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Bestimmung yon )[thanol neben Methanol in Fliissigkeiten 
und 0rganen. 

Yon 

E. WE1NIO u n d  G. NEUGEBAUER. 

Die yon  K.  AGNER und  E.  BELFRAGE (1947) verSffent l iehte  spe- 
zifische Mikromethode  zur  q u a n t i t a t i v e n  Me thano lbes t immung  im Blur  
s te l l t  fi ir  die ToxJko]ogie der  Methano lve rg i f tung  eine aul~erordentl iche 
Bere icherung dar .  Das  Ver fahren  be ruh t  auf e iner  von  E. Z. EEGRIWE 
(1937) angegebenen,  sehr  empf indl ichen  und  spezif isehen Reak t ion ,  die 
mi t  F o r m a l d e h y d  un te r  Zugabe  yon Chromot ropsaure  (1 ,8-Dioxynaph-  
thal in-3 ,6-Disulfonsaure)  in 72%iger  Schwefelsaure bei  60 ~ au f t r i t t .  

K. AGNER und E. BELFRAGE gehen yon 0,2 cm ~ Blur aus, das sie mit 0,2 cm 3 
einer verdiinnten HeparinlSsung (0,2 cm 3 einer 5 %igen Heparin]Ssung auf 100 cm 3 
tI20 ) und 0,2 cm 3 25 %iger Trichloressigsaure versetzen. Nach dem Zentrifugieren 
wird zu 0,1 cm 3 des Zentrifugats 0,1 cm ~ einer in 5 %iger Phosphors~ure gesattigten 
KaliumpermanganatlSsung gegeben und die Mischung 20 rain bei Zimmertempcra- 
fur verschlossen stehengelassen. Danach wird Schwcfeldioxydgas bis zur Ent- 
f~rbung cingeleitet. Nach Zugabe yon 4 cm ~ Chromotropsaurel6sung (100 mg in 
20cm 3 72%iger H2S04) wird die Probe bei verschlossenem Gcfafi 30rain im 
kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur wird die 
Intensitat der FarblSsung mit dem ZeiB-Pulfrich-Photometer bestimmt, wobci 
durch Verwendung yon geeigneten Filtcrn der Normalblutwert beriicksichtigt wird. 

l~ach dem B e k a n n t w e r d e n  dieser  spezifisehen Methode  lag es nahe,  
sie un t e r  gle ichzei t iger  Anwendung  des Verfahrens  yon  E. M. P.  WI])- 
MARK zur Bes t immung  yon  ~ t h a n o l  neben  Methanol  heranzuziehen.  

U n t e r  den  bisher igen Methoden  zur T rennung  yon  A t h a n o l  und  
Methanol ,  d ie  in neuerer  Zei t  verSffent] icht  wurden,  h a t  sieh die yon  
O. SCHMI])T angegebene  bei  der  Un te r such ung  konzen t r i e r t e r  Flfissig- 
ke i t en  sehr  bewahr t .  Bei  der  Ana lyse  yon  Organen und  KSrperf l i iss ig-  
ke i t en  war  jedoch  zu viel  Ausgangsma te r i a l  (1000--1500 g) e r forder l ich ;  
auBerdem muBten  mehrmal ige  Des t i l l a t ionen  zum Zwecke der  An-  
re icherung und  Rein igung  vo rgenommen  werden,  u m  die fiir  die Dieh te  
und  G e f r i e r p u n k t b e s t i m m u n g  geeigneten  K o n z e n t r a t i o n e n  und  Rein-  
he i t sg rade  zu erzielen. Bei  der  Un te r suchu ng  des Blu tes  yon  Lebenden  
oder  in Fa l l en ,  in denen  nur  wenig U n t e r s u c h u n g s m a t e r i a l  zur  Ver- 
f i igung s t and ,  konn te  sic daher  n ich t  oder  nur  begrenz t  angewende t  
werden.  Es  bes t and  daher  ein Bedi i f fnis  nach  einer  spezifisch und  
einfach a rbe i t enden  Methode  zur  T rennung  yon  Methano l  und  ~ t h a n o l  
in  gr52eren Verd i innungen  1 

1 Wie.neuerliche Untersuchungen im Institut ergeben haben, tr i t t  eine ahn- 
liche, jedoch um ein Vietfaches schwAchere Farbre~ktion aueh mit n-Propanol 
auf. Die Abwesenheit yon n-Propanol ist deshalb qualitativ zu sichern. 
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Bevor uns die Arbeit yon K. AG~EI~ und E. BELF~AGE bekannt  w~r, 
h~ften wir Versuche unternommen, die relative Tr~gheit der Bichro- 
m~toxydat ion des Methanols gegeniiber _~thanol fiir eine Best immung 
der beiden Alkohole nebeneinander zu verwenden. Diese Versuche 
wurden jedoeh nach der nunmehr  bestehenden Anwendbarkeit  der 
Methode yon K. AG~,I~ und E. BELFI~AGE nicht mehr weitergeftihrt, 
d~ sie vergleichsweise nicht mehr spezifisch genug erschienen. 

Der yon uns vorgesehene Weg soll sich wie folgt gliedern: 
1. Destillation bei s~uerer l~eaktion unter Hg-Salz-Zusatz. 
2. Bestimmung des Gesamtreduktionswertes des Destillates im 

Widmark-K61bchen mit  Hg-Salz- und Alkalizusatz unter  den yon 
~-NT. V. BILDSTEN und M. NEYMAt~K fiir die Methanolbestimmung ange- 
gebenen Bedingungen. 

3. Colorimetrische Methanolbestimmung im Destillat nach K. A G N ~  
und E. BELFRAGE. 

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

Zur Beschreitung dieses Weges mul~ten zuni~chst folgende Vor- 
fragen geklart werden: Is t  der yon N. v. BILDSTEN oder der von 
~V[. ~EYMARK angegebene Faktor  zur Berechnung des Methanolgehaltes 
nach der Methode yon E. M. P. WIDMARK richtig und sind die Bedin- 
gungen ffir die Methanolbestimmung im Blur nach K. AG~EIr und 
E. B]~LFRAGE auf Destillate anwendbar. 

Bekanntlich hat  N. v. BILDSTEN als erster die Methode yon E. M. P. 
WIDMA~K fiir die Best immung yon Methanol angewandt. Er  hat  dabei 
die Bedingungen insofern abgeiindert, als er die Reakt ionstemperatur  
yon 60 ~ auf 700 erhShte und s ta t t  2 Std 21/2 Std erhitzte. Fiir die Be- 
rechnung gab er einen Faktor  yon 1,33 an. M. N~Y~rA~K hat  jedoch 
auf Grund ihrer Untersuchungen festgeste]]t, dal] dieser Faktor  falsch 
sein muf~ und hat  ihn mit  0,56 angegeben. Dieser Faktor  ist im Rahmen 
einer Inaug.-Diss. yon H. J .  Scg~IDT am hiesigen Ins t i tu t  und durch 
uns an etwa 100 Untersuchungen nachgeprfift worden. Hierbei konnten 
wir einen Faktor  von 0,565 ermitteln, der somit halb so groB ist, wie der 
von E. ~V[. P. WIDMARK fiir ~ thanol  mit  1,13 angegebene Faktor.  

Zur Beantwortung der Frage, ob die Methode von K. AGNEa und 
E. BELFRAGE ohne weiteres in Destillaten angewendet werden kann, 
wurden Versuche an reinen MethanoliSsungen, jedoch ohne Zus/~tze 
yon t teparin und Trichloressigs/iure, vorgenommen. Denn diese Zusatze 
sind bei Untersuchungen von Destillaten nicht notwendig; auch ver- 
einfacht sich der Untersuchungsgang insofern, als die Notwendigkeit, 
des H/~molysierens, Enteiweil~ens und Zentrifugierens entf/~llt. Da 
ffir unsere colorimetrischen Bestimmungen nur ein einfaches Hellige- 
Duboscq-Colorimeter zur Verffigung stand, ergaben sich einige tech- 
nische ~_nderungen, indem wir nicht mit  der Differenz yon verschiedenen 



32 E. W~I~IG und G. N~GEBAVER: 

Filtern arbeiteten, wie dies yon K. AG~E~ und E. BELFRAGE mit  dem 
ZeiB-Pu]frich-Photometer durchgeffihrt wurde, sondern gegen eine 
Methanolvergleichsl5sung ablasen. Dabei stellte sieh heraus, dal~ eine 

VergleichslSsung ffir den Bereieh yon 0- -2  ~ o Methanol nicht genfigt. 
Es hat  sieh vielmehr als zweckm~Big erwiesen, fiir Konzentrat ionen 
zwischen 0,5 und 1,5~ eine l~ und fiir Konzentrat ionen zwisehen 
1--2~ eine 1,5~ VergleichslSsung zu wghlen. Fiir Konzentrat ionen 
unter 0,5o/00 liest man am besten gegen eine 0,3~ Vergleiehsl5sung 
ab. Bei Konzentrat ionen fiber 2o/00 erh~lt man beim Hellige-Duboscq- 

Colorimeter ungenauere Werte, wes- 
TabeIle 1. 

Eichlbsung 

~ 

0,1 
0,2 
0,4 

0,5 
0,8 
1,1 
1,4 

1,0 
1,4 
1,6 
2,0 

Vergleichs- 
15sung 

~ e 

0,3 
0,3 
0,3 

1,0 
1,0 
1,0 
1,0 

1,5 
1,5 
1,5 
1,5 

Skalenwert 

3,3 
6,7 

13,4 

5,0 
8,0 

11,0 
14,0 

6,6 
9,3 

11,4 
13,4 

halb bei st~rkeren Konzentrat ionen 
der Destillate bzw. Untersuchungs- 
f]tissigkeiten entsprechend verdiinnt 
werden mul~. 

Ffir reine Methanoll5sungen wur- 
den mit  dem Hel l ige-Duboseq-  
Colorimeter bei Einstellung der 
EichlSsung auf den Skalenwert 10 
folgende Skalenwerte fiir die Ver- 
gleiehslSsungen erhalten (Tabelle 1). 

Als Kurven  dargestellt ergeben 
sich in den gew~hlten Vergleichs- 
konzentrationsbereichen 3 nahezu 
ideale Geraden. Da somit die Farb- 

intensitgt direkt proportional der Methan01konzentration ist, ist das 
B~El~sche Gesetz anwendbar. Die Konzentrat ion l~Bt sich ohne das 

c 1 - d 1 
Anlegen von Eiehkurven naeh der Formel d2 = c2 bereehnen, wenn 

man  in den gew~hlten Vergleichsbereichen arbeitet,  t t ierbei bedeuten 
c 1 die bekannte,  c 2 die unbekannte Methanolkonzentration, w~ihrend 
d 1 und d,, die beiden dazugehSrigen Skalenwerte darstellen. Au•erhalb 
dieser Verg]eichsbezirke schwanken die Werte stark, da hierbei die 
Farbunterschiede zwischen Probe- und VergleiehslSsung zu gro~ sind 
und kleinere Unterschiede nieht mehr genau genug festgestellt werden 
kSnnen. 

Beim Colorimetrieren mit  diesem Ger~t ist es zweckmgl~ig, die 
Skaleneinstellung der unbekannten L5sung (d2) konstant  zu halten und 
zwar mSgliehst auf einem mitt leren Wert  des Ablesungsbereiches. Bei 
unseren Messungen v~urde der  Trommelwert  10 gew~hlt. Denn nut  so 
erh~ilt man gerade Eichkurven. 

In  dieser Weise wurden die Methanolkonzentrationen yon her- 
gestellten TestlSsungen aus den Skalenablesungen errechnet, wobei 
sich folgendes ergab (Tabelle 2). 



Bestimmung yon Xthanol neben Methanol in Fliissigkeiten und Organen. 33 

Somit hat  sich bei der Bearbeitung der 2. Vorfrage ergeben, dal~ die 
Methanolbestimmung nach K. AGNER und E. B~Lr~AG~ im Destillat 
anwendbar ist. 

Bei dem yon uns vorgesehenen Weg gingen wir yon der ~'orderung 
aus, dab er ffir Getri~nke, Organe und KSrperflfissigkeiten anwendbar sei. 

Soweit as sieh um Getr/inke handelt, die oinen mehr odor minder 
hohen Methanol- und Xthanolgehalt  aufweisen, ist es leicht mSglich, 
die erwfinschte Konzen- 
trat ion zu erzielen. 

Bei der Uatersu- 
Methanol- 

chung yon Leichenblut testlSsung 
oder Organen yon an O/oo 
Methanolvergiftung zu 

0,10 
Tode gekommenen Per- 0,20 
sonen empfiehlt es sich, 0,40 
die vorbereitendo De- 0,50 
stillation naeh dem ffir 0,60 
die J~thanolbestimmung 0,80 0,90 
im Leichcnblut angege- 1,o0 
benen Verfahren yon E. 1,10 

1,20 
W ] ~ I G  vorzunehmen. 1,30 
Hiernaeh werden 5 g 1,40 
Blur, Urin odor Organ- 1,00 
broi mit  25 cm ~ H~O, 1,10 

1,20 
5 cm 3 10%iger Na~W%- 1,40 
LSsung und 10 cm 3 einer 1,60 
10%igen HgSO4-LSsung 1,70 

1,80 
in 2n-H2S04, versetzt  1,90 
und auf 10 cm a fiber- 2,00 
destilliert. Von dem De- 

Tabelle 2. 

Vergleichs- 
16sung cl 

~ 

0,30 
0,30 
0,30 

1,00 
1,00 
1,00 
1,00 
1,00 
1,00 
1,00 
1,00 
1,00 

1,50 
1,50 
1,50 
1,50 
1,50 
1,50 
1,50 
1,50 
1,50 

Skalenwerl~ 
d~ 

Gefundene 
Methanolkon- 
zentratioa c~ 

~ o 

3,3 0,10 
6,7 0,20 

13,4 0,40 

5,0 0,50 
6,1 0,61 
8,0 0,80 
9,2 0,92 

10,0 1,00 
l l ,0  1,10 
12,1 1,21 
13,0 1,30 
14,0 1,40 

6,6 1,00 
7,3 1,10 
8,0 1,20 
9,3 1,40 

10,7 1,60 
11,4 1,71 
11,9 1,79 
12,7 1,90 

i 13,4 ~ 2,00 

stillat werden 3mal 0,1 cm s ffir die Widmarkbest immung unter  Zusatz 
yon je 1 Tropfen ges/ittigter Sublim~tlSsung und 1 Tropfen 10%iger 
Natronlauge in die /q/s der WidmarkkSlbchen bei 700 21/2 Std 
verbracht  und daneben 2m~l 0,1 cm 3 Destillat ffir die Methanolbestim- 
mung nach K. A o ~ l ~  und E. BELFRAGE verwendet. 

Durch die yon E. W ~ I ~ m  angegebenen Bedingungen der vor- 
bereitenden Destillation im Sauren und der isothermen Destillation im 
Alkalischen im Widmarkk51bchen (als Modifikation des u 
Yon ~FRIEDEMANN-KLAAS) werden unter andere m AcetonkSrper beseitigt, 
die meist bei tSdlich auslaufenden Methanolvergiftungen auftreten und 
stSrend wirken kSnnen (O. Ro~). Bei typiseh endenden Methanol- 
vergiRungen w~tro eine Best immung yon Athanol neben Methanol 
praktisch nieht nStig, da der Xthylalkohol bei einem Todesointritt  naeh 
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1--2 Tagen fast stets abgebaut  ist. Weil jedoch in neuerer Zeit auf die 
Anregung yon O. t~oE zuweilen bei einer Methanolvergiftung aus 
therapeutischen Grfinden Athylalkohol verabreieht ~ird,  ist eine 
Trennung yon Methanol und _~thanol notwendig. Bei kurz naeh der 
]etzten Alkoholaufnahme eingetretenem Tod ist eine Bestimmung der 
beiden Alkohole nebeneinander unbedingt erforderlieh, um das Uber- 
wiegen der Wirkung des einen oder anderen Alkohols gerichtsmedizi- 
nisch beurteilen zu kSnnen. Hierbei sei darauf hingewiesen, dab die 
in tier Li teratur  niedergelegten Werte fiir den Methylalkoholgehalt yon 
Blur, Urin und Leiehenteilen mi t  groSer Zuriiekhaltung anzusehen 
sind, vor allem dann, wenn die Best immungsmethode nicht angegeben 
wurde. Angaben fiber die Beziehungen zwischen Methanolkonzentration 
im Blur und klinischen Erscheinungen, sowie zwisehen Methanolkonzen- 
t rat ion im Blur und tSdlich auslaufenden Vergiftungen bediirfen einer 
Nachpriifung unter Anwendung des yon K. AGNE~ und E. BELFaAG~. 
gewonnenen methodischen Fortschrittes. 

U m  Athanol neben Methanol zu bestimmen, wird mit  dem erhaltenen 
Destillat eine Widmarkbes t immung unter  den yon N. v. BILDSTE~ 
und M. IqE:ZM~K angegebenen Bedingungen durchgeffihrt, wodureh 
_~thanol -t- Methanol erfal~t werden. Der Th[osulfatverbraueh wird auf 
Athanol mit  dem Faktor  1,13 bereehnet. I-Iierauf wird der inzwischen 
eolorimetrisch ermittelte Methanolgehalt yon dem Widmarkwert  in 
Abzug gebracht. Dies geschieht dadurch, da$ man zuni~ehst den 

Methanolgehalt dureh Multiplikation mit  1,13 _ 2 auf Athanol um- 
0,565 

reehnet und diesen Betrag vom Widmarkwert  subtrahiert.  
Zur Uberpriifung der Gangbarkeit  dieses Weges wurden als Test- 

lSsungen Gemische mit  wechselndem Methanol(M)- nnd ~thanol(X)- 
gehalt untersueht,  wobei sieh folgende Zahlenwerte in Gewichtspromille 
ergaben (Tabelle 3). 

TabeIle 3. 

Testl6sung 

1V[- Gehalt ~_-Gehalt 

0,20 1,80 
0,50 1,50 
0,80 1,20 
1,00 1,00 
1,30 0,70 
1,50 0,50 

"vVidma,rk- 
wert 

(Faktor 1,13) 
A 

2,20 
2,50 
2,80 
3,00 
3,30 
3,50 

M- Gehalt nach 
AGNER and 
]~ELFRAGE 

B 

0,20 
0,48 
0,78 
1,00 
1,30 
1,50 

X- G ehalt 
~ - / B .  1,13 / 

\ 0,565 / 

1,80 
1,54 
1,24 
1,00 
0,70 
0,50 

Analysenvorschrift. 
Nachdem in der oben beschriebenen Weise 5 g Blu$, Organbrei oder sonstiges 

Material in schwdelsaurer L5sung unter Zusa%z yon Quecksilbersulfa~ auf 10 cm a 
iiberdestilher~ warden (bei reinen Methanol-Xthanolgemischen kann die Destillation 
un~erbleiben), wird das Des~illat wie folgt behandelt: 
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Drei Proben des Destillates yon je 0,1 em ~ werden in die 1Y~pfchen von 3 Wid- 
markkSlbohen unter Zusatz yon je 1 Tropfen heiBges~ttigter SublimatlSsung 
und 1 Tropfen 10%iger Natronlauge verbraoht. Naeh 21/2st~digem Erhitzen 
bei 70 ~ wird in der nach WI.D~AgK fiblichen Weise veffahren. Der so erhaltene 
Thiosulfatverbrauch wird zun~ohst mit dem Faktor 1,13 auf J~thanol berechnet. 

Zwei Proben des Destillates yon je 0,1 em 3 werden mit  je 0,1 cm 3 in 5%iger 
Phosphors~ure ges/~ttigter KaliumpermanganatlSsung versetz~, kurz dureh- 
gesoh/ittelt und 20 rain bei Zimmertemperatur versehlossen stehengelassen. Dann 
wird Schwefeldioxyd bis zur Entf~rbung der LSsung eingeleitet und nun werden 
4 cm 3 Chromotrops~urelSsung (100 mg in 20 cm a 72 %iger tt2S04) hinzugesetzt. 
Die guy durehmischte und versohlossene Probe wird 30 rain im koehenden Wasser- 
bad erhitzt. Naoh Abktihlen der LSsung auf Zimmertemperatur wh'd eolorimetriert. 

Bei Verwendung eines He]lige-Duboscq-ColorJmeters werden 3 in gleieher 
Weise behandelte VergleiehslSsungen mit  einem Methanolgehalt yon 0,3, 1 und 
1,5~ hergestellt. Die VergleiehslSsungen werden jedesmal vor dem Versuch aus 
einer 10%igen (gewiehtsprozentigen) Methanol-StammlSsung hergestellt, da 
starker verdiinnte L6sungen nur kurzfristig konstan~ bleiben. Beim Arbeiten mit 
diesem Ger/~t ist ferner zu beaehten, dab die Ablesung unter Vorsehalten eines Rot- 
filters der Fil~erzusammenstellung ~'r. 1683 RGB durchgeftihrt wird. Auch muB 
die Einstellung auf Farbgleiehheit mit dem Re,fil ter vor dem Versuch erfolgen, da 
sonst die Werte erheblich yon der Eichgeraden abweiehen wtirden. Ferner ist 
darauf zu achten, da~ die Beleuehtungsspannung w/~hrend des Colorimetrierens 
konstant ist. 

Der Methanolgehalt des Destillates wird nun mit Iti lfe der Skalenablesung 
c 1 �9 dj 

unter Verwendung der oben angegebenen Formel ~ = c~ berechne~. 

Zur Berechnung des ~thanolgehalts wird der Methanolgehalt in einen Reduk- 
tionswert ~/ir J~thanol umgerechnet und von dem auf ~thanol bereehneten Wid- 
markwert subtrahiert. 

Da durch die Destilla~ion eine Verdfinnung des Ausgangsmaterials yon 1 : 2 ein- 
getre~en is~, sind Methanol- und J~thanolgehalt der Destillate mit 2 zu multiplizieren. 

Die Genauigkeit dieses Veffahrens en~sprieht etwa derjenigen der Widmark- 
methode. 

Zusammen/assung. 
Z u r  B e s t i m m u n g  y o n  A t h a n o l  n e b e n  M e t h a n o l  in  F l i i s s igke i t en  u n d  

0 r g a n e n  w i r d  e ine  M e t h o d e  a n g e g e b e n ,  die au f  e iner  K o m b i n a t i o n  de r  

c o ] o r i m e t r i s c h e n  M e t h a n o l b e s t i m m u n g  n a c h  K .  A a ~ E R  u n d  E .  B~LFn~r  

m i t  d e m  ~ T i d m a r k v e f f a h r e n  u n t e r  b e s o n d e r e n  B e d i n g u n g e n  beruh~. 
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