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Determination of Acetaldehyde in the Blood of Experimental Animals

Zawarto$¢ aldehydu octowego we krwi ludzi zdrowych waha sie od 0,04 do
0,11 mg®s (3). Po wprowadzeniu jednak do organizmu alkoholu etylowego, a szcze-
golnie przy jednoczesnym dzialaniu takich zwigzkéw jak dwusiarczku czteroetylo-
tiuramu (2.3) i irgapiryny (4) wystepuje zwykle kilkakrotne zwiekszenie stezenia
aldehydu octowego we knwi, Hald, Jacobsen i inni (5) podajg, ze stezenie
aldehydu we krwi moze dochodzi¢ do 2,5 mg%o.

Niewielkie ilosci aldehydu, jego wlasnosci fizyko-chemiczne oraz zazwyczaj
niewielka ilo§¢ probki bedaca do rozpcrzgdzenia (szczegdlnie przy -doswiadczeniach
na zwierzetach) wymagaja stosowania specjalnych metod analitycznych.

Wiekszos¢ opisanych w literaturze metod (6—10) dotyczy przewaznie oznaczen
aldehydu w produktach spozyweczych. Ze wzgledu ma czuloéé, jak i technike. prze-
prowadzania oznaczen, metody te nie mogg mie¢ zastosowania do oznaczen alde-
hydu cctowego we krwi. Z istniejagcych nielicznych sposobéw oznaczania aldehydu we
krwi najezesciej uzywane sg metody Maurice i Rekkera (11), Stotz'a (12)
oraz Burbiridge’a (1,13). Metody te jednak sg skomplikowane. a technika ich
wykonania stwarza mozliwosci strat lotnego aldehydu. Wyniki oznaczeni aldehydu
octowego we krwi w zaleznosci od stosowanej metody mogg sig roéznié o kilkaset
procent (5,15). Jedynie metoda Burbiridge’a ze wzgledu na stosowanie tech-
niki Conwa y'a daje bardziej pewne wyniki. Jest to metoda kolorymetryczna wy-
magajgca stosowania $wiatta monochromatycznego o dtugosci fali 224 my.

Celem naszej pracy bylo opracowanie dokladnej i dostepnej metody
oznaczania aldehydu octowego we krwi zwierzat doswiadczalnych.
Szucki i Holeszowski (14) opracowali sposob ilosciowego ozna-
czania aldehydu octowego w powietrzu, wykorzystujac barwng reakcje
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z kodeing w' srodowisku stezonego kwasu siarkowego. Ta ostatnia reakcja
postuzyla za podstawe do opracowania niniejszej metody. ’

CZESC DOSWIADCZALNA

Uzywane aparaty:
1. Fotometr Pulfricha )
2. Aparat do destylacji aldehydu octowego z urzadzeniem umozli-
wiajagcym przepuszczanie powietrza przez destylowany roztwdr.
Budowe aparatu ilustruje ryc. 1.
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Ryc. 1. Aparat do destylacji aldehydu octowego

Jako zrddio sprezonego powietrza stosowano butle pieciolitrowg, ktoérej dolny
tubus potaczono z siecig wodociggowa. Gorny otwdér butli zamkniety byl szczelnie
korkiem gumowym zaopatrzonym w rurke szklang. Ta ostatnia polaczona byla przy
pomocy weza gumowego zaopatrzonego sciskaczem Srubowym z piuczka, zawiera-
jaca stezony kwas siarkowy, a nastepnie z aparatem destylacyjnym. Iloéé prze-
puszczanych baniek powietrza na jednostke czasu r2guluje sie dowolnie Sciskaczem.

Odczynniki:
1. kwas siarkowy chem. cz. d = 1,84
2. kodeina ch. cz.
3. wolframian sodu ch. cz.

4. aldehyd octowy ch. cz.

Wzorcowy roztwoér aldehydu octowego spomadzano w nastepujacy sposob: kolbe
miarowg z doszlifowanym korkiem pojemnogci 50 ml napelniong wodg destylowang
do okolo 3/4 objetosci odwazano na wadze analitycznej z dokladnoscia do 0.2 mg.
Nastepnie dodano okolo 0,5 ml $wiezo przedestylowanego aldehydu octowego,
dokladnie zmieszano i powtérnie zwazono. Po dopelnieniu woda destylowana do
50 mil i dokladnym wymieszaniu odpipetowywano z tak otrzymanego roztworu taka
objetosé, aby po rozcienczeniu do 1000 mi, 1 ml zawierai 20 Y aldehydu octowego.
Roztwory przechowywano w lodoéwce nie dopuszczajage do zamarzania. W tych
warunkac¢h pozostajg one trwale przez 24 godziny.
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Ryc. 2. Absorpcja $wiatta przy roéznych filtrach

Aldehyd cctowy w stezeniu od 10—70v daje z kodeing w $rodowisku
stezonego kwasu siarkowego zabarwienie z6lte (14). Zalezno$¢ absorpcji
Swiatla wywolanej przez to polaczenie dla réznych filtrow fotometru
Pulfricha przedstawia ryc. 2. Zmiany ekstynkcji w zaleznosci od ilo$ci
aldehydu octowego (10—70v) przy uzyciu filtrow S 42 i S 47 ilu-
struje ryc. 3.
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Ryc. 3. Zmiany E w zal2znosci nd iladei aldshydu octowego: I przy filtrze S 42,
II przy filtrze S 47

Warunki destylacji:

Wykorzystujgce lotnosé¢ aldehydu octowego ogrzewano na lazni wodnej
w naczynku destylacyjnym okreslona ilo$¢ roztworu wodnego aldehydu,
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zakwaszonego kwasem siarkowym. Okazalo sie, ze nawet w temperaturze
wrzenia lazni aldehyd nie caltkowicie destyluje z roztworu. Srednie wy-
niki z 10 pomiaréw dla kazdego stezenia  przedstawiono na ryc. 4.
Po zastosowaniu przepuszczania powietrza przez roztwér destylowany
z szybkoscig okoto 30 baniek na minute przy réwnoczesnym ogrzewaniu
w ciggu p6l godziny w temperaturze 80—85°C, uzyskano maksymalne
wydobycie, aldehydu z roztworu wodnego (ryc. 4). Koniec rurki destyla-
cyjnej siegal prawie dna odbieralnika, w ktorym znajdowato sie 3 ml
stezonego kwasu siarkowego.
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Ryc. 4. A — wartosé ekstynkeji roztworéw wzorcowych (bez destylacji)
O — warto$é ekstynkeji przy destylacji roztworéw wodnych z prze-
puszczaniem powietrza
x — wartos¢ ekstynkcji przy destylacji ez przepuszczania
powietrza. '

Roztwér poré6wnawczy: .

Roztwér poréwnawezy do oznaczen fotometrycznych fsporzqdzano
przez poélgodzinne destylowanie w temperaturze 80—85°C 10 ml kwasu
siarkowego rozcienczonego wodg w stosunku 1:9, do 3 ml stezonego
kwasu siarkowego. Réwnoczeénie przepuszczano przez roztwor powietrze.
Nastepnie do odbieralnika dodawano 1 ml 2% roztworu kodeiny w 50%
kwasie siarkowym. Tak sporzadzony roztwoér posiadal przy dlugosci fali
$wiatla odpowiadajacej filtrowi S 47 takie same wlasnosci optyczne, jak
roztwory przygotowane przez destylacje krwi pelnej, czy tez surowicy
nie zawierajacej aldehydu octowego. Roztwoér poréwnawczy okazat sie
dos¢ trwalym gdyz w ciggu o$miu godzin nie obserwowano wigkszych
zmian w ilosci absorbowanego swiatla.

Destylacja aldehydu z krwipetlnej:

Pierwsze proby wykonywano na krwi barana, nastepnie na Swiezej
krwi kroélika. Destylacje aldehydu. usilowano przeprowadzi¢ z krwi pelnej,
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aby mozliwie jak najbardziej skrécié¢ czas analizy i wyeliminowaé
dodatkowe czynnosci mogace prowadzi¢ do strat w' zawartoéci aldehydu.
Pienieniu sie krwi zapobiegano przez dodanie dwéch kropli alkoholu

decylowego.

Wykonywano préby w nastepujacy spos6éb: do naczynka destylacyjnego odmie-
rzano okodo 5 ml krwi, odpowiednia ilo§é wzorcowego roztworu aldehydu octowego.
5 ml kwasu siarkowego rozcienczonego woda wi stosunku 1:9 i 2 krople alkoholu
decylowego. Dalszy tok postgpowania byl identyciny jak przy destylacji z roztwo-
row wodnych.

Drugg serie pomiar6w przeprowadzono z krwig z dodatkiem fluorku sodu aby
zapobiec krzepnieciu krwi w czasie destylacji. Uzyskane wyniki $rednie z 10 pomia-
row dla kazdego stezenia przedstawiono na rye. 5.

30 4 SO €0 70 y CHyCHO

Ryec. 5. (O — wartoéé ekstynkeji przy destylacji aldehydu octowego z rozt,wofu
wodnego przez 30 minut w temp. 80—85° C.
A — wertosé  ekstynkeji przy destylacji aldehydu octowego z krwi
, hiecdbialczonej w temp. 80—85° przez 30 minut.

x —wartosé ekstynkeji przy destylacji aldehydu octowego z krwi
nieodbiatczonej w temp. 80—85° przez 30 minut z dodatkiem
roztworu fluorku sodu.

Destylacja z surowicy odbialczonej.

Do probéwki wiréwkowej odmierzano 4 ml 10% wolframianu sodu,
4 ml 0,67 n kwasu siarkowego, odpowiednig ilos¢ roztworu wzorcowego
aldehydu i 4 ml $wiezej krwi krélika. Probéwke szczelnie zamykano kor-
kiem gumowym, ochladzano w lodéwce a nastepnie wirowano przez
20 min. z szybkoscig 2000—3000 obr./min. Po zakonczeniu wirowania
ochladzano powtdrnie i przenoszono surowice do naczynka destylacyjnego.
Dodawano 5 ml rozcienczonego kwasu siarkowego w stosunku 1:9
i destylowano przez pét godziny w temperaturze 80—=85°C z réwnocze-
snym przepuszczaniem przez roztwoér powietrza. Srednie wyniki 10 po-
miaréw dla poszczegélnych stezen aldehydu przedstawia tabela 1.
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dla poszczegblnych stezen nie mozna wwyprowadzi¢ zaleznosci liniowej
ekstynkeji od zawartosci aldehydu. Otrzymane wyniki sg za niskie i nie-
powtarzalne. W kranccwych wypadkach réznice przy poszczegblnych
-oznaczeniach wynosity ckolo 50% (punkty A). W c2iu sprawdzenia czy
pcwstajace w czasie oznaczania skrzepy krwi nie utrudniajg destylacji
aldehydu przeprowadzono serie pomiaréw z dodatkiem fluorku sodu.
Jak wida¢ z uzyskanych danych (ryc. 5 punkty x) wyniki nie roéznig sie
od otrzymanych przy destylacji z krwi pelnej bez dodatku fluorku sodu.
Pomiary te $wiadczg, ze w wyzej podanych warunkach destiylacji nie
mozna oznaczy¢ aldehydu octowego z krwi pelnej.

Oznaczenia w surowicy odbialczonej Z analizy da-
nych przedstawionych w tabeli I wynika, ze oznaczenia aldehydu przy
stezeniach 10—30 v obarczone sg bledem od 2%c—7%/e. Blad ten jest spo-
wodowany w znacznej mierze trudnoscig dokladnego pemiaru roztworow
slabo zabarwionfych za pomoca fotometru Pulfricha. Przy stezeniach
cd 40 v aldehydu blad nie przekracza 1%. Wyniki zebrane w tabeli I
uzyskano przez poréwnanie z krzywa wzorcows sporzgdzong z pominieg-
ciem destylacji. Roznice miedzy réwnoleglymi oznaczeniami dla poszcze-
golnych stezen wahaja sie w granicach do 3%.

Proponowana metoda oznaczania.

Sporzgdzanie krzywej wzorcowe]j. W naczynku desty-
lacyjnym umieszcza sie 10 ml kwasu siarkowego rozcienczonego wodg
w stesunku 1:9 i dodaje odpowiednig ilo§¢ wzorcowego roztworu alde-
hydu octowego. Naczynko wstawia sie do azni wodnej o temperaturze
80-—85°C na pol godziny 1 rownoczesnie przepuszcza sie przez badany
roztwdr powietrze z czestoscig 30 baniek na minute. Koniec rurki desty-
lacyjnej winien siega¢ prawie dna odbieralnika, zawierajacego 3 ml ste-
zonego kwasu siarkowego. Po skonczonej destylacji do odbieralnika
dodaje sie 1 ml $wiezo przyrzadzonego 2% roztworu kodeiny w 50%0
kwasie siarkowym i dokladnie miesza bagietkg. Po 15 minutach przenosi
sie zawartos¢ do naczynka kolorymetrycznego i odczytuje wartosé
absorpcji w stosunku do roztworu pordwnaweczego, ktdéry sporzadzono
przez destylacje w tych samych warunkach 10 m] kwasu siarkowego
rozcienczonego wodg w stosunku 1:9.

Oznaczanie we krwi. Pobrang prébke krwi w ilosci okolo
4 ml natychmiast przenosi sie ze strzykawki do uprzednio zwazonej pro-
béwki wir6wkowej zawierajgcej po 4 ml 10%0 roztworu wolframianu sodu
i 0,67 n kwasu siarkowego. Prcbowke zamyka sie korkiem gumowym
i pewtornie wazy z dokladnoscig do 0,2 mg, a nastepnie wstawia do
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lodéwki na 10 minut, po czym odwirowuje przez 20 minut z szybkoscia
2000—3000 obr. na minute. Po skonczonym wirowaniu probéwke wstawia
sie na 10 minut ponownie do lodéwki. a nastepnie przenosi surowice do
naczynka destylacyjnego. W dalszym ciagu postepuje sie jak przy spo-
rzgdzaniu krzywej wzorcowej.

Sprawdzenie metody. W celu sprawdzenia opracowane]
metody powtérzono we fragmentach doswiadczenia Czyziyka (15)
i Halda (5), z ktorych wynika, ze po podaniu krélikowi alkoholu ety-
lowego i dwusiarczku czteroetylotiuramu (,,Antabus”) zwieksza sie
we krwi poziom aldehydu octowego.

Prowokacje alkoholowg wykonywano w sposéb nastepujacy: krélikowi
podawano sondg bezposrednio do zoladka okolo 0,8 g na kg wagi dwu-
siarczku cztercetylotiuramu w zawiesin‘e wodnej (preparat produkecji
krajowej pod nazwa ,,Anticol”). Po 20 godzinach po podaniu preparatu
wprowadzano sondg do zoladka 20° alkohol etylowy w dawce okolo 2 g
alkoholu bezwodnego na 1 kg wagi. Nastepnie oznaczano poziom aldehydu
octowego we krwi po jednej i po trzech godzinach liczac od chwili poda-
nia alkoholu. Krew pobierano z serca w ilosci okolo 4 ml na jedno ozna-
czenie. Otrzymane wyniki obrazuje tabela II. Jednocze$nie przeprowa-
dzano oznaczenia kontrolne krwi krolikow, ktérym nie podawano alko-
holu i dwusiarczku czteroetylotiuramu. W krwi tej grupy zwierzat nie
wykrywano aldehydu octowego. Oznaczenia aldehydu w krwi pelnej po
dokonaniu prowokacji alkoholowej nie daty zadawalajacych wynikow.

Tabela II

Zawartoéé aldehydu octowego we krwi krolika.
Anticol wprowadzono dozotagdkowo na 20 godz. przed podaniem alkoholu.

mg % aldehydu

Nr W Ilos¢ Ilo$¢ ml | octowego we krwi
hodowlany 488 | Anticolu| 209 po Poiﬂliiu alko- Uwagi
krélika we w ¢ |alkoholu ? u
po 1 godz. po 3 godz.
69 2550 1,75 { 25 1.0 0,6
. _ *) krew pobrano
12¢ 3000 24 ] 30 047 po 1,5 godz.
14 3 2400 1,8 25 1,2 0,8

I
16 3 3000 2,4 l 30 1,5 0,9




Oznaczanie aldehydu octowego we krwi 303

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

W opracowanej metodzie s wykorzystane wlasnosci polimeryzacyjne
aldehydu octowego i niska temperatura wrzenia tego zwigzku. Zakwa-
szanie probki w czasie destylacji zapobiega polimeryzacji pod wplywem
podwyzszonej temperatury wzglednie powoduje depolimeryzacje juz
wytworzonego paraldehydu. Absorpcja wydzielonego aldehydu w stezo-
nym kwasie siarkowym posiada nastepujace zalety: 1) Zabezpiecza przed
stratami moggcymi powsta¢ z powodu duzej lotnosci aldehydu dzieki
polimeryzacji w odbieralniku na nielotny paraldehyd, oraz 2) stezony
kwas siarkowy jest gotowym $rodowiskiem, w ktérym przebiega reakcja
aldehydu z kodeing.

Intensywno$¢ barwy polaczenia powstajgcego przy reakcji kodeiny
z aldehydem zalezy w znacznej mierze od stezenia kwasu siarkowego,
dlatego nalezy uzywac tego samego kwasu do sporzadzania krzywej wzor-
cowej i dalszych oznaczen.

Opracowana metoda oznaczania aldehydu octowego we krwi moze slu-
zy¢ réwniez do oznaczen malych iloéci aldehydu w roztworach wod-
nych (ryc. 4).

Wyniki oznaczen we krwi krélikéw po podaniu alkoholu i dwusiarczku
czteroetylotiuramu potwierdzaja stlusznosé proponowanej metody. Z pracy
Halda i wspbipracownikéw (5) oraz Czyzyka (15) wynika, ze poziom
aldehydu octowego przy roéznych dawkach dwusiarczku czteroetylotiu-
ramu podanego na 18—24 godzin przed prowokacjg alkoholowg waha sie
w granicach od 0,2—2,5 mg®%e i zalezy od stezenia alkoholu etylowego
we krwi. Najwyzszy poziom alkoholu we krwi krélikéw wystepuje
w plerwszej godzinie po podaniu tego zwigzku. Stgd wniosek, ze najwyz-
sze stezenie aldehydu we krwi powinno przypadal¢ w pierwszej godzinie
po dokonaniu prowokacji alkoholowej. Biorac pod uwage fakt, ze poziom
aldehydu octowego i alkoholu we krwi zwierzat doswiadczalnych, mimo
zachowania mozliwie stalych warunkéw doswiadczalnych, waha sie
w do$¢ szerokich granicach dla réznych zwierzat z tej samej hodowli,
uzyskane wyniki nalezy uwaza¢ za zadawalajagce i znajdujace sie w gra-
nicach warto$ci otrzymanych przez wymienionych autoréw (tabela II).

Blagd opracowanej metody przy poréwnywaniu wynikéw z krzywa
wzorcowg sporzadzong przez destylacje aldehydu nie przekracza 3%,
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PE3IOME

B cBA31H ¢ npou3BOIMMBIMHI MCCAETOBAHHAMU HAJ BIUAHUEM HHAaHA-
MHUA KalbUUA M 3THIOBOTO CHHPTA HA KUBHE OpraHU3Mbl GbIIO paspa-
60TaHO KOJOPHMETPHYECKHM MeTOoxoM 0003HayaHlle YKCYCHOro asibgerupa
B KPOBH JKCIEPHMEHTANbHHX }KHBOTHBIX.

Meron 3aknioyaercA 8 [BEeTHO peaKUUIl YKCYCHOTO aiibleruga
€ KOIEHHOM B cpefle KOUIEHTPHPOBaHHOH cepHOii KHCIOTHL

Aabgerua OulI mUCTILIIHMpOBan U3 NMpoGel KpoBH (3 —+4 Mi), nocie
npexsapuTenbHoro nobasileHrA pacTBOpa BOAbB(PPAMOBOKICIOT0 HaTPHA
1 1eHTPpUPyrupoBaHusa, A0 3 MI KONLEHTPHPOBAHHOIl cepHOIl KHCIOTHL.

Huctmiiauna nponssogunach B teMmueparyvpe 80—850C B Teyennn
30 MMHYT npd OJHOBpEMeHHOM INIPOMYyCKaullll Bo3dyxa udepe3 mpoly.

[To 3akoHYeHHON nuCTUINAUNM B ApHéMENK Bansawr 1 mMa 29
pacTBopa KomenHa B 50% ceptioit Kiciore.

Haa  woisropumerpuyecknx o0o3Hauennit mnpuMeHajca (QoToMeTp
Ilyneppura u Quastp S 47,

I'pannnnl o6o3naveunii ykcycHoro ainbjgernia B mnpobe KpOBH Ko-
aebanuce oT 10 mo 70. Ownbra MeKIY OTHEIBHBIMH 0003HAYEHNAMH He
npessimaer + 3%.

Meron Obl IIpOBepeH onpemelieHyeM KOJIMYeCTBAa YKCYCHOrO ailblie-
FUa B KPOBN KPOJHKOB, KOTOPHIM BBOMMICA BHYTPIKENYNOYHO 3THIIO-
BHIl AJIKOT0J1b H TEeTPasTHITHYPaMAMCYIILQHI.

SUMMARY

In connection with investigations on the influence of calcium cyana-
mide and ethyl alcohol on living organisms, a colorimetric method of
determination of acetaldehyde in the blood of experimental animals has
been evolved. This method consists in a colour reaction of acetaldehyde
with codeine in the medium of condensed sulphuric acid.
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Aldehyde was distilled from a sample of blood (3 to 4 ml), after addi-
tion of a solution of sodium wolframiane and centrifuging, into 3 ml of
condensed sulphuric acid.

Distillation was continued for 30 minutes in the temperature of 80
to 85°C, air being blown through the sample.

When distillation was finished, 1 ml of 2 per cent solution of codeine
in 50 per cent sulphuric acid was added into the receptacle.

Colorimetric measurements were carried out by means of the Pulfrich
photometre and the S 47 philtre, The estimation range was from 10 to
70 gamma of acetaldehyde in the sample. The error between the separate
determinations did not exceed = 3 per cent.

The exactness of the method was checked by determining acetalde-
hyde in the blood of rabbits which had received ethyl alcohol and
tetraethylthiourame bisulphite introgastrically.
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