
unter Wasserstoff-Entwicklung reagierenden Ruckstandes (MgH,+MgBr,) erfolgte. Um 
festzustellen, um welche Kohlenwasserstoffe es sich handelte, wurde das abgegebene Gas 
durch zwei mit Bromwasser und Brom beschickte Waschflaschen geleitet, in denen ea 
zum weitaus iiberwiegenden Teil absorbiert wurde. Die Aufarbeitung des Reaktionspro- 
duktes durch Entfernen des iiberschiiss. Broms, Ausiithern der wiiBr. Losung, Trocknen 
und Abdampfen des Athers und fraktionierte Destillation der zuriickbleibenden Fliissig- 
keit lieferte eine bei 164-1670 iibergehende Verbindung (Sdp. von 1.2-Dibrom-butan: 
166O; Sap. von 2.3-Dibrom-butan: 1580). Hiernach bestand die Fliissigkeit zum @fiten 
Teil aus 1 . 2  - D i b r o m - b u t a n und das bei der Pyrolyse entwickelte Gas dementspre- 
chend aus Buten-(I) .  

Phenyl-magnesium-bromid: Eins aus 8 g (7.4 I )  Nagnesiums4) und 37.5 g (5.4 1) 
Brombenzol in ublicher Weise hergestellte ather. Losung von Phenyl-magnesium-bro- 
mid wurde i.Vak. von &her befreit und der feste Ruckstand in einem mit zwei mit Eis- 
Kochsalz gekiihlten Fallen verbundenen Schwertkolben im olpumpenvakuum thermisch 
zersetzt, wobei die Temperatur sehr langsam auf 3000 geateigert und dann 12 Stdn. a d  
dieser Hohe gehalten wurde. Wiihrend der ganzen Dauer des Erhitzens destillierte h g -  
sam Diphenyl ab96). Die Fraktionierung des Destillats lieferte neben 2.4 g Benzol 
(Sdp. 78-82O; Benzol: 80°) 4.55 g Diphenyl (Schmp. 68O; Diphenyl: 69O), was 13 bzw. 
25 yo des eingesetzten Brombenzols entspricht. Der dunkelgraubraune Zersetzungsriick- 
stand entwickelte auf Wasserzusatz hin explosionsartig heftig Waaserstoff. 

104. Carl Martius und Dagobert Nitz-Litzow: Uber den anaeroben 
Abbau der Citronensiiure in tierischem Gewebe*) 

[Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen] 
(Eingegangen am 10. Miirz 1952) 

Citronensaure wurde unter AusschluD von Smerstoff mit Leber- 
brei bebrutet. Die gebildeten Abbauprodukte neben unvertinderter 
Citronensaure wurden isoliert bzw. papierchromatographisch analy. 
siert. Als Hauptprodukte des anaeroben Citratabbaus d e n  a-Oxy- 
glutarsaure bzw. Umwandlungsprodukte derselben festgestellt. Der 
Mechanismus dieses anaeroben Citratabbaus und seine physiologische 
Bedeutung werden diskutiert. 

Wie schon A. Hahnl) beobachtet hatte, wird Citronenstiwe durch Muskel- 
oder Leberbrei auch unter streng anaeroben Bedingungen und ohne Zusatz 
von Wasserstoffacceptoren unter Kohlendioxyd-Abspaltung abgebaut. Als 
ITrsache fiir diesen Abbau nahm H a  h n seinerzeit zelleigene Wasserstoff- 
acceptoren an, eine Ansicht, der sich der eine von uns zuniichst anschloSe), 
als man bei den Untersuchungen uber den Abbaumechanismus der Citronen- 
siiure wiederum auf diesen betriichtlichen anaeroben Abbau aufmerkmm 
wurde. Eine neue Bearbeitung dieses Problems ergab jedoch das Irrige dieser 

a) Es wurde mit einem groSeren MagnesiumuberschUD gearbeitet, um daa Magnesium 
moglichst quantitativ in Phenyl-magnesium-bromid zu verwmdeln und die Bildung von 
Diphenyl zu vermeiden. 

85) Hieraus geht hervor, daS sich das Diphenyl in der Hauptmenge wtihrend des Er- 
hitzens bildete und nicht bereits vorher bei der Bildung der Grignard-Verbindung infolge 
Nebenredction (Mg+2C,H5Br + MgBr2+ (C6H5)J & Beimengung entstand. 

*) Herrn Geheimrat H. Wieland in dankbarerverehrung aum 75. Geburtstag gewidmet. 
1) A. Hahn u. W. Harmann,  Ztschr. Biol. 89,663 [1929]. 
*) C. Martius, Ztschr. physiol. Chem. 257,31 [1938]. 
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Annahme und deckte einen hierbei ablaufenden giirungsahnlichen Oxydo- 
reduktions-Mechanismus auf. Als Hauptprodukte des anaeroben Abbaus wur- 
den neben etwas BernsteinsiCure u-Oxy-glutarsiiure, ihr Lacton sowie 
Glutaconsiiure aufgefunden. Bei der letztgenannten SlCure durfte es sich urn 
ein Kunstprodukt handeln, das sich erst bei der Aufarbeitung aus u-Oxy- 
glutarsaure bildet. Der qualitative und quantitative Nachweis dieser Abbau- 
produkte geschah mit Hilfe einer fur diesen Zweek verbesserten papierehro- 
matographischen Methode. 

Beschreibung der Versuohe 

A b b a u v e r s u  c h u n  t e r  S t i c k s  toff :  600 ccm 1-proz. Natriumhydrogencarbonat-Lo- 
sung wurden in einem 3 l-Rundkolben durch Einleiten von Stickstoff von dem gelosten 
Sauerstoff befreit ; unter weiterem Durchleiten von Stickstoff wurden 400 g Kalbsleber- 
brei (Latapiemiihle !) und schliefilich Natriumcitrat-Lasung (6 g Citronensaure mit Na- 
triumhydroxyd neutralisiert und auf 200 ccm aufgefiillt) hinzugefiigt. Die Mischung 
wurde darauf 2 Stdn. unter Stickstoff bei 370 im Thermostaten langsam gedreht und 
anschlief3end mit Metaphosphorsaure enteiweil3t. In  dem Filtrat der EiweiDfallung wurde 
die nicht umgesetzte Citronensaure colorimetrisch bestimmt. Das auf 200 ccm i. Vak. 
eingeengte Filtrat wurde 3 Tage mit Ather extrahiert, der Abdampfriickstand des Ather- 
extraktes iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet, gewogen und das Sauregemisch einer 
papierchromatographischen Analyse unterworfen. 

Analoge Versuche wurden in evakuierten GefaBen ausgefiihrt, wobei man die Citrat- 
Losung in die durch Iangeres Evakuieren bereits luftfrei gemachte Gewebssuspension ein- 
saugte. I m  Versuch I11 (Tafel 2) wurde mit Quecksilber(I1)-chlorid enteiweil3t. 

P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s o h e  T r e n n u n g  von O x y c a r b o n s a u r e n  u n d  Poly- 
carbonsauren:  Die papierchromatographische Trennung von mehrbasischen Fettsauren 
und Oxyfettstiuren ist zuerst von J. Lugg und B. Overell$) beschrieben worden. Diese 
Autoren fiigten dem Verteilungsmittel (Butanol oder Butanol/Chloroform) Essigsaure 
zu, um dadurch die Dissoziation der z. T1. sehr starken organischen Sauren zuriickzu- 
drangen, die sich in einer Konzentrationsabhiingigkeit der R ~ - j % ~ e r t e  und in unscharfen 
Flecken stijrend bemerkbar macht. Sehr vie1 wirksamer erwies sich uns fur diesen Zweck 
Schweflige &ure, die sich bei geniigend langem Trocknen ebenfalls vollstandig verfliich- 
tigte und, zu 40 yo der Atmosphiire der Chromatographierkammer hinzugefiigt, scharfe 
,,spots" und konzentrationsunabhlngige RF-Werte ergab. Die Papierstreifen (What- 
man I.) wurden zunachst Stde. in dieser Atmosphare belassen und dann in das Ver- 
teilungsmittel eingesenkt, als welches Butanol allein oder in Mischung mit Chloroform 
diente. Getrocknet wurde 1 Stde. bei 35O und eine weitere bei 800, entwickelt durch 
Aufsprkhen einer Losung von Bromphenolblau (40 mg in 97 ccm Alkohol + 3 ccm n h  
KOH). Zur quantitativen Bestimmung und Isolierung der Komponenten wurde die Losung 
einer gewogenen Menge des Sauregemisches in einem Streifen am unteren Ende des breiten 
Filterpapierstreifens aufgetragen; nach der Entwicklung des Chromatogramms wurden 
die mit dem Indicator nur eben sichtbar gemachten Bander ausgeschnitten, mit Wasser 
extrahiert, die Extrakte mit nllW NaOH titriert oder aus ihnen die Substanzen praparativ 
isoliert. Die Identifizierung gelang durch Vergleich mit parallel laufenden reinen Test- 
substanzen. Die Tafel 1 zeigt die RF-Werte verschiedener geshttigter und ungesattigter 
Fettsauren und Oxyfettsauren. 

Die Tafel2 enthalt die Ergebnisse von drei verschiedenen anaeroben Citronensaure- 
Abbauversuchen. Die grol3en Verluste bei der Isolierung der nicht abgebauten Citronen- 
saure bzw. ihrer Abbauprodukte besonders in Versuch I und I1 sind a.uf Adsorption an 
die reichlichen Mengen EiweiB und unvollst5indige Extraktion zuriickzufiihren, nicht da- 
gegen auf die chromatographische Bestimmungsmethode, die, wie Versuche mit reinen 
Substanzgemischen zeigten, 95 % und mehr der eingesetzten Mengen wieder erfassen la13t. 

3, Nature 160,87 [1947]. 
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Tafel 1 .  RptWerte in 40% SO, en tha l tender  Atmosphare 

d-Weinslure ............... 
d o -  Oxycitronensaure . . . . . . .  
Isocitronenshure ............ 
Citronenshre .............. 
Apfelsaure . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Oxycitronensaure . . . . . . . . . . .  
Ox yglutarsaure ............. 
Oxalsaure . . . . . . . . . . . . . . . .  
Bernsteinsaure . . . . . . . . . . . . .  
tra,ns-Aconitslure ............ 
Glutarsaure ................ 
Funiarsaure ................ 
Oxyglutarsilurelacton . . . . . . .  
Glutaconsaure .............. 

Butanol 

0.30 
0.42 
0.45 
0.47 
0.51 
0.52 
0.62 
0.63 
0.73 
0.79 
0.81 
0.87 
0.39 
0.83 

k0% But. /Chlorof. 1 20% But./Chlorof. 

0.06 
0.23 
0.11 
0.18 
0.26 
0.3!1 
0.46 
0.4 1 
0.69 
0.68 
0.84 
0.87 
- 
- 

0 
0.073 
0.02 
0.032 
0.17 
0.10 
0.28 
0.32 
0.68 
0.47 
0.52 
0.93 
- 
__ 

Oxyglutarsaure wurde auBer durch die papierchromatographische Trennung auch direkt 
aus dem Atherextrakt isoJiert, wobei zuniichst durch eine 4stdg. Vorextraktion bei pH 4 
der Hauptteil der Bernsteinsiiure entfernt wurde, da diese Siiure die Abscheidung des 
Zink-Oxyglutarates stort. Die in wiiBr.-alkohol. LBsung iiber die Barium- und Blei- 
Salze vorgereinigte Oxyglutarsiiure wurde mit Zinkcarbonat in das sich langsam kristallin 
abscheidende Zink- Salz iibergefiihrt. 

Eingesetzte Citronen- 
sriure ............ 

in N2 
T 

1. 

6 g 31.2 mMol 

Abgebaute Citronen- 
saure ............ 

Extrahiert .......... 
Chromatograph. gef. 
Oxyglutarsiiurelacton 
Citronensaure ....... 
Oxyglutarshre ...... 
Bernsteineure ...... 
G;lutacons&ure ...... 
Oxyglutarsiiure gesamt 

2.76 g 14.4 mMol 
46% 

1.268 g 

203 mg 1.56 mMol 
615mg 3.2 mMol 
103 mg 0.7 mMol 
199 mg 1.68 mMol 
124 mg 0.95 mMol 

3.24 mMol 

in N, 
11. 

6 g 31.2 mMol 

5.8 g 14.6 mMo1 
47 % 

1.108 g 

150 mg 1.15 mMol 
475 mg 2.48 mMol 

70 mg 0.47 mMol 
145 mg 1.23 d o 1  
81 mg 0.62 mMol 

2.24 mMol 

i.Vak. 
111. 

6 g 31.2 mMol 

3.58 g 19.2 mMol 
61.5 yo 
3.119 g 

455 mg 3.5 mMol 
lO6Omg 10.7 mMol 
215 mg 1.54 mMol 
232 mg 1.97 mMol 
144 mg 1.11 mMol 

6.16 mMol 

Disknssion 

Trotz der in quantitativer Hinsicht unbefriedigenden Gesamtbilanz der Abbauver- 
suche, die auf die angewandte Methodik der Isolierung zuriickzufiihren ist, diirfte der 
Mechanismus des anaeroben Citratabbaus eindeutig sein. Die aus der Citronenshre zu- 
nachst entstehende Isocitronen&m wird dehydriert und der dabei frei werdende Wasser- 
stoff a d  die durch Decarboxyliernng der enhtandenen Oxalbernsteinsiiure gebildeten 
a-Keto-glutarsi6ure ubertragen. Em Teil der a-Keto-glutarsiiure erleidet dabei eine Dis- 
proportionierung in Bernsteinsiiure und Oxyglutarsaure4). 

a) Isocitronensame + c o  &. = Oxalbernshinsaure + co  &a. 
b) Oxalbernsteinsiiure = Ketoglutarsiiure + CO, 
c) Ketoglutarshre + co &d. = a-Oxy-ghtarsaure + co 

4) Vergl. H. Weil-Malherbe, Bioehem. Journ. 31,2080,2202 [1937]. 
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Unklar in enzymchemischer Hinsicht bleibt dabei vorliiufig der Mechanismus der 
Reduktion der a-Keto-glutars%ure durch die reduzierte Form der Codehydrase 11, da nach 
Weil-Malherbe4) die Oxyglutarsiiuredehydrase, die die Reaktion c) katalysiert, weder 
Codehydrase I noch I1 fur ihre Tiitigkeit benotigen soll. 

Wenn man die h g e  nach der biologischen Bedeutung dieaer anaeroben Abbau- 
mktion aufwirft, die eine gewisse Bhnlichkeit mit der Bildung von Alkohol bei der Gil- 
rung aufweist, so ist Mar, daB ihr Sinn nicht etwa in der Gewinnung von Energie zu suchen 
win kann, da keine der Einzelreaktionen zur Bildung energiereicher Phosphorsaurebin- 
dungen ftihrt. Wir mochten vielmehr annehmen, daB hier eine Art ,,Entgiftungsreaktion'' 
vorliegt, durch welche die Anhiiufung hoherer Konzentrationen Ton Citronensiiure unter 
allen Umstiinden verhindert werden soll. Citronensiiure ist in Konzentrationen, die gar 
nicht so sehr viel iiber den normalen im Serum und in Geweben gefundenen Werten liegen, 
wegen der entionisierenden Wirkung auf Ca-Ionen giftig. Die Bildung der viel harmlose- 
ren Oxyglutarsaure wirkt einer bedrohlichen Erhohung des Citratspiegels in den Geweben 
somit entgegen. Eine solche Erkliirung wiirde auch der in tierkchem Gewebe verbreitet 
vorkommenden Oxyglutarsiiuredehydrase eine sinlivolle Rolle im Stoffwechselgeschehen 
zuweisen. 

Es mu0 schlieBlich noch erwiihnt werden, dzB prinzipiell Citronensilure anaerob auch 
nacheinem ganz anderen Schema abgebaut werden konnte. Wie von J. R. Stern ,  B. Sha-  
piro, E. R. S tad tmanund S. Ochoa6) gefunden wurde, handelt essich bei der Bildung 
der Citronensaure aus Acetyl-CoA und Oxalacetat urn einen reversiblen Vorgang, d.h. 
Citronensliure kann unter der Wirkung des ,,condensing enzymes" in Oxalacetat und 
Acetyl-CoA wieder zerfallen. Ein solcher Vorgang liegt offenbar dem von M. Deffner6) 
studierten anaeroben Citratabbau durch Hefebakterien zugrunde, bei welchem pro Mol. 
VeFschwundener Citronensilure nahezu je 2 Moll. Essi@ure und Kohlendioxyd aufgefun- 
den wurden. Die Frage, ob sich eine analoge Reaktion auch in tierischem Gewebe unter 
rtnaeroben Bedingungen abspielt, mu13 zunilchst offen bleiben. In unseren Versuchen 
komten wechselnde Mengen fliichtiger Siluren steta nachgewieaen werden. ORgen die 
Annahme des Ablaufes einer sylchen Citronensiiure-Zerfallsreaktion in tierisohem Gewebe 
sprechen jedoch unsere Versuchsdaten, da keine Apfelsaure bzw. Fumarsilure in den 
Ansiitzen aufgefunden wurden, Oxalessigsaure in tierischem Gewebe jedoch unter anaeroben 
Bedingungen in dieae Siiure +iibergehen sollte. 
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1%. Wilhelm Treibs und Oskar Holbe: Synthesen mit Diearbon- 
sauren, 11. Mitteil. : Chlorierung der AdipinsZiure und einige Umsetzungen 

ihrer Mono- und Dichlorierungsprodukte*) * *) 
[Aus dem Institut fiir organische Chemie der Universitiit Leipzig] 

(Eingegangen am 12. Miirz 1952) 

Durch Chlorieren der Adipinsiiure wurden Mono- bzw. Dichlor- 
adipins&ure dargestellt, die sich in Mono- bzw. Dioxy-adipinsii&e so- 
wie in die Dihydmmuconsiiure bzw. Mucomiiure iiberfiihren lieBen. 

Adiphsiiure steht heute durch oxydative Spaltung von Cyclohexanol 
und Cyolohexanon sowie von Cyclohexan in praktisch unbegrenzter Menge 
zur Verfiipng. 

5)  Journ. biol. Chem. 198,703 [1951]. 
*) Diese und die beiden folgtmden Abhandlungen sind dem groBen, viehitigen und 

fmchtbamn Forscher, dem aufrechten undgiitigen Menschen, H e m  Ceheimrat Heinrich 
Wieland, zum 76. Geburtstag mit herzliohsten Wiinschen gewidmet. 

**) 0. Holbe, Diplomarbeit, Universitiit Leipzig; I. Mitteil.: W. Treibs u. G. Leich- 
B a r i n g ,  B. 84,62 [1951]. 

6, A. 686,44 [1938]. 


