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Bestimmung von Athanol neben Methanol in Fliissigkeiten
und Organen.

Von
E. W6 und G. NEUGEBAUER.

Die von K. AgNEr und E. BELFRAGE (1947) veroffentlichte spe-
zifische Mikromethode zur quantitativen Methanolbestimmung im Blut
stellt fiir die Toxikologie der Methanolvergiftung eine auBerordentliche
Bereicherung dar. Das Verfahren beruht auf einer von E. Z. ExerIWE
(1937) angegebenen, sehr empfindlichen und spezifischen Reaktion, die
mit Formaldehyd unter Zugabe von Chromotropsiure (1,8-Dioxynaph-
thalin-3,6-Disulfonsiiure) in 72%iger Schwefelstiure bei 60° auftritt.

K. AGNER und E. BELFRAGE gehen von 0,2 cm? Blut aus, das sie mit 0,2 cm?®
einer verdiinnten Heparinlosung (0,2 cm? einer 5 %igen Heparinlosung auf 100 cm?
H,0) und 0,2 cm?® 25 %iger Trichloressigsidure versetzen. Nach dem Zentrifugieren
wird zu 0,1 cm? des Zentrifugats 0,1 cm? einer in 5 %iger Phosphorsiure gesittigten
Kaliumpermanganatlosung gegeben und die Mischung 20 min bei Zimmertempera-
tur verschlossen stehengelassen. Danach wird Schwefeldioxydgas bis zur Ent-
farbung eingeleitet. Nach Zugabe von 4 cm® Chromotropséureldsung (100 mg in
20 cm® 72%iger H,S80,) wird die Probe bei verschlossenem Gefifi 30 min im
kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur wird die
Intensitét der Farblosung mit dem Zeil3-Pulfrich-Photometer bestimmt, wobei
durch Verwendung von geeigneten Filtern der Normalblutwert beriicksichtigt wird.

Nach dem Bekanntwerden dieser spezifischen Methode lag es nahe,
sie unter gleichzeitiger Anwendung des Verfahrens von E. M. P. Wip-
MARK zur Bestimmung von Athanol neben Methanol heranzuziehen.

Unter den bisherigen Methoden zur Trennung von Athanol und
Methanol, die in neuerer Zeit verdffentlicht wurden, hat sich die von
O. ScamipT angegebene bei der Untersuchung konzentrierter Flissig-
keiten sehr bewidhrt. Bei der Analyse von Organen und Korperfliissig-
keiten war jedoch zu viel Ausgangsmaterial (1000—1500 g) erforderlich;
auferdem muBten mehrmalige Destillationen zum Zwecke der An-
reicherung und Reinigung vorgenommen werden, um die fiir die Dichte
und Gefrierpunktbestimmung geeigneten Konzentrationen und Rein-
heitsgrade zu erzielen. Bei der Untersuchung des Blutes von Lebenden
oder in Fillen, in denen nur wenig Untersuchungsmaterial zur Ver-
fugung stand, konnte sie daher nicht oder nur begrenzt angewendet
werden. Es bestand daher ein Bediirfnis nach einer spezifisch und
einfach arbeitenden Methode zur Trennung von Methanol und Athanol
in gréBeren Verdiinnungen!.

1 Wie.neuerliche Untersuchungen im Institut ergeben haben, tritt eine dhn-

liche, jedoch um ein Vielfaches schwichere Farbreaktion auch mit n-Propanol
auf. Die Abwesenheit von n-Propanol ist deshalb qualitativ zu sichern.
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Bevor uns die Arbeit von K. Aever und E. BELFRAGE bekannt war,
hatten wir Versuche unternommen, die relative Tridgheit der Bichro-
matoxydation des Methanols gegeniiber Athanol fiir eine Bestimmung
der beiden Alkohole nebeneinander zu verwenden. Diese Versuche
wurden jedoch nach der nunmehr bestehenden Anwendbarkeit der
Methode von K. AeNEr und E. BELFRAGE nicht mehr weitergefiihrt,
da sie vergleichsweise nicht mehr spezifisch genug erschienen.

Der von uns vorgesehene Weg soll sich wie folgt gliedern:

1. Destillation bei sauerer Reaktion unter Hg-Salz-Zusatz.

2. Bestimmung des Gesamtreduktionswertes des Destillates im
Widmark-Kolbchen mit Hg-Salz- und Alkalizusatz unter den von
N. v. Bipstex und M. NEYMARK fiir die Methanolbestimmung ange-
gebenen Bedingungen.

3. Colorimetrische Methanolbestimmung im Destillatnach K. Aexer
und E. BELFRAGE.

4. Errechnung des Athanolwertes aus dem Gesamtreduktionswert
und dem auf colorimetrischem Wege gewonnenen Methanolgehalt.

Zur Beschreitung dieses Weges muliten zunichst folgende Vor-
fragen geklirt werden: Ist der von N.v.BILDSTEN oder der von
M. NEYMark angegebene Faktor zur Berechnung des Methanolgehaltes
nach der Methode von E. M. P. WiDMARK richtig und sind die Bedin-
gungen fir die Methanolbestimmung im Blut nach K. AeyEr und
E. BerrracE auf Destillate anwendbar.

Bekanntlich hat N. v. BILDSTEN als erster die Methode von E. M. P.
WipMARK fiir die Bestimmung von Methanol angewandt. Er hat dabei
die Bedingungen insofern abgedndert, als er die Reaktionstemperatur
von 60° auf 70° erhdhte und statt 2 Std 2%/, Std erhitzte. Fiir die Be-
rechnung gab er einen Faktor von 1,33 an. M. NEYMARK hat jedoch
auf Grund ihrer Untersuchungen festgestellt, da8 dieser Faktor falsch
sein muf} und hat ihn mit 0,66 angegeben. Dieser Faktor ist im Rahmen
einer Inaug.-Diss. von H. J. ScEMIDT am hiesigen Institut und durch
uns an etwa 100 Untersuchungen nachgepriift worden. Hierbei konnten
wir einen Faktor von 0,565 ermitteln, der somit halb so groB ist, wie der
von E. M. P. WipMARK fiir Athanol mit 1,13 angegebene Faktor.

Zur Beantwortung der Frage, ob die Methode von K. AGNER und
E. BELFRAGE ohne weiteres in Destillaten angewendet werden kann,
wurden Versuche an reinen Methanolldsungen, jedoch ohne Zusitze
von Heparin und Trichloressigsiure, vorgenommen. Denn diese Zusitze
sind bei Untersuchungen von Destillaten nicht notwendig; auch ver-
einfacht sich der Untersuchungsgang insofern, als die Notwendigkeit
des Hiamolysierens, Enteiweifiens und Zentrifugierens entfillt. Da
fiir unsere colorimetrischen Bestimmungen nur ein einfaches Hellige-
Duboscq-Colorimeter zur Verfiigung stand, ergaben sich einige tech-
nische Anderungen, indem wir nicht mit der Differenz von verschiedenen
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Filtern arbeiteten, wie dies von K. AGNER und E. BELFRAGE mit dem
ZeiB-Pulfrich-Photometer durchgefithrt wurde, sondern gegen eine
Methanolvergleichslésung ablasen. Dabei stellte sich heraus, daB eine
Vergleichslosung fiir den Bereich von 0—2 9/, Methanol nicht geniigt.
Es hat sich vielmehr als zweckmiBig erwiesen, fiir Konzentrationen
zwischen 0,5 und 1,5%, eine 19/yige und fiir Konzentrationen zwischen
1—29/,, eine 1,5%sige Vergleichslosung zu wihlen. Fir Konzentrationen
unter 0,59, liest man am besten gegen eine 0,3%4ige Vergleichslosung
ab. Bei Konzentrationen iber 2%, erhdlt man beim Hellige-Duboseq-

Colorimeter ungenauere Werte, wes-

Tabelle 1. halb bei stéirkeren Konzentrationen
ichlosung Vi{gleichs_ d(ir ].)est‘illa,te bzw. Untersuchungs-
. szzlg Skalenwert  fljigsigkeiten entsprechend verdimnt
werden mub.

0,1 0,3 3,3 Fiir reine Methanollésungen wur-
8>i 8’2 1?‘3’1 den mit dem Hellige- Duboscq -
’ ’ ’ Colorimeter bei Einstellung der
8;2 }:8 g:g Eichlgsung auf den Skalenwert 10
1,1 1,0 11,0 folgende Skalenwerte fiir die Ver-
1.4 Lo 14,0 gleichslésungen erhalten (Tabelle 1).
Lo 1,5 6,6 Als Kurven dargestellt ergeben
iié iig I%i sich in den gewihlten Vergleichs-
2,0 | 1,5 13,4 konzentrationsbereichen 3 mnahezu

ideale Geraden. Da somit die Farb-
intensitdt direkt proportional der Methanolkonzentration ist, ist das
Brrrsche Gesetz anwendbar. Die Konzentration laBt sich ohne das
6 dy
d2
man in den gewidhlten Vergleichsbereichen arbeitet. Hierbei bedeuten
¢, die bekannte, ¢, die unbekannte Methanolkonzentration, wahrend
d, und d, die beiden dazugehérigen Skalenwerte darstellen. AuBerhalb
dieser Vergleichsbezirke schwanken die Werte stark, da hierbei die
Farbunterschiede zwischen Probe- und Vergleichslgsung zu grol sind
und kleinere Unterschiede nicht mehr genau genug festgestellt werden
kénnen.

Beim Colorimetrieren mit diesem Gerdt ist es zweckmiBig, die
Skaleneinstellung der unbekannten Losung (d,) konstant zu halten und
zwar moglichst auf einem mittleren Wert des Ablesungsbereiches. Bei
unseren Messungen wurde der Trommelwert 10 gewihlt. Denn nur so
erhilt man gerade Eichkurven.

In dieser Weise wurden die Methanolkonzentrationen von her-
gestellten Testlosungen aus den Skalenablesungen errechnet, wobel
sich folgendes ergab (Tabelle 2).

Anlegen von Eichkurven nach der Formel = ¢, berechnen, wenn
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Somit hat sich bei der Bearbeitung der 2. Vorfrage ergeben, daf die
Methanolbestimmung nach XK. AeNER und E. BELrrAGE im Destillat
anwendbar ist.

Bei dem von uns vorgesehenen Weg gingen wir von der Forderung
aus, daB er fiir Getrinke, Organe und Korperfliissigkeiten anwendbar sei.

Soweit es sich um Getrinke handelt, die einen mehr oder minder
hohen Methanol- und Athanolgehalt aufweisen, ist es leicht moglich,
die erwiinschte Konzen-

tration zu erzielen. Tabelle 2.
Bei der Untersu- Gofundene
. Methanol- | Vergleichs-
chung von Leichenblut  testissung | loung ¢, | SEalepwert | Methanolkon-
oder Organen von an */s0 *fo0 */oa
Methanolvergiftung zu
Tod. k P 0,10 0,30 3.3 0,10
ode gexommenen et 0,20 0,30 6,7 0,20
sonen empfiehlt es sich, 040 . 030 | 134 0,40
die vorbereitende De- 0,50 1,00 5,0 0,50
stillation nach dem fir 8,38 %,88 ' g,é 8,3(1)
fiie Athanolbestimmung 0,90 100 | 92 0,92
im Leichénblut angege- 1,00 1,00 10,0 1,00
benen Verfahren von E. 1,10 1,00 11,0 1,10
1,20 | 1,00 12,1 1,21
WeiNIG vorzunehmen. 1,30 ‘ 1,00 13,0 1,30
Hiernach werden 5 g 1,40 1,00 | 14,0 1,40
Blut, Urin oder Organ- 1,00 1,50 6,6 1,00
brei mit 25 cm? H,0, 1,10 1,50 7,3 1,10
of = 1,20 1,50 8,0 1,20
5 cm® 10%iger NayWo,- 1,40 1,50 9.3 1,40
Losung und 10 cm3 einer 1,60 },50 10,7 1,60
o . 1,70 ,50 114 1,71
.10 %igen HgSO,-Losung 180 150 119 179
in 2n-H,S0,, versetzt 1,90 1,50 12,7 1,90
und auf 10 cm?® iiber- 2,00 150 | 134 | 2,00

destilliert. Von dem De-

stillat werden 3mal 0,1 em? fiir die Widmarkbestimmung unter Zusatz
von je 1 Tropfen gesittigter Sublimatldsung und 1 Tropfen 10%iger
Natronlauge in die Népfchen der Widmarkkslbchen bei 70° 2Y/, Std
verbracht und daneben 2mal 0,1 cm? Destillat fiir die Methanolbestim-
mung nach K. AenxeEr und E. BELFRAGE verwendet.

Durch die von E.Wzinie angegebenen Bedingungen der vor-
bereitenden Destillation im Sauren und der isothermen Destillation im
Alkalischen im Widmarkkélbchen (als Modifikation des Verfahrens
von FRIEDEMANN-K1LAAS) werden unter anderem Acetonkdrper beseitigt,
die meist bei todlich auslaufenden Methanolvergiftungen auftreten und
storend wirken koénnen (O.Ror). Bei typisch endenden Methanol-
vergiftungen wiire eine Bestimmung von Athanol neben Methanol
praktisch nicht nétig, da der Athylalkohol bei einem Todeseintritt nach
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1—2 Tagen fast stets abgebaut ist. Weil jedoch in neuerer Zeit aufdie
Anregung von O.Rer zuweilen bei einer Methanolvergiftung aus
therapeutischen Griinden Athylalkohol verabreicht wird, ist eine
Trennung von Methanol und Athanol notwendig. Bei kurz nach der
letzten Alkoholaufnahme eingetretenem Tod ist eine Bestimmung der
beiden Alkohole nebeneinander unbedingt erforderlich, um das Uber-
wiegen der Wirkung des einen oder anderen Alkohols gerichtsmedizi-
nisch beurteilen zu konnen. Hierbei sei darauf hingewiesen, daff die
in der Literatur niedergelegten Werte fiir den Methylalkoholgehalt von
Blut, Urin und Leichenteilen mit groBler Zuriickhaltung anzusehen
sind, vor allem dann, wenn die Bestimmungsmethode nicht angegeben
wurde. Angaben iiber die Beziehungen zwischen Methanolkonzentration
im Blut und klinischen Erscheinungen, sowie zwischen Methanolkonzen-
tration im Blut und tédlich auslaufenden Vergiftungen bediirfen einer
Nachprifung unter Anwendung des von K. A¢NER und E. BELFRAGE
gewonnenen methodischen Fortschrittes.

Um Athanol neben Methanol zu bestimmen, wird mit dem erhaltenen
Destillat eine Widmarkbestimmung unter den von N.v. BILDSTEN
und M. NEYMARK angegebenen Bedingungen durchgefihrt, wodurch
Athanol -+ Methanol erfaBt werden. Der Thiosulfatverbrauch wird auf
Athanol mit dem Faktor 1,13 berechnet. Hierauf wird der inzwischen
colorimetrisch ermittelte Methanolgehalt von dem Widmarkwert in
Abzug gebracht. Dies geschieht dadurch, dafl man zundchst den

Methanolgehalt durch Multiplikation mit g ’515,,
,565

rechnet und diesen Betrag vom Widmarkwert subtrahiert.

Zur Uberpriifung der Gangbarkeit dieses Weges wurden als Test-
lssungen Gemische mit wechselndem Methanol(M)- und Athanol(A)-
gehalt untersucht, wobei sich folgende Zahlenwerte in Gewichtspromille
ergaben (Tabelle 3).

= 2 auf Athanol um-

Tabelle 3.
Testlésung Widmark- M-Gehalt nach A-Gehalt
wert AGNER und 1,13
M-Gehalt | A-Gehalt (Faktlr Lis) B FHAGE 4= (B : W)
0,20 1,80 2,20 0,20 1,80
0,50 1,50 2,50 0,48 1,54
0,80 1,20 2,80 0,78 1,24
1,00 1,00 3,00 1,00 1,00
1,30 0,70 3,30 1,30 0,70
1,50 0,50 3,50 1,50 0,50
Analysenvorschrift.

Nachdem in der oben beschriebenen Weise 5 g Blut, Organbrei oder sonstiges
Material in schwefelsaurer Losung unter Zusatz von Quecksilbersulfat auf 10 cm3
tiberdestilliert wurden (bei reinen Methanol-Athanolgemischen kann die Destillation
unterbleiben), wird das Destillat wie folgt behandelt:
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Drei Proben des Destillates von je 0,1 cm?® werden in die Napfchen von 3 Wid-
markkélbchen unter Zusatz von je 1 Tropfen heiligesdttigter Sublimatlésung
und 1 Tropfen 10%iger Natronlauge verbracht. Nach 2Y/,stiindigem Hrhitzen
bei 70° wird in der nach WibMARK iiblichen Weise verfahren. Der so erhaltene
Thiosulfatverbrauch wird zunichst mit dem Faktor 1,13 auf Athanol berechnet.

Zwei Proben des Destillates von je 0,1 cm® werden mit je 0,1 cm?® in 5%iger
Phosphorsaure gesdttigter Kaliumpermanganatlosung versetzt, kurz durch-
geschiittelt und 20 min bei Zimmertemperatur verschlossen stehengelassen. Dann
wird Schwefeldioxyd bis zur Entfarbung der Losung eingeleitet und nun werden
4 cm® Chromotropsiurelosung (100 mg in 20 cm® 72 %iger H,S0,) hinzugesetzt.
Die gut durchmischte und verschlossene Probe wird 30 min im kochenden Wasser-
bad erhitzt. Nach Abkiihlen der Losung auf Zimmertemperatur wird colorimetriert.

Bei Verwendung eines Hellige-Duboscq-Colorimeters werden 3 in gleicher
Weise behandelte Vergleichslésungen mit einem Methanolgehalt von 0,3, 1 und
1,59, hergestellt. Die Vergleichslésungen werden jedesmal vor dem Versuch aus
einer 10%igen (gewichtsprozentigen) Methanol-Stammlosung hergestellt, da
stiarker verdiinnte Losungen nur kurzfristig konstant bleiben. Beim Arbeiten mit
diesem Gerét ist ferner zu beachten, daf3 die Ablesung unter Vorschalten eines Rot-
filters der Filterzusammenstellung Nr. 1683 RGB durchgefiibrt wird. Auch muf}
die Einstellung auf Farbgleichheit mit dem Rotfilter vor dem Versuch erfolgen, da
sonst die Werte erheblich von der Fichgeraden abweichen wiirden. Ferner ist
darauf zu achten, daB die Beleuchtungsspannung wihrend des Colorimetrierens
konstant ist.

Der Methanolgehalt des Destillates wird nun mit Hilfe der Skalenablesung

-d
unter Verwendung der oben angegebenen Formel o

= ¢, berechnet.

2

Zur Berechnung des Athanolgehalts wird der Methanolgehalt in einen Reduk-
tionswert fiir Athancl umgerechnet und von dem auf Athanol berechneten Wid-
markwert subtrahiert.

Da durch die Destillation eine Verdiinnung des Ausgangsmaterials von 1:2 ein-
getreten ist, sind Methanol- und Athanolgehalt der Destillate mit 2 zu multiplizieren.

Die Genauigkeit dieses Verfahrens entspricht etwa derjenigen der Widmark-
methode.

Zusammenfassunyg.

Zur Bestimmung von Athanol neben Methanol in Fliissigkeiten und
Organen wird eine Methode angegeben, die auf einer Kombination der
colorimetrischen Methanolbestimmung nach K. A¢nEr und E. BELFRAGE
mit dem Widmarkverfahren unter besonderen Bedingungen beruht.
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