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1. Beide Verbindungen werden in wiiBriger L6sung spontan mit einer Halbwertszeit yon 
5-10 Tagen hydrolysiert. 

2. Die Resorption der Verbindungen is~ sehlech~. 
3. Die Verbindungen werden im KSrpcr nicht gespeichert sondern abgebaut. Nach 24 Stun- 

den finden sieh im Organismus nnr 0,5-2% der verabreiehten Aktivit~t. 

Die Verwendung yon Pyrokoh/ens~uredJ/ithylester zur Behandlung yon Fruehts~ften 
und Wein wirft daher keine toxikologischen Probleme auf und ist yon der gesundheitliehen 
Seite aus betrachtet duldbar. 

Eine ausfiihrliehe Publikation der erhaltenen Befunde wird in der Zeitschrifg fiir 
Lebensmitteluntersuchung und -Forschung erfolgen. 
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Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der JoT~annes.Gutenberff. Universitgt in Mainz 

Zur Frage der Resorption yon Polyphosphaten 

Von M. FINGERHUT, F. RUF und K. LANe 

Mit 5 Abbildungen und 6 Tabellen 

(Eingegangen am 13. Oktober 1965) 

Sei t  v ie len  J a h r z e h n t e n  werden  die  als P o l y p h o s p h a t e  beze iehne ten  l inear  
kondens ie r t en  P h o s p h a t e  m i t  e inem K o n d e n s a t i o n s g r a d  yon  2 und  h5her  als 
Zusa tz  bei  der  Hers t e l lung  u n d  Zube re i tung  yon  L e b e n s m i t t e l n  ve rwende t ,  z .B .  
im B a e k p u l v e r  (S/~uretr/iger), bei  de r  Hers t e l lung  von Sehmelzk/ise (Schmelz-  
salze) u n d  b e s t i m m t e n  Fle iseherzeugnissen  ( A T P - E r s a t z  bei  Kal t f le iseh)  sowie 
be i  de r  T r inkwasse rau fbe re i t ung  (Phospha t - Impfve r f ah ren ) .  Durch  umfang-  
reiche,wie k a u m  fiir einen ande ren  Lebensmi t t e l zusa t z s to f f  durchgef i ih r te  Toxi -  
zi t /~tsstudien (ttAR~, LA~G) an  mehre ren  A r t e n  von  S/iugetieren,  auch  Nieh t -  
nage t ie ren ,  in Konzen t r a t i onen ,  die  jene in den  L e be nsmi t t e l n  s t a r k  fiber- 
schre i ten  und  die be i  den  T ie rve rsuchen  sowohl die ganze L e b e n s d a u e r  als auch  
mehre re  Genera t ionen  umfal ] ten ,  wurde  festgestel l t ,  da6  sieh die  P o l y p h o s p h a t e  
bei  ora ler  Zufuhr  tox ikologisch  weder  un t e r e in a nde r  noeh qua l i t a t i v  u n d  quan-  
t i t a t i v  yon  der  W i r k u n g  yon  M o n o p h o s p h a t  ( =  Or thophospha t )  un te r sche iden  
u n d  dahe r  a u f  j eder  K o n z e n t r a t i o n s s t u f e  ein gleiches Bi ld  zeigen (HAR-~). 

Dieses Ergebn i s  is t  dureh  die  sowohl chemisch (THILO) als aueh  enzymat i s ch  
(M~TT~,NHErME~) belegte  A u f s p a l t u n g  der  P o l y p h o s p h a t e  in M o n o p h o s p h a t  
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(=  Or~hophosphat) zu deuten, d.h.  es muB angenommen werden, dab die 
Lebensmitteln zugesetzten Polyphosphate in Abh/ingigkeit veto Kondensations- 
grad im Magen-Darm-Trakt partiell oder vollst/~ndig in Monophosphat riick- 
gewandelt und als solches in gleiehem AusmaB wie primAr als Monophosphat 
zugesetztes Phosphat resorbiert werden (HAm% LA~o). 

Diese Rfickwandlung der per os aufgenommenen Polyphosphate 1/~gt sich 
nicht nut indirekt erschliel]en, sondern konnte in direkt darauf geriehteten Ver- 
suchen bereits bewiesen werden (vh~ GE~DERE~r et al., GosssLI~, SCnREIV,~ und 
N6LLER, LA~CG U. Mitarb.). Die Untersuehungsergebnisse waren insofern ein- 
heithch, als festgesteUt wurde, dab ledighch Monophosphat und daneben 
m6ghcherweise kleinere Mengen Diphosphab (----Pyrophosphat) bzw. Otigo- 
phosphate (das sind die papierchromatographiseh trennbaren Einzelglieder der 
polymerhomologen Reihe der Polyphosphate mit einem Kondensationsgrad 
n < 12) resorbiert werden. 

Im Gegensatz hierzu hat EICmtOLTZ, gestfitzt auf Versuehe seines ~{it- 
arbeiters RrVERSO~, fiber perorale kardiale toxisehe Polyphosphatwirkungen 
berichtet, die veto Di- fiber Triphosphat zum Grahamschen Natriumpoly- 
phosphat ansteigen sollen und bei letzterem sehon bei 6,25 mg/kg naehweisbar 
seien. Monophosphat wurde nieht untersueht. Nach diesen Untersuehungen 
sell das Blur einmalig mit Polyphosphaten geffitterter Ratten naeh ~bertragung 
auf das tterz-Lungen-Pr/~parat (HLP) des Meerschweinehens zur Herzl/ihmung 
ffihren. Die sorgfAltige methodisch gleiche Nachprfifung dieser Befunde dutch 
H ~  hat jedoeh ergeben, dab diese auf einem exp~rimentellen Irrtum be- 
ruhen insofern, als die prim/~r ~oxisehe Wirkung des Rattenblutes ffir das Herz- 
Lungen-Pr/~parat des Meersehweinchens nioht berfieksichtigt wurde. Wird dies 
jedoch getan, so finder sieh nach HAHn kein Unterschied in der Wirkung yon 
normalem Rattenblu$ und dem polyphosphatgef/itterter Ratten. 

Diese Frage abschlieBend zu ld/~ren war aueh im Hinbhek auf die Arbeiten 
yon FLEISC~r U. Mitarb. yon besonderem Interesse. Von diesen wurde nAmheh 
gezeigt, dab Diphosphat oder Polyphosphat die Eigensehaft besitzt, in kleinster 
Konzentration die Caleiumphosphatausf/Hlung in vitro zu hemmen (FLmscH 
nnd N~uMx~) und einer dutch Vitamin D erzeugten Aortenverkalkung bei 
Ratten vorzubeugen (FLEISCH et al.). Da Diphosphat von diesen Autoren auch 
im Blur naehgew~esen wurde, nehmen sie an, daft diese Verbindung eine re- 
gulatorische Rolle beim VerkalkungsprozeB spielt (FL~ISC~). Der Zusatz yon 
Polyphosphaten zu Lebensmittetn soIIte daher im Lichte dieser Resultate neu 
erwogen werden (FLEIscr~). F~,rsc~ konnte jedoeh durch Verffitterung yon 
Diphosphat keine ErhShung der Diphosphatkonzentration im Harn bewirken. 
Dies war nut dutch Verabfolgung sehr hoher Dosen Monophosphat (=  Ortho- 
phosphat) m6glich (FL~ISC~, BISAZ und CANE). Dies weist darauf bin, da$ das 
im Blur und Harn befindliehe Diphosphat nieht exogener Herkunft sein kann, 
sondern erst im intermedi/iren Stoffwechsel gebilde~ wird. 

Dureh kombinierte Anwendung derzeit optimaler Methoden zur Kon~rolle 
des Ablaufes yon Stoffwechselvorg/~ngen, n/imlich Indikatorenmethode und 
Papierehroma~ographie~), versuchten wir die Frage zu kl/~ren, ob oral appli- 
zierte Polyphosphate als solche iiberhaup$ resorbiert werden. 

~) Fri~ulein H. LEONARDy sei auch an dieser StDlle fiir ihre zuverliissige, sorgfs uud 
experimentell gosehiekto Mitarbeit gedank~. 
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Methodik 

Fiir die Versuehe wurden drei mit 8zp markierte Polyphosphate verwendet: 

1. Tetranatriumdiphosphat (Na4P~07), im folgenden Diphosphat genannt. 

2. Pentan~trium~riphosphat (Na~P~O~0 �9 6H~O), im folgenden Triphosphat genalmt. 

3. Nabriumpolyphosphat (64,0% P,05), im folgenden Polyphosphat 64 genannt. 

Die Priifung dieser markierten Polyphosphate auf IdentitEt und Reinheit erfolgte 
durch Papierchromatographie (GRv'SZE und TH:mO) mit einem yon uns etwas ver~nderten 
L6sungsmitSel in Verbindung mit erg~nzenden quantitativen Bestimmungen (ZDaMER- 
~ - S ) .  Ffir die Versuehssubstanzen ergaben sich folgende Werte: 

daraus 

1. Diphosphat 

PH ~.~ 9,4 
P2Os-Gehalt 51,8% 

Tetranatriumdiphosphat: 97,0% 
Wassergehalt: 0,3 % 
NaC1-Gehalt: 2,5 % 

Da auf dem Papierehromatogramm nur ein Fleck mit einem Rf-Wert yon 0,54 identifi- 
ziert werden konnte, handelte es sieh bei dieser Substanz mn reines Tetranatriuradiphosphat 

0 0 
N a 0 \ l l  I I / 0 N a  

)P--O--P i 
N a 0 /  0Na 

das aus der Herstellung einen teehnisch unvermeidbaren Gchalt an Kochsalz enthielt. 

2. Triphosphat 

p~ ,~ 9,0 
P,Os-Gehalt: 44,6% 
Wassergehalt: 22,7 % 
IqaC1- Gehalt: 0 

Auf dem Papierchromatogr~mm konnten qu~ntitativ folgende Phosphate identifizier~ 
werden: 

Monophosphat: (Rf:0,72) : 2,19% 
Diphosphat: (Rf:0,54) : 9,48% 
Triphosphat: (Rf:0,44) : 66,01% 

Wasserfreie Substanz: 77,68% 

Da es sich nach Angaben der Herstellerfirma 1) um das Hexahydrat handelte, entspriehg 
dies einem Gehalt an [Na~PsO~o. 6HaO yon 100,6%, so dab bier reines Pentanatrium- 

a) Radioehemisehe Abteilung der Farbwerke Hoechst, Hoechst am 2~ain. 
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triphosphat 

vorlag. 

0 0 0 

N a O /  ] \ O N a  
ONa 

3. Polyphosphat 6d [(NaP03)a �9 H20] 

prr ~ 5,7 
P206-Gehalt: 64,0% 
Wassergehalt: 1,6% 
NaC1- Gehalt: 0 

Die papierchromatographischo Identifizierung ergab 80,7% am S~artpunkt ver- 
bleibender hShermolekularer (n > 12) Polyphosphat• und 17,1% Oligophosphate ein- 
schlieBlich des technisch unvermeidbaren Gehalts an Cyclophosphaten (Metaphosphaten). 
Der Gesamt-Polyphosphatgehal~ be~rug somit 97,8%. 

Von der Herstellerfirma wurden uns ffir die genannten Polyphosphate folgende s2p. 
Aktivit~ten fiir den 24. 8. 1964 angegeben: 

Diphospha~ (5 g) 1125 #C ( =  225/zC/Gramm), 
Triphospha~ (5 g) 750/~C ( =  150 #G/Gramm), 
Polyphosphat 64 (5 g) 950/zC ( =  190/zC/Gramm). 

Im Actigraph I I  erfolgte fiir die verwendeten BIeBbereiche eino Relativeichung: 

Tabelle 1. 
Eichung: D~mpfung 40 sec, Vorschub 6 inch/h, Spaltbrcite I/4 inch 

Substanz Mellbcreich Oewicht*) 
(I/rain) (t~g/pC a,p) 

Diphosphat 300 109 
500 60,1 

Triphosphat 300 97,3 
500 55,1 

Polyphosphat 64 300 106 
500 63,1 

*) Gewicht der yore Actigraph in Abh~ingigkeit yon der 32P-Aktivitii~ der einzehmn 
Phosphate umschriebenen, durch Ausschneiden integrier~n und ausgewogenen Papler- 
fliicheu. 

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

Durchfi~hrung der Tierversuche 

Zur Applikation der Versuchssubstanzen wurd~n folgende LSsungen hergestellt: 

a) 3,7437 g Diphosphat ad 100 ml aqua dcmineralisat~ 

b) 4,4699 g Triphosphat ad 100 ml aqua demineralisat~ 

c) 2,8740 g Polyphospha~ 64 ad 1O0 ml aqua demineralisa~ 
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Fiir die Versuehe wurden gesunde m~nnliehe Sprague-Dawlcy-Ratten mit einem 
KSrpergewicht yon 150-190 g verwendet. Vor der Applikation der PolyphosphatlSsungen 
wurden die Tiere 16 Stunden ohne Nahrung gehMten, Wasser jedoch ad ]ibitum gegeben. 
Den Tieren wurden jeweils 5 ml PolyphosphatlSsung mit der Schlundsonde appliziertl). Die 
dabei verabreiehten Mengen der einzelnen Versuchssubstanzen wurden durch Auswiigen 
der gegebenen ml PolyphosphatlSsung ermittelt. Fiir die Versuehsdauer (bis 16 Stunden) 
hieRen wlr die Tiere in Normalk~figen. 

Die Zahl der Versuehstiere betrug insgesamt 31 Ratten, wovon jeweils 2 ffir die ein- 
zelnen Verweilzeiten und damit stets 10 fiir das jeweilige Po]yphosphat zur Untersuchung 
dienten. Eine Ratte war KontroIle. 

Zur Identifizierung der Ar~ und Menge des zur Resorption gclangten Phosphats in 
Abh~tngigkeit yon der 1, 2, 4, 8 und 16 Stunden betragenden Verweildauer im Magen-Darm- 
Trakt, wurden die Ratten nach den angegebenen Versuehszeiten mit Di~thyl~tther nar- 
kotisicrt, decapitiert, um so das zur Untersuchung erforderliche Frisehblut (=  6-10 g/Tier) 
zu erhalten. 

Von diesem Frischblut wurden zur Bestimmung tier Gesamt-s~P-Aktivitiit im Blur als 
:Funktion der Zeit und der Art des jeweils verabreichten Polyphosphats ca. 5-7 Tropfen 
Blur in 0,5 ml mit Hcparin versetztcm aqua demineralisata aufgefangen, die Menge dureh 
Differenzw/~gung ermittett und zwisehen 50-280 mg dieses Haemolysats sofor~ auf Filter- 
papier (S & S 2040b) zur Direktmessung (Doppelbestimmung) im Actigraph II  aufgetragen. 

Zur Identifizierung des im Blur vorhandencn Phosphats und der daran gcbundenen 
t~P-Aktivit~t wurde tier grSBte Tell des Frisehblutes in 50 ml Zentrifugengl/~ser mit 7,5 ml 
einer 40%igen Triehloressigsaure-LSsung (TCE) bei Zimmertemperatur (20 ~ enteiweiSt 
und nach 15 rain bei 4200 U/rain 12 rain lang zentrifu~ert. Die TCE wurde dutch drei- 
maligcs Aust~thern (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) ira Kfihlschrank bei +5  ~ C 
aufbewahrt, wodurch eine naehtr/~gliche Hydrolyse der Polyphosphate ausgeschaltet 
wurde (Rot). 

Naeh der Entwieklung tier phosphorhaltigen Stellen der Chromatogramme dureh Bil- 
dung des Molybdophosphatkomplexes und anschlieBende Rcduktion mittels UV-Licht 
zum ,,Phosphormolybd~nblau" wurden die Chromatogramme in 35 mm brcite Streifen 
gesehnitten, der Anfang eines jeden Chromatogramms mit QOSr-markierter Tusche gekenn- 
zeictmet und die Streifen (mit Tesafilm) aneinandergeklebt. Das so erhaltene Papierband 
wurde zur Ausmessung tier in den Chromatogrammfleeken vorhandenen Aktiviti~t des 
siiurel6sliehen s2p in der Actigraph-II-McBapparatur (Nuclear Chicago) gemessen. Die fiber 
ein Ratemeter erraittelte Aktivitat (I/rain) wurde dabei kontinuierlieh auf einem Schreiber 
aufgezeietmet. Die von den so erhaltenen Kurven umsehriebene Papierfii~ehe wurde - wie 
bei der Eichung - unterhalb der Peaks ausgeschnitten und dieses F1/ichengewicht zur Be- 
stimmung der Aktivitiit herangezogen. 

Ergebnisse 

A. Gesamt-S2P-A ktivitiit im Blu~ als Funktion tier Verweildauer 
im Magen-Darm-Trakt 

I n  den folgenden Tabel len  sind die aus den Direk tmessungen  des h/~moly- 
sierten Blutes erhal tenen *2P-Aktivit/tten nach Gabe der drei Polyphosphate  in  
Abh~ngigkei t  yon  der Verweildauer im Magen-Darm-Trak t  zusammengeste l l t .  

1) Den Herren Professor Dr. BXSSLER, Dr. Czox und Dr. Ht~wn danken wir ffir ihre 
Mithilfe. 
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Zur Umrechnung auf  die im Gesamtblut  vorhandene Aktivit/~t diente die 
Relation, wonach die Gesamtblutmenge 1/13 des KSrpergewichts der Ra t t e  
betrs 

Tabelle 2. 

Dauer K6rpergcw. Subst. Gabo ~orh. im Prozent MitteI- s2p/g Blu~ 
Nr. (Std.) ] (g) I (g) ~C Ges.pc~lut d. Gabe weft (nC) 

1. Nach Gabe yon Diphosphat 

13 
14 
11 
12 

9 
10 
27 
28 
33 
34 

19 
20 
17 
18 
15 
16 
29 
30 
35 
36 

25 
26 
23 
24 
21 
22 
31 
32 
37 
38 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

172 
155 
171 
175 
156 
145 
175 
166 
166 
153 

0,177 
0,183 
0,183 
0,188 
0,178 
0,179 
0,180 
0,176 
0,183 
0,188 

19,1 
19,8 
19,8 
20,3 
19,2 
19,3 
13,9 
13,6 
14,1 

I 14,5 

0,26 
0,17 
0,49 
0,37 
0,36 
0,25 
0,16 
0,22 
0,30 
0,20 

179 
170 
160 
169 
190 
145 
150 
168 
176 
148 

2. Nach 

0,214 
0,217 
0,207 
0,222 
0,216 
0,220 
0,208 
0,212 
0,218 
0,223 

Gabe yon 

14,8 
15,0 
14,3 
15,3 
14,9 
15,2 
10,8 
11,0 
11,3 
11,6 

Triphosphat 

0,12 
0,13 
0,15 
0,12 
0,19 
0,22 
0,14 
0,15 
0,16 
0,15 

143 
158 
187 
150 
197 
187 
157 
170 
168 
153 

3. Nach Gabe yon Polyphosphat 64 

0,141 
0,141 
0,139 
0,143 
0,138 
0,I39 
0,147 
0,138 
0,143 
0,144 

11,7 0,008 
11,7 0,009 
11,5 0,010 
11,9 0,013 
11,5 0,012 
11,5 0,014 
12,2 0,024 
11,5 0,014 
11,9 0,021 
12,0 0,051 

1,36 
0,86 
2,47 
1,82 
1,88 
1,30 
1,15 
1,62 
2,13 
1,39 

0,81 
0,87 
1,05 
0,78 
1,28 
1,45 
1,30 
1,36 
1,42 
1,29 

0,07 
0,08 
0,09 
0,11 
0,10 
0,12 
0,20 
0,12 
0,18 
0,43 

1,1 

2,1 

1,6 

1,4 

1,8 

0,84 

0,92 

1,37 

1,33 

1,36 

0,075 

0,10 

0,11 

0,16 

0,32 

19,3 
14,6 
37,4 
27,7 
30,0 
21,8 
11,5 
16,8 
23,1 
17,1 

8,9 
9,9 

11,9 
9,1 

13,3 
19,7 
12,2 
11,9 
12,0 
12,9 

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

B. Radiometrische Auswertung der Chromaiofframme 

Die En~wieklung der phosphorhalt igen Stellen des Chromatogramms ergab 
bei allen Versuehen nur zwei Flecken, deren radiometrische Auswertung in 
folgenden Abbildungen zusammengestell t  ist : 



Abb. 2, Pentana t r iumtr iphospha t  *~P-mark[crt --~ 
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Die prozentuale Auswertung der Aktivi t~t  ist aus der 
Tabelle zu entnehmen. 

Tabelle 3. 

nachfotgenden 

I 
t Fleck 1 Prozent 1 Fleck 2 (Std.) (pC) [ (pC) 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

X 

effektes. 

141 
147 
141 
243 

64,5 
74,1 
48,2 
45,3 

113 
31,8 

87,5 
85,3 
82,0 
77,7 
71,2 
78,8 
55,0 
51,8 
27,0 
28,0 

x 

x 
x 
13,3 
34,7 
18,4 
14,5 
18,7 
8,7 

19,7 

1. Nach Gabe yon Di:phosphat 

79,8 
86,9 
72,0 
87,8 
35,5 
44,0 
33,1 
25,1 
42,3 
16,2 

35,6 
22,2 
54,9 
33,7 

117 
94,4 
97,2 

135 
154 
I64 

2. Nach 

83,6 
79,0 
72,4 
80,9 
45,8 
40,9 
34,2 
33,9 
17,2 
16,4 

Gabe yon Triphospha$ 

17,2 
22,7 
31,3 
18,4 
84,2 

114 
106 
101 
130 
143 

3. Nach Gabe yon Polyphosphat 64 

36,2 
100,0 
100,0 
100,0 
47,3 
23,5 
29,2 

x 
x 
x 
23,4 
X 
• 
• 
20,8 
27,0 
47,7 

Prozent 

20,2 
13,1 
28,0 
12,2 
64,5 
56,0 
66,9 
74,9 
57,7 
83,8 

16,4 
21,0 
27,6 
19,1 
54,2 
59,1 
65,8 
66,1 
82,8 
83,6 

63,8 

52,7 
76,5 
70,8 

nieht auswextbar, da s~P-Aktivit~t innerhMb der Schwankungsbreito 

t Fleck 1 + 2 
(= lo~%) 

(pC) 

176,6 
169,2 
195,9 
276,7 
181,5 
168,5 
145,4 
180,3 
267,0 
195,8 

104,7 
108,0 
113,3 
96,1 

155,4 
192,8 
161,0 
152,8 
157,0 
171,0 

x 
x 
x 
36,7 
34,7 
18,4 
14,5 
39,5 
35,3 
67,4 

des Null- 

Infolge der geringen a2P-Aktivits der beiden Flecken naeh Gabe von Poly- 
phosphat  64 sind die hierfiir angegebenen Werte mit  einem entsprechend groi3en 
Fehler behaftet ,  weshalb die aus t. und 2. ableitbare und aus den folgenden Ab- 
bildungen ersiehtliche Systematik  einer yon der Verwefldauer im Magen-Darm- 
Trak t  abh~ngigen Verschiebung der Aktivit/it  yon Fleck 1 naeh Fleck 2 nicht 
ehlwandfrei reproduzierbar ist. 

18 
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Dutch die von uns angewandte Arbeitsweise erfaBten wir bis zu 8 pC pro 
Fleck, was etwa 6 • 10 -5 % der verabfolgten 32P-Gabe entsprach. 

C. Identifizierung der Phosphatflecken 

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

Tabelle 4. 

Tier } Verwelldauer I Fleck 1 [ Fleck 2 
~r. (Std.) l'r I Pk Rf [ 

1. Naeh Gabe yon Dgphosphat 

13 
14 
11 
12 
9 

10 
27 
28 
33 
34 

Mittelwerte: 

19 
20 
17 
18 
15 
16 
29 
30 
35 
36 

Mittelwerte: 

25 
26 
23 
24 
21 
22 
31 
32 
37 
38 

Mittelwerte: 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
8 
8 

16 
16 

0,72 
0,73 
0,71 
0,71 
0,71 
0,72 
0,74 
0,75 
0,74 
0,74 

0,73 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
lOO 
100 
100 

100 

2. Nach Gabe yon Triphosphat 

0,72 
0,71 
0,71 
0,72 
0,71 
0,72 
0,75 
0,76 
0,75 
0,75 

0,73 

3. Nach 

0,72 
0,75 
0,72 
0,72 
0,71 
0,72 
0,75 
0,75 
0,74 
0,75 

0,73 

100 
I00 
100 
lOO 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

100 

Oabe yon Polyphosphat 64 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

100 

0,61 
0,61 
0,59 
0,60 
0,59 
0,61 
0,63 
0,63 
0,63 
0,63 

0,61 

0,60 
0,58 
0,62 
0,60 
0,58 
0,60 
0,67 
0,66 
0,64 
0,65 

0,62 

0,61 
0,63 
0,61 
0,61 
0,58 
0,62 
0,64 
0,64 
0,62 
0,63 

0,62 

Pk 

84,7 
83,5 
83,1 
84,5 
83,1 
84,7 
85,1 
84,0 
85,1 
85,1 

84,3 

83,3 
81,7 
87,3 
83,3 
81,7 
83,3 
89,3 
86,8 
85,3 
86,7 

84,9 

84,7 
84,0 
84,7 
84,7 
81,7 
86,1 
85,3 
85,3 
83,8 
84,0 

84,4 

16'* 
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Der in diesen Versuchen ffir Fleck 1 ermittel~o Rf-Wert  war mi~ dem fiir 
Monophosphat praktisch gleich. Es lag daher die Vcrmutung nahe, dab es sieh 
hierbei um reines anorganisches Monophosphat handelt. Da der Rf-Wert  ftir 
Fleck 2 nicht dem ffir Diphosphat  entsprach, wurde die yon RuF sehon vor 
Jahren  ges Vermutung fiberpriift, ob es sieh hierbei um einen der in 
jedem Blur enthaltenen Adenosinphosphorss handeln k61me. Dies 
erfolgte dutch Vergleichsschromatogramme mi t  Reinsubstanzen yon Mono- 
phospha~, Diphosphat  (auch Triphosphat),  Adenosinmonophosphat (AMP), 
Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosintriphosphat (ATP) und zwar sowohl 
direkt als auch nach versuchsgleicher Behandlung mit  TCE. Die dabei er- 
mit tel ten Rf- und Pk-Werte  zeigt folgende Tabelle: 

TabeZle 5. 
Lfd. Monophosphat AMP 
t~'r.: R f  Pk  R f  

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
U 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
2O 
21 
22 
23 
24 

0,72 
0,71 
0,73 
0,70 
0,74 

0,73 
0,71 
0,72 
0,71 
0,72 
0,73 
0,72 
0,72 
0,71 
0,70 
0,72 
0,71 

0,76 
0,76 

100 
100 
100 
100 
100 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

100 
100 

Diphospbat 
R f  Pk  

0,53 73,6 
0,52 73,2 
0,55 75,3 
0,52 74,3 

0,54 74,0 
0,53 74,6 

0,52 73,2 
0,53 73,6 
0,55 75,3 
0,53 73,6 
0,55 76,4 
0,53 74,7 

0,53 73,6 

0,59 77,6 
0,59 77,6 

0,60 
0,60 
0,60 
0,61 

0,61 

0,58 

0,61 
0,59 

0,66 
0,64 

ADP 
Pk  R f  Pk  

0,40 57,1 
0,41 55,4 

84,5 
83,3 
84,5 
84,7 

84,7 

82,9 

85,9 0,37 52,1 

0,39 

86,8 

ATP 
R f  Pk  

0,27 38,6 

0,31 

0,25 35,2 

0,26 

Aus den Chromatogrammen 1-24 wurden folgende Mittelwerte ffir die Rf- 
und Pk-Werte  erreehnet: 

Tabelle 6. 

8ubstanz Rf-Wert  PkoWert 

Monophospha~ 0,72 100 
Diphosphat 0,54 74,7 
Triphosphag 0,44 61,7 
Adcnosinmonophosphorsi~uro (AMP) 0,61 84,6 
Adenosindiphosphors~ure (ADP) 0,39 54,8 
Adenosintriphosphors~ure (ATP) 0,27 36,9 
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Da bekanntlieh das Monophosphat als Fixpunkt in der Papierchromatogra- 
phie der Phosphate angesehen werden mu[~ und die Positionen der fibrigen 
Phosphate am besten in Relation zur Lage des Monophosphates angegeben 
werden (G~v~zE und Tmr~o), wurde aueh unsererseits die Berechnung des Pk- 
Wertes auf dieses Monophosphat mit einem solchen yon 100 bezogen. 

Vergleicht man nun die Mittelwerte yon Fleck 2 mit den aus den Kontroll- 
ehromatogrammen ermittelten Rf- und Pk-Werten, so lassen sieh die beiden 
ermittelten Flecken als 

Fleck 1 = Monophosphat 

Fleck 2 = Adenosinmonophosphors/iure (AMP) 

identifizieren. Da zu den Rf-Werten des Diphosphates und tier andercn Oligo- 
phosphate bzw. Adenosinphosphorsaureester ein signifikanter Unterschied 
besteht, kann also zweffelsfrei geschlossen werden, da$ ausschHeBlich Mono- 
phosphat zur Resorption gelangt. Einen Beweis f~r dieses Ergebnis lieferte uns 
die papierchromatographisehe Untersuchung des enteiweiSten Blutes einer 
Kontrollratte. Aueh hierbei lieflen sich nur zwei phosphathaltige Fleeken nach- 
weisen, n/~mlieh anorganisehes Monophosphat und Adenosinmonophosphor- 
s/rare (Nr. 16 der Tabelle 5). 

Diskussion 

Naehdem Polyphosphate versehiedenster Kondensationsgrado sieh nieht 
nur im Pflanzenreich oder bei niederen Organismen (Kvnr., EB~.L et al., DREWS) 
finden, sondern auch in h6heren Lebewesen (LA~o und GROSSMA~r LYm~ and 
BROW~) naehgewiesen wurden und zwar in den Kernen und Mitoehondrien der 
Zellen, wo sie im Intermedi~rstoffweehsel aIs langfristige P- und Energie- 
speieher (Pv.~NIAL and GmFFI~) grol3e Bedeutung haben diirften, war es yon 
besonderem Interesse zu kliiren, ob exogen zugef/ihrte Polyphosphate als solehe 
oder erst nach Rtiekwandlung in Monophosphat resorbiert werden. Insbesondere 
k6nnen damit auch Fragen m6glieher toxischer Wirkungen dieser Stoffklasse 
nach Applikation per os z. B. Beeinflussung des Mineralstoffhaushaltes im Blur 
etc. beantwortet werden. 

Unsere Untersuchungen konnten nun beweisen, dab nach Zufuhr per os yon 
Polyphosphaten ausschlie$1ich Monophosphat resorbiert wird, wobei die Menge 
eine Funktion des Kondensationsgrades der Po]yphosphate und damit der 
enzymatischen Aufspaltung ist. ])as Versuchsergebnis mit Polyphosphat 64 
bestiitigt aul~erdem die yon HAhN ffir das Grahamsche Natrinmpolyphosphat 
ge~uBerte Vermutung, daI~ die Aufspaltung dieses hoehmolekularen Poly- 
phosphates eine gewisse Zeit benStigt und dadureh Phosphat der Resorption 
entgeht, weshalb Grahamsches Natriumpolyphosphat trotz seines h6chsten 
P-Gehaltes aller Phosphate eine geringere Toxizit~t als die anderen Poly- 
phosphate, insbesondere als das direkt resorbierbare Monophosphat besitzt. 
])as aufgenommene anorganische Monophosphat wird mit der durch den 
Resorptions- bzw. Phosphorylierungsvorgang bedingten zeitlichen Ver- 
sehiebung, aber trotzdem ziemlieh schnell, in die organisehe Bindung der 
Adenosinphosphors~ureester iibergeffihrt und so dem Intermedii~rstoffweehsel 
zugeleitet, wobei die in diesen Versuchen ermittelte AMP zum groBen Tell 
Ausdruck der dutch die TCE-EnteiweiBung gespaltenen s/~urelabilen ATP sein 
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dfirfte. Dami t  ist ein weiterer Beweis ffir das einheitliehe Ergebnis aller tier- 
experimentellen ehronisehen Toxiziti~tsstudien einsehlieBlich der stoffwechsel- 
physiologisehen Untersuehungen erbraeht,  dab sieh Polyphosphats  bei oraler 
Zufuhr physiologiseh quali tat iv und quant i ta t iv  gleieh wie das Monophosphat  
verhalten. Die bisher ge~uBertsn Zweifel an der Resorption yon Polyphosphaten 
(such Oligophosphaten) waren also bereehtigt, denn die Zellmembransn sind 
fiir die kondensierten Phosphate nieht durchl~ssig und die Adsnosinphosphor- 
s~ureester des Serums bzw. die bisher in Stoffwschselks nicht mSgliehe 
einwandfreie Trennung yon H a m  und Ko t  der Versuchstiere t/~usehten sine 
geringe Resorption yon Oligophosphaten vor. 

Die toxikologisehen Beurteilungen der Polyphosphate dutch das Joint  FAO/ 
WHO Exper t  Committee on Food Additives und der Kommission zur Prfifung 
fremder Stoffe bei Lebensmitteln der Deutsehen Forsehungsgemeinschaft finden 
hierdureh eine weitere, experimentelle Bsst/itigu.ng, denn oral zugeffihrte Poly- 
phosphate wirken nut  in dem Umfange im Organismus, in dem sis zu aus- 
schlieBlieh resorbierbarem Monophosphat aufgsspaltsn werden. Dami t  besitzt 
die hinsichtlich MolekfilgrSBe, LSslichkeit, , ,Caleiumbindungsverm6gen", Ab- 
baugesehwindigkeit usw. relativ hetsrogene Grupps der Polyphosphate ein mit  
dem Monophosphat einheitliehes pharmakologiseh-toxikologisehes Bild. Alle an- 
deren Vorstellungen fiber sehs insbesondere spezifisehe ,,Giftwirkungen" 
der Polyphosphate sind daher zurfiekzuweisen. Die in pflanzliehen unct tierischen 
Organismen naehgewiesenen Polyphosphate  wsrden also stets endogen aus 
resorbiertem Monophosphat aufgebaut.  

Zusammen~assung 
Es wird fiber Stoffwechselversuche an Ratten zur Priifung der Frage nach ciner Re- 

sorption anorganischer Polyphosphato berichtet. 32P-markiertc Polyphosphate, n~mlich 
Tetranatriumdiphosphat, Pentanatriumtriphosphat und Natriumpolyphosphut 64, wurden 
Ratten mit der Schlundsonde appliziert, die Tiers nach jeweils 1, 2, 4, 8 und 16 Stlmden 
decapitiert und das Frischblut zur Identifizierung des vorhandenen Phosphatss und der 
daran gebundenen ~P-Akbivit~t radiometrisch und papierehromatographisch untersucht. 
Im enteiweiBten Vollblut konnten stets nur zwoi radioaktive phosphathal$ige Substanzen 
festgestellt wsrden, dis sich als anorganisches Monophosphat und Adenosinmonophosphor- 
s~ure AMP identifizieren liellen, d. h. es wird aussehliel~lieh Monophosphat resorbiert, das 
dttrch enzymatische Aufspaltung der Polyphosphato gebildet wird. 

Dis ~Iengs des aus den Polyphosphaten zur tCesorption gelangendsn Monophosph~ts ist 
sine Funktion des Kondensationsgrades und wird mit zunehmender Kettenl~nge immer 
kleiner. Das so aufgenorameno Monophosphat wird dann mit der durch don Resorptioas- 
bzw. Phosphorylierungsvorgang bedingten zeiflichen Vsrsehiebung in die organische 
Bindung der Adenosinphosphors~ureester iibergefiihrt. 

Damit ist ein weiterer Beweis fiir das gleiche Ergebnis aller bisherigen chronlschen 
Toxizit~tsstudien erbraeh~, dab sieh die Polyphosphate bei oraler Zufuhr physiologiseh 
qualitativ and quantitativ gleieh wie das Monophosphat verhalten und daher aueh auf 
jeder Konzentrationsstufe sin gleiches pharmakologisch-toxikologisehes Bild zeigen. Poly- 
phosphate besitzen also keine zus~tzliehen, insbesondere fiir diess Stoffgruppe ,,spezifischen 
Giftwirkungen". 

Dicses Ergebnis best~tigt erneut dis bereits durch die FAO/WHO und die Deutsche For- 
sehungsgemeinsehaft erfolgte toxikologisehe Beurtsilung der Polyphosphate, wonaeh diese 
nur in dem Umfang im Organismus wirken, in dem sis zu Monophosphat (=  Orthophos- 
phat) aufgespalten werden. Daher ist deren t~giiche Zufuhr mit der Nahrung nut im 
Rahmsn der t~iglichen Gesamtphosphatzufuhr (natiirlieher P-Gehalt der ~%hrung -b zu- 
gesetzte Mono- und Polyphosphate) zu beriicksichtigen. 
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Introduction 

A la suite de diffdrents t r a v a u x  concernan t  l 'ae t ivi td  des ant ipodes  optiques 
d 'acides  amines  pour  des microorganismes (NICOLLE et coll., 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), 
nous  nous proposons de reprendre  ce type  de recherches en  u t i l i san t  u n  lacto.  
baeille connu pour  son besoin absolu en leueine et isoleueine et qui  - pour  cette 
raison - est f r~quement  util isd dans les dosages microbiologiques d 'acides 
amines :  il s 'agi t  de Lactobacillus arabinosus 1715; Les besoins de cette souche 
sen t  pa r fa l t emen t  ddfinis dans  les condit ions du dosage: en absence de ]cueine 
ou d ' isoleucine la croissance est p r a t i q u e m e n t  nul le  et seul l ' isom~re L - qui  est 
le plus f rdquemment  r~pandu dans  le domaine  an ima l  ou vdgdtal - peu t  assurer 
]e d~veloppement  du  microorganisme.  L'isom~re D est ent i~rement  d~pourvu 
d 'ae t iv i t6  dans  les condit ions du  dosage mierobiologique (ADRIA~ et RERAT, 2)1). 

~) C'est ~ dire k des concentrations de l'ordre de 10 pg par ml de milieu de culture. 


