Zur Kenntnis« der Phosphorfleischsaure.

Von
M. Siegfried.

(Aus (Wu chemische» Laboratorium des physiologieoben Institutes der Universitat Leipzig.
(Der Redaction zngcgangen am 9. December 1895.)

In einer «Ueber Fleischsaure»l) Uberschriebenen Ab-
handlung habe ich gezeigt, dass sich aus Muskelextracten
nach Entfernung der Phosphate durch Barythydrat mittelst
Eisenchlorid in der Hitze eine in Wasser unlésliche, in Alkalien
leicht l0sliche, phosphorhaltige EisenVerbindung, das Carni-
ferrin, gewinnen l&sst. Aus dieser entsteht durch Zersetzen mit
Barythydrat das Barylsalz der Fleischsaure C10H15N308, einer
einbasischen Saure, deren Untersuchung Gegenstand ange-
fuhrter Arbeit war und zur Erkenntniss der Identitat der-
selben mit dem Antipepton flhrte.

Aus den Analysen der ersten Praparate Carniferrin
konnte nicht mit Sicherheit der Schluss gezogen werden, dass
dasselbe ein Individuum, ein Product von constanter Zu-
sammensetzung sei. Die etwas abweichende Zusammensetzuns
mehrerer Praparate erkléarte sich aus dem Umstande, dass
unter anderen, an oben citirter Stelle mitgetheilten Bedingungen
ein Eisenniederschlag von wesentlich héherem Eisengehalte als
demjenigen des Garniferrins entsteht, welcher diesem leicht

") Arch. f. Aiidt. u. Physiol.. Physiol. Abthlg. 1894, S. 401,
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in sehr geringer, aber doch die Analysenresoltate zu stark
beeinflussender Menge beigemengt ist. Das weitere Studium
der Reaction hat ermoglicht, reines Carniferrin von eonstanter
Zusammensetzung darzustellen und dasselbe in verschiedenen
thierischen Flissigkeiten und Extracten quantitativ zu be-
stimmen. Hierdurch konnten Uber die Natur der Pbosphor-
fleischsaure, ihr Vorkommen und ihre physiologische Bedeutung
néhere Aufschliisse gewonnen werden.

I. Das Carniferrin.

Darstellung: Zur Gewinnung eines reinen Productes
in quantitativer Ausbeute wurde das friher') beschriebene
Verfahren dahin abgeédndert, dass die Phosphate der Muskel-
extractlosungen nicht durch Barythydrat, sondern durch Chlor,
calcium und Ammoniak gefallt wurden. Man setzt solange
abwechselnd die Ldsung des Chlorids und Ammoniaks unter
fortwahrender Neutralisation der entstehenden sauren Reaction
hinzu, bis bei schwach alkalischer Reaction durch Chlorcalciuni
kein Niederschlag entstenht. Hierauf wird filtrirt, EisencldoHd
hinzugegeben und gekocht. Wa&hrend des Kocliens stumpft
man die saure Reaction bis zur schwach sauren mit Am-
moniak ab und fahrt mit dem Zusatze von Eisenchlorid uiiler
erneuter Abstumpfung mit Ammoniak solange fort, bis eine
tiltrirte Probe nach starkerem Ansauren die Ferrireaotion mit
Ilhodankalium oder Ferrocyankalium schwach liefert. Das
entstandene Carniferrin wird abgenutscht, bis zur Chlorfreiheit
gewaschen und wenn es zersetzt werden soll, feucht weiter
verarbeitet, sonst auf der Nutsche mit Alkohol und dann mit
Aether gewaschen und an der Luft getrocknet. Reim Trocknen
auf dem Wasserbade wird es zwar nicht zersetzt, ballt sich
aber zu einer harten, schwer pulverisirbaren Masse zusammen,
wahrend es durch Trocknen mit Alkohol und Aefher als
leichtes, feines Pulver erhalten wird.

Zusammensetzung: Bei folgenden Analysen wurde
/ur Eisenbestimmung die bei 105°—108° bis zum constanten

Y L. ¢\, S. 40%.



(iewichte getrocknete Substanz im Platintiegel verascht, die
Asche mit Salzsdure gelost und letztere durch Abrauchen mil

Schwefelsdure vollig entfernt. Der Ruckstand wurde in ver-
dinnter Schwefelsdure gelost und das Eisen nach Reduction
milteist reinen granulirten Zinkes mit Kaliumpermanganat-
I6sung, von welcher 1 ebem. = 0,00579 gr. Fe entsprach,
litrirt. Der Titer der in einer braunen Flasche aufbewahrten
Ohamaeleonlésung wurde mehrfach controlirt und constant
gefunden.

Zur Phosphorbestimmung wurde die ebenso getrocknete
»Substanz in einer gerdumigen Silberschale mit Aetznatron
und Salpeter verschmolzen, aus der wasserigen Losung der
Schmelze nach Uebersattigen mit Salpetersaure und Erhitzen
auf dem Wasserbade bis zur klaren Lésung die Phosphor-
sture mit molybdansaurem Ammon gefallt und als pyrophos-
phorsaure Magnesia gewogen.

Die G-, H- und N -Bestimmungen, welche hier und
weiter unten mitgetheilt werden, hat Herr Dr. P. Balke mit
unermudlichem Eifer ausgefihrt, wofir ihm auch an dieser
ShHe gedankt sei.

Analysen:
. 0,2270 gr. S gaben 0,0662 gr. H,U um! 0,1886 gr. CO,,
' 0,1645 »  erforderten 8,5 ebem. Permanganatlésung,
I1l. 0,2872 » » gaben 13,6 ebem. N bei 16° und 752,6 mm. Bar.
IV. 02658 v » , 0,0800gr. H,0 und.0,2238 gr. CO.
V. 12520 » &, 00890 » P*Mpg, O7.
VI 16438 » » , 01083 » P, Mg,O7.
VI 02103 » » erforderten 10,3 ebem. Permanganatlésung.
VIII. 0,1904 » » 5 8,6 » »
IX. 0,2140 » > gapen 0,0502,gr. H,0 und 0,1756 gr. CO..
X 02726 » » + 00714 - H, O » 02220 » CO.
XI. 13691 » > » 0,1027 * MgjP"Oj
XIl. 02061 »  grforderten 5.4 ebem. Permanganatldsung.
XIl. 0,4760 v > 179 ~ H,S04 0,1 Normal (Kjeldabl).
XIV. 13501 » » gaben 0,1257 gr. Mg,P,07.
XV. 04528 »  erforderten 17,6ebem. H,S04 0,1 Normal (Kjeldabl).
XVI. 0,4270 » » 16,9 » * 01 » »
XVII. 0,3062 » 132 > » 01

XVI” 015388 * s 22,8 . O,l - »
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Analysenwerthe des Carniferrins.

: I °0 H. \
So. i %%6c. N °o Fe.
L : %P. Bemerkungen,
—_— i i
i. 22,66 3ox | ' .
- Aus Kemmerich-Extract,
mnm. | __ I — - ‘ ..
o ‘ 29.92 Praparat |.
mn. — J— : .
5,54 ' Aus Kemmerich-Extract,
IV. 2297 335  __ : ‘ .
Y S — Praparat 11.
o T S9a is Kemnierich-Extr., Prap. H
VI i ‘ — 1,84 |
vil. — — 28,36 — i Aus KemmerichrExtract,
MIL 28,45 Praparat 1V.

IX. i 22,39 261 — . |
X. 22.21 2,92

VI 506G Aus' Licbig-Extract, . |,
XIl .} o 29.46 . Praparat |.
XI11. 7 58 L
XIV. _ i 2,59 i
Xv. | — . 545 . i
XVL | — ' 5,50 ) | Aus der Leber ties Pferdes.
I
XVIL. -
e J 6,03 ( Aus der Leber des Hundes.
XVIII. i
. 9.92 — | 'l: Aus dem Herzen des Hundes.

Aus diesen bei den verschiedensten Praparaten gewon-
nenen Analysenwerthen ist in Anbetracht, dass das-Carni-
lernn nicht durch Lésen und Fallen gereinigt werden kann,
zu schliessen, dass das Carniferrin eine einheitliche
Verbindung ist. Dieser Schluss findet ejne wesentliche
Bekraftigung in der weiter unten auszufiihrenden Thatsache,
dass dieselbe Verbindung von derselben Zusammensetzung!
| emselben Verhalten auf ganz anderem Wege, aus der Milch,
erhalten werden kann. Eine empirische Formel aus den ge-
fundenen Zahlen aufzustellen, halte ich nicht fir [Ihunlich,
solange Grosse und Constitution des Molekils nicht sicher
gestellt sind.

II* Zusammensetzung der Phosphorfleischsfture.

Aus den fir die Eisenverbindung erhaltenen Analysen-
zahlen lasst sich fir . die Phosphorfleischsdure seihst keine

orniel entwickeln, weil die Verkeilung des Sauerstoffs auf
Zeitschrift flr physiologische Chemie. XXI. S K)r
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Eisen und Kohlenstoff' nicht festzustellen ist. \Wohl aber lehren
die Zahlen, dass die Phosphorfleischsdure nicht eine einfache
Aetherphosphorsdure der Fleischsdure sein kann, da in der
Fleischsdure das Verhaltniss C:N = 2,85 in dem Carniferrin
4,04 ist. Alle Versuche, welche zur Reindarstellung der
Phosphorfleischsiure aus dem Carniferrin wahrend zwei Jahren
unter Einschlagung der verschiedensten Wege gemacht wurden,
fuhrten zu der Ueberzeugung, dass eine Entfernung des Eisens
ohne vollige Vermeidung der Abspaltung von Phosphorséure
unausfuhrbar ist. Hingegen‘zeigten sie, dass eine Phosphor-
fleischsdure, aus welcher nur die Phosphorsdure ganz oder
theilweise abgespalten ist, darstellbar ist.

Versuch 1 100 gr. Carniferrin wurden in 3 Liter
3,3 procentiger Sodal6sung ‘/f Stunden gekocht. Es wurde
filtrirt, das Filtrat nach Neutralisation mit Essigsdure auf dem
Wasserbade eingeengt und mit klarer Aetzbarytlosung ver-
setzt. Es entstand ein grossflockiger Niederschlag, der centri-
tugirt, zweimal mit schwach essigsaurem Wasser und darauf
haufig mit 50procentigem Alkohol, dem einige Tropfen Essig-
saure zugesetzt waren, auf der Centrifuge ausgewaschen wurde
Mit absolutem Alkohol und darauf Aether gewaschen und im
Vacuum Uber Schwefelsdure bis zum constanten Gewichte ge-
trocknet, gab die Substanz folgende Zahlen bei der Analyse:

l. 0,2854 gr.S. gaben 0,1722 gr. BaSO04.

Il. 02744 » » » 144 cbcm X bei 19° und 755,7 mm. Bar.
. 0,2310 »» » 0,0598 gr. H,0O und 0,2160 gr.CO*
IV. 0,2068 » v » 0,0538 » » » 0,1944 »
V. 13715 » v » 00663 » Mg"NO/
Gefunden:
0. H. X. Ba. P.
l. — — — 35,48 “0 —
Il. — 6.13% —

. 25502,  2,88% — - _
IV.  2563%  2,89°ir — - _
V. — - — 1,35

Das Verhéltniss von C:N = 4,17 in dieser BarytVer-
bindung stimmt sehr gut mit dem in dem Carniferrin C:N

= 1,04 Uberein und unterscheidet sich wesentlich von dem



m der Fleischsdure C:N = 2,85, sodass man diese Sub-lan*
mit Recht als eine Barytverbindung der Phosphorfleischsaure,
aus welcher die Phosphorsaure ganz oder theilweise abgespalten
ist, auffassen kann. Der bei der Analyse gefundene Phosphor
kann ganz oder theilweise von Baryumphosphat herrihreii.

Thatséachlich liess sich aus dieser Barytverbindung Fleisch
>aure darstellen: 10 gr. dieser Substanz wurden mit 200-cbcm,
einer |Oprocentigen Aetzbarytldsung eine halbe Stunde ge-
kocht; im Filtrate wurde der Baryt durch einen kleinen Ueber-
sclmss Schwefelsdure gefallt, das Filtrat vom Baryumsuffat
X Mal mit dem gleichen Volumen Aether exlrahirf und nach
genauer Ausflullung der Schwefelsdure durch Barytwasser zum
kleinen Volumen auf dein Wasserbade eingeengt. Durch Al-
kohol wurde eine Saure gefallt, welche die Reactionen und
das Silbersalz der Flcischsaure lieferte.

0,1460 gr. S. gaben 0,0676 gr. Ag.

Gefundeh: Berechnet

far  H, NjO5Ag.:
Ag 46,30 @/,

[Da ich bei Darstellung kleiner Mengen schwerlésliclier
sa ze zur Vermeidung eines Filters das ausgeschiedene Salz
mit Wasser und Alkohol und schliesslich Aether decaniire
erhalte ich so das wasserfreie Silbersalz der Fleischsaure
(verg! auch C..W. Roekwood: Ueber das Vorkommen der
r loischsaure im Harnel).]

Der Aetherextract enthielt S&uren, welche ebenfalls als
/.ersetzungsproducte der Phosphorfleischsaure aufzufassen -ind
Is: W. U.).

Versuch Il. 500 gr. frisch gefalltes Carniferrin wurde
mit Barythydrat bei 50« behandelt. Aus dem barytalkalische,,
filtrate wurde bei gewohnlicher Temperatur der Baryt mit
Schwefelsaure genau ausgefallt, das Filtrat vom Baryomsulfat
bei niederer Wasserbadtemperatur eingeengt und unter Uni.
ridhren in absoluten Alkohol gegossen. Die ausgeschiedene
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Substanz wurde abgesaugt, anhaltend mit Alkohol und darauf
mit Aether gewaschen und Uber Schwefelsdure getrocknet.

Analysen:
l. 0,4-095 gr. 8. gaben 0,0301 gr. Mg2PaO7 — 2,05°/0 P.
1. 0,3276 » » » (nach Kjeldahl) 0,0469 gr. N = 14,32 °l0.

Der Stickstoffgehalt war also wesentlich geringer als der
der Fleischsaure (16,33#/0); der Phosphor ist als der Phosphor-
fleischséure zugehorig zu betrachten, weil die Phosphorsaure
mit Barythydrat gefallt war. War wirklich Phosphorfleisch-
saure vorhanden, so musste sich aus ihr wieder Carniferrin
darstellen lassen. Dies war der Fall.

5 gr. Substanz wurden in 800 cbcm. Wasser gel6st, mit
Ammoniak neutralisirt und mit etwas Eisenchlorid auf dem
Wasserbade erwarmt. Der entstandene Niederschlag wurde
abgesaugt und bis zur Chlorfreiheit gewaschen. Er war vollig
I6slich in Alkalien, die alkalische L6sung gab die Reactionen
alkalischer Carniferrinldsungen ; ebenso ging aus den Analysen
die Identitat mit Carniferrin hervor.

I. 0,3056 gr. S. gaben 0,0950 gr. HaO und 0,2644 gr. CO2.
Der Hikkstand im Schiffchen enthielt 0,0885 gr. Fe.
II. 0,4788 gr. S. gaben 22,2 cbocm. N bis 16° und 762 mm. Bar.
HI. 0.9337 » v » 0.0480 gr. MgaPaO?.

6efunden: ,

C. H. X. Fe. P.
L. 2359 % 345% - 28,95 % —
1. — - 5,42 % — -
Hk » 1 — - |- 1.47 °|0.

Aus Phosphorsaure, sowohl Ortho- als Metasaure, Fleisch-
sdure und Eisenchlorid entsteht, wie ich friher festgestellt
habe, kein dem Carniferrin ahnlicher Korper.

Dieser Versuch zeigt deutlich, dass Phosphorfleischsaure
zum Thcil unversetzt bei Abspaltung des Eisens &dus dem
Carniferrin mit Barythydrat bei 50° entsteht.

Es wurde versucht, aus diesem Gemenge von Phosphor-
fleischsaure und ihren Spaltungsproducten erstere durch Aus-
sagen mit Ammonsulfat darzustellen. Wahrend bekanntlich
Fleischsaure, Antipepton, durch Ammonsulfat nicht féallbar
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ist, war zu erwarten, dass die jedenfalls viel hGher molekulare
Phosphorfleischsaure lallbar sei. Namentlich dies auch dess-
haJb, weil man aus frisch dargestellten Muskelausztigen nach
Sattigen mittelst Ammonsulfat keinen peptonartigen Korper
auffinden kann, wahrend doch urspringlich Phosphorfleisch-

sdure vorhanden ist.
Thaisachlich wurde durch Aussalzen der wasserigen

,.TU""?,der besProchenen unreinen PhosphorAeischsauro nach

W. Kuhne s Vorschriftl) eine Fallung erhalten, die sich auf
dem Fdter als klebrige Masse anlegte. Dieselbe wurde in Wasser

gelést und bis zum Ausbleiben der Schwelsaurereaction dialy-
sirt. Nach Eindunsten der L6sung tber Schwefelsdure gab der
Ituckstand nur eine sehr schwache Phosphorsdurereaclion
beim Verschmelzen mit Aetznatron und Salpeter, wahrend '
der Kohlenstoffgehalt (49,627.) wesentlich denjenigen der
Fleischsaure (46,697.) Ubertraf. Es ist also wahrscheinlich,
dass die Phosphorfleischsaure durch Ammonsulfat gelallt, dass
aber bei dem langen Dialysiren gegen Wasser die Pliosnlior-
*aure allmalig fast ganz abgespalten worden ist.

Es ist somit erwiesen, dass die Phosphorfleischsaure
keine Aetherphosphorsaure der Fleischsdure ist., sondern ein
eomplicirteres Molekul besitzt, welches ausser den die Fleisch*
saure bei der Barytspaltung liefernden Complex noch andere
kohlenstoffreiphere und stickstoflarmere oder stickstofffreie
Gruppen besitzt. Das Studium der Ubrigen Spaltungsprodm le

ermoglichte einen Einblick in diese Complexe.

HI. Spaltunggproducte der Phosphorfleisehsaure.
1. Fleisch saure.

Ueber diese ist friher*) ausfuhrlich berichtet worden.
Vahrend Uber die zur Aufklarung ihrer Constitution im Gange
befindlichen Untersuchungen erst spater mitgctheilt werden
sollen, will ich an dieser Stelle nur erganzend anfiihren, dass
es je zt gelungen ist, das Salzsaureadditionsproduct der Fleisch-
saure rein darzustellen.

") Zeitschr. f. Biol., Bd. 29, S. | .
-) L. c
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10 gr. Fleischsaure wurden in 15 cbcm. concentrirter
rauchender Salzsdure bei wenigen Graden ber 0 gel6st und
6 Tage in der Eiskiste stehen gelassen. Durch Eingiessen in
absoluten Alkohol wurden fast weisse Flocken ausgeschieden,
die abgesaugt, mit Alkohol und Aether gewaschen und Uber
Schwefelsdure getrocknet wurden. Auch dieses Product gab
in Wasser gelost mit Silbernitrat keine Fallung. Erst nach
langerem Stehen, schneller beim Kochen, namentlich nach

Zusatz von Salpetersdure, trat Tribung und Abscheidung von
Chlorsilber ein.

0.2025 gr. bis zum constanten Gewichte tber H* SO4 getrocknete Sub-
stanz brauchten nach Kochen mit Aetznatron und Ansduern mit Sal-
petersdure 7,30 cbcm Ag.\TO3 1]10 X.

Ge funden Berechnet
fur C,gH15N3 05 HCI:

Hierdurch ist von Neuem das mit dem Molekulargewicht
tbereinstimmende Aequivalentgewicht des Antipeptons, der
Fleischsdure, als 257 bestatigt.

Inzwischen hat Sjoqgvistl) auf ganz anderem Wege
als Aequivalentgewicht des durch Pankreasverdauung er-
haltenen Antipeptons 250 gefunden, gewiss eine neue Stltz«'

flr die Behauptung der ldentitdt von Fleischsaure und Anti-
poden.

2. Kohlensaure.

Phosphorlleischsaure spaltet beim Erhitzen mit verdinnten
Mineralsduren schon unterhalb 100° Kohlensaure ab. In drei
Versuchen wurden je 5 gr. Garniferrin mit 1. vierprocentiger
Salpetersaure, 2. funfprocentiger Schwefelsaure, 3. achtpro-
eenliger Salzsaure in einem Kolbchen erhitzt, das mit einer
Chlorcalciumrohre, hinter dieser mit einem klares Barytwasser
enthaltendem Absorptionsgefasse, verbunden war. Vorher
war das System mit kohlensaurefreier Luft geflllt. Noch

IS Skandin. Arch f. Physiol., Bd. V, S. 277.
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vor Beginn des Siedens tribte sich, die Barytlosung, um bald
einen starken Niederschlag von Baryumcarbonat abzusetzen.
In einem vierten Versuche wurden 5 gr. der oben erwahnten
Pliosphorfleischsédure in verdinnter Salzsaure gelost erhitzt.
Auch hier fand eine starke Abscheidung von Baryumcarbonat
in dem Absorptionsgeféasse statt. Bei gewohnlicher Temperatur
geht diese Abspaltung von Kohlensdure nur sehr langsam vor
sich. Eine Ldsung von Carniferrin in verdinnter Schwefel-
saure, welche eine Woche bei gewohnlicher Temperatur im
offenen Kolbchen gestanden hatte, gab an durchgeleitete kohlen-
sdurefreie Luft keine Kohlensaure ab, welche sie aber beim
Erhitzen abspaltete.

Die Kohlensaure wird also durch einen rein hydrolyti-
schen Vorgang aus der Phosphorfleischsdure abgespalten. Die
physiologische Bedeutung dieser Thatsache werde ich weiter
unten besprechen.

3. Kohlen hydratgruppe.

Durch Erhitzen von Carniferrin, Phosphorfleischsaure
0-lei deren oben besprochenen Barytderivate mit Mineral-
sauren, am besten mit 4procentiger Salpetersdure, entsteht
sine Fehling’sche Losung langsam aber stark reducirender
Korper. Zersetzte man frisch bereitetes Carniferrin mit starkem
Ammoniak auf dem Wasserbade, filtrirtc, versetzte das ein-
geengte Filtrat mit klarer Barytlosung und erwarmte, so
schied sich ein schwer flltrirbarer Niederschlag ab, der mit
Natriumcarbonat zersetzt wurde. Aus dieser LOsung wurde
nach Neutralisation durch Salzsdure mittelst Chlorbaryums ein
Niederschlag erhalten, der stickstoffrci war und ausser ge-
ringen Mengen' atherloéslicher Sauren in Alkohol und Aether
unlésliche Substanzen enthielt, welche beim Erhitzen mit
Séuren einen Kupferoxyd rcducirenden Kdrper abspaltete. Dass

sowohl der auf diese Weise als auch aus dem Carniferrin
direct und aus der Phosphorfleischsdure erhaltene Korper ein
kohlehydratartiger ist, ging aus der Bildung von Furfurol und

von Benzoylverbindungen, welche Furfurol lieferten, hervor.
Auch wurde durch Phenylhydrazinacetat in geringer Menge
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Osazon erhalten, das jedoch nicht rein dargestellt werden
konnte, welches aber kein Glucosazon war. Wahrend ich
also vorlaufig Gber die Natur dieses Kdérpers nichts Sicheres
sagen kann, steht doch das Vorhandensein eines stickstoff-
freien, kohlehydratartigen Complexes in der Phosphorfleisch-
saure fest. Ich hoffe, dass es mir gelingen wird, bei Ver-
wendung sehr grosser Mengen Ausgangsmaterial trotz der
grossen-Verluste, welche bei der Isolirung dieses Korpers un-
vermeidlich sind, soviel Substanz zu gewinnen, dass wenigjstens

durch ihre Spaltungsproducte ihre Natur genau bestimmt
werden kann.

4. Bernsteinsaure und Paramilchsaure.

Durch Extraction der Mutterlaugen, welche bei der Dar-
stellung der Flcischsdure aus Carniferrin erhalten werden, mil
Aether gewinnt man stets betrachtliche Mengen Sauren. Nach
Abdunsten des Aethers hinterbleibt ein Syrup, aus welchem
sehr bald Prismen auskrystallisiren. Durch kalten Aether
lassen sich diese Krystalle vom Syrup trennen, welcher nach
Verdunsten des Aethers beim Stehen noch mehr Krystalle
ausscheidet. Die Kkrystallisirte Sdure mehrmals aus heissem
Alkohol umkrystallisirt erweist sich als Bernsteinsaure.

Analyse:
l. 0,1754 gr. S. gaben 0,0854 gr. H,0 und 0,2632 gr. CO..

H (Andere Darstellung) 0,2568 gr. S. gaben 0,1188 gr. H,0 .me!
0,3848 gr. CO.,.

_(_3efunden_:_ Berechnet ffir
W 11 C4H604
H 541 % 5.18 % 5,09%v
C 40,93 » 40,89 > 40,68 *
o}

Praparat 1 schmolz bei 179,5®, Préaparat Il bei 180°.
Schmelzpunkt der Bernsteinsiure ist 180®.

Die Schmelzpunkte einer grossen Anzahl Praparate,

welche bei verschiedenen Darstellungen der Fleischsaure er-
halten wurden, lagen zwischen 179® und 180°.
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Loslichkeit: Eine warm gesattigte wasserige Ldsung
schied beim Erkalten rasch Krystalle ab und wurde Uber
diesen unter 6fterem Umschutteln 7 Tage bei Zimmertemperatur
und darauf mehrere Stunden bei 19° stehen gelassen. 3.6937 gr.
dieser Losung im Platintiegel bei massiger Wasserbudtempe-
ratur eingedunstet und Uber Schwefelsaure bis zur Gewichts-
constanz getrocknet, hinterliessen 0,2178 gr. Sdure. 100 cbcm.
Wasser hatten also bei 19° 6,27 gr. gelOst; nach Carius’j
l6sen 100 Th. Wasser 6,15 Th. Bernsteinsdure bei 18* Die

Saure verbrannte auf dem Platinbleche unter Entwickelung
der fur Bernsteinsaure charakteristischen, stechend nochenden

Gase; sie erwies sich als optisch inactiv.

Anfangs war es befremdlich, Bernsteinsdure aus einem
|6slichen, lange Zeit erwarmten und auch gekochten Baryt-
salze zu erhalten. Auch liess sich diese Saure leicht in warmem
Barytwassen 10sen; erst bei anhaltendem Kochen oder tage-
langem Erwérmen auf dem Dampfbade schied sich unléslicher
bernsteinsaurer Baryt aus. Wurde dieser mit Schwefelsdure
und Aether geschuttelt, so ging in letzteren dieselbe S&ure
vom gleichen Schmelzpunkte tber, welche wiederum ein leicht
I6sliches Barytsalz bildete.

Parallelversuche mit k&uflicher Bernsteinsidure zeigten
vOllig Gbereinstimmendes Verhalten derselben. Die Bernstoin-
«<dure bildet also zwei Barytsalze, ein in Wasser leicht 16s-
liches und ein unl6sliches. Einen Erklarungsversuch hierfir
habe ich an anderer Stelle’) gegeben.

Die syrupOse é&therlosliche Saure aus dem Carniferrin

I"t Paramilchsdure. Die wasserige Losung der Sdure drehte

die Ebene des polarisirten Lichtes nach rechts und lieferte

ein linksdrehendes Zinksalz von den Formen-des Paralacfates.

Dieses gab mehrmals aus Wasser umkrysfallisirt folgende
Zahlen Dbei der Analyse:

|. Praparat 1. 0,28G4 gr. S. veil, hei 105° 0,0368 gr. ‘und gah»*ii

heim Gluhen 0,0846 gr. ZnO. o roo
[I. Praparat Il. 0.5752 gr. S. verl. hei 105° 0.0744 gr. R, O.

l) Lieh. Ann., Bd. 142, S. 146.
1) d. deutschen chein. Ges., Bd. 28, S. 515.
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Gefunden: ‘A8 echnet:

l. 1. 1% Zn + 2 IVO:
H20 12.85% 12.03% 12.90%0.
Zn 23,67 » — -23.29 »

HI. 0.2368 irr. Substanz bei 105° getrocknet gaben 0.0910 gr. H20 und
0,2550 gr. CO02

) erechnet
. Gefunden: ur (,6H1006 Zn :
G *29.37 % 29,62%.
H 427 » 412 »

Es kdnnte eingeworfen werden, dass diese beiden S&uren
nicht Spaltungsproducte der Phosphorfleischsdure seien, son-
dern dass ihre Eisenverbindungen dem Carniferrin beigemengt
scienr Dem ist entgegen zu halten, dass in diesem Falle die
Analysenwerthe des Garniferrins so stark beeinflusst wirden,
dass sie nicht in so engen Grenzen, wie es die Tabelle auf
Seite 303 zeigt, in denen sich auch die Analysenwerthe des
Garniferrins aus Milch (siehe Seite 374) halten, liegen wirden.
Denn die Menge der aus dem Carniferrin entstehenden ather-
|6slichen S&uren ist nicht unbedeutend. Aus 7 gr. Carni-
ferrin wurden von solchen 0,7 gr. auf Milchsdure berechnet
durch Kochen mit verdinnter Schwefelsdure erhalten, und
aus 360 gr. Carniferrin (aus 4-500 gr. Fleischextract dargestellt)
11 gr. reine Bernsteinsaure dargestellt. Auch ist durch eine
bei Salko wski ausgefiihrte Arbeit von Blumenthal*) nach-
gewiesen worden, dass in frischen Muskelextracten keine Bern-
steinsdure vorkommt.

Die Phosphorfleischsaure steht zu den Nucleinen in naher
Beziehung. Sie unterscheidet sich von ihnen in erster Linie
dadurch, dass sie bei der hydrolitischen Spaltung unter an-
deren direct Antipepton, Fleischsaure liefert, wahrend die
Nucleine unter gleichen Umstédnden Eiweiss bez. demselben
sehr nahestehende Hydratationsproducte geben. Ob die spéatere
Forschung vielleicht auch unter den Nucleinen solche Korper
linden wird, lasse ich dahingestellt, jedenfalls mdochte ich die
Phosphorfleischsdure wegen dieses Unterschiedes nicht als

Y Virchow’-' Arch.. B«l. 137, S. 539.
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Nuclein, sondern als ein Nucleon bezeichnen. Dieser Name
soll die nahe Verwandtschaft zu den NucleTnen in Bezug auf
Eigenschaften und Zusammensetzung und jedenfalls auch auf
ihre Entstehung bezeichnen.

IV. Phosphorfleischsaure als Bestandtheil der Milch.

Friher) habe ich auf Grund der Fahigkeit der Phos-
phorfleischsaure, gleichzeitig Phosphorsaure und Metalle wie
Eisen und Kalk in (flr schwachsaure, neutrale und .alkalische
Fllssigkeiten) l6slicher Form zu enthalten, die Ansicht aus*
gesprochen, dass die Phosphorfleischsdure ein wichtiges Trans-
poitmittel fur Phosphorsaure, Eisen, Kalk, Magnesia sei.
Diese Vermuthung ist gerechtfertigt worden durch den Befund,
dass die Pho”phorfleischsdure ein regelméssiger und wesent-
licher Bestandtheil der Milch ist. Entfernt man aus der Milch
(Kuhmilch) das Gasein und die coagulirbaren Eiweisskorper;
und behandelt das Filtrat von diesen ebenso wie eiweissfreie
Muskelextracte mit Barythydrat, Kalkhydrat oder Chlorcalcium
und Ammoniak, so erhélt man durch Eisenchlorid in der Hitze
einen Niederschlag, der vollig‘identisch mit dem aus Muskel-
extracten dargestellten Carniferrin ist. Er l6st sich leicht und
vollkommen in Alkalien, die L&sungen geben in genligender
Verdinnung mit Schwefelammonium keinen Niederschlag und
andern die Farbe nicht, wahrend beim Erhitzen allmalig sich
Schwefeleisen bildet. Mit Essigsaure angesauert geben sie
nicht mit Fg¢rrocyankalium die Berlinerblaureaction, welche
erst beim Kochen durch Zusatz von Mineralsauren beschleunigt
eintritt.

Die Analysenwerthe stimmen mit denen, welche aus
Muskelextracten- dargestelltes Carniferrin liefert, Uberein.

Analysen:

. 0,2226 gr. S. gaben 0,0618 gr. H,0 und 0,1844 gr. CO,.
1. 04324 ', erforderten 16,05 ehern. H,SU4 lj,, N. (Kjeldah

1. 0,2154 5« * 11,0 >  Permangaiiatlésimg,
IV 22153 » » gaben 0,1454 gr. Mg, P, O;.

V' Art'll, f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abthlg. 1804, S 401.
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V. 1,7307 gr.S.gaben 0,1-2*22 gr. Mg2P207.
VI. 16030 » * * 01139 v

VII. 02232 » V. » 0,0610 » H,0 und 0,1820 gr. CO2

VI 0,3400 » > v 15,4 cbcm. bei 763,3 mm. Bar. u. 20* T.
IX. 2,2880 v * v 0,1662 gr. Mg2P207.
X. 0,3457 v v > 17,55 cbcm. Permanganatldsung.

Analysenwerthe des Carniferrins ans Milch.

jl

Nr. C. °0 H. % N. % re. % P. Bemerkungen.
2228 303 — ffJ '
11 — — 5,19 —
m.r 2956
V. | o — — 184 / Darstellung 1
Voo — — 198 1
VI, — 1,97
VIL 2224 304  —. . )
Vil — 5,21 B
IX. | _ , 203 | Darstellung 1.
3 o i 29,39 -

1

Aus dem Carniferrin liess sich Fleischsdure gewinnen und
durch ihr Silbersalz charakterisiren.

0,2915 gr. S. gaben 0,1231 gr. Ag = 42,23 °|0.
Berechnet fiir C10HI3 X306 Ag2 + 2 H20:42,61 00.

Die bei der Extraction der bei der Darstellung der
Fleischsdure erhaltenen Mutierlaugen mit Aether gelGsten
Sauren waren Bernsteinsaure und Milchsédure. Denn die durch
kalten Aether aus dem nach Verdunsten des Extractions-Aethers
ubrigbleibenden Syrups abgeschiedenen Prismen schmolzen
nach mehrmaligem Umkrystallisiren aus heissem Alkohol bei
ISOO0; die bei einer zweiten Darstellung erhaltenen bei 179,5°.
Sie entwickelten beim Verbrennen den characteristischen,
stechenden Geruch, bildeten ein leicht 16sliches Barytsalz, das
beim Kochen seiner Losung langsam in das unlésliche tberging.

Analysen:
0.267s gr. S. gaben 0,1256 gr. 1LO und 0.3994 gr. CO2
Befunden: Berechnet fur C4HrtO4:
C 40.680 0 40,68° 0.

H 518 > 509 v
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Die syrupdse S&ure war optisch inactiv. Sie wurde in
das Zinksalz tbergeftihrt, welches sich ebenfalls optisch inactiv
erwies und nach dreimaligem Umkrystallisiren als Zinksalz
der Géhrungsmilchsaure erkannt wurde. *

Gefunden: Berechnet
fir C6B1006Zn -f :{ H20:
H20 17,99 \
Zn 21,79 »

Der Umstand, dass Bernsteinsaure nach den bisherigen
Untersuchungen in der Milch nicht vorkommt, aber bei der
Zersetzung des aus Milch dargestellten Carniferrins ebenso wie
aus dem aus Muskelextracten dargestellten entsteht, ist ein
weiterer Grund fiur die Annahme der Bildung derselben aus
Phosphorfleischsaure durch Hydrolyse.

Wahrend Carniferrin aus Muskelextract Paramilchsaure
Ih'tcrt, gibt das aus Milch dargestellte Gahrungsmilchsaure.
Es konnte hieraus geschlossen werden, dass die Milchsdure
als EisenVerbindung nur eine Verunreinigung des Carniferrins
M. Hiergegen ist geltend zu machen, dass die Gruppe der
Phosphorfleischsaure, aus welcher Milchséure hervorgeht, sei
*s d,e Kohlenhydratgruppe oder nicht, bei der aus Milch ge-
wonnenen Phosphorfleischsaure eine stereoisomere derjenigen,
welche in Muskelextracten vorhanden ist, sein kann.

Zwei mit je 500 ebem. derselben frisch gemolkenen
Kuhmilch ausgefiihrte quantitative Bestimmungen ergaben fir
cinen Liter Milch 1. 0,582 gr., 2. 0,583 gr. Phosphorfleischsaure
als Fleischsaure berechnet. Der Gehalt ist also ein so be-
irdchtlicher, dass der Phosphorfleischsaure der Milch mit Recht
I me wesentliche Bedeutung fir die Resorption des Kalkes der
Milch zuzuschreiben ist. Vom klinischen und landwirthschaft-
lichen Standpunkte wird es wichtig sein, den Einfluss der
Nahrung der Thiere, den Einfluss des Sterilisirens der Milch etc.
auf den Gehalt der Milch an Phosphorfleischsaure und auf
deh-n Sattigung mit Kalk festzustellen.
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V. Die Phosphorflefechsaure als Energiestoff der Muskeln.

Bei den heute herrschenden abweichenden Ansichten
Uber die Natur der Energiestoffe der Muskeln ist es gebdten,
jeden neu erkannten Extractivstoff der Muskeln daraufhin zu
prifen, ob er zu dem Stoffwechsel der Muskeln in Beziehung
steht, ob er ein Energiestoff oder ein Stoffwechselproduct der-
selben ist.  Zur Entscheidung dieser Fragen betreffs der
Phosphorfleischsdure wurden folgende Versuche angestellt.

Versuch |. Einem grossen Hunde, der durch Morphin-
Atropin narkotisirt war, wurden an einem Schenkel der Nervus
ischiaticus und der Nervus cruralis durchschnitten und durch
den Inductionsstrom eines Schlittenapparates, bei welchem der
Rollenabstand allniélig verringert' wurde, gereizt, sodass sich
abwechselnd die Beuger und Strecker im Tetanus befanden.
Nach | Stunde 50 Minuten wurde das Thier gettdtet und
die Beuger und Strecker beider Schenkel getrennt zerkleinert.
Ras Gewicht der ruhenden Muskeln betrug 645 gr., das der
muden 640 gr. Jede Muskelmasse wurde gleichzeitig in Ublicher
Weise mit je 1,5 Liter Wasser und darauf noch zwei Mal
jedesmal mitll Liter Wasser extrahirt. In diesen Extracteu
wurde nach Fallung der Eiweisskorper die Phosphorfleisch-
saure nach der in dei* folgenden Abhandlung von Balke und
Ido beschriebenen Methode bestimmt. In dem Garniferriu
wurde stets der Stickstoff entweder nach Dumas oder nach
Kjeldahl bestimmt, da mitunter bei der quantitativen Fallung
des Carniferrins etwas Eisenoxydhydrat mit ausfallt; der Stick-
stoff wurde auf Fleischsaure berechnet, erstens, weil fir diese
der Stickstoffgehalt aus der Formel genau bestimmt ist, zwei-
tens, weil so der Faktor 0,1237, mit welchem die gefundenen
Zahlen zu multipliciren sind, kein allzugrosser ist.

Es wurde Phosphorfleischsaure als Fleischsaure berechnet
gefunden; Im ruhenden Muskel 1,6193 gr. = 0,24°/0; im muden
Muskel 0,5996 gr. = 0,093#/0.

Versuch Il. Bei einem zweiten grossen Hunde wurden
die Nervi ischiaticus und cruralis des einen Schenkels durch-
schnitten.  Nach Verheilung der Wunden wurde das Thier
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in moglichst schnellem Tempo ! Stunde 15 Min, gefihrt und
unmittelbar darauf rasch verblutet.

Gewicht der ruhenden Muskeln: 845 gr.

» miiden * loio »
Erste Extraction der Muskelmasse geschah mit je 15(M)
(bcin., zweite und dritte mit je 1000 ebem. Wasser.
Pho>phoi fleischsdure als Fletschsaure berechnet wurde
gefunden :
In den ruhenden Muskeln: 1,1110 gr. = 0,1:11 '
* * miden [ 0,7344 » = 0,073 >
Versuch Ill. Der Hund wurde wie in Vers. Il operirt.
Nach Verheilung der Wunden wurde das Thier 1 Stunde
MI Min. gefiihrt.
Gewicht der ruhenden Muskeln: ff55.gr.
» » miden » 1210 +*,
Erste Extraction der ruhenden Muskeln geschah mit
1500 ebem., der miden mit 1800 ebem., zweite und dritte der
ruhenden mit je 1000 ebem., der miden mit je 1200 ebem.

Wasser. Phosphorfleischsaure als Fleischsaure berechnet wurde
gefunden:

In den ruhenden Muskeln: 0,54-63 gr. — 0,057 \/
» » muden » 0.4007 » 0,039

Folgende Tabelle gibt die Zusammenstellung der Resultate:

V Gewicht Absolute Mengen Phnsphortleiscli- Itci.der

i der Muskeln | Ppliosphorfieisch- saure Muskelthatigkeit

§ in , saure (als Fleisch- 5 1000 gr. Muskel .verbrauchte Meng, n
f Gramm saure her.) in Gramm! iu Gramm. PhoBphortteischrfanr*-
7 der der der der der ! der___l far 1000 gr. fur

t ruhen- miden iruhenden  miden ruhenden ( in 100 Tlieile

! -~ muden
> denm M. |0 Mo M M M”Skf' " Phosphor-
' ar. fl*is<hsaun>.

045 640 16193 059% 240 0093 1,47 «1,3
1. 845 1010 1,1116 0,7344 1,31 0,73 0,58 44.3
. «55 1210  0,5403 0,4697 0,57 0,39 0,18 31.0

Diese Versuche beweisen, dass Phosphorfleischsdure hei
-ler Muskelthatigkeit verbraucht wird. Bedenkt man die oben

"utgetheilten Erfahrungen (ber die Spaltung der Phosplior-
Jleischsédure durch Hydrolyse, so gibt die Erkenntnis der

liosphorfleischsaure als EncrgiestotT den Schlissel zur Er-
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klarung mehrerer beiin Stoffwechsel des Muskels bekannten
Beobachtungen.

In erster Linie leuchtet ein, dass beim Verbrauch der
Phosphorfleischsaure vom arbeitenden Muskel Kohlensgure
durch Hydrolyse, ohne Verbrauch von Sauerstoff entstehen
muss. Seit der Entdeckung Hermann’s*), dass bei der Muskel-
thatigkeit ohne Oxydation Kohlensiure entstent, wissen wir,
dass im Muskel Substanzen vorhanden sind, welche ohne
Zufuhr von Sauerstoff bei ihrer Zersetzung Kohlensaure liefern.
In der Phosphorfleischsaure ist dieser oder einer dieser Korper
erkannt worden.

In einer grossen Reihe von Untersuchungen ist die Frage,
ob bei der Muskelthatigkeit Phosphorsaure gebildet wird, be-/
handelt worden. Neuerdings ist sie durch Klug und 01-
sa vsky *) endgultig in bejahendem Sinne beantwortet worden.
VVey.l und Zeitler8) suchten nach der die Phosphorsaure
liefernden Substanz und sprachen die Vermuthung aus, dass
diese Nuclein sei, da das Lecithin nach ihren Befunden nur
unbedeutend verbraucht wird. Jetzt ist als Quelle der Phos-
phorsdure die Phosphorfleischsaure anzusehen, die wegen ihrer
nahen Verwandtschaft zu den Nucleinen als Nucleon bezeichnet
wurde.

Ist die ausgesprochene Ansicht, dass Milchsiure bei der
Hydrolyse aus Phosphorfleischsdure entsteht, richtig, so wurde
auch ein Beitrag zur Erklarung der Bildung dieser Saure bel
der Muskelarbeit geliefert sein.

Ob nur die Kohlehydratgruppe oder auch die Stickstoff-
gruppe der Phosphorfleischsdure verbraucht wird, lasse ich
dahingestellt. Vielleicht bleibt diese verschont und wird zum
Wiederaufbau von Phosphorfleischsaure mit Hullfe der durch
das Blut zugefiihrten Kohlehydrate verwendet.

Es liegt mir fern, die Phosphorfleischsdure als den
Energiestoff der Muskeln anzusprechen. Denn die Annahme

*) L. Hermann: Untersuchungen dber den Stoffwechsel der
Muskeln. Heidin 1867.

*I' *1luger*s Arch., Bd. 54, S. 21,
.1 Zeitsehr. f. physiol. Chemie. Bd. 6, S. 557.
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verschiedener solcher Stoffe, welche schwerer und leichter
hydrolysirbar bezw. oxydabel sind,, scheint mir. den Gesetzen
der .Muskelleistung entsprechender, als die Voraussetzung eines
einzigen Nahrstoffes zu sein.

Weil bei gleichen Reizen und zunehmender Belastung
bis zu einem bestimmten Grade vom Muskel nicht nur mehr
Arbeit geleistet, sondern auch mehr Warme producirl wird,
>0 muss bei stérkerer Belastung eine gréssere Menge chemischer
Spannkraft verbraucht werden als bei geringerer Belastung;
die Auslosung dieser potentiellen Energie kann nicht durch
den urspriunglichen Reiz in vollem Maasse geschehen, sondern
muss durch die vermehrte Belastung bewirkt werden  Dass
durch die Belastung die directe Wirkung des Reizes selbst
vermehrt werde, ist nicht anzunehmen, weil der Schwellen-
werth des Reizes unabhéngig von der Belastung ist. + Wohi
aber kann man sich vorstellen, dass bei grosserer Belastung
be, welcher der Muskel in Folge der durch den Reiz aus-
geloslen ungenitigenden Menge Energie zunadchst keine' Arbeit
leisten kann, diese Energie so lange in Warme umgesetzt
wird, bis diese ausreicht, um den Zerfall eines &nderen
schwieriger hydrolisirbaren und oxydirbaren Korpers durch
den lortbestehenden Reiz zu ermdglichen und somit auch
dessen chemische potentielle Energie auszuldsen und in Arbeit
"nd WOnne. umzusetzen. Diese Vorstellung wirde erfordern |
dass zur Leistung ein und derselben Arbeit ein grosserer Stoff-
umsatz nothwendig ware, wenn sie in weniger -grosseren, als
ui mehreren kleineren Leistungen verrichtet wird Dies ist
ja thatsachlich der Fall.

Die Annahme verschiedener Energiestoffe der Muskeln
bedeutet durchaus nicht, dass der Muskel die chemische
potentielle Energie aus verschiedenen Atomgruppen jn Arbeit
mnzuselzen hat. Es konnen aus den Energiestoffen immer
ueselben Complexe verwendet werden, es kann somit das
Arbeitsmaterial der Muskel ein einheitliches sein, auch wenn

| knergiestoffe verschiedene sind.
Leipzig, 8. December 1895.
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