatur Estermenge. Verseifung,
I. bis 757 (20" 9.0, 3.0,
11 H—100°(,, ,,) 10.5, 7.8,
T11. s 3O [ ») 7.0 4,0

Fraktion I. bestand ans Alanin.  Aus heissem Wasser umkrystallisiort,
bildete es farblose Nadeln mit sissem Geschmack und  zersetzte  sieh gegen

270°, TFiir die Analyse warde es im Vakoum hei 1007 getrocknet.

0,1553, Subst. gaben 21.3*~ N (17°. Y60™™)
0,1530, ., 2 0,2248. €' O, 0,140, H, (),
¢ | H N
O.H. N O, er, 4045 T.87 15,85
Cief. 40,07 7,00 16,008
|

Fraktion TL hestand anch hauptsichlich ans Alanin, nebst einer kleinen
Menge Prolin.
) Analyse des Alanins :—
00,1476, Salxt.  gaben 2045 N (21° (ol™")
B

(" l]: .-\' (_.': l‘ﬁ‘r. l-”."\H

( ;i'f. | 1 -l".,ﬂ'z
|

|

Kupfersalz des Alanins:
0,2114, Sulst, gaben 007050, Cul),
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Cu
(C.H; N 0,), Cu Ber. | 26,22
Gef, 26,57

-

Fraktion TIL bestand zum grissten Teil aus Leucin, nebst Alanin und
» - PaR - i
Prolin.  Zweimal ans heissern Wasser umkrystallisiert, warde das Leucin in
ziemlich reinem Zustande erhalten. Fs sehmeckte schwach bitter und
zersetzte sich geoen 280°,

Analvse des Leneins :

0,1467, Subst. gaben 13,47~ N (19°. 762*=)

Ny |

Ce H, N 0O, Ber.| 10,07
Gef.| 10,56

Dac: Prolin wurde isoliert, indem die nach der Verseifung der Fstern
erhaltenen  Aminosiuren mit heissem absoluten Alkohol extrahiert wurden,
Der vereinigte alkoholische Extrakt wurde eingedampft und der Rickstand
nochmals mit absolatem Alkohol extrahiert. Nach dem Verdampfen des
Alkohols wurde das Prolin in bekannter Weise in das charkteristische

Kuplersalz verwandelt, welches in heissem  absoluten Alkohol loslich war

Die Ausbeute an Kupfersalz betrug 1,03, TFir die Analyse wurde das

gereinigte Salz im Vakuam bei 1007 agetroknet,

{ l, l ‘;l :; Hll' Ht. ;_"'III W'l 1:;‘9' c i\* ( 220. T;jﬂmm)
A‘F
(C5H.N O,). Cn BRer. 9,60
Gief. 0,50

Ferner warde das Vorhandensein  von Glutaminsinre im Filtrat de<
phosphowolframsauren Niederschlages dureh  ihren charakteristischen faden
Creschmack ansser fel oeste " parg /61

k ausser Zweifel gestellt. W egen Mangel an Zeit haben wir diese
Saure nicht isoliert.

Aus 4 Kilo Salzbrei vom Bonito wurden isoliert :=—

ks Lysinpikrat.

ol ol L

o

- B

—
=~
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Histidinpikeat. .. .. .. .. .. .. 000,
Tyrosin. SRR DT BT i oy s TR
R s 1L Bt il xe % s e OB
Alanin. L R e ST T e ¢ ;)
Leuein und Alanin. .. .. .. .. .. 400,

Prolinkupfer. PANe Wk The aetas R

Tryptophan, .. .. .. .. .. .. Yorhanden.
Arginindipikent. (?) .. .. .. .. .. 1,50,
Glutaminsdure. .. .. .. .. .. Yorhanden,
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Chemical Studies on the Ripening
of “ Shiokara.”

1Y

Y. Okuda.

Although the isolation and identification of some nitrogenous compounds
in “Shiokara ™ has been undertaken about two years ago by Prof. U. Svzukr,
YoxEyamy, and Opagr in this laboratory, no chemieal investigation about
the ripening process of this interesting food material has yet been reported.
So T have tried to contribute something on this line. T have observed that
the antolysis and the action of microbes are two indispensable factors for the
preparation of “ Shiokara.”" Some trials have also been made to isolate the
enzymes which play an important rdle in this process, and finally, T have
carried out some quantitative determinations to see the chemieal changes at

different stages of ripening.

I. Autolysis and the Action of Microbes.

1). To see whether autolysis is going on daring the ripening pro-
cess of “ Shiokara,” very fresh organs® of a bonito fish were mineed with a
meat-chopping machine, and rubbed with some quartz sand in & mortar.
40g of the paste thus prepared was divided into two equal parts and put in
the flasks A and B. After adding 100 c.e. of water to each flask, A was
oiled for a few minates to destroy the enzymatic action. Both flasks were
then shaken with enongh toluol and a little ehloroform, and kept for 4
days at ordinary temperature. No bacterial growth was observed during that

1. * Shiokara” made from the organs of bonito was used.
2. The stomach, intestines and pyloric ecvenm,

[Jlﬁ]r. ('ull. .w.., ‘:u‘, N, Xu. l, 1:’12.]
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time. The flask B was now loilad, and the contents of both flasks wern

then filtered and analysed with the following results :—

A (boiled) B (not boiled)

Total soluble nitrogen 1.697 % 1.895 %
Soluble albnminoid nitrogen 0,184 ., 0.141 |,
Non-albuminoid nitrogen 1.513 ,, 1.754 ,,

2). The fresh © Shiokara ™ two days after preparation was chopped and

crushed in a mortar, 200 of the paste were divided into two equal parts,
put in two flasks of 1 litee ecapacity and stoppered with cotton plugs.
After adding 500 ec.e. of water, one flask was hoiled. To each flask was now
aclded l'ltml;,ﬂl toluol and ehl :rufnrm, amel  after kf?ﬂping for 4 dﬂ}'ﬁ at room

temperature, the contents of Loth flasks were filtered and analvsed.

A. (boiled) B. (not boiled)

Total soluble nitrowen 1.848 % 2.052 %
Soluble albuminoid nitrogen 0.056 ,, 0.058 .,
Non-albnminoid o 1.792 ,, 2.014 ,,
Amino nitrogen (after formol method) 0.604 |, 1.023 ,,

We see from the above two experiments  that antolysis is coing on il
the fresh organs of Donito fish, and also in the fmshly prepared “© Shiokar.”’

3. The microbes  predominating in “ Shiokara ” seem to be (quite
different at different stages of its ripening.  In three preparations, made in
April and two months old, we fond immense numbers of veasts, bacilli and
cocet, but only few mounlds, while in 2 sample prepared early in October and
about one and a half months o], were found numerons Veasts, the other
microles Iri'ill;.: l‘i‘l:lli\’t-l_‘»‘ very fow.

The isolation and identification of these mierobes will be reported  after-
wands.

4). 1204 of the “Shiokarm™, which was two months old, were well
crushed and equally divided into three Erlenmeyer's flasks containing each
100 e.e. of saturated natrinvm  chlovide solation and treated in the followings
way.

Ao Control :—Not boiled, no antisepties added.
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I. Not boiled, toluol and chlovoform added to prevent the bacterial
growth, but not the enzymatie action.
(. Boiled and antisepties added to prevent both Dacterial and
enzymatic action.
After keeping for ten days at 34-38° they were boiled and filtered, and
the filtrates were analysed with the following results :—

A, b. s
ot lwiled buat boiled and
(Control) :tg!ﬁitepﬁc added) .mtgsﬁnic addes)
Total soluble nitrogen 2404 % 2.300 % 2,505 %
&lublﬁ ﬂ.l‘.)- llitl‘l'lgl‘n 0.049 I3 O'm] " ()'184 "
Non-alb, nitrogen 23566 ,, 2.215 ,, 2121

The above experiment shows that both autolysis and the action of microbes
are going on very slowly in the old preparations compared to fresh ones,
The investigation of WemMER® on salted herring has shown that the action
of microbes upon proteins is somewhat retarded in 5 per cent. eommon salt
solution, but it does not entirely stop even in 30% solation. As the con-
centration of the salt in “ Shiokara 7 usually is 159, there is no doubt that
the mierobes can still play an important role on the ripening process,

especially at the early stage of its preparation.

II. Enzymes in “ Shiokara.”

Trypsin, diastase and lipase were identified in the fresh organs of a bonito
fish and also in the fresh preparations of ¢ Shiokara.” In the old prepara-
tion however, their action seems to be much retarded. This observation
agrees well with the experiments mentioned above.

1). Fresh organs. The stomach, intestines and pyloric coecum of a
fresh bonito were freed from their contents and rabbed with some guartz
sand in a mortar, and filtered throngh the cloth filter.  The faintly acid extret
thus obtained has shown its peptonifying power upon milk and fibrin, either

in the faintly acid reaction or after addition of 0.2% sodinm earbonate. Dat

3. Weames. Ablundlungen des dentschen Seefischera Vervins, T, 1508, L
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no action was observed in presence of 0.2% hydrochlorie acid in the medinm.

this way, when dissolved in a little water, has shown strong dinstatic and
thns the absence of pepsin is most probable,

tryptiec action while that of lipase was very wenk. When the solution of these
erude enzymes was added to a solation of varions amino-ncids, no liberation
of ammonia was observed, showing the absence of amidase,

The proteolytic enzyme, which acts in weak alkaline as well as in neutral
or in faintly acid renction, but not in a 0.2% hydrochlorie acid solution, was

also found by Braxcmanrn® in several fish and by Roar® in two ernstacea.

The existence of dinstase was shown by the saccharification of starel,
paste and glyeogen in the neateal reaction.,

For the detection of lipase, the minced and ground organ was extmeted
with a mixture of 90 parts of pme glyeerine and 10 parts of 1% =sodinm
carbonate, 10 c.e. of the mixture being nsed for 1y of the sample. The liquid
was filtered through a piece of cloth and exactly neatialized. By the addi-
tion of some milk or olive oil to this extract, the inerease of acidity due to
the formation of fatty acids by the action of lipase upon neatral fats was

observed.  Of course some toluol and ehloroform being added to prevent the
bacterial growth,

1II. Chemical Changes during the ripening Process.

1). The sample’ used for this determination was prepared on the 17th
of June, 1911, and after 3, 6, 12, 25, and 40 days respectively a portion was
taken for analysis. Thus the following resnlts were oltained (—

2). “Shiokara ™ at different stages of ripening. The following observi-
tion: was made with the samples collected at different stages of ripening : —
(1. ¢ Shiokara,” two days old.

Trvnei > .
I “‘ﬁll . 3 L] 1 L i .
vpsin Present, active, I 100 pARTS OF FRESIH SAMPLES,
Diastase. Do.
I‘i ”L"“l"; 1. 1WIIt l el - = g =3 = 2 T —-—ﬂ
] e : ' S JERTL N SIS ', weak. Date of analysis | 3 l 1 x s s lﬂ’ﬂi’“mtiun.
(f!.'. “ Shiokara,” 40-50 davs old. ' = s == E— =
d Waler .. .. oo .o s oo s -] 6495 | 6478 | 6458 6425 | 6399
Trypsin, Present, but very weak. | 1
; _ : ' DL . 5 iF ie <: s b 3505 | 3522 3542 3595 3801
Dinstase. No reaction. _ | | , —
‘ : 198 | 2.0 206]| — 249
llf'll'!";l“. ])’H'. Td"l}i - .o - > . ;. . | ll_ -
. i i P . oy - ; -I- | ': '- 5 :1! . l', ‘ |
(). Shiokara,” 50-60 days old, Al oo ea oo o0 0 - s | ¥ j_" | 6% e # : ———
Trypsin. Very wenk. Bherestonet .. .. .. « .. LRI | 11| 18 1.71 12*
Lipase. Do. Soluble matter .. .. .. .. .. 2725 | 2845 ’ 2024 | 3010 | 2L
- - i . + Ny - s ii— -
Dinstase. No reaction. DA ... 5 3o o8 b aa 1.63 | 1.60 | .53 1.5 2.01 |
a)  Isolation of enzymes. For this purpose, about 2000 of the fresh . 15 01| 023 018! 0a3 |
. ¥ “3 " - " EVI b " ol & - — ‘ - L. '— e —_—— ——
:-..tmp]t - 1[.!_1.-. old, were ﬁllf*l_} mineed and &N ] with sOome tltmrtp: satd Orngemie base N | . (S N7 ’ 069 | 0.6 NS |
m a mortar and macernted with a little distilled water. The liquid was Other N _ . o7s| om0 | 10| 117 Lot
strained throngh linen eloth, and after dialvsi - . . - | -
e ’ dll] dﬂ.{l’ Illﬂl} sing fUI' Illllll{ two h{llll"ﬂ to gi't Total ncid (as hetic) 1 43 142 097 | M | s
l'i!l ”f ”H‘ ;..'.';]'l“l(l‘l' Il‘ll‘t nl'. “u- Common .,“lt 1 -y 3 : - _ - - —— - ' — -
' ' salt, 1t was pouwred into a \ - =
| o a mixture of Nal'l (enlenlated from total ddonne) .. 1731 ERTET | 3441

absolute aleohol and ether, the grayvish white voluminous precipitate thus pro-
dueed was then colleeted on a filter. washed with absolute aleohol and ether,

“!“] llrll'il Ever H']II"][I']“- :l{'it'. 'r'“h pnu]t‘i pll?:}'rnfn ]’“"]?ﬂl‘ilﬁllll “I'hilllﬂl i]l

| .

4. Brascmanp, Jalwestericlt fiir Tiervhemie, 13, 1885one. Compt. rend. 96, 1241
5 Roar, Jahwesber. £ Tierchemie, 36, 1906ong. Biochem. Joumal. 1, 390-97
6 This mmpb containsd the stomach, infestites, pyloow cecnm ard vers hittle liver
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IN 100 rArTS OF DLY MATTER.

Total N ..

AL N

i".tln? extrct : :

Solubde mudter ., |, T s sa) TR BO.T6 82,53 86-9_9- MAR-'

Xoordl H e s %o oo ol @] ] EmE ARE B T
Ammoniom N .. .. .. &b :_ 0,43 | (.43 (.70 (.51 | 0.-36

Onganic we N .. ., o o] 239| 204| 197| 17| 17

Other X ., .. .. . o oo 212| 226| 300| 32| 398

Total acid .. .. .. . o wr| | am| zes 272

Common salt .. .. .. .. . 937 —| 4895 1917

2). The seeond sample” was prepared on the 3rd of Oet. 1911, and after

, L) | : s - - = " = -
L 14, and 53 days respectively, a portion was taken for analysis :——

Phater of annlysis oa

Water, .

- & - - -

Pry nudter 3 Ada maA'R3

Il'*":lll N - - L - . L

Total mead

- - - - - =

Fther extroct

Solnble nutter -

N m-alb. E

Ammenaman N ..

- — — — —

oy e N, . .. ..

——
—_——— ————————— S

Creastinine N

Creatine Y ko

\1“'!!]&]1"7 lu;-l' ?'\

tMlur N

Noatrivm ohloride

d. Thix sunple contmined more liver than the furmer one.

In l{”:?::l‘:l::.[ o In 100 parts of dry nmt!t*t.'
_;_l | ] ss| 3 l ™ ﬁM‘:‘;
(430 f G300 ' 0373 (.0 , 0.0 0.0 j
: :};l l J6.099 * 307 1KY 0) l 1.0 1060.0
e _5-,' - G.:!T‘ -l e
045 ‘ LUS *l.ll 2.65 | 2.80 2.88
in 681 680 - | 9.19 | 1861 N
SN aer | 27 2R ‘ 7192 32T | T2m6 'l
; '—_:;u—] T | 2 .45 | 49 f 5.21
O .12 0.14 (2N I _—l_l_i_.!_ .35 ;_ S
.81 (.53 n7l I—'::.-!T LG | l?i'_'J_ ol
' ‘l.'.lll | tmoe triwe ; .42 1- trowee ; trnee
ard - tnww troew _ oy 3 tree i e '
- 006 u_t;l st § 016 J 008 |
o - I |
g X (KLY 1.21 1.86 l 271 .05
- 1351 | 13.04 — J7.04 SR --
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The results of the above two analyses may be summarized as follows ~—

(1) ()
ﬁohlhlﬂ matter. Gmﬂm.i; im:r_;:l: Vo ey xt __—liu.
Alb. N S et 1 -
Non-alb. N h w  incrensed T _—i:— R
Ammoninm N __Inm;:f:lﬁ und decrensed Groadnally inceessed
Monoamino N C Gm:ltmlly im*r;.anm,l l-l.n__
Organic base N : o decrensed R L I T
Creatine N - o d (;:ulw-:ll ; :iw;rn‘n.«u-d
r—— ' = i e
Xenthin e X = | 20— A | . Do,
Ether extruct b Somewlint decrensed e e,
Total acid N Decrensed ATy T ._—_t_im.u-.wlmt_ i_llfli:t-l‘.ll:il*tl

Thus the results of two analyses resemble each othor in general respeets,
only the contradictory results were observed with ammonia and with total
acid. This may be due to the difforences of materials and temperature dor-
ing the experiments,

3). I will add here some qualitative tests made about the distillates
obtained by the steam distillation of two Shiokara preparations.

In the distillate

10 days after preparation. 61 days after preparation.

Aleohol (4 ) (very little) (=)
Aldehyde (—) (—)
Acetone (—) (=)
Indol (—) (—)
P’henol (=) ( -)
Formie acid (4 ) (trnes) ( 4 ) (distinet)

In the residue.

Lactic acid (+ ) (distinet)

Suceinic acid (=)
In the water estract of the natuml sample.
Tryptophan (4) (+)

B (+) indientes presence ; (—) alsence.
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Summary of the Results.

1. Various samples, examined at different stages of ripening, gave all
acid reaction chiefly due to lactic aeid.

2. Autolysis is going on in the freshly prepared * Shiokara,” and de-
creases grvdually as the ripening process proceeds.

S, The enzymes found in “ Shiokara ” are diastase, lipase and trypsin.
The last one acts not only in weak alkaline solution but even in neuntral or
i faintly acid reaction.

1. Microorganisms play also some important vole during the ripening
Process,

5. Temperatwre has also geat influence upon the action of enzymes
and microbes,

6. During the ripening process, the inerease of soluble matter, non-
albuminous nitrogen, especially - monoamino-nitrogen, and the decrease of
protein, organie bases, ereatinine, ereatine, and purin bases were observed.

In conclusion T express my thanks to Profs. U. Svzukr and S. MacHIDA

for their kind adviee given during the progress of this work.

On Koji Acid, a new organic Acid formed by
Aspergillus Oryzae.

BY

T. Yabuta,

Dr. K. Sarro has recently isolated a new organie acid from _Aspergillus
Oryzae, which was grown on steamed rice.  For this purpose he has extracted
the finely powdered fangus mass with hot water, evaporated the extract
into a syrap, which was repeatedly shaken with ether. On evaporating the
etherial solution he has obtained the erude acid, which was purified by
recrystallization from hot water. It forms colourless needles, giving a strong
red eoloration with ferrie chloride.  The gualitative tests have shown that this
acid is not identieal with oxalie, succinie, citrie, malie, tartarie or benzoie acid,
which usually oceur in the lower fungi. Judging from the melting point and
from the characteristic reaction with ferrie chloride, he supposed it to be iden-
tical with F-resoreyl-carbonic acid.  Bat owing to the difliculty of obtaining the
pure acid in large quantities, he did not investigate it any further, so I have
tried to clear up the chemical nature of this acid. For this purpose 1 have
prepared fairly large quantities of it as pure as possible, and confirmed the
empirical formuala to be O, H,, O. From the copper salt, as well as from
the acetyl derivative and benzoyl derivative, the presence of two earboxyl and
four hydroxyl groups in the molecule has also been ascertained, so that the
formula may be written as C /. (O H), (C O O H),. 1t is therefore quite
different from g-resoreyl carbonie acid and so far as I know, the ocearrence

of suech an acid in fungi has never been mentioned before. 1T have given

the name “ Koji acid ™ to this acid.

[Jowr. Coll. Agriec., Vaol. V. No. 1, 1912
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Isolation of Koji Acid.

For the isolation of koji acid in lirge quantities T have modified Dy,
Saro’s method in the following way ¢

1). 150, steamed riee are put in an Exrexseyer flask of 500,, capacity,
which is provided with cotton air filter, and after repeated sterilization
in Koow's steam sterilizer, it is inoenlated with the spores of _Adspergillus
oryzee and kept at 30—357 for 2—3 weeks, being shaken from time to time.
When the viee is folly covered with the myeelinms and brown spores of the
fungns, it is dried at low temperatare, finely powdered, and extracted with
cther in oo large Soxnier’s extraction apparatus.  During the extraction a
part of koji aecid eryvstallizes out as colonrless needles from the etherial
<olution, while & part remains in the solution.  The etherial solution is now
evaporated to dryness, and treated with petrolenm ether to remove the fatt_}'
matter.  T'he emde acid thos obtained s dissolved in a little hot water,
decolowizod with animal chareonl  (which should be free from trace of iron)
and evaporated. Abont 50, koji acid ean be thus obtained from 15 kilo
rice,

2. Finely powderad koji is extracted with boiling aleohol.  The alecholie
extraet is ovaporated by redoced pressare nearly to dryness.  The residoe s
dissolved in water and  precipitated  with basic lead acetate, avoiding an
exeess,  The preeipitate thos prodoced is filtered  off and  the filteate there-
from is treated with salphoretted Lhiydrogen to remove the exeess of lead and
evaporated in vacnnm to expel the salplharetted hiyvdrogen,  The acid solation
thus obtained is nentealizedd with eanstie soda. By adding a copper sulphate
solutfion toit, the light green copper salt of koji acid is precipitated at onee,
which is washed with water and decomposed with sulphuretted hyvdrogen.
The filteate of the copper sulphide which contains the free koji acid is
evaporated o a snndl volume.  After ecooling the aeid separates as colourless
needdles whieh may be purifid by reeryvstallization,

The free aeid ervstallizes in eolourless needles or prisms with no  water
of eryvstallization. It melts at 1527 (not corr.) to a brownish lignid. The

ervstals have a bitter taste, while the aguneons solution is somewhat sour,

ON KOJI ACID, A NEW ORGANIC ACID FORMED BY ASPERGILLUS ORYZAE. o3

The purified acid is rather stable in the air. It is readily soluble in ethyl
uw, methyl aleohol, water and acetone, less easily in pyridin, slightly in
ether and chloroform, and quite insoluble in petrolewm ether, ligroin, benzene
and carbon tetrachloride. The aqueons solution has an acid reaction to
congo red, phenol phthalein, rsolie aeid, litmos and methyl orapge. It
expels earbonic acid gas from an alkaline carbonate or bicarbonate solution.
The aqueous solution gives a strong wine-red coloration with ferrie chloride,
which may be recognized even in the dilution of 1/200,000. No reaction is,
however, obtained with ferrous salts. The red eoloration disappears on
addition of diluted mineral acids and reappears by neatmlization.  As already
mentioned, koji aeid is precipitated from its agueous solution by copper ncetate
or sulphate, the precipitation being complete, whea the solution is previously
neutralized with dilute alkali. The acid is not precipitated from its agueous
solution by aqueons or ammoniacal silver niteate, neatral, hasic or smmoniaeal
lead acetate, tannin, mercurie chloride, phosphotungstic and phosphomolylxdie
acid. It has no reaction upon alkaline dinzo-benzolsulphonic aeid, Nrssper's
reagent, MILLON'S reagent, Frunine's solution. The aqueouns solution of the acid
absorbs mumch bromine.  Neither a methoxyvl nor ethosyl gronp is recognized by
Zrissin's method. When potassiom permanganate is added to the alkaline
or alkali earbonate solution of koji-acid, the latter is oxidized, oxalie acid
being one of the oxidation products,

Koji acid leaves no ash after ignition, it contains no nitrogen, salphar,
phosphorus or halogen in its molecule.

Different samples of the acid, purified from varions solvents, such as
water, aleohol, acetone and ether, were dried in vacaam at 1007, and analysed
with the following results -—

1. 01770, subst, gave 03264, C 0O, 00776, H, 0
2, 03830, o, 3 0.3340, ,, 00840, .,
3. 01374, ., 0.2542, ,, 0.0626, |,
4, 0.2240, ., - 04132, 01000
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%0 | xHvH| %0 |
Oy, 0, cale. 5085 | 490 | 44.75
1., 5020 | 487 | 4484

2. 5033 | 515 | 44.52

found 14 | 5040 | 506 | 4445

L. 5031 | 496 | 4473

l

The Copper Salt.

The copper salt is easily obtained by adding copper acetate or copper
sulphate to the aqueons solution of the aecid, which is previously neutralized
with eaunstic sada.  The precipitate is eollected on a filter and washed with
hot water, until the filtrate gives no reaction for sulphurie acid.

The copper salt forms light green rhombic erystals, containing no water
of erystallization. It is insoluble in water, aleohol, ether, henzene, petroleum
ether and ligroin, bat soluble in dilnte mineral acids as well as in acetic
acid. It dissolves also in dilute ammonia with Dlue eoloration.

The analysis of the salt dried in vacunm at 100° gave the following
result :—

1. 01179, sulst. gave 01782 € O.

4
-

0.0395, H, 0

2, 0.1085, .. 2 0.1644, . 0.0365,
1. 05000, subst. gave 01160, (v O
2. 04524, % 01782, Cu O

% C 1 9% Cu

Cy Hy O, Ch. enle. | 4142 3.45 18.52
found 1. | 41.22 209 15.49

2. | 4132 | 368 | 1819

| l

The Acetyl Derivative,

1). The acetyl derivative is obtained by loiling the acid with five
times its weight of acetic anhydride in a flask connected with reverted
cooler.  After heating for 2 hours, it is evaporated under diminished pressare
to remove the excess of aeetic anhydride and the acetic acid formed hy the

reaction.  The residue is reerystallized several times from hot aleohol.

ON KOJI ACID, A NEW ORGANIC ACID FORMED BY ASPERGILLUS ORYZAE. Do

2). In the previous method acetic anhydride may be mixed with half
of its weight of anhydrous sodium acetate. The acetylated prodnct ean be
easily separated from sodinm acetate hy means of ethyl acetate, owing to
their different solubilities.

3). One part of the acid and two parts of acetyl chloride are put into
a flask, provided with reverted cooler, and gently warmed on the water bath.
The reaction takes place very violently with the evolution of hydrochlorie
acid gns. When the reaction is over, it is evaporated in vacuum to remove
the excess of acetyl chloride and hydrochlorie acid, and the rvesidue is
purified as mentioned above.

The acetyl componnd ecrystallizes from the hot aleokolie solution as colour-
less needles, which melt at 102° to a brownish liquid. It is easily soluble in
ethyl acetate, somewhat less in alcohol, and only sparingly in cold water.
It dissolves, however, readily in hot water. The acetyl compound has =«
slightly acid reaction. It gives no precipitate with copper acetate, nor does
i show any reaction with ferrie chloride, but the above reactions are obtained
when it is ‘ previously saponified with eanstic alkali and neutralized with

hydrochlorie acid.
Analysis of the acetyl compound, dried in vaenum at 80° gave the

following result :—
P 0.1051, subst. gave 0.2030, ' 0O, 00465, 1, 0
2. 01234, subst. ,, 0.2386. ..  0.0352,
% C 9 H \ % 0 ‘

C.H, 0, (0.CH,CO,),. cale. H2.86 4.51 | 42.30 |
found 1. H2.6 492 | 4241

" |
2. | 5377 | 497 ‘ 42.26 |

To give further proof that the acetyl compound has four acetyl
radicals in one moleenle, T have determined the acetyl value in the following
way :

Into 2 Ertexyeyer flasks (A and B) were put 1, each of the sample
and after dissolving in 507 water, one flask (A) was directly titrated with
standard ecaustic soda solution, while the other flask (B) was previously
saponified by adding 1007 of standard caustie soda solution.  After keeping

]‘“_‘——_—-—-—.-
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for 48 howrs at wom temperatare, just so much standard sulphurie acid was
added as to neatralize 1007 caustic soda and then titrated with standard
socla solution,  The difference between the two titrations (A and B) expresses
the qnantity of standard soda solution, which was used to neutralize the

acotic acid proluced by the saponification of the acetyl compound. Thus
I found :

Na O H nsed
"—————" \—\

| |
before sapo- after  sapo-
sample nsed) nification | nifieation D(mmn“";"

(1) (B)
Colly, O (O.CH,C0), eale.| 1.000 | 2204 | 6618 | 44.14

found 1. 1.000 | 22.00 6G6.50 44.50

2. | 1.000 22.00 67.00 45.00

From these observations, it is very probable that the original acid has

fonr hydroxyl gronps in one molecule.

The Benzoyl Derivatives.

Two benzoyl derivatives, namely di- and tetra-benzoate corresponding to
the formula €'y, Hy, O, (0 H), (0. C; H, C 0),, vespectively €, H,, O, (0. C,
H, C0),, were obtained in the following way.

1).  Dibenzoyl derivative,

L, finely powdered koji acid is suspended in 40 absolute ether,
1077 benzoyl chloride is added to it and heated in a flask, connected with
reverted cooler, for 2—3 hours.  After cooling, the reaction product is collected
on a filter and washed with petrolenm ether to remove the adhering benzoyl
chloride.  The residue is then dissolved in a little aleohol. On addition of
luge quantities of cold water, the benzoyl compound separates at once as
colourless needles, which may be fuarther purified by repeating the same
PrOCess,

The benzoyl compound melts at 137° to a brownish liquid. It dissolves
only sparingly in cold water, but more easily in hot water. The solubility
in aleohol is greater than in water. In ether it is slightly soluble, The

benzoyl componnd has searcely any acid reaction, Tt gives no reaction with

- -
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copper acetate or with ferrie chloride.  After saponifying, however, it gives
the above reaction.

Analysis of the henzoyl ecompound, dried in vacuum at 1007 gave the

following result :

0.1256, subst. gave 02874, C 0O, 00530, 1,0
24- 0-08‘32., 1) " 0- 19{)4., 'y ‘ ’ '03?’0-_! "

%C | %H | %0
CuH, 0,(0H),(0. CyH; C0), eale. | 63,15 4.45 3240
found 1. | 63,13 4.69 32.18

2. | 63.08 476 | 32.16

2).  Tetm-benzoyl derivative.

1, koji acid dissolved in 507" water is shaken with 10°" benzoyl chloride
and 50r° caustie soda solution (159)), cooling with cold water, until the
odour of benzoyl chloride vanishes. The benzoyl derivative separting
from the solution is collected on a filter, washed with water and reeryst-
allized from hot alecohol which was slightly acidified with hydrochlorie
acid. The crystals thus obtained are treated with water until the filtrate
gives no reaction for chlorine. For further purification they are repeatedly
recrystallized from hot aleohol.

The benzoyl derivative forms colorless plates which melt at 135° It is
hardly soluble in water but readily in aleohol or glacial acelic acid.

Analysis of the benzoyl derivative, dried in vacoum at 1007 gave the

following result :
0.1412, subst. gave 0.3530, C 0O, 00526 H, O

| % ¢C WwH | %0

C.H, 0, (0. C H, (0, vulv." 68.537 428 27.35
foundd ) 68.23 4.14 27.63
i

Different varieties of Adspergillus oryzoe seem to  produce  different
amounts of koji acid under same conditions. According to my observation,
the varieties isolated from * Tamari-koji " produace more acid than those
isolated from *“ Shova-" or “Sake-koji.” Generally those varieties which

liquefy gelatine more powerfully seem to prxduce more acid.

I
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The acid is also prodaced by some other Aspergillus species, but not
by Penicillivm or Mucor, as the following table shows :—

Asp, orywue ., ad + I mt’a’flﬁun giamun . 8 -
2 G L TS, & - ﬁrjnrmmn ; —
¥ ooncliddus . - = olivacenn . -
3o Oleozekivi - — Muror am ylamyws ¥ —
" wellens .. - »  POCEIMOSNS -
- nantmns . — w  Circindoides —
o Sumigatus | - o  Spinosus .. .. 2
= Wenle .. .. — 5 Wucedo .. .. -
e g .. L. - vw sloomifer.. .. -
¢ ochracens L hidivm lactis . . —
- lermens LA — Dot ylis cineria, . —
. lnehnensis - Dewartivm pudlidons . —
2 wrchderns s 3 Moniliae candhids . -
i 'ﬂrn'u.ﬂ: o -2 . - J'r'u‘fnu'qﬂ . > —
% elireorl ns .9 — » varielnlis _ —
" qigantens - Clalave wopeoderinn -
. CArIns . -

As the acid is also produced by the aspergillus when enltured in “ koji
extract,” it is easily detected by previonsly adding a few drops  of ferrie
chloride to the ealture medinm.

Different enlture media behave also differently upon  the produetion  of
this acid. Thus, the latter is produced when the aspergillns has grown on
certain cereals, snch as maize, wheat, barley, rye, oats and Ttalian mill&t,'
but not on leguminons seeds, as peas, beans, horse beans, broad beans, SO
beans, Indian beans, black beans, quaial beans, ete. Among many root
crops examined, sweet potato was the only one which produces this acid.

The antiseptic power of koji acid upon mould fungi and yeasts seems

to be very weak, as Dr. Sarro has already reported.  Certain fungi ean even
assimilate it as a nutrient. But the bacterial growth is genemlly stopped,

when the nutritive mediam containg more than 0.59% of this acid.

tiber das Vorkommen von Nikotinsdure (m-Pyridin-

carbonsaure) in der Reiskleie.
Yox

U. Suzuki und S. Matsunaga.

Wiihrend wir uns mit der Untersuchung des Oryzanins in der Reiskleie
beschiifticten, haben wir als ein Nebenprodukt Nikotinsaure gefunden.  Da
diese Siiure unseres Wissens zum ersten Male im Pflanzenreich gefunden
worden ist, so machen wir eine kurze Mitteilung dariiber.

Zur Tsolierung dieser Siure wurde die entfettete Reiskleie wiederholt mit
80-859%igem heissem  Alkohol extrahiert. Der alkoholische Txtiakt wuarde
stark eingedampft, um den grossten Teil des Alkohols anszutreiben.  Der
Riickstand wurde in wenig Wasser gelist, abfiltriert und mit Aether gesehiit-
telt, um die Fette und andere Verumreinignngen zu  entfernen. Nach Jdem
Austreiben des Acthers wurde die Flissigkeit mit verdimnter Schwefelsiure
versetzt, bis diese ungefiihr 3%, errcichte, nud mit Thosphowolframsiunre aefillt.
Der Niederschlag wurde nbgﬁ;wlgt., mit wenig 39 iger Schwefelsiure gewaschen
and in bekannter Weise mit Baryt zerlegt.  Die vom Bariumphosphowolframat
abfiltrierte und bei niederem Druck stk ecingeengte Flissigkeit reagierte
nach dem Entfernen des iberschiissigen Baryts  mittels Schwelelsiure gegen
unsere Erwartung ziemlich stark sauver, und bei Znsatz von Pikrinsanre in
kleinem ['bersehuss schied sich ein Pikrat ans, das in Wasser und in Alkohol
giemlich schwer loslich war. Fs liess sich daher beim Frwirmen mit wenig
Alkohol leicht von der Verunreinigang trennen.  Ans heissem  Wasser

krystallisiert schied sich das Pikrat als hellelblichweisse sandige Krystalle

nm-

r

ans. Im Kapillarnohr erhitzt schmilzt es bei 2147 (unkorr.) unter Zersetzung.

Fiir die Analyse warde das Salz im Vakuum bei 1007 getrocknet.

[Jﬂll'. Coll. Agric., Vol. V. No. 1, 1912.]
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Analyse des Pikrats,

1) 01602, Sulst. 0.2576, ' 0, 0.0348, H, O
01201, ., 19.0°* N (21.°5 757"
0.1076, . 0.0705, Pikrinsiiure
2) 01511, 02254, ('O, 00350 H,0
0.1342, ., 182+ N (12° 763.5™")
C I N Pikrinsinre

Coll, N O, C H N, 0. Ber. 4091 27 1591 65.06
Gef. 4045 A1 16.51 5:3.50
10.68 2.57 16.19 -

Die Analyse stimmt also mit dem Nikotinsiurepikrnt ziemlich gut.

(SR B

Die Ausbeate an Pikeat betrug ea. 1 gr. ans 1 Kilo Kleie, was aber bei
verschiedenen Kleicarten sehr schwankend sein kann.

Die freie Nikotinsiare wurde dargestellt, indem das Pikeat in  Wasser
celost, mit verdimmnter Schwefelsinre angesauert, und wiederholt ansgeithert
wurde, um die Pikrinsiure vollstiindie zn entfernen. Die wasserige Losung
warde dann mittels Baryt von der Sehwefelsiure befreit, und bei gelinder
Wirme langsam eingediinstet.  Fs schieden sich dabei farblose, lange Nadeln
aus, welehe abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser, Alkohol und Aether LEW i
schen warden.  Fir die Analyse warde die freie Sinre nochmals aus Wasser
nmkrystallisiert, und im Vakuam bei 100° vetrocknet.,

-\'lm]}'uv der freien Sitnre.

0. 1394, Subst, 0.2983, ' 1), 0042, H, )
0O707, .06 N (14° 764.5™)
« I N
¢, 1, N O, Ber. 58.54 4.07 11.38
Cief, 28,36 4.32 11.50

Die freie Saure schmilzt bei 228°-229°.  Sie ist in kaltern Wasser und
Alkohol etwas schwer, in heissemm Wasser aber leichter loslich. In Aether
and Petrolaether ist sie fast unloslich.  Die wasserige Losung reagiert stark
sauner,  Aus verdimnter saurer Losung wird sie dwreh Phosphowolf ramséiure
wefullt.

Dns Kupfersalz. Wind die wiisserige Nikotinsaurelosung mit einer Kup-

ferncetatlosung in kleinem Uberschass versetzt, so entsteht sofort ein hell

e —— S -

{"BER DAS VORKOMMEN VON NIKOTINSAURE, ETC., FTC. 61
blau-griiner Niederschlag des Kupfersalzes, welches in Wasser, Alkohol und
Acther schwer loslich ist.  Unter dem Mikroskop heobachtet bildet das
Kupfersalz rundliche Kngeln oder Sphaen krystalle,.  Tm Kapillarrohr  erhitzt

Fir die Analyse warde es bei 1007 ge-

zorsetzt es sich bis 3007 nicht.

trocknet.
Analyse des Kupfersalzes.
0.1108, Subst. 0.0201, (o O
02231, ,, 17.7°~ N (20.°5 760™™)
N (7
(CHNO), Cv. Ber. 913 20.68
| Gief. 0.06 20.94

Das Platinchloriddoppelsalz.  Es bestand ans weisslich celben Krystallen.
0.1653, Subst. gaben 0.0497, PL.
It

29.72

(:(ft;ff_.,\'”_.lf e, P 8, Ber.
Cief. SO0

Aus den oben erwilinten Beobachtungen kann man schliessen, dass die

von uns isolierte Saure Nikotinsdore war.

Wir haben ferner unsere Siure mit der remen Nikotinsiure, die wir von

Prof. K. Tkeda im Chemischen Institat der hiesigen [Universitiit  bekommen

. ® - e ] . " - -il o . " -l‘ : . H -
haben, verglichen. Die beiden Praparate waren m jeder Beziehung vollkom

men identisch.
- ra o * l-- . .'lr - "
Fs sei hier erwihnt, dass eine Homolge der Nikotinsir d. h. I'ieolin

- - W . . 'l . <1 ‘- b ; 1] .
carbonsinre vor ¢inigen Jahren von O, Scuremszee®? ans Immnsreichem Boden

j=soliert worden ist.

(1) O. Scarerver 1. E. C. Saogey U, S Department of Agrienltore,

Buolletin No, 505,

I:I'ltr':lll ol !"""Ii".
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iiber das Vorkommen von Adenin und Asparagin-
sdure in Maulbeerblattern.

Yox

Z. Mimuroto.

Bekanntlich sind Maulbeerblitter ziemlich reich an Nicht-EFiweiss-Stick-
stoff, besonders in jungen Blittern. Nach der Analyse von 0. Kelluer macht er
manchmal 259 des Gesamtstickstoffs aus, so ist zu vermuten, dass verschiedene
stickstoffhaltice Verbindungen darin vorhanden sind. Vorliufig habe ich
kleine Versuche angestellt, um diese Stoffe zu isolieren und ist es mir gelungen,
das Vorhandensein von Adenin und Asparaginsiure festzustellen.  Zu diesem
Zwecke warden 500, lufttrockene und fein gepulverte Blitter mit 4 | Wasser
bei 50-55° zwei Stunden digeriert, stark abgepresst. Der Riuckstand wurde
noch zweimal in derselben Weise behandelt.  Die vereinigten Ausziige wurden
mit Bleiessiglosung so lange versetzt, bis keine Fillung melir entstand.
Nach einiger Zeit warde abfiltriert and das Filteat mit 30%igem Queck-
silbernitrat versetzt. Als der grosste Teil der Aciditit dureh Natronlange
neutralisiert war, entstand eine weisse flockige Fillang in reichlicher Menge,
die mit kaliemm Wasser gewaschen, in wenig Wasser verteilt und durch Seliwefel-
wasserstoff zerlegt wurde. Die vom Quecksilbersulfid  abfiltrierte Fhissig-
keit wurde bei niederem Druck stark eingedampft und unmittelbar mit
Pikrinsiiure erwiirmt. Fs schieden sich dabei feine gelbe Nadeln ans, welche
abgesangt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen wurden. Die Ausbeute
betrug 1, 2,.

Aus heisem Wasser umkrystallisiert, bildet das Pikrat lange, sich zu-
<ammen grappierende Nadeln.  Fs lost sich in kaltemm Wasser ziemlich schwer.
Im Kapillarrohr erhitzt, zersetzt es sich bei ea. 289.°

Fiir die Analyse wurde es im Vakoum bei 1007 getrocknet,

[Jour. Coll. Agric, Vol. V. No. 1, 1912]
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Analyvse des Pikrats :

L0456, Subst, gabwen 0,0504, C O, 0,0124, 11, O
0,0446, ., k- 12,2 N (19° 752mm)
0,5000, . . 00,5090, Pikrinsinre
P 7 A Pl_krm-
sinre

O, N,C, H, N, 0. Ber. 3625 | 221 30.78 | 62.80
Gef. | 38553| 3.03 3123 | 61.80

Um die freie Base darzustellen wurde das Pikrat in wenig Wasser gelost,
mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert und wiederholt mit Aether geschuttelt,
um die Pikrinsiinre vollstindig zu entfernen.  Nach  dem Entfernen  der
Schwefelsiiure mittels Baryt, warde die wisserige Losung der Base bei gelinder
Wiirme fast bis zum Trocknen cingedampft.  Fs schieden sich dabei fast
farblose kleine Krystalle auns, welche in kaltem  Wassor ziemlich sehwer, in
heissem Wasser leiehter loslich waren.  In Mineralsinren, Alkalien und
Ammoniak losten sie sich sehr leicht. Tm Kapillarrohr  erhitzt sablimierten
sie ohne zn schmelzen.  Sie gaben die Wernmen'sehe sowie die STRECKER'sche
Reaktion nar sehwach. Wird die wasserige Losung mit einem  Stiickehen
Zink und Salzsinre im Wasserbade erwiirmt, so tritt eine vorulbergehende,
sehone  Rosafiirbung ein, welehe  durch Zusatz  von Natronlange  yotbranmn
wird,

Alle diese Eigenschaften stimmten mit  reinem Adenin  tberein. Zuar
Analyse genugte das Material nieht,  dahey beabsichtige ich diese Versuche
nochmals mit grosseren Mengen zn wiederholen.,

Die Mutterlauge des Adeninpikeats warde nach der Entfernung  der
Pikrinsiore mit Schwefelsiure angesiuert und  mit Phosphowolframsiure
gefallt.  Aus dem phosphowolframsauren Niederschlag habe ich eine pepton-
artige Substanz in kleiner Menge erhalten.

Das Filteat vom phosphowolframsanren Niedersehlag warde in bekannter
Weise nach der Frscwrk'schen Fstermethode verarbeitet.  Nach Verseifuny
des freien Fsters warden 0,3, Aspaarginsiare isoliert. Da  die Menge  der-
selben nicht zar Analyse ansreichte, habe ich nnmittellar das Kupfersalz

dargestellt.  Fs bestand aus hellblwwen Nadeln, mit dem Schmelzpunkt 224°

-
-t

CBER DAS VORKOMMEN YON ADENIN UND ASPARAGINSAURE, ETC.

(ankorr.) Die Krystallformen, Sehmelzpunkt und Loslichkeit w. s, w.
stimmten mit reiner Asparaginsimre vollstindig uberein.

Analyse des Kupfersalzes : —
0.100, Subst. galen 00268, Cu O

('n ()

CCH.NOCuy 4L H, O Ber. | 268
Gef. | 26.2

Wihrend der Verarbeitung des freien Fsters habe ich die Entwickelung
des Ammoniaks beobachtet. Daraus erscheint es sehr walirscheinlich, dass
das Asparagin, wilwend der Behandlung mit Salzsiuregas in Asparagin-
simre und Ammoniak gespalten war.

'a -
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A Contribution to the Study of the Chemical Com-
position of the Silkworm at different Stages
of its Metamorphosis.
BY

R. Inouye.

The experiments have Leen carried out at the suggestion of Prof. U.
Svzukr, first with Mr. T. Takexovesnr and then with Mr. K. (. DHARATRAR.
In the course of analysis great assistance has been kindly given by S. OpAKE
and S. IwAogA.

During the metamorphosis of the silkworm, a great chemical change is
supposed to take place in its body. Dr. O. Keniner! investigated the feed-
ing of the silkworm and found neither ammonia nor hippuric acid in the
excrement of the silkworm, but urie acid was a chief constituent of it; the
silkworm was not able to digest fibre, but non-albuminoid nitrogenons com-
pounds could be digested in a small guantity ; and the silkworm developed
no nitrogen gas while living and also no volatile nitrozenous compounds, T,
AxpERLINI investigated the content of glyecogen during metamorphosis  and
concluded that the pupa and the female moth contained it in the largest
quantity.

E. Baramion® studied the guantity of earbon dioxide gas exhaled on
pupating and attributed the deerease of the gas production in the pupd

stage to its condensing in the body.
Luemast and Lo Moxaco' also stadied the respiration of the silkworm.

E. Coxorerr® found the increase of glycogen when the silkworm changed

1). O. Extaxek: Landw. Versuchsstat., Dd SXX, 1882 P 59 and B4 NXNIL 1886, 1. 35,
2). F. AxpeEruivt: Atti del R Institute Vemto di Scenze 5, 1201-1204

3). E. Batamiox: Compt. rend. 115, 61-64.

4). Lucmast and Lo Moxaco: Arch. ital. de Biologe 23, 2L

5). E. Covoreve: T. Chemie 1895, 25, #0r2.

(Jour. Coll. Agric, Vol V. No. 1, 1912
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‘8 . INOUYE :

into the pupa even without taking any nutrient, the content of fat being nearly
constant ; the latter, however, greatly decreases when the pupa becomes
moth.

Co Vaaey and F. Maayox' investigated the relative quantity of glucose,
glyeogen, fat and carbohydeate. Lately Esir, AppeErHALDEN and WOLFGANG
WEelcHARDT studied the monoaminoacids which were formed by the total
hydrolysis of silkworms and moths, and concluded that the moth is to be
considered as silkworm minus cocoon, in other words, the silkworm, when
changing into the puapa, produced on hydrolysis large quantities of glyeoeoll,
alanine, and tyrosine while the moth produced them only in small quantity.
The above is a general sketeh coneerning  the chemistry of the silkworm.
How the chemical composition of the silkworm is changed at each phase of
its metamorphosis has not yvet been minutely studied, as far as I know, and

that investigation is the aim of the present analysis. Some preliminary notes,

however, must first be macde.

A. Preparation of the Sample.

Some 1000 silkworms of a spring-race, Koishimears, which had been reared
ab the Tokyo Sericaltural Institute, were collectel at their maturity (on the
Gth June, 1910), and some 200 of them, weighing 475, , were at once killed
by sulphuretted hydrogen gas, dried up on a water bath and ground into fine
powder for analysis. The rest wers put one by one into a roll of paper
which was made of a sheet of filter paper (13.4°* x10.4°*) for spinning
cocoons, and thus any possible loss, which might otherwise happen, was pre-
vented by this. On the 9th day after finishing to spin cocoons, some were
laken out from the roll of paper and the exerements left in it were colleeted
for analysis.  The cocoms thus gathered were cut, and the Pupae were taken
out, some of which were dried up and analyvsed, and the rest were agguan put
mto another roll of filler paper to avoid any loss, which might ]ulp[l;'ll when
the moths appeared.  On their appearing, they were collected and instantly

killd by sulpluretted hydmgen gas, grond in & morter  into  fine powder,

I, U Vaxey amd F. Mamasos . t‘uhl'lf remed, 140, 1192405,

2 K. ApoExnaropex and Worreass: Wen naent @ Zaitsehr, 1. physicl. Chemie 1950, 50 174 .

A CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE CHEMICAT, COMPOSITION, ETC, 6D

The larval and pupal skins east off on metamorphosing wera eollected and
analyzed.

B. Analytical part.

1. GEXERAL ANALYSIS.

(1) Total nitrogen.
The total nitrogen of silkworms, pupae, moths, skins and exerements were
determined with the following results :—

GinAavs oy 100 INDIVIDUALS,

The results of the analysis | 1 "¢ PSS of the Gaalysls

"ml? mi“ 119"':!. ( nu{ the same mmple,'lvttt

(Ro - the variety is the same))

! - e B
The mature silkworms .. .. .. .. .. 4.79 | L6
I‘u-l‘m LN . » - = L - - - L - - = I-Tf; ITR
B 0 18 e e he e el 1.39 | 136
Coooons o Lhm SR AR T ahn l 2.96 3403
Larval skins east away on pupating .. # 007 0.1
Pupal skins east on moths appearing .. . | 014 (11
D UE NRE .  ab s me we . e .r (.26 | 0.4
Excrements of mature silkworms until be- B X | ;‘;;

. I |
L L - = - = - - .

oomi m

From the results of the above experiment we may conclude that the silk-
worm never lost its nitrogen in gaseous form while metamorphosing, as Dr.
0. Krerixer and other anthorities had eonfirmed ; beeanse the sum of the total
nitrogen in the pupae, the cocoons, and the larval skins east on pupating, or
the sum of the total nitrogen contained in the moths, the cocoons, the pupal
skins and the urine of moths is nearly equal to the total nitrogen in the
mature silkworms : and the silkworms which belong to the same variety, also
have nearly the same guantity of nitrogen.

(2)  Albuminoid nitrogen.

To ensure obtaining results as exactly as possible, the fat contained in

the sample was at first removed and then it was analyzdd by Statzer's metheod

with the following resalts, :(—

T T —— -
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 Gmams in ll;l imli\'-iul-iml.q. "t'l'L‘E.'ntl_t;.’,I.'- in dry matter,
:-'iliw.urmw 531 43 _. : | :1— 3.66 t R64
PN . bk ek 33 -._.'_ :l e 6.0 =
jﬂuthﬁ b rat — Lol 0096 7.68

The albuminoid nitrogen was greatly reduced while metamorphosing and
the consumption must have been in great part due to the production of the
USROS,

() Nitrogen in phosphotungstie precipitate and its filtrate.

The filtrate of the copper hydrate precipitate was made to econtain sul-
phurie acid as much as five per cent, and then phosphotungstic acid was
added to precipitate basie nitrogen. The precipitate thus formed, was filtered
after 24 howrs standing and  its nitrogen was determined by KirrLpAxL's
method.  The filtrate was evaporated to a small volume, decomposed by cone.
1,5 O, and the nitrogen was also determined by Kjeldahl's method, with

the following results :—

Nitrogen in the phospho- Nitrogen in the filteate of the

A CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION, 3 LA il

(5) Carbohydrate.

The sample was mixed with hydrochloric acid, which was prepared by
diluting HC? (Sp. gr=1.125) so as fo coufain 2~ of it in 2007 of water,
and boiled for two hours under a reverted eooler; then phosphotungstic acid
was gradually added to remove organie bases which would otherwise prevent
the obtaining of » rad precipitate of cuprons oxide when Frurixe's solution
was added. The precipitate was removed after standing for 24 hours, and the
filtrate was nearly nentralized with eanstic soda. Then the carbohvdrate was
determined by the ordinary gravimetric method with the following results,

e — W

—— -

- : | Granes in 100 individuals, | Percent in dry mntter.
Silkworms . | 211 i 1.9% -
Papae .. . 4 (1,83 | 1L.37
olhS .. .o 4 s e (.74 5.71

(6) Ether-extract (Fat).
Fat was determined by Soxhlet's method with the following resnlts :—

tnngstic ppt. plumphtlitungstiu ppt. : Gouns in 100 individaads. | Percent in dry muntter,
Cirnms i 100 Percents in dry Cirnms in 100 Percents in dry ;illtwm‘m b e R ) 7.11 16N
individuals, matter individuals. matter.
S— - —f SN B I PO . 13,45
| PUBID oo o6 ‘wa +i  ha R72
Sithrwoinag . - | 0.47 111 | 0.64 1.49 s Y R )
e =N . N — . SRR s (PR 314 24.21
l':‘.ll._u- . 3 e 73 . A IR ¥ 185 L 3 1.89 il -
% | | . B ERNDORET a5 e ‘o 1 007 | .44
C TN L8 (.13 | 0.6 0,24 1.84 | s -  —
g Fxerements o "dbn < ke 0.8 2.6

M

" . " - " N t M1
From the above results, we can say, the silkworm accumulated fat o
maximum  when

‘1) Nitrogen soluble in water.

4 grams of the sample, the fat of which had been removed, were warmed | |
changing into the pupa, and the quantity reached  its

with 1007 of water, filteved, well washed with water and filled up to I
clumged into the pPrapx, but afterwands it was hlllll]i'lﬂj’ recduced to o =sma

200,77 5077 of which were taken and the total nitrogen was determined with

the following results :

|
Cirmms m OO0 indivudnnlds,

m— —

I"'ercent in Jdry matter,

— e ——— N ——

5. 13

quantity, as E. Coxorrrr confirmed.

1. Sricial ANALYSIS.

The sample was mixed with three times of eone. hyvdrochlorie acid, boiled

for 12 howrs under a reverted cooler, then fillered  from insoluble  parts andd

~Slkworms .. .. £4 il 1.352
ENOD sl tah s wbt . 4 .55 2.74
AMioths - - 5 sl 4 .11

w

dilated to 2007 . The filtrate was analysed with the following results ;—

' S TEET—— ey WP T S P —— - —— .
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The following figimes are given in grams for 100 individuals. The pupa and moth were nearly the same in their constitution, Imt the
= e —— e — content of the amino acids in the Iatter was reduced, and that of ammonia
S — - Sﬂkmv'_% el M o Cosacus. was, on the contrary, increased. The faet is thought to be that the protein
nsolalde purt PRy 2.39 1.07 o8 | ™ of the silkworm was first split into amino acids, which were then used up to
Soluble part ., L. .._ _ o Gw SRS 1R.99 | 12 17 16.92 maintain the energy of the cells as earbohydrate or fat does, and as the pupa
Totsl Stk 7, | e B ' ‘lm )' ¥ o was not supplied with nitrogen, its cuntf!nt luu: toﬂ.lf 11&]1-1:1&1. 'II'Ew tz.l:ﬁl:l
E _ S . . : ' : atu
Nitrogen in the phosphotungstic acid ppt. . | Lose | o33 L Dgge 1 0,18% s mm i ."’:e‘l 'ltl? furt T:T‘Tthtll:mgu:;?: U tuﬁll::-]l i‘:::ﬁ:f:lum o s
;Nit_;'l-t*_"f_ir; the filteate of the Pluﬂl’hlhlllt#*'_i . § | | = = IRRIERG, SRreey. Spipaee bo oy, & | -
tic aciil ppt. 3 el Aot }i 541 DRy | (.83 2,00
Ammoni nitngen T IR P ] 0,38 : (.15 b 0.17 0.11 )

“—.*—*'____'__\
C. Summary of the Results.

T Ammonvenitrogen s exceluded,

In 100 parts of dry matter - % l >
. General analysis,

e —— ——

. Silkworm. | Pupse. Moths, | Cocoons. The following figures comnt as grams for 100 individuals.
-I”""'”l”l"*" li-‘ll’t § _; :-Lgl' :"I'u;:l | ﬂ.l? “'_Hl' — —_— e PR — [ ‘t__ i :'x__ _-_“5 = é__h -
R — : s x . = . i 8l B |2 ]
i hsle - ' " ' R o ~ -8 - noSl &
Soluble port R i EER R L o AL L : W67 3R 9950 E ; ,é = ':Er- <. 'g Eg Y E 2Ll o5
e —— 1o FIF e Sl i~ ; A - - = -:-g%_—';:i 8z |Se2| &2
- — - - - = - - = =
Total nitrogen Saal ¥ ‘ e £ o = W -~ - o C 2 é..*: = E#‘- Pl "
o . -q-_.—._% B0 o 1138 o0 _l_-.l"u it 10,33 17.73 k2 " 3 H&‘é y é'i ]E ' b
?'\'l'fh-gl'll in the I-h- l]l tun N i = e i : | -
U ggtu I'[’t'-ﬁ = 243 1 o4 254 110 1 =3 -
s~ T > 10 Fresh weight ce L2750 10250 314 —| —| —| —| - —
lel'! 1:1-“ 11 ”H‘ ﬁ"l’:lfr' i “It‘ l'll]_-l hlilylhlnhm- | (A » ———e | . : I l ' Y S
tis ppt. . 84 2% ve Be” ave i AN f X005 I N 6.3 1595 Al ey welght .. .. .. .. ..| 4643 ‘3-3_5{‘;? 137711847 | 056 | 103 131 ‘I -
Ammonia niteowen .. ) ™ 3 , X R | ! - | ]
“__M Dry matter .. .. .. .. .. . lz.:n'-': 20.07 | 1297 16.30 | 0.63 | 0.52 330 lr - =
The above W : £ O . ’ NN = P 71 2171 © :1_ 0.32 um!' — |
shows, when the silkworm changed into the pupa the greater Watee .. .. <. +. .. -=..1"*"“\ N2 "'*"I 2.1 ! e ) |
wirt of its ni , toay Bwasee . i m | l 3 =%w ™™
| { nitrogen was transformed into the cocoon, and the nitrogen thus B S5 e B do ob ..l :LllI 092 .68 p— e I el | za P
transformed existed ehiefly | ' = | T =1 |
. Al 2 1 ”H' fl I uf 1 - . r . . | i ' | '
: monoamino acids.,  The fact is BRI TR L Fast skl sis] aok - R ‘ o8| —=| =
rl--:n'l}‘ {41 ]u-]uw: — __| _____b . E=a— |_ | .
- i | | |
Cartohydeste .. .. .. .. ..| 211 088} 0.74] —| — | -] | =]
N - . — = = — L T, ——— | ——— = PR =
- . - Silkworms. Papne. ' Moths, Coooomes, Total nitrogen .. .. .. .. ... 476 178 L36| 3.00 | 019 ; 0.1l 1 .26 1I 017 | .8
. o= - S B S S o | ' il —
Total tt o owner | 1N (0 J kB | | i T R |
e ¥ " ' 100.00 o 1 10000 Watersoluble nitrogen .. .. ../ L3217 0551 0.40 - -] =] - e i
T\”hh-:' “. mn 1_'"' l‘h”"l"ll“’”n;“ufll‘ "_-;,Il:l.f_'l _-..1 e Pelig = | —r . - | II - | T 3 | |
(Damine-nite vn) . sl a3 1. ol <15 | 201 24 62 l .23 Albominokl nitn sen et AR .a ,' 3.646 121 09N —— —_— — - \ m— —
Nitrogen ain the filteste of the 1l o e ‘ — — - : — — - — | —— o |
o e o pleosprbotun g e 2 | L g 3 — - -y | |
the acid ppt. (Mononmino-nitrogen) N | 6w | ax | wn 3“!"}!?" ~: the I'*H'*l'h'*““w“"} 047, 027 03| — | —| - | -] -
. e - A — . | & . .=y - L &y (T 1 pll . P -w " . w & l I ! |
Amimonis pitegeen .. .. .. .. .. .. TR | 10,95 1171 r 181 Nitrogen in the filtmte of uw}. 0.63 l. 038! 02s! — Ly .3 | - = -
\ m F “l pw- sian f | II I I I !
———————————————————————————————————————————————————————— I IIIIIIIII————
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In 100 parts of dry matter :—

—

—

Silkworms, I'n [; w, Maths, Cocoons,
R 576 | Am g T
E:I__ - = —F _ : " &! 178 F 1545 24.21 1 042
‘*_“;1 . -h_) drute _ : i, _l_!—ﬂ— 137 | 271 —
'J'a;ul*ljifnrgi-u a7 T 7 11.23 8 S.8T7 3 10,49 : 1558
\\'nh:r_w duble nitrogen | __ SRl " 312 2714 P ;1“1_ ; -
\ibuminoid nitnogen LT X 8.G1 ’ I'-.'*I:l#h* .68 —_—
Nitrogen in the phosphotungstic acid ppt... 111 ﬁ I;H.'m : 1,96 -—
i w e Wil 1 | am | am | &
In 100 parts of Nitrogen :—
S Silkworms, | 1'11qu~.___-_;—- T;th;
'i'u_tul nitrogem. .. .. N g’ » t;;,nll i 1O N 1N (X) "
_\llnmuim-i-l_ui_tn w1 2% _ Tﬂ.;— ' 6700 3.12
Nitrogen in the lllllH;]l';l;l-t::;ﬁfi:;'ill ppt,_ N ;-ﬂT . .58 . 015
i p s ) B2 | 21w 17.55

e e e e e e e———————————————————————————————————————————

«)

= A I}'l irol N2 «| Jrt It.

CGirams for 100 individaals . —

|

Slkwormes Pripu Mothis | Cosoons.
[risalable }l:ut__- " e JH i I__I_IT _H_‘-ul— ll,;-lll—ﬁ_
Soluble port : R 097 9 I.TIT— h lﬁ._'.!;_
Total ntrogen ,_ ,__ . \ | § N2 l.:ijT 1314 g R
Nitrowon in ”H'!' phosphotangstic ppt. . _E _ 1 A58 _Lit e 3 RN 1 (18 1
.\il.t!:::_:;tlil‘llll.l;hr filtente of the phospho- 141 0.89 Ry 0.53 2 6l
AIMMODES NIUIIEL ... <o o8 o8 oo e 038 ___”.-; 0aq : il
e———————————————————————————————————————————————————————————

A CONTRIBUTION TO THE SIUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION, ETC. [ES)

In 100 parts of dry matter :—

W‘——-

—

|

S—

Silkworms,  Pupae, Cocoons,
* e BoE e iy, 2 : 15K
Jusolnhle I‘lt s 38 B Ed. a3 #é. "»a LS 1 2.5 617 { _-__-
S pok .. si <o oo 94,36 1 9467 03.53 w0
g vl : Y - .
Total infrogen .. .. .. <o o oo ee 138 | (I 100,33 17.73
Nitrogen in the phosphotungstic ppt. .. . L 2.43 1.64 2,54 110 :
Nitrogen in the filtmte of the phmplm—}! Q.06 . 44 499 15 05
tlmwr.tu' ppt. . 3
Ammonin Nitrogen .. .. .. .. .. l (1L,IN) (L75 131 LR L

___.—.————_——-——-—-———

In 100 parts of nitrogen :(—

.

% Silkworms. r Pupae. Moths, Cocoons.
Total nifrogens .. .. .. <o oo oo = 100.06) 100000 TO00.00) 100,00
_L g . . . £
Nitrogen in the phosplotangstic ppt.., .| 21.34% 24.01) 24,02 6.23
Nitrogen in the filtete of the phmplm—” T0.54 (L6 a1.04 K997
tungstic ppt. .. .. .. St " W
.85 10,95 13.71 351

Ammonia nirogen .. .. .. ee s ..}

|

———__—_——_————-_—

D. Investigation on proteolytic Enzyme in the Silkworm.

Coneerning the enzymes existing in the silkworm, several have been re-

ported, and we have also written about the occurrence of some desamidizing

enzyme' in the matare silkworm, pupa and moth.

experiments, the silkworm undergoes a great change n its constitation
the

rl ‘l' )

while metamorphosing, and these changes were supposed 1o be due to

action of some powerful proteolytic enzymes which existed in its hody.

confirm this, the following experiments have been carried oat.

(1) The autolysis of the silkworm.*

Thirty ripe silkworms (o), weighing 56.18, when living and 12,55, in

the dry state, were all erushed in a mortar, dried up and then analyzed.  This

1. T Tasesovcar and R Jsovyg i
Impa'nl Umnivertsiy, 1900, Vol. L Na. 1, 15,

The Joarual of the

2). The ﬂprnment was condoncted in 1IN0,

r'ullrl,;!!' o ,\gﬁl'llltmﬂ

As shown in the foregoing

-

'l-l Ik}'i ]
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sorved as eontrol,  Otler thirty mature silkworms (h) were also well ground In 100 parts of nitrogen.
in a mortar, boilad for abont one hour with some water and kept at room ———e————— ot R - |‘__ e ; e L: l_ nledH;'_)_
temperature for 12 days in an Exrexveyver's flask with a cotton stopper, and . | Quntml - l_uf}_“?( ot Lrin b
with enongh tolnole as an antiseptic.  Oceasionally stirred.  Then the tuluole T:tul Wieogens .o o +» —A# s 4s W00 poppe - llul.l_ll
was H‘[H'll'-‘lt!—'*' 'I_‘i' decantation and the residne wWias gml]lm"y dried . After A\lbuminoid nitrocen - _H .o - “;ﬁﬁ— _ _ ;“;'“ﬂ o
complete desiccation at 1057 €, the mass was puiverized and analyzed. The * S 58 < “-_13— | :_""""5
thind thirty silkworms (¢) were treated just as (4) but withont boiling.  After N in the phosphotungstic 'w_ﬂ s ' _ — o
12 days standing, dried up at 105°C, and anal yzed, Yi:::?;:m °t “'E phmphntuuwm} - 6.9 8 L ""f'

| o 0 : LAr2

‘ ‘ Ammonia ni B wi TR Ak Sy
The resnits of the analvsis were as follows :— P -
- A l 13,04 16,24 ] 13.9

Chitin nitrogen., . .. .. <. <=

'

Control (a) Boiled (b) Unboiled (¢)
Lo 5 1
e | . Z g (2) 'The autolysis of the pupa.
— E &= — H-:l = e
2= 5 | Pereen-| 23 E Percen- — g Percen- : ' : . vapectively treated just as
g | e EZZ | tage. g % tage. Each thirty papae, (@), (b) and (), were respectively treated just 2 l
& £ = £ e . ‘ore vze«l with
p g — - —= - the foregoing case, but after one month’s standing they were analyze
DL WL .. .. e ws 187,26 (M) () ' ) 195 |
MR a4, e ee se e 26 1 100, 197.7 | 10000 195101 100 00 the following yesults :—
N S . :
RN . o’ as il bon tla ol cas PLR3G 22.914 37.61 1902 39.161 2007 SN e T AR— — - |
v ae St N _ Coutrol (@) | Moiled ()| Unbuiled (0
Water 145424 77.66 160, 0 LR 5 7 - g e ' '
. e e el S b P ad 2.42 . AN U8 15504 PR B | 3
— | | 1S f | | s Percen- (JFI;:;?; | Perven- GF‘;::": Perven-
- of 100 am U SV e, | st
- pupae. | U | pupee. l S pupse. |
— —— — — e : - i 20 - - — - ___1 - —_
E 21 . .81 5 ¥ | 0 & - i | 2. 50) 0000 | 10000 | 10000 | 101,42 | 100,00
:-E|§‘='-=:: < _E (g3 (S F|s%s AT W .. s oo en ser oo osf MREG] IS \
- X O - = % x> O - » = B S S o E | ol R ] ey
EmZ | -ER | BRE|TER | EZz | TEE PR . . 2 R03 | 1637 ] 1614
E = |SAn| E = :g..h E = E?..* Iy PN, s o8 94 s= ae se ¥ i st | g | l | |
— | & &' | s | O & - | 'F = . . i s LS = SR | i, P,
£ . _. - T 5. H2 43 s L P4 N2.7TY M7 LS woh N
Folal Bitrogen .. ., .. i i el o 478 | ME2] 48 1299 | 472 | 1204 AT SRR by L P iy g R4 TR | | ! |
= — —— N — - N —
m— FREECm TR SRS - o - — = | - , i: iI | f'.:
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In 100 parts of nitrogen :—

. - - — ——— e ————
- _—— S

| Control (@) | Boiled () | Unboiled (e)
';_n;n] nihn;;n _ ___‘ '__. . __ ___ “1 | _llil_l'li w' I ELARE)) ' 100 (0 :
;l-l':l;l_lil;_nitl-nif_r: lg.:i_-l:_ 2o iad _._. * _ | 67.04 76-21 76.22
;'i.tr:*_:p_r-n in the pl;mp_h_nhlnj__,h_iti_t' n:.'icl PPt .. My ‘!:J ;3 2.65 427
Xi::i:ﬁ.-i:;«i.tlh;l.:?“m&! of tlu.- lnlm-;phu-f'l 91 45 24 18 1951

On account of the sample heing seanty ammonia and echitin nitrogen
was not determined in the latter ease.

In the above two eases nitrogen in the phosphotungstic precipitate and
that in its filtrate in the unboiled parts were mumeh reduced in quantity, and
especially in the former case ammonia was produced. The fact shows that
the protein in the unboiled silkworm and pupa was gradually split off into
amino acids which were transformed into ammonia, and the action may be
attributed to the presence of some proteolytic enzyme, but concerning  the

enzyme further observations are necessary.

E. Conclusions.

I. The chemieal composition of the silkworm is areatly changed in pro-
dueing the cocoon, while the difference letween the pupa and moth is not so
striking.

2. The silkworm never loses its nitrogen in gaseons form while metamor-
phosing,

S, Fat s acenmulated when the silkworm pupates, but during the pupal
and moth stage, the greater part of it is consumed.

4. The nitrogen in the filtrate of the phosphotungstic acid precipitate
Is more in quantity in every stage of the metamorphosis  than the nitrogen
i its precipitate, especially nitrogen in the comon consists chiefly of the
former.,

-

2. In the pupal and moth stage, the waste of body protein is repaired

) ;, BT0. 49
A CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION, ETC

with amino acids, and a part of the latter is further transformed into am-
i <,

monia. - TN
6. Splitting of the protein in the silkworm is cansed by the action of

some proteolytic enzyme.

Mo L e Tokvo
In conclusion I heartily thank Mr. C. Tsui, the expert of the Toky
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On the Preparation of Natto.

BY

S. Muramatsu.

There are several kinds of naffo pﬁ‘pfll‘l".‘d in Japan, but here T mean

common natto, which is a kina of veaetable cheese made by fermenting boiled

soya beans wrapped in rice straw and set in a warm cellar for one or two

days. Thus the product Lecomes

ment of bacterin. Naffo is consumed as a by-food

white and muecilageons by the develope-
after having been mixed

with table salt and several stimulants, of which amongst others powdered

It is chiefly eonsumed in Tokyo and the north-east

mustard is preferred.

districts of Japan, and for the production of it Aizu 1s
the north-east distriets

the noted place. It

‘. consumed in Tokyo in the summer time, but in

daring the winter time, as these are rather poor in vegetables at that season.

There exist several studies on natto so far, as to its constituents and the

micro-organisms growing on it, but no exact investigation 1s known about its

So, its manufacturers suffer under many difficulties in preparing
was induneed to make a study of the
Besides, T think it 1s very

]!_‘.' the

preparation.
natto of good quality ; for this reason, I

mﬁthnd of prf'p:ll‘ill;_{ it and on several other pnini-;.

asefnl to prepare naffo of oood quality and increase its consumption

]Nlﬂllll', as it IS A very ;_l:!ll'] and I'l‘ll]‘llll’!lii'.l] foond r--tll]r. I!t'ill}.{ 1‘]]1':1‘1 IIIH[

h protein ; especially in onr country, where rice is

containing mue the prineipal

f:uul.

I. Soya Beans.

Hll}".'l |IP:111-=. are t]u‘- |H‘i!u*iit:1] Faw II'!;Iti‘I'IfII Hf nerllo, ']‘Iu-!‘*' are NNmerols

| J:t]mll. “]Iil']l. f' W illnt.'l'm'l-. W Nl *“n-

!

varieties of sova beans enltivated 1

tingnish by their ecolour as vellowish white, green, black, spotted, ete.

[Jour. Coll. Agric, Vol. V. No. 1, 1912.]

T WM TR N

i ...?...'- W Ty

Ir'll‘w---i'_‘ .;...-_t.. I



— e ———— ——

82
4 5. MUBAMATSU :

prepared nalfo with these different kinds and eould not find a more snitable
kind than the small vellowish white hean.

The beans which serve for the preparation of natto are first sorted, and
all that are broken or imperfeetly developed are picked ont: besides, it is
better to sift them through sieves with proper meshes to separate too small

or too large ones.  They are then washed and allowed to steep in  elean

water for several hours, after that they are hoiled in a large iron kettle with

sufficient water for ea. 5 hours.  Thos the beans become moderately <oft and
their eolour darker. ‘ .

T L _ & - -
Their constitation was as follows -

In 100 pts. air-dry beans :—

Moistare .14

Dry matter 92.86

In 100 pis. dry matter:—

Crude protein L 156
C'rade fat 22.45.)
Crade fibre 6,420
N-freer extract 11,571

’ Soluble in water 4..329

’ Insoluble in water 1,092
Ash 3,600
Total N S0205
Albuminoid N 7.9563

| Soluble in water trace,

’ IIIMJIIIIII-‘ in water 7.9-5:7'
Non-albuminoid N 0072

II. Rice Straw.

Rice straw is ns ' 3 - i
dee straw s used for the wrapper of the lwoiled sova beans.  Fresh

straw is preferable to old, as its smell is better than that of the latter. The

ON THE PREPARATION OF NATIO, SO

straw is cleaned by taking the muddy leaf away from the under part of the
stem and then washed with elean water ; afterwards, it is well tied at its two
ends, leaving several inches apart, and bundled after filling the bag with the
beans. As to the reason of using straw for the preparation of naflo, it was
considered that the straw supplies the proper bacteria to the beans; but I do
not think this the sole reason, for we can prepare it another way, as, for
instance, by setting it in a sterilized Petii-dish or in a basket. When it is
made in a busket, which after filling it with beans is put in a warm cellar
covered with a steaw mat, it is called baskef-natto.  ¥rom this and other facts
it is reasonable to eonsider the principal objects of using straw for the pre-
paration of naffo to be:—

1. The supply of the good aroma of straw to nalfo.

2. To take away ammonia from natfo.

3. To offer wood ventilation of air to the loosely packed beans.

The bacteria which produce wafto from soya beans are always present
on the surface of the beaus, and their spores being very hardy against high
temperature, they are not easily killed by boiling, as we ean see from the
following experiment :  The grains which were boiled for severnl hours e
inken in sterilized Petri-dishes after each hour and placed in the incubator
at 42°C. By this means, 1 found that the Leans which were Loiled for 8
hours beeome nafto rich in mucilage and with good  aroma. The fact that
the erslet-notto, which does not come 10 tonch with straw, does not sell as
well as common natfo, tells us that its quality is inferior to the latter. The
muin reason is that its flavour is not so good as that of common aatto, for,
when we prepare it in the straw bundle its fiavour is always superior to
madde in a Petri-dish, as it contains an aroma somewhat like that of straw,
So. 1 think that the straw which is used as a bag for the beans gives ifs
good aroma to nello.

When the bacteria grow on the beans they produce so much ATINON
that we ean pereeive it by its peculiar smell.  As the straw ab=orbs ammonia,
the smell of it is more feeble when we use straw bundle than in the ease of
a olass dish. We ean understand this fact when we see that the straw which
has been used as a bag always contains much more ammonia than  fresh

material. and wofio made in the dish is richer in it than that from the bundle,
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Amonnt of Ammonin.
In the fresh steaw 0,035°7
In the straw used as wrapper 0,065 .,
In wefte made in a glass dish 0,235 ,,
In nefto made in straw bundle 0,188 ..

For these reasons, wotto prepared in straw bundles must have a betley
flavour than any other, hy taking its flavour from straw and giving off the dis-
agreeable smell of ammonia 1o straw.

The bacteria produecing wetto want much oxygen for their proper growth,
ns it is an obligate acrobe.  So, when we prepare it by heaping up many
bandles, the interior ones become inferior in quality and also, the inferior
beans of a large bundle become less viseous than the onter parts,

For this reason, it is recommendable to nse small baodles for the pre-

paration of superior natlo.

III. Cellar,

The cellar for the preparation of wetto is made with bricks or with
woden piles surrounded with thick layers of straw and the walls plastersd
with mud; the entrance is furnished with a thick door preventing the air to
enter.  Along the inside of the wall a long shelf two feet wide is set up at
the hught of about two feet and one or two large hearths are mude on the

floor for the porpose of warming the room.

IV. The Preparation of Natto.

For the irn-'l.ll“.‘l!itm of weelto the SOV Liennns are sorted first and all beans
that are Iroken or imperfeetly developed are picked out.

After washing with clean wader, they are soaked for severnl hours and
botled in an iron kettle until they become moderately soft. (en. 5 honrs.)
The boiled beans are put mto the straw bundle while they are still hot, s
the bandles are placed, standing obliguely, on the shelf in the cellar, which
s previonsly warmed by chareonl to about 40°C.  The eellar is then shat up
e aln fu”_\. ) :l\-riil lih' t';!'t'lllntinn HI. :!i!‘: lii!l‘--. ”l" l--;mn l'ii‘-illil' werlloy :lﬁ.l*i‘

une or Lwo ‘l"!}.‘ and are i'-'*“l.\' f”l' ol llllllltilrll.

ON THE PREPARATION OF NATTO. S5
V. The Microbes of Natto.

As {0 the micro-organisms of nafto several authors have e investig-
tions.

Dr. Yase isolated three species of mierococei which formud vellow, omnge,
and white colonies respectively, and a baeillus which is not motile, liguefying
selatine and producing a greenish fluorescence. He attributed the production
of the charmeteristic aroma of watlo to the development of the micrucocens
which produces yellow colonies; but no explanation was given about the
formation of the viscous substance.

Dr. Sawasment isolated various kinds of baeilli and microeocct from nalte
and regarded the following two baceilli as the chief microbes for the produoe-
tion of nafto.

Baceillns No. 1 is » motile and facultative wrobe.  Naffo produced by

this bacillus had a good taste and aroma, but its viscosity was not so greal

H tllﬂt pl“Uilll('l‘d l,l_\' t]ll‘ l_ltllrlfl'. 'Thi' :l.ll”lul' aave lllf-_! HANE uf Hrn-;”am yaced e

to this bacillus, considering it as the chief mierobe in the fermentation.
dacillus No. 2 i< a rarely motile and facaltative mrobe.  Naffo pr D
by this bacillus showed a stonger viseosity but a less nice taste andd aromu

than that prodoced by the B wallo; he recoznised it as a variety of Due,

mes, vudgetns,  Thas, he conchuded tlat for the formation of good wefle both

baeilli must be present.

Mr. Moxzes isolated sevékal kinds of bacteria, among them one baetllus

11_. “’hich T)['. (_)_\[H[:,l ;_::[\*1,- “]i‘ IFTHINE nr I;:n';ffu.\.' ;'f.n.r'uxu.i HH‘HU :lll'l \\llii'll. Ili'
The two kinds

Il!lll I;Hf';”t*.n' rﬂfn;‘”u.w TT22447

<id, is the principal microbe that produces strong viscosity
of hacilli which he named Baedlvs onlenrans nallo 1.
2, produce good aroma in watlo
odorans nedto, produces also goocd nroma.
good  nedto, unless the material is inoenlated also with B

Thas the author concladed that there are necessary for the preparation o

patto at lenst two kinds of bacteria, one producing the peeulinr  aroma and

the other strong viseosity.

Mr. Muro isolated several baeteria amd coneludes that ouly one baeillus

belonging to the 5. Milis group is necessary for the production ol jeeellin,

. » :
and another one which he naee] FPseudomonas

The latter three did nol pn_ﬂllum
i r'.xr YisHs Tt I!(r ',

;
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I investigated also several kinds of natto, prepared in Tokyo, Aizn, and
Morioka, and found that they all contain the swme micro-organisms, amongst
which the following three bacilli are the prineipal ones. Several other baeilli
are not  suaitable for the prepuration of natto, as they produce bad colour or
stelly and make the aatto unfit for eating.

Two miercocei were found, one of which was analogous to MWie, flavus,
wid the other producing a translucent colony on agar plate-cultare : hut, both
these micrococei having no relation to the prepuration of natts, 1 anve up their

further investizntion,
Bacorus No. 1.

This beeills dieraecticnlly | )"
dllns develops most cncrgetically at high temperatne (40-507()
;uul lil'lllllll'i'h ”Il‘ |'l_'-i. zlll:lll‘_\' I}f HHHH, pm\'illing llllll_‘ll llllll'il)lgfj u!l{I "'UULI
: ™
Aromsn.,
Form :
rge . -
Phes cells grown in bouillon at 49°C. are 1 o thick and 5-8 » long
\lnﬁllti .
It moves energetically, providing long eilin around its body.
Spore
An oval spore is formed principally in one end of the cell. which is
0.5 se thick and 1.6 e Jong ; the formation of the spore recpires 4 hours
at 42700 and germination of it begins equatorial after 2! Lours at the
sime lemperature,
OXyiren :
‘”l”;_;;ﬂi' :IIH’P
Colouring
It is coloured readdily with anilive colours and also after Gram's
pesthxd,
Doatllon enlture -
Bonillon remains almost elear after its development, and a stronglv
i ' . h‘
| . p . SILT . - . 1
olded film, colonrad <lightly gravish brown, is formed after 10 hours
at 98 (',
il bonillon becomes --'i_:!_h“} turbid t'[l;ll:_:_;ll:; s reaction to ;u'i:]i:'

al the beginninge, whie < alkali : | :
™ Lo~y ]ll‘]! 111*'1 llll\il'lll" r_:i:ul'l_.'lll} ‘ ;..::tf'* 1= l“}t fl‘rlll‘*l

ON THE PREPARATION OF NATTO,

Peptone-water culture :
It produces a grayish white film on its swface and the liguid heeomes
slightly turbid.

(ielatine plate-enlture :
Small white colonies are formed which liquefy it quickly.

Gelatine stab-enlture :
It develops vigorously at the aurfnee and liquefies gelatine in the shape

of n fannel: the liguefied part remains transparent and o film 18

formed.

Agar plate-enltare :
White and mealy-looking colony, that has a rongh wristle at its centre
but delicate at its edee, spreading very rapidly at 10 (.

Agar slope-enltare :
Colony develops along the line and spreads rapidly all over the surface

with mealy appearance ; the condensed water remains transparent with

a film on its surface, but no sevliment.

Potato eultare :

Flevated colony is formed in the beginning, whieh spreads soon ove
the whole surface of the medium ; the colour of the colony is yellowish

brown and it is folded with mealy appearance, the medinm hecoming

brown,
Milk culture :

[t is conemlated at first-and is dissolved again.
H,S:

Is formed.

Indol reaction :

I« not obtainel from old bonillon eultare.

Reducing property :

]t ri‘-llllw--'. nlt'tll_\']wlu' llhli" ill lnllil]u!l |ullt 1|tu*4 ot l|1-\'i'|nii i llll'

aglucose nitrate meclinm.

Ammonia :
Is formed in the enlture of bonillon and soya beans,

Enzyvme :
Dinstase and proteolytie enzyme of tryptic nature are n counised,

!
!
i
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Behavionr to temperature :
It develops very vigoronsly at 50°C", but not at 60°C, Tt is killed
at 607 after two hours, and after one hour at 80°(,
The resistance of the spores aganinst heat is very strong, for it takes
one hour to kill them in Koen's stenm-steriliser.
whavionr to several eomponnds :
Table <alt :
In houillon eontaining 1597 Na (¥ it develops slowly, Tmt not in 209
~olntion.
Aleohol :
It develops in bonillon eontaining 49, but not in 59 aleohol.
The spore is not killed veadily with aleohol, as it is still alive after
ten days and more, when pnt either in 5007 or absolute aleohol at
201,
I1CT:
It develops in bonillon containing 0.0259, 7/ (7, but not in (.05,
The spore which is pat in 3% I €7 is alive after one day, but not
after two davs, Tu 497 H7 it is alive after one honr, hat not after
two hours.
Aeetie neid :
It develops in bonillon with same eoncentration as hydroehlorie aeid,
The spore is not killed by glacial acetie acid after 10 davs and more,
Na O] :
It develops in bouillon eontaining 0.29° Na O FH, bat not in 039,
The spore s killedd when it is pat in 359, solution after one day,
"henol :
It develops in bouillon containing 0.1 phenol, Imt not in 0297,
The spore is not killed after ten days when pat in 59 solution.
Corrosive sublimate
It develops in bonillon containing 0,00259, Hy C'l, uat not in 0.005°7,
FPhe spore s killed after 50 minutes when it is put in 0.1% solution,
but it was alive after 40 minutes in the same solution,

This hactllns may be the same as those which Dr. Sawasrna l!‘lil‘l'?'-‘l"llti"“l]

ns Doeillus No, 2 and Bacillus viscosns Omori, and also that which Mr. Muto

OX THE PREPARATION OF NATTO. SO

thought was the only bacterinm which produces ratto, though there are several

differences in its behaviour investigated by these anthors,

Bacmirs No, 2,

This bacillus develops most energetically at high temperature and  pro-
duces natto of the best quality, forming much mueilage and » rather higher
aroma than Bacillus Noo 1.

Form :

The cells grown in bouillon at 407, e 08 1 ¢ thick and 4-10 p

long.
Motility :
It moves vigoronsly providing long eilia aromnd its body.

Spore :
An oval spore is formed in one end of the cell, and it i< (LS » thick

and 2 ¢ long.
The spore wants 4 hours at 427°C for its formation and it germinates

equatorial after 21 honrs at the same tomperature.

Oxygen :
{ )hlig}ﬁl voerolee,

Colouring :
The eell is colonred easily by aniline colonring matters and also after

Gnam's methoxd.

Bouillon culture :

Bouillon remains almost clear after its development, and strongly
folded film of slightly grayish nown is formed after twelve honrs at
o8 .

Sugar bouillon becomes slighly tarbid, changing acidiec at  the

l:i*;,_{ilt

ning. which turns alkaline gradually ; gas is not formed.

Peptone-water cultare -

‘t ]ll'lhlllt‘t*ﬁ- il ;_:I':i\i'-ll “]litr ﬁ‘lu 0y !"[-- --lll‘f.'u'n- :ill'l Ha-- ]i-llih' Irnu[ur-:-.

slightly tarbid.

Gelatine plate-culture

Small white colonies are formeld which liguefy it quickly.

T - — -

—",?'F_'\_'ll -

L™ o -
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Gielatine stab-caltnre :
It develops quickly on the surface and liguefies gelatine in the shape of
a funnel; the liguefied part remains transparent and a film is formed,
Agar plate-calture
There is formed o white and mealy-looking colony with rough wristle
at its centre bat delieate at its edge, spreads very quickly at 407¢",
Agar streak-ealtuye -
Colony develops along the line and spreadds rapidly all over the sarface
with mealy appearance,
The eondensed water remains transparent with o folded film on its
surface Imt no sediment.
Potato enltare :
Elevated ecolony is formed in the beginning, which soon spreads over
the whole surface of the medinm ; the colony is folded and has brownish
vellow eolonr and mealy appearance ;: the medinm becomes brownish
ZIny,
Milk eulture :
[t is congulated at the heginning and is dissolved again.
I, S :
Is not formed.
Indol reqetion :
Is not obtained from old bonillon culture.
Redneing property :
It reduees methylene blue in bonillon and produces  ammonin by  re-
duction of nitrie acid in the glucose niteate mediaom.
\ mmionia
It i< formed in the enlture of bonillon and sova benns,
Fuzyme :
Dintase andd ‘H‘uluﬂ}'!il' aenzyme of l!‘}']llil' natire are ﬁ‘t'n;_{niﬁﬁl.
i'nlu‘i-rllill;_: the behaviour II;..[.‘LEII‘-‘ heat and several nmlllllllu]-a as fnrnwrl_v
mentioned, there is not muoch difference with Boeillus No. 1.
This bacillus may be the same as that which Dr. Sawavory  named
Bacillus natto, thongh there are severnl differences in its behavionr. As this

ll:l|.:£1-;‘ﬁ r]-u-_, T Iiiluli]l"" .'Ill"\' lllﬂll‘”'l*__:r ;|t I”“ l"!”}“’ﬁitlll'l' (<Y :::"‘f‘) ]Ii'}

4

thought it, perhaps,
as 1T mentioned already,

temperature and makes @

Se)
—
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to be one which produces aroma peculine to natlo ; at,

I | ws mueh mueilage at  higher
this baeillus  produc o

x1 natto with high aroma.

b

BACILLUS N .

st energetieally at 4077 and when it is deve-

This bacillns develops b |
it produees good  watto with

| hoiled soya beans at this temperature,

Inpefl ol ’
but its mueilage is somewhat less than

strong viscosity and aood aroma
. - L ! - ‘)
Bacillus No. 1 and Baeillus No. Z.

.[“urm 3 . -4 t} . .'
The cells grown in bouillon ad §0° (", are 1.2 2 thick and G-10 2 thich

Motility :

It moves providing long cilin around its hody.

Spore : |
eoll. whieh 18 l'nihlrk

\n oval spore is formed in one end of the

and 1.5 g long.
The spore is formed after | howrs ad

after 21 hours at the saue temperature.

Cxygen :
()lllignh* ool we,

Colonring :
with aniline eolours

It is  coloured |'u.‘1t]ﬂ_\'
met hod,

Bonillon enlture :
Boumillon becomes slightly  tarbid, «
brown coloar is formed after ten hours ot
amonnt of sediment.
to the bottom.

Sugar bonillon changes o <lightly aeidic

slightly alkaline afterwards.,

Peptone-water enlture ;
It becomes slightly tarbid and forms o vellowish wihite film on

srurface. Gas 15 not formexl.

(207 and werminates equatorial

:llhl :ll:-n ;lfh'-r Hi:\'\l'*--

brittle  film  of slightly  grayish

2870, and lnwlnt** < n <small

The film is broken easily by shaking and sinks

at the beginning and tarns

R R gl W .‘W

FHLL e ey ——

H!:m‘. . -
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Gielatine: plate-ealtore
Small white colonies are formwdd which liguefy it quickly.

Cielatine staby calture
It develops on the sarface at the beginning and lignefies  gelatine in
the shape of a fannel, afterwands thoronghly.

Aaar plate-caltore
White colony with rough wristle at its centre bat delicate at its edue,
spresuds very rapidly at 4077,

Aear slope-ealture
The colony develops along the line and spreads rapidly in the shape
of o feather; the condensed water is transparent with a film on its
surface, bt no sediment.,

"*it:llﬂ l'll“lll‘t':

\ yellowish gray colony is formed, somewhat elevated in the beginning :
it spreads soon over the whole surface of the medinm.  The colonv has
~trong \'i‘-nl'tlhit_" aed bt is folded shallower than  Zacillus No. I and
Docillus No. 2, the medinm becoming grav,
Milk enlture:
It is congnlated aud dissolved again,
.S -
fs proddaesd
’tnlni rescetion
'- Dok 1rl|1'ifllr*t| l'ln!u oldd |-~-Hl'”uh t‘ll“l!t‘t*_
Redveing pnoperty
It reduces methvlene bloe in bowillon, and ammonia is fornwsd by the
-M!m'linh of e acul i ”H' :_{llh‘lhr' nitrate mediang,
\Iil!'!ul'i:t '
I5 formedd in the ecalture of bouillon and sovn beans,
Fonzy me
I‘i.‘l‘*t?l,‘i" 'MH! | 11 ni-*i‘;_‘~lil' MIVARIE rlf f!_\']lll'l' uatuare are lt*t"u;_:lli--t*ll.
The behaviour to heat and several compounds is almost the same as with
Docillns No. 1, although there are some difforences,
1rl‘lii*-- ey e “t-' =~ I‘.‘Il'i”l!"‘\ ns H’H ;Hu_-, JIUSS IS, hut s t]tt‘rt' i~ TR

tll't;l”r-i l!#'Hi'l'iI‘tilHI 'lf ”.. I cannot lll:lLi' o |ll‘|“i'i--u "t"‘"“l":lri‘ﬂ'll.

ON THE PREPARATION OF NATIO, Y3

VI. The Application of cultured Bacteria for the
Preparation of Natto.

As mentioned alrendy, when we prepare natfo in « glass dish at o,
28°¢? inoeulnted with Baeillus No. 1 it has some viseosity, while others have
not, but the aroma was inferior to that made in straw bundles, for it

does not fouch with straw. At 45°C. all bacilli produce natfo of fine quality,

providing strong viscosity and good aroma | the aroma prodaeed by Bacillus No. 1
was the best. while Bacillus No. 2 produces a rather strong smell of AM MO,
and that of Bacillus No.3 was the worst. Moreover, I prepared noffo according
to the common way differing only on the point of inoenlating these baeilli
geparately and also mixing them with one another.  The result was that natto
which was produced by the inoenlation of Bacillus No. 1 was the best, as it
has mnch mueilage and fine aroma, while Bacillus No. 2 produeed an inferior
and Bacillus No. 3 the worst quality. Nefto produced by the inoculation of
mixed bacilli was not so good as that produced by each haeillus ; so, there
is no necessity that two or more hacilli be present for the formation of good
natto. By the inoenlation of eultmred bacterin we can entirely avoid failures
and ean prepare good aatte by selecting the bacterin.  Otherwise, it s
sufficient to put it in the cellar for only one day, after which the natlo will
he remdy for consumption. I recommend, thevefore, the usge of the pure eultore
of proper bacterin in the following way :

The hacteria developed on the slope ealture medinm of agar are mixed
with juice produced by the boiling of beans. This is poured over the surface
of boiled beans while they are still in the kettle, the further processes heing

the same as usual. There is no necessity of mixing several haeilli.

VII. Natto as a By-food.

As natto is prepared from soya beans which are rich in protein and
carbohvdrates, it eontains yet mnch protein and earboliydrates ; the nutritive
valge of it is greater than that of hoiled soya beans, for it is rich in soluble

matters produced Ly the micro-organisms.
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The composition of natto differs exceedingly with age, but its mean com-

position 18 as follows :  (Compare with the composition of boiled sova beans.)
In 100 |:1.-1, of fresh nallo

M. istire 5:’*,43‘ '

Dry matte 46,520

T S 1 Y ARy

In 10X) pis. of t]l‘_\' matter :

('rade protein 46, 0858
Crude fat 20,216
C'rude fibire 6,140
N-free extraet S,048

L oSoluble in water 2.495

[ Insoluble in water (),85H:)
Ash 010
Total N 1,974
\Ibuminoid N 5.458

|\ Soluble in water 1.141

’ |II-~H'IIIII!' il! Wit 4,::]-{-
Non-albuminoid N 1. .916

The miero orgnnisms whieh LOW on { he SO Lsilis secrete tr's‘[;-in anud

diastase ; so, when we take it together with several foods rich in protein
or starch, they may be dicestedd more rapidly than when they are taken
slons

I express muny thanks to Dr. Saro, Director of ow College’, who helped
e in determining the quality of natio that 1 prepared, and also to Mr. N,

NITTA and Mr. Y. Tax Ak, who assisted me in Lthese irit'nmﬁgntiﬂnﬁ.
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NOTICE.

Vor. L

published June 6th, 1909.
published June 29th, 1909.
published March 28th, 1911.
in press.

Yor. 1L

1—7 (complete).

Vor. IIL.
published August 30th, 1910.

published September 20th, 1912.

under preparation.

Vor. IV.

published December 26th, 1911.
published June 25th, 1912.
published June 29th, 1912
under preparation.

VYoL. V.

published Oectober 24th, 1912,
in press,
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