Ober Milchs&urebildung und Phosphorsdurebildung im
MuskeipreQOeaft
Von
Gustav Embden, Walter Griesbach und Ernst Schmitz.

(Aus dem chemisch-physiologischen Institut der Universitéat Frankfurt a. M.)
(Der Redaktion zugegangen am 22. September 1914.)

Durch eine Reihe von Untersuchungen aus dem letzten
Jahrzehnt, namentlich auch dessen letzten Jahren, ist der
Nachweis erbracht worden, dal der Hauptabbauweg der Kohle-
hydrate im Tierkorper Uber Milchséure verlauft.

Die Bildung dieses Produktes aus Kohlehydraten wurde
unter sehr verschiedenartigen Versuchsbedingungen beobachtet:

So trat in der kinstlich durchstromten Leber reichliche
Milchsaurebildung auf, wenn das Organ stark glykogenhaltig
war, wahrend die Milchsdurebildung bei Durchblutung der
glykogenfreien oder glykogenarmen Leber mit zuckerdrmem
Blute vollig ausblieb, im Gegenteil der Milchsauregehalt des
Blutes wahrend des Durchstromungsversuches raei*t deutlich
absank.

Wurde aber dem Durchstromungsblute d-Glukose, oder
besser noch d-Laevulose hinzugefligt, so fand auch in der
glykogenarmen Leber eine reichliche Milchsaurebildung statt.

Schon durch diese Versuche war der endgultige Nach-
weis des Abbaues der Kohlehydrate der Hexosereihe zu Milch-
saure gefihrt.

Ebenso eindeutig waren die Ergebnisse, die verschiedene
Autoren am Gesamtblute, an Leukozyten, an gewaschenen
Blutkdrperchen und auch am Organbrei unter Anwendung ver-
schiedener Hexosen erhielten.

In den eben erwahnten Untersuchungen wurde der Ab-
bau von Kohlehydraten zu Milchsédure durch lebensfrische
tierische Zellen beobachtet.
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Es lag jetzt sehr nahe, zu versuchen, die beim Abbau
von Zucker zu Milchsdure wirksamen Agentien von den Zell-
strukturen abzutrennen, um so den fir die alkoholische Géarung
langst erwiesenen rein fermentativen Zuckerabbau auch fir
den Tierkorper darzutun, fir den er so oft behauptet, aber
nie einwandfrei gezeigt worden war.

Die Tatsache des besonders reichlichen Auftretens von
Milchsdaure in der Muskulatur veranlaBte uns, in friiheren Ar-
beitenl) derartige Versuche am Muskelprel3saft anzustetlen.

Das Ergebnis war nicht das anfanglich erhoffte. Zwar
gelang es ohne weiteres, zu zeigen, dafl im frischen Muskel-
preBsaft von Hunden unter bestimmten Versuchsbedingungen
eine oft sehr betrachtliche und mit groRer Geschwindigkeit
ablaufende Milchsaurebildung eintritt, ein Zusammenhang dieser
Milchsaurebildung mit einem entsprechenden Verschwinden von
Glykogen oder Traubenzucker lieR sich aber nicht feststellen.
Glykogen war in mehreren mittels der abgekirzten Pfliger-
sehen Methode untersuchten Fé&llen im Prel3safte von vorn-
herein Uberhaupt nicht nachweisbar und Traubenzucker fand sich
bei Untersuchung mittels des Knapp’schen Titrationsverfahrens
verschiedentlich nur in so geringen Mengen2), dall er zur
Deckung der gebildeten Milchsdaure bei weitem nicht ausreichte.

Vor allem aber gelang es nicht, durch Zusatz von Gly-
kogen und Traubenzucker die Milchsdurebildung im Sinne einer
Steigerung zu beeinflussen.

Das im Muskelprel3saft anscheinend unabhangig von seinem
Glykogen- und Traubenzuckergehalt erfolgende Auftreten von
Milchséure bei kurzem Stehen schien uns am besten erklérbar
durch die Annahme einer besonders gearteten Milchsdurevor-

stufe, Uber deren Natur wir keinerlei bestimmte Vorstellungen
auBern konnten.

) Embden, Kalberlah u. Engel. Uber Milchsaurebildung im
MuskelpreRsaft. I. Mitteilung. Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 45,1912. Kura
Kondo. II. Mitteilung. Daselbst, S. 63.

*) Uber die der Knapp sehen Titrationsmethode bei ihrer Anwen-
dung auf nach Schenck gewonnene Pref3saftfiltrate anhaftenden Fehler
und Uber die Frage des Vorkommens von Traubenzucker im Muskelpref3-
saft siehe weiter unter S. 16.
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Wir schlugen vor, diese Vorstufe wegen ihrer engen
biologischen Beziehungen zur Milchséure einstweilen als Lacta-
cidogen zu bezeichnen.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit und mehr zum Teil
noch der nachfolgenden Untersuchungen ist es, die Berech-
tigung der Annahme eines von den gewohnlichen Kohlehydraten
verschiedenen Lactacidogens zu erweisen und Aufklarung tber
seine chemische Natur zu gewinnen.

Wenn auch namentlich das letzgenannte Ziel als noch
keineswegs erreicht bezeichnet werden kann, so werden doch,
wie wir glauben, durch die vorliegende und die nachfolgenden
Untersuchungen unsere Vorstellungen Uber die Entstehung der
Milchsdure im Muskel in ganz bestimmte Bahnen gelenkt, auf
denen voraussichtlich die schliel3liche Klarung der chemischen

Natur und der biologischen Bedeutung des Lactacidogens er-
folgen wird.

In einer bereits erwahnten Untersuchung haben wir auf
die Mdglichkeit von Beziehungen des Lactacidogens zu der
Phosphorfleischsaure Siegfrieds hingewiesen. Wenn auch,
wie wir gleich hier erwahnen wollen, diese Vermutung wohl
sicher nicht zu Recht besteht, so war sie doch fir uns Ver-
anlassung, zu untersuchen, ob vielleicht di¢ Milchséurebildung
im Muskelpref3saft von einer Phosphorsaurebildung begleitet ist.

Wiederholt ist ja in &lterer und neuerer Zeit behauptet
worden, dal} angestrengte Muskelarbeit zu vermehrter Phos-
phorsaureausscheidung durch den Harn fihre, und daR auch
im Muskel selbst bei seiner Tatigkeit Phosphorsaure frei werde.

Vermehrte Phosphorsaureausscheidung durch den Harn
nach angestrengter Muskelarbeit wurde wohl zuerst durch
G. 1. Engel mann beobachtet.l)

Am Muskel selber glaubten Weyl und Zeitler2) eine
Vermehrung der Phosphorsaure wahrend der Téatigkeit fest-

, 1) Kngelmann, G. J., Archiv f. d. ges. Anatomie u. Physiologie,
1871, S. 14. Sieht* auch Presyz, Ungar. Archiv f. innere Med., Bd. I, S. 38.
*) Weyl Th. und Zeitlcr, H., Uber die saure Reaktion des tatigen

Muskels und Uber die Rolle der Phosphorsaure beim Muskeltetanus. Diese
Zeitschr., Bd. 6, 1882, S. 557.
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stellen zu konnen. Sie reizten am Kaninchen nach Brust-
markdurchschneidung den Ischiadicus der einen Seite mit
tetanisierenden Strémen und fanden in einer Reihe von vier
dbereinstimmenden Versuchen eine Vermehrung des wasser-
I6slichen Phosphors, den sie, wohl mit Unrecht, als anorganischen
Phosphor ansprachen.*) Gleichzeitig wurde der Lecithinphos-
phor etwas vermindert, jedoch bei weitem nicht geniigend,
um die aufgetretene «anorganische» Phosphorsdure zu decken.

An Hunden arbeitete Macleod?) unter Siegfrieds Lei-
tung. Er stellte unter Benltzung von Kontrolltieren, die geruht
hatten, fest, dall starke Arbeit im Tretrade die Menge der
wasserldslichen organischen Phosphorsaure vermindert, die
der anorganischen vermehrt. Diese Vermehrung der anorga-
nischen Phosphorsdure geschah nur zum geringeren Teile unter
entsprechender Verminderung des. Nucleonphosphors, zum
groReren Teile auf Kosten des organischen, wasserloslichen
Nichtnucleonphosphors, dessen n&here Natur unbekannt blieb.

Naturlich wurde die Deutung dieser Versuche durch den
Umstand erschwert, dafl die Zirkulation wahrend der Muskel-
arbeit erhalten bleiben mufite.

Macleod konnte ubrigens auch feststellen, dal der Ge-
samtphosphor der Muskeltrockensubstanz wahrend der Arbeit
zunimmt, dal3 also der arbeitende Muskel in besonders hohem
Malle Phosphor aus dem Blute aufzunehmen imstande ist.

DalR bei der Autodigestion des Muskels Phosphorséaure
aus organischen Verbindungen frei wird, ist bereits von E.
Salkowski3) gezeigt worden. Auch von Furth4) konnte am
Kaninchenmuskel nach mehrtdgigem Liegen eine nicht sehr er-
hebliche Zunahme der anorganischen Phosphorsaure beobachten.

‘) Siehe hierlber auch Parnas u. Wagner. Biochem. Zeitschr.,
Bd. 61, S. 887, 1914.

*) Macleod, J. J. R, Zur Kenntnis des Phosphors im Muskel,
Zeitschrift flr physiologische Chemie, Bd. 28, S. 535, 1899.

J) Salkowski, E., Uber die Autodigestion der Organe. Zeitschrift
fur klinische Medizin, Bd. 17, Suppl. Bd., S. 77.

4) von Furth, 0., Uber die Gerinnung der Muskeleiweiftkiirper
und deren mutmaliliche Beziehung zur Totenstarre. Hofmeisters Bei-
troge, Bd. 3, S. 562, 1903.
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In der vorliegenden Arbeit haben wir — wie bereits er-
wahnt — zunéchst untersucht, ob im MuskelpreRsaft die friher
von uns beobachtete Milchsdurebildung von einer Bildung
anorganischer Phosphorsaure begleitet ist.

Methodisches.

Die Prel3saftgewinnung geschah ganz in der friher ge-
schilderten Weise.

Von der Anwendung der Kosselschen Schneidemaschine,
die wir bei einem Teil unserer friheren Versuche benutzt
hatten, sahen wir ab.

Die Versuchstiere — wir verwandten zunachst nur
Hunde — werden in Athernarkose aus den FemoralgefaRen
entblutet; moglichst bald nach dem Tode des Tieres die Mus-
kulatur der Hinter- und Vorderschenkel (manchmal auch
Bauch- und Rickenmuskulatur) so rasch wie mdglich von der
Hauptmenge Fett — Sehnengewebe etc. — befreit, in einer
Fleischhackmaschine gut zerkleinert und dann in einer sehr
grolRen Porzellanreibschale mit reinem Quarzsand unter An-
wendung eines grof3en Pistills grindlich verrieben. Mit Vorteil
bedienten wir uns bei allen spateren Versuchen einer Vor-
richtung, die der von Buchner und Hahnl) fir die Zer-
kleinerung von Hefezellen angegebenen nachgebildet war. Nach
grindlichem Verreiben mit Quarzsand wurde der entstandene
Muskelbrei mit Kieselguhr gut durchgeknetet. Die schlief3lich
erhaltene homogene Masse soll sich nur wenig feucht anfihlen.

Bei unseren friheren Versuchen haben wir Muskulatur,
Quarzsand und Kieselguhr nicht gewogen. Spater wandten
wir bei einer bestimmten Versuchsanordnung ganz bestimmte
Mengenverhéltnisse an und setzten auch das Verreiben mit
Quarzsand eine bestimmte Zeit fort.

Fur die eigentliche Pressung bedienten wir uns auch bei
denVersuchen dieser Arbeit der Organsaftpresse von H. Meyer.
Als Pref3tuch verwandten wir eine einfache Schicht diinner Gaze.

* Buchner, E. u. H. und Hahn, M., Die Zymasegarung. Miinchen
u. Berlin 1903.
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Die Pressung wurde bis zu einem allméhlich auf 400
Atmosphéren ansteigenden Druck vorgenommen.

Der Prel3saft wurde in eisgekihlten Melzylindern aufge-
fangen und bis zum Ansatze des Versuchs, der stets moglich
rasch erfolgte, in Eis aufbewahrt. Auch der Quarzsand, die
Kieselguhr, die Reibschale etc. waren vor dem Versuch gut
gekuhlt. Samtliche Geréatschaften, die mit der Muskulatur oder
dem Muskelpref3saft in Bertuhrung kamen, waren sterilisiert.

Ein Teil des Prel3saftes (Pref3salt A) wurde sofort mit je
dem gleichen Volumen Salzsdure von 2°/o und Quecksilber-
chlorid von o0°/o, also unter dreifacher Verdinnung des PreR3-
saftes, gefallt. Ein anderer Teil blieb unter Zusatz einer fir
die optimale Milchsdurebildung ausreichenden Menge von ge-
sattigter Natriumbikarbonatlésungl) in sterilen, mit einge-
riebenen Glasstopfen verschlossenen Pulverflaschen wahrend
verschiedener Zeiten, hochstens aber zwei Stunden, im Wasser-
bade von 40° stehen.

Am Schliisse des Versuchs wurde der Prel3saft (PreRsaft B)
unter Berlicksichtigung des Bikarbonatzusatzes mit Salzsdure
(2°/oig) auf das Doppelte des urspringlichen PreRsaftvolumens
gebracht und schliel3lich genau so wie der PreRsaft A mit
Sublimatlésung gefalit.

Die geféllten, grindlich durchgertuhrten Flissigkeiten
blieben tber Nacht im Eisschrank — in allen spatem Ver-
suchen bei Zimmertemperatur — stehen.

Am néchsten Morgen wurden sie abgesaugt, die Filtrate
mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, durch einen Luftstrom
vom Schwefelwasserstoff befreit und nach Abtrennung des
Quecksilbersulfids aliquote Filtratanteile zur Bestimmung von
Milchsaure und Phosphorsaure verwendet.

In allen spateren Versuchen wurden fir jede Milchsaure-
oder Phosphorsaurebestimmung 100 ccm PreRsaftfiltrat, ent-
sprechend 33,3 ccm PrefRsaft benutzt.

Die Technik der Milchs&urebestimmung wich nicht wesent-
lich von der friher geschilderten ab. Der gemessene Filtrat-

Y Kura Kondo, Uber Milchsaurebildung im MuskelpreRsaft. 11. Mitl.
Biochem. Zeitschr. Bd. 45, S. 71. 1912.
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anteil wurde mit Natronlauge annahernd neutralisiert, dann
mit 15 ccm starker Phosphorsdure (ca. 60°/0) angesauert und
im Lindsehen Apparat unter starker Heizung und lebhafter
Rotation mit Ather zunichst wenigstens 40 Stunden lang
extrahiert.

Stets wurde alsdann ein Kolben mit neuem Ather mit
dem Apparat verbunden und eine mindestens 20s(undige Kon-
trollextraktion vorgenommen.

Gewohnlich  A- die Extraktion nach 40 Stunden voll-
standig, es kam aber vor, dal3 sich noch bestimmbare Milch-
sauremengen in dem zweiten Atherextrakt fanden.

Die Atherextrakte wurden unter griindlichem Nachwaschen
mit Ather filtriert, der Ather unter Zusatz von etwa 20 ccm
W asser verjagt, die wasserige Losung des Atherextraktes auf
etwa 100 ccm gebracht, mit Normatnatronlauge schwach al-
kalisch gemacht, in einer Porzellanschale auf dem .Wasserbade
auf etwa 5—10 ccm eingeengt und nunmehr dem Milchsdure-
bestimmungsverfahren nach von Furth und Gharnass in der
im hiesigen Institut tblichen Weise unterworfen. Haufig wurden
Doppelbestimmungen ausgefuhrt, die fast stets befriedigend
miteinander Ubereinstimmten. Bei diesen Doppelbestimmungen
wurden von vornherein zwei einander entsprechende PreRsaft-
anteile getrennt verarbeitet.

Die Phosphorsaurebestimmung wurde folgendermalien
ausgefuhrt:

Der gemessene Filtrafanteil (wie bereits oben erwéhnt
in allen spateren Versuchen 100 ccm) wurde in der Kalte
mit Magnesiamixtur und alsdann mit einem reichlichen Uber-
schuB von Ammoniak versetzt. Die Flissigkeit blieb gut be-
deckt wahrend 24 Stunden in der Kalte stehen; der alsdann
auf ein aschefreies Filter gebrachte Niederschlag wurde o6fters
mit Ammoniak von 2°%* gewaschen, in der Kalte mit Salpeter-
saure von etwa 8Vo geldst, wobei die Losung in das ur-
sprunglich benutzte Becherglas zuriickfloR.

Nach genugendem Waschen des Filters mit kaltem Wasser
wurde die Flussigkeit wieder in der Kalte mit einer aus-
reichenden Menge Salpetersaure von 25°/0 (1 Teil) Ammonium-
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nitrat von 34°/0 (1 Teil) und Ammoniummolybdat von 3°/o
(3 Teile) versetzt. Die Abscheidung des Molybdatniederschlages
wird unter diesen Bedingungen erst langsam vollstandig, ist
aber bpi ausreichendem Zusatz des Fallungsmittels nach
24 Stunden abgeschlossen.

Nach dieser Zeit wird der Molybdatniederschlag moglichst
vollstandig auf ein aschfreies Filter gebracht, mit ammonnitrat-
haltiger Waschflussigkeit in Gblicher Weise gewaschen und
schlieflich — wie bekannt — unter Ldsung in Ammoniak in
das ursprunglich verwendete Becherglas zuriickgebracht. Die
letzte Fallung der Phosphorsaure als Magnesium-Ammonium-
Phosphat wird in Ublicher Weise in der Warme vorgenommen.

Schlielllich wird der Niederschlag auf einen geglihten
und gewogenen Porzellan-Goochtiegel gebracht. Nach dem
Waschen bis zur Chlorfreiheit und dem Trocknen bei etwas
uber 100° wird der Porzellantiegel zunachst vorsichtig in
seinem AuRentiegel, dann ohne denselben in der vollen Ge-
blaseflamme gegluht. Bei den vielen Hunderten von Bestim-
mungen dieser und der folgenden Arbeiten sind uns nur ganz
vereinzelte Analysen durch Springen des Goochtiegels ver-
loren gegangen. Wir haben uns vielfach davon Uberzeugt, daf}
bei der von uns angewende,ten Methode des Glihens es nur
zu einem &ulerst geringfiigigen, fur unsere Versuche nicht in
Betracht kommenden Verluste durch die Reduktionswirkung
der Flammengase kommit.

Es ist unbedingt notwendig, bei dem beschriebenen
Analysengang die beiden ersten Fallungen der Phosphorsaure
in der Kélte vorzunehmen, weil es sonst, wie wir sehr haufig
feststellten, zu einer Abspaltung von Phosphorsidure aus or-
ganischen Verbindungen kommen kann. In zahlreichen ver-
gleichenden Versuchen mit der ublichen «Warmfallung» und
der eben beschriebenen «Kaltfallung» der Phosphorsdure wurde
bei der erstgenannten Fallungsart, auch wenn so kurz wie
irgend moglich erwarmt wurde, bald nur wenig bald aber ganz
erheblich mehr Phosphorsaure als unter Anwendung der «Kalt-
fallung» gefunden.
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Wir besprechen nunmehr zunéchst die ersten 5 Ver-
suche, die wir mit der eben geschilderten Technik aus-
fuhrten.

Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tabelle I zusammen-
gestellt. Aus den Kolonnen 2—4 sind die notwendigen Einzel-
heiten der Versuchsanordnung ersichtlich. Die Kolonnen 5
und 6 geben den Milchsduregehalt des sofort gefallten und
des nach dem Stehen bei 40° verarbeiteten PreRsaftes wieder.
In den Stdben 7 und 8 finden sich die entsprechenden Werte
fir Phosphorsdure (als PO4H3 berechnet).

Die fettgedruckten Zahlen in Kolonne 9 gehen die aus
den Kolonnen 5 und 6 berechneten Werte fir neugebildete
Milchsdure, jene in Kolonne 10 die aus Kolonne 7 und 8
berechnete Phosphorsaurebildung pro 100 ccm Prel3saft
wieder.

Aus Kolonne 11 ist ersichtlich, wieviel Molekiile Phosphor-
saure auf je 100 Molekile Milchsdure beim Stehen des PreR3-
saftes neugebildet wurden.

In 4 von den Versuchen (Versuch 1, 2, 3, 5) weicht
die Zahl der freigewordenen Phosphorsauremolekiile wenig von
derjenigen der Milchsauremolekiile ab, jedenfalls kaum starker
als es durch die unvermeidlichen Fehler der Bestimmungs-
methoden bedingt ist. In Versuch 4 bleibt dagegen, die Phos-
phorsaurebildung ganz merklich hinter der Milchs&urebildung
zuriick.

Wir sehen also bereits aus diesen Versuchen nicht nur,
dall bei 1—2stdndigem Stehen frischen MuskelpreRs~fts bei 40°
eine unter Umstdnden &uBerst betrachtliche Phosphorséure-
bildung stattfindet, sondern auch, dal in vier von funf Ver-
suchen die Mengen der neugebildeten Phosphorsdure und
Milchséure praktisch aquimolekular waren.

DaR es sich hier um ein mehr zufalliges Zusammen-
treffen handelt, wird in hochstem Mafe unwahrscheinlich,
wenn man die Gr6éle der Milchsdure- und Phosphorsédure-
bildung in den verschiedenen Versuchen vergleichencj betrachtet.
Die Werte schwanken fir Milchsaure von ca. 0,048°0 in Ver-
such 3 bis nahezu 0,216°/0 in Versuch 5 (fur Phosphorsaure

AY4
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nattrlich entsprechend), sie sind also ganz auBerordentlich
verschieden. ’)

Handelte es sich aber nicht um einen Zufall, so war die
Bildung &quimolekularer Mengen Milchsdure und Phosphor-
saure im MuskelpreBsaft wohl nur erklarlich durch die An-
nahme, dal das Lactacidogen eine organische Phosphorsaure-
verbindung ist, die durch Muskelpref3saft eben unter Bildung
aquimolekularer Mengen Milchsdure und Phosphorsaure —
offenbar auf fermentativem Wege — zerlegt werden kann.

Unsere néachste Aufgabe war, die in vier von den finf
ersten Versuchen gemachte Beobachtung zu bestatigen und
moglichst auch das abweichende Verhalten auch des einen
Versuchs aufzuklaren.

Bei der Mehrzahl der n&chstfolgenden Versuche nahmen
wir nun einige Ab&nderungen in der Art der Prel3suftgewinnung
vor, die wir von vornherein flir Verbesserungen hielten, die
aber die Versuchsergebnisse im hochsten MaRe beeinfluf3ten,
derart, dal} Milchs&ure und Phosphorsaure nicht mehr in &aqui-
molekularer, sondern die Milchsaure meist in weit Gberwiegender
Menge auftrat.

Die wesentlichste methodische Anderung, die wir Vor-
nahmen, bestand darin, dal wir die unmittelbar nach dem
Tode des Tieres mit denkbar grof3ter Beschleunigung ge-
wonnene Muskulatur so rasch wie moglich abkihlten, um einen
von vornherein moglichst Milchséure- und Phosphorséurearmen
Pre3saft zu erhalten.

Zu dem Zwecke wandten wir eine Fleischhackmaschine
an, die mit einem Kihlmantel umbaut war, der mit Kalte-
mischung gefullt wurde. W.ir erreichten so, daR das zer-
kleinerte Fleisch die Hackmaschine statt wie bishér mit einer
Temperatur von Uber 30°, wenig warmer als 20° verliel3.

Auch bei den weiteren, zur Prel3saftgewinnung not-
wendigen Prozeduren wurde weit mehr als bisher auf mog-

I) Da das Molekulargewicht der Milchsdure = 90 dasjenige der
Phosphorsaure (PO4H3i 98 ist. muBR im Falle der Bildung aquimole-
kularer Mengen Milchsdure und Phosphorsdure die Phosphorsaureneu-
bildung etwas grofRer als die Milchsdurebildung sein.
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liehst starke Abkihlung der verwandten Geratschaften etc.
gesehen.

Ferner wurde bei diesen Versuchen weniger Kieselguhr
als bisher verwendet, es wurde feuchter geprelt, weil wir die
Beobachtung machten, dal} so die PreRsaftausbeute stieg.

Wir haben zahlreiche derartige Versuche, die wir im
folgenden kurz als «'Versuche mit starker Kihlung» bezeichnen
wollen, angestellt.

Nur in einer ganz geringen Minderzahl der Versuche
zeigte sich hier die anfanglich beobachtete &quimolare Milch-
saure- und Phosphorsaurebildung. Gewdhnlich Uberwog die
Milchsaurebildung weitaus.

FUnf beliebig herausgegriffene, derartige Versuche sind
in Tabelle 11 (Versuche 6—10) zusammengestellt.

Aus Kolonne 11 dieser Tabelle geht hervor, daR die Zahl
der auf 100 Molekiile Milchsdure gebildeten Phosphorséauremole-
kille zwischen 43 (Versuch 7) und 74 (Versuch 10) schwankt.

Kann hier also von einer strengen Aquimolaritit keine
Rede sein, so ist doch auch in diesen Versuchen ein gewisser
Parallelismus zwischen Milchsdure- und Phosphorséaurebildung
erkennbar. Die weitaus starkste Phosphorsaurebildung sehen
wir in Versuch 10, in dem sich auch die starkste Milchs&ure-
bildung findet, die geringste Bildung beider S&uren in den
Versuchen 7 und 8 usw.

Wodurch war das abweichende Ergebnis dieser Versuche
mit starker Kihlung bedingt?

Von vornherein waren hier sehr verschiedene Mdoglich-
keiten vorhanden, von denen wir nur eine erwahnen wollen,
weil sie uns zu einer Reihe gleich zu erdOrternder weiterer
Versuche veranlafte.

Wir stellten uns namlich vor, dal3 vielleicht bei der be-
sonders schonenden Art der Prel3saftgewinnung in den Ver-
suchen mit starker Kihlung der Prelisaft noch ein gewisses
MalR von glykolytischer Fahigkeit besafe, d. h., dal er nicht
nur imstande ware, Lactacidogen unter Bildung dquimolekularer
Milchsdure- und Phosphorsauremengen zu spalten, sondern
auch Kohlehydrat zu Milchsdure abzubauen.



13

Uber Mjlchsaurebildung u. Phosphorséurebildung im MuskelpreRsaft

19palm V. 829T°0 62020 €96€0 GEET'0 69650 prGe'0 0¢T 0T 0¢T ®
usBunwuins
-9g|9ddo( 4 //80'0  VBET'0  68¥2'0  CI9T'0  6EIY'0  GS8Z'0 09 9 08 o
UOA 3)B)|NS
-9y 9Ip uaqab 14 200 ¥¥80°0 20%€'0 866Z'0 6212°0 LOLT'0 09 9 08 X
uauuojoy
uaujazula ey €200 17600 188T°0 85¥T'0 £692'0 28110 09 8'v 08 3
Ul usJyez uap , ,
-Uayals Japue LS 8000 8ETT'0 L1220 698" 08L£°0 ,
] ] ‘ H o 1 .q w m
-ullalun g g9 61800 8STT'0  88EZ'0 oogeg ol 09 5L
§ 4 4 B 6 usinui iy w9 W
3|nysow g §3]1es g Saljes m::mo_
Jines ainesioyd  aunes -gaid VY SOMES  .gaig V sayes JRU0QIR abuaw
-loydsoyd ~SOUd 319p -yd|INIdp Uslellaqie -galdue)s) UR}ei8qJe -galdqualal -1Jesgald

. 0% 139 -19 u3|z)8s

usBunyiawag  313p|Iq  -[1gabnau -jigqabnau 43A 07190 -jaquesan I3 Ay 'BA -1agieian Qg -abnz g STPUBMMBA
-36 3INES g yjesgaig g esgaig UUNSUP 110505 sap UBUBISWIP 4 g 00 ggp IO YInsIaA
YOI yoBU Sap esgald  1esgald
WI2 00T W9 00T ydeu sapc -[3zul3
31NY810 I wop Jap
1 00T Iny uj ul wad 00T wad 00T mmcm_\/_ :wbm—._:n_
ur ainesi«aydsoyd ur ainesyoii
Al 1 01 6 8 L 9 g y £ Z T

9||sq®e L



14 G. Ernbden, W. Griesbach nnd E. Schmitz,

FINFR Hyz PaEN

0>
Y =
Iy *
5

°« a

cho

W

is ts"

Si r@ » et

Sée

3381

« e ~

SS S« es» »

A8

> I - F—1
KVIS'SC208B

B222B

as«%

€ 9eqel



Uber Milclisaurebildung u. Phosphorsédurebildung im MuskelpreAsaft. 15

Wir haben daher unsere friher mit ganz negativen Er-
gebnissen angestellten Versuche (ber die Einwirkung von
Traubenzucker auf den Umfang der Milchsdurebildung im
MuskelpreRsaftl) unter Anwendung starker Kuhlung etc. bei der
Prel3saftgewinnung wiederholt.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle Ili
niedergelegt.

Aus den Kolonnen 11 und 12 dieser Tabelle ist der Um-
fang der Milclisdurebildung mit und ohne Traubenzuckerzusatz
ersichtlich.

In Versuch 13, in dem keine Phosphorsaurebestimmungen
ausgefihrt wurden, ist die Milchséurebildung mit und ohne
Traubenzuckerzusatz gleich groB. Bei Versuch 11 ist in dem
mit Zucker versetzten Prelisaft etwas weniger Milchsaure als
in dem entsprechenden Leerversuch gefunden, doch liegt der
Unterschied durchaus innerhalb der Fehlergrenze der Be-
stimmung (siehe Bemerkung zu diesem Versuch).* * Auch fir
die Mehr-Bildung von Milchsdure in dem mit Zucker ver-
setzten PreRsaltanteil in Versuch 14 gilt das gleiche (ge-
bundene ccm n/io-.lodidsung in B ohne Traubenzucker 27,6 ccm,
in B mit Traubenzucker 28,5 ccm).

Nur in Versuch 12 wurde in dem Ansatz mit Trauben-
zucker eine Mehrbildung von Milchsdure gefunden, die einer
Titrationsdifferenz von merklich mehr als 1 ccm entspricht. Be-
stimmungsfehler von dieser Grol3e sind allerdings nach unseren
ausgedehnten Erfahrungen selten, aber der Ausschlag ist doch
zu gering und das Versuchsergebnis zu vereinzelt, um den
SchluBR zuzulassen, dald hier zugesetzter Traubenzucker durch
MuskelpreBsaft in Milchsdure umgewandelt wurde.*

Andererseits 148t sich nicht ausschliefen, dal} in den
Versuchen mit starker Kihlung von vornherein im Muskel-
prelsaft vorhandene Kohlehydrate sich an der Milchsdure-
bildung beteiligten.

Wenn auch, wie wir friher feststellten, Glykogen unter
den von uns eingehaltenen Versuchsbedingungen im Muskel-

) Siehe Embden, Kalberlah und Engel, 1 c., S. 57 und Kura
Kondo, 1 c., S. 77.
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prelsaft fehlt, so ist doch Paruas und Wagnerl) darin
Recht zu geben, dalR mdoglicherweise irgendwelche Spaltpro-
dukte des Glykogens z. B. dextrinartiger Natur im Prel3saft
enthalten waren.

Auch Traubenzucker war maoglicherweise vorhanden.

Zu unserer friheren Angabe, dall Traubenzucker im
MuskelpreR3saft héchstens in Spuren vorhanden ist, waren wir
an der Hand der Knappschen Methode gelangt. Unterdessen
hat sich aber herausgestellt, dal diese Methode an dem nach
Schenck enteiweilsten Prel3saftfiltrat versagt. Ob die relativ
hohen Reduktionswerte, die Forschbach2) und in neuer-
lich angestellten Versuchen auch wir bei der Verwendung
alkalischer Kupferlésung feststellten, tatsdchlich auf Trauben-
zucker und nicht vielmehr wenigstens zu einem Teil auch auf
eine andere Substanz zu beziehen sind, soll in einer nach-
folgenden Arbeit erortert werden.

Wir haben soeben ausgefihrt, bei welcher Art der Prel3-
saftgewinnung wir in der Regel eine die Phosphorsaurebildung
stark Uberwiegende Milchsdurebildung beobachteten.

Es gelang uns in einer langen Reihe weiterer Versuche
ohne weiteres — wenigstens in der Uberwiegenden Mehrzahl
der Versuche — vollige oder annahernde Aquimolaritit der
Phosphorséaure- und Milchsaurebildung zu erzielen, als wir von
einer Kihlung des Fleisches bei der Zerkleinerung mit der
Fleischhackmaschine absahen, und ferner bei der Bereitung des
PreRsaftes die Muskulatur besonders grundlich mit Quarzsand
zerrieben und mit sehr viel Kieselguhr mengten. Bei allen
spateren Versuchen der Tabelle IV (von Versuch 31 ab) wurde
die zerkleinerte Muskulatur mit der gleichen Menge Quarz-
sand 10—15 Minuten durch einander ablésende Gehilfen kréaftig
zerrieben, so dal} ein sehr feinfaseriger Brei entstand und dann
mit einer der Halfte des Muskelgewichts entsprechenden Kiesel-
guhrmenge grindlich vermengt. Das so gewonnene, ziemlich

*) Parnas, J. und Wagner, R, 1 c.

*) Forschbach, Zur Frage der Muskelmilchsaure beim Diabetes
mellitus und der glykolytischen Kraft des Muskels. Bioch. Zeitschr., Bd. 58,
S. 339, 1914.
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trockene PreRRgut lieferte fast stets einen vollig klaren PreR-
saft, im Gegensatz zu der oft triben Prel3saftbeschaffenheit
beim Pressen mit weniger Kieselguhr.

Auller diesen MaRnahmen bei der Pref3saftgewinnung
fihrten wir in einem Teil der Versuche noch eine besondere
Vorbehandlung des Prel3saftes ein.

Wir stellten uns vor, daB in den Versuchen mit starker
Kihlung die Milchsdaurebildung beim Stehen des Prel3saftes
deswegen Uberwiegt, weil hier neben der Spaltung von Lac-
tacidogen in daquimolekulare Mengen Milchsdure und Phosphor-
sdure noch ein anderer milchsdurebildender Vorgang ent-
halten ist.

In den Versuchen ohne Kihlung kommt es im allge-
meinen schon vor und wéahrend der PreRRsaftgewinnung zu einer
starkeren Milchséaurebildung als in den Kaltversuchen, und es
lag nahe, eben die Einwirkung der wéhrend der Zerkleinerung
der Muskulatur ohne Kihlung gebildeten Sdure mit dem Aus-
bleiben der Uberwiegenden Milchsaurebildung beim Stehen des
Muskelpre3saftes in Zusammenhang zu bringen.

Wir haben dementsprechend am Pref3saft versucht, durch
voribergehende S&ureeinwirkung bei 250 denjenigen Anteil der
Milchsdurebildung zu zerstoren, der nicht mit dem Auftreten
aquimolekularer Mengen Phosphorsédure einhergeht.

In einer Reihe von Versuchen ist das auch in der Tat
gelungen. Im einzelnen gestalteten sich diese Versuche folgen-
dermalen:

Fur jeden Einzelversuch kamen stets 80 ccm Prefsaft
zur Verwendung. Eine PreRsaftportion wurde sofort in der
friher geschilderten Weise nach Schenck gefallt. Eine zweite
blieb unter Zusatz von 10 ccm bikarbonat- und zuckerfreier
Ringerlésung und einer gemessenen Menge geséttigter Ldsung
von Natriumbikarbonat wahrend zwei Stunden bei 40° stehen,
und wurde dann ebenso wie der sofort gefadllte Pref3saftanteil
weiterverarbeitet.

Zweil oder mehr PrelRsaftportionen wurden mit Saure
vorbehandelt, d. h. 80 ccm Presaft "wurden mit genau 5 ccm
n->-Schwefelsdure, in einzelnen Versuchen auch n/a-Schwefel-

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 2
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saure versetzt und blieben 30 Minuten in einem Wasserbade
von 25° stehen.l)

Nach dieser Zeit wurde einer der Versuche unterbrochen,
*d. h. nach Schenck geféllt. In einem weiteren Pref3saftanteil
wurde zundchst die zugesetzte Schwefelsaure durch genau
5 ccm nls- (bezw. n/5-)Natronlauge neutralisiert, alsdann die
gleiche Menge Natriumbikarbonatlésung wie bei der nicht mit
Saure vorbehandelten PreRRsaftportion hinzugefugt. Nun kam der
PreRRsaft ebenfalls auf zwei Stunden ins Wasserbad von 40°
und wurde genau wie die Ubrigen Ansétze weiterverarbeitet.8)

Die Ergebnisse von 38 fortlaufenden in der eben ge-
schilderten Weise vorgenommenen Versuche sind in der Ta-
belle IV aufgefuhrt, und zwar in der Reihenfolge, in der sie
angestellt wurden.

Die Kolonnen 2 bis 8 enthalten die ohne Saurevorbehand-
lung, die Kolonnen 9 bis 15 die mit S&urevorbehandlung ge-
wonnenen Ergebnisse.

Betrachten wir zunéchst die Versuche ohne Sé&urevor-
behandlung, so sehen wir, dal sie zu einem groRen Teil eine
anndhernd &quimolekulare Bildung von Milchsdure und Phos-
phorsdure aufweisen. (Siehe dieffett gedruckten Zahlen in den
Kolonnen 6 und 7 und namentlich in Kolonne 8, aus der die
Anzahl der auf 100 Milchsauremolekile gebildeten Phosphor-
molekdiile hervorgeht.)

Wo aber ohne S&aurevorbehandlung die Menge der Milch-
saure Uberwiegt, da wird sehr hé&ufig eben durch diese Vor-
behandlung voéllige oder anndhernde Aquimolaritdt der neu-
gebildeten Mengen beider Sauren erzielt oder doch die zu Un-
gunsten der Phosphorsaure vorhandene Differenz merklich ver-

*) Einzelne Abweichungen von der Art der Saurevorbehandlung
sind aus der Tabelle ersichtlich.

*) Auch die nicht mit Sdure versetzten Prel3saftanteile blieben in
einem Teil der Versuche ebenso wie die mit Saure versetzten bei 25°
stehen. Da diese Modifikation ohne wesentliche Einwirkung auf das Ver-
suchsergebnis war (es kam in einigen langen Versuchen anscheinend
schon wéahrend der Vorbehandlung zu ganz geringen Milchsdure- und
Phosphorsaurebildungen), ist sie bei der Aufstellung der Tabelle 1V nicht
berucksichtigt.
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kleinert. (Siehe namentlich die Versuche 15 18 19 25 26
27,28,31,32,33.) A

In anderen Fallen war aber auch die S&urevorbehand-
lung nicht imstande, das MiBverhaltnis zwischen Milchsdure-
bildung und Phosphorsaurebildung auszugleichen. (Siehe die
Versuche 29, 30, 35, 42)

In Versuch 30 wurden statt 5 ccm "VSéaure 10 ccm ange-
wandt, wodurch neben einer starken Verminderung der Milchs&ure-
bildung eine fast ebenso starke der Phosphorsaurebildung auftrat.

In denjenigen Versuchen, in denen es durch Saurevor-
behandlung, Aquimolaritat der neugebildeten Milch- und Phos-
phorsaure herbeigefiihrt wurde, war die Herabminderung der
Milchsdurebildung zum Teil recht erheblich. (Siehe Kolonnen
6 und 13 der Versuche 19, 25, 26, 27, 28, 31, 32, 33)

Die Phosphorsaurebildung wurde durch die S&urevorbe-
handlung in einem Teil der Falle garnicht, in einem anderen
Teile immerhin merklich beeinfluf3t.

In denjenigen Versuchen, in denen von vornherein die
neugebildeten Mengen beider Sauren praktisch aquimolekular
waren, wurde fast stets die Milchsdurebildung nur insoweit
vermindert, als eine entsprechende Verminderung, auch der
Phosphorsdurebildung eintrat (Versuche 17, 20, 23, 24, 40),
so daB nirgends durch die Saurevorbehandlung ein auBerhalb
der Fehlergrenzen der Bestimmungen liegendes Uberwiegen
der Phosphorsdurebildung hervorgerufen wurde.

Zieht man in denjenigen Versuchen der Tabelle IV, in
denen die S&urevorbehandlung ausgefihrt wurde, die an den
saurevorbehandelten Pref3saftanteilen erhaltenen Ergebnisse in
Ricksicht, so sind von den 38 Versuchen dieser Tabelle 31
mal Milchsdure und Phosphorsdure in anndhernd aquimoleku-
laren Mengenl) autgetreten, in 7 Versuchen nicht.

Von diesen 7 Versuchen (Versuch 29, 30, 35, 36, 38,
44) Uberwog in sechs Féllen die MilchsdurebiMung, *und

*) Anndhernde Aquimolaritat haben wir — in allerdings etwas will-
kurlicher Weise  Uberall da angenommen, wo die gefundene Phosphor-
sauremengc von der berechneten um nicht mehr als 20¢/«, abweicht.
Meist ist in den stimmenden Versuchen die Abweichung allerdings viel

geringer.
2¢
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4 [ 5 | 6 |

Ohne Séaurevorbehandlung

Milchsaure Phosphorséaure In 100 ccm des In B, auf
in 100 ccm in 1(X) ccm PreRsaftes B, |O('2.V|'Ole'
des i ule
des neugebildete Milch-
NF. nach dem nach dem | séure
sofort Stehen sofort Stehen ..
Verar- pej 40° Verar- bei 40° ppich. Iffié
beiteten verar- beiteten verar- ) phor- | Phos-
PreR- i i sdure ior-
reB- heiteten pper. beiteten saure , Plior
saftes Aiwfes B, saftes A, l.reMp | saure-
Vsaftes B, | mole-
g g | g g Ke

15 0,4009 05899 0,2132 10,3794 0,1890 0,1662

16 0,3058 0,4273 0,1744 0,3049 0,1215 0,1305 99

17 0,3814 10,5528 10,1509 0,3271 0,1714 0.1762 94

18 0.2362 0,3442 0,2837 0,36:30 0.1080 0,0793 67

19 02713 10,4246 0,15:30 0,2843 0,1533 0,1313 78

20 0.3280 04630 0,1524 0,2927 0,1315 0,1403 95

21 02930 10,3672 0,2029 0.2732 0,0742 0,0703 87

22 0.3469 04347 10,1947 0,2806 0,0878 0,0859 90

Vorbehandlung

in 100 ccm

nachd<
sofort | %tegle
verar- | bei k
beiteten' verar

[0,4104] [0.5886;

[0,3780] [0.5400

T her Milchsaurebildung u. Phosphorsaurebildung im MuskelpreRsaft. 21

eile 4.

n | 12 13 14 16 16
iit Saure.

Phosphorséure  In 100 ccm des In B. auf

in 100 ccm PreRsaftes B, 100 Mole- Menge
. kiile der den
des neugebildete oot preg.
nach dem siure saften
sofort Stehen . neuge- B zuge-
Verar- pei 40° riich- 9 pildete setzten
eiteten  verar- ) phor-  Phos-  Bicar-
Prep- beiteten saure ) phor-  bonat-
fles Ag  PTef- Saure  osire- lésung
saftes Ba molekiile
! 9 e g g ccm

02098 0,3675 0,1601 0,1677 90
2198] [0,3974] [0,1782] [0,1781]  [92]

1643 0,3073 0,1323 0,1430 99
1678] [0,3376] [0,1620] [0,1698]  [96]

2594 0,3461 0,0992 0,0867 80

1572 0,2943 0,1255 0,1371 100

1480 0,2764 10,1215 10,1284 97

17

Bemerkungen

Die mit Saure vorbehandelten
PreRsafte standen 30 Minuten
bei 20°.

Der Muskel wurde mit sehr
viel Kieselguhr gepref3t. Bei

N
Vorbehandlung *mit g S&ure

deutliche Abnahme der Phos-
phorsaurebildung.

Sehr trocken gepre3t. Vor-
behandlung mit Saure wahrend
30 Minuten bei 25°.

Sehr trocken gepref3t. Saure-
behandlung wie beim vorigen
Versuch.

Saurebehandlung wie bei den
vorigen Versuchen.

Saurebehandlung wie bei den
vorigen Versuchen.
Sehr trocken geprefit.

Derselbe Pre3saftwurde auch
zum Zusatzversuch mit Hexo-
sephosphorsdurc  verwandt.
Versuch 61 Tabelle 8.

Der nicht ganz einwandfreie

N
Versuch mit g Saure, der ein

abweichendes Ergebnis gab,
wird hier nicht angefuhrt.
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1T 2 | 3 | 4 | 5 | 6 7 | 8

Ohne Saurevorbehandlung

Milchsaure Phosplujrsaure In 100 ccm des [nB, auf
in 100 ccm in 10C ccm PreRsal'tes B, ”Ok'_\f||0|e'
ildete | Kule
des des | neuget” Milch-
f nachdem’ nach dem saure
I sufort ~Stehen| sofort o b o Phos.  Neuge-
verar- bei 40°| Ve€rar- pej 40°  pilch- bildete
beiteten| verar- beiteten verar- ) phor-  Phos-
PreR- beiteten prep- beiteten Sauré saure  Phor-
saftcsA'lInresBit, o qoo A Pre@- | saure-
' saftes B, mole-
g | g o g i g g kile
23 0,2511 0,3233 10,2135 0,2843 0,0722 0,0708 90
24 0,2963 0,4300 0,1432 0,2917 0,1337 0,1485 102
25 0,3915 0,4982 0,2692 0,3577 0,1067 0,0885 76
26 0,4050 0,5008 0,3059 0,3831 0,0958 0,0772 74
27 0,2551 0,33(51 0,2956 0,3622 0,0810 10,0666 75
28 0,3672 05069 0,1931 10,3041 0,1397 0,1107 73
29 0.3834 0,5373 0,2103 10,3165 0,1539 0,1062 63
30 0,3429 10,5130 0,1987 0,3144 0,1701 0,1157 62

Uber Milchsaurebildung u. Phosphorséaurebildung im MuskelpreRsaft.

Tabelle 4 (Fortsetzung).

9 |
Vorbehandlung

10

Milchséaure
in 100 ccm
des

sofurt "'sfeht:

\erar- : bei 40°
beiteten verar-
prefly. beiteten

saftes A§J saftes B

g ' 9

0,2646 0,3166

0.2815 | 0,4064
0,3983 |

0,48(57
0,4165 | 0.4833
0,2538

0,3233

0,3780 0,4961

0,3793 05056

0,3429 04442

1

12

mit 5- Saure

Phosphorsaure
in 100 ccm
des

sofort
verar-
beiteten

PreR3-
saftes A3

g

f 0.2166

0.1437

0,2658

0.3073

0,2904

0,1609

0,2140

0,2013

nach dem
Stehen
bei 40°
verar-
beiteten
PreR-
saftes Ba

!

0,2681

0,2687

0,3517

0,3834

0.3598

0,2853

0,3044

0,2753

13

In 100 ccm des

14

PreRRsaftes Bs
neugebildete

Milch-

saure

0,0520

0,1249

0,0884

0,0668

0.0695

0,1181

0,1263

0,1013

Phos-

phor-

saure

0,0516

0,1250

0,0859

0,0761

0,0694

0,1244

0,0904

0,0740

23

15 IG 17
In Bs auf
luo Mole- Menge
kijle der den
Milch- ~ Pref-
saure saften B Bemerkungen
neuge-  Zuge-
bildete Setzten
. Phos-  Bicar-
phor_ bonat-
saure-  lusung
molekiile
ccm
90 Saurebehandlung 30 Minuten
bei 25°.
92 Saurebehandlung 30 Minuten
bei 25°.
89 Séurebehandlung 30 Minuten
bei 25°.
105 Saurebehandlung 30 Minuten
bei 25°.
92 Saurebehandlung 60 Minuten
bei 25°.
97 Saurebehandlung 30 Minuten
bei 25°. Der Anfangswert der
Phosphorsaure ist im Saure-
versuch kleiner als im Leer-
versuch. Analysenfehler.
66 Trocken gepreft. Saurebe-
handlung 30 Minuten bei 25°.
Siehe auch Hexosephosphat-
versuch 62, Tabelle 8.
67

Nicht ganz trocken gepref3t
Saurebehandlung mit 10 ccm

N
2 H,S04 wahrend 30 Minuten

Siehe auch Versuch 55, Ta-
belle 5.



24

. 2 3 | 4 | 5 | 6 I 7

Ohne Saurevorbehandlung

Milchsaure Phosphorsaure | In 100 (
in 100 ccm in 100 ccm Presalltes Bt
des des neugel)ildetc
f . h
Nr. so];‘ort (ngg[:gﬁjeeﬁn s, fort 1(n§at%hdeenm
verar- | bei 40° verar-  bei 40° . Phos-
beiteten verar- beiteten, verar- ) phor-
PreR- beiteten PreR- beiteten Sauré ;
» | PreR- saure
safics *m'satles B, saftesA, saftegBij
g g g | g g *
!
31 0,5096 ; 0.6520 | 0,2505 0,3773 0,1424 0,1268
|
l |
|
! |
32 04-442 i 0,5636 0,2690 0,3804 0,1194 0,1114
33 0,4732 10,5913 10,2674 0.3804 0,1181 0,1130
34 0,3739 0,4489 10,2933 10,3736 0,0750 0,0803
35 0,4536 0,5953 0,2837 | 0,4010 ; 0,417 0,1173
!
|
36 05063 0,6183 0,3080 0,3974 0,1120 0,0894

G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz,

*cm des | n B, auf

100 Mo-
lekille
Milch-
saure
neuge-
bildete
Phos-
phor-
saure-
mole-
kule

75

86

98

76

73

Tabelle

9 |

10

Vorbehandlung

Milch:

saure

in 10C| ccm
des

sofort
verar-
beiteten

Prel3-
saftes Aa

0,5117

0,4448

0,4772

0,4468

nachdem
Stehen
bei 40u
verar-
beiteten
PreR3- |
saftes B,

Y

0,6116

0,5353

0,5690

0,5764

Uber Milchsaurebildung u. Phosphorsaurebildung im MuskelpreRsaft.

(Fortsetzung).

1 12
mit | S&ure

13

I’lhosphorséaure
in 100 ccm
des

nachdem
Stehen
bei 40°
eiteten verar-
Prefi- beiteten

Prel3-

sofort

verar- .
Milch-

saure

0.2547 0,3767 0,0999

0.2748 0,3678 0,0905

2695 0,3715 0,0918

2864 0,3984 0,1296

14

Phos-
phor-

saure

0,1220

0,0930

0,1020

0,1120

15

In 100 ccm des In Bs auf
Prel3saftes Bs
neugebildete

100 Mo-

leklle
Milch-
saure
neuge-
bildete
Phos-
phor-
saure-

molekiile

g

112

94

102

79

16

Menge
der den
Prel3-
saften B
zuge-
setzten
Bicar-
bonat-
I6sung

ccm

11

25

17

Bemerkungen

Trocken gepref3t. Quarzsand
und Kieselguhr gewogen. Der
zerkleinerte Muskel 15 Mi-
nuten mit Quarzs ind zerrie-
ben. Im MuskelpreR3saft B
fanden sichwenig mehr Purin-
korper als im Muskelprci3-
saft A.

Saurebehandluhg 20 Minuten
bei 25°. Wie im vorigen Ver-
such gepref3t.

Gewinnung des Prel3saftes
wie in den vorhergehenden
Versuchen. Saurevorbehand-
lung 30 Minuten bei 25

Gewinnung des Prel3saftes
wie in den vorigen Versuchen.
Siehe auch Hexosephosphor-
saureversuch 63 Tabelle 8.

Gewinnung des Prel3saftes
wie in den vorigen Versuchen,
jedoch nur 5 Minuten mit
Quarzsand gerieben. Saure-
vorbehandlung 30 Minuten
bei 25°.

Pressung trocken, jedoch nur
5 Minuten mit Quar/.sand und
Kieselguhr gerieben.



26

Milchséaure
in 100 ccm
des

Nr, Swtort "sithen"l sof"rt nachdem

verar-

4

i)e[ 40«; verar-

5

beiteten: verar- : beiteten verar-

Pref.

37 0,4063

0,4090
0,4063

38

30 0.4165

40 0,2086

41 0,4475

42 0,4921

43 0,3571

44 0,3679

I beiteten!
saflesA'lsaPftesB,saflcsA*

9

0,4779

0,4914

0,5009
0,5204

0,2963

0,5434

0,5690

0,4705

0,4664

Phosphorsaure
in 100 ccm
' des
Stehen
bei 40°
prc3. Dbeiteten
PreR3-
saftes Bi
g g
0,3265 0,4016
0,2964 0,3667
0,2954
0,3376
0,2394 0.3382
0,2129 0,3176
0,2336 0,3440
0,3191 0,3646
0,1913 0,3144
0,1707 0.3091

6

Ohne Saurevorbehandlung

Pref3saftes B,
neugebildete

Milch-

saure

0,0716

0,0838

0,0941

0,0877

0,0959

0,0769

0,1134

0,0985

Phos-
phor-

saure

0,0751

0,0708

0,0985

0,1047

0,1104

0,0455

0,1231

0,1384

G. Kmbden, W. Griesbach und E. Schmitz,

In 100 ccm des In B, auf
100 Mo-

leklile
Milch-
saure
neuge-
bildete
Phos-
phor-
saure-
mole-
kule

96

78

96

109

106

51

100

130

Uber Milchsaurebildung u. Phosphorséaurebildung im MuskelpreRsaft. 27

Tabell | (Fortsetzung).
o 1y 12 13 14 15 16 17

Vorbehandlung mit ™~ Saure

&
_Milchséure hosphorsaure  In 100 ccm des In Bs auf
in 100 ccm in 100 ccm PreRsaftes B3 W Mo- Menge
des . der den
des neugebildete PreR-
sofort nachﬁem ofort |nachdem saure saften B Bemerkungen
Stehen Stehen . . zuge-

VErar- bei 40°  verar- pej 40° Milch. Phos' : bildete gatzten

beiteten verar- jejteten verar- phdr- | Phos-  Bicar-

PreR- beltetgn Prep- beiteten saure saure  Phor- bonat-

saftes As I:treé fres A L TEB- saure- |osung

sattes B, ' saftes Ba molekiile
g g g g ccm

6 Trocken gepreRt, 10 Minuten
mit Quarzsand gerieben.

8 Pressung wie im vorigen
Versuch. Die untereinander-
stehenden Zahler! entsprechen
Doppelbestimmungen.
PreRRsaftgewinnung wie in
den vorigen Versuchen. Siehe
auch Inosinsdureversuche 58
Tabelle 6.

02140 02990 02145 0,3223 0,0850 0,1078 115 PreRsaftgewinnung wie in
den vorigen Versuchen. Saurc-
vorbehandlung 30 Minuten
bei 25°.

6 PreRsaftgewinnung wie in
den vorigen Versuchen.

04597 03636 03049 0,3678 0,1039 0,0629 56 10 PreRsaftgewinnung wie in
denvorigen Versuchen. Saure-
behandlung 30 Minuten bei
25°. Siehe auch Hexosephos-
phatversuch 64, Tabelle 8.

10 PreRsaftgewinnung wie in

den vorigen Versuchen. Siehe
auch Versuch 59, Tabelle 7
mit Phytin und Versuch 65,
Tabelle 8 mit Hexosephosphat.

Prel3saftgewinnung wie in
den vorigen Versuchen. Siehe
auch Hexosephosphatversuch
66, Tabelle H.



28

4 5 | 6 | 7
Ohne Saurevorbehandlung
Milchséure

in 100 ccm
des

Phosphorséaure
in 100 ccm
des

PreRsaftes Bt
neugebildele

sofort 'nach dem
Stehen

verar- pei 40°
beiteten verar-
PreR- beiteten

PreR-
saftes A, cottes B, !

nachdem

sofort Stehen
verar- ‘bei 40°

beiteten! verar-
PreR- |beiteten

saftes A,| PrefR-
saftes B,

g g g g g g

Nr.
Phos-

phor-

Milch-

saure |
saure

45 0,4799 05751 0,2362 0,3218 0,0952 0,0856

46 0,4199 05198 0,2499 10,3583 0,0999 0,1084

47 0,2599 0,3436 0,2045 0,3044 10,0837 0.0999

48 0,3145 0,4:406 0,1585 0,2748 0,1161 0,1163

49 .0,3982 10,5373 0,2092 0,3382 0,1391 0,1290

0,0715
0,0884

0,0850
0,0882

0,5359
0,5528

0,3614
0,3646

50 0,4644 0,2764

51 0,3145 0,3989 0,2552 0,3382 0,0844 0,0830

52 0,3267 ; 04388 0,2468 0,3646 0,1121 0,1178

G. Einbden, W. Griesbach und E. Schmitz,

In 100 ccm des in B, auf
luO Mo-

lekiile
Milch-
saure
neuge-
bildete
Phos-
phor-

saure-

mole-
kile

83

100

110

92

85

109
92

90

96

Tabelle

9 | 10
Vorbehandlung

Milchsaure
in 100 ccm
des

lach dun

sofort Stehen
verar-  pej 40°

beiteten verar- |
PreR- beiteten

PreR3-
saftes As saftes Bj

Y Y

Uber Milchsaurebildung u.

Fortsetzung).
11 12 13 14
mit N Saure
Phosphorsédure In 100 ccm des
in 100 ccm Prel3saftes Bs
des neugebildete
nachdem
sofort Stehen o
Verar- - peiq0°  Milch- 0s-
Jeiteten  verar- phor-
PreR- beiteten' saure siure
Prel3-
>aftes As saftes B3
g

Phosphorséurebildung im Muskelpref3saft.

15

In Bs auf

100 Mo-
lekile
Milch-
saure
neuge-
bildete
Phos-
phor-
saure-

molekiile

Y

29

Menge
der den
PreR-
saften B
zuge-
setzten
Bicar-
bonat-
16sung

Bemerkungen

Trockenpressung. Siehe auch
Versuch 56, Tabelle V mit
Thyminséaure.

Trockenpressung. Siehe auch
Hexosephosphatversuch  G7,

Tabelle 8.
Trockenpressung.
Trockenpressung.

10 Trockenpressung.
10 Trockenpressupg.
10 Trockenpressung.

10
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nur einmal (Versuch 44) war (berwiegende Phosphorsaure-
bildung vorhanden.

Als Gesamtergebnis der in Tabelle 1V zusammengestellten
Versuche dirfen wir demnach bezeichnen, dal} es unter den
oben geschilderten Versuchsbedingungen bei kurzdauerndem
Stehen von PreRRsaft aus Hundemuskulatur in der tberwiegen-
den Mehrzahl der Falle annahernd &dquimolekulare Mengen von
Milchsaure und Phosphorsdure gebildet wurden.

Die Versuche sind umso beweisender, als der Umfang
der Milchsdure- und Phosphorsdurebildung von Fall zu Fall
recht verschieden war.

Die auf Grund unserer ersten, in Tabelle | aufgefiihrten
Versuche, ausgesprochene Vermutung, dafl das Lactaeidogen
eine organische Phosphorverbindung sei, die durch Muskel-
pre3saft unter Bildung &aquimolarer Mengen Milchsdure und
Phosphorsaure (und vielleicht unter Freiwerden noch anderer
Substanzen) gespalten werden kénnen, gewann also durch die
eben besprochene fortlaufende Reihe von 38 Versuchen auller-
ordentlich an Wahrscheinlichkeit.

Der Aufgabe, die chemische Natur dieser Substanz
aufzuklaren, suchten wir in verschiedener Weise naher
Zu treten.

Wir gingen zunadchst der Vorstellung nach, daR das
Lactaeidogenmolekill Milchsdure und Phosphorsdure enthielte,
und wir versuchten daher aus frischen PreRsédften resp. aus
nach Schenck gewonnenen Prel3saftfiltraten nach erschopfen-
der Extraktion der praformierten Milchsaure, durch Spaltung
mit verdunnter Schwefelsdure und mit verdinnter Phosphor-
saure, Milchsdure zu gewinnen. Es konnte auf diese Weise
keine Spur Milchséure aus PreRsaftfiltraten abgespalten werden,
trotzdem, wie bereits hier erwahnt sei, das Lactaeidogen sicher
in die PreRsafttiltrate Ubergeht.

Dennoch unterzogen wir auch die Mdglichkeit, dall das
Lactaeidogen eine phosphatidartige Verbindung sei, in der
Milchsdure und Phosphorsédure in ahnlicher Weise verbunden
waren, wie Fettsdure und Phosphorsdure im Lecithin, d. h.
durch Vermittlung eines Glycerinmolekils, einer Prifung.
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In zwei Versuchen waren von vornherein nur Spuren
Glycerin vorhanden, und auch beim Stehen des Muskelprel3-
saftes unter den zu Milchsdure und Phosphorsaure fiihrenden
Bedingungen konnte keine oder doch keine merkliche Glycerin-
bildung festgestellt werden.l)

Weiterhin bemihten wir uns, das Lactacidogen aus dem
Prel3saft zu isolieren. Diese noch keineswegs abgeschlossenen
Isolierungsversuche sind in einer nachfolgenden Arbeit von
Embden und Laquer niedergelegt.

Schliel’lich suchten wir auch festzustellen, ob etwa eine
der bekannten organischen Phosphorverbindnngen des Tier-
korpers in Milchsdure und Phosphorséaure zerlegt werde.

In erster Linie konnten hier verschiedene Nukleinsdauren
und Nucleinsdurederivate in Betracht kommen.

Tabelle 5 enthélt einige Versuche, die wir unter Zusatz
der Natronsalze von Thymonucleinsiure, Hefenucleinsiure und
Thyminsdure anstellten.

In Versuch 53 ist nur die Milchsdaure nach 80 Minuten
langem Stehen des PreRRsaftes unter den bekannten Versuchs-
bedingungen bestimmt.

Aus den Kolonnen 3, 9 und 15 geht hervor, dal} der
Milchsdauregehalt der Pref3safte am Schlisse des Versuchs durch
den Zusatz von Thymonucleinsdure und von Thyminsdure nicht
oder nicht merklich verandert wurde.

In Versuch 54 wurde die Milchséure sofort und nach
dem Stehen des Prefsaftes unter Zusatz von hefenucleinsaurem
und thvminsaurem Natrium bestimmt. Auch hier zeigt sich
keine aulerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungen gelegene
BeeinfluBung der Milchsdurebildung durch die genannte Sub-
stanzen.

Versuch 55 zeigt, dal Zusatz von thymonnucjeinsaurem
Natrium weder den Umfang der Milchséurebildung” beeinflufit,
noch zu vermehrter Phosphorséaure fihrt.

") Bei den Glycerinbestimmungen verfuhren wir genau in der von
Embden, Schmitz und Baldes (Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 174,
1a12) geschilderten Weise.
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1 % 3 1 4 5 6 7
Ohne Zusatz

Milchsaure Phosphor-
in 100 ccm | saure In 100 ccm
in 100 ccm
des des des
! nach nacli PreRsaftes B,
sofort dem sofort' dem )
Nr. neugebildete

ver- jStehen ver- Stehen
arbei- bei —~ arbei- bei 10°,

toi™ 1,7 ; ver- =) S
| arbei- teten arbei-1 Miuch- m
PrcR- toten |reb- teten i phor-

saftes Pr»*R- | saftes Prel3- saure! Sure
saftes , saétes
A Al iTB”

».

g g ' g gig
0,1921
53 w
0,5070

51 0,1057! 0.0501 01904 _

oo 0,3129' 0.5130 0,1987 0,3111 0,1701 0,1157 0.3156 0,5225 0,2055 0,3207 0.1769 0.1152

56 0,1799 0.5751 0,2302 0.3218 0,0952 0,0856

Milchsaure
in 100 ccm

0,1017 0,6055, —

fber Milchsaurebildung u. Phosphorsaurebildung im Muskelpre3saft. 33

Ta- ibelle 5.

10 11 12

Mit Zusatz von Nucleinsaure

Phosphor-
~ sdure In 100 ccm
in 100 ccm
| des des
j nach PreRsaftes B
i Sofort dein

ver- Sieben' neueebild,!'

bei 40°; arhei- bei 40°

teten VvPre Pbos-
arbei- Milch-
PreR- i toten phor-
sai'tes; Prel3- ! sdure
A saftesi saure
B.
L g g g 8
0,1901' — t —
0,2038

13 11

1 15

16 17 18 10

Mit Zusatz von Thyminsaure

Milchsaure
in 100 ccm
des

0.5113
0,5103

0.1030 0.6001

Phosphor-
_ Saure In 100 ccm
in 100 ccm
des des
nach PreRsaftes B3
sofort  4em
ver- Stehen! Neugebildete
arbei- bei 40°
teten | Plios-
H |
Preb- teten M'ICh'; phor-
saftes PreB- giure
Saftes | Saure
n3
9 v g g
0,1971

0.8l 0.5710 2131 0,321-1 0,0863 0,0813

20

Bemerkungen

Dauer des Stehens der PrefRRsafte bei 10°
80 Minuten. Fur jeden Einzelversuch 80 ccm
PreRsaft. Bicarbonatzusatz je 6 ccm. Zu den
PreRsaften A2 und R? je 0,375 g mit Natron-
lauge neutralisierter Thymonucleinsédure. Zu A3
und B, je 0.375 g mit Natronlauge neutrali-
sierter Thyminsaure in 15, ccm Wasser.

Dauer des Stehens der Pref3séfte bei 10*
2 Stunden. Fur jeden Finzelversuch 80 ccm
Prel3saft. Bicarbonatzusatz: 10 ccm. Zu den
Versuchen A? und Ba gleiche Mengen (je ca
0,21g) mit Natronlauge neutralisierter Hefe-
nucleinsadure, zu A3 und B3 ca. die gleiche
Menge neutralisierter Thyminsaure.

Dauer des Stehens der PreRRsafte bei 40° =
2 Stunden. Fur jeden Einzelversuch 80 ccm
PreR3saft. Bicarbonatzusatz 6 ccm. Zu den Ver-
suchen Aa und B? die gleichen Mengen mit
Natronlauge neutralisierter Thymonucleinsaure.
Angabe der Menge fehlt. Der Leer versuch wurde
bereits als Versuch 30 der Tabelle 1 wieder-
gegeben.

Zu den Versuchen As und B3 je 0,1 g mit
Natronlauge neutralisierter Thyminsaure. Der
Leerversuch wurde bereits als Versuch 15 der
Tabelle 4 wiedergegeben. Dauer des Stehens
bei 10° = 2 Stunden. 80 ccm Pref3saft fir
jeden Einzelversuch. Bicarbonatzusatz 6 ccm.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XOlII. 3
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DaR Muskelplasma thymonnucleinsaures Natrium nicht
zu spalten vermag, geht dbrigens bereits aus den Ver-
suchen hervor, die Fritz Sachsl) unter Kossels Leitung
anstellte.

Versuch 55 zeigt, dall auch Thyminsdure weder den
Umfang der Milchsdurebildung noch den der Phosphorsaure-
bildung im MuskelpreRsaft beeinflufit.

Zwei weitere Versuche wurden unter Zusatz der fiir den
Muskel charakteristischen Nucleinsaure, der Inosinsaure, in
Form ihres Natriumsalzes angestellt.

In Versuch 57 wurden nur Milchsdurebestimmungen, in
Versuch 58 Milchsdure- und Phosphorsdurebestimmungen aus-
gefuhrt. Die scheinbare, geringfligige Steigerung der Milch-
saurebildung unter dem EinfluR des Inosinsduresatzes in beiden
Versuchen berechnet sich aus Titrationsunterschieden die in-
nerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung liegen.2) Auch
Phosphorsaure wurde aus der Inosinsidure nicht abgespalten
(Versuch 58).

Die entgegenstehenden Beobachtungen von Levene und
Medigreceanus3) sind wohl durch den Unterschied in der
angewandten Versuchstechnik bedingt.

Ebensowenig wie den bisher genannten Substanzen kommt
dem Phytin, dessen Vorkommen auch im tierischen Organismus
durch die Untersuchungen Starkensteinsd) recht wahr-
scheinlich geworden ist, ein merklicher EinfluR auf die Milch-

") Sachs, Fr., Uber die Nuclease. Diese Zeitschr., Bd. 46, 1905,
S. 849.

*) In Versuch 47 wurden bei der Titration der beiden B-Bestim-
mungen ohne Zusatz 41.7 ccm resp. 42,1 ccm n/io-Jodlisung gebunden,
in den beiden entsprechenden Bestimmungen mit Zusatz von Inosinsaure
42,8 ccm respg 48,2 ccm.

In Versuch 58 betrégt der Titrationsunterschied zwischen derjenigen
B-Bestimmung ohne Zusatz, die den héheren Wert lieferte und derjenigen
unter Zusatz von Inosinsaure 0,85 ccm.

Levene und Medigreceanu. On nucleases. Journ. of biol. che-
michy, Bd. 9, 8. 65, 1911.

4) Starkenstein, Die biologische Bedeutung der Inosilphosphor-

saure. Bioch. Zeitschr., Bd. 30, S. 56, 1911.
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36 G. Embdcn. W. Griesbach und E. Schmitz,

siiure- und Phosphorsaurebildung im Muskelpref3saft zu. (Siehe
Tabelle 7, Versuche 59 und 60)l).

Wir erinnerten uns nunmehr einer neueren Entdeckung
aus dem Gebiete der Hefephysiologie.

Bekanntlich hat Iwanoff2) zuerst den Nachweis gefiihrt,
daB es bei der Garung von Zucker unter Zusatz von Alkali-
phosphat unter der schon friiher von Wroblewski3) beob-
achteten Beschleunigung der Hefegarung zur Bildung einer
organischen Phosphorsdureverbindung kommt.

Harden and Young4) machten in demselben Jahre die
gleiche Entdeckung.

Es gelang zuerst Iwanoff,5) diese Phosphorsaureverbin-
dung, die er fir eine Triosephosphorsdure hielt, in Form ihres
Kupfersalzes rein darzustellen.

Die Darstellungsmethode wurde sehr wesentlich durch
Youngb) verbessert.

v. Lebedewrl) sprach zuerst die Ansicht aus, dal} es
sich um eine Hexosephosphorsaure handele; er glaubte auf
Grund seiner Analysen des Phenylhydrazinsalzes eines Hexo-
phpsphorsaureosazons, dall in der Hexosephosphorsdure an
ein  Hexosemolekil ein Phosphorsduremolekil gebunden sei.
Young*) fihrte dann den endgiltigen Nachweis, dal es sich
um eine Hexosediphosphorsaure handelte. (Bei der Darstellung
des ebengenannten Hexosephosphorsiiureosazons kommt es
zur Abspaltung der einen Phosphorsaure).

¥ Fir die freundliche Uberlassung eines reinen Praparats von
Phytinnalrimn (es war nach Angabe der Fabrik nur durch geringe Spuren
Eisen verunreinigt) sind wir der Gesellschaft fiir chemische Industrie in
Basel zu grobem Dank verpachtet.

*) Iwanoff, Trav.Soc. des Naturalistes, St. Petersburg, Bd. 31, 1905.

3) Wroblewski, Journal f. prakt. Chem., Bd. (54, S. 1, 1901. (Siehe
auch Buchner, «Zymasegarung*, 1903, S. 140).

4 Harden and Young, Proc. Chem. Soc., Bd. 21, S. 189, 1905.

fy Iwanoff, Diese Zeitschr., Bd. 50, S. 281, 1907.

J) Young, Proc. Chem. Soc. 1907, S. (55, Proc. Royal Soc. 1909.
S. 528, Bd. 81.

:) von Lebedew. A.. Biochcm. Zeitschr., Bd. 20, S. 114, 1909,
Bd. 28. S. 213, 1910.

8) Young, W. J., Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 188, 1911.
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38 G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz,

Die Hexosediphosphorsaure wird von den genannten Au-
toren als ein normales intermedidres Produkt bei der Alkohol-
garung des Zuckers betrachtet, wenn auch die Vorstellungen
uber die Rolle desselben im einzelnen noch voneinander ab-
weichen.

Dafir, daR Hexosephosphorsaure auch ein Zwischenprodukt
beim Abbau der Hexose im tierischen Organismus ist, wurden
sichere Anhaltspunkte bisher nicht gewonnen.

Wohl wurde dieser Gedanke verschiedentlich geduRert,
so von Rona und Dublinl) und von Euler und Yngve
Funke.?), Die letzteren Autoren fanden auch, dall nach der
Verabreichung von Calciumhexosephosphat per os an Kaninchen
die in dem Kohlenhydratester zugefiihrte Phosphorsaure grofiten-
teils in anorganischer Form ausgeschieden wird, und dal} der
(ilycerinextrakt frischer Kaninchendarmschleimhaut aus Hexose-
phosphat Phosphorsaure abspaltet. Glycerinextrakt aus der
Darmschleimhaut des Schweines zeigte nach weiteren Ver-
suchen H. Eulers3) das gleiche Verhalten und ebenso auch
ein Wasserextrakt aus Pferdeniere.

Wir haben es im vorstehenden héchst wahrscheinlich
gemacht, dall sich im Muskel eine Substanz findet, die durch
Muskelpref3saft, also wohl sicher auf fermentativem Wege unter
Rildung &quiraolarer Mengen Milchsdure und Phosphorséure
zerlegt wird. Wenn im Molekil der Hexosephosphorsaure zwei
Phosphorséuren an eine Hexose gebunden sind, so konnten, die
Rildung von zwei Milchsauremolekilen aus einer Hexose voraus-
gesetzt, beim Abbau der Hexosephosphorsaure sehr wohl &aqui-
molekulare Phosphorsaure- und Milchsdure-Mengen entstehen.

Fur unsere PreRsaftversuche unter Zusatz von Hexose-
phosphorsaure, zu deren Besprechung wir nunmehr tbergehen,
stellten wir Baryumhexosephosphat nach den Angaben von
Young4) unter Verwendung von Trockenhefe nach v. Lebe-

) Rona, P. und Dublin, Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 504, 1911.

*) Euler, Hans und Funke, Yngve. Uber die Spaltung der
Kohlenhydratphosphorsdureester. Diese Zeitschr., Bd. 77, S. 488, 1912

s) Euler, H.,, Verhalten der Kohlenhydratphosphorsaureester im

Tierkorper. Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 375, 1912.
4 Young, L c., S. 178.
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dewsl) dar. Ein Teil der Praparate war noch mit wenig Baryum-
phosphat verunreinigt.

Das Bariumhexosephosphat (wir gingen in allen Versuchen
von etwa 1,2 g aus) wurde unmittelbar vor dem Versuch durch
Verreiben mit der berechneten oder etwas mehr als der be-
rechneten Menge n/2 Schwefelsdure zerlegt, das Bariumsulfat
durch Zentrifugieren entfernt und der klare (notigenfalls fil-
trierte) AbguR mit soviel verdinnter Natronlauge versetzt, dal
blaues Lackmuspapier gerade nicht mehr gerdtet wurde. Gleiche
Mengen der so gewonnenen Losung (je anndhernd die Halfte)
wurden einem PreRsaftanteil A und B hinzugefiigt tdem ersteren
erst nach Zusatz der Fallungssalzsaure) und die Zusatzver-
suche wie in allen friheren Fallen mit entsprechenden Leer-
versuchen verglichen.

In Tabelle 8 sind 7 derartige Versuche zusammengestellt.

Vergleicht man die Kolonnen 6 und 7 (Milchsdure- und
Phosphorsaurebildung ohne Hexosephosphat) mit den Kolonnen
12 und 13 (Milchsaure- und Phosphorsaurebildung unter Hexo-
sephosphatzusatz), so sieht man, daR in allen Féallen unter
dem Einflisse der Hexophosphorsaure eine sehr deutliche Mehr-
bildung von Milchsaure und Phosphorsaure eingetreten ist.
Uberall ist diese Mehrbildung aulRerhalb der Bestimmungs-
fehler gelegen und erreicht in einem Teil der Versuche ganz
erhebliche Werte.

Das geht ohne weiteres aus den Kolonnen 14 und 15
hervor, in denen die durch den Zusatz der Hexosephosphor-
saure verursachte Mehrbildung von Milchsaure und Phosphor-
saure berechnet ist.

Aus diesen Kolonnen ersieht man auch, dal} in der Mehr-
zahl der Falle (Versuche 61, 62, 63, 67) die Menge der durch
Hexosephosphorsdurezusatz gebildeten Phosphorsaure die der
Milchséure weit Uberwiegt.2)

Zugesetzte Hexosephosphorsaure vermag also als einzige
von allen bisher untersuchten Substanzen — einschlieRlich

) Die Trockenhefe wurde von Schroder in Minchen bezogen.

*) In Versuch 66, wo das Umgekehrte der Fall ist, dirfte wohl ein
Béstimmungsfehler vorliegen.
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Ta elle 8.
| 2 3 4 5 6 7 8 v 9 0 ! n
Ohne Hexosephosphat Mit Hexosephosphat
Milchséaure Phosphorséure | Milchséaure Phosphorsaure
in 1(H) ccm in 100 ccm In 100 ccm des in 100 ccm in 100 ccm
des des PreRsaftes B des des
N nach dem nach dem ) nach dem nach dem
sofort - “gtenen SO Tgichen neugebildete sofort — Cgtehen SO0t gihen
verarbei- pej 40° Vverarbei- pei 40° verarbei- poj 40 verarbei- pej 40°
teten verarbei- teten verarbei-  Milch- Phosphor-  teten verarbei. teten | verarbei-
PreRsaftes  t€l€N  prepgaftes  teten PreRsaftes  teten lcrouiica  teten
A Prel3saftes A PreBsaftes  gsure saure A Prelsaftes PreRsaftes
» B ’ «, ! B
g g g g g g g by i
(»1 0,2930 0,3672 0,2029 0,2732 0,0742 0,0703 0,2909 0.-4063 0.2275 0,3754
62 0,3834 0,5373 0,2103 0,3165 0,1539 0,1062 0,3712 0.58m; 0.2378 0,4370
va 03739 04489 02933 03736 0,0750  0,0803 0,3726  0,5231 02970  0.4882
64 0,4921 0,5690 0,3191 0,3646 0,0769 0,0455 0,4786 0,6241 0.3107 0,4222
(»5 0,3571 0,4705 0,1913 0,3144 0.1134 0,1231 0,3611 0,5012 fehlt 0.3530
fit; 0,3679 0,4664 0,1707 0,3091 0,0985 0,1384 0,3773 0.517<* 0.1719 0,3398
«7 0,4199 0,5198 ; 0,2499 0.3583  0,0999 0.10S4 0.4266 0,5501 0.2568  0,4122
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In 100 ccm
des Prellsaftes B,

neugebildete
t
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AUS

Hexosephosphat
l'in 100 ccm PreRsaft

neugebildete

Milch- Phosphor-‘ Milch-

saure saure
g g
0,1154 0,1479
[
0,2174 0,1992
0,1505 0,1912
0,1458 0,1115
0,1431
|
|
01397 ' 5,1649
0,1235  0,1554

saure

0,0412

0,0635

0,0755

0,0689

0,0297

0,0412

0,0236

Phosphor-

saure

0.0776

0,0930

0,1109

0.0660

0.0265

0,0470
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Bemerkungen

Der Leerversuch wurde
bereits als Versuch 21 der
Tabelle 4 aufgefihrt.

Der Leerversuch wurde
bereits als Versuch 29 der
Tabelle 4 aufgefihrt.

Der Lcerversuch wurde
bereits als Versuch 34 der
Tabelle 4 aufgefuhrt.

Der Leerversuch wurde
bereits als Versuch 42 der
Tabelle 4 aufgefihrt.

Der Leervcrsuch wurde
bereits als Versuch 43 der
Tabelle 4 und Versuch 59
der Tabelle 7 aufgefihrt.

Der Lcerversuch wurde
bereits als Versuch 44 der
Tabelle 4 aufgefuhrt.

Der. Leerversuch wurde

bereits als Versuch 46 der
Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Traubenzucker und Glykogen — die Milchsaurebildung im
Muskelpref3saft zu steigern.

Wir halten es fir unzweifelhaft, da als die Quelle der
mehrgebildeten Milchsidure der Kohlehydratkomplex des Hexo-
sephosphorsduremolekiils anzusehen ist.

Woirde bei der Spaltung des Hexosephosphorséduremolekils
der Hexosekomplex quantitativ in Milchsdure umgewandelt, so
muBten &quimolekulare Mengen Milchsdaure und Fhosphorsaure
entstehen.

DaBR dies nicht der Fall ist, sondern dal} in der Regel
die Bildung von Phosphorsaure Uberwiegt, durfte wohl darauf
hindeuten, daR Hexosephosphorsaure und Lactacidogen nicht
einfach identisch sind, wofir wir auch auf einem anderen
Wege als dem hier beschrittenen gewichtige Anhaltspunkte
gewonnen haben.

Wohl aber glauben wir, da durch die Beobachtung,
daR der MuskelpreRsaft unter gewissen Versuchsbedingungen
aquimolekulare Mengen Milchsédure und Phosphorsdure bildet,
Im Zusammenhalt mit der Tatsache, dal} Hexosephosphorsaure
als einzige von allen untersuchten Substanzen den Umfang
dieser Milchsdure- und Phosphorséaurebildung steigert, es auRerst
wahrscheinlich wird, dall auch das Lactacidogen als eine
Kohlenhydratphosphorsaure anzusehen ist, oder doch in seinem
Molekil einen Kohlenhydratphosphorsaurekomplex enthalt.

Diese Vorstellung gewinnt durch unsere in einer nach-
stehenden Arbeit zu schildernden Versuche, das Lactacidogen
zu isolieren, ganz erheblich an Wahrscheinlichkeit.

Welche biologische Bedeutung dem Lactacidogen zu-
kommt, wird sich besser als es im AnschluR an die in der
vorliegenden Untersuchung mitgeteilten Tatsachen moglich ist,
nach Kenntnis des in einigen nachfolgenden Arbeiten nieder-
gelegten Materials ertrtern lassen.

Vorgreifend mochten wir nur erwdhnen, dal wir das
Vorkommen von Lactacidogen bisher ausschliel3lich in der
Muskulatur beobachtet haben und dal} insoweit die Annahme
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einer besonderen Bedeutung des Lactacidogens gerade fir die
Muskeltatigkeit durchaus mit den beobachteten Tatsachen ver-
einbar ist.

Bereits gelegentlich unserer friiheren Untersuchungen tber
die Milchsaurebildung im MuskelpreRsaftt) haben wir daran
erinnert, dal nach der Anschauung verschiedener Autoren
einer bestimmt lokalisierten Milchsdureproduktion innerhalb
des Muskelgewebes eine aullerordentliche Bedeutung fiir die
Auslosung der Muskelkontraktion zukommt und dal3 das Lacta-
cidogen gerade bei der raschen Produktion von Milchséure,
wie wir sie annehmen mussen, falls die Muskelverkiirzung tber-
haupt durch Sduerung bedingt sein soll, eine wichtige Rolle
spielen durfte.

Hierbei mag zunachst die Frage unerortert ! bleiben, ob
das Lactacidogen als eigentliche Verkirzungssubstanz anzu-
sehen ist, d. h. ob die aus ihm gebildeten S&uren «die kon-
traktilen Elemente des Muskels direkt ohne Vermittelung eines
Erregungsprozesses zur Kontraktion bringen» oder ob die sauren
Spaltprodukte des Lactacidogens lediglich als Reize wirken,
d. h. erst durch Vermittlung neuer Vorgange im Muskel die
Kontraktion auslésen (Schwenker)2).

Auf Grund der im Vorstehenden mitgeteilten Tatsachen
darf man es als sehr wahrscheinlich ansehen, dalR die an-
scheinend jeder Muskelverkirzung vorausgehende Steigerung
des Wasserstoffionengehalts bestimmter Muskelelemente nicht
nur durch das Auftreten der Milchsdure, sondern auch durch
das Freiwerden saurer Valenzen der Phosphorsaure bedingt
ist. Gerade hierdurch konnte es wohl leichter zu einer starkeren
Steigerung des Wasserstoffionengehaltes kommen, als durch
Milchsaureproduktion allein. .

Aus einem Lactacidogenmolekil konnten durch Muskel-
fermente &hnlich, wie es bei der Hexosephosphorsdure sicher

* Embden. Kalbcrlah und Engel, 1 c., S.61. Kura Hondo
Lc, S. 80.

*) Schwenker, G., Uber Dauerverkiirzung quergestreifter Muskel,
hervorgerufen durch chemische Substanzen. Pfligers Archiv f. d. ges!

Physiol., Bd. 157, S. H72, 1914.
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der Fall ist, zwei Molekile Milchsdure und daneben zwei
(vorher esterartig an Hexose gebundene) saure Valenzen der
Phosphorsaure freiwerden.

Gelegentlich unserer friheren Untersuchungen uber die
Milchsaurebildung im Muskelpref3saft haben wir die Anschauung
ausgesprochen, daB die Substanz, die durch fermentative Vor-
gange im MuskelpreRsaft Milchsaure bildet, nicht einfach
Kohlenhydrat ist, sondern dal} wir eben ein besonderes Lacta-
cidogen annehmen miussen.

Die letztere Annahme wird durch die vorstehenden Unter-
suchungen durchaus bestatigt, aber allem Anscheine nach ist
das Lactacidogen selbst als eine Kohlenhydratverbindung an-
zusehen, und auf das engste mit dem Kohlenhydratabbau im
Muskel verbunden.

Die oben geschilderten Versuche sprechen dafur, dal
der Kohlenhydratabbau im Muskel ebenso wie derjenige durch
Hefe beginnt mit einer synthetischen Anlagerung des Kohlen-
hydrats an Phosphorsdure oder doch an einen phosphorséure-
haltigen organischen Komplex.1)

Wenn dem Muskelpref3saft zugesetztes Kohlenhydrat nicht
zu Milchsdaure abgebaut wird;, wrohl aber das in ihm vorhan-
dene Lactacidogen und ihm zugesetztes Hexosephosphat unter
Milchsaure- nnd Phosphorsaurebildung zerfallen, so ist das
vielleicht so zu deuten, dal} der Muskelpref3saft wohl noch die
Fahigkeit hat, praformiertes Lactacidogen abzubauen, nicht
aber das VermoOgen Kohlenhydrat und den Phosphorsaure-
komplex zu Lactacidogen zu synthetisieren.

Vielleicht ist aber auch das Uberwiegen der Milchséure-
bildung Uber die Phosphorsaurebildung, daf man gerade dann
fast regelmalig beobachtet, wenn man die Muskulatur bei der
Prel3saftgewinnung besonders schonend behandelt,2) als der
Ausdruck eines Restes von solchen synthetischen Vorgéangen
aufzufassen, d. h. es erfolgt hier neben dem Abbau des Lacta-

¥} Siche hieruber Embden und Laquer, Diese Zeitschrift,
dieser Band, S. 14.

*) Siehe die oben geschilderten «Versuche mit starker Kihlung»
in Tabelle Il, S. 13 und Tabelle IlI, S. 14. ,(
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cidogens unter Milchsdure- und Phosphorsdurehildung noch
ein Aufbau aus Kohlenhydrat und Phosphorsaure, I)

Die oben geschilderte «S&urevorbehandlung» wird hier-
nach vielleicht gerade auf die «Phosphatese»?) schadigend
einwirken.

Im intakten Muskel, in dem es zu starker Milchséure-
bildung ohne jede Phosphorsaurehildung kommen kann,3) durfte
die Synthese des Lactacidogens seiner Spaltung das Gleich-
gewicht hallen.

Wenn es richtig ist, dal die Spaltung des Lactacidogens
unter Bildung von Milchsaure und Phosphorsaure die Muskel-
kontraktion verursacht, oder doch einleitet, so darf man diese
Lactacidogenspaltung als Dissimilation im Sinne Ewald
Herings bezeichnen, die Neubildung von Lactacidogen aus
Kohlenhydrat und Phosphorsaure als Assimilation.

Wir sind uns wohl bewul3t, dal die auf Grund unserer tat-
sachlichen Befunde und friheren Forschungen hier ge&uRerten
Vorstellungen noch keineswegs endgultig bewiesen sind, sie
haben sich uns aber zum Teil als Arbeitshypothesen bewahrt.

* Wir lassen hier und in den folgenden Ausfiihrungen aufler acht,
dal sehr mdglicherweise, wie bereits oben erwahnt, der Phosphorsaure-
komplex des Lactacidogens aul’er an Kohlenhydrat noch an ein anderes
Radikal gebunden ist.

*) Euler, H., Zur Nomenklatur der Enzyme. Diese Zeitschr., Bd. 74.
S. 13, 11)1L

3) Siehe Parnas und Wagner, Biochem. Zeitschr., Bd. 61, S. 387,
1914 und namentlich nachstehende Arbeit von F. Laquer.



