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Eine neue Bestimmung der Neutralfette im Blutserum und Gewebe 
I. Mitteilung 

Prinzip, Durchfi ihrung und Besprechung der Methode 

M. EGGSTEIN und F. Ill. K ~ u ~ z  

Medizinische Universiti~tsk]inik Tfibingen (Direkt.or: Prof. Dr. H. E. BocK) und Medizinische Universit~tsklinik Marburg 
(Direktor: Prof. Dr. G. A. MAm,~m) 

Disgnost ischen Zwecken genfigen Neutralfet twerte  
die sls Differenz aus Fetts~ureesterwert  und  IApoid- 
(cholesterin- und  phosphst id-)gebundenen Fe t t sguren  
errechnet werden (E~s~r,I~'~, 1956, 1960, 1965). P lan t  
man  sber  kurzfristige Verlsufskontrollen und sollen 
such geringfiigige Nentra l fe t tgnderungen im Blur zu- 
vert~ssig registriert werden, d snn  verssgen die bis- 
herigen Verfshren. ~Vir schlagen deshslb f~r die ge- 
zielte und priizise Ermi t t lung  der Neutrs l fe t te  im Blur 
trod Gewebe (such in 01en, Nshrungsmi t te ln  usw.) 
eine Berechmmg sus dem , ,Glyeerid-Glycerin" vor. 
Entsprechende Methoden, die enzymatisehe Bestim- 
mung  des , ,Gesamtglycerins" neben dem ,,freien Gly- 
cerin '° haben wit susgesrbeitet .  Diese Verfahren be- 
w~hrten sich fiber 4 Jahre  nnd  werden dutch  unsere 
Vermitf lung such  in snderen Labors tor ien  geiibt 
(Knsc~z,  1964; E a G S T ~  und Kn~UTz, 1965; WOLS 
u. Mitarb. i. Dr. ; J A ~ x ~  u. Mitarb. 1964). 

I. Das Reaktionsprinzip der Glycerinbestimmung 
Glycerin wird im Serum nnd/oder Gewebe vor (freies 

Glycerin) und nach alkalischer Verseifung (Gesamtglycerin) 
enzymatisch bestimmt. Reaktion und Hilfereaktionen des 
enzymatischen Tests (KgEIJTZ, 1962) sind im folgenden Schema 
zusammengestellt. 

(1) Glycerin + ATP ~ A ~  L(--) Glyeerin-l-phosphat 
+ADP 

(2) ADP+Phosphoenolpyruvat ~ B ~  ATP+Pyruvat  
(3) Pyruvat+NADI-I,~ ~ C ~  Lactat+NAD 

(4) Glycerin @ Phosphoenolpyruvat + NADH~ 
L (--) Glycerin-l-phosphat-t-Lactat+NAD 

A ~  Glycerokinase (GK), B:Pyruvat-Kinase (PK), C =  
Lactat-Dehydrogenase (LDH) 

ad (1) Glycerokinase (A) katalysier~ die Phosphatiibertragung 
yon ATP auf Glycerin. 

ad (2) Unter Pyruvatkinase (B) erfolgt zur Enol-Ketonumla- 
gerung und ttydrolyse des Enol-Phospkates eine zweite 
Transphosphorylierung, ADP wird wieder zu ATP, 
Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat. Hier setzt die Indi- 
eator-l~eaktion an. 

ad (3) und (4) Mit der LDH-katalysierten (C) Pyruvat-geduk- 
tion werden - -  siehe Summenformel (4) - -  der Glycero- 
phosphatbildung ~quivalente Mengen NADH~ oxydiert 
und fiber die Abnahme der Lichtabsorption bei A 340 rim, 
334 nm oder 366 nm direkt meBbar. 

H .  Die Bestimmungsmethode /iir Gesamt- und [reies 
Glycerin 

II.  1. Vorbemerkungen. Die fiir enzya:aatisehe Subs~rat- 
analysen erforderliehe Arbeitstechnik, Sauberkeit und pr~zises 
Arbeiten werden vorausgesetzt (B]~G~BYE~). Wir verwenden 
MikroreaktionsgefgBe nnd Mikropipetteu (Typ MarbuN) der 
Firms Ger//tebau Eppendorf GmbK Hamburg, Mikrozentri- 
fugen yon der gleichen Firms oder t~irma HIettieh, Tuttlingen, 
das Photometer Eppendorf mit Multiplier, Filter I.ig 334 und 
Hg 366 bzw. Spektratphotometer P2~IQ II  der Firms Zeiss, 
ferner Mikrokfivet~n Typ ~IK 4, Firms HelIma, Miillheim. 

H. 2. Reagentien. (Eine Testpackung der Firms Boehringer 
Mannheim, ist in Vorbereitm~g.) 

1. Trigthanotamin-HC1 (Boehringer Tt~A 15325) 
2. MgCI~ × 6 H~O p.a. (Merck 5833) 
3. Tricyclohexylammoniumphosphoenolpyruvat (Boehringer 

PEP-C 15 308) 
4. Nieotinamid-Adenin-Dinucleot.id reduziert (Boehringer 

DPNH 15142) 

5. Adenosin-Triphosphat (Boehringer ATP 15028) 
6. Pyruvatkinase (Boehringer PK 15744) 
7. Laetat-Dehydrogenase (Boehringer LDH 15145) 
8. Glycerokinase (Boehringer GK 15746) 
9. Perehlors~ure ca. 70%ig (Merck 519) 

10. KOH 25%ig (Merck 5024) 
11. ~thanoI absolut p.a. (Merck 972) 
12. Lyphanpapier pH 6,6 bis 8,1 (Dr. G. KLOZ, Berlin) oder 

Universal-Indicator ptI 1--10 (Merck 9526) 
13. NaHCQ p.a. (Merck 6391) 

I[. 3. L6sungen: 
(I.) Trigttianolamin-Puffer 0,1 m, pI:[ 7,6 (TgA-Puffer) : 

Tri~thanolamin-HC1 18,57 g (TgA 15325) 
Aqua bidest, e~wa 800, 0 ml 
pH auf 7,6 mit 1 n NaOH.I einstellen 
Aqua bidest, ad. 1000,0 ml 

(II.) Magnesiumchlorid 0,5 m (Mg ++) : 
I~{gCl 2 × 6 I.i20 (p. a.) 17,17 g (Merck 5833) 
Aqua bidest, ad 100,0 ml 

(III.) Phosphoenolpyruvat 5 × 10 -2 m (PEP) : 
Tricyelohexylammonium- 
phosphoenolpyruvat 23,0 mg (PEP-C 15308) 
Aqua bidest. 1,0 ml 

(IV.) Nicot, inamid-Adenin-Dinucleotid red. 0,02 m (NADH~) 
NADH.z 14,0 mg (DPNH 15142) 
1%ige w~Brige NaHCO 3 1,0 ml (Merck 6391) 

(V.) Adenosintril0hosphat 10 -1 m (ATP): 
ATP-Na crist. 60,0 mg (ATP 15028) 
Aqua bidest. 1,0 ml 

(VI.) Pyruvatkinase (Boebringer PK 15744): 
(2 mg/ml, spez. Akt. ca. 125 E/rag) 

(VII.) Lactatdehydrogenase (Boehringer LDtt 15145): 
(5 mg/ml, spez. Akt. ca. 360 E/rag) 

(VIII.) Glyeerokinase (Boehringer GK 15746): 
(1 mg/ml, spez. Akt. ca. 85 E/mg) 

(IX.) K0H in Athanol 0,5 n: 
KOIt • (25 % ig) 
~thanol ca, 95 % ad 

(X.) Perchlors~ure 2,5 n: 
Perchlorsgure ca. 70% 
Aqua bidest, ad 

11,2 ml (Merck 5024) 
100,0 ml (Merck 969) 

21,0ml (Merck 519) 
100,0 ml 

Die gthanolische KOI.I (IX) und Perchlorsgure (X) werden 
bei Zimmertemloeratur, die Encymsuspensionen (VI, VII, 
VII:I) bei + 4 °, die Coencyme (IV und V) und fibrigen LSsun- 
gen eingefroren aufbewahrt. 

II. 4. Zubereitung des ,,Reaktionsgemisches". Das l~eak- 
tionsgemiseh wird fiir iede Bestimmung bzw. Bestimmungs- 
reihe ,,friseh" angesetzt. Die nachfolgende Tabetle enth~lt 
Angaben fiber die geagensmengen pro Test und die Zusam- 
mensetzung des Reaktionsgemisches. 

Tabelle I 

I Einzumessen sind 

fiir ]~inzel- Iffirl0faehe - . - 
analysen [ Analysen aas sma 

TRA-Puffer (I) 0,418 mI 4,18 mI 

MgCI 2 (II)  0,01 mt 0,1 ml 
PEP (lll)] 0,02 ml 0,2 ml 
NADH~ (DPNH)(IV)J0,02 ml 0,2 ml 
ATP (V)]0,02 mI 0,2 mI 
PK (VI) 0,01 ml 0,1 ml 
LDH (vii) 0,002 ml 0,02 ml 

(0,5 bzw. 5 ml 
Endvol.) 

(5 bzw. 50 ~tMol) 
(1 bzw. 10 p~Mol) 

(0,4 bzw. 4 tzMol) 
( 2 bzw. 20 IzMol) 
(20 bzw. 200 pig) 
(10 bzw. 100 I~g) 
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I I .  5. Bestimmu~uj von ,,GesamtgIycerin". 
~)' Glyceridhydrolyse: 

In ein verschliegbares Mikroge~g gibt mun 
/ithanolische KOH (X) 1,0 ml 

dazu unter Umschwenken tropienweise 
Serum bzw. Gewebehomogenat 0,2 ml 

Ansatz im Wasserbad (Alublock) verschlossen bei 700 C ffir 
15--20 rain inkubieren. Dann neutr~lisieren auf pH 7 mit 

Perchlorsaure (IX) 0,2--0,22 ml 
pH-Kontrolle mit Lyphan- o. Universalindicatorpapier. Eiwei$- 
Perchloratniederschlag scharf abzentrifugieren (1 rain 10000 
bis 16000 U/rain in Mikrozentrifuge Eppendorf). 

hn  neutralen ~berstand wird nach II.  5. b das Gesamt- 
glycerin bestimmt. 

b) Optischer Teat: 
Direkt in die 2¢Iikrokfivette (MK 4, d = 1 cm) gibt man 

Reaktionsgemisch (II 4) 0,5 ml 
je nach vorgesehencr Hydro- 
lysatmenge TRA-Puffer (I) 0 ,45~ ,40  ml (bzw.0,3 ml) 
neutralisiertes Hydrolysat 0,05--0,10 ml (bzw. 
tropfenweise zu. 0,20 ml) 
Das Testvo]umen betr~gt zun~chst 1,0 m]. 

Im Photometer wird die unspezifische Extinktions~nderung 
fiber 1--2 rain registriert. Dann wird das eigentliche Reak- 
tionsgeschehen mit 

Glycerokinase (VIII) 0,005 ml 
gestartet. Das Reaktionsende n~ch 5--8 rain erkermt man aus 
dem Verlauf der Extinktionskurve. 

I1. 6. Bestimmung von :,/reiem Gl#cerin". 
Serum wird direkt in den optischen Test eingesetzt. Man mischt 
in MK 4 Kiivetten (d = 1 cm) 

Reaktionsgcmisch (II 4) 0,5 ml 
TRA-Puffer (I) 0,3 ml 
Serum/Gewebehomogenat 0,2 ml 

Wie fiir Gesumtglycerin wird die Extinktions~nderung 
fiber 5--10 rain kontro]liert, darm 

Glycero~nase (VIII) 0,005 ml zugegeben und 
die Extinktionsabnahme fiber 5--10 rain verfolgt. 

I I .  7. Auswertung. Die durch Glycerokinase erreichte Ex- 
tinktionsabnahme AE kann bei fortlaufender Registrierung 
(vgl. Abb. 2) gegcnfiber dem ,,Leerschleich" zuverl~ssig abge- 
grenzt und abgelesen werden. (P~piervorschub 1 cm/5 rain, 
Extinktionsbereich 0,1/x 2--4 cm.) Steht kein registrierendes 
Ger/it zur Verfiigung, dann migt man fiber 5--10 min die 
unspezifische Extinktionsgnderung AE 1 = (E 1 -- E2), gibt GK 
zu und liest nach weiteren 5 bzw. i0 min E a ab. z~Ekorr er- 
rechnet sich nach (E 2 --Ea) -I- AE °. 

I I .  8. Berechnung der Gesamtglycerinwerte. 
zjEkorr wird mit dem reziproken Wert des NADH2-Ko- 

effizienten (M -1 × cm -~) multipliziert, Serumverdfinnung nnd 
Endvolumen des NeBansatzes sind zu berficksichtigen. 

Serumverdiinnung: 1,40 ml (1,42 ml) neutralisiertes Hy- 
drolysat entsprechen 0,2 ml Blut/Gewebehomogenat, 0,1 ml 
Hydrolysat entha]ten dann 0,01428 ml (0,01408 ml) Serum. 
Die Umrechnung auf 1 Liter Serum erfolgt mit Faktor 70 × 10 a 
bzw. bei 1,42 ml ttydrolysatvolumen mit _Faktor (71 × lOa). 

Mefiansatz: Bei einem Endvolumen yon 1,005 ml gilt 
Faktor 1,005. 

NAD tt2-Extinktionskoe]/izient 
bei 334 nm: 6,0 × 10~M -1 × cm -~ daraus ~aktor 0,167 × 10-a; 
bei 340 rim: 6,20 × 10 ~ M-~cm -~ darius Faktor 0,161 × 10-~; 
bei 366 ran: 3,30 × 10 s M-%m -~ daraus Faktor 0,303 × 10 -~. 

F~l~t man diese Daten zusammen, dann gelten ffir die 
Neutralfettberechnung bei einem ~egvolumen von 1,005 ml 
mit 0,1 ml eingesetztem ttydrolysat folgende Formeln: 

3 3 4  r~ra E a ~  × 11,7 : mMol Gesamtg]ycerin/Liter 
3 4 0 r i m  Eaz¢~ × ].1,3 = mMol Gesumtglycerin/Liter 
3 6 6  n m  E~¢~ × 21,3 = mMol Gesamtglycerin/Liter 

1I. 9. Berechnung des ~reich Glycerins. 
Der MeBansatz yon 1,005ml Volumen enth~lt 0,2 ml Serum. 
Die Umrechnung auf 1 Liter er~o]gt mit .Faktor 4975. Die aus 
dem NAI)H~-Extinktionskoeffizienten abgeleiteten ~aktoren 
siehe oben. 

Je nach MeBbereich ergeben sich tfir frcies Glycerin fol- 
gende ]~erechnungsschemen : 

3 3 4  n m  Ed~cm × 0,929 = mMol freies Glycerin/Liter 
3 4 0  n m  E a ~  × 0,901 = mMol freies Glycerin/Liter 
3 6 6  n m  E~¢m × 1,518 = mMol freies Glycerin/Liter 

11. 10. Berechnung der Neutral]ette i~ber ,,Glyceridglycerin". 
Die Differenz (in mMol/1) 

(a) , ,Gesamtglycerin-  freies Glycerin = Glyceridglycerin" 
setzen wir gleich mMol NeutrMfett/1 Serum bzw. Gewebe- 
homogen~t. 

Ffir Neutralfett-Fettsiiuren (TGFS) bzw. mAq. Neutr~l- 
fett gilt d~nn 
(b) ,,3 x.. [Gesamtglycerin -- freies Glycerin (in mMol/1)] = 

mAq. TGFS/I".  
Bei einem mittleren Molekulargewicht yon 885 ffir die Serum- 
neutralfette (EGGsTEI~, 1965) gilt ffir die Umrechnung in 
mg/100 ml Serum 
(c) [Gesamtglycerin (mMol/l) --freies Glycerin (mMol/1)] 

× 88,5 = m g  Neutralfett/100 ml. 
Eine Begrfindung der hier vorgescMagenen Berechnung folgt 
im 2. Teil der Arbeit. 

H I .  Diskuss ion  der Methode 

I I I .  1. Mikromafistab.  Subs tanzmengen ,  Arbe i t s -  
t echn ik  und  Ger~tebedar f  deklar ie ren  das  beschriebene 
Verfahren  als Mikromethode .  Selbstversti~ndlich kSn- 
nen andere  Dimens ionen  gew~hlt  werden,  wenn die 
Re la t ion  S u b s t r a t  zu Reak t ionsgemisch  be ibeha l ten  
wird.  Der  Bedar f  an aufwendigen  Reagen t i en  spr icht  
gegen grSl3ere Ansiitze.  U lngekehr t  haben  sich Ul t ra-  
mik roana lysen  fiir den , ,Rou t inebe t r i eb"  bei  uns n ieh t  
bewahr t .  Die e ingespar ten  Subs tanz- (Serum-)  und  
Reagen t i enmengen  s tehen in ke inem Verh/~ltnis zur  
d a n n  erforder l ichen diffizilen Arbe i t s technik .  

I l I .  2. Pr inz ip .  Die dreis tufige enzymat i sehe  Naeh-  
weis reakt ion  ffir Glycerin,  die aueh GARLAND U. 
t~ANDLE (1962) in  der  Zwischenzei t  empfehlen,  k o m m t  
den an eine E n d w e r t m e t h o d e  ges te l l ten  F o r d e r u n g e n  
am n~chsten.  Die PhosphoryHerung yon  Glycer in  m i t  
Adenos in -Tr iphospha t  und  Glyeerokinase  zu L ( - - ) -  
G l y c e r i n - l - P h o s p h a t  und  Adenos in -Diphospha t  i s t  
ein exergonischer,  zu Ende  ver laufender  Vorgang 
(BvBLITZ, KENNEDY, 1954). 

Aueh  ffir die Hil ls-  und  I n d i c a t o r r e a k t i o n  is t  der  
quan t i t a t i ve  Umsa t z  gew/thrleistet  (Ho~onsT u. 
Mitarb . ,  1959, Mc QUATE und  UTTER, 1959). Ff i r  die 
L D t I - k a t a l y s i e r t e  R e a k t i o n  l iegt  das  Gleichgewicht  
m i t  K = 1 × 10 ~ 1/M (p t I  7,6) wel t  auf  der  Lac ta t se i t e ,  
fiir die P K - R e a k t i o n  ( K = 2  × l0  a, 30 °) auf der  ATP-  
und  P y r u v a t s e i t e  (ADAM, 1959). 

Die  zugesetz te  G K  e r l aub t  im Tes tansa tz  eine 
Reak t ionsgeschwind igke i t  um 0 , 4 - - 0 , 4 5  ~Mol/min 
(p i t  opt .  9,8). Das bedeu te t ,  dag  theore t i sch  be i  fibli- 
chem Tes tansa tz  das  20fache einer  norma]en  Serum- 
Gesamtg lycer inmenge /min  umgese tz t  werden  kann.  

Ffir  die t t i l f s reak t ion  s teh t  eine theore t i sche  Reak-  
t ionsgeschwindigkei t  yon  2,5 ~Mo]/min und  fiir die 
I n d i c a t o r r e a k t i o n  yon  3,6 ~Mo]/min zur  Veg i igung .  

Die vorge]egten Subs t r a t e  und  Cofermente  re ichen 
fiir Glycer inmengen  aus, die fiir P E P  dreifach,  ffir 
NADI-I 2 um ein Dr i t t e l  hSher  l iegen als das  aus opt i -  
schen, d .h .  regis t r ier-  bzw. ablese technischen Gr / inden 
gesetz te  obere L i m i t  yon  0,3 ~Mol Glycer in  pro Test-  
ansatz .  Desha lb  machen  erst  ex t r em hohe P y r u v a t -  
konzent r~t ionen,  ein Anst ieg  auf die 100fache Norm-  
menge ffir Blur,  zus/~tz]iehes NADH2,  und  ex t r em 
hohe A D P - W e r t e  (a]s ATP-Verunre in igung)  mehr  
P E P  als ira Reak t ionsansa t z  vorgesehen,  erforderl ich.  

I I I .  3. Andere  enzymatische Glycerinbeslimmun- 
gen s tarnmen yon  WIELAND (1957) und  yon  tIAGEN 
U. HAGEN (1962). A n  die G]ycerokinasereak t ion  
schlie~t  WIELAND (1957) die NAD-abhang ige  Dehy-  
dr ie rung m i t  ~ -Glyce rophospha t -Dehydrogenase  als 
I n d i c a t o r r e a k t i o n  an. ] )as  Gleichgewicht  dieser Rcak-  
t ion  l iegt  ungiinst ig,  t ro tz  a lka l i schem Milieu (pH 9,8) 
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und Hydrazin als trapping-Reagens braucht eine Mes- 
sung 30--60 rain. Bei der yon t IAa]~ u. HA~]~N (1962) 
empfohlenen Methode wird Glycerin mit  Glycerin- 
Dehydrogenase direkt zu Dioxyaceton oxydiert und 
das entstehende NADH~ gemessen. Gegen diesen ein- 
stufigen Enzymtest  sprechen lange Reaktionsdauer, 
da genfigend aktive Enzympri~parate bislang nieht 
zur Vefffigung stehen. Aueh soll das gebildete NADH~ 
der GIycerinmenge ira Test nicht parallel gehen. 

× × 

:: I- / .............................. ~" . . . . . . . . . . . . . . . . .  

:,:s~- ~i ' ~  

i 

I/" 

L_X___L..L,__ ~ i i ~ __ 
O ~' ~ ' 7  / :0' Zs-' ~°0' ~0" rain 6Y'  

Ifyd:olyseze/f 
Abb. 1. Gesamtglycerinwerte bei unterschiedliehen tIydrolysezeiten (70 °, 
0,5 n ~thanoh KOH). VolIst~ndige Hydrolyse mi t  konstanten Gesamt- 

glycerlnwerten ab 15 '= 2,36 ml~[/l (freies Glycerin=0,18 raM/l) 

Zestanfaz57 Tee f e,'~ #e 

< 
2~r 

.~ Papie:vopsohub 
Abb. 2. Fortlaufend registrierte Glyeerinmessung im op~isehen Test bei 
Einsatz w~Briger Glycerintestl6sungen. Der Extinktionsabfall ist direkt yon 
der vorgelegten Glycerinmenge abh~ngig, (]~ndvolumen 1,005 ml, 366 rim, 

d = 1 cm) 

Die beiden zutetzt genalmten Veffahren bieten 
also keine Vorteile, yon der under (II) angegebenen 
Glyeerinmessung. 

I l L  4. Spezi/itiit. Reine Glycerokinase und ATP 
re~gieren auBer mit Glycerin auch mit I~oxyaeeton und 
mit L( - - )Glyeeroa ldehyd  zu Dioxyaeetonphosphat 
bzw. Glyceroaldehydphosphat und ADP. Da Hilfs- 
und Indicatorreaktion der Glyeerinbestimmung am 
ADP ansetzen, werden Dioxyaceton und L ( - - ) G l y -  
eeroaldehyd mit  effaBt. Beide Substanzen kommen 
abet im Blur nicht vor. Fiir die PK-katalysierte Tefl- 
reaktion sind auBer P E P  keine Substrate bekannt, 
deren Reaktionsprodukte durch LDH umgesetzt 
werden (CzoK u. EC]~ERT, 1962). 

Der Glycerinnaehweis ist also in hohem MaBe spe- 
zifisch. Serum, Plasma, Gewebehomogenate und an- 

deres biologisehes Material (vgl. D~Aw~nT u. KvP~]~, 
1963) k6nnen deshalb direlct, ohne th-~paration in den 
Test eingesetzt werden. 

I I I .  5. Triglyceridhydrolyse, Gesamtglycerinbestim- 
mung. Die spezifisehe Reaktion auf Glycerin macht 
keine Fettextraktion, keine Abtrennung der Phospha- 
tide nnd anderer Substanzen fiir den Triglycerid- 
nachweis efforderlich. Die Triglyeeride mfissen ledig- 
lieh quantita~iv und so hydrolysiert werden, dab un- 
ver/indertes Glycerin als Hydrolyseprodukt anf~llt. 
Das l~Bt sieh mit  einem ffinffachen b~-berschug an 
0,5 n gthanolischer KOH bei 700 fiber 15--20 rain 
erreichen (s. Abb. 1, Tabelle 2). 

Versuchsanordnung zur Triglyceridhydrolyse: In acht An- 
sgtzen (A--H) wurden zu jeweils 1,0 ml 0,5 n ~thanolischer 
KOH yon der gleichen Serumprobe 0,2 ml zugesetzt. Ansatz A 
wurde nicht, die ngchsten Ans~tze (B--H) zwischen 2--60 rain 
bei 700 C verschlossen inkubier~ und danaeh in Doppelanalysen 
das Gesamtglycerin nach (II, 5) bestimmt.. 

Tubelle 2 
Gesamtglycerinwerte bei unterschiedlichen Hydrolysezeiten 

Zeit A ~d~366 n m =  1 cm mMll 
rain 

0,051 
0 ,049 
0 ,060  
0 ,058  
0 ,086  
0 ,090  
0 ,092  
0 ,096 

1,08 
1,04 
1,27 
1,23 
1,82 
1,91 
1,95 
2,02 

AE 366nm raM/1 minZeit d = 1 cm 

10 0,100 2,12 
10 0,100 2,12 
15 0,111 2,36 
15 0,112 2,38 
30 0,113 2,40 
30 0,I10 2,33 
60 0,110 2,33 
60 0,111 2,36 

Resultat: Abb, 1, Tabelle 2. Nach 15 und 30 rain Inkubation 
wird der h6chste Gesamtglycerinwert als Zeichen ffir votlst~n- 
dige ttydrolyse gemessen. Kfirzere Hydrolysezeiten als 15 rain 
sind nich~ vertretbar, auch liingere Inkub~tion fiihrt eher zur 
Abna.hme der Glycerinwerte. 

Kritisch sind Alkalit~t, Hydrolysezeiten and Tem- 
peratur, aber auch das L6sungsmitte]. In methanoli- 
scher Lauge entstehen Reaktionsprodukte, welche 
enymatisch nicht mehr nachweisbar sind. In w~Brigem 
Milieu ist die Verseifung nicht quantitativ. Es resultie- 
ren zu niedere Gesamt-, damit zu niedere Glycerid- 
glycerin werte. Neben Triglyceriden verseifen unter 
den gew~hlten Bedingungen auch Cholesterinester und 
Glycerophosphatide (AL~nr~x, 1959; ABS~LL, 1952). 
Aus diesen entsteht kein Glycerin, sondern alkali- 
stabiles ~-Glycerophosphat, welches teilweise in fl- 
Glycerophosphat umgelagert wird. Beide Verbindun- 
gen reagieren bei der enzymatischen Glycerinbestim- 
mung nicht mit. Glycerophosphatide st6ren also die 
Triglycerin- bzw. Glyceridglyeerin-Berechnung nicht. 

I l l .  6. Optischer Test. Die folgende Abb. 2 zeigt die 
in unterschiedlich konzentrierten w~Brigen Glycerin- 
16sungen mel3bare Extinktionsabnahme bei 366 nm 
nach GK-Zugabe. Vor der Enzymzugabe bMbt  die 
Extinktion fiber 10 rain und 1/inger konstant, sofort 
nach GK Mrd ein scharfer Extinktionssturz fiber 
knapp 2rain registriert, danaeh wieder konstante 
Liehtabsorption, reduziert um die yore NADtte- 
Verbrauch bzw. vom Glyeerinumsatz bestimmte 
Absorption~bnahme (Abb. 2). MeBtechnisch bestimmen 
bei lehlendem Leersehteieh die Ablesegenauigkeit 
und Konstanz des Photometers, die Wel]enl/~nge, 
Sehiehtdicke und die Lichtabsorption der GK (Leer- 
wcrt durch Enzymzusatz) die Empfindlichkeit des 
Testes. 
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Photometer der hShe~n Leistungsklasse garantieren eine 
Reproduzierba@e#, besser als 1%. Die Reproduzierba@eit einer 
phogome~rischen ?ffessung - -  das is~ die S~and~rdabweiehung 
(~T) des Transmissionsgrades - -  is~ annghernd unabhi~ngig 
yon der Transmission. Wegen des Zusammenhanges E =  
log 1/T ist der MeBfehler aber yon der GrSBe der Extinktion 
abhS~ngig. Im Bereieh yon E zwischen 0,2--0,8 betriigg der 
relative Fehler der Ex~inktion etwa 3 × ~E. 

,,Gute Routinepho~ometer" sollten eine Reproduzierbar- 
keit um 0,2% habem Dami~ berechne~ sich der relative Ex- 
ginkt, ionsfebler, das isg der Photometer-~bhgngige ~ehter der 
Konzentra~ionsbestimmung bei E 0,2--0,8 auf ungefghr 0,6 %. 

Zu diesem rein megteehnisehen ~ehler kommen noch 
systematisehe Fehler, wenn die Bereehnung mit dem Ex~ink- 
tionskoeffizienten der NADH~ erfolgt. 

St6rlicht, ~ehler der AnzeigeskMa und ~egistrierung und 
die Wellenl~ngenwahl spielen eine Rolle (I~6~E~T, 1964). Ihr 
Umfang lgBt sich durch Eiehwerte erfassen und eliminieren. 

Die Rep roduz i e rba rke i t  e iner  E x t i n k t i o n  im Be- 
re ich yon  E = 0,2 betr/~gt naeh  diesen l~berlegungen 
E = 0,0012 das  en t sp r i eh t  0,0002 ~Mol (bei344 nm) bzw. 
0,00036 ixMol Glyce r in iS tandardansa~z  (bei 366 nm).  
I n  p r a x i  kSnnen  aber  bes tenfal ls  Ex~inkt ionen  ab  
0,005 - -  e twa  das  Vieffaehe des re la t iven  Ex~inkt ions-  
fehlers - -  abgelesen werden.  Dami~ lassen sieh 
(bei 3 3 4 n m )  0,0008 ~Mol bzw. (bei 366nm)  
0,0015 ~zMol G lyce r in /S t anda rdansa t z  regis~rieren. Das 
en t sp r i eh t  (334 nm) 0,058 mMol  bzw. (366 nm) 0,106 
mMoi  Gesamt-Glycerin/l (NormMwert  zwisehen 0,26 
bis 2,88 mMoI/]) oder  0,0046 mMoI bzw. 0,008 mMol  
/.reies Glycerin/1 (normal  O,05--O,18mMo]/1). Diese 
unteren Grenzwer te  eharakter£sieren naeh  der  Defini-  
t ion  die Emp]indlichkeit  der  Gesamt-  und  Deien 
Glyeer inbes t immung,  d a m i t  der  Glycer id-Glyeer in-  
Berechnung.  

Die obere Grenze ffir die Glyee r inbes t immung  l iegt  
aus meg techn i sehen  Grf inden bei  0,15 ~Mol Glycer in  je 
Ansagz, wenn be i  334 nm bzw. be i  0,3 ~Mol Glycer in  je 
Ansatz ,  wean  be i  366 n m  abgelesen wird.  E r s t  das  
200faehe der  die Empfindt iehkeig  eharakt .er is ierenden 
Menge oder  k n a p p  das  8faehe (bei 334 nm) bzw. das  
15faehe des Norma lwer t e s  f/Jr Gesamt-  und  Deies 
Glycer in  (bei 366 nm) sch6pft  den Ex t ink t i onsbe re i eh  
yon 1,0 aus. A b  da~m wird  eine Verdt innung des Un~er- 
suchungsgutes  aneh erforder l ieh u m  sicher uniter der  
kr i t i sehen  Cofermen~- u n d  Subs~ra~vorgabe zu blei- 
ben.  Bis zu diesen W e r t e n  - -  0,3 i~Mol pro  Ansa tz ,  
das  s ind  21 mMoI Gesamtglycerin/1,  oder  1 ,4mMol  
Deies Glyeer in/I  - -  verl~uf~ die E i chku rve  l inear.  

Versuehsanordnung. Von zweifaeh desi, illiertem Glycerin 
p.a. (Merck 4091) in Wasser wurden ansteigende Mengen 
9,2--184,9 ~g/AnsaSz, entsprechend ~0,05--1,0 mMol/1 naeh 
II. 6. gemessen. 

Resultat (Abb. 3, Tabelle 3). Die mit~lere Abweichung der 
Eichkurve vom Soll betr~igg --  1,36=[: 5,78%. Die gesch~tz~e 
Streuung der Doppelwerte isg - -  a b s o l u ~ -  in niederen 
Bereichen egwa glNch wie bei mi~t.leren mad hohen Konzen- 
tra tionen. Prozentual s~reuen Doppelwerte bei geringen Kon- 
zentra£ionen n~tiirlieh starker. 

Bei  sehr  ger ingen Glyee r inkonzen t r a t ionen  sind, 
abweiehend  vom S t anda rd t e s t ,  mehr Serum oder  
Hydrolysat  einzusetzen um einen Ex t ink t ionsbe re i eh  
mi t  ger ingen re la t iven  Feh le rn  zu erreiehen. Bis zu 
0,4 ml  Serum und  bis zu 0,2 ml  neut ra l i s ie r tes  H y d r o -  
l y sa t  in  ~ t h a n o l  werden  yore  S t a n d a r d - R e a k t i o n s -  
ansa~z stat~ Puf fe r  t.olerier~. 

Versueh~anordnung. a) Freies Glycerin: 0,05----0,5 ml Sermn 
wurden mit TRA-Puffer auf jeweils 0,5 ml Endvolmnen auf- 
gefiill% 0,5 ml geak~ionsgemisch zugegeben und nach II.  6. 
freies Glycerin bestimmt. 

b) Gesamtglycerin: 0,2ml Serum wurden in fiblicher 
Weise in 1,0 ml/~thanolischer KOH (0,5 n) verseift, mit 0,2ml 

Perclalora~ (2,5 n) neugralisiert und 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 und 
0,4 ml Hydrolysa£ mit TgA-Puffer auf 0,5 ml a.ufgefiillt, 
0,5 ml Reaktionsgemisch zugegeben und naeh II.  5 b bestimmt. 

Resultat (Abb. 4): a) Entsprechend den ansteigenden 
Serummengen steigen die ]~]xtinktionsdifferenzen, damit das 
]reie Glycerin linear an. Nur im Ansatz mit 0,5 ml Serum ohne 
T]~A-Puffer ist der geaktionsablauf gestSrt. 

b) Nach Hydro]ysatmengen yon 0,05, 9,I und 0,2 ml neh- 
men die Extinktionsdifferenzen den Gesamtglycerinmengen 
entsprechend linear zu. 3£ehr als 0,25 ml Itydrolysat st6ren 
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Abb. 3. Eiehkm've ffir enzyma~isehe Glyeerinbes~immung. :Konzentrations- 
bereich: 0,05--1,0 m3[/1. :Einwaage: Glycerin p.a. (Merck 4091) B{g 92,1 

in Wasser gelSst (Die Wer~e .ul~{oltAnsatz sind mit :Fak~or 0,9989 
zu transfonnieren) 
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Serum- bzw. ~ydrolysateinsatz. ,~a = Toleranzgrenze ffr Serum and ~b 
ffir neu&ralisiertes ~ydrolysM; ira Stand~rdansatz zum N~ehweis yon #eiem 

bzw. Gesamtglycerin 

Tabelte3. Enzymatische Bestimmung ansteigender Glycerin- 
mengen (Einsatz 0,2 rid, Endvolumen 1,005 ml, opt. Test bei 

366 nm d =  1 cm, Photometer Eppendor/) 

4,6 
4,6 

9,2 
9,2 

18,4 
18,4 

36,8 
36,8 

55,2 
55,2 

73,6 
73,6 

92,0 
92,0 

M 

Iginwaage Re 

~IK*/An- A E 
y/ml satz 366 nm 

*×0,9989 d=lcm 

0,01 0,036 
0,01 0,032 

0,02 0,070 
0,02 0,073 

0,04 0,135 
0,04 0,130 

0,08 0,225 
0,08 0,225 

0,12 0,376 
0,12 0,379 

0,16 0,490 
0,16 0,492 

0,20 0,630 
0,20 0,620 

mlMt 

Istwert So!]weft 

uMol/1 ~lVI/1 

49,95 
49,95 

99,89 
99,89 

199,78 
199,78 

399,56 
399,56 

599,35 
599,35 

799,13 
799,13 

999,10 
999,10 

Auswertung 

Differenz 
Istwert/ 
Sollwert 

% 

9,0 
3,0 

6,0 
10,0 

2,0 
1,5 

4,0 
4,0 

5,0 
4,2 

7,2 
6,8 

4,4 
6,0 

Differenz 
4er Dop- 
pehverte 

% 

11,0 

3,6 

3,4 

0 

0,9 

0,4 

1,7 

~ a ( % )  = --  1,36 ~ 5,78. 
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die enzymatische Reaktion dureh Enzymdenaturierung. Der 
Reaktionsansatz wird triib. 

Die oben ffir den Standardansa tz  angegebene 
untere Empfindliehkeitsgrenze kann  also durch grS- 
Beren Substanz- bzw. mehr  t tydrolysate insatz  welter 
unterschrit ten,  die untere 57achweisgrenze damit  ohnc 
Genauigkeitseinbu$e gesteigert werden. Ein  bcson- 

T£3~ ZZ,Y,2 ~ Z 3 ~  

0,#7# 

b) Verschiedene Seren mit unterschiedlichem ]reiem Gly- 
eeringehalt wurden im Standardansatz naeh II. 6. gemessen 
und die Extinktionsi~nderungen vor GK, wi~hrend und nach 
abgelaufener Glyeerokinasereaktion gegen die Zeit registriert. 

Resultat (Abb. 5a, b). a) Der Leerwert ist unbedeutend. 
Die Extinktion fKllt nach GK proportional zur eingesetzten 
Hydrolysatmenge (und Gesamtglycerinmenge) ab. Vor- und 
~Nachschleich fehlen, da mitreagierende Substrate - -  z.B. 
Glucose - -  bei der Hydrolyseprozedur umgese~ zt werden. 
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Abb. 5a. Forflaufend registrierte Oesamtglycerinmessung im optischen Test bei Einsatz unterschiedlicher Serumhydrolysatmengen. (Eppendorf 366 rim, 

d =  1 era, E 0,1 ~ 2 cm, 5' ~ 1 cm). 1 Reaktionsgemiseh, 2 Hydrolysatzugabe, 3 GK-Zugabe, ~ Extinktion naeh abgelaufenem Test 
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Abb. 5b. Fortlaufend registrierte ,,freie" Glycerinmessung im optischen Test bei ]~insatz verschiedener Seren. (El0pendorf 366nm, d=l cm, 
0,1 _--~ 2 cm, ¥orschub 1 cm ~ 59 

derer Gliieksfall ist die, wenn auch begrenzte Stabilit~t 
des Reaktionsgemisches gegeniiber _~thanol mi t  dem 
das durch Alkalihydrolyse freigesetzte Gesamtglyccrin 
in den Test direkt eingebracht wird. 

I I I .  8. Auswertung. W/iBrigc Glycerineich]6sungen 
und in Xthanol  gelSstes ,, Gesamtglycerin ", also neu- 
trahsiertes Serumhydrolysat  zeigen keinen, oder nur  
einen geringen ,,Leerschleich". Diescr wird bei der 
Bes t immung des, ,freien Glycerins" mi t  direkter Serum- 
zugabe zum Tl~A-Puffer-Reaktionsgemisch erheblieh 
und differiert yon  Serum zu Serum. Er  mag zum 
wesentlichen Tell auf Verunreinignngen der Enzyme  
zuriiekgehen. Glycerokinasepr/~parate weisen z . B .  
eine Hexokinaseaktivit/~t auf. 

Versuchsanordnung. a) Von einem Serumhydrolysat wur- 
den unterschiedliche Hydrolysatmengen im Standardans~tz 
nach II. 5. gemessen und die Extinktions~nderung vor GK, 
wahrend und nach abgelaufener GK-Reaktion gegen die Zeit 
registriert. 

b) Die unterschiedliche, unspezifische Extinktionsabnahme 
macht hier eine exakte Ablesung nur bei fort]aufender Regi- 
strierung des optischen Tests mSglich. 

Eine exakte Abt rennung  der GK-bedingten Ex- 
tinktions/~nderung vom ,,Leerschleich" bzw. ,,Vor- 
und Nachschleich" ist zumindest  beim freien Glycerin 
~fir das MeBresultat, damit  auch ffir den Glycerid- 
Glycerinwert  entscheidend. 

Wiederholbarkeit  und  Reproduzierbarkeit ,  Richtig- 
keit und  ~qormalwerte yon  ,,freiem", , ,gesamtem" und  
yon  ,, Glycerid- Glycerin" als Bereehnungsgrundlage 
ffir die Serumtriglyceride werden im 2. Tefl der Arbeit  
untersucht .  

Zusammen]assung. Die Neutralfet te  im Blutserum 
und Gewebe lassen sich ~iber Glycerin exakt  ermitteln. 
,,Freies" und naeh alkoholiseher Verseifung nachweis- 
bares ,,Gesamt"-Glyeerin werden mit  Glycerokinase 
in einer dreistufigen enzymatischen Nachweisreaktion 
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fin Mikrover fahren  bes t immt .  Die  Differenz wird als 
, ,G lyce r id -Glyee r in"  angesprochen.  Reak t ionspr inz ip ,  
Durchf i ih rung  der  l~{ethode a n d  Berechnungsweise  
werden  ausf i ihr l ieh besproehen.  

Ff i r  freies Glycer in  werden  0,2 mi  Serum, f/Jr 
Gesamtg lyeer in  e twa  0 , 0 0 7 - - 0 , 0 1 5 m l  Serum gqui-  
va len te  I - Iydro lysa tmengen  in den  Tes t  eingesetzt .  Bei  
einer ,,Empfindlichkeit" yon  0,0008 ~Mol (wenn bei  
340 nm, bzw. 0,0015 ~Mol Glycerin,  wenn bei  366 nm 
gemessen wird),  k5nnen  noch ~/~0 bis ~/~0 des im 
N o r m a l s e r u m  vo rhandenen  freien bzw. Gesamt-  
glycer ins  m i t  den  S t anda rdans~ tzen  e r fag t  werden.  
Die obere Nachweisgrenze  re icht  d a n n  bis 0,15 bzw. 
0,3 ~tMol Glycer in ,  das  en t sp r i eh t  der  8- bzw. 15faehen 
Norma lmenge  fiir freies und  Gesamtglyeer in .  I n  don 
angegebenen  Grenzen Iiegen die  fiber Glyeer idglyeer in  
naehweisbaren  Tr ig lyce r idkonzen t ra t ionen .  Empf ind -  
] ichkei t  u n d  obere  Na.chweisgrenze kSnnen  ( lurch 
andere  Serum- bzw. I l y d r o l y s a t m e n g e n  in wei ten  
Grenzen va r i i e r t  und  der  jeweil igen Frages te l lung  an- 
g e p a g t  werden.  

Summary. Triglycerides in blood serum and tissue can be 
identified exactly by means of glyceride-glycerol. "Free" and 
"total" glycerol, measurable after alcoholic saponification, 
are determined by glycerolkinase in a three-step enzymatic 
proof-reaction by means of micro-methods. The difference 
between "total" and "free" glycerol is called "glyceride- 
glycerol". Reaction principles, working instructions and the 
calculation will be discussed in detail. 

The sensitivity of the standard test runs to 0,0008 respee- 
cively 0,0015 ~MoI glycerol or ~/~0 resp. ~/x0 of the normal con- 
tentrations. The "upper proof limit" is at  0,15 respectively 
0,3 ~Mol glycerol per test. This is equal to 8--15 times more 
than the normal of free and total glycerol. Sensitivity and 
upper proof limit can easily by varied and ada, pted to the 
formulation of the question. 
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Eine neue Bestimmung der 5~eutralfette im Blutserum und Gewebe 
I I .  Mit~eilung 

ZuverHissigkeit der Methode, andere Neutralfettbestimmungen, Normalwerte fiir Triglyeeride 
and Glycerin im menschliehen Blur 

M. EGGSTEIN 
Med. Univ.-Klinik Tiibingen (Direktor: Prof. Dr. H. E. BecK) 

Aktue l le  F e t t -  und  Kohlenhydra t s to f fwechse lun te r -  
suchungen ver langen  un te r  ande rem sehr , ,genaue"  
T r ig lyce r idmessungen im Blur.  Bere i t s  geringe Schwan- 
kungen  in teress ieren (EGGSTEIN, 1965). Die Kenntn i s ,  
wie zuverl/~ssig die nach  unseren  Empfeh lungen  (1. Mit- 
tei lung,  Kap .  I - - I I I )  be s t immten  Neu t ra l f e t twer t e  des 
Serums sind, bf ldet  dahe r  eine wesent l iche Voraus-  
se tznng ffir eine r icht ige  Befundbewer tung .  

IV. Zuverliissiglceit der enzymatischen Glycerin. and 
Triglyceridbestimmung 

Spezif i t~t ,  Empf ind l i chke i t ,  Rep roduz i e rba rke i t  
a n d  R ich t igke i t  en t sche iden  fiber den  W e r t  einer La-  
bora to r iumsmeBmethode .  

IV.1. Der  Wiederholungs/ehler und  die Reproduzier. 
barkeit ( r epea tab i l i ty  und  r ep roduc ib i l i t y  Def in i t ion  
bei  HUGHES 1952) werden  durch  die zuf~lligen Feh le r  
yon  Messungen, welche an  e inem Tag yon einem bzw. 
fiber Wochen  ver te i l t  yon  verschiedenen Untersuchern  
durchgeff ihr t  werden, bes~immt. Angegeben  wi rd  die  
S t anda rdabwe ichung  (S) oder  anschaul ieher  der  Var ia-  
t ionskoeff iz ient  

S -  100 
M 

Tabel le  4 enth/ i l t  die Mel3resul~ate yon  enzyma-  
t iseh b e s t i m m t e m  , ,freien" a n d  , ,Gesamtg lyeer in"  und  
ffir da raus  errechnetes  , ,Glycer idglycer in" .  Die s ta-  
t i s t i schen Grundwer te  ergeben f i i r / re ies  Glycer in  einen 


