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150. Isolierung von (—)-Phenyl-milehsidure und Phenyl-brenztrauben-
sdure aus Menschenharn bei Imbecillitas phenylpyruvical)
von E. A. Zeller.
(29. VI. 43)

Phenyl-milchsiure ist schon mehrmals in der belebten Natur
aufgefunden worden. Verschiedene Bakterien vermégen Phenyl-
alanin zu Phenyl-milchsdure abzubauen; so bilden Oidium lactis?)
und B. proteus?) aus d,I-Phenyl-alanin die rechtsdrehende, B. sub-
tilis die linksdrehende Phenyl-milchsiure?). Im menschlichen und
tierischen Organismus wird die in grosseren Mengen verabreichte
Phenyl-brenztraubensiure in die linksdrehende Form umgewandelt?).

Umgekehrt kann die Ratte Phenyl-milchsdure zu Phenyl-alanin
aminieren, da die Oxysdure die entsprechende ,,lebensnotwendige‘
Aminosdure vollstandig ersetzen kann?). Bei Patienten, die an einer
besonderen Form des Schwachsinns leiden, die mit einer Stoffwechsel-
storung, der Ausscheidung von Phenyl-brenztraubensiure verbunden
ist (Imbecillitas phenylpyruvica®)), nimmt nach Belastung mit
Phenyl-milchsdure der Phenyl-alaningehalt des Blutes zu?). Mit
Deuterium markierte d,l-Phenyl-milchsdure fand sich in der Ratte
nach kurzer Zeit als Tyrosin wieder?).

Phenyl-milchsidure scheint somit eine mogliche Zwischenstufe im
Auf- und Abbau des Phenyl-alanins zu sein, wurde aber als spontan
gebildeter Stoff im tierischen und menschlichen Organismus bis jetzt
nicht aufgefunden. Thr Schicksal im tierischen Organismus wird des-
halb im Handbuch fiir normale und pathologische Physiologie bei den
korperfremden Substanzen abgehandelt®). Allerdings hatte Félling,
der Entdecker der erwihnten, mit Schwachsinn einhergehenden Stoff-
wechselanomaliel?), im Harn dieser Patienten neben Phenyl-brenz-
traubenséure noch eine weitere Sdure aufgefunden, von der er, weil
sie durch Rattennierenextrakt abgebaut wurde, vermutete, dass es
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sich um die Phenyl-milchsdure handle, und dass sie sekundir, etwa
durch freiwilligen Zerfall beim Stehen aus Phenyl-brenztraubensiure
entstehe?).

Bei gemeinsam mit €. Brugger durchgefithrten und noch nicht
abgeschlossenen Untersuchungen, iiber die spiter berichtet werden
soll?), iiber den Stoffwechsel von zwei von C. Brugger entdeckten
Geschwisterkindern®) mit Imbecillitas phenylpyruvica wurde der Harn
derselben regelmissig auf Phenyl-brenztraubensaure untersucht, deren
Anwesenheit durch die intensive Griinfirbung, die dieser Stoff mit
Fe - gibt, leicht nachgewiesen werden kann. Mehrere Male wurde die
Phenyl-brenztraubensiure priparativ aus den Harnen dargestellt und
mit synthetisch hergestellten Produkten identifiziert. Kleinere Men-
gen wurden als Phenylhydrazon erfasst. Mit der entwickelten Methode
kénnen nun wenige Milligramme der Ketonsdure pro Liter aus Harn
praparativ isoliert werden. Da es auch Stoffwechselstérungen gibt,
bei denen p-Oxyphenyl-brenztraubensiure ansgeschieden wird (Tyro-
sinosis4), Vitamin C-Mangel bei Meerschweinchen?d), frith geborenen
Kindern®)), die ebenfalls mit ¥e'** eine intensive Griinfirbung ergibt,
80 ist diese priparative Sicherstellung der gewdhnlich nur kolori-
metrisch bestimmten Ketonsiuren von Vorteil. Bei der Fraktionierung
der Sduren, die bei kongosaurer Reaktion aus wéssriger in dtherische
Lésung tibergehen, wurde neben der Phenyl-brenztraubensiure eine
Substanz gefunden, die mit Fe''* keine Griinfirbung, wohl aber eine
Gelbfirbung, und mit Dinitro-phenylhydrazin keine Fillung gab.
Die Substanz war optisch aktiv und konnte aus Ather/Benzol rein
in Form von farblosen, wohlausgebildeten nadelférmigen Prismen
gewonnen werden. Nach Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt, Ana-
lyse, Mikrotitration, Drehung und allen iibrigen untersuchten Eigen-
schaften erwies sie sich als die linksdrehende (—)-o-Oxy-8-phenyl-
propionsiure, die damit zum ersten Male bei einem Vertreter der
hohern Organismen als spontan gebildeter und ausgeschiedener Stoff
isoliert worden ist. Da es sich um die (—)-Phenyl-milchséure handelt,
kann diese nur enzymatisch entstanden sein. Die Art der Gewinnung

1) K. Closs und A. Folling, Z. physiol. Ch. 254, 250 (1938).

2) Von den bisherigen Ergebnissen sei erwahnt, dass die Ausscheidung von Phenyl-
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des Harnes (vgl. experimenteller Teil) schliesst eine bakterielle
Genese sicher aus.

Ich danke Herrn Prof. Dr. 7. Reichstein fiir die mannigfache Unterstiitzung
dieser Arbeit.

Experimentelles.
Alle Schmelzpunkte wurden auf Kofler-Block bestimmt und korrigiert.

(—)-Phenyl-milchsiure aus Menschenharn.

Der frische Harn (400—800 ¢m?) wurde sofort nach Entleerung
mit Salzsiure kongosauer gemacht, mit alkoholischem Thymol stabili-
siert und nach spitestens 1—3 Stunden im Extraktor mit Ather einige
Stunden extrahiert. Nach vier- bis fiinfmaliger Ausschiittelung der
dtherischen Losung mit verdiinnter Sodalésung wurde die wissrige
Phase wegen der grossen Zersetzlichkeit der Phenyl-brenztrauben-
sidure bei alkalischer Reaktion jedesmal sofort mit Salzsidure bis zur
Blauung von Kongorot versetzt. Die vereinigten wissrigen Losungen
wurden 4—5mal mit total ca. 400 cm? Ather ausgeschiittelt, die ver-
einigten fAtherischen Losungen 2mal mit je 1—2 em?® konz. Salzsiure
geschiittelt, wobei sich die Siure leuchtend rot firbte, und dann
noch 2mal mit je 1—2 em® Wasser. Nach der Trocknung mit Natrium-
sulfat wurde das verbleibende, dunkelbraun gefirbte Ol in wenig
Ather gelost, wobei im allgemeinen in Ather schwer l6sliche, farblose
Krystalle auftreten, die nach Umkrystallisieren aus Aceton/Ather bei
192,6—193° schmelzen. Etwas unterhalb 190° tritt eine starke Subli-
mation der Substanz auf, und die am Deckglas sich bildenden wasser-
hellen Tropfchen krystallisieren als feine Nadeln aus. Mit einer
synthetischen Probe von Hippursdure (Hoffmann-La Eoche), die bei
193,6—194° schmolz, tritt keine Schmelzpunktserniedrigung ein
(191,5—194,5°).

Der nicht krystallisierte Teil wurde im Molekularkolben bei
ca. 0,01 mm Hg destilliert. Anfinglich wurde fraktioniert destilliert
mit Fraktionen bis 70°, 1009 120° und 140° Spiter wurde einfach
bis zu 100—120° Badetemperatur erwirmt. Sowohl die Phenyl-
brenztrauben- als die Phenyl-milchsiure beginnen schon bei 70°
Badetemperatur sich am Kiihlstift abzuscheiden.

Das Destillat wird in Ather aufgenommen und der Ather etwas
eingeengt, wobei sich gewohnlich noch etwas Hippursidure ausscheidet.
Dann wird mit Benzol versetzt und der Ather teilweise vertrieben.
Auch jetzt bilden sich gelegentlich noch kleine Krystallisate, die vor-
wiegend aus Hippursdure zusammengesetzt sind. Nach Entfernung
derselben setzt bei weiterm Zusatz von Benzol und nach stirkerer
Abdampfung des Athers nach einigen Stunden Stehen bei Zimmer-
temperatur Krystallisation in schénen, farblosen, nadelférmigen Pris-
men ein. In mehreren Fallen gaben sie mit Fe - keine Griinfirbung, ent-
hielten somit keine Phenyl-brenztraubensiure, in andern Fillen dage-
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gen war die Ketonsiure noch nachzuweisen. Durch ein- bis zweimaliges
Umkrystallisieren aus Ather/Benzol und Waschen mit Benzol kénnen
die Krystalle leicht véllig rein gewonnen werden und schmelzen bei
125°. Mit Fe''* (Eisen(III)-ammoniumsulfat) geben sie schon in winzigen
Spuren eine griinstichige Gelbfirbung. Die spezifische Drehung
betragt: [a]lf = —22,10 4 2° (¢ = 1,2206 in Aceton).
12,2 mg Subst.zu 0,9994 cm?; [ =1 dm; oi¥ = — 0,270 0,020,
3,436 mg Subst. gaben 8,169 mg CO, und 1,850 mg H.O.
CoH,,0, (166,17) Ber. C 65,05  H 6,07%
Gef. ,, 64,88  ,, 6,029
4,920 mg Subst. in 10 cm3 Alkohol geldst und heiss titriert verbrauchten 3,030 cm3
0,01-n. Kalilauge.
Aquiv.-Gew. Ber. 166,17 Gef. 162,4.

Aus I-(—)-Phenyl-alanin (Hoffmann-La Roche) wurde durch Ein-
wirkung von salpetriger Siure genau nach der Vorschrift von Dakin
und Dudley') Phenyl-milchsidure dargestellt, die wie die praparativ
gewonnene aus Ather/Benzol 2mal umkrystallisiert wurde. Sie
schmolz bei 125,5° und gab mit einem aus Harn gewonnenen Préiparat
vom Smp. 124,5—126,5° einen Mischschmelzpunkt von 124,56 bis
125,5% (Die racemische Phenyl-milchsédure schmilzt bei 98°.) Die
spezifische Drehung betrug: [«]} = —26,9° 4 29 (¢ = 1,374 in Aceton.)

34,365 mg Subst. zu 2,501 em?; = 1dm; o}y = —0,37° 10,02°

Phenyl-brenztraubensdure und Phenyl-brenztrauben-
sdure-phenylhydrazon aus Menschenharn.

Wenn die Mutterlange aus Phenyl-milehsédure weiter mit Benzol
versetzt wird, treten Krystallfraktionen auf, die entweder schon reine
Phenyl-brenztraubensdure darstellen, oder aber noch Phenyl-milch-
sdure enthalten. Schliesslich kommt man zu reinem Ketonsiure-
fraktionen, die mit Benzol gewaschen werden. Sie werden aus farb-
losen, sechs- und dreieckigen zarten Krystallblittchen gebildet, die
eine sehr starke Griinfirbung mit Fe'- geben. Sie schmelzen im
Bereich von 155—1639, unreine Fraktionen natiirlich noch tiefer.
Mit synthetisch hergestelltem Produkt ergab sich keine Schmelz-
punktserniedrigung. Phenyl-brenztraubensiurekrystalle gelten als
nicht haltbar. Nach wenigen Tagen oder Wochen zerfliessen sie und
riechen stark nach bittern Mandeln. Im Hochvakuum eingeschlossen
hielten sie sich aber bisher mehrere Monate lang.

Die Synthese der Phenyl-brenztraubensiure wurde ilber den
Phenyl-oxalessigester vollzogen?). Dieser wurde unter 0,02 mm Hg
destilliert und ging bei 125—133° iiber. Seine Zersetzung zur Keton-
sdure geschah mit 2-n. Salzsdure am Riickfluss, Badetemperatur 160°.

1y H. D. Dakin und H. W. Dudley, J. Biol. Chem. 18, 29 (1914).
2) W. Wislicenus, B. 20, 589 (1887).
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Die Zersetzung wurde durch Auffangen des gebildeten Kohlendioxyds
bzw. der von diesem verdringten Luft kontrolliert und war nach
3—314; Stunden beendet. Nach der Zerlegung wurde die Ketonsiure
mit Ather aufgenommen und im Vakuum (0,06 mm Hg) im Molekular-
kolben bis zu 110° destilliert. Umkrystallisieren aus Ather/Chloro-
form gab Blittchen vom Smp. 157—163°.

Bei der Zerlegung der o-Acetamino-zimtsiure durch Salzsiure
zu Phenyl-brenztraubensidure?!) ergaben sich grossere Ausbeuten. Zum
Umbkrystallisieren diente Ather/Benzol.

Phenyl-brenztraubensiure kann priparativ auch aus reinen
Lésungen nicht anndhernd quantitativ isoliert werden. KEs braucht
relativ grosse Mengen im Harn, um die Krystalle zu erhalten. In den
Mutterlaugen, die nach der oben beschriebenen Isolierung der Phenyl-
brenztraubensiure aus Harn anfallen, finden sich, wie die Fe'-
Reaktion anzeigt, noch erhebliche Mengen an Ketonsidure. Um auch
wenige Milligramm pro Liter Harn noch priparativ erfassen zu
konnen, wird diese in ihr Phenylhydrazon umgewandelt.

Dazu wurde die Mutterlauge der Phenyl-milchsdure durch Ab-
saugen von Ather und Benzol befreit und der Riickstand in der eben
nitigen Menge Wasser aufgenommen. Dann wurde mit 1,5-—2 Mol
Phenylhydrazin, das mit ein paar Tropfen Eisessig in wissrige Losung
gebracht wird, versetzt, wobei sich sofort ein hell- bis orangegelber
Niederschlag absetzte, der nach 15—30 Minuten auf dem Willstitter-
Knopf abgesaugt und mit wenig Wasser gewaschen wurde. Nach
volliger Trocknung im Exsikkator wurde in Ather gelést, mit Petrol-
dther versetzt und vorsichtig eingeengt. Nach Stehen iiber Nacht
bildeten sich schone, gelbrote prismatische Krystéllchen, besonders
stark an den Stellen, an denen gekratzt wurde. Sie wurden mit
Petrolather gewaschen und schmolzen bei 1699 Die Krystalle konnen
sogar unzersetzt im Molekularkolben sublimiert werden (130—140°
Badetemperatur) und besitzen dann gewohnlich einen noch héheren
Schmelzpunkt (bis 173%). Nach E. Erlenmeyer?) schmilzt das Phenyl-
hydrazon bei 160—161°.

Zur Analyse wurde eine Stunde im Hoehvakuum bei 70—75H°
getrocknet (0,07 mm Hg).

3,895 mg Subst. gaben 10,087 mg CO, und 1,940 mg H,0

3,111 mg Subst. gaben 0,304 cm?® N, (16° 731 mm)

C;;H,,0,N, (254,31) Ber. C 70,85 H 5,55 N 11,02%
Gef. ,, 70,68  ,, 557 ,, 11,10%

Die Mikroanalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Eidg. Tech-
nischen Hochschule, Ziirich (Leitung H. Gubser), ausgefiihrt.

Pharmazeutische Anstalt der Universitat Basel.
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2y E. Erlenmeyer, A. 271, 137 (1892).



