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Neue mikrochemische Methode fiir die Bestimmung
des Blutmethylalkohols
Von
Dr. Sussert LAszLd
Technische Assistentin: KErTAY CECILIA

Mit 1 Textabbildung
( Eingegangen am 14. Juni 1964)

Bei den toxico-analytischen Untersuchungen strebt man nach der
Ausarbeitung der ,,Mikro-*“ und ,,Ultramikro‘-Methoden. AuBerdem
besteht eine Tendenz, genauere, einfachere, kiirzere Verfahren aus-
zuarbeiten!.2. Unter Beriicksichtigung der vorerwéhnten Standpunkte
wurde eine neue mikrochemische Methode von mir ausgearbeitet, die
auf dem Verfahren nach BrREMANTS beruht?.

Das Prinzip der Methode: Das Blutmethylalkohol wird direkt im
sdurigen Milieu durch Kaliumpermanganat-Losung zu Formaldehyd
oxydiert2.4-19, Dann wird das Formaldehyd durch die violette-rosarote
Farbung photometriert?.

Die MeBigenaunigkeit der Methode betrigt +10%.

Die notwendige Reagentien: 20%ige Phosphorsdure-Losung; 1,5 %ige
Kaliumpermanganat-Losung; 10%ige Natriumsulfit-Losung (jeden Tag
mufl man es frisch bereiten). 0,5%ige Chromotropsdure-Losung (jeden
Tag mul man es frisch bereiten). 81 %ige Schwefelsidure-Losung (sie
werden durch die vorsichtige Vermischung von 1 Vol. dest. Wasser
und 3 Vol. ce. Schwefelsdure p. a. bereitet).

Der Gang der Bestimmung

0,02 ml Blut und 0,40 ml dest. Wasser werden in einem Wassermann-
rohr pipettiert. Die Losung wird zusammengeschiittelt. 0,20 ml 20 %ige
Phosphorséure und 0,20 ml 1,5 % ige Kaliumpermanganat-Losung werden
dazugegeben. Die Test-Losung wird 10 min lang auf Zimmertemperatur
stehengelassen. Dann wird die Kaliumpermanganat-Losung durch
0,20 ml 10%ige Natriumsulfit-Losung entfirbt. Zur farblosen Losung
werden 1,0 ml 0,5 %ige Chromotropséure-Losung und 81 %ige Schwefel-
sdure hinzugegeben. Das Wassermannrohr wird in ein Wasserbad 60°C
gestellt. In 20 min wird die Test-Losung 45 min lang auf Zimmer-
temperatur gehalten. Ahnlicherweise wird die Kontroll-Losung behandelt
und durch methanolfreies Blut vorbereitet. Nach 45 min wird die
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Farbung bei der Wellenlinge 578 my im Vergleich zur Kontroll-Lésung
durch einen ,,Uvifot‘-Photometer (,,MOM®) photometriert. Man kann
auch einen Pulfrich-Stufenphotometer beniitzen. In diesem Fall muf3
ein Filter S 57 und eine Kiivette von 10 mm Durchmesser verwendet
werden.

Der Methylalkoholgehalt wird mit Hilfe der Eichkurve und Formel
gerechnet.
Die Vorbereitung der Eichkurve
In Kenntnis des Wasserraumes des Kérpers und der toxikologischen
Dosen des Methylalkohols wird wilBrige Verdiinnung durch den konzen-
trierten Methylalkohol vorbereitet''-12. Blutmethylalkohol-Verdinnungs-
reihe werden durch die waBrige

43
Verdiinnung mit einer Grenze von
E 1—50 4g/0,02 ml bereitet. Die
4z Bestimmung muf nach ,.der
Gang der Bestimmung ver-
a7k fahren.
Die Berechnung
S S E——
; 7 7 T gl & des Blutmethylalkohols

Die Berechnung geschieht
nach der Formel m=Ek-c,, wo:
m = Blutmethylalkohol in mg/ml; &k =konstans=>50/50; c,,= auf der
Eichkurve abgelesene Methylalkohol in ug/0,02 ml.

Beispiel: Auf der Eichkurve abgelesene Methylalkohol in pxg/0,02 ml
(6} =20 ug/0,02 ml; konstans (k) =50/50; Blutmethylalkohol in mg/ml
(m)=k - ¢,,= 50/50 - 20 ug/0,02 ml=1000 ug/1 ml =1 mg/ml.

Abb.1

Experimenteller Teil

Die optimalen Bedingungen der Methylalkoholoxydation und die
MeBgenauigkeit der Methode wurden durch ,in vitro*“-Experimente
untersucht. Die Experimenten wurden mit den 2,38 ug/0,02 ml und
14,28 42/0,02 ml Methanol-Wasser und Methanol-Blut-Losungen aus-
gefiihrt und die Farbung kolorimetriert.

In jedem Falle wurde es durch 20%ige Phosphorsdure gesduert®.
1,5-, 3- und 5%ige Kaliumpermanganat-Losungen wurden zur Oxyda-
tion verwendet? 419, Das Stufen der Oxydation wurde nach 5, 10 und
15 min gepriift. 5-, 10- und 20%ige Oxalsiure sowie 10—20%ige
Natriumsulfit-Losungen wurden nach der Oxydation fiir die Entférbung
des Kaliumpermanganats angewendet? 4% Auf Grund der Versuchs-
ergebnisse der ,,in vitro® Experimente mufl 0,20 ml 20 %ige Phophor-
siure 0,20 ml 1,5%ige Kaliumpermanganat-Losung bei 5—10 min
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Oxydationszeit 0,20 ml 10 %ige Natriumsulfit-Loésung fiir die Oxydation
verwendet werden.

Die MeBgenauigkeit der Methode wurde wihrend der Aufnahme der
Eichkurve bestimmt. Die MeBgenauigkeit betrigt +10%. Minimal
kann man 1,30 ug Methanol in 0,02 ml Blut bestimmen.

,.In vivo®® Experimente wurden zuerst an 3 Hasen ausgefithrt. Die
Hasen liefl man 12—14 Std lang hungern. Dann wurde wilBrige Metha-
nol-Losung peroral dosiert. In den ersten 6 Std wurde das Blut aus
den Ohrenvenen stiindlich entnommen und der Blutmethylalkohol durch
die neue Methode determiniert (s. Tabelle 1).

Tabelle 1. Hasenexperiment I

]i) l(:r ]?llutmeﬂhgl-
Das Gewicht | Das Gewicht des | pep zeitpunkt uﬁteﬁslfcﬁﬁgf Bluezcses
des Versuchs- | dosierten konzen- der Blut- i
tieres trierten Methyl- entnahme ne
alkohols Oxydationszeit
g /10 ml Std 5 min 10 min
2620 0,38 1. — 0,18
4, 0,34 0,38
6. 0,25 0,36
2700 0,38 2. 0,30 0,30
3. 0,34 0,36
4. 0,34 0,38
3540 Kontrolltier A — —
Tabelle 2. Hasenexperiment 11
D]ir ﬁBllutrlrlJelthgl—
N Das Gewicht d alkoholgehalt des
ngsvigxgﬁi doaé.;ertgnm]zonzegs- uﬁiellfgsmi};ten
tieres trierten Methyl- g Erklirung
alkohols Oxydationszeit
g g/ml 5 min 10 min
2720 0,38/10 0,28 0,36 Der dosierte Methylalkohol
2790 0,38/10 0,30 0,34 entspricht 10 g/70 kg
3525 Kontrolltier — — 10 ml dest. Wasser wurde per-
oral appliziert
2375 1,70/10 1,19 1,52 Der dosierte Methylalkohol
2808 1,70/10 1,49 1,60 entspricht 50 g/70 kg
3597 Kontrolltier — — 10 ml dest. Wasser wurde
peroral appliziert
2357 3,0/20 2,50 2,80 Der dosierte Methylalkohol
2100 3,0/20 2,70 2,80 entspricht 100 g/70 kg
3590 Kontrolitier — — 20 ml dest. Wasser wurde
peroral appliziert

11*
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Nach den Angaben der Tabelle 1 kann man feststellen, daB die
maximale Blutmethanolkonzentration in der 4. Std entnommenen Blut
nach der Oxydationszeit 10 min gemessen wurde.

Aus den Angaben der Tabelle 2 kann man sehen, daf sich der peroral
dosierte Methylalkohol in dem entnommenen Blut, nach der 4. Std
verhéltnismaBig mit der dosierten Menge verdndert hat. Es ist bewiesen,
dal man die Methode fiir die Bestimmung des Blutmethanols an-
wenden kann.

Die Besprechung der Hrgebnisse

Die qualitative Reaktion nach Ergriwe wurde fiir die Mikro-
bestimmung des Formaldehyds von BREMANIS ausgearbeitet3 %, Diese
Methode beniitzt man auch fiir die Bestimmung des Methylalkohol-
gehalts der Spirituosen nach der Oxydation des Methylalkohols'®. Das
Verfahren nach BrEmMaNIS wurde fir die Bestimmung des Luftform-
aldehydgehalts von mir ausgearbeitet!®.

Die neue mikrochemische Bestimmung beweilit, dall sie auch fiir
die Bestimmung des Blutmethanols geeignet ist. Mikrodestillation,
Mikrodiffusion oder eine andere Manipulation soll man nicht ver-
wenden. 0,02ml Blut muB ,direkt” einpipettiert werden und die
Bestimmung muB nach der Oxydation durchgefiihrt werden. Die
Bestimmung ist kurz, genau, spezifisch fiir das Formaldehyd und
einfach. Eine Farbung ist in 5—10 min nach der Stellung der Test-
losung ins Wasserbad entstanden. Dadurch ist die Methode auch fur
den qualitativen Nachweis der Methanolintoxikation geeignet.

Zusammenfassung

Eine neue mikrochemische Methode wurde vom Verfasser aus-
gearbeitet, die auf der Bestimmung des Formaldehyds nach BREMANIS
beruht. Das Prinzip der Methode ist, dall der Methylalkohol zu Form-
aldehyd durch die Farbreaktion von Chromotropsiure determiniert
wird. Die neue Methode wurde ,,in vitro® und ,,in vivo™ Experimenten
ausprobiert. Das neue Verfahren ist genau, spezifisch fiir das Form-
aldehyd, einfach, schnell. Es ist sowohl fir den toxiko-analytischen
Nachweis als auch fiir die Bestimmung der Methanolintoxikation
geeignet.

Diesmal mochte ich fur die kollegialen Ratschlige Herrn Direktor Dr. ANTAL
J6zsuF (Orszagos Birdsagi Vegyészeti Intézet) und Herrn Adjunkt Dr. Szmer
JézseF (BOTE. Gydgyszertani Intézet) Dank sagen.
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