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1. Einleitung

Immer wieder werden Getranke oder Praparate bebgni und beworben, die die
Alkoholelimination beschleunigen und eine rasche d umeutliche Senkung der
Blutalkoholkonzentration sowie eine entsprechendeindktung psychophysischer
Leistungsdefizite bewirken sollen. In aller Regebnkten solche Praparate derartige

Versprechungen nicht halten (vgl. Musshoff et &0

Ende der 1990er Jahre kam ,Sauerstoffwasser® bziv.Sawuerstoff angereichertes Wasser aus
Osterreich auf den deutschen Markt. Nachdem inrestl kein konkretes Gesundheitsrisiko
belegt war, wurden solche Produkte in Deutschlagdulgiet, allerdings mit einer befristeten
Ausnahmegenehmigung fur neun Jahre und bis zumemsshaftlichen Nachweis eines
erndhrungsphysiologischen Vorteils des Sauerstsdtzes. 2010 und 2011 waren immer noch
entsprechende Getranke (z.B. der Fa. Adelholzen#idem Markt, mit Sauerstoffanreicherung
und Sauerstoffgehalten zwischen 40 und 200 mg pey, Llaut Etikett, garantiert jeweils bis
zum Mindesthaltbarkeitsdatum. Wegen der Flichtigklels Sauerstoffs kommt es selbst in
verschlossenen, angebrochenen Flaschen zu Verlosteaur Halfte (vgl. Stiftung Warentest
5/2003).

Das neue ,Wundermittel“ sollte nach Herstelleraregatiber die Sauerstoffanreicherung neben einer
Starkung des Immunsystems, gesteigerter Durchigutumd héherer Leistungsfahigkeit auch
eine Optimierung des Stoffwechsels erméglichen.

Piantadosi (2006) bezweifelte einen Anstieg dee&aoffpartialdrucks in der Leber, wahrend Forth
et al (2001) davon ausgingen, dass eine Sauernsteitherung tber den Gastrointestinaltrakt in
der Leber erfolgt, da ein Anstieg des-Rartialdrucks in der Bauchhohle und der Pfortader
nachweisbar war. Ansonsten ist angesichts der Kdrate@nsverhaltnisse im Vergleich zur
physiologischen Sauerstoffaufnahme Uber die Lurcge 20-500 g pro Stunde gegeniber
maximal 24-226 mg uber einen Liter--@/asser) nicht von einer relevanten systemischen
Wirkung auszugehen (Leibetseder 2006, Piantadd¥)2@Ving-Gaia et al fanden 2005 keine
Leistungssteigerung nach dreitagiger Aufnahme vdn Bl Sauerstoffwasser pro kg
Kdrpergewicht und Tag bei mafig aktiven jungen MinnDarlber hinaus werden mdgliche
Risiken durch die Sauerstofferh6hung in der Pfatachd der Leber diskutiert, die sorgfaltig
Uberprift werden sollten (Arnaud 2006).



Vorstellbar erscheint, dass — insbesondere satfatsténgige — Stoffwechselvorgange in der Leber
beeinflusst werden, wie z.B. beim Alkoholabbau ¢&itb und Crow, 1985) oder auch bei
hepatischen Perfusionsstorungen. Neben Metabolsesuokleunigungen kommt allerdings
auch eine vermehrte Bildung von Radikalen durche eBauerstoffgabe als Folge eines
.oXidativen Stress* in Betracht. Deshalb wurden Rahmen der vorliegenden Arbeit auch
Ascorbylradikale bestimmt. In den folgenden Abstieni werden in Anlehnung an Karrer

(2011) kurz einige Aspekte beschrieben.

Oxidativer Stress wird als Missverhdltnis zwiscHermoxidantien und Antioxidantien definiert,
wobei Prooxidantien wie reaktive Sauerstoffspe@rfSS) tiberwiegen. Wesentliche Ursachen
fur die Bildung von ROS sind Veranderungen im Berader Elektronentransportkette in den
Mitochondrien, im Rahmen des Alterungsprozessesiesbei allen Zustanden, die mit einem
Ischamie/Reperfusions-Phanomen einhergehen (z.BanmDansplantationen, vgl. GoRling
2007).

Erhohte Radikalkonzentrationen (,oxidativer Strg¢skbnnen generell durch eine Reihe von
Belastungen auftreten und beispielsweise gastrisae®nen verursachen, an der Pathogenese
von toxischen und kanzerogenen Veranderungen amph@gas und Intestinaltrakt beteiligt sein
und zur Entstehung einer Leberzirrhose beitragémai# 1996, 2006, Reinke und Moore 1997).
Auch an der Entstehung von Autoimmunerkrankungerals@holkranken Patienten scheinen
Radikale fur die Genese von Autoantikdrpern mitaes@rtlich zu sein, ebenso bei anderen
Erkrankungen (Bagenholm et al 1997, Halliwell undtt@ridge 1989, Masumizu et al 2005,
Pietri et al 1990, 1994).

Inzwischen besteht eine Vielzahl von Publikationgber Bildung und Auswirkungen von
Sauerstoffradikalen. Auch Gber metabolisch bediRgtdikalbildungen nach Alkoholaufnahme
und mogliche, toxische Wirkungen und Organschadjganvurde berichtet (Albano und Clot
1996, Albano 2006, Cederbaum 1987, 1989, Mooré¢ #9835, Molina et al 2014, Reinke und
Moore 1997), meistens nach chronischer Alkoholltefasund in Tierversuchen. Andererseits
sollen bereits 1890 oxygenierte Absinthgetrankegeiseitliche Vorteile gehabt haben und nach
Versuchen in den 1920/30er Jahren Symptome eirkahalintoxikation abgeschwacht haben.

Versuche mit Rattenleberscheiben hatten positisa#@umenhange zwischen Sauerstoffsattigung und

Alkoholelimination gezeigt (Ubersicht bei Lachenaraind Rehm 2010).



1978 berichteten dann Hyvérinen et @ber einen beschleunigten Ethanolabbau bei dré&iakén,

denen zusétzlicher Sauerstoff Uber entsprechenereinperte Getranke zugefthrt wurde. Im
Humanversuch konnten diese Ergebnisse nach Aufnalome200 ml oxygeniertem Wasser
allerdings nicht bestatigt werden (Laakso et albl 9Taring und von Wartburg 1980). Die Arbeit
von Baek et al (2010, mit Untersuchungen nach @eliegenden) beschreibt eine beschleunigte
Ethanolelimination und Reduktion von Kater- bzw.ngaversymptomen, weist jedoch nach
einem kritischen Leserbrief von Lachenmeier undriR&010 erhebliche Mangel auf, die auch

durch die Antwort der Autoren nicht hinreichendkeaftet werden.

Neben der Frage inwieweit moglicherweise bereite dolusartige Einnahme von Ethanol ohne

Sauerstoffanreicherung die Bildung von Sauerstdiitaen beeinflusst (vgl. Karrer 2011) sollte
auch untersucht werden, welchen Einfluss sauesstgéireichertes Wasser im Vergleich zu

normalem Wasser in Verbindung mit einer Alkoholalifme hat.

Ergebnisse aus Humanversuchen Uber die Auswirkuagezeitiger, bolusartiger Alkoholbelastung

Zu

auf den Metabolismus von Sauerstoffradikalen warelmt auffindbar, speziell nicht im Hinblick
auf Pharmakokinetik und eine Differenzierung naetsehiedenen alkoholischen Getranken mit
unterschiedlichen Begleitstoffspektren und Auswigen auf den Radikalstoffwechsel. Im
Raum steht z.B. eine mogliche Wirkung von Radikadirn in Rotwein (Satoh 1996) bzw.
anitoxydative Kapazitaten von Rotwein (Jamroz 200R¢rner wird eine Bildung von
zellschadlichen Sauerstoffradikalen im Zuge deroAldverstoffwechselung tiber Cytochrome
P 450 2E1 diskutiert (Koop 2006). Die kurzliche tditung von Baek et al (2010) tber eine
raschere Alkoholelimination unter Einfluss von Satmffwasser stitzt sich nicht auf
Alkoholabbauwerte nach Auswertung von Eliminatiamsien, sondern lediglich auf das
Erreichen des Endpunkts der Alkoholelimination bzlas Erreichen von ,0,00“, mit nicht
Uberzeugenden Differenzen und auf einem ungeeigi&azept basierend (vgl. auch kritische

Anmerkungen von Lachenmeier und Rehm 2010).

einer Vielzahl von Antioxidantien bzw. ,Radikaffigern“ wie beispielsweise Enzymen

(Superoxiddismutasen, Glutathionperoxidasen u.d)Substanzen wie Glutathion z&hlen auch
Vitamin E und Vitamin C bzw. Ascorbinsaure. Nachekaturangaben widerspiegelt der
Nachweis einer vermehrten Bildung von Ascorbylratkk zwar nicht den gesamten oxidativen
Stressstatus, gilt jedoch als entsprechender Méflsiton et al 1999, Buettner 1993, Halliwell

1989, Pietri 1990, 1994, Roginsky 1994).



Schoenberg et al konnten 2002 im Humanversuch dgglmaRiger Aufnahme von Sauerstoff-
angereichertem Wasser (ab 30 mg Sauerstoff/Liiag eeitlich begrenzte, geringe Erhdhung
der Serumkonzentration des Ascorbylradikals nacéeveiGruber et al (2005) berichteten Gber
eine Erhdhung von Ascorbylradikalen beim Menschem v¥8 auf 65 nmol/l ab einem

Sauerstoffzusatz von 30 mg/l im Wasser.

Systematische Trinkversuche mit Alkohol, mit unchelsauerstoffangereichertem Wasser, zur Frage
eines oxidativen Stress mit moéglichen Auswirkungem den Stoffwechsel von Ethanol und
Begleitstoffen wurden nach der verfligbaren Litardisher offenbar nicht durchgefuhrt. Die
vorliegende Arbeit sollte als Teil einer umfasserdeStudie den Stoffwechsel von Ethanol und
dessen Hauptabbauproduktes Acetaldehyd ohne undsamirstoffangereichertem Wasser
untersuchen, speziell im Hinblick auf eine eventuggdsteigerte Ethanolelimination. Das
Verhalten von (Ascorbyl-)Radikalen und Begleitstoff wurde getrennt untersucht (vgl.

Dissertation von Karrer 2011 sowie von Strehlow£20a Arbeit).



2. Grundlagen

2.1 Alkoholelimination, Alkoholmetabolismus

Grundlagen des Alkoholstoffwechsels nach kurzzeitiraler Alkoholaufnahme mit Resorptions-,
Distributions- und Eliminationsphasen und Elimioascharakteristika sind in Abb. 1 und 2
beschrieben (Ubersichten vgl. Seitz 2000, Gilg 2005Jones 2011).

Widmark-Kurve, Widmark-Formel und -Parameter
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Abb. 1: Typische Konzentrations-Zeitkurve von Etharol bzw. Alkoholverlaufskurve nach
bolusartiger  Alkoholaufnahme mit Widmark-Formel und mit wesentlichen
Charakteristika.

¢ = Blutalkoholkonzentration (BAK)cCmax = maximale erreichte BAK, .c= theoretisch
errechneter BAK-Wert bzw. aus dem Kurvenverlauf riBetropolation zurtickgerechneter

BAK-Wert;

coWidmark = nach Widmark errechneter maximaler Westco, Widmark in % ist sog.

Resorptionsdefizit
Dosis= Alkoholdosis in g
kg = Kérpergewicht in kg

r = Reduktionsfaktor, entsprechend dem Verteilunigswen bzw. Kérperwasseranteil (aus Gilg
2005a/b)



Maximal 2-5 % des aufgenommenen Alkohols bzw. EdhbafCGHsOH, im Folgenden auch synonym
zu verstehen) wird Gber Atmung, Schweil3 und Uriysiitalisch unveréndert ausgeschieden, ca.
0,5 % wird zu Fettsaureethylester konjugiert bzvucgronidiert und Utber die Niere

ausgeschieden.

Etwa 95 % des Alkohols wird metabolisiert und haéphlich zu etwa 90 % durch die hepatische
Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Acetaldehyd (=EthagaH4O) oxidiert, das dann durch die
Aldehyddehydrogenase (ALDH) zu Acetat (=Essigsa@g;isOH) verstoffwechselt wird.
Acetat wird schlie3lich durch Thiokinase Uber At€lpenzym A im Zitronensaurezyklus zu
Wasser (HO) und Kohlenséure (Gpabgebaut (siehe Abb. 2). Der Ethanolabbau istdmeg,
da sowohl die ADH als auch die ALDH das Co-EnzymDN#endstigen, das bei diesen Prozessen

in NADH umgewandelt wird und anschliel3end wiedeNAD reoxidiert werden muss. Dieser
Vorgang ist der limitierende Faktor beim Alkoholabbiber ADH und dafiir verantwortlich,
dass Alkohol nahezu konzentrationsunabhangig urehti abgebaut wird (siehe Abb. 1), wie
Widmark (1932) bereits in der ersten Hélfte desJ&hrhunderts herausfand, ohne jedoch die
genauen Mechanismen des Alkoholabbaus zu kenndrezerichnete die negative Steigung der
Alkoholabbauphase mit dem griechischen Buchstgbend berichtete Uber einen Mittelwert
von 16 mg/dl/h fir gesunde, nahrungsnichterne Rersmit maRigen Trinkgewohnheiten. Dies
entspricht 0,16 g/l/h bzw. knapp 0,16 g/kg/l/h £#8%./h bei Bezug auf Masseverhaltnisse. Der
geringste beobachtete Wert lag bei 10 mg/di/h wrchdchste bei 25 mg/di/h.

In der forensischen Praxis werden nach wie vor iBEtmonswerte von mindestens 0,10 %o/h,
wahrscheinlich 0,15 %./h und bis zu 0,20 %./h zu @Eeumgelegt (vgl. Gilg 2005a/b). Eine
Steigerung des Alkoholabbaus tGber eine Enzymindokter ADH ist nicht méglich, ggf. jedoch
Uber eine beschleunigte Reoxydation gebildeten NADMie Uber erhdhte Sauerstoffspiegel
oder z.B. Fructose, ferner durch EnzyminduktionAlkoholikern (siehe 2.2).

Seit Widmark (1932) gibt es unzahlige Untersuchargen Alkoholabbau, mit Hinweisen fur etwas
hohere, stiindliche Abbauwerte als 0,15 %0 bei Frangglicherweise auch bei Mannern (vgl.
Ubersichten z.B. bei Gilg 1995, 2005a/b, Dettli®®2, 2008, 2009 und Jones 1993, 2008, 2010
und 2011).
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Absorption

v
Distribution
v
| Metabolismus (enzymatisch) |<—| Elimination | —» | Exkretion (max. 5 %)
Ethanol X .
/ \ Konjugation/
ADH M EOS (Katalase) nicht enzymatisch
NADPH Ethylglucuronid
NAD" H,0, Fettsaureathylester
NADP* Phosphatidylethanol
NADH 2H,0
Acetaldehyd
ALDH unverandert
als Ethanol in:
— Urin
Shuttle
NADH L » Atem
Acetat NADH ’x—\ NADP” —» Schweil
HZO Co NAD" NADPH

Abb. 2: Ethanolelimination: Uberblick tber die verschiedenen Stoffwechselwege des
Alkoholabbaus (ADH, MEOS (Cytochrom P450 2E1), Katalase)

Ethanol kann — zunehmend ab 1 %. Blutalkoholkonzgioin (BAK) — auch Uber ein mikrosomales
ethanoloxidierendes System (MEOS) verstoffwechseltden, mittels Cytochrom P450 2E1
(CYP2EL). Dabei wird Ethanol in den Mikrosomen teberzellen unter Sauerstoffverbrauch

zu Acetaldehyd oxidiert. Insofern kdnnte eine Sstadizufuhr Gber die Portalvene wie durch
sauerstoffangereichertes Wasser moglicherweisénzn metabolischen Induktion fuhren. Bei
chronischem Alkoholabusus kann es Uber eine Enzyukilon mit 4-10facher Erh6hung des
mitochondrialen Cytochrom P450 2E1 zu deutlich gygstten Eliminationsraten von bis zu
0,30/0,35 %o/h kommen, mit moglicher Bedeutung fie &raxis der forensischen BAK-

Ruckrechnung (Ubersichten bei Lieber 1999, 200agliBro 1992, Haffner 1991, 1992, Jones
1993, 2008, 2010, 2011).

Maoglicherweise kommt auch eine kurzfristige Steugey der Alkoholabbaurate in Betracht, der so
genannte "swift increase of alcohol metabolism" A(@), der mit einem erhdhten
Sauerstoffbedarf und einer perizentralen Hypoxie laber einhergeht. Teilweise wurde ein

Anstieg der Alkoholstoffwechselrate (um 20-40 % &tewei bis vier Stunden nach der
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Alkoholeinnahme beobachtet (Thurman RG, 1989).deibhtes Angebot an den Co-Faktoren
NAD™ und HO- soll fur erhdhte Aktivitat der ADH und auch dertilase verantwortlich sein
(Bradford 2005)Yuki und Thurman (1980) stellten bei Ratten ca. zweieinhalb Stundesh der
einmaligen intragastrischen Applikation von 5 g d&tbl pro kg Korpergewicht (!!) einen
Anstieg des Sauerstoffverbrauchs auf das Doppeast. fAuch wenn derartige massive
Alkoholbelastungen eher unrealistisch und auf Huredméltnisse problematisch zu Gbertragen
sind, spielt moglicherweise ein erhdhter Sauerstoffrauch der Leber eine Rolle, der Uber
Faktoren wie Nahrungsaufnahme u.a. Uber eine vktst®fortaderdurchblutung zu solchen
Effekten fuhrt.

Der dritte Abbauweg Uber die in den Peroxisomemlislerte_Katalase unter Verbrauch vopCA

spielt unter physiologischen Bedingungen nur eimengeordnete Nebenrolle (Lieber 2005), da

nur eine geringe Menge an®b zur Verfigung steht (Olson 1987).

Allen drei Stoffwechselwegen gemeinsam ist der ales Alkoholoxydation resultierende
Acetaldehyd, der auf Grund der begrenzten Ethanaltion in relativ geringen Mengen
entsteht und bei kurzer Halbwertszeit im Minuteebdr rasch zu Acetat abgebaut wird.
Gleichwohl wird dem sehr reaktiven Acetaldehyd sockie Wirkung zugeschrieben, u.a. im
Hinblick einerseits auf Cancerogenese, anderersgitertraglichkeitserscheinungen. Speziell
bei genetisch bedingter ALDH-Defizienz und bei Me&anenteneinfluss wie durch Disulfiram
(-Antabuseffekt”) resultieren erhohte Acetaldehyidgel mit typischer Symptomatik. Im
Speichel kann Acetaldehyd mikrobiell aus Ethandlilget werden. Wahrend Acetaldehyd die
Blut-Hirnschranke kaum Uberwindet, kbnnte eine t&misng direkt im ZNS durch Ethanolabbau
Uber ADH, Cytochrome P450 2E1 oder Katalase eirleRpielen (Zimatkin 1997). Im Ubrigen
entsteht sogar bei der Verbrennung von Superko#fft10 mit 10 % Bioethanolanteil
Acetaldehyd, was als Vorlaufer von Ozon angesehiem, wchadliche Auswirkungen werden
diskutiert (vgl. Ubersicht in der Stellungnahme dasidesinstituts fir Risikobewertung Nr.
022/2010 vom 4.5.2010).

Generell und speziell im Hinblick auf Acetaldehydimengen im Serum, Plasma oder Vollblut sind
analytische Probleme zu berticksichtigen (vgl. Dates.1).
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2.2 beschleunigte Elimination (,Promillekiller)

Immer wieder werden Substanzen beschrieben, didlfleholabbau beschleunigen sollen, wie z.B.
Koffein, Aloin (Chinon-Derivat von Aloe), Honig, 8grita (mexikanischer Gewdrzsaft) und vor
allem Fructose (Thieden 1965, Scholz 1976). Pletseh al fanden 1952 bei Hunden nach
Einnahme von 1-2 g Fructose pro kg Korpergewichtd @8tunde eine Steigerung der
Alkoholoxidation um 80 %, beim Menschen ergaber Mersuche nach Infusion der gleichen
Fructosemenge eine Steigerung um 70 %. Bei oralectése-zufuhr kamen Lundquist und
Wolthers zu dem gleichen Ergebnis (1958). Crownateal zeigten 1986 bei gleichzeitiger
Einnahme von Fructose zu Alkohol lediglich einenednigeren Spitzenwert der
Blutalkoholkurve, bei Einnahme von Fructose 30 Mémunach Alkoholzufuhr fanden sie einen
um durchschnittlich 25 % beschleunigten Alkoholfstechsel. Scholz und Nohl lieferten schon
1976 eine magliche Erklarung dafir. Sie entnahnieeni Ergebnissen, dass Fructose die
Ethanoloxidation indirekt tber eine Erhdhung desrGieverbrauchs der Leber steigert (Bildung
von Glucose aus Fructose). Hieraus folgen eineh¢ehRate oxidativer Phosphorylierung und
eine erhohte Kapazitat der Atmungskette, mit rasstiReoxidation des im Alkoholstoffwechsel
entstehenden NADH und anderer Substrate. Kleibat @985) kamen bei der Untersuchung
von ,Neukamm®, einem auf Fructose basierenden @kfrau einem anderen Ergebnis: Sie
konnten keine Beschleunigung des Alkoholabbaustditn. Letztlich ist eine Beschleunigung
der enzymatischen Ethanolmetabolisierung durchhéeh®eoxydation des dabei gebildeten
NADH’s uUber Substanzen wie Fructose mdglich, jeddainch die Unvertraglichkeit der
erforderlichen Mengen limitiert (Ubersichten zuck@n als ,Promillekiller* bezeichneten und
beworbenen Produkten, meist mit Fructose, teildh atitamin C u.a., finden sich bei Kleiber
1985, Schmidt 2000 und Muf3hoff 2006).

Kalant beschrieb 2005 in seiner Arbeit, dass dim&hme von Fett, Kohlenhydraten oder Proteinen
direkt vor oder zusammen mit der Einnahme von Atkah gleichem Mal3e die Entleerung des
Magens verzdgern und die maximale Blutalkoholkotztion nach der gleichen Dosis von

Alkohol verringern.

Vitamin C (Ascorbinsdure) kann den ,Kater” nach rib&3igem Alkoholgenuss mildern (Herbrich
1963). Zudem wurde eine erhdhte Alkoholeliminatiomch Stimulation der ADH nach Vitamin
C-Gabe festgestellt, allerdings nicht bei Einmaigamndern im Verlauf von zwei Wochen mit

einer taglichen Gabe von 1 g (Krasner 1974).
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Bereits 1967 untersuchten Gruner et al den EinflassSauerstoffatmung auf die Blutalkoholkurve
und die alkoholbedingte Leistungsminderung. Sie nkem zeigen, dass sich die
alkoholbedingten Funktionsstérungen zwar vermindief®en, die Blutalkoholkurve sich aber
nur kurz im Sinne einer Senkung anderte, dann Jedolenell wieder ausglich. Ahnliche Effekte

wurden auch bei adrenalinbedingter Stresswirkumdpéehtet (Griiner 1958).

Falls der hepatische Alkoholmetabolismus oxydaéstgigert werden kann, stellt sich die Frage, ob
sauerstoffangereicherte Flussigkeiten Uberhauptessbaren bzw. relevanten Erhéhungen der
Sauerstoffspiegel speziell in der Leber bzw. imté&dweenenblut fuhren konnen. 2001 zeigten
Forth und Adam bei Kaninchen eine Steigerung degiStoffgehaltes in der Portalvene um bis
zu 14 mmHg nach der intragastrischen Zufuhr vomBfhit Sauerstoff angereicherten Wassers
(80-150 mg @/l). Zuvor hatten Hyvéarinen et al bei Hunden nadinagastraler Applikation von
sauerstoffangereichertem Wasser in der Portalvieeesteigerung des Sauerstoffpartialdruckes
von 7-8 % gefunden, der 10 bzw. 15 Minuten anliid78). Zu dem gleichen Ergebnis kamen
Leibetseder et al 2006, die die Versuchspersoneai #dochen lang taglich 1,5 Liter

Sauerstoffwasser zu sich nehmen liel3en.

Hyvarinen et al untersuchten dann den Einfluss rstaféangereichter Getranke (Wasser und
Orangensaft mit 64 14 mg Q/I ) auf den Alkoholabbau bei Affen. Sie kamen mmdErgebnis,
dass die Alkoholabbaurate nach Aufnahme sauersgdfeicherter Getrdnke um
durchschnittlich 60 % zunahm (1978). Im Humanvehnskeonnte die gleiche Forschergruppe
jedoch keine Veranderung des Alkoholstoffwechselscld oxygeniertes Wasser feststellen
(Laakso 1979). Maring und von Wartburg hatten herel980 keinen Effekt von
Sauerstoffwasser auf den Alkoholabbau feststeltern&n.

14



3. Material und Methode

3.1 Material und Studienaufbau

Nach Zusage auf einen Antrag zur Gewahrung vondfiritteln aus der Stiftung der MMW wurde
die Studie mit 7.500 € unterstitzt (EntschadigurfgeNersuchspersonen, allg. Sachkosten: ca.
600 Radikalbestimmungen, ca. 1.500 Blutuntersuchonguf Alkohol und 1.500 auf
Begleitstoffe). Die Studie erfolgte unter 3 Aspekbzw. Zielsetzungen:

1. Verhalten von Ascorbylradikalen (Dissertatiom¢arrer 2011)

2. Verhalten von Ethanol und Acetaldehyd mit undneohsauerstoffangereichertem Wasser
(vorliegende Arbeit)

3. Verhalten von Begleitstoffen (Dissertation vdreSlow, in Arbeit)

Durchgefiihrt wurden 4 Versuchsreihen mit je 6 gdsariVersuchspersonen und an je 2 Samstagen
im Wochenabstand, somit insgesamt 24 Versuche.edsu@hsreihe wurden als alkoholisches
Getrank Rotwein, Wodka, Bier und Obstbranntweinabegicht. Je Versuchstag wurde
innerhalb jeder Versuchsreihe randomisiert, plakebtvolliert und doppelblind eine
zusatzliche Aufnahme von Wasser mib-@nreicherung oder mit normalem >@ehalt
durchgefuhrt. Zuséatzlich wurde eine weitere Versuveime an nur einem Versuchstag ohne
Alkoholeinnahme unter alleiniger Aufnahme von sat@fangereichertem Wasser festgelegt.
Diese Versuchsreihe diente als Kontrollgruppe umn dalleinigen Einfluss von
sauerstoffangereichertem Wasser gegentuber derdoogien Einnahme von Alkohol auf die

Bildung von Ascorbylradikalen einschatzen zu kdnnen

Die Versuche wurden mit 21 gesunden freiwilligems®aen durchgefihrt, davon 20 mannlichen im
Alter von 17 bis 28 Jahren sowie einer weiblichenAlter von 25 Jahren. Alle Probanden
wurden mit einem Aufklarungsbogen und mindlich Uden Versuchsablauf informiert und
aufgeklart und nahmen nach Zustimmung freiwillid teei einer Aufwandsentschadigung von
50 € je Versuchstag. Den Probanden stand es lfrei, Tieilnahme ohne Angabe von Grinden
jederzeit abzubrechen. Keine der Versuchspersoraehta von dieser Moglichkeit Gebrauch.
Drei der mannlichen Versuchspersonen nahmen an Ewm@rimenten, zwei der mannlichen
Versuchspersonen nahmen an drei ExperimentenetrilVersuchsteilnehmer musste wegen

Ubelkeit und Erbrechen den Versuch abbrechen. Eiezéorversuche bzw. erste Versuche
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waren wegen Ausfall der Kiihlzentrifuge hinsichtlodr dann zu niedrigen und nicht plausiblen
Ascorbylradikalwerte nicht verwertbar und wurdered@rholt. Insgesamt standen 24 gultige
Versuche zur Auswertung zur Verfiigung.

Zum Ausschluss einer Leberfunktionsstérung wurdeinaien VersuchspersongrGT, GOT und
GPT Uberprift, hier lagen samtliche Werte im Norrels (GOT 28-50 U/I, Referenzbereiche
mannlich 28-50, weiblich 10-35 U/l, GPT 13-44 WReferenzbereich méannlich 10-50, weiblich
10-35 U/l,y-GT 9-46 U/l Referenzbereich mannlich < 66, weiblic 39 U/l. Tab. 1 (wie bei
Karrer 2011) gibt eine Ubersicht tiber weitere Dstand Rahmenbedingungen.
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redezuiertes .
V/8 24 | m 83 / 190 23 58,1 83 Obstler 38,0% 280 ml 1,47%0 10-12 Bier/Woche
V/4 28 /' m 91 / 187 26 63,7 91 Bier 5,6% 2250 ml 1,58%0 8-10 Bier/Woche
VI2 26 /' m 71 | 184 21 49,7 71 Bier 5,6% 1750 ml 1,58%0 12-14 Bier/Woche
IV/5 24 | m 85 / 193 23 59,5 85 Rotwein 12,0% 850 ml 1,37%o gelegentlich
IV/3 28 /' m 74 | 179 23 51,8 74 Rotwein 12,0% 740 ml 1,37%o 1 Bier/Tag
VI3 26 /' m 90 / 185 26 63 0 Weissbier 4,8% 2500 ml 1,52%0 gelegentlich
V/5 24 | m 68 [/ 175 22 47,6 68 Obstler 38,0% 220 ml 1,44%0 gelegentlich
/2 17 / m 74 | 180 23 51,8 74 Weisshier 4,8% 1950 ml 1,48%0 1 Bier/Tag
IvV/2 17 /' m 75 | 180 23 52,5 75 Rotwein 12,0% 750 ml 1,37%o 1 Bier/Tag
/1 23 /' m 83 / 179 26 58,1 83 Weissbier 4,8% 2000 ml 1,45%0 2 Bier/Tag
Iv/4 23 /' m 82 [/ 179 26 57,4 82 Rotwein 12,0% 820 ml 1,37%o 2 Bier/Tag
V/9 23 /' m 80 / 182 24 56 80 Obstler 38,0% 260 ml 1,41%0 6 Bier/'Woche
IvV/1 19 /' m 70 | 178 22 49 70 Rotwein 12,0% 700 ml 1,37%0 2 Bier/Woche
/3 27 | m 93 / 186 27 65,1 93 Weissbier 4,8% 2500 ml 1,47%0 2 Bier/Tag
V/6 27 | m 93 / 186 27 65,1 93 Obstler 38,0% 300 ml 1,40%0 2 Bier/Tag
/5 23 /' m 60 / 176 19 42 60 Rotwein 12,0% 630 ml 1,44%0 3-4 Bier/Woche
Vi1 23 /' m 70 | 192 19 49 70 Obstler 38,0% 240 ml 1,47%o0 10 Bier/Woche
vI7 25 /I w 63 / 171 22 37,8 (=0,6) 63 Obstler 38,0% 180 ml 1,43%0 10-12 Bier/Woche
/4 23 /' m 65 [/ 179 20 45,5 65 Wodka 40,0% 200 ml 1,41%0 1-2 Bier/Tag
/5 28 /' m 74 | 179 23 51,8 74 Wodka 40,0% 230 ml 1,42%0 1 Bier/Tag
/3 24 | m 74 | 184 22 51,8 74 Wodka 40,0% 230 ml 1,42%0 gelegentlich
12 25 /' m 73 | 182 22 51,1 73 Wodka 40,0% 220 ml 1,38%0 1 Bier/Tag
1 21 /' m 92 | 187 26 64,4 92 Wodka 40,0% 280 ml 1,39%o 2 Bier/Tag
w4 23/ m 84 / 188 24 58,8 84 Wodka 40,0% 260 ml 1,41%0 2 Bier/Tag
1g Ethanol /kg KG ergibt nicht 1%. BAK als Maximalwert, sondern aufgrund des Verteilungsraums / Widmarkfaktors bei r=0,7 entspricht dies 1,428%o

Tab.1: Versuchspersonen




Die Alkoholversuche fanden an zwei aufeinanderfotigsn Samstagen statt, mit einer Ausnahme: Da

Die

bei einem Probanden am 2. Versuchstag Restalkobel iine Atemalkoholmessung
nachgewiesen wurde, wurde der 2. Versuchstag idatauffolgenden Woche wiederholt. Nach
diesen Versuchen erhielten drei Personen an eimgateth Versuchstag ausschlie3lich
sauerstoffangereichertes Wasser ohne Alkohol. Ndiesem Versuchstag wussten Untersucher

und Probanden, dass mit Sauerstoff angereicheréss&k getrunken wurde.

Versuchspersonen wurden in vier Gruppen eingeteobei jede Gruppe ein alkoholhaltiges
Getrank zugewiesen bekam. Es wurden Versuche ntwdRo (Affaltracher Dornfelder 12 %
vol oder Vol-%), Bier (Unertl Weil3bier 4,8 % vol diugustiner Edelstoff 5,6 % vol, je drei
Mal), Obstbranntwein (Obstwésserli August Kran28&ol) und Wodka (Moskovskaya 40 %
vol) durchgefiihrt. Teilnehmer VP IV/5 in der Rotwegruppe erschien mit Restalkohol zu einem
Versuch, der dann wiederholt wurde. In der Gruppe @bstbranntwein erschienen zwel
Versuchspersonen mit Restalkohol, eine Wiederholengaus organisatorischen Griinden nicht

maoglich. Die Befunde wurden entsprechend diskutied soweit moglich mit einbezogen.

Die Versuchspersonen erhielten die Auflage, gegghr&in normales (kontinentales) Frihstuck zu

sich zu nehmen und ab dann Nahrungskarenz eineunhalkr Versuchsbeginn war fir 11 Uhr
angesetzt. Erst nach Abschluss der Alkoholresarp{® Stunden nach Trinkende) wurden

belegte Brétchen zum Verzehr gereicht.

Die orale Alkoholbelastung betrug bei den méannickersuchspersonen innerhalb einer Stunde 1,0

g Alkohol/kg Korpergewicht, bei weiblichen 0,9 gk&hol/kg Kérpergewicht, entsprechend

einer Ziel-BAK von 1,0 bis 1,2 %.. Begleitend zurk@holaufnahme mussten die Probanden an
den beiden Versuchstagen je einmal sauerstoffaicherees Wasser und einmal normales
Wasser trinken, in zufallig festgelegter Reihenéolgqnd zwar 0,3 Liter Wasser zu Beginn des
Trinkversuches und alle 30 Minuten bis Trinkenasyie dann mindestens 0,3 Liter Wasser jede
weitere Stunde, ad libidum, d.h. ohne BeschranldergWWasseraufnahme. Bis zum Zeitpunkt
nach der Auswertung der Daten hatten weder die @Pd#n noch die Untersucher eine

Information Uber die Art des zugefuhrten Mineralgexs. Das Design der Studie war deshalb

doppelblind, kontrolliert und gekreuzt.

Das sauerstoffangereicherte Wasser war von deraFidelholzener, Marke £Active, damals in

0,5 Liter Glasflaschen, und enthielt nach Herstatigaben physikalisch geldst mindestens 60,



durchschnittlich aber 90 mgQiter Wasser. Das normale Wasser, das 4-7 aigit®r Wasser
enthalt, wurde von der Herstellerfirma in die ghein Flaschen abgefillt und dann von einem
Dritten (Frau Schénberg) mit roter bzw. griner anbarkiert, so dass weder die Probanden
noch die Versuchsleiter den Inhalt der Flaschemtcam Aktuell werden 2010 von Adelholzener
5 verschiedene Arten in 0,75 Liter Kunststoffflascrangeboten, mit dem 25fachesp@ehalt
gegenuber normalem Mineralwasser, also mindest@nm@/l gegenuber normal 2,5 mg/l.
Getrunken  wurde meist direkt aus den Glasflaschedie danach per
Aluminiumschraubverschluss verschlossen wurdenAbgabemengen an Wasser und Alkohol
wurden auch zeitlich protokolliert. Die Trinkmengan Wasser lagen bei mindestens 4,0 Liter
bis zu 9,5 Liter Uber mindestens 6 Stunden (dieigenFrau hatte als Mindesttrinkmenge 2,5
Liter). Dies entspricht bei mindestens 60 mg [@o Liter nach Herstellerangabe (s.0.) einer
Sauerstoffbelastung von mindestens 240-570 mg beiwmaximal moglichen 90 mg.(ro
Liter Sauerstoffbelastungen von maximal 360-855 mgrchschnittlich wurden 6,2 Liter

getrunken, entsprechend ca. 360-540 mg O

Bevor mit der Alkoholaufnahme begonnen wurde, wuddsn Versuchspersonen durch den

Die

betreuenden Anasthesisten und damaligen DoktoraK@erer (vgl. Dissertation 2011) zur
Blutentnahme ein peripher-venféser Zugang in die it@ub oder eine grol3kalibrige
Unterarmvene gelegt. Sodann wurde die Null-Blutpr@mtnommen, auf3erdem wurde eine
Atemalkoholprobe zur Verifizierung der Alkoholniehtheit durchgefihrt. Die Blutproben
wurden nach Trinkbeginn fur 3 Stunden alle 30 M@muentnommen, dann alle 60 Minuten,
insgesamt bis zu 8 Stunden nach Trinkbeginn, irssgesn Laufe der zwei Versuchstage 48
Blutproben. Zu jedem Zeitpunkt wurden je zwei Prob@ekt hintereinander enthnommen. Pro
Blutentnahme (BE) wurden etwa je 6 ml (EDTA), inradt Monovetten, abgenommen.
Insgesamt wurden zweimal je 12 Blutproben pro Vemstag, entsprechend 144 ml Blut

abgenommen.

1. Blutprobe war fur die Bestimmung des Asctnddikals und der Begleitstoffe vorgesehen.
Die Blutprobe wurde sofort auf Eis verbracht, dander Kihlzentrifuge tber 3 Minuten bei 4
°C und zwischen 3.500 bis 5.000 Umdrehungen/Mimtrfagiert. Anschlieend wurde das
Plasma sofort abpipettiert und unmittelbar bei ragtdns —18 °C eingefroren. Der Transport des
Plasmas zum Speziallabor fur die Messungen desrBgcadikals erfolgte in flissigem
Stickstoff (detaillierte Ergebnisse bei Karrer 21Nach Auftauen wurden an diesen
.Eisproben” Begleitstoffanalysen im weiteren Veflaxach der Routinemethode durchgefuhrt

(s.u.).
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Die 2. Blutprobe unmittelbar danach aus demselbegadg erfolgte fir die routinemalige
Bestimmung der Blutalkoholkonzentration (BAK) undex weiteren Begleitstoffanalyse wie in
routinemanig gelagerten Blutproben. Die Probentigmstanden zunachst bei Raumtemperatur
mehrere Stunden und wurden dann stehend im Kulaskhrei 4 °C mit Serumuiberstand etwa
zwei Tage aufbewahrt, bis dann nach Ublicher Zewation im Serum routinemafig die
forensische Alkohol-/Ethanolbestimmung mit Umreahgin Vollblutwerte bzw. BAK erfolgte.
Dies entspricht Routineverhaltnissen, ein evergueih-vitro-Abbau der BAK ist dabei

allerdings analysenbedingt bei dem vorgegebenerfikdiiphkeitsoptimum nicht abgrenzbar.

Mit der Begleitstoffanalyse sind im Gegensatz zukKBBestimmung auf Grund der hohen
Empfindlichkeit eventuelle Veranderungen bzw. itreviund ggf. enzymatisch bedingte
Abnahmen der Ethanol-, Acetaldehyd- und Begleitktoizentrationen erfassbar. Die
Begleitstoffanalyse erfolgte im Verlauf einiger T®agnach Kuihlschranklagerung im
abpipettierten Serum, zum Vergleich mit den Eisprolbzw. den Proben mit enzym- und
abbauhemmender Vorbehandlung mit Eis und KihlZegti

Acetaldehydbestimmungen im (Voll)Blut, Plasma o@erum sind problematisch, vor allem bei
niedrigen wie z.B. endogenen Spiegeln (Luben 1&fksson 1980, 1983, 1993, Fukunaga
1993), bei Head-Space Gaschromatographie auf Gtand hermoinstabilitdt und Reaktivitat
(Kristofferson 2006, Tiscione 2011) sowie bei Depnaisierung (Stowell 1977, 1978, 1989).
Am ehesten sind eindeutig erhéhte Acetaldehydspirem bei ALDH-defizienten Asiaten oder
nach ALDH-blockierender Disulfiramgabe differenbiar (Fischer 1982a/b, Inoue 1984).
Ansonsten kommt es nach Literaturangaben bei Atehgbbestimmungen in-vitro ohne
entsprechende Vorkehrungen wie rascheste Kuhlungl U(roteinzerstérung durch
Eiweissfallung zu enzymatisch vermittelten, metaoblen Veranderungen. Dabei ist sowohl
ein enzymatischer Ethanolabbau in-vitro Uber ADHe{@f-Tackmann 1981, Erickson 1991,
Dubowski 1997, Ferrari 2006) als auch ein Acetayjdabbau in-vitro tber ALDH (Meier-
Tackmann 1981, Eckey 1990, Helander 1993) besamiebariber hinaus ist auch ein nicht-
enzymatischer Ethanolabbau zu Acetaldehyd in-Wéschrieben (Sippel 1973), z.B. auch Uber
Oxyhamoglobin (Brown 1973, Smalldon 1973, Christendi984, Chen 1994). Auch eine
Freisetzung von Acetaldehyd aus Addukten wie mimb@lobin durch Hamolyse kann eine
Rolle spielen, mit einem Anstieg von Acetaldehyd tsgerungsbedingter, zunehmender
Hamolyse auch nach eigenen Erfahrungen. Insoferrdemuim Lauf der Zeit verbesserte
Analysenmethoden entwickelt und definiert (vgl. Mrapwicz 1970, 1975, Lindros 1983, Di
Padova 1986, Hernandez-Munoz 1992).
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Zur Bestimmung eines moglichen enzymatischen im\Abbaus von Alkohol bzw. Ethanol z.B.
durch ADH (vgl. Meier — Tackmann et al 1981, Che#sii994) oder Uber Oxyhamoglobin
(Brown 1973, Smalldon 1973, Winek 1978, Christmd@@84, Chen 1994, Penetar 2008,
Wigmore 2009) wurden sowohl Acetaldehyd als ergtboholabbauprodukt als auch die
Serumalkoholkonzentration (SAK) simultan mittels dechempfindlichen und trennscharfen
Methode der Begleitstoffanalyse bestimmt.

Insbesondere sollten die Alkohol-Abbaugeschwindigkeund das Verhalten von Acetaldehyd mit
und ohne sauerstoffangereichertem Wasser vergliwleten. Einschlusskriterien waren BAK-
Werte mit mindestens 0,15 %o (der Umschlagspunksawan linearem und exponentiellem
Ethanolabbau liegt in der Regel unter einer BAK Wb %o, vgl. Mattern et al 1983) und
Blutproben mindestens zwei Stunden nach Trinkerdkr allenfalls friher, wenn aus dem
individuellen Kurvenverlauf eindeutig eine abgessSene Alkoholresorption bei linearem
BAK-Abfall zu entnehmen war. Die Studie wurde andomisierte, placebokontrollierte
Doppelblindstudie angelegt. Erste Zielsetzung warErmittlung der BAK-Abbauratef3g0-
Wert) im Vergleich von sauerstoffangereichertem ¥¢agu normalem Wasser. Das zweite Ziel
war die Bestimmung der SAK- und Acetaldehyd-WemeJergleich der tiefgekihlten und kuhl

gelagerten Proben.

3.2 Methoden

Die Bestimmung der Blutalkoholkonzentration (BAKifatgte im Institut fir Rechtsmedizin der
LMU Muinchen nach den Richtlinien zur Feststellures dlkohols im Blut fir forensische
Zwecke, d.h. mit je 2 verschiedenen, validiertertidden (ADH-Methode und Head-Space-
GC) mit je 2 Einzelwerten. Aus den 4 Einzelwertemdwder Mittelwert bis zur zweiten
Kommastelle gebildet, ohne mathematische Rundugd) @ktuelle Fassung, Aderjan et al
2011).
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3.2.1 ADH-Methode zur Ethanolbestimmung

Bei diesem enzymatischen Verfahren wird der bicdge Alkoholabbau der Leber in-vitro
nachgeahmt. Ethanol und das Coenzym NARrden Uber die Alkoholdehydrogenase (ADH)
zu Acetaldehyd und NADH umgesetzt. Die Menge desblei entstandenen NADH kann in
einem Autoanalyser durch Messung mit Licht der \&fdlinge 365 nm photometrisch bestimmt
werden. Sie ist direkt proportional zur Menge deder Probe enthaltenen Alkohols.

Die ADH-Methode ist nicht ethanolspezifisch, somdediglich alkoholspezifisch, d.h. dass sie nicht
nur auf Ethanol reagiert, sondern auch auf andgedel Probe enthaltene Alkohole. Weil deren
Anteile jedoch gegeniiber dem Ethanol fur gewdhnlmtschwindend gering sind (etwa 1/1000
des Gesamtalkoholgehalts) und vom Versuchsaufbaldiee Verfalschungen wie eventuell

durch Desinfektionsmittel moglich waren, spieltdieine Rolle.

3.2.2 Head-Space Gaschromatographie

Die Gaschromatographie nach der so genannten Hesack3ethode ist eine physikalische
Bestimmungsmethode, die auf Adsorptions-/Desorptidorgangen in einer Trennséaule beruht
(vgl. Kristofferson 2006).

Zunachst wird durch Zentrifugation das Serum vorliblat abgetrennt. Zur Kontrolle wird dann ein
sogenannter .innerer Standard” der Probe zugesatzallgemeinen tertiares Butanol (0,1-1
%ige wassrige Losung), das in der Natur nicht vorid. Die Probe wird in einem gasdichten
Probengefald (Head-Space-Glas), das mit einem beftmhichteten und damit
l6sungsmittelfreien Gummideckel verschlossen wuadé60C erhitzt, bis nach ca. 20 Minuten
ein Konzentrationsausgleich zwischen den im Semtimadtenen Substanzen und dem Gasraum
Uber der Flussigkeit (Head-Space) stattgefundenEia¢ Kanule sticht ein und entnimmt eine
genau definierte Menge dieses Gasgemischs, daier Zusammensetzung sowohl qualitativ
als auch quantitativ exakt die im Blutserum endreh Stoffe ,widerspiegelt®. Durch ein
konstantes Druckgefalle wird die entnommene gasffigmProbe mittels eines inerten
Tragergases, Helium oder Stickstoff, durch die ms@ule zum Detektor gefuhrt. Dabei qilt,
dass die Konzentration einer fliichtigen Substardeimngasférmigen Phase der Konzentration in
der Flussigkeit proportional ist (Gesetz von Hendgde einzelne im Probengas enthaltene
Komponente braucht entsprechend ihrer physikalis&higenschaften eine unterschiedliche, fur
die jeweilige Substanz charakteristische Zeit zuassieren, die in einem Diagramm, dem
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sogenannten Chromatogramm, festgehalten wird. Barspricht jede nach einer definierten
Zeit auftretende Spitze im Kurvenverlauf (Peakeenhand von kalibrierten Vergleichsproben
bestimmten chemischen Substanz. Auf diese Weise &anittelt werden, welche Substanzen
(Qualitat) im Probengas und damit auch im Blutsesind. Sodann werden diese durch die
unterschiedlichen ,Laufzeiten* voneinander getrennSubstanzen mittels eines Flammen-
lonisations-Detektors (FID) in einer Wasserstoffftae verbrannt. Die dabei entstehenden
elektrisch geladenen Kohlenstoff-lonen erzeugereimem Kondensator einen Stromfluss,

dessen Stéarke direkt proportional zur Menge deejgyen Substanz (Quantitat) ist.

3.2.3 Begleitstoffmethode

Die Acetaldehydbestimmungen erfolgten im Rahmen eegenfalls routinemalig eingesetzten

Begleitstoffanalyse mittels eines speziellen Hepde®-GC-Verfahrens, mit Mittelwertsbildung

aus zwei Einzelwerten.

Die Begleitstoffmethode ist eine Abwandlung derulégen BAK-Bestimmung mittels Head-Space
Gaschromatographie. Nach der Probeneingabe inasuightes Gefald wird noch Natriumsulfat
zugegeben, um den Dampfdruck und damit die Empéinkiéit zu erhdhen. Zur besseren
Trennung kommt ein Temperaturprogramm zur Anwenddag durchlaufen wird, wenn das
Probengas die Trennsaule durchlauft. Die einzeBwinstanzen brauchen entsprechend ihrer
physikalisch-chemischen Eigenschaften bis zum Ausim Ende der Saule unterschiedliche
Zeit. Die Messung der Qualitat und der Quantitéfolgt wie bei der Head-Space
Gaschromatographie beschrieben. Die Analysen éefolgrinzipiell bereits nach den spateren
Richtlinien der GTFCH (Schulz et al 2010).
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Begleitstoffanalyse (Head-Space-GC)

CAPILLARY GAS CHROMATOGRAPH PERKIN-ELMER 8420

CHROMATO-INTEGRATOR D 2500 (MERCK-HITACHI)

Serum (Blut):
Urin:

Getrankeproben:

Interner Standard:

Kapillarsaule:

Thermostat. Zeit:

Tragergas Helium:

Injection:

Temp. Programm:

Kalibration:

20 mlvials 0,25 ml samples 500 mg iy

Deproteinisierung mit 0,5 ml perchlocia

Inkubation mit 0,05 ml R-Glucuronidase
probenabhangig unverdinnt, 1:10, 1:100 Verdlinnung
0,1 ml Tertar-Butanol

Restek RTX 1701, 60 Meter

530 pm, 3 um

40 min

80 kPa, 10 ml/min, 1 min

0,08 min

5 min isotherm, 18C/min to 135°C,

0,5 min isotherm, 30C/min to 200°C,

10 min isoth.
Injector: 130°C Detektor: 206C  Transfer: 96C

Probe: 60C Nadel: 90 C
wassrige Standards fur Methanol, Ethanol, Propan

Serum Standards (bovin/human) fir Molektlez> C
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Die im Weiteren verwendeten Messwerte ergabenadgcNittelwerte aus Doppelbestimmungen, die

Konzentrationen wurden in mg/l angegeben.

Die Eichung erfolgte wassrig, indem aus der jeweii Stammldsung durch Verdiinnung mit Aqua
ad iniectabilia interne Eichstandards hergestalitden. Diese wurden nach Zusatz des internen

Standards aufgearbeitet und konnten somit tberflRebk und Einwaage berechnet werden.

Prazisionskontrollen wurden routineméaf3ig durchgefiferner wurden bei jedem Probenlauf auch
externe Qualitatskontrollen in wassriger Form (Madichem) durchgefiuhrt und es wurde an
externen Ringversuchen teilgenommen. Bestimmungsgre und Nachweisbarkeitsgrenzen
lagen in einem Bereich von < 0,5 mg/l resp. < @Bl fir Methanol und etwa < 0,1 mg/l resp.

0,05 mg/l fur sonstige Begleitstoffe.

Verwendet wurde ein Gaschromatograph GC 8420 matdF&pace Autosampler HS 101 der Fa.
Perkin Elmer, Shelton, USA.

Routinemé&Rig wurden folgende Begleitstoffe im Semittels Doppelbestimmungen analysiert und
ausgewertet (Konzentrationsangaben als Mittelwente mg/l, zum Vergleich von

Serum/Plasmakonzentrationen mit Vollblutwerten si8kopp 2005):

Methanol,Acetaldehyd, Ethanol, Propanol-1, Butanol-2, Ethylacetat, Iso-Butanaltdsol-1
sowie 2,3-Methyl-Butanol-1.

Die quantitative Auswertung ist im Prinzip manysdl Peakh6henmessung durch Vergleich mit dem
Standard mdglich, besser jedoch ist die Peakflaoleesung. Sie kann ndherungsweise aus dem
Produkt aus Peakhdhe und Halbwertsbreite erreddestplanimetrisch ermittelt werden. Die
GroRe der jeweiligen, fur einzelne Alkohole speaxifien Peaks ist also proportional zum
entsprechenden Gehalt und wird somit anhand emesien Standards quantifiziert (vgl. Details
bei Strehlow 2014, Grundlagen bei Bonte 1987).

Im Folgenden wird Ethanol und Alkohol vereinfachesysionym verwendet.

Die rechnerische und graphische Auswertung undtélarsg erfolgte tber das PC Programm Fig P
bzw. Figure P, Version 2.98, von Biosoft (ursprictyl jetzt Figpsoft/Figp Software

Incorporated).
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4. Ergebnisse

4.1 Alkoholelimination: Vollblutalkoholwerte/Blutal koholkonzentrationen BAK

(gemessen mittels Routinemethode)

Samtliche folgenden Abbildungen beinhalten folgeRdeameter (vgl. Abb. 1):
TA: Trinkanfang;TE: Trinkende

Ausgeflllte Symbole (rot) stehen fur den Trinkversuch mit ,normalem” Wasseaw.
Normalwasser,
leere Symbole (grun) fur den Trinkversuch mit sauerstoffangereichert®tasser bzw.

Sauerstoffwasser.

Uber die Regressionsgeraden (standardmaRig Weiiriien nach Trinkende bis > 0,15 %o bzw.
im sicheren Eliminationsbereich) wird die stiindécperiphere Alkoholelimination im Blut als

3-60-Wert ermittelt, nach Retropolation des KurvenanteilsiElenination derco-Wert.

cmax wird den Daten als maximal erreichte BAK entnommewWidmark ist die nach der
Widmarkformel errechnete, theoretische maximale Béd&ssog. Resorptionsdefizientspricht

dem prozentualen Anteil von co an cWidmark.

AUC (area under curve bzw. Flache unter der Konzenmations-Zeitkurve) wird nach der
trapezoidalen Methode mittels FigP ermittelt, reprdativ fur Ab/Resorption im Blut,
Verteilung und Elimination und als Mal} fur die Besfiigbarkeit.

Ebenfalls Uber FigP werden berechnet: MittelwerddW) mit Standardabweichungen der
Einzelwerte (sd). Ausgehend von Normalverteilundgolgten Signifikanzberechnungen
erfolgten zum Mittelwertsvergleich zur Frage stacher Unterschiede zweier Stichproben
nach dem Student’s t-Test bzw. t-Test fur verbuaddihéngige (paired samples) Stichproben,

soweit nicht anders angegeben.
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4.1.1 Bier
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Abb. 3: Bierversuche 1-6 (1-3 Weil3bier, 4-6 Auguster Edelstoff)
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BAK-Abbaugeschwindigkeit Bier
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Abb. 4: Vergleich der 3-60-Werte im Bierversuch

Beim Bier (n=6) war die Alkoholabbaugeschwindigkenhdenziell mit dem (grin markierten)
Sauerstoffwasser in vier Fallen hoher als mit desh markierten Normalwasser, mit
durchschnittlich 0,182 = 0,022 %./h (grin) im Gegsnszu 0,177 = 0,039 %o/h (rot). Nach
Durchfihrung eines t-Test flr gepaarte Stichprobegibt sich jedoch kein signifikanter
Unterschied.

Die AUC war in 4 Fallen mit Sauerstoffwasser gré®smit Normalwasser. Der Mittelwert aller 6
Versuche beim Sauerstoffwasser lag mit 7,47 %omimeh@ls beim Normalwasser mit 6,65
%omin, der Unterschied ist jedoch statistisch nggnifikant (vgl. Abb. 12).

Die sog. Resorptionsdefizite liegen zwischen 0 1886, ohne eindeutige Unterschiede.
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4.1.2 Wein
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Abb. 5: Weinversuche 1-6
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BAK-Abbaugeschwindigkeit Wein
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Abb. 6: Vergleich der 3-60-Werte im Weinversuch

Bei Wein (n=6) ergab sich vier Mal eine hohere Aldmsschwindigkeit bei grinem Sauerstoffwasser
im Vergleich zu rotem Normalwasser, bei durchschetit 0,166 + 0,023 %./h (griin) gegenuber
0,160 + 0,020 %o/h (rot), jedoch wie beim Bier ol8ignifikanz im t-Test.

Die AUC lag im Mittelwert aller 6 Versuche beim ®astoffwasser mit 6,68 %omin geringfligig hoher
als beim Normalwasser mit 6,22 %omin, der Untersthst statistisch nicht signifikant (vgl.
Abb. 12).

Die sog. Resorptionsdefizite liegen zwischen 1 1886, ohne eindeutige Unterschiede.
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4.1.3 Wodka
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Abb. 7: Wodkaversuche 1-6
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BAK-Abbaugeschwindigkeit Wodka
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Abb. 8: Vergleich der 3-60-Werte im Wodkaversuch

Bei Wodka (n=6) zeigt sich nur zwei Mal ein h6hgBe0-Wert im Versuch mit Sauerstoffwasser
(griin) gegenuber Normalwasser (rot), bei durchstizhi0,184 + 0,022 %./h gegeniber 0,189
+ 0,026 %o/h, ohne Signifikanz im t-Test. Auffalligar, dass die individuellen Unterschiede der
B-60-Wert zwischen den Sauerstoffversuchen (grud)den Normalwasserversuchen (rot) mit
durchschnittlich 0,012 %./h am geringsten warenMengleich mit Wein mit 0,019 %./h, Bier
0,021 %o/h und Obstbranntwein 0,014 %./h.

Die AUC lag im Mittelwert aller 6 Versuche beim ®astoffwasser mit 7,85 %omin hdher als beim
Normalwasser mit 7,07 %omin, der Unterschied bei3grér Streuung jedoch statistisch nicht
signifikant (vgl. Abb. 12).

Die sog. Resorptionsdefizite liegen meist bei Ot&és sogar mit negativer Bilanz, maximal bis zu
6 %, insgesamt niedriger als bei den Bier- und Wasuchen, wie bei hochprozentigen

Getranken zu erwarten.
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4.1.4 Obstbranntwein
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BAK-Abbaugeschwindigkeit Obstler

03
-_ MW (n=6) sd
0’28 | m rot = normales Wasser 0,200%0/h 0,037%o/h e
< 026 [
S [ :
9\_/ 0.24 ._ Z;? Restalkohol
Q 022 | ¢ Z}?
3 I 7 :
8 018 | 5;7
2 [ :
< 0,16 | é//
< I :
< 0,14 | :
@ i :
012 | ]
0.1 '
\V/i! VI5 V/6 VI7 VI8 V/9
Versuchsperson

Abb. 10: Vergleich der 3-60-Werte im Obstbranntweiversuch

Bei Obstbranntwein (n=6) ergaben sich zwar je ttai héheref-60-Werte bei Sauerstoffwasser
(gran) als bei normalem Wasser (rot), jedoch auch Mal umgekehrte Verhaltnisse. Die
Mittelwerte aller 6 Versuche (0,205 + 0,024 %o/h Ufgr bzw. 0,200 £ 0,037 %o/h (rot)
unterscheiden sich beim t-Test flr abhangige Statbgn nicht signifikant.

Die AUC lag im Mittelwert aller 6 Versuche beim ®astoffwasser mit 6,90 %min im Gegensatz zu
den Bier-, Wein- und Wodkaversuchen niedriger a&isnbNormalwasser mit 7,28 %omin, der
Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikargl. Abb. 12).

Die sog. Resorptionsdefizite liegen wie bei den Wawersuchen meist bei 0 %, teils sogar mit
negativer Bilanz, lediglich einmal bei 2 resp. 13 &ach hier insgesamt niedriger als bei den

Bier- und Weinversuchen, wie bei hochprozentigetrdbien zu erwarten.
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4.1.5 Alle Versuche
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Abb. 11: Vergleich der 3-60-Werte in allen Trinkveisuchen

Im gesamten Trinkversuch (n=24) ist die Alkoholalopsschwindigkeit 13 Mal mit Sauerstoffwasser
hoher als mit Normalwasser. Durchschnittlich betréadie Alkoholabbaurate beim
Sauerstoffwasser 0,176 0,025 %o/h, beim normalen Wasser 0,1800,033 %./h, ohne
Signifikanz beim t-Test fur abh&ngige Stichproben.
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4.1.6 AUC (Area under curve)
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Abb. 12: AUC aller Getranke im Vergleich

Bei allen Getranken aul3er Obstbranntwein ist dretthchnittliche AUC bei den jeweils 6 Versuchen
mit Sauerstoffwasser grol3er, allerdings ohne SigmE. Dies weist zumindest auf eine
maoglicherweise sauerstoffvermittelte, hohere Bitiigivarkeit hin, beispielsweise Uber
Resorptionseffekte, wobei Zusammenhénge mit deariétlelimination jedoch nicht erkennbar

sind.
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4.1.7 Intraindividueller Vergleich

Vier der Versuchspersonen nahmen an 2 Versuchevensithiedenen Getranken teil. Die Tendenz
der 3-60-Werte bleibt vergleichbar, d.h. bei demsehspersonen I1I/1=1V/4 und I1I/2=1V/2 ist
3-6Qyran SOWOhI beim Bierversuch als auch beim Weinversteras hoher als 3-6f) bei den
Versuchspersonen 111/3=V/6 und I11/5=1V/3 ist R4afdsowohl bei Bier als auch bei Obstler bzw.
Wodka und Wein niedriger als 3:&0Zusammenhange mit eventueller Alkoholtoleraneleen

sich zumindest nach den subjektiven Angaben zk@ewohnheiten nicht.

Intraindividueller Vergleich
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Abb. 13: Vergleich der Blutalkoholabbaugeschwindigkiten bei 4 Personen, die an zwei
Versuchen teilgenommen haben
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4.2 Alkoholelimination: Serumalkoholkonzentration SAK

(gemessen Uber Begleitstoffanalyse)

Ein eventueller, enzymatischer in-vitro-Abbau vaihdhol ist so gering zu erwarten, dass er tUber
Vollblut- bzw. BAK-Werte auf Grund der Optimierurder Methode fur den %.-Messbereich
nicht sicher abgrenzbar ist. Uber die SAK-Bestimgem mit der hochempfindlichen
Begleitstoffanalyse lassen sich eventuelle, geritg@nzentrationsunterschiede zwischen
Eisproben mit und Normalproben ohne Enzymaktivitélsmung differenzieren ebenso wie
zwischen Proben mit und ohne Sauerstoffwasser.

Zunachst wurden fir jeden Probanden die KonzeatratZeitkurven der SAK und der BAK mit und
ohne Sauerstoffwasser erstellt. Dabei lagen die -B&kKen erwartungsgemald immer
gleichmalig tber den BAK-Kurven, bei vergleichbarkorvenverlauf und ohne auffallende
Unterschiede in Resorptions- und EliminationsphAsé eine Einzeldarstellung wurde deshalb
verzichtet. Begriindet ist dies durch das typisckeeh#ltnis von SAK und BAK von 1,2 zu 1,
auf Grund der Wasserldslichkeit von Ethanol analog Verhaltnis der Wassergehalte in Serum
und Vollblut. Durch die zusatzliche Dampfdruckerbidg bei der Begleitstoffanalyse liegt das
Verhéaltnis SAK/BAK bei der Begleitstoffanalyse bdurchschnittlich bei 1,3 zu 1 (vgl.
Auswertung der Quotienten SAK/BAK in 4.2.7).

Hinsichtlich moglicher, praanalytischer Einflissevitro und/oder von Sauerstoffwasser wurden
sodann Konzentrations-Zeitkurven der SAK im Versaoghund ohne Sauerstoffwasser sowie

fur (enzymhemmende) Eis- und Normalproben fur je@@zelversuch erstellt.

Insgesamt lassen die Einzelkurven deutliche Teratemm hoheren Konzentrationen der Eisproben
im Vergleich zu den Normalproben erkennen, fernechatendenziell héhere Werte beim
Sauerstoffwasser gegeniber Normalwasser. Hinwerseuffallig unterschiedliche Verlaufe in
der Resorptions- und/oder Eliminationsphase siodt@bzuleiten (siehe Grafiken 4.2.1 —4.2.5).

Im Weiteren wurden dann integrierend Mittelwerted Btandardabweichungen sédmtlicher SAK -
Werte jeweils fur die 6 Versuche mit Bier, Wein, #%a und Obstbranntwein bestimmt und
zwischen Eis- und Normalproben verglichen, um ewehtquantitativ Unterschiede durch

Hemmung enzymatischer in-vitro Veranderungen zassen (siehe Tabellen bei 4.2.1 — 4.2.5).
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Sodann wurden fir_intraindividuelle Vergleiche féde Versuchsperson und jeden Versuch die

SAK-Werte der Normalproben von den — mutmalilichenéh — Eisproben subtrahiert, jeweils
fur den Versuch mit und ohne Sauerstoffwasser. Dsatllie ggf. eine in-vitro Elimination von

Ethanol differenziert, quantifiziert und verglicheserden.

Fur Verlaufsbeurteilungen wurden dann in 4.2.6Qletienten SAK Eisproben/SAK Normalproben
berechnet und im Zeitablauf dargestellt.
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4.2.1 Bier
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Abb. 14: Bierversuche 1-6
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SAK Eisproben SAK Normalproben | t-Test
Alle Bierversuche 849+ 461 mg/l 817+ 437 mgll n.s.
(n=132)
Bier mit O2-Wasser 892+ 465 mg/l 874+ 436 mg/l n.s.
(n=66)
Bier mit Normalwasser | 806+ 456 mg/l 759+ 434 mg/l n.s.
(n=66)

mit O2-Wasser Normalwasser
Bier Eisproben 892+ 465 mg/l 806+ 456 mg/l n.s.
Bier Normalproben 874+ 436 mgl/l 759+ 434 mgll n.s.

Tab. 2: Mittelwerte und Standardabweichungen samtkher SAK-Werte in den Bierversuchen,
im Vergleich Eis- und Normalproben sowie mit/ohne &uerstoffwasser

Insgesamt liegen im Vergleich der Werte aller Beesuche (132 Wertepaare) die Eisproben

tendenziell im Durchschnitt um 32 mg/I héher als Normalproben, mit Sauerstoffwasser um
durchschnittlich 18 mg/l hoher, ohne Sauerstoffwassn 47 mg/l hoher, ohne statistische
Signifikanz bei hoheren Streuungen. Mit Sauerstafiser lagen die Werte gegenuber

Normalwasser bei Eisproben um 86 und bei Normakmalm 115 mg/l héher, ohne Signifikanz.

Der Vergleich der individuellen Differenzwerte SAKsproben abzuglich SAK-Normalproben
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen niNdwasser (47 + 96 mg/l) und
Sauerstoffwasser (18 + 198 mg/l). Im DurchschriigraProbendifferenzen lagen die SAK-
Werte der Eisproben um 32,5 mg/l hoher, allerdifms grofRer Streuung mit einer
Standardabweichung von = 155 mg/l, ohne Normalirertg und bei Ausreil3ern.
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4.2.2 Wein
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SAK Eisproben SAK Normalproben | t-Test
Alle Weinversuche 768+ 435 mg/l 760+ 430 mg/l n.s.
(n=133)
Wein mit O2-Wasser 797+ 459 mg/l 796+ 454 mg/l n.s.
(n=67)
Bier mit Normalwasser | 740+ 412 mg/l 740+ 406 mg/I n.s.
(n=66)

mit O2-Wasser Normalwasser
Wein Eisproben 797+ 459 mg/l 740+ 412 mg/l n.s.
Wein Normalproben 796+ 454 mg/l 740+ 406 mg/l n.s.

Tab. 3: Mittelwerte und Standardabweichungen samtlkher SAK-Werte in den Weinversuchen,

im Vergleich Eis- und Normalproben sowie mit/ohne &uerstoffwasser

Insgesamt liegen im Vergleich der Werte aller Wensuche (133 Wertepaare) die Eisproben im
Durchschnitt weder bei den Normalproben, noch b8aunerstoffwasser eindeutig abgrenzbar
hoher. Allenfalls lagen die Werte bei den Sauefsto$uchen insgesamt geringfiigig héher als

bei den Versuchen mit Normalwasser.

Der Vergleich der individuellen Differenzwerte SAKsproben abziglich SAK-Normalproben
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen nidbr und Sauerstoffwasser.
Durchschnitt aller Probendifferenzen lagen die SAlrte der Eisproben um lediglich 0,522

mg/l hoher, bei groRer Streuung mit einer Standawg&hung von

Normalverteilung und bei Ausreil3ern.
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4.2.3 Wodka
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SAK Eisproben | SAK Normalproben | t-Test

Alle Wodkaversuche 946+ 556 mg/l 848+ 489 mg/l n.s.
(n=134)

Wodka mit O2-Wasser 1018+ 489 mg/l | 890+ 510 mg/l n.s.
(n=68)

Wodka mit Normalwasser | 872+ 507 mg/I 805+ 467 mg/l n.s.
(n=66)

mit O2-Wasser Normalwasser

Wodka Eisproben 1018+ 489 mg/l | 872+ 507 mg/l n.s.

Tab. 4: Mittelwerte und Standardabweichungen samtither SAK-Werte in den
Wodkaversuchen, im Vergleich Eis- und Normalprobersowie mit/ohne Sauerstoffwasser

Insgesamt liegen im Vergleich der Werte aller Waakauche (134 Wertepaare) die Eisproben im
Durchschnitt um 98 mg/l héher als die Normalprobemi Sauerstoffwasser sogar um
durchschnittlich 128 mg/l héher, jedoch ohne Sigaiiz. Die Werte bei den
Sauerstoffversuchen lagen generell deutlich holebei den Versuchen mit Normalwasser,

ebenfalls ohne Signifikanz.

Der Vergleich der individuellen Differenzwerte SAKsproben abzuglich SAK-Normalproben
ergab fur Sauerstoffwasser 139,8 + 184 mg/l undNfarmalwasser 62,5 + 117 mg/l, ohne
signifikante Unterschiede. Im Durchschnitt alleolsendifferenzen lagen die SAK-Werte der
Eisproben um 101,8 mg/l héher, allerdings bei gré@@ssuung mit einer Standardabweichung
von x 158,9 mg/l, ohne Normalverteilung und bei fifSern.
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4.2.4 Obstbranntwein

SAKVP V/1
Z(XX) . Obster 0O SA< ohne Eis, normal
3 B SK Eisproben, normal
—_ 1500 —: 7
E 1000 /
g 500 /
1
O_I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
™ Zeit nach Trinkbeginn (min)
SAKVP V/6
2000 Obstier 0O SA ohne Eis, nornel
B SA Eisproben, normel
1500

SAK (mgy/)
g
lygaglyg e leaaalyaaal

500
TE
v
OI'|'|'|'|'|'|'|'|'|
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
™ Zeit nach Trinkbeginn (rrin)
SAK VP VI8
2000 L a)[sfler 0O SA ohne Eis, normel
- .
1500 D/ \.\D\D L '& B SK Eisproben, normal

Slo

SAK (my/l)
:
v
Vs
]

5 E\ Ra:mho\
500 8
| lorrigiert
£53 AL
0 Tr I rrr1rrrrrrrrrriri

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
™ Zeit nach Trinkbeginn (min)

SAKVP V/5

Obstler

TE

o

(L L B L B B B L |
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
™ Zeit nach Trinkbeginn (rmin)

SAKVP V7

Obstler

LA DL DL LI DL DL DL L
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

TA

Zeit nach Trinkbeginn (min)
SAKVP V/9
2000 Obstler
A
Restalkohol e
1500 TR
= ﬁ\\
/D " o
E 1000 ;i"\\;\ = '
g = i‘,‘ i
500 korrigiet “g:i-‘
TE \! \‘i“
Oi'IV'I'I'I'I'I'I'-I'I

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
™ Zeit nach Trinkbeginn (min)

Abb. 17: Obstbranntweinversuche 1-6 (VP V/7 einzigeeibliche Versuchsperson, VP V/8 und
V/9 mit Restalkohol), VP V/1 keine Eisproben bei Nomalwasser (Probleme mit

Kuhlzentrifuge)



SAK Eisproben | SAK Normalproben | t-Test

Alle 3 Obstlerversuche 899+ 520 mg/l 920+ 540 mg/l n.s.
(n=66)
Obstler mit O2-Wasser 833+ 527 mgll 844+ 540 mg/I n.s.
(n=33)
Obstler mit Normalwasser | 964+ 511 mg/I 995+ 538 mg/l n.s.
(n=33)

mit O2-Wasser Normalwasser

Obstler Eisproben 833+ 527 mgl/l 964+ 511 mg/l n.s.

Obstler Normalproben 844+ 540 mg/l 995+ 538 mg/l n.s.

Tab. 5: Mittelwerte und Standardabweichungen samtither SAK-Werte in den
Obstlerversuchen, ohne VP V1 (fehlende Werte), V8nal V9 (Restalkohol), im Vergleich
Eisproben und Normalproben sowie mit/ohne Sauerstbivasser

Insgesamt liegen im Vergleich der Werte der 3 vettvagen_Obstlerversuche (66 Wertepaare) die

Eisproben im Gegensatz zu den Versuchen mit Bi@inWnd Wodka im Durchschnitt um 21
mg/l niedriger als die Normalproben, mit Sauerste8ser um durchschnittlich 11 mg/l
niedriger, bei Normalwasser um durchschnittlich @&/l niedriger. Die Werte bei den
Sauerstoffversuchen lagen im Gegensatz zu den stexaumit Bier, Wein oder Wodka niedriger

als bei den Versuchen mit Normalwasser, jedoch &igeifikanz.

Der Vergleich der individuellen Differenzwerte SAKsproben abziglich SAK-Normalproben
ergab keine verwertbaren Unterschiede, im Durchtcter Probendifferenzen lagen die SAK-
Werte der Eisproben mit -28,54 mg/l sogar niedrigdlerdings bei grof3er Streuung mit einer

Standardabweichung von £ 87,8 mg/l, ohne Normadiertg und bei Ausreil3ern.
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4.2.5 Serumalkohol (alle Versuche)

Normalproben

SAK Eisproben | SAK Normalproben | t-Test
Alle Versuche 881+ 511 mg/l 854+ 494 mgll n.s.
(n=520)
Alle Versuche mit Cp- 886+ 515 mg/l 855+ 484 mg/l n.s.
Wasser
(N=267)
Alle Versuche mit 874+ 507 mg/l 853+ 506 mg/I n.s.
Normalwasser
(n=253)

mit O2-Wasser Normalwasser
Alle Versuche 886+ 515 mg/l 874+ 507 mgll n.s.
Eisproben
Alle Versuche 855+ 484 mg/l 853+ 506 mg/l n.s.

Tab. 6: Mittelwerte und Standardabweichungen samticher SAK-Werte in allen Versuchen, im

Vergleich Eisproben und Normalproben sowie mit/ohne&auerstoffwasser

Insgesamt liegt der SAK-Mittelwert aus 520 Wertepaaaller Versuche bei den Eisproben mit 881

+ 511 mg/l trotz der umgekehrten Tendenz beim @bgthmer noch geringfligig um 27 mg/l

hoher als bei den Normalproben mit 854 + 494 mg/l.

Auffallend ist das gegensatzliche Verhalten in d@ostlerversuchen, was moglicherweise auf
zusatzliche Stoffwechselbelastungen durch die ddiebhdheren Begleitstoffspiegel

zurtckzufiihren ist (vgl. Diss. Strehlow). Allerdsigind die Unterschiede insgesamt bei héheren

Streuungen relativ gering.

Insgesamt ist zumindest eine Tendenz zu einer Abeatter SAK-Werte durch in-vitro Effekte
abzuleiten, was fur einen wenngleich geringen trevAbbau von Ethanol spricht. Eine

Abhangigkeit von der Resorptions- oder Eliminatjmase ist nach den Einzelkurvenverlaufen

nicht abgrenzbar.
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Eine Abnahme der SAK um 27 mg/l wirde bei Massepeetwa 26 mg/kg bzw. bei einem
Quotienten von etwa 1,3 (vgl. 4.2.7) etwa einer BABhahme von 0,02 %0 entsprechen, bzw.

etwa 0,4 mMol/l (bei einem Molekulargewicht von d//ol).

Die individuellen Differenzwerte SAK Eisproben alghih SAK Normalproben fir alle Versuche

lagen bei 28,6 £ 136 mg/l und somit in einer vaglibaren GroRenordnung.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass die Eisproben enzymhemmender Vorbehandlung
(sofortige  Kihlzentrifugation und  Einfrieren)  dusdhnittich  etwas  hohere
Serumkonzentrationen aufweisen als unbehandeltem&lproben. Allerdings sind die
Standardabweichungen relativ hoch, nicht zuletafirgt durch die geringen, analytisch
schwierig abzugrenzenden Abweichungen. Die Untezdehsind deutlich abgrenzbar, aber
nicht signifikant, was auch durch die nivellierendeer-Allesbetrachtung bedingt sein kann.

Eine eindeutige, quantitative Abgrenzung Uber diegrierende Gesamtzahl der Einzelanalysen
war nicht moglich.

Deshalb wurde zur ergdnzenden, individuellen Bdurtg das Verhaltnis der einzelnen SAK-Werte
zwischen Eis- und Normalproben durch Quotientenioitd (Eiswerte/Normalwerte) Gberpruft,

zunachst im zeitlichen Verlauf mit Kurvendarstetjudann fur alle Wertepaare.
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4.2.6 Quotienten SAK Eisproben/SAK Normalproben
4.2.6.1 Bier

Die 132 Quotienten aus den Werten der Eis- und liproben beim Bierversuch ergeben einen
Mittelwert von 1,05t 0,157.

Beim Sauerstoffwasser ergeben 66 Quotienten eingohBchnittswert von 1,08 0,188 und beim

normalen Wasser einen Mittelwert von 10@,115, ohne signifikanten Unterschied.
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Abb. 18: SAK Quotienten Eis/normal, Bier
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4.2.6.2 Wein

Die 122 Quotienten aus den Werten der Eis- und dfpraben beim Weinversuch ergeben einen

Mittelwert von 1,00+ 0,113.

Beim Sauerstoffwasser ergeben 56 Quotienten eingchSchnittswert von 1,0& 0,104, beim

normalen Wasser bei 66 Quotienten einen Mittelwert 0,996+ 0,120, ohne signifikanten

Unterschied.
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Abb. 19: SAK Quotienten Eis/normal, Wein
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4.2.6.3 Wodka

Die 133 Quotienten aus den Werten der Eis- und Mimraben beim Wodkaversuch ergeben einen

Mittelwert von 1,16+ 0,406, mit einzelnen ,Ausreissern®.

Beim Sauerstoffwasser ergeben 67 Quotienten eingchSchnittswert von 1,22 0,383, beim
normalen Wasser bei 66 Quotienten einen Mittelwert 1,11+ 0,421, ohne signifikanten

Unterschied.
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Abb. 20: SAK Quotienten Eis/normal, Wodka
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4.2.6.4 Obstbranntwein

Die 121 Quotienten aus den Werten der Eis- und ldigmben beim Versuch mit Obstbranntwein

ergeben einen Mittelwert von 0,9860,101.

Beim Sauerstoffwasser ergeben 66 Quotienten eingohSchnittswert von 0,998 0,123, beim
normalen Wasser bei 55 Quotienten einen Mittelwert 0,971+ 0,061, ohne signifikanten

Unterschied.
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Abb. 21: SAK Quotienten Eis/normal, Obstbranntwein
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4.2.6.5 Alle Versuche

Quotienten Eis-/Normalwerte SAK (EW, MW+ sd)
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Abb. 22: SAK Quotienten Eis/normal (* MW jeder einzelnen VP, MW der einzelnen
Getranke in Zahlen + sd)

Insgesamt ergibt sich aus allen 520 Quotienten (8¥dt Eisproben/SAK-Wert Normalproben) ein
Mittelwert von 1,05 0,243.

Bei den Versuchen mit Sauerstoffwasser (grin) esgyih aus 267 Quotienten ein Durchschnittswert
von 1,07+ 0,245.

Beim normalen Wasser (rot) resultiert aus 253 @moéin ein Mittelwert von 1,04 0,240.

Im Gegensatz zur summarischen Betrachtung der SA&KaAsind die Standardabweichungen bei
der individuellen Betrachtung der Einzelwerte du@imotientenbildung deutlich niedriger. Bis

auf die Quotienten der Obstlerwerte sind alle Qardén knapp tber 1.

Insgesamt bestatigt dies die Tendenz aus den absdBAK-Werten, dass in den Eisproben eine
geringfligig hohere SAK enthalten ist als in denrNalproben, als Ausdruck eines geringen in-
vitro Abfalls der SAK, allenfalls in einem Bereialon etwa 5 %. Die Quotienten sind bei
uniformem, zeitlichem Verlauf im Vergleich mit Koeatrations-Zeitkurven der SAK auch

unabhangig von der Hohe der SAK.
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4.2.7 Quotienten SAK/BAK

Alkoholspiegel im Serum (SAK) oder Plasma liegeh@tund der Verteilung des Ethanols analog

Bei

des Wassergehalts um den Faktor 1,2 héher als itblwto(BAK). In klinischen Laboratorien
wird typischerweise Ethanol mittels der ADH-MethadeSerum oder Plasma bestimmt und in
g/l angegeben. Bei der analytisch bedingten Komagohsangabe einer SAK in g/l ist bei einer
Umrechnung in BAK-Werte bei Bezug auf Masse/Masseh#ltnisse wie bei %o bzw. g
Ethanol/kg ein Quotient von 1,23 anzusetzen (vgthtnien, Aderjan et al 2011). Bei einer

SAK als mg/l ist dementsprechend ein Quotient v@3Q anzusetzen.

routinemanigen, haufig nachtraglich und nach higghranklagerung durchgefuhrten
Begleitstoffuntersuchungen ist eine Kontrolle undh eVergleich des gleichzeitigen
Ethanolwertes mit dem friher ermittelten BAK-Wertinrsroll.  Auf Grund der
Dampfdruckerh6hung beim Begleitstoffverfahren sindhere Umrechnungsfaktoren bzw.

Quotienten im Bereich von 1,4 anzunehmen (vgl. Riakn Schulz 2010, Gilg 1995).

Bei den gegenstandlichen Versuchen lag der QUOBAKY/BAK aller Wertepaare (n=466) bei den

Sauerstoffproben mit einem MW von 1.320 * 169 (betwa 1,34 bei Umrechnung g/l) ohne
signifikanten Unterschied geringfligig hoher alsden Normalwasserproben (n=457) mit 1.304
+ 152 (bzw. 1,29 bei g/l SAK). Fasst man alle Velsizusammen, ergibt sich ein MW von
1.312 + 161 (n=923), d.h. im Mittel ist eine SAK-Welurch etwa 1,3 zu teilen, um einen

gleichzeitigen, vergleichbaren BAK-Wert zu erhalten

4.3 Acetaldehyd

Falls ein in-vitro-Abbau von Ethanol erfolgt wieiggelsweise enzymatisch tber ADH, MEOS oder

Katalase sowie ggf. durch Oxyhamoglobin, ist evelhtait héheren Konzentrationen des ersten
Abbauprodukts Acetaldehyd zu rechnen. Dabei istabytisch zu bertcksichtigen, dass
Acetaldehyd aus Hamoglobinaddukten nach Hamolysgdsetzt wird, nach vorangegangener
Adduktbildung mit zirkulierendem oder im Blut gedeten Acetaldehyds. Umgekehrt kdnnte
eine eventuell sauerstoffvermittelte Aktivitatsgeung auch einen Acetaldehydabfall z.B. tGber
ALDH verursachen. Ein enzymatischer Abbau Uber AD#er ALDH ist abhéangig von

verfugbarem NAD bzw. von der Reoxydation gebildeddhDH’s und erscheint beim Blut

limitiert.
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Die Acetaldehydgehalte in den Getranken sind nagh. B so niedrig, dass eine abgrenzbare
resorptive Serumkonzentration rechnerisch nichemwarten ist (z.B. resultieren aus 3 Liter
Augustiner Edelstoff 30 mg Acetaldehydaufnahmesmneichend maximal und theoretisch etwa
0,6 mg/l bei einem 75 kg schweren Mann nach demvilitformel, ohne Berlcksichtigung eines

initialen Abbaus).

Ethanol (g/l) Etoh Meoh | Prop-1 | Isobut | But-2 | But-1 | Acetal | AthAc | IAA
und (9/l) (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mgfl) | (mgll)
Begleitstoffe
(mgll)

Bier 5% vol
Augustiner 40 3,5 11 8 - - 10 33 60
Edelstoff

Weil3bier Unertl

4,8% vol 38 2,4 22 46 - - 6 42 81
(Haag)

Rotwein 12%

vol Affaltracher | 96 81 35 43 - 2 10 60 254
Dornfelder
Wodka
40% vol 320 0/- - - - - - - -
Moskovskaya
Obstbranntwein
38% vol 300 2388 275 258 77 55 94 686 1147

Obstwasserli
A.Kranz

Adelholzener
Mineralwasser | _ - _ _ - - _ R -
Normal

(4-7 mg Q/l) Glasfl.
O Active (60- ) } B B ) ) B B B
90 mg Q/I)

Tab. 7: Ethanol- und Begleitstoffgehalte der konsumerten Getranke (vgl. Diss. Strehlow).

Etoh=Ethanol, Meoh=Methanol, Prop-1=Propanol-1, Isbut=Isobutanol, But-2=Butanol-2,
But-1=Butanol-1, Acetal=Acetaldehyd, AthAc=Athylacdat, IAA=Isoamylalkohol(Summe
2- und 3-Methyl-Butanol-1, - = n.n. bzw. nicht naclwveisbar / < 0,02 mg/l

Isopropanol und Aceton nicht nachweisbar, im Obstbanntwein 22 mg/l Methylacetat.

Im Mineralwasser war bei den verwendeten Glasflasckh im Gegensatz eventuell zu
Kunststoffflaschen — kein Acetaldehyd nachweislmaw.kein Acetaldehydgehalt unterhalb der
Nachweisgrenze von etwa 0,02 mg/l. Mit empfindlrgmeund hierflr optimierten Methoden
sind — vorzugsweise in PET- Flaschen (Polyethyleptehalat) — Acetaldehydkonzentrationen
im Bereich von 0,2-24,3 ug/l (0,0002-0,0243 mg/hduinsgesamt meist unter 7 pgl/l
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nachweisbar. Der Trinkwassergrenzwert liegt seivéyober 2011 bei 10 pg/l. Acetaldehyd
entsteht v.a. aus PET, deutsche Flaschenherdelieen teilweise Blocker zur Bindung freien
Acetaldehyds zu. Resultierende Acetaldehydbelastungerden als gesundheitlich véllig
unbedenklich angesehen, deutlichere Konzentratiafes4,3 pg/l (=0,0243 mg/l) waren auch
bei unserer Methodik als Spuren abgrenzbar, sidhemasich durch fruchtig-stRen Geschmack
bemerkbar (vgl. Stiftung Warentest 8/2011, 8/2014).

In unseren Versuchen bestimmten wir die Acetaldsbgunspiegel vor Alkoholaufnahme als

Nuchternwerte/endogene Spiegel, mit folgenden Erigsbn:

Endogene Acetaldehydspiegel: Eisproben: 0,244 £ 0,241 mg/l
Normalproben: 0,234 £+ 0,164 mg/I

verwertbare Proben: n=42, jeweils zwei Werte probBnd, statistisch ohne signifikanten

Unterschied der Mittelwerte nach t-Test bei allegdi grol3erer Streuung.

Endogene Serumethanolspiegel Eisproben: 3,38 £ 9,78 mg/l

Normalproben: 4,19 + 10,3 mg/I

n=44, bei noch hoherer Streuung nicht normal étiew. geometrisch verteilt und ohne statistisch
signifikanten (Mittelwerts-)Unterschied.

Nach Abb. 23 beeinflusst auch eine Aufnahme von6chiter G-Wasser Uber mehrere Stunden
ndchterne Ausgangswerte nicht (beispielhaft fureeion 3 Versuchspersonen mit

vergleichbaren Verlaufen).
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Begleitstoffe + Ethanol nach ca. 6 Liter O -Wasser (Vp1)

51
1 .
? g A Aceton &
-
g 3 l N oo
g ; - D/‘sn\w< n\
] A e
% 5 N S \
- ;
(% ]
14
R Y o "
5/ \!/*\.—‘ ACngEWd a o Propanoi2 #
0 T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 420
Zeit (Minuten nach Beginn)

Abb. 23: Begleitstoffe und Ethanol bei einer von dgi Versuchspersonen nach
Aufnahme von ca. 6 Litern (I!) O>-Wasser

Wenn ein enzymatischer in-vitro-Abbau von Acetalgklerfolgt, so sollte dies auf Grund einer
Enzymhemmung durch die Probenvorbehandlung zu kitgpiegeln in den Eisproben fuhren,

eventuell

auch zu einer >@nduzierten weiteren Erh6hung

Sauerstoffwasser.

in den Versuchen mit

Im Folgenden wurden die Serumspiegel von Acetaldeter Einzelversuche (ohne Nullwerte) in
den Eis- und Normalproben sowie mit und ohne Staférsasser verglichen, zum Einen

summarische Uber-alle-Werte, zum Anderen nach icdéler Subtraktion der Einzelwerte der

Normalproben von den Eisproben. Schlussendlich amufdr jeden Einzelwert Quotienten der

Acetaldehydspiegel der Eisproben zu den Normalproberechnet, individuell fur den

Versuchsverlauf grafisch dargestellt und summansehlichen.
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4.3.1 Acetaldehydspiegel Bierversuch

Zunachst ist anzumerken, dass eine Acetaldehydann@dei Weil3bier und Augustinerbier nicht
relevant ist. Bei einer Aufnahme von allenfalls bis 12-15 mg wirden bei Annahme eines

Verteilungsraums analog Widmark allenfalls Blutgigle von bis zu 0,21 bzw. 0,23 mgl/l

resultieren, wobei ein initialer Abbau noch garhidericksichtigt ist. Im Vergleich zu

feststellbaren Acetaldehydspiegeln nach Alkoholahime ist dies zu vernachlassigen.

Acetaldehyd Acetaldehyd t-Test
Eisproben Normalproben
Alle Bierversuche 1,48+ 0,577 mg/l | 0,850+ 0,323 mg/I p <0,0001
(n=132)
Bier mit O2-Wasser 1,53+ 0,465 mg/l | 0,904+ 0,355 mg/l p <0,0001
(n=66)
Bier mit Normalwasser | 1,42+ 0,670 mg/l | 0,797+ 0,281 mg/I p <0,0001
(n=66)
mit O2-Wasser Normalwasser
Bier Eisproben 1,53+ 0,465 mg/l 1,42+ 0,670 mg/l n.s.
Bier Normalproben 0,904+ 0,355 mg/l | 0,797+ 0,281 mg/I p < 0,002

Tab. 8: Mittelwerte und Standardabweichungen samtkher Acetaldehyd-Werte in den
Bierversuchen, im Vergleich Eis- und Normalproben swie mit/ohne Sauerstoffwasser

Die Eisprobenwerte sind sowohl mit als auch ohnee&doffwasser sowie insgesamt statistisch

signifikant hoher als die Normalprobenwerte, wabdresich innerhalb der Eis- und

Normalproben keine Unterschiede ergaben. Danach irkiewdie enzymhemmende

Eisprobenvorbehandlung offenbar eine Abbauhemmesgdetaldehyds im Blut/Serum.

Die individuellen Differenzwerte Acetaldehyd Eispem abziglich Acetaldehyd Normalproben
lagen beim Sauerstoffwasser im Mittel bei 0,63155@ mg/l und beim Normalwasser bei 0,628
*+ 0,68 mg/l, ohne signifikanten Unterschied, authnim Vergleich mit dem Mittelwert aller
Proben von 0,629 + 0,623 mg/l. Der Abfall der Atedghydspiegel in-vitro liegt also etwa bei

0,6 mg/l oder auch etwa 0,6 mg/kg bzw. 0,014 mMwmdi (einem Molekulargewicht von
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Acetaldehyd von 44,1 g/Mol.).

Die Konzentrations-Zeitkurven zeigen einen Anstiagch Trinkbeginn mit einsetzendem

Acetaldehyd (mg/l) Acetaldehyd (mg/l)

Acetaldehyd (my/l)

Ethanolmetabolismus und anschlieRendem, annaherearém Verlauf, unabhangig von den

Ethanolwerten,

Ethanolelimination.
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Abb. 24: Bierversuche 1-6
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4.3.2 Acetaldehydspiegel Wein

Die Acetaldehyaufnahme Uber Rotwein liegt bei issget bis zu etwa 7-8 mg,

allenfalls bis zu 0,14-0,21 mg/l im Blut, sie isemfalls nicht relevant.

entsprechend

Acetaldehyd Acetaldehyd t-Test
Eisproben Normalproben
Alle Weinversuche 1,52+ 0,633 mg/l | 0,785+ 0,216 mg/I p <0,0001
(n=133)
Wein mit O2-Wasser 1,59+ 0,749 mg/l | 0,785+ 0,225 mg/l | p <0,0001
(n=67)
Wein mit Normalwasser | 1,45+ 0,484 mg/l | 0,785+ 0,208 mg/I p <0,0001
(n=66)
mit O2-Wasser Normalwasser
Bier Eisproben 1,59+ 0,749 mg/l | 1,45+ 0,484 mg/l n.s.
Bier Normalproben 0,785+ 0,225 mg/l| 0,785+ 0,208 mg/l | n.s.

Tab. 9: Mittelwerte und Standardabweichungen samtkher Acetaldehyd-Werte in den
Weinversuchen, im Vergleich Eis- und Normalproben awie mit/ohne Sauerstoffwasser

Samtliche Werte sind vergleichbar mit dem BiervehsiAuch hier sind die Eisprobenwerte sowohl

mit als auch ohne Sauerstoffwasser sowie insgesaatistisch signifikant hoher als die

Normalprobenwerte, wahrend sich innerhalb der Bied Normalproben keine Unterschiede

ergaben.

Abbauhemmung des Acetaldehyds im Blut/Serum.

Danach bewirkt die enzymhemmende Eispvobeehandlung offenbar eine

Die individuellen Differenzwerte Acetaldehyd Eispem abziglich Acetaldehyd Normalproben
lagen beim Sauerstoffwasser bei 0,933 + 0,641 urgllbeim Normalwasser bei 0,667 + 0,471

mg/l, ohne signifikanten Unterschied, auch nichtMergleich mit dem Mittelwert aller Proben
von 0,800 = 0,576 mg/l. Der Abfall der Acetaldehy@gel in-vitro liegt etwa bei 0,8 mg/l oder
auch etwa 0,8 mg/kg bzw. 0,018 mMol, etwas hohebalm Bierversuch.
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Auch die Konzentrations-Zeitkurven zeigen einengiechbaren Anstieg nach Trinkbeginn mit

Acetaldehyd (mg/l)

Acetaldehyd (mg/l)

Acetaldehyd (mg/)

einsetzendem Ethanolmetabolismus und anschlieBendamahernd

unabhangig von den Ethanolwerten.
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Abb. 25: Weinversuche 1-6
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4.3.3 Acetaldehydspiegel Wodka

Wodka enthalt kein Acetaldehyd, insofern kommtegeinerlei resorptiver Aufnahme.

Acetaldehyd Acetaldehyd t-Test
Eisproben Normalproben
Alle Wodkaversuche 1,41+ 0,419 mg/l | 0,631+ 0,159 mg/I p <0,0001

(n=134)

Wodka mit O2-Wasser 1,54+ 0,384 mg/l | 0,644+ 0,166 mg/l p < 0,0001

(n=68)

Wodka mit Normalwasser | 1,27+ 0,413 mg/l | 0,618+ 0,152 mg/I p <0,0001
(n=66)

mit O2-Wasser Normalwasser

Wodka Eisproben 1,54+ 0,384 mg/l | 1,27+ 0,413 mg/l p <0,001

Wodka Normalproben 0,644+ 0,166 mg/l | 0,618+ 0,152 mg/I n.s.

Tab.10: Mittelwerte und Standardabweichungen samtkher Acetaldehyd-Werte in den
Wodkaversuchen, im Vergleich Eis- und Normalprobersowie mit/ohne Sauerstoffwasser

Samtliche Werte sind vergleichbar mit dem Bier- uwéeinversuch. Auch hier sind die
Eisprobenwerte sowohl mit als auch ohne SauersésBer sowie insgesamt statistisch
signifikant hoher als die Normalprobenwerte, wabdresich innerhalb der Eis- und
Normalproben keine Unterschiede ergaben. Danach irkiewdie enzymhemmende

Eisprobenvorbehandlung offenbar eine Abbauhemmesgdetaldehyds im Blut/Serum.

Die individuellen Differenzwerte Acetaldehyd Eispem abztliglich Acetaldehyd Normalproben
lagen beim Sauerstoffwasser bei 0,893 + 0,357 umgllbeim Normalwasser bei 0,654 + 0,384
mg/l, ohne signifikanten Unterschied, auch nichiMergleich mit dem Mittelwert aller Proben
von 0,775 = 0,388 mg/l. Der Abfall der Acetaldehy@gel in-vitro liegt etwa bei 0,8 mg/l oder
auch etwa 0,8 mg/kg bzw. 0,018 mMol, wie beim Wemuch und etwas hdher als beim
Bierversuch.
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Auch die Konzentrations-Zeitkurven zeigen einengiechbaren Anstieg nach Trinkbeginn mit

Acetaldehyd (mg/l) Acetaldehyd (mg/l)

Acetaldehyd (mg/l)

unabhangig von den Ethanolwerten.
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Abb. 26: Wodkaversuche 1-6
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4.3.4 Acetaldehydspiegel Obstbranntwein

Die Acetaldehydaufnahme tUber Obstbranntwein liegbis zu 14-21 mg, erreichbar sind allenfalls

vernachlassigbare, nicht relevante Blutspiegetbi®,37-0,39 mg/l, ohne Abbau.

Acetaldehyd Acetaldehyd t-Test
Eisproben Normalproben
Alle Obstlerversuche 1,14+ 0,530 mg/l | 0,863% 0,447 mg/l p <0,0001
(n=121)
Obstler mit O2-Wasser 1,23+ 0,639 mg/l | 0,852+ 0,531 mg/I p <0,0001
(n=66)
Obstler mit Normalwasser | 1,04+ 0,335 mg/l | 0,876% 0,324 mg/I p <0,001
(n=55)
mit O2-Wasser Normalwasser
Bier Eisproben 1,23+ 0,639 mg/l | 1,04+ 0,335 mg/l p <0,05
Bier Normalproben 0,852+ 0,531 mg/l | 0,876+ 0,324 mg/l n.s.

Tab. 11: Mittelwerte und Standardabweichungen samither Acetaldehyd-Werte in den
Obstlerversuchen, im Vergleich Eis- und Normalproba sowie mit/ohne Sauerstoffwasser

Samtliche Werte sind vergleichbar mit dem Bier- uwkinversuch. Auch hier sind die
Eisprobenwerte sowohl mit als auch ohne Sauerstsfer sowie insgesamt statistisch
signifikant hoher als die Normalprobenwerte, wabdresich innerhalb der Eis- und
Normalproben

keine Unterschiede ergaben. Danach irkiendie enzymhemmende

Eisprobenvorbehandlung offenbar eine Abbauhemmesgdetaldehyds im Blut/Serum.

Die individuellen Differenzwerte Acetaldehyd Eispem abziglich Acetaldehyd Normalproben
lagen beim Sauerstoffwasser bei 0,360 + 0,398 umgllbeim Normalwasser bei 0,173 + 0,333
mg/l, ohne signifikanten Unterschied, auch nichtMergleich mit dem Mittelwert aller Proben
von 0,267 = 0,197 mg/l. Der Abfall der Acetaldehy@gel in-vitro liegt beim Obstlerversuch
deutlich niedriger bei etwa 0,3 mg/l oder auch e@&mg/kg bzw. 0,007 mMol. Auffallend
sind allerdings einige ,Ausreil3er”, die diese Austrerg mafdgeblich beeinflussen kénnen und

bei der Instabilitat von Acetaldehyd bei nicht apier Probenvorbehandlung auftreten kbnnen.
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Die Konzentrations-Zeitkurven zeigen demgegenuly@netypischen, vergleichbaren Anstieg nach
Trinkbeginn mit einsetzendem Ethanolmetabolismus amschlieRendem, annéhernd linearem

Verlauf, unabhangig von den Ethanolwerten.
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4.3.5 Acetaldehydspiegel alle Versuche

Acetaldehyd Acetaldehyd t-Test
Eisproben Normalproben
Alle Versuche 1,39+ 0,563 mg/l | 0,780% 0,316 mg/l p <0,0001
(n=570)
Alle Versuche mit O- 1,48+ 0,591 mg/l | 0,795+ 0,359 mg/I p <0,0001
Wasser
(n=267)
Alle Versuche mit 1,31+ 0,519 mg/l | 0,764+ 0,262 mg/I p <0,0001
Normalwasser
(n=253)
mit O2-Wasser Normalwasser
Alle Versuche 1,48+ 0,591 mg/l | 1,31+ 0,519 mg/I (p < 0,001)
Eisproben
Alle Versuche 0,795+ 0,359 mg/l | 0,764+ 0,262 mg/I n.s.
Normalproben

Tab. 12.: Mittelwerte und Standardabweichungen saniicher Acetaldehyd-Werte in allen
Versuchen, im Vergleich Eis- und Normalproben sowienit/ohne Sauerstoffwasser

Aus 520 Wertepaaren aus allen Trinkversuchen esidht bei den Eisproben ein um 0,61 mg/I

signifikant héherer Mittelwert der Acetaldehydkon#ationen im Serum von 1,39 + 0,563 mg/I
gegeniber einem MW von 0,780 = 0,316 mg/l in demniNdproben (p«0.0001, t-Test fir

abhangige Stichproben). Die Mittelwerte samtlichégrsuche sind vergleichbar mit den

Einzelversuchen. Auch hier sind die Eisprobenwsoteohl mit als auch ohne Sauerstoffwasser
sowie insgesamt statistisch signifikant hoher es\ibrmalprobenwerte, wahrend sich innerhalb
der Eis- und Normalproben keine Unterschiede emgab®ie enzymhemmende

Eisprobenvorbehandlung bewirkt offenbar unabhamgigder Alkoholart eine Abbauhemmung
des Acetaldehyds im Blut/Serum wahrend der Lagebismigur Analyse. Sauerstoffwasser fuhrt

tendenziell méglicherweise zu einem etwas hohemrtaddehydabbau.
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Die individuellen Differenzwerte Acetaldehyd Eispem abztiglich Acetaldehyd Normalproben bei
allen Versuchen lagen beim Sauerstoffwasser undh bdormalwasser im Bereich des
Mittelwerts aller Werte von 0,629 + 0,545 mg/l, alsehr gut vergleichbar mit dem obigen,

summarischen Unterschied. Der Abfall der Acetaldispyegel in-vitro Gber alle Versuche liegt

also bei etwa 0,6 mg/l oder auch etwa 0,6 mg/kg. iz014 mMol.

(p«0.0001)

(p«0.0001)

(p«0.0001)

(p«0.0001)

Bier Wein Wodka Obstler Alle Getr.

(n=132) (n=133) (n=134) (n=121) (n=520)
gesamt Eis > norm. |Eis >norm. |Eis>norm. |Eis>norm. |Eis > norm.

(p«0.0001) |(p«0.0001) |(p«0.0001) |(p«0.0001) |(p«0.0001)
O2-Wasser Eis > norm. |Eis > norm. |Eis>norm. |Eis>norm. |Eis>norm.

(p«0.0001)

Norm.Wasser

Eis > norm.

(p«0.0001)

Eis > norm.

(p«0.0001)

Eis > norm.

(p«0.0001)

Eis > norm.

(p<0.001)

Eis > norm.

(p«0.0001)

Eisproben Oz = norm. O=norm. [O2>norm. |Oz>norm. |Oz>norm.
(p<0.001) (p<0.05) (p<0.001)
Normalproben | Oz > norm. |Oz=norm. Q= norm. Q =norm. Q =norm.
(p<0.002)

Tab. 13: Zusammenfassung der Ergebnisse hinsichthcAcetaldehyd in Eis- und Normalproben

Zusammenfassend ist eindeutig davon auszugehes, idaden Eisproben signifikant hoéhere
Acetaldehydspiegel nachweisbar sind als in den MNproben, was wohl auf eine

praanalytische Enzymhemmung zurtickzufthren ist

Etwas hohere Acetaldehydspiegel beim Sauerstofewvass den Eisproben gegentber den
Normalproben konnten auf einen zuséatzlichen, stffyedingten Abbau von Acetaldehyd

hinweisen, allerdings sind die Unterschiede zunggri
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4.3.6 Quotienten Acetaldehyd Eisproben/Acetaldehyormalproben

Fur eine erganzende und individuellere Beurteilmgden Quotienten aus den Acetaldehyd-Werten
der eisgekihlten und der normal gekuhlten Probes/r@mal) gebildet. Wie man aus den
Abbildungen 28-31 erkennen kann, liegen die Qu&giendeutlich tGber 1, d.h. in den
eisgekuhlten Proben befindet sich fast immer metetéldehyd als in den normal gekihlten

Proben.
4.3.6.1 Bier
Quatienten Acetaldehyd
57 Bier mOWIIL

® 0 \PIll2
A AP
* *\VPV2
vV VPV3
w o \PV/4

Acetaldehyd Quotient Eis/normal

Zeit (min)

Abb. 28: Acetaldehyd Quotienten Eis/normal, Bier
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4.3.6.2 Wein

Quoatienten Acetaldehyd
5 Wein mOwWvL
B ® .. romales Wasser _ :: VP IVI2
= 45 OO ... O2-angereichertes Wasser . *vv;:\\;//j
E LLAVCI
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Abb. 29: Acetaldehyd Quotienten Eis/normal, Wein

4.3.6.3 Wodka
Quatienten Acetaldehyd
57 Wodka oL
3 B @ . romales Wasser @0 \PIR
R 4,5 _; asser ::ﬁ:;ﬁ
E o] s
é 40 _E
@ 351
(] ]
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Abb. 30: Acetaldehyd Quotienten Eis/normal, Wodka
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4.3.6.4 Obstbranntwein

Quatienten Acetaldehyd

57 Obstbranntwein mowwvL
] B ® _ normales Wasser ® 0 \PV5

E AA\PVE

45 **\PVT
] vV \PVB

40_: a2 \PVve

Acetaldehyd Quaotient Eis/normal
N N
o [¢)]
1

;/\ Arail s
\//

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Zeit (min)

Abb. 31: Acetaldehyd Quotienten Eis/normal, Obstler

4.3.6.5 Quotienten Acetaldehyd Eis-/Normalproben alle Versuche

Bei 520 Quotienten aus den Werten aller Versucheetf@dehyd-Wert aus eisgekunhlter

Probe/Acetaldehyd-Wert aus normal gekihlter Probg) der Mittelwert bei 1,96 0,886.

Beim Sauerstoffwasser (griin) ergibt sich aus 26@t@uaten ein MW von 2,0& 0, 933 und beim

normalen Wasser (rot) aus 253 Quotienten ein M&el von 1,84+ 0,818, dieser Unterschied
ist signifikant (p<0.005).

Wie bei den Absolutwerten kdnnte Sauerstoffwassedénziell moglicherweise zu einem etwas

hoheren Acetaldehydabbau fliihren, wenn tberhauptipeglering und kaum (sicher) abgrenzbar.
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Quotienten Eis-/Normalwerte SAK/Acetaldehyd (EW, MW +sd)
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Abb. 32: Vergleich der individuellen MW von SAK und Acetaldehyd

Bezuglich der einzelnen Getranke sind samtliche S4i€l Acetaldehydmittelwerte statistisch im t-
Test nicht signifikant unterschiedlich, lediglicberdAcetaldehydspiegel im Obstlerversuch liegt
unter Q-Wasser bei p<0,001 signifikant hoher als untemradem Wasser, allerdings nicht

mehr, wenn die VP 6 mit Restalkohol weggelassed.wir
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5. Diskussion

Hauptziel dieser Untersuchung war die Klarung dagg, ob sauerstoffangereichertes Wasser die
Ethanolelimination beschleunigen kann, wie von Hingn et al 1978 und zuletzt von Baek et
al 2010 behauptet. Zusatzlich wurden mogliche I&sse auf Acetaldehyd- und
Serumalkoholkonzentrationen untersucht, nachdeiiRaimmen der Ascorbylradikalmessungen
ohnehin Serumproben nach Kihlzentrifugation undrkeiren fir diese praanalytisch sensiblen
Analysen zur Verfigung standen. Mogliche Auswirkemgauf Ascorbylradikale oder
Begleitstoffe wurden im Rahmen der Dissertationen Karrer (2011) und Strehlow (2014)

untersucht.

Das Studiendesign in Form einer randomisierten,cetlakontrollierten Doppelblindstudie
hinsichtlich der Aufnahme von Normal- und Sauefstagser begrenzt Einflisse von
vorneherein. Der Sauerstoffgehalt in den Glasflasclst als stabil zu betrachten. Die
aufgenommenen Mengen an Sauerstoffwasser (durdttichn6,2 Liter) und Sauerstoff
(mindestens 60 bzw. durchschnittlich 90 mgldiegen dabei noch deutlich héher als den oben

genannten, friheren Versuchen.

Eine eventuelle Alkoholaufnahme in der Vornacht wetiglich Uber Atemalkoholtests vor den
Versuchen zu kontrollieren. Bei den 2 PersonenRegtalkohol wurden aus organisatorischen
Grinden die Versuche trotzdem durchgefuhrt und daitisch mit einbezogen. Eventuell
individuell nicht exakte Konsummengen der zugetailiGetranke sind ggf. nicht sicher

auszuschlief3en.

Limiterende Faktoren sind ggf. in der relativ ggen Anzahl von Versuchen bzw. Versuchspersonen
zu sehen, wobei organisatorische und nicht zuliezhzielle Grenzen gesetzt waren, vor allem
durch den Aufwand bei den nahezu zeitgleichen, dib@p Blutenthnahmen mit sofortiger
Kihlzentrifugation und Eislagerung des Serums. gesvahlten Versuchsbedingungen und

Ergebnisse erwiesen sich bei kritischer Beurteiliimgine schllissige Auswertung geeignet.

Die BAK-Analysen, Kurvenverlaufe, Eliminations- bz-60-Werte und Vergleiche sind eindeutig
und ohne Einschrankungen verwertbar. Allerdingsd smit der routinemafigen BAK-
Bestimmung niedrige Unterschiede des Ethanolgelzalischen den Normalproben und den
Eisproben nicht differenzierbar, dies war allersfalber die SAK-Bestimmung im Rahmen der

Begleitstoffanalyse maoglich.
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Diese SAK-Analysen mittels der Begleitstoffanalgged demgegenuber kritisch zu beurteilen. Eine

Abgrenzung allenfalls Zu erwartender Unterschiede on v Blut- bzw.
Serumalkoholkonzentrationen im Bereich von mg/l bZy00 %. bei Messwerten im
Promillebereich ist von vorneherein schwierig, j@adoethodisch nicht anders feststellbar. Die
SAK-Werte liegen eigentlich aul3erhalb des optimietlessbereiches von Begleitstoffen, sind
im kritischen Vergleich dennoch aussagekraftig, abem wenn man nicht nur individuell
Einzelwerte und Differenzen heranzieht, sondernrsarisch mit groRer Fallzahl Quotienten

zwischen zwei Werten bildet.

Praanalytische Aspekte erwiesen sich im Hinblickdiea Bestimmung von Acetaldehyd teilweise

als problematisch, wie vor allem von Eriksson 1998 beschrieben, mit einzelnen Ausreil3ern
bzw. erhéhten Werten, wenn die Bedingungen nicins&quent eingehalten bzw. einzuhalten
waren. Dies betrifft weniger die Eisproben bei dtadisierter Aufbereitung als die
Normalproben. Im Hinblick nicht zuletzt auf die émsische Praxis wurden diese
(Normal)Proben nach Entnahme bei Raumtemperaturesgelassen und am Ende des
Versuchstags im Kuhlschrank gelagert. Die BAK- umdbesondere die aufwendigeren
Begleitstoff- bzw. SAK- und Acetaldehydanalyserokgten dann innerhalb von einigen Tagen
danach. Hauptsachlich erythrozytengebundene AD-auth ALDH-Aktivitaten mit Ethanol
und Acetaldehydabbau wie auch eventuelle Freisggaumembrangebundenen Acetaldehyds
sind dann nicht einheitlich zu erwarten. Zur Beilutey wurden deshalb auch hier verschiedene
Ansatze gewahlt, wie individuelle Differenzbildumgeon Einzelwerten, Darstellungen der

Kurvenverlaufe und integrierende Auswertungen tlerWerte.

5.1 Alkoholelimination

Die

in den Tierversuchen von Hyvarinen et al 197&stdestellte Beschleunigung des
Alkoholstoffwechsels durch sauerstoffangereich&#tréanke konnte bereits im nachfolgenden
Humanversuch von Laakso et al 1979 nicht bestiategen. Die von Baek et al dann 2010
beschriebene, beschleunigte Ethanoleliminationtd8euerstoffwasser beruht lediglich auf der
Feststellung eines friheren Endpunkts einer tedern@lkoholelimination bzw. auf dem
Erreichen von ,0 %0 nach Aufnahme von Sauerstoffsesls ohne Auswertung von
Kurvenverlaufen und der Ermittlung von eindeutigdiminationsparametern. Dies entspricht

nicht wissenschatftlich anerkannten Kriterien, digdbnisse sind nicht Giberzeugend.
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Demgegeniber stitzt sich unsere Untersuchung auEdhittlung von Ethanoleliminationen aus

Abbaukurven und R-60-Werten und somit auf anerlar8tandards in der Ermittlung von
Ethanoleliminationen. Unsere Untersuchungen widerte eindeutig eine beschleunigte
Ethanolelimination durch eine zuséatzliche Aufnalvoe Sauerstoffwasser, auch unabhangig

von Alkoholart und Konzentration der Getranke.

Selbst nach der Literatur zu unterstellende, eeh&auerstoffkonzentrationen in der Pfortader und

Bei

entsprechende Sauerstoffgehalte in der Leber flddsennicht zu einer abgrenzbaren, erhdhten
Oxydation und Ethanolverstoffwechselung, wie intard.inie Uber den eigentlich einzigen,
biochemischen Mechanismus einer beschleunigten N/&R@bixydation. Eine eventuelle
Stimulation des MEOS durch gebildete Sauerstoffadi ware nach den Ergebnissen von
Karrer in Erwagung zu ziehen (genereller Anstieg Alecorbylradikale ahnlich dem BAK-
Verlauf, wie bei oxidativem Stress, etwas hoherhnbei Sauerstoffwasser), realisierte sich

offensichtlich jedoch nicht.

den beiden Personen, die an zwei Versucheget@mmen hatten, fiel auf, dass die Tendenz
jeweils bei beiden Versuchen gleich war, d.h. edavevar die Alkoholabbaugeschwindigkeit
bei beiden Versuchen unter Konsum von sauerstaffanghertem Wasser groRer als die
Alkoholabbaugeschwindigkeit mit normalem Wasseel(si Versuchspersonen 1l1/1=I1V/4,
[11/2=1V/2) oder langsamer (siehe Versuchspersaihiéd=V/6, 111/5=1V/3). Auch wenn es sich
nur um eine Tendenz handelt, kbnnte es Personeengéli denen sauerstoffangereichertes
Wasser beschleunigend auf den Alkoholstoffwechsaktw Speziell bei Personen mit
Alkoholmissbrauch, Induktion des MEOS, metabolischBoleranz mit beschleunigter
Ethanolelimination und eventuell héherer Acetaldiilglung kbnnten andere Voraussetzungen

gegeben sein, was durch weitere Versuche zu kldéee.

5.2 Serumalkoholkonzentration (SAK) und Acetaldehyd

Endogene Serumethanolspiegel lagen bei 42 Probanatm Eisproben im Mittel bei 3,38 £ 9,78

mg/l, in den Normalproben bei 4,19 + 10,3 mg/l,dreiRer Streuung, wahrend Sprung et al 1981
mittels Head-Space-GC bei 170 nichternen Personerei unter 0,75 mg/l fanden, mit einer
Haufung zwischen 0,1 und 0,2 mg/l. Die Analysenbgdngen sind dabei nicht direkt
vergleichbar, letztlich belegt dies, dass endogé&ttbanol mit normaler BAK-Analyse nicht

abgrenzbar ist und in Bereichen unter 0,00 %o liegt.
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In den Eisproben aller Versuche waren insgesanimgjégig hthere SAK-Werte im Bereich von
etwa durchschnittlich 27-28,6 mg/l feststellbar,gemechnet etwa 0,02 g/kg bzw. %. BAK bei
Massebezug, entsprechend etwa 0,4 mMol/l. Alleslimgren die Streuungen — moglicherweise
bedingt durch die oben genannten, praanalytischefiiEse — so grof3, dass allenfalls eine
Tendenz zu einem in-vitro-Abbau von Ethanol abzeieiist. Dies weist im Einklang mit
Literaturangaben darauf hin, dass zumindest imBtlasma keine wesentliche Enzymaktivitat

zur Ethanolverstoffwechselung vorhanden ist.

Fischer et al 1982a/b fanden nach Zusatz von Etlzanfoischem Vollblut einen Abbau von Ethanol
und eine Neubildung von Acetaldehyd. Ein solchgtheozytérer, enzymatischer Ethanolabbau
in den Normalproben kann auf Grund der hohen Wekisdiehkeit des Ethanols nach weiterer
Lagerung und diffusiver Durchmischung auch zu ngaten Serumspiegeln an Ethanol
gegenuber Eisproben fihren. Nachdem ethanolabbaleryme im Plasma nach Fischer keine
Rolle spielen sollen, wére ein in-vitro-Abbau vah&nol erythrozytar gebunden und wirde sich
sekundar im Serum/Plasma und Gesamtblut auswitkéhrend Acetaldehyd bei geringerer
Wasserloslichkeit eher erythrozytar bleibt. Insgatsaind allerdings Rickschlisse auf eine
Ethanolabbaukapazitéat des gesamten zirkulierentigadBallein deshalb problematisch, da hier
zusatzlich biochemisch dynamisch Austauschproaessé&toffwechselprodukten anzunehmen
sind. Ohnehin sind eventuelle Abbaukapazitaten \Rint bei der Ermittlung einer
Ethanolelimination enthalten. Ein relevanter im@dfAbbau ist eher nicht anzunehmen bzw.

spielt dabei keine Rolle.

Bei einem solchen Ethanolabbau in-vitro waren d@unmolar etwa um 0,4 mMol/l oder etwa 18
mg/l erhdhte Acetaldehydspiegel zu erwarten.

Die endogenen Acetaldehydspiegel im Serum lagedd@&robanden im Durchschnitt bei 0,244 +
0,241 mg/l in den Eisproben und 0,234 + 0,164 nmyden Normalproben, ohne Unterschiede
in Eis- oder Normalproben und somit unabhangig eeentueller enzymatischer Aktivitat. Die
Werte sind gut vergleichbar mit Sprung et al 198#&, zwischen 0,6 und 5,1 mg/l mit einer
H&aufung zwischen 3,0 und 4,0 mg/l fanden.

Die Kurvenverlaufe der Acetaldehydserumspiegel sowler Eis- wie auch der Normalproben sind
unabhangig von der Hohe der BAK und auch der Glk&d@m und angendhert linear. Die
Acetaldehydspiegel bei den Eisproben liegen UbarAlkoholisierungsverlauf im Mittel bei
etwa 1,5 mg/l und nicht hoher als 2 mg/l, bei demmilproben im Mittel bei etwa 0,6 mg/I.
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Im Gegensatz zum Ethanol sind die Acetaldehydspiagden Eisproben eindeutig und signifikant

hoher als in den Normalproben. Der Mittelwert alfle@rsuche lag bei den Eisproben signifikant
um 0,61 mg/l héher, entsprechend etwa 0,014 mMbléser Abfall bzw. Acetaldehydabbau
liegt deutlich niedriger, als bei einem aquimolaféthanolabbau von mdglicherweise 0,4
mMol/l in-vitro zu erwarten ware. Dabei ist jedodie grosse Streuung der SAK-Werte zu
bertcksichtigen, die — im Gegensatz zum Acetaldehgdsserhalb des analytischen Optimums
gemessen wurden. Die hoheren Konzentrationen in Eigproben sind wohl auf eine
praanalytische Enzymhemmung zurtickzufihren. Eingleuquantitativ relevante Unterschiede
zwischen Sauerstoffwasser- und Normalwasserversugtaen nicht abgrenzbar. Insofern
ergab sich auch wie bei der SAK kein Hinweis auérdguelle Enzymstimulationen durch
Radikalbildung.

Fischer et al 1982a/b beschrieben eine NeubildongAcetaldehyd an den Erythrozyten nach Zusatz

Bei

von Ethanol zu frischem Vollblut, wahrend im Plaskean Acetaldehyd nachweisbar war. Auch
nach Ethanolzusatz zum Plasma war dort kein Aceltigidl nachweisbar, allerdings bei einer
Nachweisgrenze von lediglich 0,002 %. bzw. 2 mg/Egythrozytar ist also von einem

Ethanolmetabolismus auszugehen, nicht jedoch isniiaAndererseits wird dem Plasma eine

deutliche Kapazitat zum Umsatz von Acetaldehyd golgeeben.

unseren Normalproben kommt es zum zeitlich rploérten Gerinnen und Absetzen
korpuskularer Anteile mit entsprechend langerem tkin Dies kann konsekutiv zu einer
Freisetzung hamoglobingebundenen Acetaldehyds\mmwAcetaldehyd-Hamoglobinaddukten
fuhren, allerdings relevant erst nach Hamolyse. s&ieEffekt ist aus routineméafigen
Begleitstoffanalysen an gelagerten und h&molysief®oben bekannt, fuhrt jedoch zu
wesentlich héheren Acetaldehydspiegeln im Berea zwei Dezimalstellen. Nach Fischer et
al (1982a) werde an Erythrozyten gebildeter Acetiaydl ansonsten auf Grund der niedrigeren
Wasserldslichkeit nicht/kaum an das Plasma abgegélseh Fischer et al (1982a) ist von einer
deutlichen Eliminationsfahigkeit des Plasmas/Seruitns Acetaldehyd auszugehen. Die
anzunehmende Hemmung einer Enzymaktivitat bei dgpr&ben spricht insgesamt gegen eine
Freisetzung hamoglobingebundenen Acetaldehyds uundifien Abbau von Acetaldehyd im
Serum, entweder Uber ALDH oder allgemeine Oxydadti@n. Die etwas hoheren
Acetaldehyd-Werte (MW 1,48 £ 0,591 mg/l) in den &atoffwasserversuchen gegenuber
normalem Mineralwasser (MW 1,31 + 0,519 mg/l) k@mggf. Ausdruck einer wenn dann

geringfugig erhdhten Oxydaseaktivitat sein.
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Insgesamt ist der Ethanol- und Acetaldehydstoffisethm Vollblut oder Plasma/Serum sehr
komplex (vgl. Literaturangaben in der Einleitung)ne genauere Abklarung wéare ggf. durch
Isolierung und getrennte Analyse der Erythrozytdigich gewesen, was jedoch im Rahmen
der Studie und bei der primaren Fragestellung medlisierbar war. Eine Freisetzung grosserer
Mengen Acetaldehyd aus der Leber ist auch nachrem&intersuchungen und im Einklang mit
Fischer u.a. nicht anzunehmen, so dass organsemigigVirkungen eher tber lokale Bildung

von Acetaldehyd zu diskutieren sind.

Der Quotient SAK/BAK liegt ublicherweise bei 1,2, asv beispielsweise bei klinischen
Ethanolbestimmungen im Serum mit der ADH-Method®eriicksichtigen ist. Bei methodisch
bedingter Dampfdruckerh6hung durch die Begleitsiwdfyse war unabhéangig von Eis- oder
Normalproben wie auch von Sauerstoffwasser ein hdefmittlicher Quotient von 1,312
feststellbar, entsprechend dem Verteilungsvertgiton Ethanol (wie auch Wasser) zwischen
Serum und Vollblut. Nachdem routinemassige Bedt#fsnalysen beispielsweise zur
Beurteilung von Nachtrunkbehauptungen haufig aaggten Blutproben durchgefiihrt werden,
konnen Uber diese simultan festgestellte SAK nachrddhnung im Vergleich mit der

ursprunglichen BAK Verdunstungsverluste etc. beltresrden.

78



6. Zusammenfassung

Immer wieder werden Getranke oder Praparate bebdnj die die Alkoholelimination

beschleunigen und eine rasche und deutliche SerdemBlutalkoholkonzentration sowie eine
entsprechende Minderung psychophysischer Leistafigge bewirken sollen. Bisher hielten
die Versprechungen einer wissenschaftlichen Ub&rpginicht stand (Ubersicht bei Musshoff
et al 2006). Limitierender Schritt bei der Ethanyiation bzw. -elimination ist die Reoxydation
des Coenzyms NADH, worauf u.a. der vertraglichkenisierte und letztlich relativ geringe
Effekt einer Fructosegabe beruht. Moglicherweiserké dann eine Sauerstoffanreicherung in
der Leber eine erhdhte Oxydationskapazitat bewjrkaoh Hinweisen in Tierversuchen, jedoch

ohne Bestatigung im Humanversuch.

Hinblick auf seit Jahren beworbene, sauerstgéaeicherte Mineralwasser wurden mit
Fordermitteln der MMW systematische Trinkversucherieinen moglichen Einfluss solcher
Wasser auf Sauerstoffradikale (vgl. Diss. KarretD)0OBegleitstoffe (Diss. Strehlow, in Arbeit,
2014) und auch Alkoholabbau (diese Untersuchung)rdyefihrt.

In 4 Versuchsreihen tranken jeweils 6 junge, gesuAtbbanden im Wochenabstand jeweils am

Samstag innerhalb einer Stunde eine auf eine ZAd-Bon 1-1,2 % berechnete Menge an
jeweils Bier, Rotwein, Wodka oder Obstbranntweinit(nmnterschiedlichen Alkohol- und
Begleitstoffgehalten, insgesamt 24 Versuche). Damude an einem Versuchstag normales
Wasser und am anderen Tag sauerstoffangereich@esser der Firma Adelholzener (,Active
0O2") getrunken, mit festgelegter Mindestmenge, in mkipblindem, kontrolliertem und
gekreuztem Studiendesign. Die tatsachlich getrumkenWassermengen lagen bei
durchschnittlich 6,2 Liter (4,0 bis zu 9,5 Litefdr mindestens 6 Stunden, entsprechend einer
Sauerstoffmenge (im Falle des Sauerstoffwassers386-540 mg @ Zur Kontrolle wurde ein
Versuch mit 3 Personen durchgefuhrt, die aussdidiefit Sauerstoff angereichertes Wasser
tranken. Vor Trinkbeginn bis zum mutmallich volistigen Abbau des Alkohols wurden
regelmafRig (ca. 12 mal) jeweils zwei Blutproben aisem peripher vendsen Zugang
entnommen, von denen jeweils eine sofort kihlzemfiert und dann das Plasma tiefgekihlt
wurde (zur Bestimmung der Begleitstoffe und von d&kbylradikalen), die andere wurde
routinemanig bei 4 °C gelagert, bis zur Bestimmumg Ethanol bzw. BAK und Begleitstoffen
an den Folgetagen.
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Ethanolmetabolismus:

Eine Steigerung des Alkoholabbaus bzw. der stiineficcthanolelimination im peripheren Blut (13-
60) durch mit Sauerstoff angereichertes Wassedafagi nicht feststellbar, unabhangig von der
Art der Alkoholika. Durchschnittlich betrug die Alkolabbaurate bzw. der R3-60-Wert beim
Sauerstoffwasser 0,173,025 %o/h im Vergleich zum normalen Wasser mi80;40,033 %o/h,
ohne signifikanten Unterschied. Bei 13 Versuchspes war die Alkoholabbaurate mit
Sauerstoffwasser hoher als bei normalem Minerakvabgi einer Versuchsperson exakt gleich
und bei 10 niedriger. Unterschiede zwischen veestdnien Alkoholika waren nicht feststellbar.
Auch hinsichtlich der AUC und somit der Bioverfligkeit ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede.

Entgegen den ohnehin kritikwlrdigen und nicht \eoipbaren Untersuchungen von Baek et al
(2010) ist somit eindeutig belegt, dass eine ordlduhr auch grol3er Mengen von
Sauerstoffwasser nicht zu einer Beschleunigund=tiegnolelimination fuhrt. Allenfalls ist bei
den gegenuber durchschnittlichen Abbauwerten vab %/h héheren Werten zu diskutieren,
inwieweit — neben individuellen und situativen Fakh — die grol3e Flissigkeitsaufnahme zu

einer physikalischen Eliminationssteigerung bettrag
SAK (Serumalkoholkonzentration):

Hinsichtlich méglicher in-vitro Verdnderungen wund8AK-Werte und Acetaldehyd in Eis- und
Normalproben untersucht und die Absolutwerte (Koweglaufe und Summe aller Werte) wie
auch Differenzwerte (Eisprobenwerte abziglich Ndpmdewerte) und die Verhaltnisse
SAK/BAK sowie SAK/Acetaldehyd ausgewertet.

Endogene Serumethanolspiegel lagen bei 42 Probanakm Eisproben im Mittel bei 3,38 £ 9,78
mg/l, in den Normalproben bei 4,19 + 10,3 mg/lpaksalistisch.

Samtliche Eisproben wiesen dabei etwas hohere SAaNauf als die Normalproben, im Mittel um
27 mg/l héher, bei groRer Streuung allenfalls alsweis auf einen geringen, wenn dann
erythrozytar enzymatisch vermittelten in-vitro-Albb&on Ethanol. Eindeutige Unterschiede
zwischen Sauerstoffwasser und Normalwasser wardn faststellbar, also auch kein Hinweis
auf eine oxydative Wirkung im Blut. Im Hinblick ayfraktische Bedeutungen dirfte die

Kapazitat eines in-vitro-Abbaus dabei auch bei &iaglLagerung limitiert sein.
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Unabhéngig von Eis- oder Normalproben wie auch \®ewuerstoffwasser ergab sich ein
durchschnittlicher Quotient SAK/BAK von 1,312.

Acetaldehyd:

Die endogenen Acetaldehydspiegel im Serum lagedd@&robanden im Durchschnitt bei 0,244 +
0,241 mg/l in den Eisproben und 0,234 + 0,164 nmyden Normalproben, ohne Unterschiede

in Eis- oder Normalproben und somit unabhangig exentueller enzymatischer Aktivitat.

Acetaldehyd ist in Blutproben wegen enzymatischergédnge und Freisetzung normalerweise
problematisch zu bestimmen und zu beurteilen. Bvedlten praanalytischen Bedingungen wie
Kahlzentrifugation und sofortige Eiskiihlung mit anehmender Enzymhemmung limitieren

derartige Effekte wirkungsvoll.

Die Acetaldehydspiegel Uber den Trink- bzw. Verswehmlauf waren annahernd linear und
typischerweise praktisch unabhangig von BAK-Hohev.bzVerlauf, sie liegen bei den
Eisproben tber den Alkoholisierungsverlauf im Mitiei etwa 1,5 mg/l und nicht héher als 2
mg/l, bei den Normalproben im Mittel bei etwa 0,6/

Statistisch eindeutig belegbar ist ein in-vitro-Ablbvon Acetaldehyd, der Mittelwert aller Versuche
lag bei den Eisproben signifikant um 0,61 mg/l hghentsprechend etwa 0,014 mMoll/l,
weitgehend unabhangig vom Sauerstoffwasser. Diddgaiu erfolgt in erster Linie enzymatisch
im Serum, Sauerstoffwasser kann ggf. zu einer gdrilheren Abbaurate fihren.

Eine Freisetzung grosserer Mengen Acetaldehydeusatber ist auch nach unseren Untersuchungen
und im Einklang mit Fischer u.a. nicht anzunehnsendass organschadigende Wirkungen eher

Uber lokale Bildung von Acetaldehyd zu diskutiesamd.
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8. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ADH Alkoholdehydrogenase
ALDH Aldehyddehydrogenase
AUC Area under the curve
BAK Blutalkoholkonzentration
BE Blutentnahme

3-60-Wert  Alkoholabbau pro Stunde
C Blutalkoholkonzentration

Co theoretisch errechneter BAK-Wert bzw. aus demvKnverlauf Gber Retropolation
zuruckgerechneter BAK-Wert

coWidmark nach Widmark errechneter maximaler Wert
Cmax maximale erreichte BAK

CoHsOH Ethanol

CO. Kohlensaure

d.h. das heil3t

et al und andere

FID Flammen-lonisations-Detektor

GC Gaschromatographie

y-GT y-Glutamyltransferase

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
H20 Wasser

H202 Wasserstoffperoxid

Kg Kdrpergewicht in kg

MEOS mikrosomales ethanoloxidierendes System
MW Mittelwert
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NAD Nicotinamiddinucleotid

NADH reduziertes NAD

n.s. nicht signifikant

Oz Sauerstoff

r Reduktionsfaktor

S. siehe

S.u. siehe unten

SAK Serumalkoholkonzentration

SD Standardabweichung Einzelwerte

SIAM swift increase of alcohol metabolism, kurzfige Steigerung der

Alkoholabbaurate

ROS reaktive Sauerstoffspezies
Tab. Tabelle

TA Trinkanfang Alkohol

TE Trinkende Alkohol

u.a. und andere

val. vergleiche

VP Versuchsperson

ZNS zentrales Nervensystem

92



9. Danksagung und Lebenslauf

Mein ausdricklicher Dank gilt meinem DoktorvateduBetreuer, Herrn Prof. Thomas Gilg, fur die
Uberlassung des Themas, die tatkraftige und geghultinterstiitzung bei der Planung und
Durchfuhrung der Versuche und der Erstellung diéseeit. Ohne seine Hilfe, Aufmunterungen
und Geduld ware diese Studie nie durchgefuhrt uededDissertation wahrscheinlich nie

beendet worden.

Aulerdem mochte ich mich bei Herrn Dr. med. Michaehoenberg fir die initiale Idee zu dieser
Studie bedanken sowie bei Frau Schonberg fur drgdddvermittiung zur Firma Adelholzener
und die Beschaffung und Verblindung des sauerstgéeeicherten und normalen Wassers,

welches in Unmengen bendtigt wurde.
Der Firma Adelholzner danke ich fur die kostenfrigezeitstellung des Wassers.

Vielen Dank an die MMW (Munchner Medizinische Wonkehrift) fir die Bereitstellung des
Forschungsgeldes.

Meinem Mit-Doktoranden Michael Karrer moéchte icmian fir die anasthesiologische Betreuung

der Versuchspersonen und Planung und Durchfihrenyersuche.

AuBerdem mdochte ich mich bei den Probanden bedariéitenihr geduldiges Ertragen der
Probenentnahmen, die Zuverlassigkeit, die fast allezeichnete, und die unterhaltsamen

Samstage, die wir zusammen verbringen durften.

GrolRRer Dank gilt auch meinen Eltern, die mich nganzes Leben lang unterstitzt haben und das
auch noch hoffentlich lange tun werden, die micman wieder an die Pflicht erinnert haben
und mich immer wieder ermunterten, die Arbeit zal&ru bringen. Ebenso moéchte ich meiner
Schwiegermutter danken, die mir mehrfach den Ridtegehalten hat, damit ich trotz dreier

Kinder an der Dissertation weiterarbeiten konnte.

Vielen Dank auch an Konstanze Edelmann, die michhduektorenarbeit und Ermutigungen tber
Jahre hinweg unterstutzt hat.

Last but not least mdchte ich mich bei meinem Mbaedanken fur die Geduld, den Druck, die
Aufmunterungen und die kinderfreien Tage und beinere Kindern, die mehrfach geduldig

gewartet haben, bis die Mama wenigstens einen Alitsdeendet hatte.

Ohne diese Menschen, hatte ich diese Dissertatdan,mich Uber viele Jahre begleitet hat,

wahrscheinlich nie beendet, daftr allen nochmalerzliches Dankeschon!

93



Eidesstattliche Versicherung

Campos Arnoldi, Julia

Name, Vorname

Ich erklare hiermit an Eides statt,
dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Thema

Ethanol- und Acetaldehydstoffwechsel
unter oraler, bolusartiger Alkoholbelastung beim Menschen
mit und ohne sauerstoffangereichertem Wasser

selbstandig verfasst, mich auf3er der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient und alle
Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder ann&hernd Gbernommen sind, als solche
kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der Fundstelle einzeln
nachgewiesen habe.

Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in &hnlicher
Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades eingereicht wurde.

Ort, Datum Unterschrift Doktorandin/Doktorand

Eidesstattliche Versicherung Stand: 31.01.2013

94



