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. Normalwerte zum Reduktionstest
Ein Beitrag zur Messung der Reduktionsintensitit von Human-
serum mittels Kaliumpermanganat

von

H. WACHTER, J. ZELGER und M. HOLLWARTH

(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie [Vorstand: Univ.-Prof. Dr. R. STOHR] und der
Dermatologischen Klinik [Vorstand: Univ.-Prof. Dr. J. KONRAD] der
Universitidt Innsbruck)

Synopsis: A colorimetric method using potassium permanganate was
used to determine the reduction intensity or redox-potential of the sera
of healthy persons. The following four groups were tested: a group of
students, age 18-—25 years, a group of sport champions, age 16 —25 years,
a further group of sport champions, age 256—53 years and a group of
persons with minor skin alterations, age 12—75 years.

Wir wissen heute, dal das Redox-Milieu fiir die lebende Zelle von wesentlicher
Bedeutung ist. Es gibt kaum eine Leistung der Zelle, die nicht durch das Redox-
potential des Milieus gesteuert wird. Ein uniibersehbares Schrifttum zeugt von der
Wichtigkeit biologischer Redoxprobleme. Einblick in diese kann am sichersten
durch Potentialmessung auf elektrometrischem Wege gewonnen werden. Durch
neuere Methoden (ZIEGLER 1960) kann im Blut, in vivo und in vitro, das Redox-
potential verlédBlich gemessen werden. Indirekte Methoden, mit deren Hilfe auf
kolorimetrischem Wege durch Farbstoffe das Redoxzpotential von organischen
Substraten ebenfalls ermittelt werden kann, sind weniger genau, aber dafiir auch
apparativ nicht so aufwendig und weniger kostspielig. Auch sie vermitteln hinrei-
chend Einblick in die Redoxpotentiallage der zu untersuchenden Systeme. So konnte
vielfach nachgewiesen werden, da die Redoxpotentiallage des menschlichen Blutes
durch verschiedene Erkrankungen wesentlich beeinflullt wird (ZIEGLER 1960).

Um fiir die praktische Medizin eine leicht durchfiihrbare und nicht kostspielige
Untersuchungsmethode zur Ermittlung der Verinderungen des Redoxpotentials
von Humanserum bzw. seiner Redoxkapazitit zu ermiglichen, haben wir einen
einfachen Reduktionstest ausgearbeitet (WACHTER 1965a).

Dabei wurden die Versuchsbedingungen so gewihlt, da die Reduktionsinten-
sitit bzw. Redoxkapazitit des hochmolekularen Anteils des menschlichen Serums
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gemessen wird, der vorwiegend fiir die Lage des Serum-Redoxpotentials verant-
wortlich ist. Die dialysierbaren Anteile des Serums haben nach unserer Versuchs-
anordnung keinen wesentlichen Einflul auf die Reduktion (WACHTER 1965a).
Durch die auf diese Weise durchgefithrte Messung der Reduktionsintensitét ge-
winnen wir einen annéhernden Einblick in die Redoxpotentiallage des entsprechen-
den Systems. Wir beziehen nun das ermittelte Reduktionsvermégen nicht auf die
herkémmliche Redoxpotentialskala, sondern bringen zur Vereinfachung des Testes
das Reduktionsvermégen in Beziehung zu einem willkiirlich aufgestellten Reduk-
tionsstandard.

Zur Priifung der Reduktionsintensitit des Serums verwenden wir Kaliumper-
manganat in saurer Losung. Dabei titrieren wir aber nicht mit Kaliumpermanganat,
sondern geben KMnO, in genau ausgewogenem UberschuB zu und messen kolori-
metrisch die auf Redoxeinfliisse sehr empfindlich reagierende kolloidale Braunstein-
bildung. Das Prinzip dieser Methode kann ebenso zur vergleichenden Messung der
Reduktionsintensitit von papierelektrophoretisch aufgetrennten Serumfraktionen
(WACHTER 1963, 1964 a u. b, 1965 b u. ¢) sowie auch zur Messung der Reduktions-
intensitdt anderer Korperfliissigkeiten herangezogen werden. Mit Hilfe dieser Me-
thode konnten wir in Ubereinstimmung mit verschiedenen anderen, auf elektro-
metrischem Wege durchgefiihrten Redoxpotentialmessungen krankheitsbedingte
bzw. durch physiologische Umstellung oder auch durch duBere Einfliisse bedingte
Redoxpotentialverdnderungen des menschlichen Serums auf einfachstem Wege
nachweisen (WACHTER 1964 a).

Aufgabe der vorliegenden Arbeit sollte es sein, mit Hilfe unserer Methodik an einem
Personenkreis von Gesunden Normalwerte des Reduktionsvermdgens des Gesamt-
serums zu erheben.

Material

Der untersuchte Personenkreis umfafte jugendliche Studierende im Alter von
18—25 Jahren (A), Sportler im Alter von 16—53 Jahren (B u. C) und weiters eine
Gruppe von 12—75jihrigen (D) mit geringfiigigen, das Allgemeinbefinden nicht
beeinflussenden Hautverinderungen, wie z. B. vulgéire Warzen, Alterswarzen, Nagel-
dystrophien, Tdtowierungen und Atherome.

Zur Untersuchung der Reduktionsintensitit wurde nur frisches, hdmolysefreies
und nicht lipimisches Niichternserum verwendet, welches zur Ausschaltung des
Einflusses von Luftsaucrstoff unter Stickstoff aufbewahrt wurde. Die Blutentnahme
selbst erfolgte mittels innen polierter V,-A-Kaniilen. Alle Glasgerite, die mit dem
Untersuchungsmaterial in Beriihrung kamen, wurden griindlichst gereinigt.
Methodik

Zur Durchfilhrung des Testes werden in eine Schliffeprouvette 6,0 ml Kalinmchloridpuffer
eingebracht, dazu 3,0 ml 0,025 N Kaliumpermanganatlosung zugegeben, gut durchgemischt
und im Thermostaten auf 20° C vorgewirmt. Zu diesem gebrauchsfertigen Oxydationsreagens
wird nun mit einer Mikropipette diejenige Menge Serum zugegeben, welche einer Serum-
menge von 0,100 m] mit dem EiweiBgehalt von 7,00 g% entspricht. Dies wird so bewerkstelligt,
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Tabelle 1

Gesamteiweill Entsprechende Gesamteiweill Entsprechende
in g% Serummenge in ml in g% Serummenge in ml
4,0 0,1750 6,6 0,1060
4,1 0,1707 6,7 0,1044
4,2 0,1666 6,8 0,1029
4,3 0,1627 6,9 0,1014
44 0,1590 7,0 0,1000
4,5 0,1555 7,1 0,0985
4,6 90,1521 7,2 0,0972
4,7 0,1489 7,3 0,0958
4,8 0,1458 7,4 0,0945
49 0,1428 7,5 0,0933
5,0 0,1400 7,6 0,0921
5,1 0,1372 7,7 0,0909
5,2 0,1346 7,8 0,0897
5,3 0,1320 7,9 0,0886
5,4 0,1296 8,0 0,0875
5,0 0,1272 8,1 0,0864
5,6 0,1250 8,2 0,0853
5,7 0,1228 8,3 0,0843
5,8 0,1206 8,4 0,0833
5,9 0,1186 8,5 0,0823
6,0 0,1166 8,6 0,0813
6,1 0,1147 8,7 0,0804
6,2 0,1129 8,8 0,0795
6,3 0,1111 8,9 0,0786
6,4 0,1093 9,0 0,0777
6,5 0,1076 9,1 0,0769

Tabelle 1: Umrechnungstabelle zur Ermittlung der anzuwendenden Serummenge fiir den
Reduktionstest.

Nach Ermittlung des GesamteiweiBgehaltes des Serums kann aus der Tabelle direkt die
Menge Serum in ml abgelesen werden, die zum Oxydationsansatz zugegeben werden muB.
Treten bei der Bestimmung des Gesamteiweifles Hundertstel g%, auf, so wird die genaue
Serummenge, welche zugegeben werden muB, jeweils durch Interpolation errechnet.

daB vorerst das Gesamteiweill bestimmt wird; entsprechend dem Gesamteiweil kann aus
Tabelle 1 die Serummenge abgelesen werden, welche zugesetzt werden muB. Durch diese
einfache Manipulation haben wir unsere Untersuchung der Reduktionsintensitit des Gesamt-
serums auf 7,00 g% Eiweill bezogen. Die minimale Volumsinderung, die wir bei dieser Vor-
gangsweise unberiicksichtigt lassen, fillt bei der Photometrierung des groBen Endvolumens
von 9,00 ml nicht ins Gewicht. Beim Zupipettieren des Serums werden die Zehntausendstel ml
geschitzt, die Pipette ausgeblasen und jeweils 3 mal mit dem vorgelegten Oxydationsreagens
nachgewaschen. Nach Zugabe des Serums wird der Ansatz durchgemischt und verschlossen
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durch 30 Minuten im Thermostaten bei 20° C gehalten. Dabei wird das Kaliumpermanganat
teilweise zu Mn(II)-Verbindungen und zu Braunstein reduziert; letzterer wird in kolloidaler
Form in Lésung gehalten. Nach genau 30 Minutenr wird der Inhalt der Reagensgliser durch
2- bis 3maliges Umdrehen griindlich gemischt und gegen destilliertes Wasser unter Verwen-
dung eines Grunfilters (500—570 mu) bzw. bei 500 mu photometriert*.

Kaliumchloridpuffer, pg 1,4: 3,726 g KCl (Merck, p. a.) werden in einem 1000-ml-
MeBkolben in etwas destilliertem Wasser geldst, mit 41,5 ml N HCl (Merck, p. a.) versetzt und
auf 1000 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt. AnschlieBend wird durch eine Glasfritten-
nutsche (Korngrdfe 4) filtriert, um die Pufferlésung vollkommen von stwaigem organischen
Fasermaterial zu befreien.

Kalinvmpermanganatidsung: 0,025 N KMnO,-Lésung, F = 1,0, vollkommen frei von
etwaiger Braunsteinabscheidung.

Voraussetzung reproduzierbarer Untersuchungsergebnisse zur Messung der Reduktions-
intensitdt von Gesamtserum ist die strikte Einhaltung von Zeit, Temperatur und Eiweifi-
menge.

Standardisierung:

Zur Erstellung der Standardeichkurve verwenden wir ebenfalls eine in kolloidaler Form
in Losung gehaltene Braunsteinabscheidung. Die Reduktion des Kaliumpermanganates erfolgt
durch Thymol in gepuffertem, schwach alkalischem Milieu.

Reagenzien:
Puffer, pg 7,55:

In einem 500-ml-MeBkolben werden 1,38 g Veronal und 1,03 g Veronal-Natrium und 250 mg
Gummi arabicum (DAB 6-Waren) eingebracht, wobei eine méglichst kleine Menge kalten dest.
Wassers verwendet werden soll. Es werden nun ca. 300 ml kochendes dest. Wasser zugegeben,
wobei die Substanzen beim Umschwenken leicht in Losung gehen. Nach Abkiithlung auf
Zimmertemperatur wird mit dest. Waaser bis zur Marke aufgefiillt.

Reduktionsmittel, 1 %ige (g/v) alkoholische Thymollésung: Es wird 1,0 g gereinigtes
Thymol in einen 100-ml-MeBkolben eingebracht und mit 96 %igem Athylalkohol auf ein
Endvolumen von 100 ml aufgefillt.

0,026 N KMnO,-Loésung, F = 1,0:

Zur Erstellung des Standards wird die fiir den Test verwendete KMnO,-Losung heran-

gezogen.

Reduktionsreagens:

Ca. 80 ml des oben beschriebenen Puffers (pg 7,55) werden in einen 100-ml-MeBkolben
eingebracht, mit 1 ml alkoholischer 1 %iger Thymolldsung versetzt, mit Puffer bis zur Marke
aufgefiillt und gut durchgemischt.

Erstellung der Standardeichkurve:

Entsprechend der Tabelle 2 werden die Reagenzien bei Zimmertemperatur zu jeweils 6 ml
Reduktionsreagens gegeben, gut durchgemischt und nach 5 Minuten gegen dest. Wasser wie
oben photometriert.

Werden in einem Koordinatensystem die so erhaltenen Extinktionen auf der Ordinate
und die entsprechenden Reduktions-Einheiten auf der Abszisse aufgetragen, so erhalten wir
eine Standardeichkurve (Abb. 1), aus der die jeweiligen Reduktionswerte direkt abgelesen
werden kénnen. Die Berechnung kann auch nach iiblicher Gleichung erfolgen:

]—]z% X 10 = Reduktions-Einheiten
Es = Extinktion bzw. Photometerablesung der Analyse
Eg = Extinktion bzw. Photometerablesung der Standardprobe (Reagensglas 1)

* Wir verwendeten fiir unsere Untersuchungen das KLETT-SUMMERSON Photoelectric
Colorimeter.
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Tabelle 2

Reagens- Reduktions- dest. H:O 0,025n  Photometer- Reduktions-

gliiser reagens KMnO, ablesung Einheiten
1 6 ml 0,4 ml 0,1 ml 31 10
2 6 ml 0,3 ml 0,2 ml 62 20
3 6 ml 0,2 ml 0,3 ml 93 30
4 6 ml 0,1 ml 0,4 ml 124 40
5] 6 ml — 0,5 ml 155 50

Tabelle 2: Erstellung der Standardeichkurve. Photometriert wird jeweils nach 5 Minuten.
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Abbildung 1: Standardeichkurve zur Errechnung der Reduktions-Einheiten.
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Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse unserer Untersuchungen der Reduktionsinten-
sitdt des menschlichen Serums, gruppenmiBig aufgeteilt, zusammengefalt.

Beim Vergleich der Mittelwerte der Gruppen A, B und C ergibt sich eine genaue
Ubereinstimmung der Reduktionsintensitit. Lediglich die Strenung nimmt bei den
Sportlern der Gruppen B und C in gleicher Weise zu. Dies diirfte darauf zuriickzu-
fiihren sein, daBl die Blutentnahme jeweils vor einem zu erwartenden Wettkampf
durchgefiibrt wurde. Die individuelle Stimmungslage bzw. nervliche Belastung der
Probanden diirfte die Streuungsbreite der Ergebnisse wesentlich beeinflu3t haben.
Gruppe D zeigt bei steigender Streuungsbreite eine Verminderung der Reduktions-
intensitit des Serums. Die Erhhung der Streuungsbreite ist bedingt durch einen
inhomogenen Personenkreis, die Verminderung der Reduktionsintensitdt diirfte
altershedingt sein.

Tabelle 3
Gruppe Geschl. Alter N Reduktions- Einheiten
A 3+9 18—25 25 x 34,1
8 +1,4
B 3+9 16—25 32 X 34,2
s +3,4
C 3 26—53 25 x 34,2
s +3,5
D 3 12—175 33 X 37.9
8 444

Tabelle 3: Statistische Zusammenfassung der Ergebnisse der Messung der Reduktions-
intensitét von Seren von Normalpersonen.

A: Jugendliche Studierende.

B und C: Hochleistungssportler.

D: Probanden mit banalen Hautverinderungen.

N = Anzahl der Fille; x = Arithmetisches Mittel; s = Standardabweichung.
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