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Bedingt  durch die Kenn tn i s se  fiber die Antabus-Alkohol -Reakt ion  
ergibt  sich t i n  vermehrtes  Interesse an  einer exakten  u n d  weitgehend 
spezifischen Nachweismethode yon Acetaldehyd in  biologischem Material.  

Die bisher vorwiegend zur Anwendung gelangten Verfahren yon E. STOTZ 1 und 
TH. M. BUR~RIDG~ und Mitarbeitern 2 genfigen diesen Ansprfichen nicht. 

H. HOLZE~ 3 und unabh/~ngig yon ihm F. ]~ITZEL 4 entwickelten auf enzymati- 
schem Wege eine Methode zur Bestimmung yon Acetaldehyd, die den Vorzug be- 
sitzt sowohl spezifisch als auch zur Erfassung intermediiirer Stoffwechselreaktionen 
empfindlich genug zu sein. 

Es wird hier eine modifizierte enzymatische Methode zur Bes t immung  
yon  Aceta ldehyd mitgetei l t ,  die im engsten Zusammenhang  mi t  der  
schon bes tehenden u n d  bew/~hrten Mikrobes t immung yon J~thylalkohol 
un te r  Verwendung von  A D H  u n d  D P N  durchgeffihrt  werden kann .  Die 
Eichkurve  des _~thylalkohols dient  als Grundlage Ifir die Berechnung des 
Acetaldehyds,  indem die Wer te  aus dieser Ku r ve  lediglich mi t  dem F a k t o r  
F ~ 0,06375 zu mult ipl iz ieren sind, um den Gehalt  an  Aceta ldehyd zu 
erhal ten.  

A rbeitsvorschri/t 

1. Herstellung einer Eichkurve ffir Acet~ldehyd fiber Athylalkohol mit ADH 
und DPN nach folgendem Arbeitsgang. 

a) Reagentien - -  wie yon Boehringer zur enzymatischen Blutalkoholbestim- 
mung angegeben - -  und zwar 

I. ADE Boehringer (wird gebrauchsfertig geliefert). 
II. DPN-75 wird zum Gebrauch jeweils mit 2,85 cm a Aqua bidest, gelSst. 
III.  3,4 Vol.- % Perehlors~ure (2,9 cm 8 70%ige Perchlors~ure Merck auf 100 cm a 

mit Aqua bidest, aufffillen). 
IV. Puffer-LSsung. 10 g Natriumpyrophosphat Na4P2OT. 10 It20 + 2,5 g 

Semicarbazid-hydroehlorid ~- 0,5 g Glykokoll werden in 250 em ~ Aqua bidest, ge- 
15st, mit 10 cm 3 2n NaOH versetzt und auf 300 cm 8 mit Aqua bidest, aufgeftillt. 

b) Arbeitsgang. 1 em ~ bekannte AlkoholtestlSsung (jedoch nicht fiber 1~ 
-~ 4,0 cm ~ I-IC10~. 
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Die Fliissigkeit wird durchmiseht  (nmschiitteln) anschlieBend werden etwa 
9 em 3 PufferlSsung in ein geeiehtes 10 em 3 RShrchen gegeben + 0,2 cm 3 Alkohol- 
HClO4-LSsung + 0,2 cm s D PN  + 0,04 cm 3 ADH mi t  der PufferlSsung auf 10 ems 
auffiillen und  naeh 70 rain photometrieren.  

Die Extinktionsmessung erfolgt im ultraviolet ten Bereieh bei 366 m#, bei einer 
Sehichtdicke yon 10 ram. 

Best immung eines Punktes  der Kurve mit  10 Messungen geniigt bei Effahrung 
mi t  der fermentat iven Blutalkoholbest immung. (Kontrolle der verwandten Alkohol- 
testlSsung mi t  der vorhandenen Alkoholkurve.) 

Berechnung 

Die Alkoholkurve verlguft  in diesem Falle (bis zu 1~ linear, d. h. MeBpunkt 
und  1N'ullpunkt sind durch eine Gerade mite inander  verbunden.  

Man ha t  je tzt  nur  nach dem Arbeitsgang fiir Acetaldehyd vorzugehen, die 
erhaltene Ext inkt ion  bzw. den hierzu gehSrigen Promillegehalt mi t  dem Faktor 
0,06375 (log = 0,80448--2) zu multiplizieren, am den Acetaldehydgehalt  in ~ o 
zu erhalten.  

Am besten zeichnet man sich eine eigene Kurve fiir die Bereehnung des Acet- 
aldehyds, in dem man neben die Achse der Promillewerte des Alkohols die Promflle- 
werte des Aeetaldehyds, angefangen yon 0,001--0,03~ auftrggt,  einen dazu 
passenden Ext inkt i0nswert  aus der Alkoholkurve herausgreift,  den dazugehSrigen 
Promillewert  des Alkohols mi t  dem Fak*or 0,06375 multipliziert und die gewghlte 
Ext inkt ion  mit  dem neuen Promillewert des Aee{aldehyds als neuen Kurvenpunk t  
eintrgg~ und  zum ~rullpunkt eine Gerade zieht. 

2. Bestimmung des Acetaldehyds im Blut bzw. Serum. 
a) Reagentien *. I. ADH Boehringer (wird gebrauehsfertig ge]iefert, Artikel 

Nr. 15418). 
II .  DPN-I t .  Boehringer, Artikel 2~:r. 15142, hiervon werden 25 mg in 2,0 em a 

Aqua bidest, gel5st. 
I I I .  Perehlors~ure : 15 cm ~ 70 % ige HC104 Merck in 250 cm 3 Aqua bidest, gel5st. 
IV. Pufferl5sung: 19,28 g 2~Ta,~P207. 10 I-I20 -~ 1,92 g Glykokoll werden in 

250 cm 3 Aqua bidest, gel5st. 
b) Arbeitsgang. 1 cm 3 Serum oder B]nt  ~ - 4  cm 3 HCIOt werden 5 min bei 

3000 U/min zentrifugiert.  
Anschliel3end werden etwa 6 cm 3 Pufferl5sung wie bei der Alkoho]bestimmung in 

ein geeichtes l0  em3-RShrchen gegeben. 
J e t z t  werden 3 em a der tIC104-SerumlSsung hinzugefiigt, hierdurch ents teht  

im Gemiseh ein Io~ yon 6,0--6,2 (Uberl0riifung mit  pH-Papier Merck). Mit der 
Pufferl5sung wird bis fast  zur Marke aufgefiillt und  umgeschiittelt ,  so d~l~ bei 
Zugabe yon 0,1 cm 3 DPN-H das Volumen yon 10 cm 3 gegeben ist. 

Es wird sofort die Gesamtl5sung oder ein Tell der LSsung - -  entsl0rechend der 
benu?Gzten Cuvette bei der Alkoholbest immung - -  10hotometrisch gemessen bzw. 
auf Null koml0ensiert. 

Die Extinkt ionsmessung erfolgt im ul t raviolet ten Bereich bei 366 m/~, Schicht- 
dicke der Cuvette ~ 10 ram. Alsdann wird 0,02 cm ~ A D t t  hinzugefiigt und die 
Extink~ion bzw. die Extinktionsdifferenz nach 4 rain abgelesen. 

Bei jeder Mel]reihe ist ein Leerwert mitzubest immen,  der yon den Messungen 
abzuziehen ist. 

* Der Firma Boehringer SShne, Mannheim danken wit vieltnals ft~r die freund- 
liche Uberlassung yon Versuchsmengen von ADH und DPN-I t  bei Ausarbeitung der 
Methode. 

5* 
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Die Reaktion verli~uft am besten bei 20--22 o C. Um Acetaldehydverluste zu 
vermeiden, ist das Material bis unmittelbar zum Ansatz im Kiihlschrank au~zube- 
wahren. 

3. Theorie. Die Reakt ion  Athylalkohol  - -  D P N - H  und  Acetal-  
dehyd - -  D P N  sind als reversibel aufzufassen. 

C~H30H + DPN + ~ CHaCH0 + DPN-H + H + 
(DPN + ~ oxyd. Dilohosphopyridinnueleotid,, 
DPN-H : reduz. Diphosphopyridinnucleotid) 

Bei entsprechender Versuchsanordnung liiSt sich das Gleiehgewicht 
entweder nach dem Alkohol oder dem Aceta ldehyd verschieben. 

Die vorhandene  Anzahl  der Mole Alkohol und  Aeeta ldehyd sind ffir 
die entstehende Menge D P N  oder D P N - H  maf~gebend. Demzufolge 
kann  der Ext inkt ionswer t  yon  Aceta ldehyd durch einen zu ermit telnden 
Fak to r  fiber die Eichkurve  des Athylalkohols auf rag-% bzw. ~ um- 
gerechnet werden. Es besteht  die allgemeine Beziehung: 

Gewicht des gel6sten Stoffes i.L. 
Anzahl der Mole ~- Molekulargewicht 

Bei dem Ansatz  zur Aceta ldehydbes t immung wird, um mSglichst 
kleine Aldehydkonzent ra t ionen zu erfassen, die 15/ache HClO4-Serum- 
LSsung gegenfiber der Alkoholmessung genommen.  Hieraus ergibt sich 
die Gleichung: 

0,95614* 
~ o Aceta ldehyd : ~ Alkohol �9 1--5-- 

: ~ o Aceta ldehyd ---- ~ Alkohol .  0,06375. 

Hinweise i~ber die Fehlerbreite und die Emp/indlichkeit der Methode 

Da die Berechnung des Aceta ldehyds sich auf eine Eichkurve  des 
Athylalkohols stfitzt, ist auch hier der mitt lere Fehler, bereehnet aus der 
mit t leren quadrat ischen Abweichung 1,2 %, der wahrscheinliche l%hler 
der Einzelbest immung 0,8% 2. 

Die Eiehkurve beginnt  bei einem W e f t  yon  0,001~ Acetaldehyd.  
Durch  Ansatz  mi t  einer gr51~eren Blutserummenge kann  eine ent- 
sprechend grSl~ere Ext inkt ion  erzielt und  damit  noch geringere Aeet- 
a ldehydmengen erfal~t werden. 
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