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Stoffwechseluntersuchungen mit Essig-, Milch- 
und Citronens~iure 

Von 

~EDOt~ MEDZIHI~ADSKY ~ rind WALTHER LAMPRECHT 
Unter experimenteller Mitarbeit yon PETE~ RAVSCHENBACK nnd I~EID1 0FFtIAUS 

Mitteilung aus dem Biochemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Mi~nchen, 
M i~nchen. P asing** 

Mit 2 Textabbildungen 

(Eingegangen am 9. April 1965) 

Der Stoffwechsel yon  Essigs~ure, Milchs~ure oder Citronens~ure gilt als eines der 
am besten b e k a n n t e n  Gebiete der Bioehemie. Diese Erkenntn isse  berfihren jedoeh 
fast ausnahmslos das intermedi~re Stoffwechselgesehehen. Man wei~ dureh die Arbei- 
t en  yon  LYN~N (,,aktivierte Essigs~ure"), yon  MARTIUS u n d  K~]~Bs (Citrateyelus) 
oder EMBDEN und  MnYEn~OF (Glueose-Abbau bzw. Milchs~urebildung), u m  nu r  die 
bedeu tends ten  Pionierarbei ten  zu nennen ,  fiber die Bi ldung oder Verwertung der 
genann t en  S£uren im Zellstoffweehsel gut  Bescheid. 

Die Verwertung der dem Organismus fiber den Magen-Darm-Trakt  zugeffihrten 
S~uren ist jedoch noch wenig erforscht. Sicher ist, wie aueh die hier vorgelegten Er- 
gebnisse beweisen, clat~ die zugeffihrten , ,aliment~ren" S~uren, Essigsi~ure, Milchsi~ure 

* Auszug aus der Dissert~tionsschrift F. !V~EDZII-11CADSK¥, Techaisehe Hochschule Mfinchen 
(1965). 

** Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der AIF (Arbeitsgemeinsch~ft Industrieller 
Forschungsvereinigungen) und mit Mitteln dos Bundeswirtschaftsministerinms durchgeffihrt, 
woffir wir auch an dieser Stelle danken. 

Herrn Dr. F. M~a~T~Ns sind wir ffir grunds~tzliche Anregungen zu diesem Them~ dankbar. 
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oder Citronensaure,  n icht  ohne weiteres an  den Stellen der lgngs~ be ka nn t e n  Stoff- 
wechselreaktionen e in t re ten  u n d  yon  da aus, wie die , , in-vivo-Sauren",  welter um-  
gesetzt werden. 

I n  der vorl iegenden Arbei t  warden mi t  Hilfe radiomarkier ter  Verb indungen  Unter -  
suchungen fiber die Verwer tung yon  Essig-, Milch- u n d  Citronens/~ure im TierkSrper 
dnrehgeffihrt.  Als Versuchstiere d ien ten  Reinzucht ra t ten .  Naeh oraler Verabreiehung 
der z. T. i4C-markierten S/~uren durch Sehlundsonde wurden  bes t immt  : Die Bildungs- 
r a t en  yon  i~C02, der Verlaui  der Ausseheidnngsra ten  der unve r a nde r t e n  Sauren ira 
H a m ,  ihre Re ten t ion  in  Blur, Leber  und  Niere sowie die Auswirkung der Appl ika t ion  
auf die Zwisehenstoffkonzentrat ion glykolytiseher Metaboli te in  diesen Organen. 
I n  gesonderten Versuehen wurde der E i n b a u  yon  in  die Pfor tader  verabreichten 
Sauren in  das Glykogen der Leber untersueht ,  mi t  dem Ziel, neben  der E inbaura t e  
aueh die betreffenden Stoffweehselwege dieser Verb indungen  zum Glykogenaufbau 
aufzuklaren.  

Experimenteller Tell 
1. Material 

Folgende radiomarkierten Verbindungen kamen zur Anwendung: 1- und 2-14C-Essigs/~ure, 
2-14C-Milchsiure, 1,5-i~C-Citronensiure (l~adiochemical Centre, Amersham, England). Simfliche 
f/Jr die enzymatisch-optisehen Ana]ysen gebrauchten Enzyme wurden yon der Firma C. F. Boeh- 
ringer & SShne, Tutzing/Obb., bezogen. 

Die zur Radioaktivit~tsmessung im F1/issigkeitsscintillationsspektrometer benStigten Scin- 
tillatoren (PPO, Dimethy]-POPOP), wie auch das Silikat-Pulver Cab-O-Sil, wurden yon der Firma 
"Pa ckard Instruments" GmbH., Frankfurt a. M., L - und D -Milchsiure vom,,Serva -Entwieklungs - 
labor' ', Heidelberg, bezogen. Die in den Versuchen verwendeten weiblichen Reinzuehtratten vom 
Stamm Sprague-Dowley, mit einem Gewicht yon 180--200 g, wurden mit Standardfutter ,,Altro- 
rain I~" ernihrt. 

2. i~C02-Bildungsraten aus ~4C-markierter Essig-, Milch- und Citronensgure 

Den Tieren wurde 6 Std vor Versuchsbeginn das Futter entzogen. Jeweils 200 mg und 15 ~zC 
der zur Untersuehung ge]angten Verbindungen wurden in 1 ml auf pH 4 eingestellter LSsung 
den Tieren dureh Sehlundsonde verabreicht und diese raseh in die unter ]eiehtem Unterdruek 
gesetzte Stoffwechselapparatur gebr~cht. 

Ffir das stiindliche Auffangen yon C02 wurde eine hande]s/ibliche Apparatur der Delmar 
Scientific Laboratories Inc., i~aywood, Ill., USA) yon uns modifiziert: Das ausgeatmete CO~ 
wurde in mit Glasfritten (G-4) versehenen Absorptionsfallen in 2,5 n-Natronlauge gesammelt. 
Ein Glashahn-Scha]tsystem erm6glicht ein schnelles Umleiten des Ausatmungs-C02 in die einzel- 
nen Kolonnen. Der Tierraum der Apparatur besitzt eine Ablau~vorrichtung, dureh die laufend 
Harnproben unter Toluol aufgefangen werden konnten. 

Die stiindlichen Ausatmungsraten wurden jewei]s 8 Std lang verfolgt und sodann der letzte 
Stundenwert der 24stiindigen Ausatmung (23.--24. Std nach Versuchsbeginn) gesondert auf- 
gefangen. In Kurzzeitversuchen wurde die 15minfitige ~4CO~-Bfldung im Laufe der ersten Stunde 
nach der App]ikation bestimmt. 

Im Aliquot der carbonathaltigen LSsung eriolgte die Bestimmung der Radioaktivitit im 
Fliissigkeitsscintill~tionsmeBgerit TRI-CAI~B (F& Packard). Es wurde eine Suspensionszihlung 
unter Zuhilfenahme yon Silicatpuder (Cab-O-Sil) verw~ndt: 1 ml der alkalischen LSsung wird 
in das lose mit Silicatpulver gef/illte Zahlg]as gegeben und anschlieBend werden 15 ml Seintil- 
]ationslSsung (100 g sublimiertes und umkristallisiertes I~aphthalin, 7,0 g PPO, 0,3g Dimethyl- 
POPOP mit ])ioxan pro anal. auf 1 ] aufgeffillt) zugeffigt. Nach SehlieI]en des Z£h]glases wird 
dutch kraftiges Sehfitteln eine leicht trfibe Gel-Suspension hergestellt und diese zur Messung ge- 
bracht. Die Z~hl-Ausbeutebestimmuug erfolgte mit einer ~4C-Benzoes~ure-StandardlSsung. Als 
Blindwert wurde mit 1,0 ml I~la~CO~-haltiger 2,5 n-NaOH-L6sung wie oben verfahren. Gemessen 
wurde im optima]en E~/B-Bereieh (E ~ Zihlausbeute, B ~ Untergrund) des Ger/~tes. 

3. Bestimmung der Retentions- und A~sscheidungsraten 
Neben dem Anteil der untersuchten Siuren an der Endoxydatlon wurde ihre Retention im 

TbrkSrper durch lYIessung der Radioakti~zit~t und der l~[etabolitgehalte in Blur und Organen 
(Leber und l~iere) untersucht. Unmittelbar nach dem Aufiangen der letzten i4CO~-Rate wurden 
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yon den Tieren Blur-, Leber- und l~ierenproben entnommen. Ein Teil des Blutes wurde durch 
Einwiegen in vorgeleg..te Perchlors/iure enteiweil~t (Endkonzentration der S/~ure 6°/o), mit  K2C08 
neutralisiert und der Uberstand ffir die Analyse folgender Metabolite verwendet: Brenztrauben- 
s~ure (BTS), Dihydroxyacetonphosphat (DHAP), Frucf~sediphosphat (FDP), Glycerinphosphat 
(GP) und L-Milchs/~ure (L-MS). Diese Substrate wurden s/~mtlich in zusammengesetzten enzyma- 
tisch-optischen Testen (Photometer ,,Eppendorf") bei 366 nm bestimmt (1). 

Ein weiterer Tell des Blutes wurde gewogen, gefriergetrocknet, rein gepulvert und nach Ent- 
f~rbung mit  H~O~ (2) mittels Silicatpulver und Dioxan-Scintilla$ionsl5sung in Suspension der 
Radioaktivit/itsbestimmung im TRI-CARB unterworfen. 

Die Organproben wurden sofort nach der Entnahme in fliissige Luft verbracht, nach dem 
Einfrieren in der Reibscha]e rein gepulvert: Ffir die Metabolitbestimmung wurde ein Tell des 
Trockenpulvers enteiweiSt und neutralisiert. Nach der Gefriertrocknung wurde in einem weiteren 
Teil Organpulver (Einwaagen nm 50 rag) mit der Suspensionsz/~hlung die Radioaktivit~t gemessen. 

Zur Priifung der physiologisehen Verwertbarkeit der zu den Untersuehungen gelangten 
S/iuren, insbesondere im tIinblick auf die Stereospezifit~t der Milchs~ure, wurde in gesonderten 
Versuchen jeweils 125 mg Citrat sowie L- und D-Laetat in je 1 In] mit  NaOH auf pH 4 eingestellt. 
Diese LSsungen wurden mittels Sehlundsonde den Tieren verabreicht, diese ansch]iel3end 72 Std 
bei aussehliel~lieher Trinkwasserversorgung in der Stoffweehse]apparatur be]assen. Der Harn der 
Tiere wurde aufgefangen und nach Bestimmung des pI-I-Wertes mit  Perchlors~ure enteiweiBt 
und dann im Neutralisat die entspreehenden Substratkonzentrationen analysiert. 

Die Bestimmung der Citronens/~ure erfolgte co]orimetrisch nach I%ATELSO~ U. Mitarb. bzw. 
ELLm~ (3, 4) : Citronens/~ure wird mit  KMnO~ und KBr oxydativ in Pentabromaeeton iiberfiihrt. 
Diese Verbindung liefert mit Thioharnstoff einen Farbkomplex, dessen l~arbin~nsit~t bei 430 nm 
bestimmt wird. 

L-Milehs~ure wurde im enzymatisch-optischen Tesb mit Hilfe yon Laetatdehydrogenase be- 
stimmt (1). 

Die Analyse der Gehalte an DL-Milehs/~ure erfolgte auf colorimetrisehem Wege naeh der 
Methode yon :BARKEI~ und SUMMERSO~¢ (5). Mit diesem Veffahren wird naeh Entfernung der St5r- 
substanzen Milchs~ure mit  konz. I-I2SO 4 in Acetaldehyd iiberffihrt. I)er mit p-Hydroxydiphenyl 
entstehende l~arbkomplex wird bei 560 nm eolorimetriert. 

Der D-Milehs~ure-Gehalt wurde dureh Differenzbi]dung aus dem Ergebnis der Gesamtmilch- 
s/iurebestimmung und der enzymatisehen L-Lactat-Ana]yse errechnet. 

4. P/ortaderin/usion von ])L- und D-Lactat 

In  dieser Versuchsreihe warde der Stoffwechsel yon n-Milchs/~ure nach unmittelbarem Ein- 
bringen in die Blutbahn (Pfortader-Infusion) dnrch Analyse der D- und L-Milchs/~uregehalte und 
der Konzentration glykolytiseher Me~abolite untersueht: 

Reinzuehtratten wurden 12 Std vor Versuehsbeginn das Futter  entzogen, die Tiere mit  
Urethan in Narkose versetzt (1,8 ml 20°/oig intraperitoneal), die BauehhShle geSffnet und die 
Pfortader sowie die vena cava yon dem umgebenden Fettgewebe freige]egt. Vor der Infusion war- 
den fiir die Bestimmung der Normalwerte Blur- und Leberproben entnommen. Blur wurde aus 
der vena cava entnommen (ca. 0,2 ml), mit vorgelegter Perehlors&ure rasch enteiweiBt und mit 
K~COa neutralisiert. Zur Entnahme der Leberproben wurde ein Teil eines Leberlappens abge- 
bunden, das Gewebestiiek mit  den Aluminium-Backen einer in fiiissiger Luft vorgekiihlten 
Frierstoppzange umseh]ossen, abgetrennt und sehnell in fliissige Luft gebracht. Die eingefrorenen 
Leberproben wurden in fliissiger Luft pulverisiert und in vorgelegte Perehlors~ure eingewogen. 
l~ach der l%euSralisation der s~uren Extrakte mit  K~COa wurde im klaren lJ-berstand die Sub- 
stratbestimmung durehgefiihrt. 

Die Verabreichung yon ~DL- und D-Laet~t erfo]gte ebenfa]ls dureh Pfortaderinfusion. 0,9 bis 
1,4 mmol der Verbindungen wurden in 0,5 ml Wasser bzw. in einigen Versuehen in Periston 
(Po]yvinylpyrrolidon - -  Bluters~tzmittel) gelSst und mit  einer Gesehwindigkeit yon 0,5 ml/min 
in die Pfortader infundiert. 1Vfit dieser Technik gelang es, in einigen F/~]len yon einem Tier 
4--5  Blur- und Leberproben zu entnehmen. 

In  den l%eutralisaten wurden analysiert: Gesamtmilchs/~ure (5) sowie L-Milehs~ure, Glycerin- 
phosphat, Brenztraubens~ure, Dihydroxyacetonphosphat und Fruetosediphosphat ira zusam- 
raengesetzten enzymatischen Test (1). 

5. Einbauraten in das Leberglykogen, Glykogeniso~ierung und Hexoseabbau 

In  weiteren Versuchsreihen wurde der Einbau der aliment~iren S~uren in das Glykogen der 
Leber verfolgt. Appliziert wurden 1- und 2-r~C-Acetat, 1- und 2-~aC-Lactat sowie ],5-~C-Citrat. 
50--80 ~C und 1 mmo]. (Tr~igersubstanz) dieser Verbindungen wurden, wie oben besehrieben, in die 
Pfortader infundiert. 
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Citrat konnte nicht in den mit Acet~t und Lactat vergleichbaren ~engen in die Blutbahn 
eingebracht werden, da schon 0,15 mmo] der Verbindung einen abrupten Herzstillstund bei den 
Tieren verursachte. Der wahrscheinliche Grund dieses Effektes ist der Entzug der Ca-Ionen des 
Blutes dutch Komplexbildung mit Citrat and die somit erfolgte Stillegung des Herzens. Mit 
0,5 ml 3,8°/oiger Citratl6sung konnte jedoch die Infusion durchgefiihrt werden. 

Der Hungerzust~nd der Tiere vor Beginn dieser Versuche betrug 15 Std. 30 min naeh der 
Infusion wurde die Leber mit der Frierstoppz~nge entnommen und in fliissige Lnft getaucht. 
Nach dem Wiegen wurde das Organ unter Zusatz yon flfissiger Lnft rein gepulvert, mit heiBer 
30°/oiger Kalilauge im Verh~ltnis 3 ml zu 1 g Leber iibergossen und 30 rain in ein kochendes 
Wasserbad gestellt. Die fast klare, rotbraune L6sung (geringe EiweiBriickstinde bleiben als feiner 
Niederschlag ungelSst) wurde abgekiihlt, mit ges~ttigter Natriumsulfatl6sung im Verh~ltnis 
0,5 ml zu 1 g Leber versetzt und unter l~iihren das 1,2fache Volumen an 96°/oigem Alkohol zu- 
geffigt. Der schwaeh briunliche Niederschlag, der das t%hglykogen darstellt, wurde 5 min bei 
1000 g abzentrifugiert nnd ohne weitere Reinigung 2 Std mit n-l-I2SO a bei 100 ° C hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde mit Ionenaustauscher entsguert und aliquote Teile des neutralisierten 
Glykogenhydrolysats wurden zur Bestimmung der Gesamtr&dioaktivit~t (Rohaktivit~t) und der 
Glucosekonzentration verwendet. Die Messung der l~adioaktivitit erfolgte im TRI-CARB-Gerit 
unter Verwendung einer Dioxan-ScintillationslSsung. Die derart erhaltenen Rohaktivit~tswerte 
dienten als Hinweis auf die HShe des Einbaus an ver~breichten Substanzen in das Glykogen 
der Leber. 

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

Die aus dem neutralisierten Glykogenhydrolysat gewonnene Glucose wurde einem ehemischen 
Abbauverfahren nach S~o~  and S T ] ~ s  (6) unterworfen. Dieses Verfahren gestattet, durch 
sukzessiven Abbau der Hexose die Radioakti¥it~ an jedem Kohlenstoffatom der Glucosekette 
zu ermitteln. 

Die Radioaktivitit des im L~nfe des Abbaues zun~chst hergestellten Osazons bzw. Pheny]oso- 
triazols der Glucose wurde bestimmt, als ,,Feinaktivitit" bezeiehnet und diese MeBwerte Ms Mal~ 
des Glykogeneinbaues betrachtet. Als Einbaurate wird der Anteil der Feinaktiviti~t an der gesamt 
verabreichten Radioaktivit~, bezogen anf Organgewichtseinheit, definiert. Die im Lanfe des 
Abbaues anf~llenden festen Verbindungen wurden tells durch oxydativen AnfschluB mit KC10~ 
im geschlossenen Bombenrohr bei 650 ° C in CO~ umgewandelt, dann die Radioaktivit~t des 
~*CO~ in Proportional-Gasfiillzgh]rohren ausgemessen, teils wurde in einer Vereinfachang der 
~¢[eBmethodik anste]]e der Gasphasenmessung die Messung der Radioaktivit~t der Derivate in 
gel6ster Form im Flfissigkeitsscinti]lationsmeBgerit ,,TRI.CARB" durchgeffihr~. Aus Verbin- 
dungen freigesetztes CO~ wurde in Hyamin aufgefangen und der Gehalt an i*CO~ nach Zusatz yon 
ScintillationslSsung im ,,TRI-CARB" bestimmt. 

Ergebnisse und  Diskussion 

Der Ver]auf der C02-Ausatmung nach Verabreichung der un te r such ten  m~rldelSen 
Sguren (Abb. 1) l£Bt bei der Verwer tung dieser Verbi l ldungen ira Tierk6rper eine 
hohe E n d o x y d a t i o n  erkennen.  Ci t ronens iure  zeigt in  re la t iv  kurzer  Zeit (3 Std) eine 
hohe i4CO~-Ausatmungsrate. Die entsprechenden Maximalwerte flit Essigsi~ure u n d  
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Milchsi~ure erscheinen ers~ in  der 
5. bzw. 4. Stunde.  Diese Unte r -  
schiede im zeitlichen Ablauf  der 
Endoxyda t ions ra t en  t r e t en  noch 
deutl icher in  den Kurzzei tver-  
suchen hervor (Abb. 2). Der im 
Gegensatz zu Essig- u n d  Milch- 
s~ure sprungh~ft  einsetzende 
Anstieg der iaCO2-Bildung aus 

Abb. 1. l~C02-Bildungsraten nach oraler Ver- 
~breichung yon 14C-markierter Essig-, Milch- 

und  Citronens~tm'e. 
× = 2.14C-:Essigs~ure, • -- 2.1~C_~ilchsiiure, 

o = 1,5-14C-Citronens~ure 
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1,5-14C-Citronens/iuro (berei ts  30 m i n  n a c h  der  o ra len  Verabre ichung)  weist  au f  eine 
bevorzug te  u n d  beschlounigto  Z u f u h r  diesor V o r b i n d u n g  zur  E n d o x y d a t i o n  b in .  

Dot  Verblo ib  der  vorabro ich ton  S~uren  im  Organ i smus ,  gemossen a m  E n d e  der  
2 4 s t i i n d i g e n  A u s a t m u n g s p e r i o d e ,  f~ll t  bei  e iner  mengenm/~$igen  Bi lanz  gor ing  aus.  

Tabello 1. l~etentionsraten der Radioaktivit~it in Blut, Leber und I 
Niere 24 Std nach oraler Verabreichung von ~4C-Acetat-, Lactat- ~ %1 ,2 

und Citrat ~ 3'y / 
/ 

Re~en~ionsraten je g Frischgewich~ ~ 
bezogen auf verabreichte iktivit~t 2 

Verabreich~ ]~lu~ Leber ~Iiere .~ [[ o ~o / u o 

1-1aC-Acetat . . 
2-~aC-Acetat . . 
2-1~C-Lactat . . 
1,5-~C-Citrat 

0,024 
0,036 
0,042 
0,004 

0,10 
0,18 
0,06 
0,02 

0,10 
0,06 30 ~in 6g 
- -  Ze/f 

0,49 Abb. 2 

Abb. 2. 14CO~-Bildungsraten nach oraler Verabreichung ~on 14C-markierter ]~ssig-, iVfilch- und Citronens~iure. 
Kurzzeitversuche. x = 2-~4C-Essigs/iure, [] = 2-1~C-1V~ilchsiiure, O = 1,5-14C-Citronens/iure 

Die R e t e n t i o n s r a t e n  der  R a d i o a k t i v i t ~ t  i n  B l u r  u n d  Lebe r  zeigen fiir Ci t ronens / iure  
e inen  r u n d  10rea l  n i ed r ige ren  W e r t  gegenfiber  Essig-  u n d  Milchsgure  (Tab.  1). t t i n -  
zuweisen  is t  demgegenf iber  auf  d en  r e l a t i v  h o h e n  Radioakt ivi t /£~sgehal t  dot  Niere  
n a c h  G a b o n  y o n  Citronens/£ure.  Die K o n z e n t r a t i o n e n  g lyko ly t i sch  b e d e u t s a m e r  Meta-  
bol i te ,  gemessen  i m  l ~ a h m e n  der  R e t e n t i o n s b e s t i m m u n g ,  e rgaben  e rwar tungsgemgB 
24 S td  n a c h  der  A p p l i k a t i o n  ke ine  wesent l iche  V e r ~ n d e r u n g  gegenfiber  den N o r m a l -  
w e r t e n  (Tab.  2). 

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

Metabolitkonzentration in txmol je g Frisehgewicht 
Verabreicht BTS L-MS GP DttAP FDP Glucose 

in in in in in in 

Acetat 0,29 
Lactat 0,12 
Citrat 0,40 

Acetat 0,05 
Lactat 
Citrat 0,08 

Ace~at [ 0,02 
Citrat 0,06 

Blu$ ] 0,15 
Leber 0,97 

a) Blur 

1,95 
1,89 
2,10 

b) Leber 

2,40 0,87 
4,12 1,39 
4,64 1,13 

c) Niere 

3,58 0,13 
4,18 1,27 

d) Norm~lwerte 

2,9 - -  - -  
1,32 0,17 0,05 

0,02 
0,05 
0,02 

0,03 

0,03 

0,03 
0,03 

0,06 
0,025 
0,06 

0,05 
0,08 

0,037 
0,01 

5,34 
4,56 
4,03 

7,7 
8,9 

11,5 

2,3 
3,2 

4,5 
8,9 
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In  iJbereinstimmung mit  dem gemessenen, relativ hohen l~adioaktivit/ttsgehalt 
der Niere nach Verabreichung yon Citronens/~ure ist in einem starken AusmaB die 
Ausscheidung dieser unver/~nderten Si~ure via Niere festzustellen. Substratbestimmun- 
gen im H a m  ergaben (Tab. 3), dab bereits 2 Std naeh Verabreichung yon 0,65 mmol 

Citrat eine Ausscheidungs- 
Tabelle 3. Ausscheidunysraten nach oraler Verabreichung von 

125 mg (0,65 retool) Citrat 

Zei~ 
in Std, min 

Normalwert 
2,10 
2,45 
3,35 
5,30 

13,45 
22,45 
34,30 
43,15 
58,00 
72,00 

pit 

6,0 
9,2 
9,2 
9,3 
9,3 
9,3 
8,3 
6,0 
5,9 
5,7 
5,7 

Ausscheidungsrate 
~mol]ml 

1,34 
24,32 
30,46 
36,30 
42,29 
52,70 
17,91 
5,04 
5,28 
5,86 
5,89 

Gesamtausscheidung 
izmol 

44,48 
15,52 
19,63 
13,95 
47,81 

5,54 
2,36 
2,17 
2,92 
1,68 

Gesamtausscheidung in 72 Std: 156,10 Izmol = 24% der 
verabreichten Menge. 

rate yon 24 ~mol/ml resul- 
tiert, die im spi~teren Ver- 
lauf der Ausscheidung aaf 
52 amol /ml  Harn  anstieg. 
Naeh 24 Std ist die Aus- 
scheidung in diesen hohen 
Raten  beendet. Innerhalb 
von 72 Std verlassen 24% 
der zugeffihrten Menge an 
Citronens~ure unver~ndert 
den TierkSrper. 

Dieses Ergebnis, wo- 
nach ein groBer Tell der zu- 
geffihrtenCitronens~ure un- 
veri~ndert durch den Harn  
ausgeschieden wird, ist ffir 
bestimmte Bereiche der the- 

rapeutischen oder di~tetischen PraMs bedeutungsvoll.Wir denken in diesem Zusammen- 
hang z. B. an F~lle yon Nierenerkrankungen, wobei vielerorts noch in Kliniken oder 
yon J~rzten eine so~ortige Umstellung yon Essig auf Citronensaft bei der Ans~uerung 
yon Salaten empfohlen wird. Die eben dargelegten Befunde kSnnen ebenfalls zur 
Erkliirung der Wirkung der sog. , S c h a u k e l d i £ t "  dienen, also einem wechselnden 
Umstellen des g a r n - p H  yore Sauren zum Alkalisehen. Dieser Therapieversuch wird 
h~ufig zur Ent~ernung yon Nierensteinen angewendet. 

Nach oralen Gaben yon L-Milehs~ure, der ,physiologischen" S&ure, ist deren 
Ausscheidung dureh die Niere mit  0,22 % der verabreiehten Menge gering (Tab. 4). 

Tabelle 4. A%sscheidun( staten nach oraler Verabreichung von 125 mg (1,39 mmol) L-Lactat 

Gesamtaussch. 

Norm.  W. 

Zeit 
(Std, min) ]~t£ 

6,0 
2,10 8,0 
2,45 9,5 
3,45 9,5 
6,40 9,5 

13,55 7,7 
19,20 6,0 
21,55 5,7 
28,30 5,7 
34,40 6,5 
43,25 6,3 
49,50 5,9 
58,10 
72,00 

6,0 
6,0 

z-MS 

~mol/ml 

0,18 
0,45 
0,19 
0,21 
0,28 
0,33 
0,37 
0,44 
0,36 
0,31 
0,55 
0,51 
0,29 
0,28 

])L-MS 
~mol/ml 

1,55 
0,91 
0,59 
0,69 
0,94 
1,13 
1,35 
1,99 
1,60 
1,34 
1,59 
1,38 
1,85 
2,23 

D-MS 

~mol/ml 

1,36 
0,43 
0,40 
0,48 
0,66 
0,80 
0,98 
1,55 
1,24 
1,03 
1,04 
0.87 
1,56 
1,95 

7,5 
0,9 
2,1 
2,3 
2,3 
2,4 
2,6 
3,5 
3,4 
3,3 
1,8 
1,7 
5,3 
6,9 

L-KS 
~mol 

0,29 
0,10 
0,12 
0,22 
0,48 
0,13 
0,16 
0,20 
0,32 
0,38 
0,27 
0,20 
0,15 

D-iV[S 
Izmol 

0,26 
0,22 
0,18 
0,53 
1,17 
0,35 
0,57 
0,68 
1,07 
0,72 
0,47 
1,11 
1,04 

Gesamtausscheidung in 72 Std: 11,40 t~mol (3,09 L-MS, 8,37 ])-MS) = 0,8°/o der verabreichten 
Menge. 
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Die augerdem relativ verz6gert einsetzende Ausseheidung 1/~gt sich auch aus dem 
Verh/iltuis yon ausgesehiedener D- zur L-Form dieser SKure feststellen. Die anf/~ng- 
liehe Relation L- zu ])-Lactat yon 0,9 erreicht erst innerhalb yon 72 Std mit 0,69 
etwa den Normalwert. D-isomere Milchs/iure dagegen wird rasch und in hohen Raten 
im t Iarn unvergndert ausgesehieden. 36 % der applizierten D-Milchs/iure verlKgt in 
72 Std den Organismus (Tab. 5), wobei schon 3 Std naeh der Verabreichung fund 
200 fxmol/ml im I tarn gemessen warden und die I-Iauptphase der Ausscheidung naeh 
14 Std beendet ist. 

Tabelle 5. Ausscheidungsraten nach oraler Verabreichung von 125 mg (1,39 retool) D-Lactat 

Zeit 
(Std, min) 

~orm.  W. 
2,10 
2,45 
4,35 

13,45 
19,10 
24,20 
34,30 
43,15 
52,25 
72,00 

pK 

6.0 
7,0 
9,0 
9,0 
9,0 
6,8 
6,5 
6,0 
6,3 
6,3 
6,4 

~mol/1 

0,18 
0,80 
2,66 
1,41 
1,13 
1,20 
0,79 
0,68 
0,66 
0,65 
0,72 

DL-I~S 

v.mol/, ml 

1,55 
82,89 

204,56 
107,77 
18,80 
5,49 
3,72 
3,02 
3,28 
4,13 
4,41 

Gesamtaussch. 
~-~s ~IL I L-~  ~-Ms 

tzmol/1 ~mol/1 ] ~mol p.mol 

1,36 
82,09 

201,90 
106,36 
17,67 
4,29 
2,93 
2,34 
2,90 
3,48 
3,69 

7,5 
102,3 
75,5 
75,3 
15,6 
3,5 
3,7 
3,4 
4,4 
5,3 
5,1 

~,36 
2,24 
0,75 
1,06 
0,55 
0,27 
0,35 
0,45 
0,29 
0,51 

167,10 
149,22 
56,54 
16,50 
1,35 
1,72 
1,05 
1,94 
1,57 
2,03 

Gesamtausscheidung in 72 Std: 507,14 mmol (8,12 k-MS, 499,02 D-MS) ~ 36,5% der verab- 
reichten Menge. 

Von besonderer Bedeutung scheint uns die Beobachtung zu sein, wonach in der 
Phase der erhShten Ausscheidung der aliment/~ren S/iuren (Citronens~ure, D-Milch- 
s~ure) eine Verschiebung des 
Ha r n -pg  yon 6 auf den Wert 9 
stattfindet. Ferner l~Bt sich 
jedoch in geringem AusmaB 
eine Relation der Ausschei- 
dung der beiden stereoiso- 
meren Mflehsi~uren zueinan- 
der ~eststellen. Die Beobach- 
tung, dab Gaben yon D-Milch- 
si~ure auch eine Erh6hung der 

Tabelle 6. L- und D-Lactatgehalt in Blut nach portaler Ver- 
abreichung yon 1,4 mmol DT..Lactat 

(FG = Frischgewicht) 

z e i t  1~ungerzust. in L-MS ])-MS 
min Std ~molje g FG in amol je g FG 

Normalwert 
11 
30 

15 3,6 0,7 
15 15,5 5,4 
15 8,2 5,6 

Ausscheidungsraten der L-S/iure zur Folge haben, deutet auf einen m6glichen Ein- 
fluB des D-Isomeren auf den ~-Lactatgehalt im Organismus. 

Das Einbringen yon DL-Lactat in die Pfortader f/ihrt zu untersehiedlicher Erh6- 
hung der Gehalte an L- sowie D-Milehs/iure im Blur. Bei einer hohen Konzentration 
des L-Isomeren wird ])-Lactat bis zu einem Sehwellenwert yon 5,5 ~mol/g Friseh- 
gewieht aufgenommen (Tab. 6). Ein derartiger D-Lactat ,,Sehwellenh5ehstwert" 
konnte aueh in der Leber festgeste]lt werden (Tab. 7). Auch im Falle einer h6heren 
Konzentration dieser Verbmdung ira Blur bleibt der ])-Lactatgehalt in der Leber 
(mit dem Wer~ yon 1,8 ~mol/g Frisehgewicht) unver/inder~. Es kann daher angenom- 
men werden, dug das einen maximalen Wert /ibersteigende Angebot an D-Lactat 
aus dem Blur dureh die Niere ausgesehieden wird (Tab. 4). Die Frage nach einem 
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besonderen Verwcrtungsweg ffir D-Milchs/~ure im Organismus erscheint nach diesen 
Ergebnissen berechtigt. 

Uber Versuehsreihen und Ergebnisse mit  Acetat in Blur und Organen, nach ent- 
sprechenden Belastungen, wird in Kfirze gesondert berichtct. Diesbeziigliche Vor- 
untersuchungen vgl. (8). 

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

zei~ L-MS ] D-NiS I ]3TS ] GP I DHAP ] FDP 

rain in ~zmol je g Frischgewicht 

Iqormalwert 
30 
51 
51 (Blur) 

2,6 
5,3 

13,7 
7,6 

0,3 
1,8 
1,8 
3,7 

0,08 
0,03 
0,07 
0,22 

0,24 
1,00 
1,21 

0,04 
0,04 
0,05 

0,08 
0;08 
0,09 

Der Einbau der untersuchten Si~uren in das Glykogen der Leber ist grSBen- 
ordnungsmaBig gering. Die maximalen Einbauraten betrugen an Milchsaure 0,3%, 
an Citronens/~ure 0,17% und an Essigs/iure 0,08% (in % der verabreieh~en Menge). 
Nach portaler Verabreichung yon 2-~4C-Acetat, 1- und 2-~4C-Lactat und 1,5-~4C-Citrat 
hut RAVSCHE~BACH (9) die Vertcilung der Radioaktivi tat  im Molekfil der aus dem 
Glykogen gewonnenen Glucose gemessen (Tub. 8). 

Tabelle 8. Prozentuale Verteilung clef Radioa~tivitSt in der Glykogen-Glucose nach intraportaler 
In/usion yon 14C-mar~iertem Acetat, -Lactat und -Citrat (9, 10) 

verteilun der l~adioaktivit~t bei 

Verabreicht C-1 C-2 C-3 C-6 Summe 
in in in in in 
% o~/o % % % 

2~14C-Lactat. . 
2-14C-Lactat. 
1-14C-Lactat. 
1-14C-Lactat. 
2-14C-Acetat. 
2-14C-Acetat. 
1,5-~4C-Citmt 
1,5-14C-Citrat 

18,1 
16,4 
1,2 
4,0 

22,5 
20,2 

23,2 
23,1 
9,6 
6,9 

22,5 
18,5 
6,7 

11,9 

5,1 
4,7 

38,4 
43,6 

7,1 
6,5 

41,6 
39,2 

C-4 C-5 
in in 
% % 

14,6 18,7 
3,24 

47,1 5,3 
47,0 9,1 
11,4 18,2 
7,2 22,4 

47,6 0,8 
50,2 1,5 

20,1 
19,2 
0 
0 

22,6 
22,6 

0,3 

99,8 
96,3 

101,6 
110,6 
104,3 
97,4 
98,5 

102,8 

2-14C-Acetat wird haupts£chhch in die Kohlenstoffatome 1, 2, 5, 6 der Glucose 
eingebaut. Ein viel geringerer Teil der Radioaktivit/i t  kann in C-3 und C-4 festgestellt 
werden. 2A4C-Lactat ffihrt zu einer 1,2- und 5,6-Markierung der Itexose in fast gleich- 
hohen Raten.  MAt 1-1aC-Lactat finder sich die Radioaktivit~t  zum fiberwiegenden 
Teil in C-3 und C-4. 1,5-~4C-Citrat fiihrt zu einer fiberwiegenden C-3 und C-4-Mar- 
kierung. Uber die thcoretischen Konsequenzen dieser Ergebnisse wird an anderer 
Stelle berichtet (10). 

Grundsi~tzlich ]i~Bt sich aus den erhaltenen Verteilungsmustern fiber die gluco- 
neogenetische Verwertung der ahment/~ren Sauren folgende Deutung ableiten: 

Lacta t  kann auf folgende Wcisc zur l~eubfldung yon Glucose verwendet werden: 
a) fiber Pyruva t  durch die oxydative Dccarboxyherung zu Acetyl-CoA, das nach 
Durchlaufen des Citratcyclus Oxalacetat liefert. Diese Vcrbindung kann in der Utter- 
l~eaktion durch Phosphorylierung und gleichzeitige Decarboxylierung in Phospho- 
enolpyruvat  (PEP) umgewandelt  werden. Die weitere Verwertung yon P E P  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 Glucose ffihren. Das C-1 
Atom yon 1-14C-Laetat wird bei der Umwandlung in Acetyl-CoA e]iminiert. Aller- 
dings kann das 1~C02 durch die reduktive Carboxylierung yon Pyruvat  mit Malat- 
Enzym Xpfclsaure und somit auch Oxalacetat und P E P  ergeben. Auf diesem Wege 
ffihrt der Einbau yon 1-1~C-Lactat zu einer 3,4-Markierung der Glykogen-Glucose. 

b) Lactat  kann fiber P y r u w t  nnd dessen direkte Carboxylierung zu Malat Oxal- 
acetat und P E P  liefern. 2-~4C- bzw. 1-~4C-L~et~t mfissen durch diese Reaktionsfolgen 
eine 1,2,5,6- bzw. 3,4-Markierung der Itexose ergeben. 

c) Obwohl die Direktphosphorylierung yon Pyruvat  zu P E P  an der P y r u w t -  
Kinase als Umkehr der Glykolysereaktion energetisch ungfinstig ist, weft sie hohe 
ATP-Konzentrationen erfordert, konnte die Existenz dieser Reaktion im tierisehen 
Organismus yon mehreren Arbeitskreisen best~tigt werden. Auf diesem Wege k6nnte 
aus 2-1aC- bzw. 1-14C-Lactat fiber gleichmarkiertes Pyruvat  und P E P  2,5- bzw. 3,4- 
markierte G]ueose resultieren. 

Methylmarkiertes Acetat ffihrt im Citratcyclus zur M~rkierung der mittleren 
C-Atome yon Succinct und Oxalacetat. Die Bildung yon P E P  aus Oxalacetat, wie 
oben beschrieben, ffihrt zur Markierung der Methyl- und Carboxylgruppe und zum 
Einbau der l~adioaktiviti~t in die C-Atome 1, 2, 5, 6 der Glucose. Das Wiedereintreten 
yon Oxalacetat in den Citratcyclus liefert carboxylmarkiertes Succinat, Oxalaeetat 
und Pyruvat  und somit auch eine zusi~tzliche 3,4-Markierung der Glucose. Da dieser 
Wiedereinbau erst naeh 2 weiteren Umli~ufen des Cyclus zustandekommt, t r i t t  in der 
Zwischenzeit eine Isotopenverdfinnung durch die endogen entstehenden Substrate 
ein. Das Ergebnis dieses verz6gerten Einbaues ist eine rclativ geringe Radioaktivit~t 
in den C-Atomen 3 und 4 des Zuekers. 

Das C-l-Atom yon 1,5-~aC-markiertem Citrat wird im Citrateyclus dureh die 
Decarboxylierung yon c¢-Ketoglutarsgure eliminiert. Der l~est des Molekfils ergibt 
carboxylmarkiertes Oxalaeetat. Diese Verbindung wird durch diephosphorylierende 
Decarboxylierung in carboxylmarkicrtes P E P  umgewandelt, das in der reversiblen 
glykolytischen Reaktionskette zu einer 3,4-Markierung der Glucose ffihrt. 

Zusammen/assung 
Per os verabreichte Essig-, Milch- und Citronensi~ure wird innerhalb yon 24 Std 

zum fiberwiegenden Teil der Endoxydation zugeifihrt. •ach 60 min werden yon den 
vcrabreichten Mengen bei Citronens~ure 3 %, bei Essigs£ure 1,5% und bei Milch- 
si~ure 0,9% als C02 ausgcschieden. Metabolit- und Radioaktivitiitsbestimmungen 
lassen eine nur geringe Retention der genannten S~uren im Tierk6rper feststellen. 

Von oral zugeffihrter Citronens/~ure wird innerhalb yon 24 Std' rund 20 % un- 
ver~ndert durch die ~qiere ausgeschieden. 

Es besteht ein wesentlicher Unterschied in der Verwertung der zwei Stereoiso- 
meren der handelsfiblichen Milchsi~ure. D-Milchs~ure wird rasch und in hohen Raten 
ausgeschieden. 14 Std nach der Verabreichung lassen sich bereits 30 % der oral zu- 
geffihrten D-Milchsi~ure im t ta rn  unveri~ndert nachweisen. Sowohl im Blur als auch 
in der Leber wir4 trotz Uberangebotes dureh intraportale Verabreichung ein maxi- 
maler Grenzwer~ yon 1,8 bzw. 5,5 ~mol/g im Bint bzw. ~mol je g ~'rischgewicht an 
D-Lactat nieht fiberschritten. L-Lactat wird unter gleichen Bedingungen nicht oder 
kaum ausgeschieden. In Blur und Leber finden sich nach L-Laetatgaben relativ hohe 
Gehalte dieses Substrates. 
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In t rapor ta l  verabreiehtes Laetat ,  Aeetat 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 Lacta t  0,3 %, bei Aeetat 0,08% unc[ bei Citrat 0,17 %. Die Ver- 
teilung der Radioak~ivit~t in der Glykogen-Glucose nach Pfortaderinfusion yon 
2-14C-Acetat, 1- ~md 2-14C-Laetat oder 1,5-14C-Citrat zeigt, dal~ Acetat ~md Citrat 
fiber die Reaktionsfo]gen des Citronens~urecyelus zur Glykogen-Neubildung in der 
Leber verwertet  werden. Als Hauptweg des Glykogeneinbaues yon Lac~at wird die 
reduzierende Carboxylierung mit  Malat-Enzym (,,malic enzyme") des aus Lacta t  
gebildeten Pyruvates  erkannt.  Daneben wird Pyruva t  ebenso fiber den Citronen- 
si~ureeyclus und die direkte Phosphorylierung mit  Hilfe yon Pyruvatkinase zu Phos- 
phoenolpyruvat  in die gluconeogenetisehe Reaktionskette eingesehleust. 

Aus den vorgelegten Ergebnissen werden Schlul~folgerungen ffir die therapeutisehe 
und di~ttetisehe Praxis gezogen. Eine in Krankheitsfi~llen (z. B. Nierenerkrankungen) 
empfohlene Umstellung yon Essig auf Citronensaft ist nach diesen Stoffwechsel- 
untersuchungen nicht gerechtfertigt. 
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Zur Bestimmung des Monomerengehaltes in Polystyrol 
Von 

W. GROEBEL 
Mitteilung aus dem Chemischen Landes-Untersuchungsamt Nordrhein-West/alert in Miinster 

Mit 1 Tex4abbildung 
(Eingegang~n am 2. Juli 1965) 

Zur Beurteilung eines Bedarfsgegenstandes aus Polystyrol ist es erforderlieh, die 
flfichtigen Antefle des Kunststoffes quant i ta t iv  zu bestimmen, da der Gehalt dieser 
Anteile nach den Empfehlungen des Bundesgesundheitsamtes (1) auf 0,6 % begrenzt ist. 
I m  wesent]ichen dfirfte nicht-polymerisiertes Styrol den Anteil der itfichtigen Stoffe 
best immen und auch daffir verantwortlich sein, wenn eine unerwfinschte und unzu- 
]~ssige geruehliche und geschmackliche Beeintr~ehtigung eines Lebensmittels eintritt, 
das in einem Polystyrolbeh~lter aufbewahrt  wird. Die Kenntnis des Monomeren- 
gehaltes ist deshalb fiir die Beurteilung eines Kunststoffes yon Bedeutung. 

Ffir die Best immung des monomeren Styrols in Polystyrol sind versehiedene 
lViethoden vorgeschlagen worden, yon denen wir bisher die spektralphotometrische 
yon EISE~B~A~I) (2) mit  gutem Erfolg angewandt haben. Wesentlieh einfacher aber 


