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Aus den beiden Atherextrakten von getrocknetem und frischem japanischen, gewdhnlichen
Regenwurm (Lumbricus Spencer) wurden die freien, niedrigen und héhern Fettsduren isoliert, und
darin wurden neben gewdéhnlichen, geradzahlig-gesittigten und ungesittigten Fettsduren, auch
ungeradzahlig-gesittigte und isomere Verbindungen gefunden. Mit Hilfe der Gaschromatographie
wurde das Fettsduremethylestergemisch in seine Komponenten zerlegt und die Strukturzusamm-
ensetzungen jener Komponenten wurden mittels Mass- und NMR-Spektren identifiziert. In
den freien Sterinen, die wir isoliert haben, wurden neben Cholesterin, auch Brassicasterin
gefunden. Provitamin D oder 4°:7-Sterin wurde durch UV Absorption in rohen Sterinen nicht aus
frischem Regenwurm, sondern aus getrocknetem Wurm (etwa 1.7%,) entdeckt. Beim Lumbricus
Spencer wurde Ergosterin, das beim Lumbricus terrestris (F. Bock und F. Wetter, Z. Physiol. Chem.,
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256, 55 (1938)) entdeckt wurde, nicht gefunden.

wurden die Sterinester isoliert.

und frischem Regenwurm isoliert.
Komponenten wie die freien Fettsduren.

Vor langen Jahren haben Murayama,!?> Aoyama
und Lovern® kurz iber die gewdhnlichen, gerad-
zahligen Sorten aus freien Fettsiuren des Regen-
wurms und aus seinem Verseifungsfett berichtet
(n-Cyo—n-C,py, geradzahlig). Cholesterin! —42
(0.09229, wvon frischem Regenwurm) und Ergo-
sterin®? (22.89, der rohen Sterine des Lumbrici
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Aus je getrocknetem und frischem Regenwurm

Das Fettsduregemisch, das man beim Verseifen der Sterinester
gewinnt, besteht aus n-Cys, #-Cy; und n-C,3 Fettsiduren.
sich aus Cholesterin und Brassicasterin zusammen.

Die Sterine aus den Sterinestern setzen
Die Glyzeride wurden aus je getrocknetem

Die Fettsiuren aus den Glyzeriden waren die gleichen

terrestris) aus dem Regenwurm sind schon isoliert
worden. Uber die Sterinester und die Glyzeride
aus Regenwurm ist noch nicht berichtet worden.
Schon mehrfach sind die Analysen von un-
geradzahligen, gesittigten Naturfettsiuren, die im
Fett der verschiedenen Fische’-® vorkommen,
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beschrieben worden, aber sie sind bisher meistens
nur gaschromatographisch bearbeitet worden.

Unsere gewonnenen Einblicke in die Kom-
ponenten des Regenwurms, in die Fettsdure-
und  Sterine-Zusammensetzungen, die durch
Gaschromatographie, Mass- und NMR-Spektren
bewiesen worden sind, sind in Tabelle 3, 4 und 5
gegeben.

Die Ausbeute der Lipoide vom Atherextrakt
aus getrocknetem und frischem Regenwurm sollen
in Tabelle 1 dargestellt werden.

TapeLLE |. DIE AUSBEUTE DER LIPOIDE voM
ATHEREXTRAKT AUS GETROCKNETEM UND
FRISCHEM REGENWURM

Lipoide Auslzlﬁ_c:tc (GCWil‘::n}:i %)
freie Fettsiuren 8 6
freie Sterine 9 7
Sterinester 0.015 0.045
Glyzeride 0.16 0.28

* getrockneter Wurm, ** frischer W.

Beschreibung der Versuche und
Ergebnisse

Fir die Sdulen wurde pulverisierte Kieselsdure
“100 mesh” der Fa. Mallinckrodt, U. S. A. und Celite
545" und fur die praparative Kieselgel-Diinnschicht-
chromatographie wurde Kieselgel G nach Stahl fur
Diinnschichtchromatographie der Fa. Merck AG.
Darmstadt, verwendet.

Die priaparative Gaschromatographie fiir die Fett-
sduremethylester wurde mit einem GC-2C-Apparat
der Fa. Shimadzu, Japan, ausgefithrt. Kolonnen-
dimension: Linge 3 m, Innendurchmesser 4 mm;
Stationdre Phase: Silicon Ol und Diathylenglykol;
Temperatur: 70°C fir die niedrigen, 190°C fur die
héheren Verbindungen; Driicke: 0.6 Kg/cm? und 1.2
Kglcm? bzw.; Detektor: Filament-Hitzdrahtdetektor.

Die analytische Gaschromatographie fiir die Fettsaure-
methylester wurde mit einem Hitachi Perkin-Elmer
F-6-Apparat  ausgefohrt, Golay Kolonnendimension:
Lange 45 m, Innendurchmesser 0.23 mm; Stationidre
Phase: HB 2000 (Ucon Ol 50) fur die niedrigen,
Q-45 (Apiezon L) fiir die héheren Verbindungen;
Temperatur: 70°C und 200°C bzw.; Driicke: 1 Kg/
cm® und 2 Kgfem? bzw.; Detektor: H,-Ionisierung-
detektor; Trigergas: N,.

Fur die Sterine wurde die Gaschromatographie mit
einem GC-2C-Apparat der Fa. Shimadzu, Japan,
ausgefithrt.  Kolonnendimension:  Linge 2.1 m,
Innendurchmesser: 4 mm; Stationiare Phase: SE-30
(Polymerische Methylsilicon); Temperatur: 250°C;
Driicke: 3 Kgfcm?; Detektor: Hilament-Hitzdraht-
detektor; Tragergas: He.

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Monoskop,
der Fa. Yanagimoto, Japan, bestimmt und sind un-
korrigiert.

Die Aufnahme der Protonenresonanzspektren erfolgte
mit einem Varian Kernresonanzspektrographen A-60.
Als interner Standard diente Tetramethylsilan in CCl,.

Die Mass-Spekiren wurden mit einem RMU-6-
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Apparat der Fa. Hitachi, Japan, ausgefithrt; Ionen-
beschleunigungs-Spannung 2 KV, Elektronenenergie
80 V, Ionenquellen-Temperatur 250°C, Einlassteil-
Temperatur 150°C.

Freie Fettsduren. Die freien Fettsauregemische
werden aus getrocknetem Regenwurm (10 Kg) mit
Ather extrahiert und dann durch zylindrische Aufsitze
eingedampit. Ausb. 137 g.

Die niedrigen Fettsduregemische (0.29 g) werden
zunichst aus dem Atherextrakt nach der Methode von
Friedmann® wasserdampfdistilliert und dann aus dem
Wasserdampfdestillat nach der Elsdenischen Methode!®
gewonnen und mit Diazomethan-Atherlésung methyliert.

Zur Trennung der hohern Fettsduren wird der
Riickstand der Wasserdampfdestillation ausgeithert.
Der Atherextrakt wird mit Natriumsulfatanhydrid
getrocknet, filtriert und eingedampft. Dieser neue
Riickstand, etwa 125 g, wird jetzt auf einer Siule von
Kieselsaure-Celite (5 : 1, Gewicht 800 g) mit Benzol/n-
Hexan {9 :1 Vol) in seine verschiedenen Bestandteile
aufgetrennt. Die zuerst austretende Fraktion wird
noch einmal mittels Diinnschichtchromatographie
(I mm Dicke) gereinigt. Mit pH Reagenz Methylrot
tritt Rotfarbung auf. Die hoheren Fettsduregemische
werden mit Diazomethan-Atherlgsung methyliert und
mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie mit Benzol/
n-Hexan (3 : 7 Vol) gereinigt. Ausb. 11.6 g.

Frischer Regenwurm (10 Kg) wird wie getrockneter
Wurm behandelt. Aus dem Atherextrakt, 67 g, wird
das niedrige Fettsduregemisch (0.12 g) und das hohere
Fettsauremethylestergemisch (4.68 g) gewonnen.

Die Gemische von je niedrigen und héheren Fettsaure-
methylestern sind durch die analytische Gaschromato-
graphie bearbeitet.

Die ungesittigten Fettsauremethylester werden als
Additionsverbindungen!1-18)  des  Quecksilberacetats
vom gesittigten Fettsiuremethylestergemisch in  die
verschieden Gruppen von ungesittigten Fettsduren
getrennt. Die einzelnen Fraktionen werden durch eine
Saule!*.15) yon Kieselsiure, die mit Silber-Nitrat vor-
behandelt wurde, gereinigt und dann analysiert.

In den Fettsduremethylestern, die man bei der kataly-
tischen Hvydrierung des oben genannten Fettsdure-
methylestergemisch  gewinnt, konnen auch kleine
Mengen von Cjj, Cos, Cas, Cos Cos und Cog-sduren
durch Massenspektrengraphie nachgewiesen werden.

Dic einzelnen Komponenten, die mit préparativer
Gaschromatographie getrennt wurden, werden durch
Mass- und NMR-Spektren identifiziert. Als Vergleich
werden auch das Spektrum der isolierten Fetrsdure-
methylester und der authentischen Verbindungen
aufgenommen.

Der Stellung der Doppelbindung der ungesittigen
Cys und C,, Fettsduren ist unsicher. Aber ihre Mass-
Spektren deuten an, dass es sich um Cj3 und Cy Fett-
sduren mit Doppelbindungen am neunten C-Atom
handelt (Oleinsaure und Gadoleinsdure bzw.).
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TABELLE 2.
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Die UNTERSCHIEDE DES MUSTERKOEFFIZIENTEN FUR DIE M-SPITZE ZWISCHEN ISOLIERTEN-ISOMEREN,

GERADKETTIGEN UND AUTHENTISCHEN-GERADKETTIGEN FETTSAUREMETHYLESTER

mfe 150C15* —nCys i50Cy6* —nCyg i50C7* —nCy; nCg*—nCyg nCy:*—nCi-
M—65 1.9 1.0 1.2 0.3 0.1
M-—15 2.5 1.2 1.7 0.1 0.2
M-—14 0 0 0 0 0
M-—13 0 0 0 0.2 0
M-2 0 0.4 0.3 -=0.1 0.4
M-1 0.7 0.2 0 0.6 0.3
M 0 0 0 0 0
M-+1 0.7 —1.0 —0.8 0.4 0.2
M+2 0.1 —0.2 0 0.1 0.3
M-+3 0.1 0 0 —0.3 0.3

* isolierte Verbindung aus dem Regenwurm

Die Mass-Spektren der isomeren Fettsauren und der
geradkettigen Fettsduren sind ganz #hnlich, ausser
den Spitzen bei dem Mass mje=M—65=(CH;OH+
H;0+CH;)® und bei dem Mass M—15=M—CHj.
In Tabelle 2 werden die Unterschiede des Muster-
koeffizienten fur die M-Spitze der Mass-Spektren
zwischen isolierten-isomeren, geradkettigen und authen-
tischen-geradkettigen Fettsduremethylester angegeben.
Es ist aus der Tabelle 2 ersichtlich, dass die isomeren
Verbindungen hohere Spitzen bei dem Mass M—65
und M —15 zeigen als in den Mass-Spektren der ent-
sprechenden  authentischen-geradkettigen  Fettséure-
methylester beobachtet werden kann. Die grossen
Unterschiede des Musterkoeffizienten bei mje=M—1
und M+1 sind vielleicht dem ungentigenden Zerteil-
ungs-grad zuzuschreiben,

Das bei 60 MHz aufgenommene Protonenresonanz-
spektrum einer isolierten Komponente, die man als
eine isomere Fettsdure im Massenspektrum erkennt,
zeigt ein Methylproton am Ester §=3.64 ppm (3H)
und eine am Alkylmethylproton aufiretende Dublette
§=0.88 ppm ( J=5.0, 6H).

Freie Sterine. Aus der Kieselsiaure-Celite Saule,
nach dem Eluieren von freien Fettsiuren, kommen,
wenn sie mit Chloroform/Essigester (9 : 1 Vol) bearbeitet
wird, die freien Sterine heraus. Die Fraktion, die
eine positive Liebermann-Farbenprobe zeigt, kristall-
isiert sich beim Eindampfen. Ausb. 13 g (getrockneter
Wurm) und 4.7 g (frischer W.).

Die Brechnung, die durch Anwendung der UV
Absorption am Amgr 282 mp!™ vorgenommen wurde,
ergab, dass der Gehalt von 4% 7-Sterin aus getrocknetem
Wurm 1.679%, der rohen Sterine ist. Es wurde jedoch
keine 4%.7-Sterin aus frischem Wurm gefunden.

Die rohen Sterine 2.1 g wurden mit 10 ccm Acet-
anhydrid und 7 ccm absol. Pyridin bei 50°C acetyliert.
Ausb. 1.35 g. Schmp. 129—131°C. [a]¥=—47° (¢ 0.2,
CHCI;). Das rohe Acetat wird nach der Methode
von Windaus und Hauth!®) bromiert. Nach 48 Stdn.
saugt das ausgefallene Produkt ab. Ausb. 0.37 g Schmp.
196—197°C d. Zur Zerlegung des Bromides wurde das
Produkt in 5 ccm Ather geldst und bei Raumtemperatur

16) F.W. Mclaflerty, “Mass Spectrometry of Organic
Tons,” Academic Press, New York (1963), S. 412,
17) M. Glover, J. Glover und R. A. Morton, Biochem.
J’ 51 1 (1952).

A. Windaus und A. Hauth, Ber., 39, 4378 (1906).

unter Rithren mit 1 ccm Essigsdure und 0.1 g Zinkstaub
versetzt und einige Tropfen Wasser zugegeben, dann
mit Ather extrahiert, wobei das Acetat in Ather
tibergeht. Ausb. 0.1 g Schmp. 152—153°C. [a]}=
—64° (¢ 0.8, CHCI;). Das Acetat wird mit 109
Ka]iumhydroxid—Methanollﬁsung 1 Std. unter Rick-
fluss gekocht. Das Verseifungsprodukt liefert aus
Methanol farblose Kristalle. Schmp. 146—147.5°C
[a]¥=—62° (¢ 0.4, CHCl). Das Benzoat: Schmp.
166—167°C [a]l3=—38° (¢ 0.6, CHCI).

Brassicasterinacetat: Ber.1® Schmp. 152°C. [a]p=
—64°, Brassicasterin: Ber.19.20 Schmp. 146°C. [a]p=
—61°. Brassicasterinbenzoat: Ber.2t> Schmp. 163°C.
[a]lp=—35".

Aus der Mutterlauge vom Bromid des Brassicasterin-
acetats fallt durch Zusatz von Athanol das Bromid
des Cholesterinacetats aus. Ausb. 2.1 g. Schmp. 116—
117°C.  Cholesterinacetat: Wie vorstehend durch
Zerlegung vom Bromid des Cholesterinacetats. Schmp.
116—117°C. [aly=—45° (¢ 0.6, CHCIl;). Ber.:®
Schmp. 116°C [a]p=—44°. Cholesterin: Wie
vorstechend durch Verseifung von Cholesterinacetat.

Schmp. 149°C [a]¥=—38° (¢=0.4, CHCl;). Ber.2®
Schmp. 147°C  [a]lp=-—38°.  Cholesterinbenzoat
Schmp. 146—147°C  [a]¥=—17° (¢ 0.6, CHCI,).

Ber.2® Schmp. 147°C [a]p——17°.

Nach gaschromatographischer Analyse im Vergleich
mit den authentischen Sterine wurde Brassicasterin
(etwa 209%) neben Cholesterin (etwa 809%) in beiden
freien Sterinen von getrocknetem und frischem Regen-
wurm entdeckt. Der Gehalt an Sterin ist mit der
Prozentsatz-Methode des Flicheninhaltes der Gas-
chromatogramme gekldrt worden.

Sterinester. Die erste Fraktion, aus der die freien
Fettsduren schon getrennt wurden, wird eingedampft
und Aceton zugegeben, wobei die Sterinester ausfallt.
Das Produkt wird abgesaugt und mit Aceton gewaschen.
Es ist Dinnschicht-chromatographisch (Benzol/rn-Hexan
3 : 7 Vol) rein, und mit dem Spriihregen der Schwefel-
siure tritt Violettfarbung auf. Ausb. 20 mg (getrock-
neter Wurm), 30 mg (frischer W.). Schmp. 80—83°C.

19) E. Fernholz und H. E. Stavely, J. Am. Chem.
Soc., 61, 142 (1939).

20) T. Matsumoto und T. Tamura, Nippon Kagaku
Zassi {J. Chem. Soc. Japan, Pure Chem. Sect.), 76, 952
(1955).

21) W. Bergmann und R. C. Ottke, J. Org. Chem.,
14, 1085 (1949).
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IR-S8pektrum ist mit den Aufnahmen der Ester verglichen
worden. Die Sterinester werden mit 109, Kalium-
hydroxid-Athanollésung 1 Std. unter Riickfluss erhitzt.
Nach iblichem Aufarbeiten werden Sterine und Fett-
sduren erhalten. Die erhaltenden Fettsiuren werden
mit Diazomethan-Atherlésung methyliert und mit
Hilfe der Dinnschichtchromatographie (1 mm Dicke)
mit Benzol/n-Hexan (3 :7 Vol) gereinigt. Die Gas-
chromatographie der Fettsiuremethylester aus den
Sterinestern von je getrocknetem und frischem Wurm
sind mit n-Cjs, n-Cj; und n-C;g Fettsduremethylester
identisch. ~Im Gaschromatogramm der erhaltenen
Sterine aus den Sterinestern von je getrocknetem und
frischem Wurm sind Cholesterin und Brassicasterin
zu erkennen.

Glyzeride. Die Mutterlauge der Sterinester wird
eingedampft. Der Riickstand wird mit Hilfe der
Diinnschichtchromatographie (1 mm Dicke) mit Benzol/
n-Hexan (3:7 Vol) gereinigt, und der gereinigte
Riickstand kann nach Diinnschichtchromatogramm?2
als Glyzeride vermutet werden. Die gleich Vermutung
wird durch IR-Spektrum erzielt. Ausbh. 022g
(getrockneter Wurm), 0.19 g (frischer W.).

Die Glyzeride werden mit 109 Kaliumhydroxid-
Athanollgsung 1 Std. unter Ruckfluss verseift und dann
setzt man 2n Schwefelsdure zu, bis die Lésung auf
Kongopapier deutlich sauer reagiert. Nach gewéhn-
licher Aufarbeitung erhilt man Fettsduren und wisserige

Die Komponenten des Regenwurms

TaBeLLE 3. DIE NIEDRIGEN
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FETTSAURE-KOMPONENTEN

VON GETROCKNETEM UND FRISCHEM REGENWURM

Fettsiure Gehalt von Fettsdure 9%

Kette Linge

C-Atom Nr. TH* Fxx
2 1.0 0.8
unbekannte 1.8 —
n-3 1.4 7.3
is0-4 1.2 0.7
unbekannte 3.9
n-4 4. 39
Methylédthyl-Essigsdure Spuren Spuren
150-5 45 15
unbekannte Spuren —
n-5 7.0 Spuren
i50-6 2.1 14
n-6 15 7.0
n-7 16 16
n-8 Spuren Spuren

* Prozentsatz ermittelt durch den

Fliacheninhalt

der Gaschromatogramme der Fettsiuremethylester
*% getrockneter Wurm, *** frischer W.

TaBeLLE 4. DIE HOHERN FETTSAURE-KOMPONENTEN DER FREIEN FETTSAUREN, AUS DEN STERINESTERN
UND AUS DEN (GLYZERIDEN VON GETROCKNETEM UND FRISCHEM REGENWURM

Gehalt von Fettsdure %*

Fettsét re I?0(}:1);:161-

E:} indun, \ . . .
gﬁ;tt?nm i\n'%e Nr./ Mglegkel f-li-eii Fettsalt:l 32 T.?‘z:rmcstell:"‘r;“ Tglyze“dﬁ?* *ok
n-12 0 Spuren  Spuren 0.4 Spuren
n-13 0 Spuren Spuren 0.4 Spuren
unbekannte-14 0 — — 0.5 Spuren
n-14 0 Spuren 0.8 1.0 1.0
is0-15 0 2.3 1.2 2.6 1.9
n-15 0 1.9 1.1 2.2 1.4
is0-16 0 3.9 0.8 2.8 2.9
n-16 0 8.1 6.7 4.7 26 8.3 10
verzweigte-17 1 (?) Spuren 3.0 Spuren Spuren
iso-17 0 7.7 4.1 6.0 7.7
n-17 0 6.8 3.4 8.2 17 5.9 7.7
n-18 1 21 12 22 24

n-18 0 17 15 87 57 20 25
verzweigte-19 1 (?) 7.3 5.8 2.4 2.4
unbekannte-19 1 () 4.2 — 2.4 2.4
n-19 0 1.3 Spuren 0.6 1.4
unbekannte-20 1 () Spuren Spuren - 1.0
n-20 1 15 34 17 11

n-20 0 Spuren 8.7 0.8 Spuren
n-21 1(M 0.6 —
n-22 1 1.4 -
n-22 0 1.4 —

* Prozentsatz ermittelt durch den Flicheninhalt der Gaschromatogramme der Fettsiuremethylester

** getrockneter Wurm, *** frischer W.

22)

H. Brockmann und F. Volpers, Ber., 82, 95 (1949).
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TABELLE 5.

[Vol. 40, No. 4

Die STERIN-KOMPONENTEN VON GETROCKNETEM UND FRISCHEM REGENWURM

Gehalt von Sterin %*

Sterinart freie Sterine Sterinester
TH#* Tk Tk Pk
Cholesterin 80 80 70 60
Brassicasterin 20 20 30 40
Provitamin D#%#* 1.7 —

* Prozentsatz ermittelt durch den Flicheninhalt der Gaschromatogramme der Sterine
** getrockneter Wurm, *** frischer W., *¥** Quantitit durch UV Adsorption

Fraktion. Die gewonnenen Fettsiuren werden zunachst
mit Diazomethan-Atherlésung methyliert und dann
auf die vorstehende Weise der Diinnschichtchromato-
graphie gereinigt und gaschromatographisch bearbeitet.
Die wisserige Fraktion von Verseifungsglyzeride wird
mit wisserigen Natriumbicarbonat genau neutralisiert,
und in Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird
in Methanol aufgenommen. Nach Filtration der
Losung wird das Methanol abdestilliert. Der Riickstand
gibt bei der Erhitzung fliichtige Bestandteile, die mit
Kaliumbisulfat bei weiterer Erhohung der Temperatur
zu Acrolein werden. Wird ein Reagenzpapier mit
wissrigen 5%, Nitro-Prussidnatrium und 209, Pyperizin
behandelt, so tritt bei Dampfbehandlung des Acrolein
Blauférbung auf, die nach Behandlung mit 2n Kalilauge
rosa Farbe annimmt. Die Quantititsbestimmung des
Glyzerin wird nach der Methode von Malaprade?®)
als 21.8%; von Glyzeride errechnet.

Resultate und Diskussion

Die Resultate sind in Tabellen 3, 4 und 5 gegeben.

Es hat sich ergeben, dass in den Fettsduren, die
durch Verseifung der Glyzeride von getrocknetem
und frischem Regenwurm gewonnen werden,
ungeradzahlige gesittigte und isomere Fettsduren,
neben gewohnlichen geradzahligen gesittigen
Verbindungen, enthalten sind. Die Fettsduren

23) L. Malaprade, Bull. Soc. Chim. France (4e), 43,
683 (1928); (5¢) 1, 833 (1934).

aus den Glyzeriden haben ahnliche Komponenten
wie in den freien Fettsiuren von gleichen Wurm.

In Verseifungsfett der Sterinester kann bei
entsprechenden Untersuchungen ungeradzahlige
gesittigte Fettsdure gefunden werden.

Wir kommen zu folgendem Ergebnis. Ungerad-
zahlige gesittigte und isomere Fettsiduren sind
urspriingliche Bestandteile im Lumbricus Spencer,
wobei diese genannten Sduren wie gewdhnliche
geradzahlige Fettsiuren verwertet worden sind.
Das gleiche Ergebnis, dass ungeradzahlige gesiitt-
igte Fettsduren wie gewéhnliche Verbindungen
bei einigen Tieren aufgesogen worden sind, haben
Appel und andere Forscher?4:2%) sohon berichtet.

Cholesterin  und  Brassicasterin  kénnen  zu
dhnlichen Prozenten in den Sterinen entdeckt
werden, die aus sowohl Verseifungsprodukten der
Sterinester als auch der freien Sterine des Regen-
wurms gefunden worden sind. Dies bedeutet,
dass Brassicasterin wie Cholesterin nitzlich und
wichtig fiir den Wurm sein miissen. Auch dies
wurde von Swell u. a.26-2% bei einigen anderen
Tieren beobachtet.

24) H. Appel, W. Keil, H. Bshm und G. Schiller,
Z. physiol. Chem., 266, 158 (1940); 282, 220 (1947).
25) H. Appel, W. Keil und G. Berger, ebenda, 257,
1 (1939).

26) L. Swell et al., J. Nutrition, 58, 385 (1956).

27) R. G. Gould, Circuration, 10, 589 (1954).

28) G. L. Curran und R. L. Costello, Proc. Soc.
Expl. Biol. & Med., 91, 52 (1956).




