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Mit 2 Textabbildungen
{ Eingegangen am 9. April 1965)

Der Stoffwechsel von Essigséure, Milchséure oder Citronensdure gilt als eines der
am besten bekannten Gebiete der Biochemie. Diese Erkenntnisse beriihren jedoch
fast ausnahmslos das intermedisire Stoffwechselgeschehen. Man weill durch die Arbei-
ten von LyNEN (,aktivierte Essigsdure), von MarTius und KrEBs (Citratcyclus)
oder EMBDEN und MEYERHOF (Glucose-Abbau bzw. Milchséurebildung), um nur die
bedeutendsten Pionierarbeiten zu nennen, iiber die Bildung oder Verwertung der
genannten Sduren im Zellstoffwechsel gut Bescheid.

Die Verwertung der dem Organismus iiber den Magen-Darm-Trakt zugefiihrten
Sduren ist jedoch noch wenig erforscht. Sicher ist, wie auch die hier vorgelegten Er-
gebnisse beweisen, daf die zugefiihrten ,,alimentéren’ Sduren, Essigsdure, Milchséure

* Auszug aus der Dissertationsschrift F. Mepziarapsky, Technische Hochschule Minchen
(1965).

** Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der ATF (Arbeitsgemeinschaft Industrieller
Forschungsvereinigungen) und mit Mitteln des Bundeswirtschaftsministeriums durchgefiihrt,
wofiir wir auch an dieser Stelle danken.
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oder Citronensédure, nicht ohne weiteres an den Stellen der lingst bekannten Stoff-
wechselreaktionen eintreten und von da aus, wie die ,,in-vivo-Sduren®, weiter um-
gesetzt werden.

In der vorliegenden Arbeit werden mit Hilfe radiomarkierter Verbindungen Unter-
suchungen iiber die Verwertung von Hssig-, Milch- und Citronensédure im Tierkorper
durchgefiihrt. Als Versuchstiere dienten Reinzuchtratten. Nach oraler Verabreichung
der z. T. ¥C-markierten Sduren durch Schlundsonde wurden bestimmt: Die Bildungs-
raten von 4CO,, der Verlauf der Ausscheidungsraten der unverdnderten Sduren im
Harn, ihre Retention in Blut, Leber und Niere sowie die Auswirkung der Applikation
auf die Zwischenstoffkonzentration glykolytischer Metabolite in diesen Organen.
In gesonderten Versuchen wurde der Hinbau von in die Pfortader verabreichten
Séuren in das Glykogen der Leber untersucht, mit dem Ziel, neben der Einbaurate
auch die betreffenden Stoffwechselwege dieser Verbindungen zum Glykogenaufbau
aufzuklaren.

Experimenteller Teil

1. Material

Folgende radiomarkierten Verbindungen kamen zur Anwendung: 1- und 2-“C-Essigsiure,
2-14C-Milchsédure, 1,5-14C-Citronensiure (Radiochemical Centre, Amersham, England). Samftliche
fiir die enzymatisch-optischen Analysen gebrauchten Enzyme wurden von der Firma C. F. Boeh-
ringer & Sohne, Tutzing/Obb., bezogen.

Die zur Radioaktivitdtsmessung im Fliissigkeitsscintillationsspektrometer bendtigten Scin-
tillatoren (PPO, Dimethyl-POPOP), wie auch das Silikat-Pulver Cab-0O-8il, wurden von der Firma
“Packard Instruments’” GmbH., Frankfurt a. M., - und p-Milchsiure vom ,,Serva-Entwicklungs-
labor‘‘, Heidelberg, bezogen. Die in den Versuchen verwendeten weiblichen Reinzuchtratten vom
Stamm Sprague-Dowley, mit einem Gewicht von 180—200 g, wurden mit Standardfutter ,,Altro-
min R ernahrt.

2. 100,- Bildungsraten aus “C-markierter Essig-, Milch- und Citronensdure

Den Tieren wurde 6 Std vor Versuchsbeginn das Futter entzogen. Jeweils 200 mg und 15 .C
der zur Untersuchung gelangten Verbindungen wurden in 1 ml auf pH 4 eingestellter Losung
den Tieren durch Schlundsonde verabreicht und diese rasch in die unter leichtem Unterdruck
gesetzte Stoffwechselapparatur gebrachs.

Fiir das stiindliche Auffangen von CO, wurde eine handelstibliche Apparatur der Delmar
Scientific Laboratories Inc., Maywood, I1l., USA) von uns modifiziert: Das ausgeatmete CO,
wurde in mit Glasfritten (G-4) versehenen Absorptionsfallen in 2,5 n-Natronlauge gesammelt.
Ein Glashahn-Schaltsystem ermbglicht ein schnelles Umleiten des Ausatmungs-CO, in die einzel-
nen Kolonnen. Der Tierraum der Apparatur besitzt eine Ablaufvorrichtung, durch die laufend
Harnproben unter Toluol aufgefangen werden konnten.

Die stiindlichen Ausatmungsraten wurden jeweils 8 Std lang verfolgt und sodann der letate
Stundenwert der 24stiindigen Ausatmung (23.—24. Std nach Versuchsbeginn) gesondert auf-
gefangen. In Kurzzeitversuchen wurde die 15 miniitige 14CO,-Bildung im Laufe der ersten Stunde
nach der Applikation bestimmdt.

Tm Aliquot der carbonathaltigen Losung erfolgte die Bestimmung der Radioaktivitdt im
TFlissigkeitsscintillationsmeBgerat TRI-CARB (Fa.Packard). Es wurde eine Suspensionszahlung
unter Zuhilfenahme von Silicatpuder (Cab-O-Sil) verwandt: 1 ml der alkalischen Losung wird
in das lose mit Silicatpulver gefiillte Zahlglas gegeben und anschlieBend werden 15 ml Scintil-
lationslosung (100 g sublimiertes und umkristallisiertes Naphthalin, 7,0 g PPO, 0,3g Dimethyl-
POPOP mit Dioxan pro anal. auf 1 1 aufgefiillt) zugefiigt. Nach SchlieBen des Zihlglases wird
durch kriftiges Schiitteln eine leicht triibe Gel-Suspension hergestellt und diese zur Messung ge-
bracht. Die Zahl-Ausbeutebestimmung erfolgte mit einer 4C-Benzoesdure-Standardlosung. Als
Blindwert wurde mit 1,0 ml Na,CO,-haltiger 2,5 n-NaOH.-Losung wie oben verfahren. Gemessen
wurde im optimalen 2/ B-Bereich (# = Zihlausbeute, B = Untergrund) des Gerites.

3. Bestimmung der Retentions- und Ausscheidungsraten

Neben dem Anteil der untersuchten Siuren an der Endoxydation wurde ihre Retention im
Tierkorper durch Messung der Radioaktivitdt und der Metabolitgehalte in Blut und Organen
{Leber und Niere) untersucht. Unmittelbar nach dem Auffangen der letzten **CO,-Rate wurden
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von den Tieren Blut-, Leber- und Nierenproben entnommen. Ein Teil des Blutes wurde durch
Einwiegen in vorgelegte Perchlorsiure enteiweiit (Endkonzentration der Saure 6%), mit K,CO,
neutralisiert und der Uberstand fiir die Analyse folgender Metabolite verwendet: Brenztrauben-
siure (BTS), Dihydroxyacetonphosphat (DHAP), Fructosediphosphat (FDP), Glycerinphosphat
(GP) und L-Milchsiure (L-MS). Diese Substrate wurden simtlich in zusammengesetzten enzyma-
tisch-optischen Testen (Photometer ,, Eppendorf’) bei 366 nm bestimmt (1).

Ein weiterer Teil des Blutes wurde gewogen, gefriergetrocknet, fein gepulvert und nach Ent-
farbung mit H,0, (2) mittels Silicatpulver und Dioxan-Scintillationslosung in Suspension der
Radioaktivititsbestimmung im TRI-CARB unterworfen.

Die Organproben wurden sofort nach der Entnahme in flisssige Luft verbracht, nach dem
Einfrieren in der Reibschale fein gepulvert. Fiir die Metabolitbestimmung wurde ein Teil des
Trockenpulvers enteiweilt und neutralisiert. Nach der Gefriertrocknung wurde in einem weiteren
Teil Organpulver (Binwaagen um 50 mg) mit der Suspensionszahlung die Radioaktivitit gemessen.

Zur Priifung der physiologischen Verwertbarkeit der zu den Untersuchungen gelangten
Sauren, insbesondere im Hinblick auf die Stereospezifitiit der Milchsaure, wurde in gesonderten
Versuchen jeweils 125 mg Citrat sowie L- und p-Lactat in je 1 ml mit NaOH auf pH 4 eingestellt.
Diese Losungen wurden mittels Schlundsonde den Tieren verabreicht, diese anschliefend 72 Std
bei ausschlieBlicher Trinkwasserversorgung in der Stoffwechselapparatur belassen. Der Harn der
Tiere wurde aufgefangen und nach Bestimmung des pH-Wertes mit Perchlorsiure enteiweif3t
und dann im Neutralisat die entsprechenden Substratkonzentrationen analysiert.

Die Bestimmung der Citronensiure erfolgte colorimetrisch nach Narerson u. Mitarb. bzw.
Errror (3, 4): Citronensiure wird mit KMnO, und KBr oxydativ in Pentabromaceton tberfiihrt.
Diese Verbindung liefert mit Thioharnstoff einen Farbkomplex, dessen Farbintensitét bei 430 nm
bestimmt wird.

L-Milchséure wurde im enzymatisch-optischen Test mit Hilfe von Lactatdehydrogenase be-
stimmt (1).

Die Analyse der Gehalte an pr-Milchséiure erfolgte auf colorimetrischem Wege nach der
Methode von BARKER und SUMMERSON (5). Mit diesem Verfahren wird nach Entfernung der Stor-
substanzen Milchsiure mit konz. H,80, in Acetaldehyd tiberfithrt. Der mit p-Hydroxydiphenyl
entstehende Farbkomplex wird bei 560 nm colorimetriert.

Der p-Milchsgure-Gehalt wurde durch Differenzbildung aus dem Ergebnis der Gesamtmilch-
sdurebestimmung und der enzymatischen L-Lactat-Analyse errechnet.

4. Pfortaderinfusion von L- und D-Lactal

In dieser Versuchsreihe wurde der Stoffwechsel von n-Milchsdure nach unmittelbarem Ein-
bringen in die Blutbahn (Pfortader-Infusion) durch Analyse der »- und r-Milchsiuregehalte und
der Konzentration glykolytischer Metabolite untersucht:

Reinzuchtratten wurden 12 8td vor Versuchsbeginn das Futter entzogen, die Tiere mit
Urethan in Narkose versetzt (1,8 ml 209, ig intraperitoneal), die Bauchhohle getffnet und die
Pfortader sowie die vena cava von dem umgebenden Fettgewebe freigelegt. Vor der Infusion wur-
den fiir die Bestimmung der Normalwerte Blut- und Leberproben entnommen. Blut wurde aus
der vena cava entnommen (ca. 0,2 ml), mit vorgelegter Perchlorsdure rasch enteiweiBt und mit
K,CO; neutralisiert. Zur Entnahme der Leberproben wurde ein Teil eines Leberlappens abge-
bunden, das Gewebestiick mit den Aluminium-Backen einer in flissiger Luft vorgekiihlten
Frierstoppzange umschlossen, abgetrennt und schuell in fliissige Luft gebracht. Die eingefrorenen
Leberproben wurden in fliissiger Luft pulverisiert und in vorgelegte Perchlorsiure eingewogen.
Nach der Neutralisation der sauren Extrakte mit K,CO, wurde im klaren Uberstand die Sub-
stratbestimmung durchgefiithrt.

Die Verabreichung von pr- und p-Lactat erfolgte ebenfalls durch Pfortaderinfusion. 0,9 bis
1,4 mmol der Verbindungen wurden in 0,5 ml Wasser bzw. in einigen Versuchen in Periston
(Polyvinylpyrrolidon — Blutersatzmittel) gelést und mit einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min
in die Pfortader infundiert. Mit dieser Technik gelang es, in einigen Fallen von einem Tier
4—>5 Blut- und Leberproben zu entnehmen.

In den Neutralisaten wurden analysiert: Gesamtmilchsiure (5) sowie L-Milchsiure, Glycerin-
phosphat, Brenztraubensiure, Dihydroxyacetonphosphat und Fructosediphosphat im zusam-
mengesetzten enzymatischen Test (1).

9. Binbauraten in das Leberglykogen, Glykogenisolierung und Hexoseabbau
In weiteren Versuchsreihen wurde der Einbau der alimentdren Siuren in das Glykogen der
Leber verfolgt. Appliziert wurden 1- und 2-14C-Acetat, 1- und 2-1C-Lactat sowie 1,5-14C-Citrat.
50—80 p.C und 1 mmol. (Tragersubstanz) dieser Verbindungen wurden, wie oben beschrieben, in die
Pfortader infundiert.
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Citrat konnte nicht in den mit Acetat und Lactat vergleichbaren Mengen in die Blutbahn
eingebracht werden, da schon 0,15 mmol der Verbindung einen abrupten Herzstillstand bei den
Tieren verursachte. Der wahrscheinliche Grund dieses Effektes ist der Entzug der Ca-Tonen des
Blutes durch Komplexbildung mit Citrat und die somit erfolgte Stillegung des Herzens. Mit
0,5 ml 3,8%iger Citratlosung konnte jedoch die Infusion durchgefiihrt werden.

Der Hungerzustand der Tiere vor Beginn dieser Versuche betrug 15 Std. 30 min nach der
Infusion wurde die Leber mit der Frierstoppzange entnommen und in fliissige Luft getaucht.
Nach dem Wiegen wurde das Organ unter Zusatz von flissiger Luft fein gepulvert, mit heiBer
309%iger Kalilauge im Verbaltnis 3 ml zu 1 g Leber iibergossen und 30 min in ein kochendes
Wasserbad gestellt. Die fast klare, rotbraune Losung (geringe EiweiSriickstinde bleiben als feiner
Niederschlag ungelost) wurde abgekithlt, mit gesattigter Natriumsulfatlosung im Verhiltnis
0,5ml zu 1 g Leber versetzt und unter Rithren das 1,2fache Volumen an 96%,igem Alkohol zu-
gefiigt. Der schwach. braunliche Niederschlag, der das Rohglykogen darstellt, wurde 5 min bei
1000 g abzentrifugiert und ohne weitere Reinigung 2 Std mit n-H,S0, bei 100° C hydrolysiert.
Das Hydrolysat wurde mit Tonenaustauscher entsiuert und aliquote Teile des neutralisierten
Glykogenhydrolysats wurden zur Bestimmung der Gesamtradioaktivitit (Rohaktivitit) und der
Glucosekonzentration verwendet. Die Messung der Radioaktivitit erfolgte im TRI-CARB-Gerit
unter Verwendung einer Dioxan-Scintillationslésung. Die derart erhaltenen Rohaktivititswerte
dienten als Hinweis auf die Hohe des Einbaus an verabreichten Substanzen in das Glykogen
der Leber.

Die Glucosebestimmung erfolgte enzymatisch-optisch mit Hilfe der Enzyme Hexokinase und
Glucose-6-phosphatdehydrogenase.

Die aus dem neutralisierten Glykogenhydrolysat gewonnene Glucose wurde einem chemischen
Abbauverfahren nach Simow und STEFFENS (6) unterworfen. Dieses Verfahren gestattet, durch
sukzessiven Abbau der Hexose die Radicaktivitit an jedem Kohlenstoffatom der Glucosekette
zu ermitteln.

Die Radioaktivitit des im Laufe des Abbaues zunéchst hergestellten Osazons bzw. Phenyloso-
triazols der Glucose wurde bestimmt, als ,,Feinaktivitit'‘ bezeichnet und diese MeBwerte als Maf
des Glykogeneinbaues betrachtet. Als Einbaurate wird der Anteil der Feinaktivitit an der gesamt
verabreichten Radioaktivitit, bezogen auf Organgewichtseinheit, definiert. Die im Laufe des
Abbaues anfallenden festen Verbindungen wurden teils durch oxydativen AufschluB mit KCIO,
im geschlossenen Bombenrohr bei 650° C in CO, umgewandelt, dann die Radioaktivitit des
1C0, in Proportional-Gasfiilllzahlrohren ausgemessen, teils wurde in einer Vereinfachung der
MeBmethodik anstelle der Gasphasenmessung die Messung der Radioaktivitit der Derivate in
geloster Form im FliissigkeitsscintillationsmeBgerat ,, TRI-CARB** durchgefiibrt. Aus Verbin-
dungen freigesetztes CO, wurde in Hyamin aufgefangen und der Gehalt an *CO, nach Zusatz von
Scintillationslésung im ,,TRI-CARB" bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Der Verlauf der CO,-Ausatmung nach Verabreichung der untersuchten markierten
Séuren (Abb. 1) 1aBt bei der Verwertung dieser Verbindungen im Tierkérper eine
hohe Endoxydation erkennen. Citronenséure zeigt in relativ kurzer Zeit (3 Std) eine
hohe 14C0O,-Ausatmungsrate. Die entsprechenden Maximalwerte fiir Essigsdure und

Milchséure erscheinen erst in der
ar 5. bzw. 4. Stunde. Diese Unter-
% schiede im zeitlichen Ablauf der

Endoxydationsraten treten noch
g deutlicher in den XKurzzeitver-

suchen hervor (Abb. 2). Der im
v Gegensatz zu Bssig- und Milch-
sdure sprunghaft einsetzende
Anstieg der CO,-Bildung aus

Verabreichfe Aktivitdt

Abb. 1. #CO,-Bildungsraten nach oraler Ver-
abreichung von *C-markierter Essig-, Milch-
und Citronenséure.

X = 2-14C-Essigsfiure, 5§ = 2-!*C-Milchsiure,
o == 1,5-1C-Citronensiure
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1,5-1C-Citronensdure (bereits 30 min nach der oralen Verabreichung) weist auf eine
bevorzugte und beschleunigte Zufuhr dieser Verbindung zur Endoxydation hin.

Der Verbleib der verabreichten Siuren im Organismus, gemessen am Ende der
24 stindigen Ausatmungsperiode, fallt bei einer mengenméafBigen Bilanz gering aus.

4 -

Tabelle 1. Retentionsraten der Radioaktivitit in Blut, Leber und %{

Niere 24 Std nach oraler Verabreichung von 14C-Acetat-, Lactat-
und Citrat

&
S
3
Retentionsraten je g Frischgewicht B
bezogen auf verabreichte Aktivitit A 2 ]‘
Verabreicht - g | o
Blut Leber Niere S
% % % g7 N
_ = -
1-4C-Acetat . . 0,024 0,10 ’ 0,10 "
2-14C-Acetat . . 0,036 0,18 [ 0,06 H 0 Mn &
2.14C-Lactat . . 0,042 0,06 ‘ — Zeit
1,5-4C-Citrat . 0,004 0,02 0,49 : Abb. 2

Abb. 2. *CO,-Bildungsraten nach oraler Verabreichung von “C-markierter Essig-, Milch- und Citronensiure.
Kurzzeitversuche. X = 2-14C-Essigsdure, o = 2-1*C-Milchsiiure, 0 = 1,5-14C-Citronensiure

Die Retentionsraten der Radioaktivitét in Blut und Leber zeigen fiir Citronensiure
einen rund 10mal niedrigeren Wert gegeniiber Essig- und Milchsiure (Tab. 1). Hin-
zuweisen ist demgegeniiber auf den relativ hohen Radioaktivititsgehalt der Niere
nach Gaben von Citronenséure. Die Konzentrationen glykolytisch bedeutsamer Meta-
bolite, gemessen im Rahmen der Retentionsbestimmung, ergaben erwartungsgemiB
24 Std nach der Applikation keine wesentliche Verinderung gegeniiber den Normal-
werten (Tab. 2). :

Tabelle 2. Metabolitkonzentrationen in Blut, Leber und Niere 24 Std nach oraler Verabreichung
von Acetat, Lactat und Citrat

Metabolitkonzentration in wmol je g Frischgewicht
Verabreicht BTS LMS GP DHAP TDP Glucose
in in in in in in
a) Blut
Acetat 0,29 ! 1,95 ( — 0,02 ’ — 5,34
Lactat 0,12 1,89 — 0,05 — 4,56
Citrat 0,40 210 | — 002 | — 4,03
b) Leber
Acetat 0,05 2,40 0,87 0,03 0,06 J 7,7
Lactat — 4,12 1,39 — 0,025 \) 8.9
Citrat 0,08 4,64 1,13 0,03 0,06 | 11,5
c) Niere
Acetat 0,02 ! 3,58 0,13 0,03 0,05 2,3
Citrat 0,06 \ 4,18 1,27 0,03 0,08 3,2
d) Normalwerte
Blut 0,15 2,9 —_ — 0,037 | 4,5
Leber 0,97 1,32 0,17 0,05 001 | 89
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In Ubereinstimmung mit dem gemessenen, relativ hohen Radioaktivitatsgehalt
der Niere nach Verabreichung von Citronensédure ist in einem starken AusmaB die
Ausscheidung dieser unverdnderten Saure via Niere festzustellen. Substratbestimmun-
gen im Harn ergaben (Tab. 3), dall bereits 2 Std nach Verabreichung von 0,65 mmol

Citrat eine Ausscheidungs-
Tabelle 3. Ausscheidungsraten nach oraler Verabreichung von  rate von 24 pumol/ml resul-

125 mg (0,65 mmol) Citrat tiert, die im spéteren Ver-
Zeit H Ausscheidungsrate | Gesamtausscheidung lauf der Ausscheidung a’uf
iu $td, min b wmol/ml umol 52 pumol/ml Harn anstieg.
Nach 24 Std ist die Aus-
Normalwert 6,0 1,34 - scheidung in diesen hohen
2,10 9.2 24,32 44,48 Raten beendet. Innerhalb

2,45 9,2 30,46 15,52 .
3.35 9.3 36,30 19.63 von 72 Std verlassen 24 9%,
5,30 9,3 42,29 13,95 der zugefihrten Menge an
ég,ig g’:?)’, ?g,g? 42,2 Citronensdure unveridndert

34,30 6,0 5,04 2,36 dengmrkor%er' bni

43,15 5,9 5,28 2,17 leses  Mrgebms, wo-
58,00 5,7 5,86 2,92 nach ein grofier Teil der zu-
72,00 5,7 5,89 1,68 gefiithrtenCitronensiure un-
Gesamtausscheidung in 72 Std: 156,10 pmol = 249, der  veréndert durch den Harn
verabreichten Menge. ausgeschieden wird, ist fiir

bestiramte Bereiche der the-
rapeutischen oder difitetischen Praxis bedeutungsvoll. Wir denken in diesem Zusammen-
hang z. B. an Félle von Nierenerkrankungen, wobei vielerorts noch in Kliniken oder
von Arzten eine sofortige Umstellung von Essig auf Citronensaft bei der Ansénerung
von Salaten empfohlen wird. Die eben dargelegten Befunde kénnen ebenfalls zur
Erklirung der Wirkung der sog. ,,Schaukeldiit” dienen, also einem wechselnden
Umstellen des Harn-pH vom Sauren zum Alkalischen. Dieser Therapieversuch wird
héufig zur Entfernung von Nierensteinen angewendet.
Nach oralen Gaben von v-Milchsdure, der ,,physiologischen S&ure, ist deren
Ausscheidung durch die Niere mit 0,229, der verabreichten Menge gering (Tab. 4).

Tabelle 4. Ausscheidungsraten nach oraler Verabreichung von 125 mg (1,39 mmol) L- Lactat

Gesamtaussch.
(St%l?lttnin) PH -MS DL-MS D-MS DL MS DS
wmol/ml wmol/ml wmol/ml J pnol vmol

Norm. W. 6,0 0,18 1,55 1,36 7,5 — —
2,10 8,0 0,45 0,91 0,43 0,9 0,29 0,26
2,45 9,5 0,19 0,59 0,40 2,1 0,10 0,22
3,45 9,5 0,21 0,69 0,48 2,3 0,12 0,18
6,40 9,5 0,28 0,94 0,66 2,3 0,22 0,53
13,55 7,7 0,33 1,13 0,80 2,4 0,48 1,17
19,20 6,0 0,37 1,35 0,98 2,6 0,13 0,35
21,55 5,7 0,44 1,99 1,55 3,5 0,16 0,57
28,30 5,7 0,36 1,60 1,24 3,4 0,20 0,68
34,40 6,5 0,31 1,34 1,03 3,3 0,32 \ 1,07
43.25 6,3 0,55 1,59 1,04 1,8 0,38 0,72
49,50 5,9 0,51 1,38 0.87 1,7 0,27 0,47
58,10 6,0 0,29 1,85 1,56 5,3 0,20 1,11
72,00 6,0 0,28 2,23 1,95 6,9 0,15 1,04

Gesamtausscheidung in 72 Std: 11,40 pmol (3,09 -MS, 8,37 p-MS8) = 0,89 der verabreichten

Menge.
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Die auBerdem relativ verzogert einsetzende Ausscheidung 1a8t sich auch aus dem
Verbiltnis von ausgeschiedener - zur L-Form dieser Sdure feststellen. Die anféing-
liche Relation 1- zu D-Lactat von 0,9 erreicht erst innerhalb von 72 Std mit 0,69
etwa den Normalwert. p-isomere Milchsidure dagegen wird rasch und in hohen Raten
im Harn unverdndert ausgeschieden. 369, der applizierten p-Milchséure verlifit in
72 8td den Organismus (Tab. 5), wobei schon 3 Std nach der Verabreichung rund
200 ymol/ml im Harn gemessen wurden und die Hauptphase der Ausscheidung nach
14 Std beendet ist.

Tabelle 5. Ausscheidungsraten nach oraler Verabreichung won 125 mg (1,39 mmol) »-Lactat

Gesamtaussch,
(Stgfi&jn) pH -MS DL-MS D-MS D/L TS DS
pmol/1 pmolfml wmol/l pmol/l pmol pmol

Norm. W. 6.0 0,18 1,55 1,36 7,5 — —

2,10 7,0 0,80 82,89 82,09 102,3 1,36 167,10
2,45 9,0 2,66 204,56 201,90 75,6 2,24 149,22
4,35 9,0 141 107,77 106,36 75,3 0,75 56,54
13,45 9,0 1,13 18,80 17,67 15,6 1,06 16,50
19,10 6,8 1,20 5,49 4,29 3,5 0,55 1,35
24,20 6,5 0,79 3,72 2,93 3,7 0,27 1,72
34,30 6,0 0,68 3,02 2,34 3.4 0,35 1,05
43,15 6,3 0,66 3,28 2,90 44 0,45 1,94
52,25 6,3 0,65 4,13 3,48 5,3 0,29 1,57
72,00 6,4 0,72 4,41 3,69 5,1 0,51 2,03

Gesamtausscheidung in 72 Std: 507,14 mmol (8,12 1-MS, 499,02 p-MS) = 36,59, der verab-
reichten Menge.

Von besonderer Bedeutung scheint uns die Beobachtung zu sein, wonach in der
Phase der erhohten Ausscheidung der alimentédren Siuren (Citronensiure, p-Milch-
sdure) eine Verschiebung des
Harn-pH von 6 aufden Wert9  Tabelle 6. L- und D-Laclaigehalt in Blut noch portaler Ver-
stattfindet. Ferner 138t sich abreichung von 1,4 mmol pL-Lactat
- AR (FG = Frlschgewmht)
jedoch in geringem Ausmal}

eine Relation der Awusschei- Zeit Hungerzust. L-M§ D-MS

. . min Std in pmolje g FG |in umol je g FG
dung der beiden stereoiso-
meren Milchsduren zueinan- Normalwert 15 3,6 0.7
der feststellen. Die Beobach- 11 15 15,5 5,4
tung, daB Gaben von p-Milch- 30 15 8,2 56

sdure auch eine Erhohung der
Ausscheidungsraten der L-Saure zur Folge haben, deutet auf einen méglichen Ein-
fluf} des p-Isomeren auf den r-Lactatgehalt im Organismus.

Das Einbringen von prL-Lactat in die Pfortader fiihrt zu unterschiedlicher Erho-
hung der Gehalte an L- sowie D-Milchsdure im Blut. Bei einer hohen Konzentration
des L-Isomeren wird p-Lactat bis zu einem Schwellenwert von 5,5 umol/g Frisch-
gewicht aufgenommen (Tab. 6). Ein derartiger D-Lactat ,,Schwellenhdchstwert
konnte auch in der Leber festgestellt werden (Tab. 7). Auch im Falle einer hdheren
Konzentration dieser Verbindung im Blut bleibt der p-Lactatgehalt in der Leber
(mit dem Wert von 1,8 p,mol/g Frischgewicht) unverdndert. Es kann daher angenom-
men werden, daf das einen maximalen Wert iibersteigende Angebot an p-Lactat
aus dem Blut durch die Niere ausgeschieden wird (Tab. 4). Die Frage nach einem
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besonderen Verwertungsweg fiir n-Milchsdure im Organismus erscheint nach diesen
Ergebnissen berechtigt.

Uber Versuchsreihen und Ergebnisse mit Acetat in Blut und Organen, nach ent-
sprechenden Belastungen, wird in Kiirze gesondert berichtet. Diesbeziigliche Vor-
untersuchungen vgl. (8).

Tabelle 7. Metabolitkonzentrationen in Leber und Blut nach portaler Verabreichung von 0,9 mmol
D-Lactat. (Hungerzustand: 6 Std)

Zeit L-MS 1 D-MS | BTS { GP [ DHAP | FDP
min, in pmol je g Frischgewicht
Normalwert 2,6 ‘ 0,3 0,08 0,24 0,04 0,08
30 5,3 1,8 0,03 1,00 0,04 0,08
51 13,7 1,8 0,07 1,21 0,05 0,09
51 (Blut) 7,6 3.7 0,22 — — —

Der Einbau der untersuchten Siuren in das Glykogen der Leber ist groBen-
ordnungsméBig gering. Die maximalen Einbauraten betrugen an Milchsdure 0,39,
an Citronenséure 0,179% und an Essigsiure 0,08% (in 9% der verabreichten Menge).
Nach portaler Verabreichung von 2-14C-Acetat, 1- und 2-C-Lactat und. 1,5-14C-Citrat
hat RavscrENBACH (9) die Verteilung der Radioaktivitdt im Molekiil der aus dem
Glykogen gewonnenen Glucose gemessen (Tab. 8).

Tabelle 8. Prozentuale Verteilung der Radioaktivitit in der Qlykogen-Glucose nach intraportaler
Infusion von “C-markiertem Acetat, -Lactat und -Citrat (9, 10)

Verteilung der Radioaktivitédt bei

Verabreicht C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 Summe

in in in in in in in

% % % % % % %

2140 Lactat. . . 18,1 23,2 5,1 14,6 18,7 20,1 99,8
2.14C.Lactat. . . 16,4 23,1 4,7 3,24 19,2 96,3
1-4C-Lactat. . . 1,2 9,6 38,4 47,1 5,3 0 101,6
1-4C-Lactat. . . 4,0 6,9 43,6 47,0 9,1 0 110,6
2.0 Acetat. . . 22,5 22,5 7,1 114 18,2 92,6 104,3
2-14C-Acetat. . . 20,2 18,5 6,5 7,2 224 22,6 97,4
1,5-14C-Citrat . . 1.5 6,7 41,6 47,6 0,8 0,3 98,5
1,5-14C-Citrat . . 0 11,9 39,2 50,2 1,5 0 102,8

2.14(C.Acetat wird hauptsichlich in die Kohlenstoffatome 1, 2, 5, 6 der Glucose
eingebaut. Ein viel geringerer Teil der Radioaktivitat kann in C-3 und. C-4 festgestellt
werden. 2-1C-Lactat filhrt zu einer 1,2-und 5,6-Markierung der Hexose in fast gleich-
hohen Raten. Mit 1-24C-Lactat findet sich die Radioaktivitit zum iiberwiegenden
Teil in C-3 und C-4. 1,5-1C-Citrat fithrt zu einer iiberwiegenden C-3 und C-4-Mar-
kierung. Uber die theoretischen Konsequenzen dieser Ergebnisse wird an anderer
Stelle berichtet (10).

Grundsitzlich 148t sich aus den erhaltenen Verteilungsmustern tber die gluco-
neogenetische Verwertung der alimentéren Sauren folgende Deutung ableiten:

Lactat kann auf folgende Weise zur Neubildung von Glucose verwendet werden:
a) iiber Pyruvat durch die oxydative Decarboxylierung zu Acetyl-CoA, das nach
Durchlaufen des Citratcyclus Oxalacetat liefert. Diese Verbindung kann in der Utter-
Reaktion durch Phosphorylierung und gleichzeitige Decarboxylierung in Phospho-
enolpyruvat (PEP) umgewandelt werden. Die weitere Verwertung von PEP zu Glucose
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erfolgt dann in einer Umkehr der reversiblen glykolytischen Reaktionskette. 2-14C-
Lactat wiirde auf diesem Wege zu einer 3,4-Markierung der (lucose fithren. Das C-1
Atom von 1-%C-Lactat wird bei der Umwandlung in Acetyl-CoA eliminiert. Aller-
dings kann das 1CO, durch die reduktive Carboxylierung von Pyruvat mit Malat-
Enzym Apfelsiure und somit auch Oxalacetat und PEP ergeben. Auf diesem Wege
fithrt der Einbau von 1-1*C-Lactat zu einer 3,4-Markierung der Glykogen-Glucose.

b) Lactat kann tiber Pyruvat und dessen direkte Carboxylierung zu Malat Oxal-
acetat und PEP liefern. 2-14C- bzw. 1-C-Lactat miissen durch diese Reaktionsfolgen
eine 1,2,5,6- bzw. 3,4-Markierung der Hexose ergeben.

¢) Obwohl die Direktphosphorylierung von Pyruvat zu PEP an der Pyruvat-
Kinase als Umkehr der Glykolysereaktion energetisch ungiinstig ist, weil sie hohe
ATP-Konzentrationen erfordert, konnte die Existenz dieser Reaktion im tierischen
Organismus von mehreren Arbeitskreisen bestitigt werden. Auf diesem Wege koénnte
aus 2-14C- bzw. 1-14C-Lactat iiber gleichmarkiertes Pyruvat und PEP 2,5- bzw. 3,4-
markierte Glucose resultieren.

Methylmarkiertes Acetat fithrt im Citratcyclus zur Markierung der mittleren
C-Atome von Succinat und Oxalacetat. Die Bildung von PEP aus Oxalacetat, wie
oben beschrieben, fihrt zur Markierung der Methyl- und Carboxylgruppe und zum
Einbau der Radioaktivitit in die C-Atome 1, 2, 5, 6 der Glucose. Das Wiedereintreten
von Oxalacetat in den Citrateyclus liefert carboxylmarkiertes Succinat, Oxalacetat
und Pyruvat und somit auch eine zusétzliche 3,4-Markierung der Glucose. Da dieser
Wiedereinbau erst nach 2 weiteren Umldufen des Cyclus zustandekommt, tritt in der
Zwischenzeit eine Isotopenverdiinnung durch die endogen entstehenden Substrate
ein. Das Ergebnis dieses verzogerten Einbaues ist eine relativ geringe Radioaktivitit
in den C-Atomen 3 und 4 des Zuckers.

Das C-1-Atom von 1,5.1C-markiertem Citrat wird im Citratcyclus durch die
Decarboxylierung von «-Ketoglutarsiure eliminiert. Der Rest des Molekiils ergibt
carboxylmarkiertes Oxalacetat. Diese Verbindung wird durch diephosphorylierende
Decarboxylierung in carboxylmarkiertes PEP umgewandelt, das in der reversiblen
glykolytischen Reaktionskette zu einer 3,4-Markierung der Glucose fithrt.

Zusammenfassuny

Per os verabreichte Hssig-, Milch- und Citronenséure wird innerhalb von 24 Std
zum iiberwiegenden Teil der Endoxydation zugefithrt. Nach 60 min werden von den
verabreichten Mengen bei Citronensdure 39, bei Essigsdure 1,5% und bei Milch-
séure 0,99 als CO, ausgeschieden. Metabolit- und Radioaktivitétsbestimmungen
lassen eine nur geringe Retention der genannten Siuren im Tierkorper feststellen.

- Von oral zugefiihrter Citronensdure wird innerhalb von 24 Std rund 209, un-
verdndert durch die Niere ausgeschieden.

Es besteht ein wesentlicher Unterschied in der Verwertung der zwei Stereoiso-
meren der handelsiiblichen Milchséure. D-Milchsiure wird rasch und in hohen Raten
ausgeschieden. 14 Std nach der Verabreichung lassen sich bereits 309, der oral zu-
gefiihrten p-Milchsdure im Harn unverindert nachweisen. Sowohl im Blut als auch
in der Leber wird trotz Uberangebotes durch intraportale Verabreichung ein maxi-
maler Grenzwert von 1,8 bzw. 5,5 umol/g im Blut bzw. ymol je g Frischgewicht an
D-Lactat nicht tiberschritten. r-Lactat wird unter gleichen Bedingungen nicht oder
kaum ausgeschieden. In Blut und Leber finden sich nach r-Lactatgaben relativ hohe
Gehalte dieses Substrates.
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Intraportal verabreichtes Lactat, Acetat oder Citrat wird in das Glykogen der
Leber eingebaut. Die gemessenen Einbauraten zeigen jedoch nur einen relativ gerin-
gen Anteil dieser Verbindungen an der Glykogen-Neubildung. Die maximalen Ein-
bauraten sind bei Lactat 0,39, bei Acetat 0,089 und bei Citrat 0,179%,. Die Ver-
teilung der Radioaktivitdt in der Glykogen-Glucose nach Pfortaderinfusion von
2-140-Acetat, 1- und 2-4C-Lactat oder 1,5-4C-Citrat zeigt, dafl Acetat und Citrat
iiber die Reaktionsfolgen des Citronensdurecyclus zur Glykogen-Neubildung in der
Leber verwertet werden. Als Hauptweg des Glykogeneinbaues von Lactat wird die
reduzierende Carboxylierung mit Malat-Enzym (,,malic enzyme™) des aus Lactat
gebildeten Pyruvates erkannt. Daneben wird Pyruvat ebenso iiber den Citronen-
séurecyclus und die direkte Phosphorylierung mit Hilfe von Pyruvatkinase zu Phos-
phoenolpyruvat in die gluconeogenetische Reaktionskette eingeschleust.

Aus den vorgelegten Ergebnissen werden Schlulifolgerungen fir die therapeutische
und didtetische Praxis gezogen. Eine in Krankheitsféllen (z. B. Nierenerkrankungen)
empfohlene Umstellung von Essig auf Citronensaft ist nach diesen Stoffwechsel-
untersuchungen nicht gerechtfertigt.
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Zur Bestimmung des Monomerengehaltes in Polystyrol

Von
W. GROEBEL

Mitteslung aus dem Chemischen Landes-Untersuchungsamt Nordrhein-Westfalen in Miinster
Mit 1 Textabbildung
( Eingegangen am 2. Juli 1965)

Zur Beurteilung eines Bedarfsgegenstandes aus Polystyrol ist es erforderlich, die
fliichtigen Anteile des Kunststoffes quantitativ zu bestimmen, da der Gehalt dieser
Anteile nach den Empfehlungen des Bundesgesundheitsamtes (1) auf 0,6 % begrenzt ist.
Im wesentlichen diirfte nicht-polymerisiertes Styrol den Anteil der fliichtigen Stoffe
bestimmen und auch dafiir verantwortlich sein, wenn eine unerwiinschte und unzu-
lassige geruchliche und geschmackliche Beeintréchtigung eines Lebensmittels eintritt,
das in einem Polystyrolbehélter aufbewahrt wird. Die Kenntnis des Monomeren-
gehaltes ist deshalb fiir die Beurteilung eines Kunststoffes von Bedeutung.

Fiir die Bestimmung des monomeren Styrols in Polystyrol sind verschiedene
Methoden vorgeschlagen worden, von denen wir bisher die spektralphotometrische
von EISENBRAND (2) mit gutem Erfolg angewandt haben. Wesentlich einfacher aber



