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1. Beide Verbindungen werden in willriger Losung spontan mit einer Halbwertszeit von
5-10 Tagen hydrolysiert.
2. Die Resorption der Verbindungen ist schlecht.

3. Die Verbindungen werden im Kérper nicht gespeichert sondern abgebaut, Nach 24 Stun-
den finden sich im Organismus nur 0,5-2%, der verabreichten Aktivitit,

Die Verwendung von Pyrokohlensiuredidthylester zur Behandlung von Fruchtsiften
und Wein wirft daher keine toxikologischen Probleme auf und ist von der gesundheitlichen
Seite aus betrachtet duldbar.

Eine ausfiihrliche Publikation der erhaltenen Befunde wird in der Zeitschrift fiir
Lebensmitteluntersuchung und -Forschung erfolgen.
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Aus dem Physiologisch-Chemischen Institui
der Johannes-Gutenberg- Universitdt in Mainz

Zur Frage der Resorption von Polyphosphaten

Von M. FinageruuT, F. Rur und K. Lang

Mit 5 Abbildungen und 6 Tabellen
{Eingegangen am 13. Oktober 1885)

Seit vielen Jahrzehnten werden die als Polyphosphate bezeichneten linear
kondensierten Phosphate mit einem Kondensationsgrad von 2 und héher als
Zusatz bei der Herstellung und Zubereitung von Lebensmitteln verwendet, z. B.
im Backpulver (Siuretriger), bei der Herstellung von Schmelzkise (Schmelz.-
salze) und bestimmten Fleischerzeugnissen (ATP-Ersatz bei Kaltfleisch) sowie
bei der Trinkwasseraufbereitung (Phosphat-Impfverfahren). Durch umfang-
reiche,wie kaum fiir einen anderen Lebensmittelzusatzstoff durchgefiihrte Toxi-
zitdtsstudien (Hanw, Lang) an mehreren Arten von Siugetieren, auch Nicht-
nagetieren, in Konzentrationen, die jene in den Lebensmitteln stark iiber-
schreiten und die bei den Tierversuchen sowohl die ganze Lebensdauer als auch
mehrere Generationen umfaften, wurde festgestellt, daB sich die Polyphosphate
bei oraler Zufuhr toxikologiseh weder untereinander noch qualitativ und quan-
titativ von der Wirkung von Monophosphat (= Orthophosphat) unterscheiden
und daher auf jeder Konzentrationsstufe ein gleiches Bild zeigen (HaBN).

Dieses Ergebnis ist durch die sowohl chemisch (TaILO) als auch enzymatisch
(MATTENHEIMER) belegte Aufspaltung der Polyphosphate in Monophosphat



Fingerhut uw. Mitarb., Zur Frage der Resorption von Polyphosphaten 229

(= Orthophosphat) zu deuten, d. h. es mul angenommen werden, dal die
Lebensmitteln zugesetzten Polyphosphate in Abhéngigkeit vom Kondensations-
grad im Magen-Darm-Trakt partiell oder vollstandig in Monophosphat riick-
gewandelt und als solches in gleichem AusmafB wie primir als Monophosphat
zugesetztes Phosphat resorbiert werden (Haux, LaNaG).

Diese Riickwandlung der per os aufgenommenen Polyphosphate 148t sich
nicht nur indirekt erschlieflen, sondern konnte in direkt darauf gerichteten Ver-
suchen bereits bewiesen werden (VAN GENDEREN et al., G0OSSELIN, SOHREIER und
NOLLER, LaNe u. Mitarb.). Die Untersuchungsergebnisse waren insofern ein-
heitlich, als festgestellt wurde, daf lediglich Monophosphat und daneben
moglicherweise kleinere Mengen Diphosphat (= Pyrophosphat) bzw. Oligo-
phosphate (das sind die papierchromatographisch trennbaren Einzelglieder der
polymerhomologen Reihe der Polyphosphate mit einem Kondensationsgrad
n < 12) resorbiert werden.

Im Gegensatz hierzu hat Ercmaovrrz, gestiitzt auf Versuche seines Mit-
arbeiters RIVERSON, liber perorale kardiale toxische Polyphosphatwirkungen
berichtet, die vom Di- lber Triphosphat zum Grahamschen Natriumpoly-
phosphat ansteigen sollen und bei letzterem schon bei 6,25 mg/kg nachweisbar
seien. Monophosphat wurde nicht untersucht. Nach diesen Untersuchungen
soll das Blut einmalig mit Polyphosphaten gefiitterter Ratten nach Ubertragung
auf das Herz-Lungen-Préparat (HLP) des Meerschweinchens zur Herzlihmung
fithren. Die sorgfiltige methodisch gleiche Nachpriifung dieser Befunde durch
HanN bat jedoch ergeben, dafl diese auf einem experimentellen Irrtum be-
ruhen Insofern, als die primér toxische Wirkung des Rattenblutes fitr das Herz-
Lungen-Préparat des Meerschweinchens nicht beriicksichtigt wurde. Wird dies
jedoch getan, so findet sich nach HARN kein Unterschied in der Wirkung von
normalem Rattenblut und dem polyphosphatgefitterter Ratten.

Diese Frage abschlieBend zu kldren war auch im Hinblick auf die Arbeiten
von FrEIscH u. Mitarb. von besonderem Interesse. Von diesen wurde namlich
gezeigt, da Diphosphat oder Polyphosphat die Eigenschaft besitzt, in kleinster
Konzentration die Caleciumphosphatansfillung in vitro zu hemmen (FrErscu
und NEUMAN) und einer durch Vitamin D erzeugten Aortenverkalkung bei
Ratten vorzubeugen (FLEISCH et al.}. Da Diphosphat von diesen Autoren auch
im Blut nachgewiesen wurde, nehmen sie an, daBl diese Verbindung eine re-
gulatorische Relle beim VerkalkungsprozeB3 spielt (FLEiscH). Der Zusatz von
Polyphosphaten zu Lebensmitteln sollte daher im Lichte dieser Resultate nen
erwogen werden (FLEiscH). Fresci konnte jedoch durch Verfiitterung von
Diphosphat keine Erhohung der Diphosphatkonzentration im Harn bewirken.
Dies war nur durch Verabfolgung sehr hoher Dosen Monophosphat (= Ortho-
phosphat) méglich (Frersch, Bisaz und CARE). Dies weist darauf hin, daB das
im Blut und Harn befindliche Diphosphat nicht exogener Herkunft sein kann,
sondern erst im intermedifiren Stoffwechsel gebildet wird.

Durch kombinierte Anwendung derzeit optimaler Methoden zur Kontrolle
des Ablaufes von Stoffwechselvorgingen, nimlich Indikatorenmethode und
Papierchromatographie!), versuchten wir die Frage zu kliren, ob oral appli-
zierte Polyphosphate als solche fiberhaupt resorbiert werden.

1) Friulein H. LEONARDY sgei auch an dieser Stelle fiir ihre zuverlissige, sorgfaltige und
experimentell geschickte Mitarbeit pedanks.
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Methodik

Fiir die Versuche wurden drei mit 3P markierte Polyphosphate verwendet:

1. Tetranatriumdiphosphat (Na,P,0,), im folgenden Diphosphat genannt.

2. Pentanatriumtriphosphat (NazP;0,, - 6 H,0), im folgenden Triphosphat genannt.

3. Natriumpolyphosphat (64,0% P,0;), im folgenden Polyphosphat 64 genannt.

Die Priifung dieser markierten Polyphospbate auf Identitit und Reinheit erfolgte
durch Papierchromatographie (GRUNZE und THILO) mit einem von uns etwas veriinderten

Losungsmittel in Verbindung mit erginzenden quantitativen Bestimmungen (ZIMMER-
MANN). Fiir die Versuchssubstanzen ergaben sich folgende Werte:

1. Diphosphat
Px ~ 94
P,0;-Gehalt 51,8%,
daraus
Tetranatriumdiphosphat: 97,0%
Wassergehalt: 0,3%
Na(Cl-Gehalt: 2,6%

Da auf dem Papierchromatogramm nur ein Fleck mit einem Rf-Wert von 0,54 identifi-
ziert werden konnte, handelte es sich bei dieser Substanz um reines Tetranatriumdiphosphat

0 0

NaO,_ | {| ,ONa
P—-0—P

NaO ONa,

das aus der Herstellung einen technisch unvermeidbaren Gehalt an Kochsalz enthielt.

2. T'riphosphat

Pr ~ 9,0
P,0;-Gehalt: 44,69,
Wassergehalt: 22,7%
NaCl-Gehalt: 0

Auf dem Papierchromatogramm konnten quantitativ folgende Phosphate identifiziert
werden:
Monophosphat: (Rf:0,72) : 2,199
Diphosphat: (Rf:0,64) : 9,489,
Triphosphat: (Rf:0,44) : 66,019,

Wasserfreie Substanz: 77,68%

Da es sich nach Angaben der Herstellerfirma') um das Hexahydrat handelte, entspricht
dies einem Gehalt an Na,P;0,,- 6H,0 von 100,6%, so daB hier reines Pentanatrium-

1) Radiochemische Abteilung der Farbwerke Hoechst, Hoechst am Main.
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triphosphat
ONa

NaO. ONa

| | I
NaO
> —0— | ——O——P<

Na
vorlag.

3. Polyphosphat 64 [(NaPOs), - H,0]

Pr ~ 5,7
P,0,-Gehalt: 64,0°,
Wassergehalt: 1,69,
NaCl-Gehalt: 0

Die papierchromatographische Identifizierung ergab 80,7% am Startpunkt ver-
bleibender hohermolekularer (n > 12) Polyphosphate und 17,19, Oligophosphate ein-
schlieBlich des technisch unvermeidbaren Gehalts an Cyclophosphaten (Metaphosphaten).
Der Gesamt-Polyphosphatgehalt betrug somit 97,8%.

Von der Herstellerfirma wurden uns fiir die genannten Polyphosphate folgende #2P-
Altivitdten fiir den 24, 8. 1964 angegeben:
Diphosphat (5g) 1125 uC (= 225 uC/Gramm),
Triphosphat (5g) 750 uC (= 150 uC/Gramm),
Polyphosphat 64 (5g) 950 uC (= 190 xC/Gramm).
Im Actigraph II erfolgte fiir die verwendeten MelBbereiche eine Relativeichung:

Tabelle 1.
Eichung: Dimpfung 40 sec, Vorschub 6 inch/h, Spaltbreite 1/, inch
Substanz M?Iﬁ/ll)ﬁirg';ch ((’}‘egz)igh‘%))

Diphosphat 300 109

500 60,1
Triphosphat 300 97,3

500 55,1
Polyphosphat 64 300 106

500 63,1

*) Gewicht der vom Actigraph in Abhiingigkeit von der %2P-Aktivitdt der einzelnen
Phosphate umschriebenen, durch Ausschneiden integrierten und ausgewogenen Papier-
flichen.

Die Berechnung der Ergebnisse erfolgt stets gegen die entsprechende Versuchs-
substanz als Eichwert unter Beriicksichtigung der jeweiligen Zerfallsrate (HWZ = 14,3d).

Durchfiihrung der Tierversuche
Zur Applikation der Versuchssubstanzen wurd~n folgende Losungen hergestellt:

a) 3,7437 g Diphosphat ad 100 ml aqua demineralisata
b) 4,4699 g Triphosphat ad 100 ml aqua demineralisata
¢) 2,8740 g Polyphosphat 64 ad 100 m! aqua demineralisata
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Fir die Versuche wurden gesunde ménnliche Sprague-Dawlcy-Ratten mit einem
Korpergewicht von 150-190 g verwendet. Vor der Applikation der Polyphosphatlésungen
wurden die Tiere 16 Stunden ohne Nahrung gehalten, Wasser jedoch ad libitum gegeben.
Den Tieren wurden jeweils 5 m1 Polyphosphatlésung mit der Schlundsonde appliziert!). Die
dabei verabreichten Mengen der einzelnen Versuchssubstanzen wurden durch Auswagen
der gegebenen ml Polyphosphatlosung ermittelt. Fiir die Versuchsdauer (bis 16 Stunden)
hielten wir die Tiere in Normalkéfigen.

Die Zahl der Versuchstiere betrug insgesamt 31 Ratten, wovon jeweils 2 fiir dic ein-
zelnen Verweilzeiten und damit stets 10 fiir das jeweilige Polyphosphat zur Untersuchung
dienten. Eine Ratte war Kountrolle.

Zur Identifizierung der Art und Menge des zur Resorption gelangten Phosphats in
Abhiingiglkeit von der 1, 2, 4, 8 und 16 Stunden betragenden Verweildauer im Magen-Darm-
Trakt, wurden die Ratten nach den angegebenen Versuchszeiten mit Didthylither nar-
kotisiert, decapitiert, um so das zur Untersuchung erforderliche Frischblut (== 6-10 g/Tier)
zu erhalten.

Von diesem Frischblut wurden zur Bestimmung der Gesamt-32P-Aktivitiit im Blut als
Funktion der Zeit und der Art des jeweils verabreichten Polyphosphats ca. 5-7 Tropfen
Blut in 0,5 ml mit Heparin versetztem agqua demineralisata aufgefangen, die Menge durch
Differenzwigung ermittelt und zwischen 50-280 mg dieses Haemolysats sofort auf Filter-
papier (S & 8 2040b) zur Direktmessung ( Doppelbestimmung) im Actigraph IT aufgetragen.

Zur Identifizierung des im Blut vorhandenen Phosphats und der daran gebundenen
32P. Aktivitiit wurde der gréfite Teil des Frischblutes in 50 ml Zentrifugengliiser mit 7,5 ml
einer 40%igen Trichloressigsiiure-Losung (TCE) bei Zimmertemperatur (20°) enteiweiBt
und nach 15 min bei 4200 U/min 12 min lang zentrifugiert. Dic TCE wurde durch drei-
maliges Ausiithern (mit je 10 ml) entfernt und 0,04 ml dieses enteiweiBten Vollblutes ent-
weder sofort auf das Chromatogramm aufgetragen oder nach vorheriger Neutralisation mit
einigen Tropfen NaOH bis zum Auftragen (max. 6 Stunden) im Kiihlschrank bei +5° C
aufbewahrt, wodurch eine nachtrigliche Hydrolyse der Polyphosphate ausgeschaltet
wurde (RuF).

Nach der Entwicklung der phosphorhaltigen Stellen der Chromatogramme durch Bil-
dung des Molybdophosphatkomplexes und anschliefende Reduktion mittels UV-Licht
zum ,,Phosphormolybdénblau‘ wurden die Chromatogramme in 35 mm breite Streifen
geschnitten, der Anfang eines jeden Chromatogramms mit *Sr-markierter Tusche gekenn-
zeichnet und die Streifen (mit Tesafilm) aneinandergeklebt. Das so erhaltene Papierband
wurde zur Ausmessung der in den Chromatogrammflecken vorhandenen Aktivitit des
siiureloslichen #2P in der Actigraph-II-MeBapparatur (Nuclear Chicago) gemessen. Die iiber
ein Ratemeter ermittelte Aktivitit (I/min) wurde dabei kontinuierlich auf einem Schreiber
aufgezeichnet. Die von den so erhaltenen Kurven umschriebene Papierfiiche wurde — wie
bei der Eichung - unterhalb der Peaks ausgeschnitten und dieses Flichengewicht zur Be-
stimmung der Aktivitiit herangezogen.

Ergebnisse

A. Gesamit-32P-A ktivitiit im Blut als Funktion der Verweildouer
sm Magen-Darm-T'rakt

In den folgenden Tabellen sind die aus den Direktmessungen des himoly-
sierten Blutes erhaltenen *P-Aktivititen nach Gabe der drei Polyphosphate in
Abhingigkeit von der Verweildauer im Magen-Darm-Trakt zusammengestellt.

1) Den Herren Professor Dr. BissLER, Dr. Czox und Dr. HartH danken wir fiir ihre
Mithilfe.
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Zur Umrechnung auf die im Gesamtblut vorhandene Aktivitit diente die
Relation, wonach die Gesamtblutmenge !/, des Korpergewichts der Ratte

betrigt.
Tabelle 2.

Tier Kﬁ{fe; Korpergew. Subst. Gabe vorhl. im | Prozent | Mistel- | *P/g Blut
Nr. (5td) (®) ) uC Ges/.‘glut d. Gabe wert (nC)
1. Nach Gabe von Diphosphat
13 1 172 0,177 19,1 0,26 1,36 11 19,3
14 1 155 0,183 19,8 0,17 0,86 ’ 14,6
11 2 171 0,183 19,8 0,49 2,47 21 374
12 2 175 0,188 20,3 0,37 1,82 : 21,7

9 4 156 0,178 19,2 0,36 1,88 1.6 30,0
10 4 145 0,179 19,3 0,253 1,30 : 21,8
27 8 175 0,180 13,9 0,16 1,15 14 11,6
28 8 166 0,176 13,6 0,22 1,62 ’ 16,8
33 16 166 0,183 14,1 0,30 2,13 1.8 23,1
34 16 153 0,188 14,5 0,20 1,39 ’ 17,1

2. Nach Gabe von Triphosphat
19 1 179 0,214 14,8 0,12 0,81 084 8,9
20 1 170 0,217 15,0 0,13 0,87 ’ 9,9
17 2 160 0,207 14,3 0,15 1,05 0.92 11,9
18 2 169 0,222 15,3 0,12 0,78 ’ 9,1
15 4 190 0,216 14,9 0,19 1,28 1.37 13,3
16 4 145 0,220 15,2 0,22 1,45 ' 19,7
29 8 150 0,208 10,8 0,14 1,30 1.33 12,2
30 8 168 0,212 11,0 0,15 1,36 ’ 11,9
35 16 176 0,218 11,3 0,16 1,42 1.98 12,0
36 16 148 0,223 11,6 0,15 1,29 ’ 12,9
3. Nach Gabe von Polyphosphat 64
25 1 143 0,141 | 11,7 0,008 | 0,07 | oo 0,7
26 1 158 0,141 11,7 0,009 0,08 ’ 0,7
23 2 187 0,139 11,5 0,010 0,09 0.10 0,7
24 2 150 0,143 11,9 0,013 0,11 ’ 1,1
21 4 197 0,138 11,5 0,012 0,10 o011 0,8
29 4 187 0,139 | 11,5 0,014 | 0,12 » 1,0
31 8 157 0,147 12,2 0,024 0,20 16 2,0
32 8 170 0138 | 11,5 | 0014 | 012 | O 11
37 16 168 0,143 11,9 0,021 0,18 0.32 1,6
38 16 153 0,144 12,0 0,051 0,43 ’ 4,3

B. Radiometrische Auswertung der Chromatogramme

Die Entwicklung der phosphorhaltigen Stellen des Chromatogramms ergab
bei allen Versuchen nur zwei Flecken, deren radiometrische Auswertung in

folgenden Abbildungen zusammengestellt ist :



Abb. 2. Pentanatriumtriphosphat *P-markiert —

2p.Aktivitdt
Impulse/min

16 Stunden

8 Stunden

4 Stunden

2 Stunden

1 Stunde

0 -

Mono-  AMP Start
phosphat

Abb. 1. Tetranatriumdiphosphat *P-markiert

Abb, 3. Natriumpolyphosphat 64 *:P-markiert —

2P-Aktivitat
Impulse/min

16 Stunden

8 Stunden

.
et

ﬂ“ / “ 4 Stunden

N /'\ - 2 Stunden
,J \ 1 Stunde

cm
Mono- AMP
phosphat Start
32p. Aktivitat
Impulse/min
,1 16 Stunden
" A 8 Stunden
4 Stunden

NPV S NP PSS

M 2 Stunden
1 Stunde

W -
cm
Mono-  AMP Start

phosphat



Fingerhut u. Mitarb., Zur Frage der Resorption von Polyphosphaten 235

Die prozentuale Auswertung der Aktivitit ist aus der nachfolgenden
Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 3.
Tleckl + 2
(Sttd.) Fl(e;(l}() 1 Prozent Fl(ep%{) 2 Prozent (=(§%(;%)
1. Nach Gabe von Diphosphat

1 141 79,8 35,6 20,2 176,6

1 147 86,9 22,2 13,1 169,2

2 141 72,0 54,9 28,0 195,9

2 243 87,8 33,7 12,2 276,7

4 64,5 35,5 117 64,5 181,5

4 74,1 44,0 944 56,0 188,56

8 48,2 33,1 97,2 66,9 1454

8 45,3 25,1 135 74,9 180,3
16 113 42,3 164 51,9 267,0
16 31,8 16,2 164 83,8 195,8

2. Nach Gabe von Triphosphat

1 87,6 83,6 17,2 16,4 104,7

1 85,3 79,0 229 21,0 108,0

2 82,0 72,4 31,3 27,8 113,3

2 77,7 80,9 18,4 19,1 96,1

4 71,2 45,8 84,2 54,2 155,4

4 78,8 40,9 114 59,1 1928

8 55,0 34,2 106 65,8 161,0

8 51,8 33,9 101 66,1 152,8
16 27,0 17,2 130 82,8 157,0
16 28,0 16,4 143 83,6 171,0

3. Nach Gabe von Polyphosphat 64

1 X X X

1 X X X

2 X X X

2 13,3 36,2 23,4 63,8 36,7

4 34,7 100,0 X 34,7

4 18,4 100,0 X 18,4

8 14,5 100,0 X 14,5

8 18,7 47,3 20,8 52,7 39,5
18 8,7 23,5 21,0 78,5 35,3
16 19,7 29,2 47,7 70,8 67,4

X = nicht avswertbar, da ¥P-Aktivitét innerhalb der Schwankungsbreite des Null-
effektes.

Infolge der geringen 3P-Aktivitit der beiden Flecken nach Gabe von Poly-
phosphat 64 sind die hierfiir angegebenen Werte mit einem entsprechend groBen
Fehler behaftet, weshalb die aus 1. und 2. ableitbare und aus den folgenden Ab-
bildungen ersichtliche Systematik einer von der Verweildauer im Magen-Darm-
Trakt abhéngigen Verschiebung der Aktivitdt von Fleck 1 nach Fleck 2 nicht
einwandfrei reproduzierbar ist.

18
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Durch die von uns angewandte Arbeitsweise erfaliten wir bis zu 8 pC pro
Fleck, was etwa 6 x10-59, der verabfolgten 32P-Gabe entsprach.

C. Identifizierung der Phosphatflecken

Die Identifizierung der auf den Chromatogrammen ausschlieflich fest-
gestellten zwei Flecken erfolgte zunichst durch Bestimmung der Rf-Werte und
Positionskonstanten, nachdem vorher durch entsprechende qualitative Re-
aktionen das Vorliegen phosphathaltiger Verbindungen nachgepriift war.

Tabelle 4.
Tier Verwelldauer Fleck 1 Fleck 2
Nr. (8td.) Rf I Pk Rf | Pk
1. Nach Gabe von Diphosphat
13 1 0,72 100 0,61 84,7
14 1 0,73 100 0,61 83,5
11 2 0,71 100 0,59 83,1
12 2 0,71 100 0,60 84,5
9 4 0,71 100 0,59 83,1
10 4 0,72 100 0,61 84,7
27 8 0,74 100 0,63 85,1
28 8 0,75 100 0,63 84,0
33 16 0,74 100 0,63 85,1
34 16 0,74 100 0,63 85,1
Mittelwerte: 0,73 100 0,61 84,3
2, Nach Gabe von Triphosphat
19 1 0,72 100 0,60 83,3
20 1 0,71 100 0,58 81,7
17 2 0,71 100 0,62 87,3
18 2 0,72 100 0,60 83,3
15 4 0,71 100 0,58 81,7
16 4 0,72 100 0,60 83,3
29 8 0,75 100 0,67 89,3
30 8 0,76 100 0,66 86,8
35 16 0,75 100 0,64 85,3
36 16 0,75 100 0,65 86,7
Mittelwerte: 0,73 100 0,62 84,9
3. Nach Gabe von Polyphosphat 64

25 1 0,72 100 0,61 84,7
26 1 0,75 100 0,63 84,0
23 2 0,72 100 0,61 84,7
24 2 0,72 100 0,61 84,7
21 4 0,71 100 0,58 81,7
22 4 0,72 100 0,62 86,1
31 8 0,75 100 0,64 85,3
32 8 0,75 100 0,64 85,3
37 16 0,74 100 0,62 83,8
38 16 0,75 100 0,63 84,0

Mittelwerte: 0,73 100 0,62 84,4
16*
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Der in diesen Versuchen fiir Fleck 1 ermittelte Rf-Wert war mit dem fiir
Monophosphat praktisch gleich. Es lag daher die Vermutung nahe, da8 es sich
hierbei um reines anorganisches Monophosphat handelt. Da der Rf-Wert fiir
Fleck 2 nicht dem fiir Diphosphat entsprach, wurde die von Rur schon vor
Jahren geduflerte Vermutung iiberpriift, ob es sich hierbei um einen der in
jedem Blut enthaltenen Adenosinphosphorséureester handeln konne. Dies
erfolgte durch Vergleichsschromatogramme mit Reinsubstanzen von Mono-
phosphat, Diphosphat (auch Triphosphat), Adenosinmonophosphat (AMP),
Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosintriphosphat (ATP) und zwar sowohl
direkt als auch nach versuchsgleicher Behandlung mit TCE. Die dabei er-
mittelten Rf- und Pk-Werte zeigt folgende Tabelle:

Tabelle §.

Lfd. Monophosphat Diphosphat AMP ADP ATP
Nr.: Rf I Pk Rf I Pk Rf Pk Rf l Pk Rf | Pk

0,73 100 0,54 74,0
0,71 100 0,53 74,6 0,60 84,5
0,72 100 0,60 83,3
10 0,71 100 0,52 73,2 0,60 84,6
11 0,72 100 0,63 73,6 0,61 84.7
12 0,73 100 0,65 75,3
13 0,72 100 0,53 73,6 0,81 84,7
14 0,72 100 0,56 76,4
15 0,71 100 0,63 74,7

1 0,72 100 0,563 73,8

2 0,71 100 0,52 73,2

3 0,73 100 0,65 75,3

4 0,70 100 0,52 74,3 0,40 | 57,1 | 0,27 | 38,6
5 0,74 100 0,41 | 55,4

6 0,31

7

8

9

16 0,70 100 0,568 82,9

17 0,72 100 0,63 73,6

18 0,71 100 0,61 85,9 0,37 | 52,1} 0,25 | 35,2
19 0,59

20 0,39

21 0,26

22 0,76 100 0,59 71,6
23 0,76 100 0,59 77,6 0,66 86,8
24 0,64

Aus den Chromatogrammen 1-24 wurden folgende Mittelwerte fiir die Rf-
und Pk-Werte errechnet:

Tabelle 6.

Substanz Rf-Wert Pk-Wert
Monophosphat 0,72 100
Diphosphat 0,64 74,7
Triphosphat 0,44 61,7
Adenosinmonophosphorsiure {AMP) 0,61 84,6
Adenosindiphosphorsiure (ADP} 0,38 54,8

Adenosintriphosphorsiure (ATP) 0,27 36,9
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Da bekanntlich das Monophosphat als Fixpunkt in der Papierchromatogra-
phie der Phosphate angesehen werden muB und die Positionen der ubrigen
Phosphate am besten in Relation zur Lage des Monophosphates angegeben
werden (GrRUNZE und TaiLo), wurde auch unsererseits die Berechnung des Pk-
Wertes auf dieses Monophosphat mit einem solchen von 100 bezogen.

Vergleicht man nun die Mittelwerte von Fleck 2 mit den aus den Kontroll-
chromatogrammen ermittelten Rf- und Pk-Werten, so lassen sich die beiden
ermittelten Flecken als

Fleck 1 = Monophosphat
Fleck 2 = Adenosinmonophosphorsiure (AMP)

identifizieren. Da zu den Rf-Werten des Diphosphates und der anderen Oligo-
phosphate bzw. Adenosinphosphorsiureester ein signifikanter Unterschied
besteht, kann also zweifelsfrei geschlossen werden, daf3 ausschlieBlich Mono-
phosphat zur Resorption gelangt. Einen Beweis fiir dieses Ergebnis leferte uns
die papierchromatographische Untersuchung des enteiweiBten Blutes einer
Kontrollratte. Auch hierbei lielen sich nur zwei phosphathaltige Flecken nach-
weisen, nimlich anorganisches Monophosphat und Adenosinmonophosphor-
siure (Nr. 16 der Tabelle 5).

Diskussion

Nachdem Polyphosphate verschiedenster Kondensationsgrade sich nicht
nur im Pflanzenreich oder bei niederen Organismen (KvaL, EBEL et al., DrREwWS)
finden, sondern auch in héheren Lebewesen (Lane und Grossmany, LyNN and
Brown) nachgewiesen wurden und zwar in den Kernen und Mitochondrien der
Zellen, wo sie im Intermedidrstoffwechsel als langfristige P- und Energie-
speicher (PENNIAL and GRIFFIN) groe Bedeutung haben diirften, war es von
besonderem Interesse zu kliren, ob exogen zugefiihrte Polyphosphate als solche
oder erst nach Riickwandlung in Monophosphat resorbiert werden. Insbesondere
konnen damit auch Fragen méglicher toxischer Wirkungen dieser Stoffklasse
nach Applikation per os z. B. Beeinflussung des Mineralstoffhaushaltes im Blut
ete. beantwortet werden.

Unsere Untersuchungen konnten nun beweisen, daB nach Zufuhr per os von
Polyphosphaten ausschlieBlich Monophosphat resorbiert wird, wobei die Menge
eine Funktion des Kondensationsgrades der Polyphosphate und damit der
enzymatischen Aufspaltung ist. Das Versuchsergebnis mit Polyphosphat 64
bestétigt aulerdem die von Hanw fiir das Grahamsche Natriumpolyphosphat
geduBerte Vermutung, daB die Aufspaltung dieses hochmolekularen Poly-
phosphates eine gewisse Zeit benétigt und dadurch Phosphat der Resorption
entgeht, weshalb Grahamsches Natriumpolyphosphat trotz seines héchsten
P-Gehaltes aller Phosphate eine geringere Toxizitdt als die anderen Poly-
phosphate, insbesondere als das direkt resorbierbare Monophosphat besitzt.
Das aufgenommene anorganische Monophosphat wird mit der durch den
Resorptions- bzw. Phosphorylierungsvorgang bedingten zeitlichen Ver-
schiebung, aber trotzdem ziemlich schnell, in die organische Bindung der
Adenosinphosphorséureester iibergefithrt und so dem Intermediarstoffwechsel
zugeleitet, wobei die in diesen Versuchen ermittelte AMP zum groBSen Teil
Ausdruck der durch die TCE-EnteiweiBung gespaltenen siurelabilen ATP sein
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diirfte. Damit ist ein weiterer Beweis fiir das einheitliche FErgebnis aller tier-
experimentellen chronischen Toxizititsstudien einschlieBlich der stoffwechsel-
physiologischen Untersuchungen erbracht, da sich Polyphosphate bei oraler
Zufuhr physiologisch qualitativ und quantitativ gleich wie das Monophosphat
verhalten. Die bisher gefiuBerten Zweifel an der Resorption von Polyphosphaten
(auch Oligophosphaten) waren also berechtigt, denn die Zellmembranen sind
fiir die kondensierten Phosphate nicht durchlissig und die Adenosinphosphor-
stureester des Serums bzw. die bisher in Stoffwechselkifigen nicht mogliche
einwandfreiec Trennung von Harn und Kot der Versuchstiere tiuschten eine
geringe Resorption von Oligophosphaten vor.

Die toxikologischen Beurteilungen der Polyphosphate durch das Joint FAO/
WHO Expert Committee on Food Additives und der Kommission zur Priifung
fremder Stoffe bei Lebensmitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft finden
hierdurch eine weitere, experimentelle Bestitigung, denn oral zugefithrte Poly-
phosphate wirken nur in dem Umfange im Organismus, in dem sie zu aus-
schliefilich resorbierbarem Monophosphat aufgespalten werden. Damit besitzt
die hinsichtlich Molekiilgrofie, Loslichkeit, ,,Calciumbindungsvermégen‘, Ab-
baugeschwindigkeit usw. relativ heterogene Gruppe der Polyphosphate ein mit
dem Monophosphat einheitliches pharmakologisch-toxikologisches Bild. Alle an-
deren Vorstellungen tiber schidliche, insbesondere spezifische ,,Giftwirkungen*
der Polyphosphate sind daher zuriickzuweisen. Die in pflanzlichen und tierischen
Organismen nachgewiesenen Polyphosphate werden also stets endogen aus
resorbiertem Monophosphat aufgebaut.

Zusammenfassung

Es wird iiber Stoffwechselversuche an Ratten zur Priifung der Frage nach ciner Re-
sorption anorganischer Polyphosphate berichtet. $2P-markierte Polyphosphate, nimlich
Tetranatriumdiphosphat, Pentanatriumtriphosphat und Natriumpolyphosphat 64, wurden
Ratten mit der Schlundsonde appliziert, die Tiere nach jeweils 1, 2, 4, 8 und 16 Stunden
decapitiert und das Frischblut zur Identifizierung des vorhandenen Phosphates und der
daran gebundenen #?P-Aktivitit radiometrisch und papierchromatographisch untersucht.
Im enteiweiBten Vollblut konnten atets nur zwei radicaktive phosphathaltige Substanzen
festgestellt werden, die sich als anorganisches Monophosphat und Adenosinmonophosphor-
siiure AMP identifizieren lieSen, d. h. es wird ausschliellich Monophosphat resorbiert, das
durch enzymatische Aufspaltung der Polyphosphate gebildet wird.

Die Menge des aus den Polyphosphaten zur Resorption gelangenden Monophosphats ist
eine Funktion des Kondensationsgrades und wird mit zunehmender Kettenlinge immer
kleiner. Das so aufgenommene Monophosphat wird dann mit der durch den Resorptions-
bzw. Phosphorylierungsvorgang bedingten zeitlichen Verschiebung in die organische
Bindung der Adenosinphosphorsiureester ibergefithrt.

Damit ist ein weiterer Beweis fiir das gleiche Ergebnis aller bisherigen chrontschen
Toxizititsstudien erbracht, daB sich die Polyphosphate bei oraler Zufuhr physiologisch
qualitativ und quantitativ gleich wie das Monophosphat verhalten und daher auch auf
jeder Konzentrationsstufe ein gleiches pharmakologisch-toxikologisches Bild zeigen. Poly-
phosphate besitzen also keine zusitzlichen, insbesondere fiir diese Stoffgruppe ,,spezifischen
Giftwirkungen*,

Dieses Ergebnis bestiitigt erneut die bereits durch die FAO/WHO und die Deutsche For-
schungsgemeinschaft erfolgte toxikologische Beurteilung der Polyphosphate, wonach diese
nur in dem Umfang im Organismus wirken, in dem sie zu Monophosphat (= Orthophos-
phat) aufgespalten werden. Daher ist deren tdgliche Zufuhr mit der Nahrung nur im
Rahmen der tiglichen Gesamtphosphatzufuhr (natiirlicher P-Gehalt der Nahrung - zu-
geeetzte Mono- und Polyphosphate) zu berticksichtigen.
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Efficacité biologique des Isoméres optiques de la Leucine
et de L’isoleucine pour un Lactobacille (L. arabinosus 17/5)

Par JEAN ADRIAN et JACQUES NICOLLE

Avee b tableaux
(Regu p. p. le 1 février 1968)
Introduction

A la suite de différents travaux concernant Iactivité des antipodes optiques
d’acides aminés pour des microorganismes (NICOLLE et coll., 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10),
nous nous proposons de reprendre ce type de recherches en utilisant un lacto-
bacille connu pour son besoin absolu en leucine et isoleucine et qui — pour cette
raison — est fréquement utilisé dans les dosages microbiologiques d’acides
aminés: il s’agit de Lactobacillus arabinosus 17{5; Les besoins de cette souche
sont parfaitement définis dans les conditions du dosage: en absence de lencine
ou d’isoleucine la croissance est pratiquement nulle et seul ’isomére L — qui est
le plus fréquemment répandu dans le domaine animal ou végétal — peut assurer
le développement du microorganisme. L’isomére D est entiérement dépourvu
d’activité dans les conditions du dosage microbiologique (ApR1aN et RERAT, 2)1).

1) C’est & dire & des concentrations de I'ordre de 10 g g par m! de milieu de culture.



