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The Determination of Ethylene Glycol by Head-Space Gaschromatography

Summary. A simple, easy to do, and precise method in the determination of
ethylene glycol in biological material is presented. After oxidation of ethylene
glycol with sodiummetaperjodate is the resulting formaldehyde with sodium-
borhydride to methanol reduced. The stoechiometric amount of resulting
methanol is determined by Head-Space-Gaschromatography. The determi-
nation is made with peakheight method.
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Zusammenfassung. Zur Bestimmung von Athylenglykol in biologischem
Material wird eine einfache, rasch durchfithrbare und prizise Methode
beschrieben. Nach Oxidation des Athylenglykols mit Natriummetaperjodat
wird der entstandene Formaldehyd mit Natriumborhydrid zum Methanol
reduziert. Das in stochiometrischen Mengen entstandene Methanol wird
durch Head-Space-Gaschromatographie bestimmt. Die Auswertung der
Chromatogramme erfolgt nach der PeakhGhen-Methode.

Schliisselwort:  Athylenglykolbestimmung,  Head-Space-Gaschromato-
graphie

Einfiihrung

Athylenglykol, eine farb- und geruchslose, siiBlich schmeckende Fliissigkeit fin-
det als Losungsmittel fiir Farbstoffe und als Frostschutzmittel Verwendung,
Durch mangelhafte Kennzeichnung und unsachgemiBe Aufbewahrung kommt
es nicht ganz selten zu Unfillen. Eine perorale Aufnahme von 25g ist fiir den
erwachsenen Menschen unschidlich. Mengen von ca. 100 g erwiesen sich jedoch
als sehr toxisch. Das klinische Bild der akuten und subakuten Intoxikation ist in
der Literatur beschrieben [1-5]. Wegen der dringlichen intensiv-medizinischen
Behandlung ist im Verdachtsfalle eine quantitative Sofortanalyse von Trink-
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resten, Blut und Urinproben im Rahmen toxikologischer Untersuchungen
unumginglich.

Infolge der guten Loslichkeit in Wasser ist Athylglykol mit den gebriuch-
lichen organischen Losungsmitteln aus dem Untersuchungsmaterial kaum
extrahierbar. Nach Deutschem Arzneibuch (DAB 7) erfolgt die quantitative
Bestimmung des Glykols durch Oxidation mit Natriummetaperjodat und
anschlieBender Bestimmung des Perjodat-Verbrauchs [6, 7].

Die photometrische Bestimmung des bei der Oxidation von Athylenglykol
entstehenden Formaldehyds mit Chromotropsiure ist eine weitere Moglichkeit
des quantitativen Nachweises [8].

Fiir die Bestimmung von Athylenglykol im Organgewebe oder in K6rperfliis-
sigkeiten sind die genannten Verfahren nur bedingt anwendbar, weil sie unspezi-
fisch sind und somit falsch-positive Befunde auftreten kdonnen.

Zur Umgehung dieser Storungen wird auch die Oxidation mit Natrium-
metaperjodat, Destillation des entstandenen Formaldehyds und anschlieBen-
dem Nachweis mit Chromotropsiure empfohlen [3]. Eigene Untersuchungen
zeigten jedoch, daB bei der Destillation je nach Formaldehydkonzentration Ver-
luste zwischen 10-30% zu erwarten sind. Zudem erfordert das Verfahren einen
erheblichen Zeitaufwand.

Durch Derivatisierung mit Benzoylchlorid wird Athylenglykol in biologi-
schem Material gaschromatographisch nachgewiesen [9]. Durch zusitzliche
Anwendung der Massenspektroskopie erfolgt eine Steigerung der Nachweis-
empfindlichkeit.

Athylenglykolhaltiges Blutplasma kann auch direkt gaschromatographisch
untersucht werden [10]. Die dabei aufiretenden Verunreinigungen am Injektor-
und Sdulensystem filhren jedoch bei hdherer Probenzahl zu einem erheblichen
Empfindlichkeitsverlust.

Im folgenden wird iiber eine Methode berichtet, die es erlaubt, Athylenglykol
in Korperfliissigkeit und Organmaterial schnell, empfindlich und quantitativ zu
bestimmen. ‘

Material und Methoden

Reagenzien: p.a.-Reagenzien der Firma Merck, Darmstadt.

Athylenglykolldsung: 2, 4 bzw. 6g Athylenglykol in 1000 ml Wasser. 0,5 mol-Natrium-
metaperjodatlésung: 10,7 g Natriummetaperjodat, Aqua dest. ad 100 ml.

0,038 mol-Natriumwolframatldsung: 11,23 g Natriumwolframat, 0,2 mol Schwefelsdure ad
100 ml.

Natriumborhydrid: 2 mg.

Geriite: F 42 Head-Space-Gaschromatograph mit automatischem Probengeber der Firma
Perkin-Elmer, Bodenseewerk Uberlingen. Injektionsflaschen (20ml) fiir Gaschromato-
graphen mit Butylkautschuk-Gummistopfen und Aluminiumbdrdelkappen der Firma Miiller
& Miiller-Joh., Holzminden. Ultra-Turrax (PT 18-10), IKA Werk Stauf i. Br. ~

GC-Parameter: Metallsdule 2m, 1/8”, 15% Carbowax 1500, Chrom. W.NAW 80 —
100 mesh; Sdulentemp.: 75°C, Dosiernadel 150°C; Injektor 150°C; Detektor (FID) 150°C;
‘Wasserbad des Rotors 60°C.

Trigergas N, 25 ml/min; Brenngase H, 35 ml/min; Luft 300 m*/min; Empfindlichkeit
1X32; Dosierzeit 3s.
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Abb. 1. Athylenglykol Linearitétspriifung (MeBwert: Peakhohe Methanol als Mittelwert einer
Doppelbestimmung)
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Abb.2. Graphische MeBwertermittlung von letalen Athylenglykolkonzentrationen durch
Zugabe definierter Athylenglykolstandardldsungen
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Durchfiihrung der Methode

a) Urin: 1,0ml der Urinprobe wird mit Wasser auf 10,0 ml aufgefiillt. 0,2m] dieser Ver-
diinnung werden in einer Injektionsflasche mit 0,1 ml Natriummetaperjodatlésung und nach
5min mit 2 mg Natriumborhydrid versetzt. Nach beendeter Wasserstoffentwicklung wird die
Flasche verschlosssen und vor Beginn der Analyse 30 min im Wasserbad des Probengebers
bei 60°C inkubiert.

b) Blut und Organgewebe: 1,0 ml Blut oder 1,0 g Organmaterial werden mit 1,0 ml Natrium-
wolframatldsung versetzt und auf 10,0 ml mit 0,2 mol Schwefelsdure aufgefiillt. AnschlieBend
wird mit einem Ultra-Turrax-Gerdt homogenisiert. Nach Zentrifugieren werden 0,2 ml des
Uberstandes weiter nach (a) behandelt.

¢) Zugabe von Athylenglykol zum Untersuchungsmaterial (Additionsmethode): Vom
Untersuchungsmaterial werden vier Proben entnommen. Drei davon werden mit 1,0 ml einer
wiissrigen Athylenglykolldsung unterschiedlicher Konzentration (2,4 bzw. 6g/1 Athylen-
glykol) versetzt und weiter nach (a) bzw. (b) behandelt.

Ergebnisse

Empfindlichkeit und Linearitit: Durch VergroBern der Probenmenge und bei
einer maximalen Verstirkung des Detektorsignales 143t sich die Empfindlichkeit
erheblich steigern. Dies bedeutet, daB eine Athylenglykolkonzentration von
0,05 mg/ml noch mit ausreichender Genauigkeit nachgewiesen werden kann,
Aus Abb.1 ergibt sich, da} eine Eichgerade zur Bestimmung von wésserigen
Athylenglykolldsungen in einem Konzentrationsbereich von 1 bis 10 mg/ml
linear verlduft.

Die quantititive Bestimmung im biologischen Material erfolgt nach der Addi-
tionsmethode, um die durch unterschiedliche Probenbeschaffenheit auftreten-
den Matrixeffekte auszugleichen. Abbildung 2 zeigt die gemessene Konzentra-
tion bei einer letalen Athylenglykolintoxikation. Es konnten im Untersuchungs-
material folgende Konzentrationen (in mg/ml) nachgewiesen werden:

Urin: 2,7; Blut: 0,8; Leber: 3,0; Niere: 1,0.

Diskussion

Fiir unsere Untersuchungen wahlten wir ein Verfahren, das in einer Oxidation
des Athylenglykols mit Natriummetaperjodat und anschlieBender Reduktion
des entstandenen Formaldehyds mit Natriumborhydrid besteht. Das dabei gebil-
dete Methanol wird gaschromatographisch durch Dampfraumanalyse bestimmt.
Vorversuche mit wisserigen Athylenglykolldsungen zeigten, daB die Oxidation
mit Natriummetaperjodat und anschlieBende Reduktion mit Natriumborhydrid
auch als  Eintopf*-Reaktion quantitativ verliuft. Der Uberschuf} an Natrium-
borhydrid neutralisiert dabei das saure Milieu (Wasserstoffentwicklung!) Die
Reduktion des Formaldehyds verlduft dann ungehindert im alkalischen Milieu
(pH 9) nach folgender Formel:

2(CH,OH - CH,0H) +2J0; ~ 4H,CO +2J03+2H,0
4H,CO+NaBH, +3H,0 — 4 CH,OH +NaH,BO,
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Die Probenvorbereitung erfordert fiir die Bestimmung von 15 Analysen ca.
1h. Die verwendeten Reagenzien und Ldsungen sind iiber einen lingeren
Zeitraum bei +4°C-Lagerung stabil.

Als Head-Space-Parameter wurden von uns weitgehend die fiir die Blut-
alkoholbestimmung {iblichen Geriteeinstellungen angewendet. Verunreini-
gungen oder Stérungen, die die Auswertung der Chromatogramme beeintrich-
tigen, wurden nicht beobachtet. Der automatische Mef3vorgang und die kurze
Analysenzeit (fir 30 Proben ca. 90 min) ist ein wesentlicher Vorteil dieser
Methode bei klinischen Kontrolluntersuchungen.
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