Diss. ETH Nr. 7526

Flissigmembranen fiir die potentiometrische
Bestimmung der Aktivitat bzw. Konzentration
von Wasserstoff-, Natrium-, Kalium- und
Calcium-lonen in Serum und Blut

ABHANDLUNG

zur Erlangung des Titels eines
DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN
der
EIDGENQOSSISCHEN TECHNISCHEN HOCHSCHULE
' ZURICH

vorgelegt von
PETER ANKER
dipl. Chem. ETH
geboren am 6. Mai 1955
von Ins (BE)

Angenommen auf Antrag von
Prof. Dr. W. Simon, Referent
Prof. Dr. D. Vonderschmitt, Korreferent

ADAG Administration & Druck AG
Zirich 1984



Diss. ETH Nr. 7526

Flissiamembranen fiir die potentiometrische Bestimmung der
Aktivitdt bzw. Konzentration von Wasserstoff-, Natrium-,

Kalium- und Calcium-Ionen in Serum und Blut

ABHANDLUNG

zur Erlangung des Titels eines
DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN
der

EIDGENOESSISCHEN TECHNISCHEN HOCHSCHULE ZUERICH

vorgelegt von

PETER ANKER

dipl. Chem. ETH
geboren am 6. Mai 1955

von Ins (BF)

Angenommen auf Antrag von:
Prof. Dr. W. Simon, Referent

'
Prof. Dr. D. Vonderschmitt, Korreferent

1984



Leer - Vide - Empty



Meinen lieben Eltern’

in Dankbarkeit



Leer --Vide - Empty



Herrn Prof. Dr. W. Simon, unter dessen grossziigiger Leitung diese Arbeit
entstand, danke ich fiir seine Unterstiitzung, sein Vertrauen und fiir die
lehrreichen Diskussionen.

Daniel Ammann mdchte ich herzlich danken fiir die vielseitigen und wert-
vollen Gesprdche im wie auch ausserhalb des Labors.

»

Que mes amis trouvent & travers ces quelques mots une margue d'estime
et de reconnaissance.



Leer - Vide - Empty



INHALTSVERZE ICHNIS

Einleitung

2. Medizinische Bedeutung von physiologisch wichtigen Kationen

2.1 Physiologische Grundlagen der Regulation der Kationen-
konzentration im Blut

2.2 Storungen der Regulation der Kationenkonzentrationen

2.3 Zusammensetzung des Blutes und Kationenkonzentrationen
in extra- und intrazellularen Korperfliissigkeiten

2.4 Diagnostische Bedeutung der Kationenkonzentrationen
im Blut

2.5 Einfluss des Protein-Lipid-Volumens, auf die Kationen-
konzentrationen im Blut

3. Methoden zur quantitativen Erfassung von physiologisch
wichtigen Kationen im Blut

3.1 Uebersicht
3.2 Beschreibung und Diskussion der am hdufigsten
eingesetzten Methoden
3.2.1 Titration
3.2.2 Colorimetrie, Fluorometrie
3.2.3 Atomemissionsspektrometrie
3.2.4 Atomabsorptionsspektrometrie
3.2.5 Potentiometrie
3.3 Klinischer Einsatz von ionenselektiven Elektroden
3.3.1 Uebersicht
3.3.2 Einzelprobenanalysatoren -
3.3.3 Durchflussanalysatoren

13

16
23

26

30

31

43

43

48
48
49
50
51
51
52
52
53
53



4. Theoretische Grundlagen der potentiometrischen Bestimmung

von lonenaktivitdten bzw. Konzentrationen

4.1

4.2

4.3

Potentiometrische Messung mit ionenselektiven
Elektroden

4.1

4.1.2

4.1.3

4.1.4

4.1.5

Die elektromotorische Kraft der Messzelle
Elektrodenfunktion und potentiometrische Selek-
tivitdt. Die Gleichungen von Nernst und
Nicolsky-Eisenman

Aktivitat, Aktivitatskoeffizienten.

Der Debye-Hiickel-Formalismus
Fliissigkeitspotential an der Referenzelektrode.
Der Henderson-Formalismus

Stromungpotential

Fliissigmembranen beruhend auf elektrisch neutralen

Liganden als ionenselektive Komponenten

4.2.1

4.2.2
4.2.3

4.2.4
4.2.5
4.2.6

Definition der elektrisch neutralen Kationen-
carrier und Konstitution der eingesetzten
Liganden

Theoretische Beschreibung der Selektivitdt
Anforderungen an Membranmatrix und Membran-
tdsungsmittel bzw. Weichmacher

Lebensdauer der Fliissigmembranen
Ansprechzeit der Fliissigmembranelektroden
Anioneninterferenz

Messungen mit ionenselektiven Elektroden in Fliissig-

keiten biologischer Herkunft

4.3.1
4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.3.5
4.3.6

Anforderungen an die Selektivitat

Anforderungen an Messgenauigkeit, Stabilitat

und Reproduzierbarkeit »
Anforderungen an die Ansprechzeit und an die
Lebensdauer

Eichung der Messkette

Einflisse verschiedener Komponenten des Blutes
Kontamination der Probe durch Membrankomponenten

60

60
60

62

64

67
69

73

73
75

79
81
90
92

93
93

95

98
99
102
103



5.

Flissigmembranelektrode zur Bestimmung der Natrium-

konzentration im Blutserum

5.1 Einleitung

5.2 Optimierung der Membranzusammensetzung und der
Elektrodenbauart

5.3 Bestimmung der Natriumkonzentration in Blutserum
5.3.1 Eich- und Messverfahren
5.3.2 EMK-Messungen und deren Auswertung
5.3.3 Vergleich von potentiometrisch mit flammen-

photometrisch ermittelten Natriumkonzentrationen

Flissigmembranelektrode zur Bestimmung der Kaljum-

konzentration im Blutserum

6.1 Einleitung
6.2 Optimierung der Membranzusammensetzung und der
Elektrodenbavart
6.3 Bestimmung der Kaliumkonzentration in Blutserum
6.3.1 Eich- und Messverfahren
6.3.2 EMK-Messungen und deren Auswertung
6.3.3 Vergleich von potentiometrisch mit flammen-
photometrisch ermittelten Kaliumkonzentrationen

Fliissigmembranelektrode zur Bestimmung der verschiedenen
Calciumfraktionen im Blut ‘

7.1 Einleitung
7.2 Die verschiedenen Calciumfraktionen im Blutserum
7.3 Flissigmembranelektrode zur Be§timmung der Konzen-
tration des totalen Calciums im Blutserum
7.3.1 Freisetzung des gebundenen Calciums
7.3.2 Optimierung des pH-Puffers
7.3.3 Optimierung der Membranzusammensetzung zur
Erfassung der Konzentration des totalen

Calciums

104
104

105
109
109
110

112

ns
118

119
123
123
124

126

132

132
133

135

135
137

140



7.4

- 10 -

7.3.4 Potentiometrische Bestimmung der Konzentration
des totalen Calciums im Blutserum .

7.3.5 Vergleich von potentiometrisch, colorimetrisch
und atomspektrometrisch ermittelten Calcium-
konzentrationen

Flissigmembranelektrode zur kontinuierlichen in situ

Bestimmung der Konzentration bzw. der Aktivitdt des

ionisierten Calciums im Blut

7.4.1 Referenzelektrolytlosung fiir Messungen im
extrakorporalen Blutkreislauf

7.4.2 Eich- und Messverfahren zur Bestimmung der
Konzentration bzw. der Aktivitdt des ionisierten
Calciums

7.4.3 Kontinuierliche in situ Bestimmung der Konzen-
tration bzw. der Aktivitdt des ionisierten
Calciums beim wachen Hund

Flissigmembranelektrode zur Bestimmung der Wasserstoff-

ionenaktivitdt im Blut

8.1
8.2
8.3

8.4

Einleitung

Eigenschaften der Fliissigmembranelektrode
Ansprechverhalten der Fliissigmembranelektrode im
Vergleich zu einer Glasmembranelektrode in widsserigen
Losungen, Blutserum, und Blutplasma

Vergleich zwischen pH-Werten, die mittels der Flissig-
membranelektrode bzw. einer Glasmembranelektrode in

Erythrozytensuspensionen und in Blut ermittelt wurden

Fliissigmembranelektrode zur Bestimmung der Lithium-

konzentration im Blutserum

9.1
9.2

Einleitung
Eigenschaften von lithiumselektiven Fliissigmembran-
elektroden

144

146

152

152

158

159

164

164
166

167

mnm

177

177

178



10.

11.

12.

15.

_]‘-

9.3 Einsatz von lithiumselektiven Fliissigmembranelektroden
im Blutserum

Simultane, kontinuierliche in situ Bestimmung der Konzen-
tration bzw. der Aktivitat von H+‘ Na+, K+ und Ca2+ im Blut

10.1 Einleitung

10.2 Einsatz eines hoch lipophilen Weichmachers in
Fliissigmembranen

10.3 Eichung der H'-, Na*-, K*- und ca®*-selektiven
Fliissigmembranelektroden

10.4 Simultane, kontinuierliche Bestimmung der Konzentra-
tion bzw. der Aktivitdt von H', Na*, K* und ca’*
im extrakorporalen Blutkreislauf beim wachen Hund
bzw. Kaninchen '

Elektrodenbauarten, potentiometrische Messmethoden und
Auswerteverfahren

11.
11.
1.
11.
1.
11.

Makroelektroden

Minielektroden
Durchflusselektrodensystem
Messgerdte

Messmethoden und Auswerteverfahren

(=2 TS L B S R R

Verwendete Substanzen

Zusammenfassung

Summary

Résumé

Literaturverzeichnis

181

184

184
185

188

190

192

192
193
194
197
198
201

203
206
208

21



Leer - Vide - Empty



-]3-

1. EINLEITUNG

Die Potentiometrie mit ionenselektiven Elektroden ermoglicht gegenwdrtig
als einzige Methode die direkte Bestimmung von physiologisch relevanten
Ionenaktivitdaten und nimmt dadurch in der analytischen Chemie eine be-
sondere Stellung ein. Die Entwicklung von potentiometrischen Methoden
zur Erfassung von Ionenaktivitdten wurde anfangs dieses Jahrhunderts
durch die Einfiihrung der H+-se1ektiven Glasmembranelektrode [1,2) ein-
geleitet. Durch Verdnderung der Glaszusammensetzung wurden Membranen
erhalten, welche die gezielte, quantitative Erfassung anderer Kationen
ermoglichten [3-7]. Mit Ausnahme der H'- und auch der Na'-selektiven
Glasmembranelektroden waren jedoch die Selektivitdat dieser Sensoren im
allgemeinen unbefriedigend. In der Folge wurden Elektroden mit anderen
Membrantypen, wie homogene und heterogene Festkdrpermembranen sowie Flii-
ssigmembranen mit elektrisch geladenen Ionenaustauschern, entwickelt und

zur Bestimmung verschiedenster Kationen und Anionen eingesetzt {8-13].

Die Entdeckung des durch das elektrisch neutrale Antibiotikum Valinomy-
cin induzierten bevorzugten Transportes von K+-Ionen durch biologische
Membranen (vgl. u. a. [14]) fiihrte zur Entwicklung von Fliissigmembranen
beruhend auf elektrisch neutralen Carriern. Der Einsatz von Valinomycin
und weiteren ionenselektiven Antibiotika in Fliissigmembranelektroden er-
gab tatsadchlich hochleistungsfahige potentiometrische Sensoren [15-18].
Im Anschluss daran wurden an diesem Laboratorium (Laboratorium fiir or-
ganische Chemie ETﬁ, Gruppe von Prof. Dr. W. Simon) auf Grund elektro-
statischer Modelle [19-22], quantenmechanischer Modellberechnungen [23-26]
und des Studiums von Korrelationen zwischen Struktur und Ionenselektivi-
tit synthetischer Verbindungen [27] verschiedene elektrisch neutrale,
jonenselektive Carrier entworfen und synthetisiert. Flissigmembranelek-
troden beruhend auf solchen Ionencarriern ermiglichten denn auch die se-

lektive Bestimmung der Aktivitdt von H+, Li+, Na+, Mgz+, Caz*, Ba2+,
Cd2+, Pb2+ und Uog+ sowie die enantiomerenselektive Erfassung von Ammo-

niumionen in wisserigen Losungen {vgl. die Uebersicht in [28]). Heute
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werden insbesondere Bemiihungen im Bereich des Entwurfes von verbesserten
+ + : R s s .

Li - und Mgz_-selekt1ven neutralen Liganden sowie von Anionionencarriern

[29] unternommen. '

Parallel zur Entwicklung und Optimierung von ionenselektiven Fliissigmem-
branen wurden neuartige Elektrodenbauarten und Messanordnungen erarbeitet.
Dabei waren einerseits die Miniaturisierung und andererseits die Automa-
tisierung die wesentlichsten Beweggriinde. So entstanden u. a. sogenannte
Minielektroden [30-32], Katheterelektroden [33-38], Oberfldchenelektroden
[39,40], ionenselektive Feldeffekttransistoren (ISFET) [41,42], Durch-
flusselektroden [43-46] und Mikroelektroden [47-49]. Solche Sensoren sind
mittlerweile wichtige Hilfsmittel in der klinischen Routineanalytik, in
der Herzchirurgie (kontinuierliche Messungen wdhrend Operationen), in der
Intensivmedizin sowie in der medizinischen und physiologischen Forschung
(vgl. u. a. [28, 46, 48-54]).

In der klinischen Medizin zdhlen die Bestimmungen der Natrium-, Kalium-
und totalen Calciumkonzentration in Serum sowie der H+-Ak§iyitat in Blut
wegen der lebenswichtigen Funktionen dieser Kationen zu den am hdufigsten
durchgefiihrten Analysen., Es ist demnach nicht erstaunlich, dass die kli-
nische Routineanalytik zu einem der Hauptanwendungsbereiche von ionen-
selektiven Elektrodenmessketten geworden ist. Die leichte Automatisierung,
die Miniaturisierung der Messzellen, das Wegfalien jeglicher Probevorbe-
handlung sowie die Mdglichkeit der kontinuierlichen Messung sind dabei
entscheidende Vorteile der Potentiometrie. Analysatoren mit Na*-selektiven
Glasmembranelektroden und K+-selektiven Fliissigmembranelektroden haben

denn auch die herkommlichen Flammenphotometer zum Teil ersetzt.

Auf Grund der im Hinblick auf klinische Anwendungen unumstrittenen Ueber-
legenheit der ionenselektiven potentiometrischen Bestimmungsmethode ge-
geniiber der Atomspektrometrie (Atomemissions- und Atomabsorptionsspek-
trometrie) war die Untersuchung der Einsetzbafkeit anderer ionenselek-
tiver Fliissigmembranelektroden im Blut erwiinscht. Nebst dem mittelfri-
stigen Ersatz der Flammenphotometrie kann auch eine Verdrdngung der K-
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und Na+—se1ektiven Glasmembranelektroden erwartet wefden, da diese nicht
in jeder Hinsicht (elektrischer Membranwiderstand, mechanische Eigen-
schaften, Proteineinfliisse) zufriedenstellend sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ionenselektive Fliissigmembranen
beruhend auf den an diesem Laboratorium bereits vorhandenen H+-, Li+-,
Na+-, K*- und Ca2+-selektiven, neutralen Liganden fiir Messdngen im Serum
bzw. im Blut erarbeitet. Im Gegensatz zur Li*-selektiven Membran konnte
die klinische Relevanz der mittels dieser Fliissigmembranelektroden in

Blut ermittelten Konzentrationen des ionisierten Na+, K+ und Ca2+, des
totalen Calciums, sowie der H'-Aktivitat durch Vergleich mit unabhéngigen
Methoden aufgezeigt werden. Die Einsetzbarkeit dieser Membranen wurde in
einem Durchflusselektrodensystem anhand pharmakokinetischer Untersuchungen
durch simultane, kontinuierliche Messungen im extrakorporalen Blutkreis-

lauf von wachen Hunden und Kaninchen belegt.

Es ist anzunehmen, dass in der klinischen Analytik mittelfristig die
Flammenphotometrie vollstédndig durch die Potentiometrie mit ionenselek-
tiven Fliissigmembranelektroden verdréngt sein wird. Die noch ausstehende
Verfiigbarkeit einer fiir Messungen im Blut zufriedenstellenden Li*-selek-
tiven Elektrode wird dabei vermutlich den Ausschlag zur endgiiltigen Ver-

drédngung der Flammenphotometrie geben.
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2, MEDIZINISCHE BEDEUTUNG VON PHYSIOLOGISCH WICHTIGEN
KATIONEN

2.1 Physiologische Grundlagen der Regulation der Kationen-
konzentrationen im Blut [55-58]

Der menschliche Organjsmus wird in der heutigen Medizin oft als physi-
kalisch-chemischer Reaktor mit wésserigem Medium betrachtet. Dabei zahlen
die im Rahmen dieser Arbeit zur Diskussion stehenden Elemente Wasserstoff,
Natrium, Kalium uﬁd Calcium zu den zehn haufigéten chemischen Elementen.
Von diesen Elementen ist die ionisierte Form physiologisch wirksam. Diese
vier elektrisch geladenen Teilchensorten erfiillen unter anderem im Blut,
in der interstitiellen Fliissigkeit und in den Zellen (besonders gut unter-
sucht bei Nerven und Muskeln} lebenswichtige Funktionen und bestimmen,
zusammen mit den Anionen, weitgehend deren elektrochemische Eigenschaften.

Im Blut und in den iibrigen Fliissigkeitsrdumen werden die Kationenkonzen-
trationen nahezu konstant gehalten (Homdostase). Dies wird im Blutplasma
durch die optimale Kopplung zwischen der Wasser- und Elektrolytaufnahme
aus dem Gastrointestinaltrakt und der Ausscheidung in Urin, Stuhl und
Schweiss gewahrleistet. Die Durchldssigkeit der Blutkapillarwinde fiir
H0, H', Na*, K" und CaZ*

2
Komponenten zwischen Plasma und interstitieller Fliissigkeit und bildet

verursacht einen stdndigen Austausch dieser
so die Voraussetzung fiir deren Verteilung im ganzen Organismus.

Drei wichtige Blutparameter, der Blutdruck, die Osmolaritdt und das
Blutvolumen, sind eng mit den Na*- und K*-Konzentrationen sowie dem
Wassergehalt verkniipft. Spezifische Rezeptoren nehmen Aenderungen dieser
Parameter wahr und bewirken eine Regulation des H,0-, Na*- und K*-Haus-
haltes (vgl. Fig. 2.1).

2
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Osmolaritdt Blutvolumen Blutdruck

Osmo- Baro-
Ourst rezeptoren rezeptoren
Haut H20 MGNO;;l
n
1 - Hypothalomus RENIN =————
e [ Hypothatoms |
HZO . | Neurohypophyse l ANGIOTENSIN
Darm H2O
- - ADIURETIN | Nebennierenrinde
Le{ Speichel-, | No*
Schweiss - * ‘[
Drii +
rusen 1< | ] ALDOSTERON
|
Nierenkorperchen
H0 —
4+ -
Tubulusapparat Nd.Cl
KV
H‘)
l Zelle
7 ~_ |
Harn 7 Na'-K'- Pumpe )
7

Figur 2.1. Schematische Regulation des Wasser-, Na'- und K+-Hausha1tes.
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Der Blutdruck wird vorwiegend durch die Herzleistung, das Blutvolumen

und den Flusswiderstand der peripheren Blutbahnen bestimmt. In den Kapil~.
laren ist der Blutdruck die treibende Kraft der Filtration von Wasser und
kieinmolekularen Komponenten in den extravasalen Raum. Bei einem Blut-
druckabfall oder bei Natriummangel wird in den Nieren Renin gebildet,

was nach Entstehung von Angiotensin zur Freisetzung von Aldosteron aus
der Nebennierenrinde fiihrt. Dieses Steroidhormon bewirkt Erhghungen der

. H,0- und Na+-Resorption und der K+-Sekretion im Bereich des Darms, der

2
Speichel- und Schweissdriisen sowie des renalen Tubulusapparates.

Die Osmolaritdt des Blutes wird durch die Summe der Konzentrationen aller
im Plasma geldsten Teilchen definiert und somit vorwiegend durch HZO und
Na*-Ionen bestimmt. Die Osmolaritdt ist dem osmotischen Druck, der dem
kapillaren Blutdruck entgegengesetzt ist und damit den Flissigkeitstrans-
port vom extra- inden intravasalen Raum bewirkt, proportional. Steigt die
osmotische Konzentration an, so wird die Information nerval vom Hypotha-
lamus zur Neurohypophyse geleitet, wo Adiuretin ins Blut freigesetzt
wird. Dieses antidiuretische Hormon erhoht unter anderem die Wasserper-
meabilitat der Darmwand und des Tubulusapparates der Nieren, was eine
verstdrkte Aufkonzentrierung des Primdrharns verursacht (der Primdrharn
ist ein Ultrafiltrat des Blutes, das in den Nierenkorperchen bei einer
Rate von 120 mL/Minute gebildet wird). Durch den Schweiss wird ebenfalls
Wasser mit osmolaritdtsabhéngigen Salzmemgen (vorwiegend NaCl) eliminiert.

Ebenso konnen Aenderungen des Blutvolumens kompensiert werden. Bei einer
Verminderung des Blutvolumens werden sowohl Adiuretin als auch Aldoste-
ron freigesetzt. Dies bewirkt eine gesteigerte Resorption von H20 und
Na+, welche aus Elektroneutralitatsgriinden oft von einem passiven C1 -
Transport begleitet ist. Wie bereits erwahnt wurde, ist Aldosteron auch
an der Regulation der extrazelluldren k*-Konzentration beteiligt. Im
ersten Teil des Tubulusapparates, im proximalen Tubulus, werden die
Kaliumionen im gleichen Mass wie die Natriumionen etwa zu 66 % aus dem
Primdrharn riickresorbiert. Im nachfolgenden distalen Konvolut wird aber

die K+-Transportrichtung dem Kaliumhaushalt angepasst und es findet
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Riickresorption oder Sekretion statt.

Im Zellinnern wird die Osmolaritdt zum grossten Teil von den Kaliumionen
bestimmt, die vorwiegend dort fiir lebenswichtige Prozesse erforderlich
sind, im Gegensatz zu den Natriumionen, die ihre Hauptfunktion im
extrazelluldren Raum erfiillen. Ein aktiver Transportmechanismus, die so-
genannte Natrium-Kalium-Pumpe, sorgt fiir die Aufrechterhaltung dieser
zwei Konzentrationsgefdlle. Lokale, kurzfristige Aenderungen dieser Kon-
zentrationsgradienten an der Membranoberfldche von Nervenzellen sind fiir

die Entstehung und Fortleitung von Aktionspotentiale verantwortlich.

In Figur 2.2 wird die Regulation des Ca2+-Hausha1tes im Plasma schema-
tisch dargestellt. Zu beachten ist, dass etwa 99 % des totalen mensch-
Tichen Calciums im Skelett gelagert ist. Nur ein Bruchteil des iibrigen
Calciums liegt im Plasma vor und ist dabei zu mehr als zur Hdlfte an
Proteinen und Komplexbildnern gebunden. Physiologisch aktiv ist lediglich
das ionische Calcium [59, 60]. Es spielt bei zahlreichen lebenswichtigen
Vorgdngen wie der Calcifikation der Knochen, der Blutgerinnung, der Frei-
setzung oder Aktiviérung verschiedener Hormone und Enzyme, oder der Um-
wandlung elektrischer Information in chemische Informationstrdger oder in
mechanische Energie eine unentbehrliche Rolle. So bewirkt das Eindringen
von Calciumionen in die Synapsen von Nervenzellen als Folge eines Aktions-
potentials die Freisetzung von Uebertrdgersubstanzen. In den Muskelzellen
wird durch den von einem Aktionspotential induzierten Ca2+—Ausstrom vom
sarcoplasmatischen Reticulum ins Cytosol eine Kontraktion ausgeldst. Um
die Calciumkonzentration im Blut moglichst konstant zu halten, herrscht
zwischen dem Lieferungsorgan {Darm), den Speicherzentren (Knochen) und
dem Ausscheidungsorgan (Nieren) ein optimales Regulierungssystem, wobei
die Schilddriise und die Nebenschilddriisen eine zentrale Rolle spielen.
Die freigesetzten Hormone regulieren gleichzeitig den Phosphathaushait

im Blut, der sehr eng mit dem des Calciums gekoppelt ist, da beide Ionen
in Form von Hydroxylapatit die Knochenmatrix aufbauen. Die Gesamtwirkung
des Parathormons kann als Erhdhung der Calcium- und Senkung der Phosphat-

konzentration im Blutplasma zusammengefasst werden; die des Calcitinins
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Figur 2.2. Schematische Regulation des CaZ+-Haushaltes.
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kann als Verminderung beider Parameter betrachtet werden. Der aktive
Metabolit des Vitamins D, 1,25-Dihydroxy-cholecalciferol, senkt diese
Parameter ebenfalls, indem er die Calcifikation der neugebildeten Knochen-
gewebe fordert. Da der Ca2+-Plasmaspiegel die Regelgrosse fiir die Produk-
tion und Ausschiittung der erwdhnten Hormone darstel]t,YerfUIIen hier Cal-
ciumliganden (u. a. Albumin) und Wasserstoffionen als Konkurrenten bei
Komplexbildungen indirekt eine massgebliche Funktion.

Da die biochemische Aktivitdt der meisten Enzyme pH-abhdngig ist, sind
die Konsequenzen von Aenderungen der Wasserstoffionenaktivitidt fiir den
allgemeinen Korperstoffwechsel noch umfassender. Trotz kontinuierlicher,
aber schwankender Aufnahme von sauren Metaboliten durch das Blut ist
dessen pH-Wert einer der am besten kontrollierten cemischen Parameter des
Organismus (vgl. Fig. 2.3). Die Puffereigenschaften der extrazelluléren
Flissigkeiten, die Ausscheidungsvorgange der Niere und der pulmonale
Gasaustausch sind fiir die Konstanthaltung der H+-Aktivit§q des Blutes
verantwortlich. Die Proteine des Blutes liefern zu dessen}Pufferkapazitﬁt
einen wesentlichen Beitrag, wobei des Imidazolringsystem des Histidins
besondere Bedeutung zukommt. Wegen dem hohen Gehalt an Imidazolsysteme
ist Hamoglobin das wichtigste organische Puffersystem des Blutes [61].
Beim Desoxygenieren von Oxyhdmoglobin wird gleichzeitig H¥ aufgenommen,
so dass ein Ausgleich fiir das simultan ausgetauschte Kohlendioxid gewdhr-
Z-Aufnahme statt.
Das Kohlendioxid, das von den aeroben Stoffwechselvorgangen produziert

leistet ist. Der umgekehrte Mechanismus findet bei der 0

wird, nimmt im Sdure-Basen-Haushalt eine besondere Stellung ein, da es zu
dem massgeblichen Bicarbonat-Puffersystem fiihrt. Aus dem Dissoziations-
gleichgewicht der Kohlensdure wurde folgende Beziehung zur Berechnung des
pH-Wertes im Blut abgeleitet (Henderson-Hasselbalch-Gleichung):

[Hco;
PH = pKy o + Tog PKy o = 61 (2.1)

273 [H,€05] 2°°3
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Rezeptoren

Blut

Stoffwechset (Gewebe)

oriaeroy \\02""’/

Lactat + H HO + CO,——]

— ul + ——
Ne* H,0 + CO,== HCO; + K" === H,CO,
R 1
> . Tubuluszelle
Nieren Stoffwechsel
HCO; HO + CO,
— H'"+ HCO; —F————= HCO;
H;C04 No* Na®
HO I co, co,—
Harn
Figur 2.3. Schematische Regulation des Siure-Basen-Haushaltes

(Hb: Hamoglobin; Ery: Erythrozyt).
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Da H2C03 einerseits mit dem Kohlendioxid, andererseits mit dem Bicarbonat
im Gleichgewicht steht, sind zwei anatomische Systeme (Lunge, Niere) an
dem Haushalt dieser S@ure beteiligt. Kohlendioxid wird im Blut von den
Geweben zur Lunge transportiert z. B. als geldstes COZ’ in Form von an
Proteine und Hamoglobin gebundenen Carbamaten bzw. als Bicarbonat und
Kohlensdure. Spezifische Sensoren im Bereich des Hirnstammes nehmen den
COZ-Partialdruck und die H+-Aktivit5t im arteriellen Blut wahr und re-
gulieren dementsprechend die Atmung, um pH-Aenderungen zu kompensieren.
Ueberschreitet der arterielle Coz-Partialdruck 40 Torr, odgr sinkt der
pH-Wert unter 7.40, so wird die COZ-Abgabe durch Hyperventilation rasch
verstarkt. Das Bicarbonat, zusammen mit dem Chlorid, wird hauptsachlich
als Gegenion des Natriums in den Nieren filtriert, wobei ein Teil im
Tubulusapparat ebenfalls riickresorbiert wird. Weil prinzipiell €1~ durch
HCO; ersetzt werden kann, ist die renale Ausscheidung der Anionen eng mit
dem Sdure-Basen-Haushalt verkniipft. Dies fiihrt u. a. zu einer nahezu
konstanten Summe der Chlorid- und Bicarbonatkonzentration im Blut. Die
Ausscheidung anderer saurer Stoffwechselprodukte, wie Milchsdure und

Schwefelsdure, wird ebenfalls durch die Nierenfunktion iibernommen.

2.2 Storungen der Regulation der Kationenkonzentrationen
[57, 62-64]

Neben einer deffizienten Nahrung kann jede Gleichgewichtsverschiebung der
Gesamtbilanz eines exogenen Stoffes grundsatzlich zwei organische Ursachen
haben. Es sind dies Stdorungen in der Aufnahme und in der Ausscheidung der
betreffenden Komponente. Da die Wasser- und Kationeniiberfiihrung vom Magen-
Darmtrakt in die Blutbahnen hauptsédchlich passiv erfolgt, die renale Eli-
minattion aber aus mehreren komplexeren Vorgédnge besteht, ist die Nieren-
funktion anfdlliger als die gastrointestinale Gewinnung. Die meisten
Nierenbeschwerden fiihren dementsprechend zu pathologischen Kationenkon-
zentrationen in den extrazelluldren Korperfliissigkeiten. Aufkonzentrie—
rungen oder Verdinnungen des Plasmas konnen aber auch durch ungeniigende

bzw. iberdosierte Wasseraufnahme hervorgerufen werden. Stdorungen des
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Kationenhaushaltes konnen ebenfalis bei Verlusten an isotonen Korperfliis-
sigkeiten auftreten, wie z. B. bei Erbrechen, Durchfall, Blutveriust
oder schweren Brandverletzungen. Das Herz als Faorderorgan des Blutkreis-
laufes (d. h. blutdruck- und durchblutungsbestimmend) ist bei Leistungs-
abnahme oft ebenfalls fiir Konzentrationsdnderungen der geladenen Teilchen
des Blutes verantwortlich. Zu beriicksichtigen ist, dass sogar bei nor-
maler Gesamtbilanz eines Kations seine Verteilung im Korper von der ge-
sunden Situation stark abweichen kann. Verschiebungen von der Normalkon-
zentration einer gegebenen Komponente im Blut werden bei erhdhten Werten
mit dem Prafix Hyper-, bei erniedrigten Werten mit Hypo- bezeichnet.

Neben diesen allgemeinen Storungsquellen treten kationenspezifischere
pathologische Erscheinungen auf. Das generalisierte Oedem ist eine haufige
Ursache von Hyponatridmie. Wegen erhdhten Kapillarblutdruck infolge Lei-
stungsabnahme des Herzens kommt es’ zu einer verallgemeinerten Fliissigkeits-
ansammiung und somit zu einem Vérdﬁnnungseffekt. Dieselben Folgen hat
auch die Proteinausscheidung bei gewissen Nierenerkrankungen. Gleichzei-
tige Na'- und K'-Konzentrationsabnahme tritt oft bei chronischen Alkoho-
likern mit Lebercirrhose auf. Da der Transport zwischen extra- und intra-
zelluldrem Raum dieser beiden Kationen gekoppelt ist, konnen Storungen
dieses Vorganges ebenfalls zu Na*- und K+-Konzentrationsénderungen fiihren.
Hypokalidmien werden zudem durch Alkalosen, Insuliniberdosen oder gewisse
Nebennierenrinde—Funktionsstﬁruhgen verursacht. Durch die Erhﬁhung des
Ruhepotentials kann im Extremfall eine Hypokalidmie zu Schlaflahmungen
und Herzrhythmusstorungen, jedoch selten zum Herzstillstand fiihren. Durch
eine Erniedrigung des Ruhepotentiais induzierte starre Lahmung hat aber -
die akute Hyperkaliamie oft diese todliche Folge. Da neben der Natrium-
Kalium-Pumpe u. a. ein K+-H+-Austauschprozess zwischen Intra- und Extra-
zelluldrraum besteht, bewirkt ein Anstieg der HE-Aktivitst im Blut die
Zunahme des K'-Uebertrittes in die extrazellulire Flissigkeit und somit
eine Hyperkaliamie. .

Die Hypercalcamie ist oft durch Hyperparathyreoidismus, der durch Neben-
schilddriisenerkrankung erhohten Parathormonsekretion, bedingt. Vergiftung
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an Vitamin D, Calcitoninmangel oder Immobilisation fiihren ebenfalls zum
Anstieg des Calciumspiegels im Blutplasma. Gewisse Tumoren, sowie Osteo-
porose (Erkrankung mit erhghtem Knochenabbau und verminderter Knochen-
bildung) scheinen auch den gleichen Effekt hervorzurufen [65]. Neben
zahlreichen Folgen sind u. a. Herzrhythmusstdrungen und Nierensteinbil-
dung zu nennen. Gesteigerte Calcitoninausschiittung, Hypopafathyreoidismus,
Phosphatvergiftung oder Mangel an Vitamin D filhren andererseits zu Hypo-
calcamie. Je nach Ursache dieser Erscheinung treten dann Rachitis, Hem-
mung der Blutgerinnung oder, infolge neuromuskul&rer Uebererregbarkeit,
Spasmen der Skelettmuskulatur auf.

Die Storungen des Sdure-Basen-Gleichgewichtes werden mit zwei Hauptbe-
griffen charakterisiert. Bei Senkung des pH-Wertes im arteriellen Blut
unter den Referenzbereich (vgl. Tab. 2.2) spricht man von Acidose; von
Alkalose spricht man bei erhthtem pH. In beiden Fdllen unterscheidet man
zwischen respiratorischen und nichtrespiratorischen Ursachen. Diese zwei
organischen Systemerscheinungen konnen sich manchmal gegenseitig kompen-
sieren. Dies fUhrt dann zu keinen wesentlichen pH-Verschiebungen. Res-
piratorische pH-Aenderungen kommen bei gestorter Atmung zum Vorschein.
Acidosen ergeben sich dabei durch eine hypoventilationsbedingte Erhdhung
des COZ—Partialdrucks, wahrend Alkalosen bei Hyperventilation auftreten.
Gewisse Stoffwchselstorungen fiihren zu nichtrespiratorischen bzw. meta-
bolischen Acidosen oder Alkalosen. Die bedeutsamste Ursache ist sicher
ein dekompensierter Diabetes mellitus (eine Blutzuckerkrankheit) wo es als
Folge des erhohten und unvollstandigen Fettsdureabbaus zur Anhdufung von
Acetessigsdure und g-Hydroxybuttersdure im Blut kommt. Bei intensiver
korperlichen Aktivitdt ist die aerobe Glycolyse in den Muskelzellen un-
geniigend, was zur Milchsdureanreicherung fiihrt und damit beim gesunden
Menschen eine stoffwechselbedingte Lactoacidose ergibt. Durch ergiebiges
Erbrechen verbunden mit grossem Salzsdureverlust, folgt dagegen eine meta-
bolische Alkalose. Nierenfunktionsstdrungen verursachen in der Regel
schwerwiegende pH-Verschiebungen im Blut, welche ebenfalls a}s nicht
atmungsbedingte Ursachen klassifiziert werden.
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2.3 Zusammensetzung des Blutes und Kationenkonzentrationen

in extra- und intrazelluldren Korperfliissigkeiten

Wird natives Blut zentrifugiert, so trennen sich die Zellen vom Plasma,
das etwa 56 % des Blutvolumens darstellt [66]. Lasst man zuvor das Blut
gerinnen, dann scheidet sich eine dhnliche Fliissigkeit, das Serum, von
dem Gerinnsel ab. Plasma und Serum unterscheiden sich somit im wesentli-
chen nur durch den Gehalt an Fibrinogen und anderen Gerinnungsfaktoren.
Fiir die nachstehenden Diskussionen seien in Tabelle 2.1 und 2.2 einige
wichtige Daten iiber das Serum zusammengefasst. Dabei muss beachtet werden,
dass die Referenzkonzentrationen nur Anhaltsgrossen darstellen und keines-
falls als allgemeine Erwartungswerte betrachtet werden kdnnen [67]. Die
unter klinischen Bedingungen (Blut von niichternen Individuen) erhaltenen
Resultate widerspiegeln nicht unbedingt ein reelles Gesamtbevilkerungs-
bild. Zudem sind gewisse Parameter vom Geschlecht, vom Alter, von den
Ess- und Lebensgewohnheiten oder. von der Tatigkeit abhangig, was intra-
und interindividuelle Variationen zur Folge hat. Die Referenzbereiche

(x + 2s) der Tabelle 2.2 sind auf Grund der 95%-Normalbereiche verschie-
dener Autoren zusammengestellt worden. Der Einsatz von verschiedenen Mess-
methoden mit zum Tei) erheblichen systematischen Fehlern sowie unter-
schiedliche Testpopulationen und Bedingungen fiihren zu beachtlichen Ab-
weichungen zwischen den Resultaten einzelnen Autoren. Die angegebenen
Referenzbereiche sind daher grdsser als die inter- und intraindividuel-
len Bereiche und kdnnen als représentativ fiir eine breitgewéhlfe Bevdl-
kerung betrachtet werden.

Als Filtrat des Plasmas ist die interstitielle Fliissigkeit das Transport-
medium zwischen dem Blut und den Geweben. Da die beiden extrazelluldren
Fliissigkeiten dur;h passive Vorgdnge in Verbindung stehen, sind ihre Zu-
sammensetzungen etwa identisch. Das Interstitium ist jedoch proteindrmer.
Dagegen unterscheiden sich Blutplasma und Cytosol sehr stark (vgl. Fig.
2.4). Wahrend Na+ und C1” die haufigsten Ionen des Serums sind, sind Kt

und HPOE' die représentativsten geladenen Teilchen des Zellinnern. Diese
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Tabelle 2.1. Eigenschaften und partielle Zusammensetzung des mensch-

lichen Blutserums [55, 66, 68].

Messgrosse Referenzwert
Osmolaritit 290 mmo1 L'
Viskositdt, relative 4.75 (Blut), 1.88 (Plasma), 1.00 (Serum)
kinematische 2.91 i 7! (Blut), 1.15 57! (Serum)
Spezifische Leitfahigkeit 0.0119 @' cm !
o0 932 g L7 “‘:
C1 104 mmol L -
HCO, 24.9 mol L
0, 26.1 mmol L_:, pCo, = 40’ Torr
HP(Z)‘-1 , H2f04 1.04 mmol L—]
504 ) H504 0.33 mmol L_]
Citrat 0.10 mmol L
Proteine, gesamt 73 g ! !
Albumin 45 g L_]
Lipide, gesamt 5.7 g L—]
Triglyceride 1.4 g 1.2 ot LY (875 g mo1 1y )
Cholesterin 2.0gL", 5.2 mol L”" (387 g mo1 ™"y ©
Phospholipide 229", 2.8mo1 L”" (778 g mo1 ™y )
Fettsduren, freie 0.1 g L-‘, 0.4 mmot L) (284 g mot ™ 1 b)

a)
b)

c)

vgl. 2.5

Relative Molmasse

Mittlere relative Molmasse
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Tabelle 2.2, Konzentrationen bzw. Aktivitaten [mmol L_]] der freien
Kationen im menschlichen Blutserum [66, 69].

#t Konzentration [mmol L-]]

Referenzwert Referenzbereich Extrembereicha)
yt o) 4.8107°  4.4-107° - 5.4.107°  2.107° - 25.107°
Na' 40 135 - 150 90 - 200
' 4 3.5 - 5.0 1-10
Mgt 0.6 0.45 - 0.80 0.1-5
cat 1.1 1.0 - 1.2 0.5 - 2.5
ca?* tot.¢! 2.5 2.25 - 2.75 1-6

Aktivitat [mmol L' @)

wt 3.8.107°  3.4-10"° - 4.4-10"° 1.6-107° - 2.0-107*

(pH 7.42) (pH 7.36 - 7.47)  (pH 6.7 - 7.8)
Na® 105 S 102 - 112 68 - 149
Kt 3.0 2.6 - 3.7 0.74 - 7.4
T 0.21 0.16 - 0.28 0.04 - 1.75
calt 0.37 0.34 - 0.41 0.17 - 0.85
ca?* tot.c! 0.84 0.76 - 0.93 0.34 - 2.03
a) Extrempathologische Werte
b)

Berechnung der Konzentrationen aus den pH-Werten im arteriellen
Blut

c) Nach Freisetzung des gebundenen Calciums (vgl. Kap. 7)

-d) Berechnung der Aktivitdt aus der Konzentration (vgl. 4.71.3) unter

Beriicksichtigung der Referenzkonzentrationen der Stdrionen (vgl.
noch Anmerkung c))
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Figur 2.4. Konzentrationen der freien Kationen in Kﬁrperflﬁgsigkeiten
des Menschen [57, 66, 70]. -

extrem unterschiedlichen Ionenkonzentrationen weisen eindeutig auf aktive
Transportmechanismen durch die Zellmembranen hin. Es ist deshalb nahe-
liegend, dass die Untersuchung der Kationenkonzentrationen im Plasma bzw.
im Serum (klinische Routineanalytik) und in den Zellen die Hauptanwen-
dungsbereiche ionenselektiver Elektroden darstellen.
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2.4 Diagnostische Bedeutung der Kationenkonzentrationen im
Blut '

Seit langem wird in der medizinischen Praxis der Gehalt an Natrium, Ka-
Tium und Calcium in Blut ermittelt [71]. Die Konzentrationsbestimmungen
von diesen chemischen Elementen zdhlen heute noch zu den Grundlagen einer
gezielten Diagnostik und sind auch die verbreitetsten und hdufigsten
Plasma- bzw. Serumanalysen, die in den klinisch-chemischen Laboratorien
durchgefiihrt werden [62, 72]. So wurden 1982 im Zentrallaboratorium des
Universitatsspitals von Ziirich {ca. 1300 Betten) pro Tag durchschnittlich
208 Natrium-, 293 Kalium- und 173 Calciumkonzentrationen in Plasma oder
in Serum bestimmt (etwa 30 % aller Analysen) [73]. Zu beriicksichtigen
sind noch 233 pH-Messungen pro Tag, die in unmittelbarer N&he der Patien-
ten erfolgten {Intensivpflegestation, Operationssaal). Trotz dieser be-
achtlichen Anzahl Analysen soll nicht vergessen werden, dass ein Krank-
heitszustand sich liblicherweise mit Verzogerung in der Blutzusammensetzung
auswirkt. Die Messwerte sind demnach zu relativieren und im klinischen
Zusammenhang, mit anderen Symptomen, zu interpretieren [62, 74). Bei der
Interpretation einer Kationenkonzentrationsdnderung muss beachtet werden,
dass die Haushaltsstorung des betreffenden Ions und/oder die des Wassers
beteiligt sein konnen. Dabei sollte zusatzlich die Probebehandlung und
die Analysenmethode beriicksichtigt'werden (vgl. 2.5 und Kap. 3).

Die Bestimmung der Natrium-, Kalium- und Calciumkonzentrationen im Plasma
bzw. im Serum bleibt trotz der erwdhnten Vorbehalte ein grundlegendes
Hilfsmittel fiir die klinische Diagnostik von zahlreichen Beschwerden [63,
72, 75]. Diese Messgrossen liefern bei nahezu samtlichen Stérungen der
Nierenfunktion und des Herz-Blutkreislaufes, bei hormonalen Fehlsteue-
rungen verschiedenster Art, bei Lebercirrhosen, Darmentziindungen, Ver-
brennungen, Bewusstseinstriibungen und Oedemen unentbehrliche Information
im Hinblick auf gezielte Behandlungen. Fiir gewisse Therapien, wie z. B.
Infusionstherapie und wahrend der Blutdialyse mit einer kiinstlichen Niere

sind die Na+—, K+- und Ca2+-Konzentrationen im Plasma, und manchmal eben-
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falls der pH-Wert des Blutes, direkte Kontrollpafameter. Sie werden auch
nahezu vor jedem chirurgischen Eingriff bestimmt. Wahrend schwerwiegender
Operationen wie etwa Herzoperationen werden insbesondere die K+-Konzen-
tration und der pH-Wert im Blut (dieser letzte Parameter ebenfalls in
Intensivpflegestationen zur Ueberwachung der kiinstlichen Beatmung) laufend
verfolgt. Dabei miissen die Analysenresultate spdtestens 5 Minuten nach

der Probeentnahmebekannt sein, um den aktuelien Zustand des Patienten

noch sinnvoll wiederzugeben und addquate Korrekturmassnahmen zu erlauben
[76].

Zu beachten ist, dass in der klinischen Routineanalytik bei Na+-, K+-

und Ca2+—Best1mmungen Ublicherweise die Konzentrationen ermittelt werden,
bei H' aber die Aktivitit erfasst wird (vgl. Kap. 3 und 4). Physiologisch
ist jedoech wohl die Aktivitdt dieser lonen der relevante Parameter bzw.
die wahre Regelgriosse (60, 77, 78]. Trotzdem hat sich die Bestimmung der
Konzentrationen in der medizinischen Praxis vielfach bewdhrt.

2.5 Einfluss des Protein-Lipid-volumens auf die Kationen-

konzentrationen im Blut

In den letzten zehn Jahren wurde zunehmend von methodebedingten Abwei-
chungen bei Na'- und K+-Konzentrationsbestimmungen in Serum berichtet.
Dabei war die Einfithrung der direkten Potentiometrie als Alternativtech-
nik zur Flammenphotometrie der Ursprung einer wachsenden Kontroverse [79],
die zum Teil durch kommerzielle Interessen unterstiitzt wurde. Die fol-
genden Modellberechnungen sollen zum Verstadndnis der beschriebenen Kon-
zentrationsunterschiede beitragen.

Grundsdtzlich lasst sich in jeder Kﬁrperf]ﬁssigkeit die Stoffmenge einer
gelosten Komponente auf das Probevolumen oder auf dessen freies Wasser-
volumen beziehen. Im Plasma und im Serum unterscheiden sich diese zwei
Bezugsvolumen vorwiegend durch den Raum, der von den Proteinen und Lipiden
eingenommen wird [78, 80-84]. Werden die folgenden Betrachtungen auf
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ionische Plasma~ bzw. Serumkomponenten beschrankt, so kdnnen prinzipiell
zwei verschiedene Konzentrationen des Ions I ermittelt werden:

¢ - T,i _ F,i K, 1 (2.2)
k4
Yy Yt Ve '
M. . M. .
i B S S (2.3)
R A A
T PL
mit MT,i = MF,1 + MK,i . (2.9)
Vo=Vt Y (2.5)
wobei SN Gesamtkonzentration des Ions I bezogen auf das Plasmavolumen;

wird mittels Atomspektrometrie (z. B. Flammenphotometrie)
bestimmt (vgl. Kap. 3)

cw’i: Konzentration der freien Form des Ions I bezogen auf das
freie Plasmawasservolumen; wird mittels direkter Potentio-
metrie bestimmt (vgl. Kap. 3 und 4)

MF,i: Stoffmenge der freien Form des Ions I [mol]

MK,i: Stoffmenge der gebundenen Form des Ions I {mol]

MT,i: Gesamtstoffmenge des Ions I (vgl. G1. 2.4) {mol]

VN : freies Plasmawasservolumen [L]

Vp ¢ Protein-Lipid-Volumen [L]

V. : gesamtes Plasma- bzw. Serumvolumen {vgl. G1. 2.5) [L]

Aus verschiedenen Arbeiten {78, 79, 82, 84-97] geht hervor, dass die

Ionenkonzentration cw’i im freien-Plasmawasservolumen der physiologisch
relevante Parameter sein soll. Letzlich diirfte die entsprechende Ionen-
aktivitat die massgebende Grisse darstellen [60, 77, 78). Aus den Glei-

chungen (2.2) und (2.3) kdnnen weitere Beziehungen hergeleitet werden:
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a) Konzentrationsdifferenz Aci

vM_ . -M
N _ - T,i K,1
T i T T T
W
VPL .
mit v = — : relatives Protein-Lipid-Volumen
v
T

b) relative Konzentrationsdifferenzen Ac1./cT ; und Aci/cw i

i, Kyi
CT,1 1-v
MK i
mit L —2— : relative Stoffmenge der gebundenen Form
MT,i des Ions I (Komplexierungsgrad)
Aci = v - mK,i
‘Wi "
Me
mit me 5 = —2— : relative Stoffmenge der freien Form des
MT,i Ions 1 (Ionisierungsgrad)
¢) Funktion i = f(CT,i)
LA I
W,1i T,i
1-v

(2.6)

(2.7)

(2.8)

(2.9)

(2.10)

(2.M)

(2.12)
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Auf Grund dieser Funktion (2.12) wurden in Figur 2.5 die verschiedenen

Konzentrationsdifferenzenbereiche mit den entsprechenden v- und m i-Rand-

F,
bedingungen dargestellt (v = 0.068 entspricht einem normalen Protein-Lipid-

Volumen von 6.8 mL/100 mL Plasma; m_ . = 1 entspricht vollstandiger Ioni-

Fyi
sierung des Ions I). Aus dieser Darstellung sowie aus Gleichung (2.6)
kann leicht entnommen werden, dass die absolute Konzentrationsdifferenz

Aci der Konzentration c. ., dem Protein-Lipid-Volumen VPL und dem Ioni-

sierungsgrad mF,i propoIE}onal bzw. dem Komplexierungsgrad mK,i umgekehrt
proportional ist. Die Komplexierung des Ions I wirkt also dem Protein-
Lipid-Volumeneffekt kompensatorisch entgegen, was allgemeine Aussagen
erschwert. Kann aber die Komplexierung von I vernachldssigt werden so

gilt:

m. . =1 (2.13)

Die obenstehende Betrachtung wird dadurch wesentlich vereinfacht. Die
flammenphotometrisch und direkt-potentiometrisch bestimmten Konzentra-
tionen sind dann wie folgt definiert:

M. . :
cT.=—Ll ' (2.14)
51 v

T

M. M. M.
CN - T,i - 1,1 - T,1 v (2.15)
dy -, 1-y T ‘

w1 Ve

Da das Protein-Lipid-Volumen VPL grosser null ist, kann aus (2.14) und
(2.15) die folgende wichtige Relation abgeleitet werden: )

i > O1.4 (2.16)
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v>0.068, mFi=1
v>1- 0.932m'__'i , mF,i<1
v=0.068, mFi=1
V=1-0932mﬁrmﬁf1

v=0,mF'i=1

v>0,m_=1-v
F.i

v<0.068, mFi=1
V<1-0.932mF'i, mEi<1

v=0, mF'i<1

v>0, m_ <1-v
Fi

Berechnete Konzentration cw,i der freien Form des Ions I im
freien Plasmawasservolumen als Funktion der Gesamtkonzentra-
tion cT bezogen auf das Plasma- bzw. Serumvolumen bei ver-
schiedenem Protein-Lipid-Gehalt (Referenzwert fiir v: 0.068)
und unterschiedlichem Ionisierungsgrad des Ions I (mF,i)

(vgl. Tab. 2.1 und G1. 2.7 und 2.12).
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Entsprechend folgen weitere Beziehungen:

Ac, = Cw,i - CT,1 = CT,1 =y cw’i (2.17)
1 -v

bej  Vp v (2.18)

CT,i Vw 1 -v

AC, v .

i P, (2.19)

‘i '

i S ! 1.4 (2.20)
3 'l - v 3

_ Sowohl Protein- als auch Lipidkonzentrationen werden heute routinemdssig
im klinischen Labor bestimmt. Um die abgeleiteten Gleichungen fiir die
Praxis anwenden zu knnen, muss somit zwischen diesen ermittelten Konzen-
trationen der Proteine und Lipide und den definierten Volumina VPL bzw.
VH eine Beziehung herdeleitet werden. Auf Grund von gemessenen mittleren
spezifischen Volumina von Proteinen und Lipiden [83] wird die folgende

Beziehung vorgeschlagen:

v = < (0.9 + 0.73 Cp * 1.03 CL) (2.21)
100

Diese kann fiir die einzelnen Lipidfraktionen auf Grund deren spezifischer
Volumina erweitert werden:

v = L (0.9 + 0.73 cp * 1.09 ¢

+0.99 c. + 1.03 c. +c.) (2.22)
100 c S F

T
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wobei v : relatives Protein-Lipid-Volumen (vgl. G1. 2.7)
[mL/mL Plasma bzw. Serum]

Cps CF Protein- bzw. Lipidgesamtkonzentration
[g/100 mL Plasma bzw. Serum]
r : Triglyceridkonzentration [g/100 mL]
< : Cholesterinkonzentration [g/100 mL)
Cs : Phospholipidkonzentration [g/100 mL]
< : Konzentration der freien Fettsauren [g/100 mL)

Daraus kdnnen beide Plasmapartialvolumen leicht berechnet werden:

vV, =vV (2.23)

und VN =V (1-v) . (2.24)

T,Na
r K—Nerten wurde fiir Plasmaproben mit physiologisch normalem bzw. patho-

Das Ausmass des Protein-Lipid-Volumeneffektes bei normalen: c und
logischem Protein- und Lipidgehalt berechnet (vgl. Tab. 2.3 und Fig. 2.6).
Daraus ist ersichtlich, dass die absolute Grossenordnung dieses Effektes,
und dementsprechend dessen klinische Auswirkungen bei Natrium wesentlich
grosser ist als bei Kalium. Die hohere Na'-Konzentration, zusammen mit dem
engen relativen Na'-Referenzbereich (10.7 % verglichen mit 37.5 % bei K+)
sind die Ursachen dieser unterschiedlichen Konsequenzen. Schon bei nor-
malem Protein- und Lipidgehalt kdnnen geringe Hypernatridmien durch CT,Na'
Bestimmungen iibersehen werden. Viel schlimmer jedoch ist es bei Patienten
mit extrem protein- und/oder lipidreichem Serum. Dort kann eine Pseudo-
hyponatriadmie vorgetduscht werden, aufgrund welcher eine entsprechende
Na+—Therapie verordnet wird, wahrend aber die physiologisch relevante Nat-
Konzentration cw,Na weit iiber dem Referenzbereich liegt, ja sogar die
letale Grenze erreichen kann [93, 94]. Um in der medizinischen Praxis
solche dramatischen Fehlinterpretationen zu verhindern, liesse sich prin-

zipiell jeder c -Wert mit Gleichung (2.20) auf das Plasmawasservolumen

T,Na
beziehen, falls der Protein-Lipid-Gehalt bekannt wére.
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Tabelle 2.3. Berechnete, auf das freie Plasmawasservolumen bezogene Na*-
und K'-Konzentrationen. Fiir die beiden Randwerte der Na'-
bzw. K'-Konzentrationen des physiologischen Referenzbe-
reiches sind jeweils Protein- und Lipidgehalt variiert
worden (vgl. Tab. 2.1 und 2.2; Berechnungen beruhend auf’
Gl. 2.20 und 2.21).

- “ 100V Crna %uNa STk Suk
lg/100 m.]  [g/100 mL] 1) 2) 2) 2) 2)
normal normal 135 144.9 3.5 3.76
7.3 0.57 68 150 161.0 5.0 5.37
normal tief normal tief 135 143.5 3.5 3.72
6.2 0.50 59 150 1595 5.0 5.32
normal hoch normal hoch 135 146.6 3.5 3.80
8.2 1.0 7.9 450 162.9 5.0 5.43
normal extrem hoch : 135 184.5 3.5 4.78
7.3 20.0 2.8 150 205.0 5.0 6.83
extrem hoch normal ' 135  160.9 3.5  4.17
20.0 0.57 6.1 150  178.8 5.0 5.9

N [mL/100 mp]
2) [mmo1 L_]]
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Na'- bzw. K'-Konzentration beziiglich des freien Plasmawasser-

volumens als Funktion der entsprechenden Konzentration beziig~

lich des Gesamtprobevolumens (Plasma oder Serum) bei ver-

schiedenem Protein- und Lipidgehalt (vgl. Tab. 2.3},
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Wie schon erwdhnt wurde, liefert die direkte Potentiometrie die medizi-
nisch bedeutenden Parameter. Wird aber die Probe (Plasma oder Serum) zu-
vor verdiinnt, so verlieren die potentiometrischen Konzentrationsbestim-
mungen ebenfalls an Aussagekraft und ndhern sich den flammenphotometrisch
erhaltenen Werten. Bei einer derartigen Probevorbehandiung lauten die
entsprechenden Konzentrationen wie folgt:

M. [
c: i - T,i 1,1 (2.25)
Fy, f
M. . Cyy s
c:“. S ) BT (2.26)
f VT - VPL f

mit f : Verdiinnungsfaktor

(VT : vV t:n; f=14+n)

Verdiinnung )

Wird f gross und ist I nahezu vollstédndig ionisiert (mF ; = 1) dann gilt:

VPL << f VT (2.27)
fo.f
und Cw,i z cT,i (2.28)

Aus Gleichung (2.25) und {2.26) kann eine Differenzengleichung und eine

Beziehung zwischen c; i und ;i hergeleitet werden:

facisfc - oDl (2.29)
i W,i T,1 FV. -V
T PL
f 1 f 1
cw,i = CT,i = . (2.30)
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Wie aus Tabelle 2.4 und aus Figur 2.7 leicht zu entnehmen ist, nimmt der
Protein-Lipid-Volumeneffekt schon bei geringer Verdiinnung stark ab. Bei
zehnfacher Verdiinnung (f = 11) ist er kleiner als 10 % des urspriinglichen
Wertes (keine Verdiinnung: f = 1) und die Konzentrationsdifferenz ist bei

Seren mit etwa normaler Zusammensetzung kaum noch signifikant messbar.

Tabelle 2.4. Berechnete Konzentrationsdifferenzen f-Ac: bei verschiedenen
Verdiinnungen (vgl. G1. 2.29) fiir Plasma- bzw. Serumproben

mit normalen Na+-, K+-, Protein- und Lipidkonzentrationen

(v = 0.068).
f _ f o . -1
f Ac, = f cw’i CT,i 3 [mmol L ']
Verdiinnung 1:0 1:1 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100
f 1 2 6 1 21 51 101
cT Na = 140 mmol L-‘ 10.21 4.928 1.605 0.871 0.455 0.187 0.094

Crk = 4.0 mmol L-] 0.292 0.141 0.046 0.025 0.013 0.005 0.003

Ac:/Aci % 100 48.3 15.7 8.5 4.5 1.8 0.9
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Na' K*
o f f f
f Cw.Na ¢ Cwk
[mmol-L™"] ] [mmol-L"] ]
160 1 6.0 -
' 2 - 1
6 2
150 %11 5.0 W EG
i 00 i fe'e)
140 - 4.0
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Figur 2.7. Na*- bzw. K'-Konzentration beziiglich des freien Plasmawasser-
volumens bei verschiedenen Verdiinnungsverhdltnissen als Funk-
tion der entsprechenden Konzentration beziiglich des Gesamt-
probevolumens (Plasma oder Serum) bei normalem Protein- und
Lipidgehalt (vgl. Tab. 2.4).

Obere Gerade: v = 0.068, keine Verdiinnung.

Untere Gerade: unendliche Verdiinnung bzw. v = 0.
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3. METHODEN ZUR QUANTITATIVEN ERFASSUNG VON PHYSIOLOGISCH
WICHTIGEN KATIONEN IM BLUT

3.1 Uebersicht

Die klinische Chemie ist schon seit langerer Zeit ein begehrter Anwen-
dungsbereich fiir die verschiedensten analytisch-chemischen Methoden. Die
ersten quantitativen Bestimmungen beruhten auf gravimetrischen oder volu-
metrischen Methoden, da Gewicht und Volumen bis zum Anfang von diesem
Jahrhundert in etwa die einzigen analytisch auswertbaren und mit hin-
reichender Genauigkeit messbaren Parameter waren [98]. Eine bedeutende
Entwicklung der instrumentellen analytischen Chemie setzte mit der photo-
metrischen Messung der Farbintensitdt von Losungen ein. Wie zuvor bei den
gravimetrischen Konzentrationsbestimmungen von Kationen waren jedoch bei
den colorimetrischen Methoden die chemischen Vorgange (kationenspezi-
fische Fallung bzw. Férbung) die kritischsten Arbeitsschritte. Konzentra-
tionsbestimmungen ohne umfassende, vorangehende und durch das zu bestim-
mende Kation gegebene Probebehandlung wurden erstmals durch atomspektro-
skopische Methoden ermdglicht. Die spezifische Detektion beruht dabei

auf verschiedenen atomaren Eigenschaften der einzelnen Kationen. Die
Atomemissionsspektrometrie, insbesondere die Flammenphotometrie, und
spater auch die Atomabsorptionsspektrometrie wurden zum Grundgeriist der
klinischen Chemie fiir Li+—, Na+—, K+-, Mg?+- und Ca2+-Konzentrations-
bestimmungen im Blutserum [99, 100]. Die direkte Ermittlung der Na'- und
K*-Konzentration in unverdinntem Serum oder nativem Blut wurde aber erst
durch die Entwicklung der Potentiometrie ermdglicht {77]. In der Folge
wurden vermehrt Na+—, K+- und Ca2+-se1ektive Flektroden im medizinischen
Bereich eingesetzt [77, 101]). Im Gegensatz zu den A-Kationen wurde jedoch
der pH-Wert schon sehr friih potentiometrisch mittels Glasmembranelektroden
bestimmt [102, 103].
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Eine Uebersicht der friilher und heute in der klinischen Praxis angewandten
Methoden zur Konzentrationsbestimmung der im Rahmen dieser Arbeit disku-

tierten Kationen ist in Tabelle 3.1 gegeben. Der Einsatz dieser Methoden

zur quantitativen Ermittlung der einzelnen Ionen ist im folgenden zusam-

mengestellt.

Der pH-Wert im Serum wurde urspriinglich mittels Phenolrot als Indikator
colorimetrisch bestimmt [104], wobei die Farbintensitdt anfénglich visu-
ell abgeschitzt [105] und erst spater spektrophotometrisch gemessen wurde
[106]. Diese chemische Methode wurde durch die Einfiihrung der hochselek-
tiven H'-Glaselektrode [102) zunehmend ersetzt [103]. Die potentiome-
trische pH-Bestimmung im Blut gehdrt mittlerweile zu den &ltesten und
verbreitetsten Analysenmethoden der klinischen Chemie. Trotzdem bestehen

noch methodische Schwierigkeiten theoretischer und praktischer Art [107].

Seit etwa 20 Jahren wird in gewissen Spezialfdllen die Li:;Konzentration
im Serum ermittelt [108]. Die Bestimmung erfolgt mit atomemissions- oder
atomabsorptionsspektrometrischen Methoden [109, 110].

Die Bestimmung der Egt;Konzentration im Serum erfolgt mit recht unter-
schiedlichen Verfahren. Die quantitative Fdllung der Na'-lonen mit Zink-
uranylacetat und anschliessende gravimetrische [111] oder colorimetrische
Bestinmung nach Behandlung mit Kaliumferrocyanid [112], die iodometrische
Titration des Natriumpyroantimonat-Komplexes [113] und die volumetrische
Ermittlung mit KOH nach der Reaktion mit a-Methoxyphenylessigsdure sind
einige Beispiele von chemischen Methoden zur quantitativen Na+-Bestimmung
im Serum. Ab Mitte dieses Jahrhunderts wurden diese fiir klinischen Ge-
brauch eher zeitraubenden Techniken hauptsédchlich durch die Flammenphoto-
metrie abgelost {99, 114, 115]. Andere physikalischen Methoden wurden
nebenbei vereinzelt fiir die Na+—Konzentrationsermittlung im Serum einge-
setzt {vgl. Tab. 3.1 und [75]). Fine echte Alternative zur Flammenphoto-
]]_IS-Glaseiek-
trode [3, 116]. Seitdem wurden verschiedene Na*-selektiven Elektroden in

metrie ergab sich erst 1963 durch die Einfiihrung der NAS

der klinischen Routineanalytik zur quantitativen Na+-Bestimmung im Serum
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Tabelle 3.1. Methoden zur quantitativen Erfassung von physiologisch
wichtigen Kationen im Blut (*: in klinisch-chemischen

Laboratorien eingesetzt; 0: im Rahmen dieser Arbeit unter-

sucht)
Methoden Spezies
+ + + 2+
LK g
Gravimetrie 4 * *
Colorimetrie * * * * *
Fluorometrie *
Titration * * *
Potentiometrie 8 0 8 8 0 [}
Atomemissionsspektrometrie * * * *
Atomabsorptionsspektrometrie * * * *
Rontgenfluoreszenzspektrometrie * *
Neutronenaktivierungsanalyse * * *

eingesetzt [28]. In mehreren Beitrdgen wurden potentiometrische mit
flammenphotometrischen Messungen verglichen [84, 89, 97, 117-133]. Die
mit dirkter Potentiometrie ermittelten Na‘-Konzentrationen im Serum
liegen jeweils zwischen etwa 1 und 8 % hoher als die flammenphotometrisch
erhaltenen Werte (vgl. auch 2.5).

Die Entwicklung der Bestimmung der ﬁi-Konzentration im Serum verlief
parallel zu der des Natriums. Ausgehend von der Fdllung als Kaliumcobalt-
nitrit, -phosphowolframat, -chloroplatinat oder -tetraphenylborat wurden
verschiedene gravimetrische, colorimetrische und titrimetrische K-

Best immungsmethoden vorgeschlagen und fiir Serumanalysen eingesetzt {115].

Auch hier ersetzte die Flammenphotometrie nahezu vollstdndig diese che-
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mischen Methoden [99]. Neutronenaktivierungsanalyse [134] und Rdntgen-
fluoreszenzspektrometrie [135] wurden zur quantitativen K+-Ermitt1ung in
besonders kleinen Serumvolumina angewandt. Die Einfiihrung von K*-selek-
tiven Elektroden ersetzte allméhlich teilweise die Flammenphotometrie.
Dabei wurde die urspriinglich eingesetzte K+-Glaselektrode vollstdndig
durch die auf Valinomycin beruhende Fliissigmembranelektrode (15, 136)
verdréangt. Zahlreiche Vergleichsuntersuchungen zwischen den beiden
Methoden sind in den letzten Jahren durchgefiihrt worden und haben im all-
gemeinen eine dhnliche Diskrepanz wie beim Natrium aufgezeigt [84, 89,
119-121, 123-127, 129-131, 133, 137].

Das Calcium ist in den unterschiedlichsten Bereichen der Medizin auf be-
sonderes starkes Interesse gestossen. Dies hat wdhrend mehr als hundert
Jahren zur Entwicklung einer Vielzahl von Analysenmethoden der verschie-
denen Formen des Calciums in Kdrperfliissigkeiten gefiihrt [138-145]. Das
totale Calcium im Serum wurde urspriinglich gravimetrisch bestimmt, wobei
Ammoniumoxalat das meist eingesetzte F&llungsmittel war [146]. Eine
Variante dieser Methode, bei welcher das ausgefdllte Oxalat saver aufge-
16st und mit Kaliumpermanganat titriert wurde [147, 148], fand grosse
Anwendung in der klinischen Chemie und war lange die Referenzmethode zur
Bestimmung der totalen Calciumkonzentration im Serum [144]. Verschiedene
komplexometrische Titrationen mit Aethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
oder dhnlichen Ca2+-Komplexbildnern unter Beniitzung unterschiedlicher
Indikatoren wurden entwicklet (vgl. u. a. {149]). Ein Indikator {Calcein)
wurde zur fluorometrischen Calciumbestimmung, insbesondere bei sehr
kleinen Serumvolumina eingesetzt [150]. Eine Vielfalt von colorimetrischen
Methoden sind beschrieben worden. Eine leicht automatisierbare mit o-Cre-
solphthalein-Komplexon arbeitende Variante [151-156] ist noch heute eine
der verbreitetsten Methoden zur Konzentrationsermittlung des totalen Cal-
ciums in Serum. Etwa gleich haufig wird die Atomabsorptionsspektrometrie
eingesetzt [100, 157, 158}, widhrend andere physikalischen Methoden wie
die Flammenphotometrie [99, 159), die Neutronenaktivierungsanalyse [160],
die Rontgenfluoreszenzspektrometrie [161] oder die Isotopenverdiinnungs-

Massenspektrometrie [162] nur vereinzelt angewandt werden. Letztere
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Methode gilt jedoch heute als Referenzmethode fiir die Bestimmung der
totalen Calciumkonzentration im Serum [144, 163].

Die quantitative Ermittlung des ionisierten Ca2+ im Blut wurde erst vor
einigen Jahren in die klinische Chemie eingefiihrt. Obwohl McLean und
Hastings schon 1934 eine auf der Ca2+-abh§ngigen Kontraktion des Frosch-
herzens beruhende Bestimmungsmethode vorgeschlagen haben [59, 164], wurden
diese und spiter eingefiihrte biologische Methoden [165, 166] nie routine-
mdssig eingesetzt. Die Ca2+-konzentrationsabhéngige Lumineszenz des
natiirlichen Proteins Aequorin wurde ebenfalls fiir Serumanalysen ausge-
niitzt [167]. Diese Biolumineszenzmethode bekam jedoch im Gegensatz zu den
colorimetrischen Ca2+-Bestimmungsmethoden keine Bedeutung fiir die klini-
sche Chemie. In der Colorimetrie wurde Murexid oder Tetramethylmurexid

als Caz+-1ndikator verwendet und der Farbumschlag wurde photometrisch
gemessen [168-177]. Die colorimetrischen Ca2+-Bestimmungen waren jedoch
wegen der unerldsslichen und zeitraubenden Probebehandlung den klinischen
Anforderungen nicht angepasst. Zusdtzlich kann jede Serummanipulation das
Calciumgleichgewicht verschieben und somit zu verfdlschten Ca2+-Konzen-
trationen fiihren {vgl. Kap. 7 und [145}). Erst die Einfiihrung der Ca2+-
selektiven Elektrode durch Ross [8, 9] ermoglichte die direkte quantita-
tive Ca2+-Erm1tt1ung im Serum bzw. im Blut. Seitdem wurden weitere Ca2+-
selektive Membranelektroden entwickelt [178], die in mehreren Routine-
gerdten fiir die klinisch-chemische Analytik eingesetzt werden [145,
179-184]. Neben den direkten experimentellen Bestimmungen wird die Ca2+-
Konzentration im Serum auch heute noch indirekt ausgehend vom totalen
Calcium berechnet. McLean und Hastings haben 1935 erstmals eine mathe-
matische Beziehung zwischen den Konzentrationen des ionisierten Calciums,
des totalen Calciums und der Proteine vorgeschlagen [80, 164]. Inzwischen
wurde eine Vielzahl von Algorithmen eingefiihrt, die u. a. den pH-Wert des
Messgutes beriicksichtigen [138, 185-187] (vgl. auch Kap. 7). Verschiedene
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass diese indirekte Ermittlung der
Caz*—Konzentration im Serum kein zuverldssiger Ersatz der direkten poten-

tiometrischen Bestimmung darstellt [186, 188-191].
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Die Entwicklung der analytischen Messmethoden als auch die physikalischen
und chemischen Grundkenntnisse wurden zum Teil beachtlich durch Entwick-
lungen in der Elektronik geprdgt. Die Automatisierung von analytischen
Verfahren ist fiir den klinisch-chemischen Bereich besonders relevant,

da tdglich eine grdssere Anzahl von gleichartigen Analysen durchgefiihrt
werden muss, wobei die Reproduzierbarkeit eine der wichtigsten Quali-
tatsanforderungen ist. So werden heute in zahlreichen klinisch-chemischen
Laboratorien mikroprozessor-gesteuerte Analysatoren fiir die simultane
Bestimmung mehrerer Parameter in Serum eingesetzt, wobei die quantitative
H+-, Na+—, k*- und Ca2+-Ermittlung hdufig potentiometrisch erfolgt (vgl.
u. a. 8, 77, 101, 155, 156, 183, 192-203}). Bedingt durch die Tendenz,
die Blutanalysen ohne vorherige Abtrennung der Blutzellen moglichst im
Bereich des Patienten durchzufiihren [204]}, ist anzunehmen, dass die Poten-
tiometrie mittels ionenselektiven Elektroden die Flammenphotometrie aus
dem klinischen Bereich verdringen wird [201, 205].

3,2 Beschreibung und Diskussion der am hdufigsten einge-
setzten Methoden

3.2.1 Titration

Bei der titrimetrischen Bestimmung der Konzentration eines Kations wird
eine Reagenz1Gsung bekannter Konzentration der Probe vorgegebenen Volu-
mens hinzugefiigt, bis die gesamte Menge des zu messenden Kations voll-
standig reagiert hat (Endpunkt). Aus dem dazu bengtigten Reagenzldsungs-
volumen und unter Beriicksichtigung der Stdchiometrie der Reaktion wird
auf die urspriingliche Konzentration des Kations geschlossen. Der Endpunkt
wird mit einem Farbindikator oder durch die Messung einer anderen Eigen-
schaft der Probe ermittelt [206]. Der Indikator bildet mit dem zu bestim-
menden Kation einen Komplex, dessen Farbe verschieden von der des freien
Indikators ist. Die Genauigkeit der Bestimmung ist u. a. durch die Ther-
modynamik und die Kinetik der Umsetzung des Kations, durch Nebenreaktionen
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des zugegebenen Reagenzes und durch die Spezifitdt der Endpunktermit-
tlung beschrénkt.

Die komplexometrische Titration des Calciums mit EDTA oder EGTA mittels
eines Farbindikators [115, 144, 149] ist die einzige titrimetrische Be-
stimmungsmethode eines Kations im Serum, die heute in gewissen klinisch-
chemischen Laboratorien noch eingesetzt wird. Die sehr bescheidene not-
wendige instrumentelle Ausriistung und die im allgemeinen hinreichende
Genauigkeit der Calciumbestimmungen sind wesentliche Vorteile dieser
volumetrischen Methoden. Mehrere Beitrdge weisen- jedoch auf systematische
Fehler und auf Storungen durch verschiedene Serumkomponenten hin [144].

3.2.2 Colorimetrie, Fluorometrie

Gewisse Farbindikatoren, welche in der titrimetrischen Kationenbestimmung
zur Anwendung gelangen, werden zusdtzlich zur colorimetrischen oder fluo-
rometrischen Konzentrationsermittlung der betreffenden Spezies eingesetzt.
Dabei wird die Lichtabsorption bzw. die Fluoreszenzintensitdt der Serum-
Indikator-Losung bei einer vorgegebenen Wellenldnge gemessen, die durch
die optischen Eigenschaften des Kation-Indikator-Komplexes bestimmt ist.
Aus diesem photometrisch erhaltenen Wert kann aufgrund einer Eichung und
unter Beniitzung des Beer-Lambert'schen Gesetzes die urspriingliche Kon-

zentration des Kations berechnet werden.

Die colorimetrische Ermittlung gehdrt zu den verbreitetsten Bestimmungs-
methoden der totalen Calciumkonzentration im Serum. Die Probe wird dabei
mit Salzsdure angesduert, in eine saure o-Cresolphthalein-Komplexon-
[151, 153] oder Thymolphthalexon-Losung [207, 208] dialysiert, und an-
schliessend wird die Absorption bei 570 nm bzw. 578 nm photometrisch
gemessen. Diese zwei Varianten werden heute in verschiedenen kommerziell
erhdltlichen Analysatoren eingesetzt (vgl. u. a.-[155, 156, 195, 209])
und finden dadurch eine weltweite Anwendung. Die wichtigsten Fehlerquel-

len ergeben sich durch die Interferenz von verschiedenen Serumkomponenten
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sowie durch dialysebedingete Eichprobleme [1447.

3.2.3 Atomemissionsspektrometrie

Die atomemissionsspektrometrische Bestimmung der Konzentration eines
Kations beruht auf der Messung der von den entsprechenden angeregten
freien Atomen emittierten Strahlung. Bei der verbreitetsten Variante der
Atomemissionsspektrometrie (AES), der Flammenphotometrie (FP), wird die
verdiinnte Probe zerstdubt und einem Brenngas und einem Oxidationsmittel
zugemischt. In der Flamme werden dann die aus den Kationen erhaltenen
freien Atome thermisch angeregt und emittieren dabei elementspezifische
Stahlungen. Mittels Filter, Gitter oder Prismen wird aus der Lichtstrah-
lung der Flamme eine fiir das betreffende Element charakteristische Bande
ausgewdhlt (Li: 670.8 nm; Na: 589.0 nm; K: 766.5 nm; Ca: 422.7 nm [210])
und deren Intensitédt gemessen. Aus dieser Messgrdsse und einer vorherigen
Eichung wird die urspriingliche Konzentration des Kations ermittelt.

Die Flammenphotometrie wird routinemdssig fiir Li-, Na- und K-Konzentra-
tionsbestimmungen in biologischen Fliissigkeiten eingesetzt. Die Inter-
pretation der erhaltenen Werte kann jedoch zu Probleme fiihren (vgl. 2.5).
Fiir die Ermittlung der totalen Calciumkonzentration wird diese Methode
wegen Storungen durch verschiedene Serumkomponenten seltener herangezogen
(144]. Bei jedem Element fallen allgemeine Fehlerquellen der flammenpho-
tometrischen Konzentrationsermittlung wie unstetige Bedingungen und Misch-
verhdltnisse im Brenner und schwankender Atomisierungsgrad des betref-
fenden Kations ins Gewicht. Weiter sind offene Flammen und Brenngasfla-
schen in modernen klinisch-chemischen Laboratorien gewShnlich unerwiinscht.
Die gute Empfindlichkeit und die Bestimmungsmdglichkeit mehrerer Elemente
mit demselben Gerdt sind dagegen Vorteile, die zum Teil fiir den verbrei-
teten Einsatz der Flammenphotometrie verantwortlich sind. Durch die sehr
hohe Probeverdiinnung (etwa 1 : 200) bei Li-, Na- und K-Bestimmungen werden
zudem Storioneninterferenzen und durch Matrizenunterschiede zwischen Probe

(Serum) undEichlgsungen bedingte Fehler vernachldssigbar.
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3.2.4 Atomabsorptionsspektrometrie

In der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) muss das zu bestimmende Teil-
chen ebenfalls im freien atomaren Zustand vorliegen. Die Atomisierung
wird thermisch in einer Flamme oder durch elektrische Erhitzung der Probe
in einer inerten Kiivette (z. B. Graphit) erreicht. Die unangeregten Atome
im Probedampf absorbieren die Strahlung der angeregten Atome einer Hohl-
kathodenlampe, deren Kathode die zu messende Spezies enthdlt. Unter Be-
riicksichtigung einer vorgdngigen Eichung und des Beer-Lambert'schen Ge-
setzes wird aus der Absorptionsmessung die entsprechende Konzentration
des Teilchens in der Probe ermittelt. '

In der klinischen Analytik wird die AAS u. a. fiir die Bestimmung der
totalen Calciumkonzentration im Serum eingesetzt, wo sie wesentlich ge-
nauere Resultate liefert als die chemischen Methoden. Oft wird Li eben-
falls durch AAS quantitativ ermittelt. Fiir Na und K wird sie eher selten
eingesetzt. Wird die Zerstaubung der Probe und die Atomisierung im Bren-
ner bzw. in der Flamme durchgefiihrt, so sind die Schwierigkeiten und die
Nachteile der Atomabsorptionsspektrometrie d@hnlich wie bei der Flammen-
photometrie. Wird dagegen die Probe direkt in eine Graphitrohrkiivette
eingebracht, findet keine Zerstdaubung statt und die Atomisierung durch
elektrische Erhitzung ist reproduzierbarer. In dieser Variante ist die
AAS eine der genauesten und reproduzierbarsten Methoden zur quantitativen
Ermittlung von Metallen im Serum. Die Moglichkeit der Bestimmung mehrerer
Elemente mit demselben AAS-Gerdt ist ein weiterer Vorteil. In der Regel
ist jedoch eine Hohlkathdenlampe fiir jede§ einzelnen Element notwendig.
Der Austausch dieser Lampen bedingt oft zeitraubende Justierungen der

Strahlungsquelle.

3,2.5 Potentiometrie

Die Potentiometrie ist mittlerweile zu einer klassischen Bestimmungs-
methode in der klinischen Chemie geworden (vgl. 3.1 und 3.3, sowie Kap. 4
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fiir die theoretischen Grundlagen). Der pH-Wert im Blut wird bereits seit
einigen Jahrzehnten potentiometrisch ermittelt, und die Na+- und K*-selek-
tiven Elektroden haben sich als echte Alternativen zu den Flammenphoto-
metern durchgesetzt. Die Potentiometrie erlaubte erstmals die direkte
quantitative Bestimmung von ionisiertem Ca2+ im Blut. Die Mdglichkeit der
gleichzeitigen Ermittlung von mehreren Ionen in unbehandelten Proben,
kontinuierliche Messungen im Blutkreislauf, die Erfassung der physiolo-
gisch relevanten Ionenaktivitdten, sowie die leichte Automatisierbarkeit
in diskreten- bzw. in Durchflussanalysatoren sind wesentliche Vorteile
der Potentiometrie (vgl. auch 2.5). Probleme konnen sich gelegentlich
durch mechanische oder chemische Beschddigungen der ionenselektiven
Membran, durch Membrankontamination, sowie durch Kontamination der Probe
durch Membrankomponenten ergeben.

3.3 Klinischer Einsatz von ionenselektiven Elektroden

3.3.1 Uebersicht

Ionenselektive Elektroden werden verbreitet in der klinischen Routine-
analytik eingesetzt. In Tabelle 3.2 sind kommerziell erhdltliche klinische
Analysatoren, in denen ionenselektive Elektroden zur quantitativen Er-
fassung von Kationen eingebaut sind, zusammengestellt. Bei gewissen Ge-
rdaten wird direkt, d. h. in der unbehandelten Probe (Blut, Plasma oder
Serum) gemessen, wihrend bei anderen indirekt, d. h. in der verdiinnten
Probe gemessen wird. Im letzteren Fall geht durch die Probevorbehandlung
ein wesentlicher Vorteil der Potentiometrie griosstenteils verloren (vgl.
2.5). In Tabelle 3.2 wurden die iiber dreissig erhdltlichen sogenannten
Blutgasanalysatoren nicht aufgefiihrt. A1l diese Geridte erfassen den pH-
Z-WErt mit
einer gassensitiven Elektrode, bei der die Indikatorelektrode ebenfalls

Wert mit einer H+—selektiven Glasmembranelektrode und den pCO

eine pH-Glaselektrode ist.
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Die Probezufuhr zur Messzelle kann prinzipiell kontinuierlich oder dis-
kontinuierlich erfolgen. Beide Techniken sowie Kombinationen beider
Varianten werden heute eingesetzt. Im letzteren Fall wird die Probe

kontinuierlich zugefiihrt, die eigentliche Messung erfolgt aber statisch.

3.3.2 Einzelprobenanalysatoren

Bei der quantitativen Bestimmung von Kationen widerspiegelt das diskon- .
tinuierliche Messprinzip der Einzelprobenanalysatoren im allgemeinen eher
eine veraltete Analysentechnik. In solchen Geridten wurden die einzelnen
Operationen der manuellen Analysentechnik mechanisiert und oft automati-
siert [211]. Dabei wird jede Probe einem Gefdss zugeteilt und einzeln

mit der potentiometrischen Messzelle in Kontakt gebracht. Die eigentliche
Messung wird oft im Durchflussprinzip durchgefiihrt. Ueblicherweise wird
der Messvorgang periodisch automatisch geeicht. '

3.3.3 Durchflussanalysatoren

Die kontinuierliche Messtechnik und damit auch die Durchflussanalysatoren
wurden 1957 durch Skeggs in die klinische Chemie eingefiihrt [212]. Dieses
damals neuartige Analysenprinzip wich von der diskontinuierlichen, manuel-
len Arbeitsweise grundsdtziich ab. In einem Durchflussanalysator fliesst
die Probe kontinuierlich z. B. in einem Schlauchsystem. Sie kann dabei
verdiinnt, mit anderen Komponenten vermischt oder dialysiert werden. Uebli-
cherweise segmentieren Luftblasen die verschiedenen Proben und erschweren
dadurch die gegenseitige Kontamination. Die Fliussigkeitsstrome werden in
der Regel durch Schlauchquetschpumpen erzeugt. In der potentiometrischen
Durchflussmesszelle steht das Messgut gleichzeitig mit der Referenzelek-
trode und mit einer oder mehreren ionenselektiven Elektroden in Kontakt.
Dies erlaubt eine simultane, quantitative Bestimmung mehrerer Ionen. Dabei

kdnnen die ionenselektiven Elektroden grundsdtzlich auf drei verschiedene
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Elektroden eingebaut sind.

Kommerziell erhdltliche Gerdte, in welchen ionenselektive

Hersteller; Geridt Methodea) Ionb) MembranC)
AMT; Electrion d ca?t L
Clin * Ion d Nat G
Kt L (Valinomycin)
ca?t L
AVL; AVL-980 d Na®
kt L (valinomycin)
ca?t L (ETH 1001)
Beckman; Astra 4, Astra 8, i (1:20) Nt G
Electrolyte 2 k* L (valinomycin)
Boehringer Mannheim; ISE 2020 d Na' G
Kt L (valinomycin)
Du Pont; aca d Na+ G
Kt L {Valinomycin)
Eastman Kodak; Ektachem Electro- d Nat L (Monensin-
1yte Analyzer, Ektachem 400 methylester)
k* L (valinomycin)
Eschweiler; Combi-Analysator d Wt G
MT 55, A300, A400, A500 Na© 6
Kt L (valinomycin)
Greiner; G400 i Na© G
Kt L (valinomycin)
Hitachi; Hitachi 702, 705, 772 i1 30) Na+ L (ETH 157)
K L (valinomycin)
Corning; Corning 902 d Na+ G
k* L (valinomycin)
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Hersteller; Gerdt Methodea) Ionb) MembranC)
Instrumentation Laboratory; d Na* G
IL 502, IL 504 K" L (valinomycin)
Kontron; EBS 660 d W6
Na© 6
Kt L (valinomycin)
ca’* L (ETH 1001)
AM 721 d Na© G
k* L (valinomycin)
Nova Biomedical; Nova-1, d Na© G
Nova-3, Nova-5 k' L (valinomycin)
Nova-2 d ca®* L (ETH 1001)
Nova-6, Nova-7, Nova-8 d Na' G
K* L (valinomycin)
ca?* L (ETH 1001)
Orion Research; SS-20 d ca?t L (ETH 1001)
$5-30 d Na'© G
k* L (valinomycin)
Space Stat, 3300 d W6
Nat G
Kt L (valinomycin)
Ca2+ L (Organophos-
phate)
Photovolt; PVA-4 i(1:30) N6
Kt L (valinomycin)
Radelkis; OP-266 Na' G
Kt L (valinomycin)
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Fortsetzung Tab. 3.2

Hersteller; Geridt Methodea) Ionb) MembranC)
Radiometer; ICA-1 . d H+ G '
Ca2+ L
KNal _ d Na© 6
k* L (valinomycin)
ABL4 - d W 6
k* L (valinomycin)
Technicon; SMAC i(:6) N6
Stat/Lyte, Stat/Ion k* L (valinomycin)

C 800, RA-1000™"

2) 4. direkte Potentiometrie
j: indirekte Potentiometrie (Verdiinnungsverhdltnis)
b) Nur diejenige Kationen, die potentiometrisch bestimmt werden, sind
aufgefiihrt. Bei gewissen Gerdten werden gleichzeitig weitere phy-
) siologisch relevante Parameter ermittelt.
o

G: Glasmembran

L: Flussigmembran (ETH-Liganden, vgl. 4.2.1)

Arten in den Messkanal eingebaut werden (vgl. Fig. 3.1). Die Varianten a)
und ¢) sind den Durchflussbedingungen besonders angepasst. Gleichzeitig
eignen sich diese Anordnungen fiir die Analysen von kleinen Probevolumen
(Blut bzw. Serum), welche einen geringen Messkanaldurchmesser erfordern.
Fliissigmembranelektroden werden vorwiegend nach a) oder b) und Glasmem-
branelektroden nach b} oder c) in den Messkanal eingebaut (vgl. auch

Tab. 3.3}. In Figur 3.2 sind die verschiedenen Anordnungen vdn potentio-
metrischen Durchflusszellen dargestellt. Um die elektrische Stabilitdt
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der Messungen zu verbessern, kann in jeder dieser Anordnungen eine Common-
elektrode {z. B. ein Platindraht) an einer geeigneten Stelle eingebracht
werden (vgl. 11.3). Durchflussysteme, welche in Arbeitsbereichen der kli-
nischen Medizin und der Physiologie eingesetzt werden, sind in Tabelle
3.3 zusammengestellt.

Neben der klinischen Routineanalytik ist die Messung im extrakorporalen
Blutkreislauf ein weiterer Einsatzbereich der potentiometriéchen Durch-
flussmethode. Als wohl einzige Messmethode ermdglicht sie die direkte
kontinuierliche Untersuchung des Konzentrationsverlaufs von Kationen im
Blutkreislauf beim Menschen [137, 213, 214], oder bei Ratten [215],
Hunden [45, 216-218] oder Kaninchen [216,218]. Die ionenselektiven Durch-
flusselektrodensysteme haben damit in der Chirurgie, in der Intensiv-
medizin und bei pharmakokinetischen Untersuchungen ein grosses Interesse
erweckt. Es ist anzunehmen, dass solche Messeinrichtungen in der Zukunft
zunehmend bei Tierexperimenten zum Einsatz kommen. Wegen Sterilisations-
problemen wurde dieDurchflussanalysentechnik im geschlossenen Blutkreis-
lauf bis heute beim Menschen nicht eingesetzt.

Figur 3.1. Einbau einer ionenselektiven Elektrode in Durchflusszellen.
Verschiedene Anordnungen des Messkanals 1), der ijonenselek-
tiven Membran 2) und des internen Referenzsystems 3) sind schematisch
dargestellt. In a) und b) deckt die Elektrode eine Oeffnung des Kanals,
wihrend in c) die Membran den Kanal bildet. In a) wird die Membran der
Form der Kanaloffnung angepasst (vgl. 11.3) und in b) wird eine klas-
sische Elektrode durch die Oeffnung in den Messkanal eingebracht.
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a) ISE
PROBE
RE
REFERENZ-
LOESUNG
bl | ISE
PROBE
ISE
REFERENZ-
LOESUNG
<) RE  ISE
PROBE -1 1 .
ISE RE
PROBE
d) ISE
PROBE ————'—»
RE

Figur 3.2. Anordnung einer ionenselektiven Elektrode (ISE) und der Refe-
renzelektrode: (RE} in Durchflussystemen.

Iweikanalsysteme sind fiir konventionelle (a)) und differentielle (b))

Messtechniken dargestellt. In Einkanalsystemen konnen die Elektroden in

Serie (c)) oder unmittelbar gegeniiberstehend (d)) angeordnet sein.
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Durchflusselektrodensysteme, welche in Arbeitsbereichen der

klinischen Medizin und der Physiologie eingesetzt werden

a)

Anordnung Einbau ISE  Fliissigkeits- Messung
(Fig. 3.2) (Fig. 3.1) briicke

a a Mg0 b) Serum [43]

a a offen Blut wdhrend Herzoperationen
1137], Serum [219], im extra-
korporalen Blutkreislauf des
Hundes [216-218] und des Ka-
ninchens [216, 218]

a Blut wihrend Operationen [214]

b b - offen Serum [220]

b b offen Im extrakorporalen Blutkreis-
lauf des Hundes [45]

c a of fen Serum, Blut [221, 222]

c offen Pankreassekret [223]

c b offen Im extrakorporalen Blutkreis-
lauf der Ratte [215]

c b Keramik?) Serum [132, 224, 225)

Urin [32, 226)

c a, C offen Serumdialysat [155]

a, ¢ offen Blut, Plasma, Serum [199]

d c Keramikb) Urin [32]

a)

Wegen ungeniigender Angaben verschiedener Hersteller konnten nicht

alle kommerziell erhdltlichen Durchflussanalysatoren {vgl. Tab.

3.2) in dieser Tabelle beriicksicht werden

b)

Diaphragma
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4, THEORETISCHE GRUNDLAGEN DER POTENTIOMETRISCHEN BESTIMMUNG
VON IONENAKTIVITAETEN BZW. KONZENTRATIONEN

4,1 Potentiometrische Messung mit ionenselektiven Elektroden

4,1.1 Die Elektromotorische Kraft der Messzelle

Ionenselektive Elektroden sind elektrochemische Sensoren, die eine
potentiometrische Bestimmung der Aktivitdt eines gegebenen Ions in Ge-
genwart anderer Ionen erlauben, wobei das Messgut im allgemeinen eine
wasserige Losung ist [22]. Eine solche Elektrode bildet eine galvanische
Halbzelle. Sie besteht iiblicherweise aus einer ionenselektiven Membran,
einem Innenableitelektrolyt und einer inneren Referenzelektrode [227].
Eine ionenselektive Membran ist eine rdumlich begrenzte Phase, die das
Messgut von der Innenableitldsung trennt und das zu messende Ion selek-
tiv iberfiibrt. Die Membran kann aus verschiedenen Materialien bestehen
und wird oft danach eingeordnet [228]. In dieser Arbeit werden Elek-
troden mit Fliissigmembranen beruhend auf elektrisch neutralen Liganden
als ionenselektive Komponenten betrachtet. Die zur Messung notwendige
zweite galvanische Zelle soll eine konstante und vom Messgut unabhdngige
Potentialdifferenz 1iefern. Der Kontakt zwischen dieser externen Refe-
renzhalbzelle und dem Messgut ist im allgemeinen durch einen Briicken-
elektrolyten gewdhrieistet. lm Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
EMK-Messungen mit Messketten der folgenden Art durchgefiinrt (vgl. auch
Fig. 4.1):
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Hg; HgZClz, Referenzelektrolyt | Briickenelektrolyt | Messgut

g E E3 X
L j
T
Referenzelektrode
|| Membran || Innenableitelektrolyt, AgCl; Ag
(] (')
, EM E4 E5
ionenselektive Elektrode
EMK
INNERE jZ REFERENZ -
REFERENZ - HALBZELLE
HALBZELLE
719
ELEKTRODEN - = ELEKTRODEN-
SCHAFT SCHAFT
INNENABLEIT ~ REFERENZ -
ELEKTROLYT ELEKTROLYT
DIAPHRAGMA
BRUECKEN -
YT
{ONENSELEKTIVE EL EI-::-ILRA%LMA
MEMBRAN 1A
MESSGUT

IONENSELEKTIVE
ELEKTRODE

REFERENZ -
ELEKTRODE

Figur 4.1. Schematische Darstellung einer ionenselektiven Membran-
elektrodenmesskette.

(4.1)
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Die Summe der einzelnen elektrischen Potentialdifferenzen bildet die
elektromotorische Kraft (EMK) der ionenselektiven Membranelektroden-
messzelle und entspricht der gesamten Potentialdifferenz fiir den strom-
losen Zustand:

EMK = [E, + B, + By + Ep + E] 4 By # By = Eg + Ej + E (4.2)

2 J M 0 J M

wobei E:

ot vom Messgut unabhdngiges Referenzpotential

(E0 = E] + E2 + E3 + E4 + E5)

E,: Fliissigkeitspotentialdifferenz zwischen Briickenelektrolyt und
Messgut (vgl. 4.1.4)
E,,: Membranpotential

Der fiir das ionenselektive Verhalten der Messkette bestimmende Beitrag,
das Membranpotential EM’ setzt sich aus zwei Grenzfldchenpotentialen

EB bzw. Eé und einem Diffusionspotential ED zusammen [19, 22, 229]:

E, =

M EB + EB +E (4.3)

D

Dié Grenzfldachenpotentiale sind durch die lonenaustauschgleichgewichte
zwischen Membranphase und Messgut bzw. Innenableitldsung bestimmt,
widhrend das Diffusionspotential auf die stromlose Diffusion geladener
Teilchen innerhalb der Membran zuriickzufiihren ist.

4,1.2 Elektrodenfunktion und potentiometrische Selektivitdt.
Die Gleichungen von Nernst und Nicolsky-Eisenman.

Im Idealfall ist eine Membran ausschliesslich fiir ein bestimmtes lon I
permeabel. Falls die Aktivitdten aller Ionen innerhalb der Membran kon-

stant sind, gilt fiir das Membranpotential folgende Beziehung:
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L
F

. (4.4)
r
i

m‘m
e |

Unter der Annahme von konstanter Zusammensetzung des Innenableitelektro-
Tyts (a% konstant) erhdlt man aus den Gleichungen (4.2) und (4.4) die
Nernst'sche Gleichung (4.5) [230], welche die Elektrodenfunktion einer
idealen ionenselektiven Elektrodenmesskette im stromlosen Zustand be-

schreibt:
0
EMK = E; + s Tog a, (4.5)
. o _ _ '
mit  E;=Ej+E;-sloga; (4.6)
s=2 L n0-2LEm (25 °) (4.7)
z. F i

wobei EMK: elektromotorische Kraft [mV]

E? : Standardpotential der Messkette fiir das lon I bei einer
gegebenen Temperatur T [mV]

s : Nernst'scher Faktor (Steigung der Elektrodenfunktion EMK
gegen log ai) [mv] ] 4

: universelle Gaskonstante (8.314 J K~ mol ')
1

R
T : absolute Temperatur [K]
F )

: Faraday'sche Konstante (9.6487-10" ¢ mo1”
a, : Aktivitat des Ions I im Messgut [mol LY

a; : Aktivitat des Ions I im Innenableitelektrolyten {mol L_]

]

z. : Ladung des Ions I in Einheiten der Protonenladung

Im Normalfall spricht aber eine Membranelektrode nicht nur auf das Mess-
ionl, sondern gleichzeitig auch auf Storionen J an. Die semiempirische
Beziehung (4.8) von Nicolsky und Eisenman [231-233] beschreibt die EMK

einer solchen ionenselektiven Messzelle in guter Naherung:
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z./z.
EMK = E0 + s log [a, + :E: kPOt () VY (4.8)
i TSR 1 i

wobei 25 aj: Aktivitdt des Messions I bzw. des Storions J im Messqut

[molL"]

Zi zj: Ladung des Messions I bzw. des Storions J in Einheiten der
Protonenladung

K?gt : potentiometrischer Selektivitatsfaktor

Der potentiometrische Selektivitatsfaktor K??t ist ein Mass fiir die Bevor-
zugung des Storions J gegeniiber dem Mession I durch die ionenselektive
Membran. Ein Selektivitdtsfaktor K?gt < 1 bedeutet eine Bevorzugung des
Ions I gegeniiber dem Ion J. Bei der Angabe der Selektivitdt einer Membran
durch K??t-werte sollten die Messbedingungen spezifiziert werden, da

diese Grossen im allgemeinen von der Aktivitdt der untersuchten Ionen und

von der Bestimmungsmethodik abhidngig sind (vgl. 11.5).

4,1.3 Aktivitdt, Aktivitdtskoeffizienten,

Der Debye-Hiickel-Formalismus.

Wie aus den Gleichungen von Nernst und Nicolsky-Eisenman (G1. 4.5 und

4.8) hervor geht, wird die EMK einer ionenselektiven Elektrodenmesszelle
von der Aktivitit der Ionen im Messgut bestimmt. Fiir Losungen hoher Ionen-
starke (vgl. G1. 4.14), d. h. fiir beinahe alle Fliissigkeiten biologischer
Herkunft, konnen die Ionenaktivitdten a nicht mehr den Ionenkonzentra-
tionen ¢y gleichgesetzt werden:

a; =y, ¢ (4.9)

wobei \E Aktivitdatskoeffizient des Ions I (Yi £1)
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Die Einzelionenaktivitdtskoeffizienten i bzw. Y, oder vy_, ;ind wegen
des Elektroneutralitédtsprinzips experimentell nicht zugdnglich. Der aus
EMK-Messungen fiir ein lonenpaar erhaltenene mittlere Aktivitatskoeffi-
zient y_ steht mit den entsprechenden Einzelionenaktivitatskoeffizienten
Y, und ;_ in folgender Beziehung [22]:

lz_ 1z,

logy = ———— log y, + ————— log y_ (4.10)

+ +
lz,1 + 12} lz,0 + 12|

Gemiss der Debye-Hiickel-Konvention [234] kdnnen jedoch Y, und y_-Werte

bei Ionenstdrken I < 1 mol L-] mit hinreichender Genauigkeit approximiert

werden:
lz,|
log y, =——log vy, . (40)
lz_|
lz_|
log y_ = —— log v, (4.12)
lz,]

Debye und Hiickel haben ebenfalls eine Theorie fiir die Berechnung der mit-
tleren Aktivitdtskoeffizienten y, vorgeschlagen [235}:

-0.509 |z,-z_| VT o :
log v, = +C1 (25°7C) (4.13)
1 4+0.328 aV1

mit I[=% 2 zf ¢ ) (4.14)
i .

N —

wobei 2z, z : Ladung des Kations bzw. des Anions des betrachteten Elek-
trolyten in Einheiten der Protonenladung
"
a, C : ionenspezifische Parameter (Debye-Hiickel-Parameter, vgl.
Tab. 4.1)

I : Ionenstirke der Probelgsung fmol L~
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z, : Ladung des lons I in der Probeldsung in Einheiten der
Protonenladung
C. : Konzentration des Ions I in der Probeldsung [mol L_]]

Die so erhaltenen y_-Werte sind bei Ionenstdrken I < 1 mol L-] in guter
Uebereinstimmung (F;hler < 1 %) mit gemessenen mittleren Aktivitatskoef-
fizienten [22]}. Zu beachten ist, dass im Rahmen dieses Formalismus im
Messgut geldste elektrisch geladene Makromolekiile wie z. B. die Proteine
nicht beriicksichtigt werden.

Tabelle 4.1. Optimierte Debye-Hiickel-Parameter a und C (vgl. G1. 4.13)
in wdsserigen Losungen bei 25 % [69, 238, 239].

Elektrolyt a [A] c

HC?Y 4.30 0.120
LiCl 3.90 0.113
NaCl 4.00 0.040
KC1 3.65 0.015
NH4C1 3.50 0.016
MgC]2 5.20 0.060
CaC]2 5.00 0.040
KNO3 2.50 -0.070
NH4N03 2.70 -0.024
Li00CCH 4.15 0.055

3
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4.,1.4 Fliissigkeitspotential an der Referenzelektrode.

Der Henderson-Formalismus.

An der Referenzelektrode der galvanischen Zelle (4.1) bauen sich iiber die
Mischzone zwischen Referenzelektrolyt und Briickenelektrolyt und zwischen
Briickenelektrolyt und Messgut die Fliissigkeitspotentiale E3 bzw. EJ auf.
Das Potential an der ersten Diffusionsschicht (E3) wird als konstant an-
genommen. Dagegen ist das Fliissigkeitspotential EJ im allgemeinen vom
Messgut abhdngig. Im Hinblick auf zuverldssige, praktische Anwendungen
von ionenselektiven Messzellen ist somit eine quantitative Beschreibung
dieser Potentialdifferenz notwendig, da EJ und EM die entscheidenden Bei-
trdge der EMK darstellen (vgl. G1. 4.2). Unter Annahme von stromloser
Diffusion und von linearen Aktivitdtsprofilen in der Diffusionsschicht
wird das Fliissigkeitspotential EJ [mV] inguter Ndherung mit der Henderson-

Gleichung (4.15) beschrieben [236, 237):

(4.15)

- | =

wobei I: Summe iber alle Ionen I des Messguts und des Briickenelektrolyts

z.: Ladung des lons I in Einheiten der Protonenladung
u.: absolute Beweglichkeit (elektrochemische Mobilitat) des

1577 mot] (vgl. Tab. 4.2)
!

Ions I [cm2 s
a,: Aktivitdt des Ions I im Messgut [mol L ']
a% : Aktivitdt des lons I im Briickenelektrolyten der Referenz-

elektrode [mol L-]] bzw. im Referenzelektrolyten (falls kein

Zwischenelektrolyt vorhanden ist)

Fiir den optimalen Gebrauch von ionenselektiven Elektrodenmessketten ist
ein vernachlissigbares bzw. moglichst konstantes Fliissigkeitspotential EJ
an der Referenzelektrode Voraussetzung:

EJ 20  bzw. ? z; ug (ai - ai) 20 (4.16)
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Tabelle 4.2. Absolute Beweglichkeiten u, von Ionen 1 in wdsserigen
Losungen bei 25 °C [69, 240].

z 1N

i i ui-lo
[cm T mol]

K 37.59

.+
Li 4.24
Na* 5.47

+
K 8.00
NHg 8.00
Mg2* 2.90
calt 3.22
cr 8.11
NO:; 7.58
ooccné 4.38

Bei dquitransferenten Losungen (u+ = u_) hoher Konzentration ist die
Bedingung (4.16) nahezu erfiillt. Konzentrierte KC1-, KNO_-, NH4CI-,
NH4N03- und L100CCH, -Losungen werden demnach hdufig als Briickenelektro-

lyte eingesetzt (vg?. Tab. 4.2 fir die Mobilitdtsdaten). Bei kontinuier-
lichen Messungen im extrakorporalen Blutkreislauf (vgl. 7.4.1) muss aus
physiologischen Griinden oft eine isotonische NaCl-Losung als Referenz-
elektrolyt verwendet werden (dabei entfallen Briickenelektrolyt und E3
in den Beziehungen (4.1) und (4.2)). Derartige Systeme weisen Flissig-
keitspotentialdnderungen bis zu 0.5 mV auf, wenn die Na'-Konzentration
der Probe im physiologischen Referenzbereich schwankt (vgl. Tab. 4.3).
Bei hoher erwiinschter Genauigkeit der Bestimmung von Ionenkonzentrationen
konnen solche EJ-Aenderungen bei der Auswertung der EMK-Messdaten nicht

mehr vernachldssigt werden. Eine Unsicherheit von 0.5 mV in der EMK
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entspricht einem Fehler der ermittelten Ionenaktivitdt von etwa Z'Zi %.
! KC1} wiirde sich
im beschriebenen Fall die Aenderung des Fliissigkeitspotentials auf 0.07

Fiir dquitransferente Briickenelektrolyte (z. B. 3 mol L~

mV reduzieren, was etwa 0.3-zi % Fehler in der Aktivitdt entsprechen
wirde (vgl. Tab. 4.3).

Tabelle 4.3. Einfluss der Zusammensetzung des Referenzelektrolyts und
der Messlosung auf das Fliissigkeitspotential EJ {vgl. GI1.
4.15; 25 %).

Referenzelektrolyt Mess1dsung EJ ]AEJ|
[mmol L71) (mv] [mv)
3mol L ke 150 (NaC1) 0.35
0.06
135 (NaCl) 0.29
150 mmol L) NaCl 150 (NaC1) 0.00 ous
135 (NaC1) -0.48 )

4,1.5 Stromungspotential

Bei der Beschreibung der elektromotorischen Kraft der ionenselektiven
Elektrodenmesskette (vgl. (4.1) und (4.2)) wurde ein ruhendes Flissig-
keitssystem angenommen (Flisse aller Ldsungen = 0). Wird dagegen im
Durchfluss gemessen, so entsteht zwischen der ionenselektiven Elektrode
und der Referenzelektrode oder der Commonelektrode ein Stromungspotential

ES [241, 242], welches in der gemessenen EMK eingeschlossen ist:

EMK = E0 + EJ tEgt EM (4.17)
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An der Phasengrenze zwischen Messldsung und Messkapillarwand bildet sich
eine starre, elektrochemische Doppelschicht aus, und es entsteht eine Po-
tentialdifferenz (elektrokinetisches Potential ) zwischen der Grenzfld-
che und dem Innern der Messldsung (235, 243). Durch Verschiebung der Pro-
beldsung baut sich demnach zwischen zwei Stellen der Messkapillare eine
Potentialdifferenz auf (Stromungspotential ES), welche durch die modifi-
zierte Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung beschrieben wird {235]:

E =—_€._C.._.
4 7nk

Ap (4.18)

Wird eine laminare Stromung des Messguts durch die Kapillare angenommen,
so wird der flussfordernde Druckgradient durch das Hagen-Poiseuille-
Gesetz gegeben [244, 245]:

pp - 2nly (4.19)
mr

Durch Einsetzen von {4.19) und-von verschiedenen Umrechnungsfaktoren in
(4.18) wird folgende Gleichung erhalten:

-10
E. = A0 " ez lv, 6.25-10 4 egly (4.20)
s 7 3 )
162 = Kr Kr

wobei E_.: Stromungspotential [mV]
e : Dielektrizitdtskonstante der Messldsung
¢ : elektrokinetisches Potential [V)
1 : Abstand zwischen den Elektroden [cm]
v : Durchflussgeschwindigkeit [mL h-]]
k : spezifische elektrische Leitfahigkeit der Messlosung [Q'] cm'1]
r : Radius des Messkanals [cm]

n : Viskositdt [g e s"]
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Wie aus diesem Modell hervorgeht, ist ein kleines Stromungspotential bei
kleiner Durchflussgeschwindigkeit, bei kleinem Abstand zwischen ionen-
selektiver Elektrode und Referenz- bzw. Commonelektrode, und grossem
Messkanaldurchmesser zu erwarten. Eine hohe elektrische Leitfihigkeit der
Messldsung ist ebenfalls von Vorteil.

In Tabelle 4.4 sind ES-Berechnungen fiir das im Rahmen dieser Arbeit ein-
gesetzte Durchflusselektrodensystem zusammengestellt. Nach unserem Modell
ist das Strémungspotential zwischen der Referenz- und der Commonelektrode
(V=4cm v=009m h']) wie auch zwischen den ionenselektiven Elek-
troden und der Commonelektrode (1 = 3 bzw. 10 cm, v = 18 mL h~]) fiir iso-
tonische NaCl-Losung und fiir Serum unbedeutend (ES < 3 pV). Ebenfalls
vernachldssigbar sind die ES-Aenderungen (< 0.1 uv), die durch Schwan-
kungen von +5 % der Durchflussgeschwindigkeit des Messguts bedingt sind.
Ein Probewechsel, z. B. zwischen isotonischer Eichlosung und Serum, ver-
dndert das Stromungspotential nur unwesentlich ( ES < 0.7 V). Nur sehr
verdiinnte, fliessende Losungen kdnnen beachtliche Stromungspotentiale
verursachen (vgl. ES fiir HZO puriss.). In diesem Fall sollte jedoch die
elektrische Leitfahigkeit der Kapillarwand beriicksichtigt werden [241].
Nach dem beschriebenen Modell scheint also das Stromungspotential im
Falle der hier diskutierten Experimente nur unwesentlich zur EMK der

Messkette beizutragen.



Tabelle 4.4.

- 72 -

Stromungspotentiale fiir verschiedene Messlosungen, Elek-

trodenabsténde (1) und Durchflussgeschwindigkeiten (v)

fir das in 11.3 beschriebene Durchflusselektrodensystem
(berechnet nach Gl. 4.20; r = 0.04 cm, ¢ = 0.1 V [246]).

Parameter Stromungspotential ES [mv], 25 O
1 v H,0 puriss.a) 0.15 mol L' Nac1®’ serun®’
-1 3 3
fcm) [mL h ) 10 ES 10 ES
4 d) 0.9 + 0.05 12.5 + 0.6 0.04 + 0.00 0.06 + 0.00
3 e) 18 + 0.9 188.2 + 9.4 0.62 *+ 0.03 0.83 + 0.04
10 f) 18 + 0.9 627.2 + 31.4 2.07 + 0.10 2.78 + 0.14
a) .85 «=551080" cn! (240
b) ¢ - 75.2 [235], « = 0.016 2} cm| [240]
c) € = 75.2 (der isotonischen NaCl-Losung gqleichgesetzt),
k= 0.019 9" cm! [66]
d) Abstand zwischen Referenz- und Commonelektrode
e) Abstand zwischen nahester ionenselektiver Elektrode und Common-
elektrode
f)

elektrode

Abstand zwischen entfernster ionenselektiver Elektrode und Common-
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4,2 Flissiagmembranen beruhend auf elektrisch neutralen

Liganden als ionenenselektiven Komponententen

4,2.1 Definition der elektrisch neutralen Kationencarrier

und Konstitution der eingesetzten Liaganden

Elektrisch neutrale Carrier (eine Klasse von Ionophoren) siﬁd lipophile
Komplexbildner, welche hydrophile Ionen aus einer widsserigen Losung
rasch und reversibel in eine Membran extrahieren und sie durch diese
organische Phase transportieren. lonencarrier verursachen Permselektivi-
tat, wobei im Idealfall die Membran nur fiir ein bestimmtes Ion I der vor-
gegebenen Ionensorte durchlédssig ist. Der Transport der Kationen durch
die Membran verlduft nach einem Stafettenmechanismus, wobei die Ionen I
als Carrierkomplexe ISn (n=1, 2, ...) diffundieren. Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit wurden ausschliesslich optimierte kationenselektive
Carrier eingesetzt (vgl. Fig. 4.2}. In Membranen beruhend auf solchen
Liganden ist zur Erhaltung der Elektroneutralitat wahrscheinlich eine
schwache Saure HR, z. B. in der Membran vorhandenes Wasser, zusatzlich
an der Extraktion beteiligt [247):

17" (aq) + n'S (memb) + z HR (memb) === ISrz]+ (memb) + zR™ (memb) + zH' ({aq)

(4.21}
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4,2.2 Theoretische Beschreibung der Selektivitdt

Das Extraktionsgleichgewicht (4.21) kann unter Vernachlissigung der
schwachen Sdure HR in verschiedene Teilprozesse zerlegt werden [22]:

a) Uebertritt des freien Liganden von der Membranphase in die Diffusions-
schicht der widsserigen Losung:

'i/ks
S (memb) ==—== S (aq) (4.22)

b) Bildung der Kation-Ligand-Komplexe in der wisserigen Phase:

Bis n

17 (ag) + n S (aq) ==——= 152* (aq) (4.23)

c) Uebertritt der Komplexe in die Membranphase:

is,n
1s% (ag) =—— ISﬁ+ {memb) (4.24)

Die entsprechenden Gleichgewichtskonstanten bestimmen das folgende,
vereinfachte Extraktionsgleichgewicht:

K.
i,n
5 (ag) + n S (memb) T——= ISrz]+ (memb ) (4.25)
n n
‘s
mit Ki,n = Bis,n kis,n(?) (4.26)
s
wobei ks’ kis n Verteilungskoeffizienten des Liganden S bzw. des Kom-
plexes Isﬁ+ zwischen Membran- und wisseriger Phase
Sis n ¢ Bruttostabilitatskonstante von IS'Z1+ in der wasserigen

Phase



- 76 -

c; : Konzentration des freien Liganden S in der Membran

z, R
Sind in der Messlgsung neben dem Mession I ' weitere Ionen J 7 anwesend,

so sind die Beziehungen (2.21) bis (2.26) ebenfalls fiir diese Storionen
giiltig. Folgendes Ionenaustauschgleichgewicht kann dann aufgestellt

werden:
KPot
z, ij z, z,
(memb) +—J J (aq) :;:::::I (aq) + ;— JS J (memb) (4.27)
J J

Pot

Der potent10metr1sche Selektivitdtsfaktor K (vgl. G1. 4.8) charakte-

risiert dieses Gleichgewicht und kann fiir gle1chwert1ge Kationen
(z1 = zj) wie folgt approximiert werden [229]:

n

c
s
KJ,n _ Js,n JS n kS

Ki n A s \
’ ——
Z Bis,n Kis,n (ks>

Fiir Liganden, welche mit den Kationen vorwiegend 1:1-Komplexe bilden und

Pot
1.]

H

S|t

(4.28)

deren Komplexe IS und JS dieselben Verteilungskoeffizienten haben sollen,

erhdlt man aus dieser Gleichung:

B
kPOt = i . (4.29)

Diese einfache Beziehung wurde am Beispiel von Valinomycin fiir mehrere
Membranzusammensetzungen klar bestdtigt [229]. Falls Z; # zj und n # 1
wird die Beschreibung des Selektivitdtsfaktors wesentlich komplexer
(vgl. [22]).
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Aus theoretischen Betrachtungen sowie experimentellen Erfahrungen wurden

verschiedene selektivitatsbestimmende Parameter abgeleitet [28]:

a)

b)

c)

Komplexbildung

Die Komplexbildung des Liganden mit dem Mession bzw. mit den Stor-
jonen bestimmen die Selektivitdt des Carriers. Experimentell wurde
gezeigt, dass die Stabilitdtskonstanten ginnerhalb gewissen Grenzen
liegen miissen [248, 249].

Dielektrizitdtskonstante

Die Extraktionseigenschaften des Membranlosungsmittels, welche das
Verhdltnis kis,n/k: bestimmen, beeinflussen die Selektivitdt des
Liganden in der Membran [27]. Ausgehend von einem elektrostatischen
Modell kann der Einfluss des Membranldsungsmittels auf die Selek-
tivitdtsfaktoren K{S~ abgeschatzt werden [22, 28, 250):

Pot
i . 283
3 (1/e) 2r

3log K
z, (z, - zj) (4.30)

wobei ¢: Dielektrizitdtskonstante des Membranlosungsmittels
r: mittlerer Radius der ISn— bzw. JSn-Komplexe i

Mit zunehmender Polaritdt bzw. Dielektrizitatskonstante des Losungs-
mittels wird in der Membran die Diskriminierung der einwertigen
gegeniiber der zweiwertigen Kationen gleicher Griosse bei sonst gleich-

bleibenden Bedingungen erhoht.

Konzentration des freien Liganden

Die Ligandkonzentration in der Membran (= cs) steht wie folgt mit dem
Selektivitdtsfaktor in Beziehung:
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alog K?qt zZ,

— = Ly -, (4.31)
z. i

alog < J

wobei N nj: mittlerer Komplexierungsgrad der Ionen I bzw. J in

der Membranphase

Demnach fordert eine geringe Ligandkonzentration die Bevorzugung von
zweiwertigen gegeniiber einwertigen Ionen.

Konzentration an anionischen Zentren

Die Konzentration c_ an anionischen Zentren (z. B. Tetraphenylborate
als Membranzusédtze) beeinflusst ebenfalls die Selektivitat der

Membran:
dlog K?qt z,
— 1 = El (4.32)
3log c_ M

Dabei ist eine hohe Konzentration an anionischen Zentren fiir die Be-

vorzugung der zweiwertigen Kationen von Vorteil.

Diese verschiedenen Beziehungen zeigen deutlich, dass die Selektivitdts-

Pot

faktoren Kij einer Membran im allgemeinen nicht ausschliesslich durch

die Stabilitdtskonstanten der Ligandkomplexe bestimmt sind. Eine solche
Korrelation wurde direkt nur fiir Membranen z. B. beruhend auf Valinomycin

oder Nonactin erhalten, welche mit Alkaliionen durchwegs 1:1-Komplexe
bilden (vgl. 61.4.29)
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4,2.3 Anforderungen an Membranmatrix und Membranldsungs-
mittel bzw. Weichmacher

Ionenselektive Carrier werden in organischen Phasen , welche mit wdsseri-
gen Losungen moglichst nicht mischbar sind und gleichzeitig dem Liganden
eine hinreichende Mobilitdt gewdhrleisten, eingesetzt. In solchen Systemen
8 bis 10710 en? §7!
{251]. Das Losungsmittel (Weichmacher) bzw. die Matrix sind fiir diese

Tiegen die Diffusionskoeffizienten etwa zwischen 10~

Eingenschaften stark massgebend, da sie zusammen iiblicherweise etwa 99
Gew.-% der Membran darstellen.

Die Matrix einer Flissigmembran dient als inertes Tragermaterial fir die
Ubrigen mobilen Komponenten. Grundsdtzlich sind hochmolekulare Yerbin-
dungen als Matrix geeignet. Die Wahl einer Membranmatrix ist durch fol-
gende allgemeine Anforderungen gegeben:

- hohe mechanische Stabilitidt der Membran (jedoch mit einer gewissen
Elastizitdt),

- tiefer elektrischer Widerstand,

- keine potentiellen Koordinationsstellen und keine reaktiven funk-
tionellen Gruppen,

- Biokompatibilitat bzw. Hamokompatibilitit,

- keine Ablagerungsstellen (glatte Oberfldche).

Diese Anforderungen werden vorwiegend durch plastifiziertes Poly(vinyl-
chlorid) (PVC) und durch Silikongummi erfiillt {vgl. Fig. 4.3). Die weit-
aus am hdufigsten eingesetzten PVC-Membranen sind mechanisch- etwas sta-

biler als Silikongummimembranen.

Wie anhand der Gleichung (4.30} diskutiert wurde, ist die Dielektrizitats-
konstante des Membranldsungsmittels fiir die optimale Ausniitzung der Selek-
tivitat eines Liganden entscheidend. An einen Weichmacher fiir PVC-Membra-

nen werden folgenden allgemeine Anforderungen gestellt:
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Figur 4.3. Konstitution der eingesetzten Membranldsungsmittel bzw.
Weichmacher sowie der Membranzusdtze und Membranmatrizen
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(Bezeichnung, relative Molmasse [g mol”
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- optimale PVC-Weichmachereigenschaften,

- kleine Wasserlosigkeit bzw. hohe Lipophilie,

- tiefer Dampfdruck,

- chemische Inertheit gegeniiber dem Liganden und dem Messgut, insbe-
sondere Abwesenheit von funktionellen Gruppen, die unter den vorge-

sehenen Messbedingungen protoniert oder deprotoniert werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorwiegend apolare (e = 4), lipophile Di-
bzw. Tetraester sowie teilweise der polare (e = 24), wenig lipophile
o-Nitrophenyl-n-octyldther (o-NPOE) eingesetzt {vgl. Fig. 4.3).

4,2.4 Lebensdauer der Fliissiamembranen

Werden mechanische und chemische Beschddigungen, elektrische Neben-
schliisse, die Kontamination der Membranoberfldche (z. B. durch die Ab-
lagerung von Proteinen) und die Extraktion von stérenden Spezies in die
Membranphase ausgeschlossen, so ist die Lebensdauer der ionenselektiven
Flissigmembranelektroden in der Regel durch die Extraktion der Membran-
komponenten ins Messgut bzw. in den Elektrodenkdrper begrenzt. In ge-
wissen Fdllen ist beobachtet worden, dass eine Verminderung der Carrier-

4 mor L7 (Anfangskonzentration

konzentration in der Membran unter 10~
etwa 1072 mol L™1) zu einem Zusammenbruch der Membranselektivitit und

der Steigung der Elektrodenfunktion fiihrt, wahrend ein Anstieg des PVC-
Anteils iiber 70 Gew.-% (Anfangskonzentration etwa 33 Gew.-%) infolge

eines Losungsmittelverlustes eine drastische Membranwiderstandserhthung
mit sich bringt [251, 252]. Die Ausflussrate dieser zwei Membrankompo-
nenten bestimmen dementsprechend die Lebensdauer des Sensors. Da die
Lipophilie der vorzugsweise eingesetzten Ldsungsmittel (BBPA, DOS,

ETH 469; vgl. Fig. 4.3 und Tab. 4.5) in der Regel hoher ist als die der
Liganden, kann hier der Ausfluss von Carriern als lebensdauerlimitierender
Prozess angenommen werden. Im folgenden Abschnitt wird ein kinetisches
Modell der Ligandverteilung zwischen der Membran einer Durchflusselek-
trode und einer fliessenden Probe vorgestellt (vgl. Fig. 4.4) [251-254].
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Figur 4.4. Schematische Darstellung einer Fliissigmembrandurchfluss-
elektrode (a)) und des entsprechenden Ligandkonzentrations-
profils (b}).

Dabei werden zwei geschwindigkeitsbestimmende Vorgdnge beriicksichtigt.
Es sind dies einerseits die Carrierdiffusion durch die Grenzschicht und .
andererseits die Carrierdiffusion in der Membran.

Der gleichformige Fluss der Probe entlang der Membran ergibt formal eine
im Messgut zeitlich konstante Nernst'sche Diffusionsschicht der Dicke &
an der Grenzfldche zur Membran. Dabei wird die durchgeflossene Probe
nicht wieder in Umlauf gebracht und die Probe ist somit stets ligandfrei.
Die Liganddiffusion in der Grenzschicht kann also als quasistationarer
Vorgang angenommen und durch das 1. Fick'sche Gesetz beschrieben werden.

Fir den zeitlich konstanten Fluss an der Phasengrenzfldche gilt:

c;(o) DS
J o= - == (4.33)
9 kg 6
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Die bis zur Zeit t hinausdiffundierte Menge an Carrier ist somit:

mit

wobei

c;(o) DS A
ns(t) =t (4.34)
k 6
s
n;(O)
C;(O) - ) (4.35)
M
c;(O,t) .
kS = (4.36)
c_(0,t)
s
Jg : Fluss des Liganden S durch die Phasengrenzfldche
[mol em L' s71)
ns(t) : Menge an hinausdiffundiertem Liganden S zur Zeit t [mol)
A : Membranfldche in Kontakt mit der Probe [cmz]
8 : Dicke der Diffusionsgrenzschicht in der Probe [cm]

3

c;(o) : Anfangskonzentration des Liganden S in der Membran [moi cm
Ds’ D; : Diffusionskoeffizient des Liganden S in der Probe bzw.

in der Membranphase [cm® s ']
n;(O) : Anfangsmenge des Liganden'S in der Membran [mol]

VM : Membranvolumen [cm3]

kS : Verteilungskoeffizient des Liganden S zwischen Membran-

phase und Probe

c;(O,t): Ligandkonzentration in der Membranphase an der Phasen-
grenzfliche (x = 0) zur Zeit t [mol cm—3]

cS(O,t): Ligandkonzentration in der Probe an der Phasengrenzfldche
{x = 0) zur Zeit t [mol cm_3]

t : Zeitdauer seit Beginn (t = 0) des Probenkontaktes [s]
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Aus Gleichung (4.34) und (4.35) ergibt sich folgende relative Austritts-

funktion:
ns(t) DS A
==t (4.37)
nS(O) kS 8 VM
n_(t) Ds A
oder log = log t + log ———— (4.38)
nS(O) kS § Vy
n_(t)
Daraus kann die formale Austrittsdauer [s] berechnet werden { S = 1):
nS(O)
§ Vv
€29 - M (4.39)
D A

Falls die Ligandkonzentration in der Membran infolge Austritts von Ligand
an der einen Phasengrenze nicht mehr konstant ist, muss die Carrierdif-
fusion in der Membranphase beriicksichtigt werden. Dabei ist die Carrier-
konzentration c;(x,t) in der Membran ort- und zeitabhdngig. Ausgehend von

dem 2. Fick'schen Gesetz erhdlt man:

172

DII

u i s

-(cS(O) - cS(O.t)) (————) (4.40)
nt

i

Jg(t)

D; t'l/Z
2 A c'{0) (—~) (4.41)
s m )

und ns(t)

Daraus folgt die relative Austrittsfunktion:

1/2
n (t) 2A (D" t)
S S

" m
nS(O) Vi

(4.42)
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1/2

n (t) D!
oder Tlog — = %-109 t + log 2A (;5) (4.43)
n;(O) Vy

Daraus wird fir diesen Diffusionsvorgang ebenfalls die formale Austritts-
dauer [s] berechnet (ns(t)/n;(o) =1):

ty - (4.44)

In Figur 4.5 sind die Austrittsfunktionen des Liganden S fir die zwei
beschriebenen geschwindigkeitslimitierenden Diffusionsprozesse darge-
stellt. Eine doppelt logarithmische Darstellung eignet sich dazu beson-
ders gut, da die kinetisch kontrollierten Bereiche dabei als Geraden
erscheinen. Aus den Gleichungen (4.38) und (4.43) ist ersichtlich, dass
nur die relative Lage der Geraden beziiglich der Zeitachse von den System-
parametern bestimmt ist (die Steigungen der Geraden sind konstant). Para-
meter der Geometrie der Durchflusselektrode (A, VM), der Membran (D;, ks),
der Probe (DS, ks) und seiner Flussgeschwindigkeit (§) sind dabei massge-
bend. Die relative Lage der beiden Geraden ist durch die formale Ueber-
gangszeit ttr [s] zwischen den beiden geschwindigkeitslimitierenden
Prozessen eindeutig festgelegt (vgl. Gl. 4.34 und 4.41):

2 2
a0 8%k
o s (4.45)

L 02
S

Bis zum Zeitpunkt ttr ist der Ligandaustritt durch die Grenzschichtdif-
fusion und dann durch die Diffusion in der Membranphase bestimmt.
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nt)

S

n:(G) : teq teq

1 ' log t

Figur 4.5. Relative ausgetretene Ligandmenge als Funktion der Zeit fiir
eine mit einer fliessenden Probe in Kontakt stehenden Fliissig-
membran.

A: kinetische Kontrolle durch Grenzschichtdiffusion (vgl. G1. 4.38)

B: kinetische Kontrolle durch Diffusion in der Membranphase (vgl. Gl.

4.43)

Wie bereits erwdhnt wurde, baut sich ein diffusionsbedingter Ligandkon-
zentrationsgradient in der Membran auf (unter der Voraussetzung taq > tgq).
Da eine ionenselektive Membran eine minimale Ligandkonzentration fordert
(etwa 10" mo1 L™1), ist eine Zeitfunktion der Konzentration an der Mem-
brangrenzfliche (c;(O,t)) von besonderer Bedeutung. Aus den Gleichungen
(4.33) und (4.40) erhdlt man (vgl. auch Fig. 4.6):
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" - " 2 » 2 2
_ (cS(O) c(0,t))" DY & k¢

" 2 2
CS(O’t) m DS

tr

2
{c"{0) - c"{(0,t))
=2 s t (4.46)

1" 2
4 cs(o,t)

a-r)?
oder t = — t (4.47)

4 rS

c;(O,t)

mit oroos ——— (4.48)
c;(O)

wobei rs relative Ligandkonzentration an der Membrangrenzfldche zur
Zeit t beziiglich der Anfangskonzentration

Die Ligandkonzentration an der Membrangrenzfldche ist dabei von der An-
fangskonzentration c;(O) und von den Systemparametern bzw. von der Ueber-
gangszeit ttr abhdngig.

Am Beispiel einer Fliissigmembrandurchflusselektrode (vgl. Fig. 4.4 a))
vberuhend auf dem eher midssig lipophilen Liganden ETH 1001 (vgl. Fig. 4.2

und Tab. 4.5) wurden gemdss dem diskutierten Modell verschiedene rele-

vante Zeitparameter berechnet [254]. Die Membran (ETH 1001, 3 Gew.-%;

ETH 469, 64 Gew.-%; PVC, 33 Gew.-%; VM = 0.004 cm3; A = 0.008 cmz;

Tog D; = -8.7) ist dauernd mit einer fliessenden Serumprobe in Kontakt

(v =18m h_1; Tog DS = -5.5, berechnet nach der Wilke-Chang-Gleichung

[255); & = 0.001 cm, berechnet nach der Prandtl'schen Gleichung [235];

log kS = 2.9). In diesem System ist die Uebergangszeit ttr,nach 2.7 Minu-

ten erreicht und nach 2.6 Jahren ist die Membran formal ligandfrei

(c; = 0). Es ist jedoch zu beachten, dass an der Membrangrenzfldche die

Ligandkonzentration c;(O,t) bereits nach 4.6 Tagen auf 1 % der Anfangs-

konzentration gesunken ist (c;(O) = 0.039 mol L-]; re = 0.01), wahrend

die gesamte Membran noch 93 % der urspriinglichen Ligandmenge enthdit.

Nach 8.1 Tagen ist die kritische Ligandkonzentration von 1074 mor 7!

[251] an der Phasengrenze erreicht. Wird im Laufe des Experimentes die
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Serumprobe durch eine proteinfreie, widsserige Losung (z. B. Eichldsung)
ersetzt, ist wegen des hoheren Verteilungskoeffizienten kS (z. B. ETH
1001: log kS = 7.4) der Ligandaustritt nahezu aufgehoben . Die Lebens-
dauer des Sensors wird dadurch wesentlich verldngert. Da die Lebensdauer
einer Fliissigmembranelektrode jedoch nicht klar definiert ist und zu-
satzlich von ihrem Einsatz abhdngig ist, kann fiir ein bestimmtes Membran-

system keine allgemeingiiltige Lebensdauer angegeben werden.

logr,
2 "
t o 1-n) s c.(0.t)
0 t" 4r? =" cll0)

-1-
-2
-3 T

T T T T T T

2 0 1 2 3 4 log !

"

Figur 4.6. Relative Ligandkonzentration an der Membrangrenzfldche als
Funktion der Zeit (vgl. Gl. 4.47).
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Tabelle 4.5. Lipophilie der eingesetzten Liganden und Losungsmittel bzw.

Weichmacher
Membrankomponente log PHa) log PDSCb) log k c)
Tridodecylamin 16.8 11.6 4.3
Valinomycin 2.0 8.6 3.3
ETH 149 4.6 6.2 2.5
ETH 1644 5.1 6.7 2.7
ETH 157 8.3 4.6 2.0
ETH 227 6.4 7.8 3.0
ETH 1001 7.5 7.5 2.9
0-NPOE 5.3 5.9 2.4
BBPA ' 9.0 8.8 3.3
DOS 10.0 10.1 3.8
ETH 469 13.6 10.8 4.0

a) PH : mit sogenannten Hansch-Parametern berechneter Verteilungs-
koeffizient fiir das System 1-Octanol/Wasser (Lipophilie)
(403, 404]

b) PDSC: mittels Dinnschichtchromatographie bestimmte Lipophilie
[254]

c) k : aus P_..-Daten berechneter Verteilungskoeffizient fiir das

DSC
System DOS/Albuminlosung (log k = 0.326 log PDSC + 0.481)

[254)
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4,2,5 Ansprechverhalten der Fliissigmembranelektroden

Das dynamische Ansprechverhalten der Fliissigmembranelektroden ist von

mehreren Prozessen abhdngig [229]. Dabei sind iiblicherweise die Diffusion

der Messgutionen durch die widsserige Grenzschicht an der Membranoberf1a-

che und in der Membranphase die bestimmenden Vorginge. Ein theoretisches
Modell ergibt folgende Zeitfunktion fiir das Potential [22, 256]:

mit

wobei

0
EMK(t) = EMK(=) + s Tog [1 - (1 - ;;);7==§r——— e dett/T
i vt/ o+
e gs,x k1?s,x o?
T
i
.. 4252
L Di
EMK(t): EMK zur Zeit t [mV]
EMK(w): EMK nach sehr langer Zeit (Endwert) {mv]
S : effektive Steigung der Elektrodenfunktion [mV]
a? 1 Aktivitdt des Messions I zur Zeit t < 0 [mol L-]]
a;  : Aktivitdt des Messions I zur Zeit t > 0 [mol L‘]]
t 1 Zeit [s)
" : Zeitkonstante fiir die Diffusion in der Membranphase [s]
T : Zeitkonstante fiir die Diffusion in der wdsserigen Grenz-
schicht [s]
: Dicke der wdsserigen Grenzschicht [cm]
Di : Diffusionskoeffizient des Messions I in der wisserigen
Grenzschicht [cm2 s-]]
D;s,x : mittlerer Diffusionskoeffizient des Mession-Ligand-

Komplexes ISn und der Gegenionen X in der Membranphase

[cm2 s-]]

(4.49)

(4.50)

(4.51)
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kis « Verteilungskoeffizient des Mession-Ligand-Komplexes ISn
und der Gegenionen X zwischen wdsserigen Phase und Mem-

branphase

Bei Fliissigmembranelektroden beruhend auf elektrisch neutralen Carriern
ist im allgemeinen die Diffusion in der Membranphase der limitierende
Prozess des Ansprechverhaltens, d. h. t">> © . Um ein schnelleres An-
sprechverhalten zu erreichen, muss dementsprechend t" reduziert werden.

Folgende Anforderungen tragen dazu bei (vgl. G1. 4.49}:

a) Reduktion von D!
is,x

Die Mobilitdt des Mession-Ligand-Komplexes ISn und der Messgutanionen
X in der Membranphase muss klein sein, was mit einer hoch viskosen

Membran erreicht wird.

b) Reduktion von k.
is,x

Der Carrier muss ein relativ schwacher Komplexbildner sein und in
eher geringer Konzentration vorhanden sein. Die Membranmatrix und das

Ldsungsmittel miissen moglichst apolar sein.

c) Reduktion von §

Die Messung muss im Durchfluss geschehen oder das Messgut muss geriihrt
werden. Eine kleine Membranoberfldche trdgt ebenfalls zur Reduktion

von § bei.

Fiir eine hhere Ansprechgeschwindigkeit sind zusdtzlich diinne ionenselek-
tive Membranen und Aktivitatsdnderungen nach hoheren Aktivitdten von Vor-
teil (vgl. G1. 4.49). Zudem sollte das Messgut mgglichst keine extra-

hierbare, Yipophilen Anionen enthalten.
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4,2.6 Anioneninterferenz

Abweichunger von der idealen kationischen Elektrodenfunktion (vgl. Gl.
4.5 und 4.8) treten manchmal auf, wenn die Messlosung eine relativ hohe
Aktivitat lipophiler Anionen Y wie z. B. SCN  oder c10; enthdlt. Diese
Anionen sind am Extraktionsvorgang beteiligt [28]:

% (aq) + z Y (ag) + n S (memb) =—= ISf‘+ {(memb) + z Y~ (memb) (4.52)

Diese Reaktion tritt mit dem Gleichgewicht (4.21} in Konkurrenz und kann
stark nach rechts verlagert sein, wenn die Teilchen Y sehr lipophil
sind. Dies fiihrt unter anderem zu einem Verlust der Kationenpermselek-
tivitat. Im Extremfall verhdlt sich die Carriermembran wie ein Anionen-
tauscher, und es wird bei hﬁhefer Aktivitdt des lipophilen Anions Y eine
anionische Elektrodenfunktion beobachtet [257, 258].

Eine Reduktion bzw. Elimination der Anioneninterferenz kann durch den
Einsatz eines unpolaren Membranldsungsmittels bzw. einer unpolaren Mem-
branmatrix erreicht werden {226, 257-259]. Dies eignet sich vor allem
fiir alkaliionenselektive Membranen. Bei erdalkaliionenselektiven Mem-
branen wird in der Regel durch den Einbau lipophiler, anionischer Kom-
ponenten, z. B. Kaliumtetrakis{p-chlorophenyl)borat (KTpC1PB, vgl. Fig.
4.3), die Anioneninterferenz reduziert [28, 257, 258, 260]. Durch Zugabe
dieser Salze wird die freie Ligandkonzentration c; in der Membran stark

reduziert:
c" = ¢" -ncg¢ = c" - n— C (4 53)
S s,tot is s,tot z; - .
wobei c; : Konzentration des freien Liganden in der Membran
; tot’ totale Ligandkonzentration in der Membran
is  ° Konzentration des Mession-Ligand-Komplexes ISn

c : Konzentration der anionischen Zentren in der Membran
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Daraus folgt, dass zur Erhaltung der kationenselektiven Eigenschaften
der Membran folgende Bedingung erfiillt sein muss:

zZ,

CCE ot (4.54)

Durch die Erhthung der Konzentration c¢_ der anionischen Zentren und durch
die Erniedrigung der freien Ligandkonzentration c; folgt zusﬁ}zlich eine
Zunahme der Bevorzugung der zweiwertigen gegeniiber den einwertigen lonen
(vgl. G1. 4.31 und 4.32). Ausserdem bringt der Einbau von KTpC1PB eine

erwiinschte Abnahme des elektrischen Widerstandes der Membran mit sich.

4,3 Messungen mit ionenselektiven Elektroden in Flissig-

keiten biologischer Herkunft
4,3,1 Anforderungen an die Selektivitdt

Um mittels Potentiometrie Ionenaktivitdaten in biologischen Fliissigkeiten
genau bestimmen zu konnen, muss die ionenselektive Elektrode hinreichende
Selektivitdten gegeniiber den Storionen aufweisen. Aus der Nicolsky-
Eisenman-Gleichung (4.8) wird folgende Beziehung fiir die minimal erfor-
derlichen Selektivitatsfaktoren KFOt abgeleitet, wobei ein Eichver-

ij,max
fahren ohne Stdrionen angenommen wird:

Pot __ Pimin__ Pig (4.55)
ij,max (o, )Zi7zj 100
J,max
wobei K??fmax: hiochster zugelassener Selektivitatsfaktor )
ai,min : minimal auftretende Aktivitat des Messions 1 l.
3 max maximal auftretende Aktivitat des Stérions JJ
pij : maximal zuldssige Fehler in der Aktivitadt a; der durch

das Stérion J verursacht wird (in %)
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Tabelle 4.6. Minimal erforderliche Selektivitatsfaktoren log K?gtmax

die Aktivitdtsbestimmung des Ions I im Blutserum (vgl. Tab.

fiir

2.2) mit einem selektivitdtsbedingten Fehler von maximal 1 %
(vgl. G1. 4.55 und Tab. 2.2).

¥4 2z
i j Pot Pot
I J 1og Kij,max log Kij,max
(Serum, Referenzbereich) (Serum, Extrembereich)

H Na® -8.5 9.0
k* -7;0 7.7
Mgt 7.7 -8.4
a 7.7 -8.3

it oy 2.1 1.4
Na* -4.3 4.4
k* -2.8 -3.1
Mm%t -3.5 -3.9
ca?t -3.6 -3.7

Na* Wt 4.4 3.5
Kt -0.6 -1.0
MgZ* 1.2 1.8
cat 1.3 1.6

k" K 2.8 1.6
Na© -3.6 -4.3
Mg’* -2.8 -3.8
calt -2.9 -3.6

ca?t W 9.3 7.6
Na't -3.6 -4.1
k* -0.6 -1.5
MgZ* 1.9 -3.0

a) 1

Fiir eine therapeutische Lif—Konzentration von 0.7 mmol L~
(a ; = 0.54 mmol . vgl. Kap. 9)
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. Pot
In Tabelle 4.6 sind log Kij,max

im Blutserum mit hochstens 1 % Fehler zusammengestellt. Diese maximalen

-Werte fiir Bestimmungen der Aktivitat a,

Selektivitdtsfaktoren sind jedoch nur als Richtwerte zu betrachten, da in
Gleichung (4.55) keine Fliissigkeitspotentialinderungen an der Referenz-
elektrode beriicksichtigt werden und ideale Elektrodenfunktionen fiir

Mess- und Storion angenommen werden (vgl. G1. 4.5).

4,3.2 Anforderungen an Messgenauigkeit, Stahilitdt und
Reproduzierbarkeit

Um Anforderungen an die potentiometrische Messung diskutieren zu konnen,
ist es von Nutzen, die gegebenen Aktivitdtsreferenzbereiche im Serum
(vgl. Tab. 2.2) in EMK-Bereiche umzurechnen. Mit Hilfe der Nernst'schen
Beziehung (G1. 4.5) und unter der Annahme eines konstanten Fllssigkeits-
potentials an der Referenzelektrode wurden die zwischen den unteren und
oberen Aktivitdtsgrenzwerte zu erwartenden Potentialdifferenzen AEb
berechnet (vgl. Tab. 4.7). Die unterschiedlichen EMK-Referenzbereiche
bewirken, dass die Anforderung an die EMK-Messgenauigkeit bzw. Reprodu-
zierbarkeit fiir jedes zu messende Ion relativ zu seinem Bereich betrachtet
werden muss. Um eine klinisch zuverldssige Aussage zu gewdhrleisten, wird
dementsprechend die erforderliche absolute Messgenauigkeit bei den lonen
mit dem engsten Potentialbereich am hochsten sein (vgl. Ca2+ und Na' in
Tab. 4.7).

Wenn angenommen wird, dass die interindividuellen Ionenkonzentrationen
und die Einzelmessungen einer Normalverteilung entsprechen [261, 262],
kann fiir die erforderliche absolute Messgenauigkeit Sa.max einer Einzel-

messung eine vom Potentialbereich AE_ und von der gewiinschten statis-

b
tischen Sicherheit S abhdngende Beziehung gegeben werden:

1
S —
a,max X (4.56)
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erforderliche absolute Messgenauigkeit [mV] um die Klasse

wobei Sa,max:

AEb/k durch eine Einzelmessung mit der Wahrscheinlichkeit
S zu treffen

AEb : theoretisch zu erwartende EMK-Differenz einer Messkette in
reinen Losungen des Messions [ zwischen unterer und oberer
Grenze des Aktivitdtsbereiches im Serum [mV]

k : Bruchteil des Referenzbereiches AEb

X : Sicherheitsgrenze, Abstand vom Mittelwert der normierten
Normalverteilung fiir eine gegebene statistische Sicher-
heit S (X95% = 1.9, X995 = 2.81)

S : statistische Sicherheit [263, 264]:

In Tabelle 4.7 sind die erforderlichen absoluten EMK-Messgenauigkeiten
fiir Kationenaktivitdtsbestimmungen im Serum aufgefiihrt. Die Messgenau-
igkeit wurde so berechnet, dass eine Einzelmessung mit einer Wahrschein-
lichkeit von 99.5 % im Referenzbereich (k = 1), bzw. mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 95 % in einem Fiinftel des Referenzbereiches (k = 5)
liegt. Diese letzten Anfbrderungen (k =5, S=295%) sollten im Hinblick
auf eine zuverldssige klinische Diagnostik zu hinreichend genauen Resul-
taten fiihren. Als Idealifall gilt jedoch, dass die analytische Streuung S
kleiner als ein Zehntel der biologischen (interindividuellen) Streuung s
ist {74):

b

s_ < -+ s 3
a > 10°b 40

n

AE (4.57)

b
Aus Tabelle 4.7 ist ersichtlich, dass auf Grund der engen Na*- und Ca2+-
Referenzbereiche fiir diese Ionen die hochsten Anforderungen ans Messystem

resultieren.
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" Tabelle 4.7. EMK-Referenzbereiche AEb [mV] und erforderliche absolute

Messgenauigkeiten s [mV] bei Messungen mit ionenselek-

a,max
tiven Elektroden im Serum (vgl. G1. 4.55).

Mession AE, [mV] s fmVy s [mV] s <

b a,max a,max a> 10 °b
S =99.5% S = 95% [mV]
k=1 k=5
H* 6.8 1.21 0.35 0.18
Lt ) 37.2 6.62 1.90 0.93
Nat 2.4 0.43 0.12 0.06
k* 9.1 1.62 0.46 0.23
calt 2.3 0.41 0.12 0.06
calt ® 2.6 0.46 0.13 0.07
tot

a)

Fiir den therapeutischen Li+—Aktivit5tsbereich
(0.54-2.30 mmol L™'; vgl. Kap. 9)

b) nach Freisetzung des gebundenen Calciums

Ist man nur an relativen Aktivitatsanderungen ra (in %) interessiert, so

erhdlt man die zu erwartende Potentialdifferenz At [mV] mit folgender

Beziehung:
ra* 100
AE = s log o0 (4.58).
oder ap = 25, (4.59)
z a

wobei e relative Aktivitatsanderung beziiglich der Anfangsaktivitat
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Um eine relative Aktivitatsanderung von 1 % feststellen zu kdnnen, miissen
dementsprechend Potentialanderungen von 0.25 mV bei einwertigen, bzw.

0.13 mV bei zweiwertigen Kationen gemessen werden konnen.

Aus diesen verschiedenen Betrachtungen kann geschlossen werden, dass eine
EMK-Messgenauigkeit von rund 0.1 mV die klinischen Anforderungen recht
ideal erfiillen wiirde.

4.3.3 Anforderungen an die Ansprechzeit und an die Lebens-

dauer

In der klinischen Analytik ist neben der Genauigkeit die Dauer

einer Bestimmung ein wichtiger Faktor. Da in der direkten Potentiometrie
keine Probebehandlung notwendig ist, bestimmen vorwiegend die Einlasszeit
der Probe (Durchflusszeit zwischen Einlass in das Messystem und Kontakt
mit der Messzelle) und die Ansprechzeit der ionenselektiven Zelle die
Analysendauer. Verschiedene Definitionen sind fiir die Ansprechzeit vor-
geschlagen worden [265]. In der Folge wird die Ansprechzeit als die Zeit-

spanne t zwischen dem Probewechsel (t = 0) und dem Zeitpunkt defi-

0.1mv
niert, bei welchem das Potential der Zelle den Bereich von +0.1 mV um
den EMK-Endwert erreicht hat (vgl. auch Gl. 4.49):

|EMK(t ) - EMK(;)| = 0.1 mV (4.60)

0.1mv

Dabei fiihren Abweichungen von +0.1 mV in der EMK zu Unsicherheiten in
der ermittelten relativen Aktivitdt von rund *0.4 % fiir die einwertigen
bzw. +0.8 % fiir die zweiwertigen Kationen. Solche Abweichungen sind mit
den allgemeinen Genauigkeitsanforderungen der klinischen Routineanalytik
vereinbar (vgl. G1. 4.57 und Tab. 4.7).

Die Anforderungen der klinischen Medizin an die Analysendauer sind je

nach der zu bestimmenden Spezies und je nach medizinischen Gegebenheiten
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sehr unterschiedlich. Bei Messungen im Operationssaal oder in der Inten-
sivpflegestation muss oft das Analysenresultat spiatestens 5 Minuten nach
der Blutentnahme bekannt sein[76]. Damit die Ansprechzeit der jonenselek-
tiven Elektroden kein limitierender Faktor darstellt, sollte die Bedin-

gung t < ~30 s erfiillt sein. Diese Anforderung entspricht ebenfalls

0.1mV
etwa den heute gestellten Bedingungen fiir den Einsatz in Durchflussanaly-

satoren (vgl. 3.3.3).

Im Kapitel 4.2.4 wurde schon betont, dass fiir eine bestimmte ionenselek-
tive Membran keine allgemeingiiltige Lebensdauer angegeben werden kann.
Aus praktischen Griinden muss jedoch eine ionenselektive Elektrode in der
klinisch-chemischen Routineanalytik moglichst einen mehrmonatigen Einsatz
gewdhrleisten. Da die Membran mit Unterbrechungen wihrend kurzen Perioden
(mindestens der Ansprechzeit entsprechend) mit der Messprobe (Blut,

Serum oder verdiinntes Serum, bzw. Plasma) in Kontakt steht, ist die
praktische Lebensdauer einer ionenselektiven Elektrode in einem klinisch-
chemischen Analysator wesentlich ldnger als die Lebensdauer der Membran
bei unablassigem Gebrauch in einer sich stets erneuernden Messprobe. Die
bis heute im klinischen Bereich eingesetzten Fliissigmembranelektroden
[28, 202, 203] haben erfahrungsgemiss hinreichende Lebensdauer aufge-
wiesen.

4,3.4 Eichung der Messkette

Das Eichen sowie die Wahl von Referenzmethoden sind grundlegende Probleme
der klinischen Analytik. Sie sind in vielen Fdllen bis heute noch weit-
gehend ungeldst. Bei der quantitativen potentiometrischen Bestimmung von
Ionen sind diese Schwierigkeiten besonders ausgeprigt, da die lonenselek-
tiven Elektroden grundsdtzlich auf Aktivitdten ansprechen, wdhrend nach
wie vor die Konzentration die in der klinischen Praxis vorwiegend ge-
fragte Grisse darstellt. Trotz zahlreicher Beitrdge (vgl. u. a. {227,
266-270)) ist gegenwartig noch kein einheitliches Aktivitdts- bzw. Kon-

zentrationseichverfahren fiir die potentiometrische Ionenbestimmung in
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biologischen Fliissigkeiten vorhanden.

Die potentiometrische Ermittlung der Konzentration eines gegebenen Kations
im Blut bzw. im Serum ist ohne Mitbestimmung der Ionenstarke bzw. der
ionenstdrkebestimmenden Ionen zwangslaufig mit einer gewissen Unsicher-
heit verbunden. Dies ist auch der Fall, wenn ideal ionenselektive Elek-
troden eingesetzt werden (vgl. 4.1). Eine genaue, direkte Konzentrations-
bestimmung ist durch eine Einzelmessung nur unter der Voraussetzung iden-
tischer Elektrolytzusammensetzung bzw. identischer Ionenstdrke von Probe
und Eichlosungen moglich. Diese Tatsache wurde im Rahmen dieser Arbeit

bei der'Ermittlung der Li+-, Na+—, K+- und Ca2+—Konzentrationen im Serum
weitgehend beriicksichtigt (vgl. Kap. 5, 6, 7 und 9). Mit Hilfe von Eich-

16sungen (wi W. . und Ni mit entsprechend tiefer, normaler und hoher

Konzentratio;]an &;ision I uid konstanten, normalen Storionenkonzentra-
tionen) wurde dabei die Steigung s der Elektrodenfunktion bzw. der Kon-
zentrationseichgeraden (lineare Regression EMK gegen log Ci) ermittelt.

Um eventuelle Verschiebungen des Standardpotentials E? (Drift) bei Serien-
bestimmungen zu beriicksichtigen, wurde vor jeder Serumprobe Sn die Eich-
16sung wi’z gemessen. Die Konzentration des Messions I im Serum Sn wurde
mit folgender aus der Nernst'schen Gleichung (4.5) hergeleiteten Formel
berechnet (unter der Annahme eines konstanten Standardpotentials bei dem

Probewechsel wi + Sn):

,2

EMK(wi,Z) - EMK(Sn)

S

ci(Sn) = °1(”i,2) 10 (4.61)
wobei ci(Sn) : Konzentration des Messions 1 in der Serumprobe Sn
[ mmo1 L-]]
ci(wz) : Konzentration des Messions I in der Eichldsung W,
fmmo1 L-]]
EMK(”i,z)‘ EMK der Messkette in der Eichlgsung wi’2 [mV]
EMK(Sn) : EMK der Messkette in der Serumprobe S [mV]
S : Steigung der Elektrodenfunktion bzw. der Konzentrations-

eichgeraden [mV)
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Dieses Eich- und Messverfahren wurde im Rahmen dieser Arbeit bei der
Bestimmung der Natrium-, Kalium- und totalen Calciumkonzentration erfolg-
reich angewandt (vgl. Kap. 5, 6, 7, sowie[132, 217, 219, 225}). Einzel-
heiten werden fiir jedes Ion in‘den entsprechenden Kapiteln diskutiert.

Die potentiometrische Bestimmung der Aktivitdt eines Ions in einer bio-
logischen Fliissigkeit ist ebenfalls mit einem Eichproblem verbunden.

Die Schwierigkeit ist in der Tatsache begriindet, dass die Aktivitat eines
Ions in einer gegebenen Losung nicht aus den Einwaagen bestimnt werden
kann, sondern mathematisch approximiert werden muss (vgl. 4.1.3). Dabei
miissen die Fliissigkeitspotentialdnderungen an der Referenzelektrode und
die Interferenz durch die Storionen beriicksichtigt werden. Gegenwdrtig
wird in der klinischen Routineanalytik lediglich in einem Fall die Akti-
vitdt eines Ions ermittelt. Es handelt sich dabei um den pH-Wert des
Blutes (pH = -log aH). Auch hier ist das Eichverfahren nicht eindeutig
festgelegt, obwohl vorwiegend zwei vom National Bureau of Standards vor-
geschlagene Pufferlosungen mit definierten pH-Werten eingesetzt werden
[107, 271]. Im Hinblick auf eine Reproduzierbarkeit von Messwerten, die
von verschiedenen Laboratorien stammen, sollte zusdtzlich die Fliissig-
keitsbriicke (1iquid junction) definiert sein[272]. Da das ionisierte Ca2+
ebenfalls nur potentiometrisch direkt quantitativ erfassbar ist, wire es
auch hier sinnvoll, die Aktivitat zu spezifizieren. Ca2+-Aktivit5tseich—
16sungen sind aber bis heute noch nicht offiziell vorgeschlagen worden.
Eichverfahren fiir pH- und Ca2+-Bestimmungen im Blut werden in den ent-
sprechenden Kapiteln (Kap. 7.3 und 8) beschrieben und diskutiert.
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4.3.5 Einfliisse verschiedener Komponenten des Rlutes

Im Rahmen dieser Arbeit wurde immer wieder festgestellt, dass fiir wdsse-
rige Elektrolytlosungen optimierte ionenselektive Flissigmembranelek-
troden im Serum nicht erwartungsgemdss arbeiten. Dabei zeigten die ermit-
telten Ionenaktivitdaten bzw. Konzentrationen grosse Abweichungen beziig-
lich der Vergleichsdaten, und das Ansprechverhalten war gegeniiber den
Messungen in wdsserigen Losungen z.  T. extrem verlangsamt. Zusatzlich
bewirkte ein Serumkontakt vielfach eine Verschiebung des Standardpoten-
tials E?, eine Abnahme der Steigung s der Elektrodenfunktion (vgl. G1.
4.5 und 4.8) sowie einen Verlust an Selektivitdt. Diese Verdnderungen
der Elektrodeneigenschaften waren jedoch in vielen Fdllen reversibel,

d. h. die Elektroden erreichten wieder ihre urspriinglichen Charakteri-

stika nach einer Konditionierungsperiode in wdsserigen Losungen.

Diese Tatsachen konnen z. T. durch zwei mogliche Typen von Kontamina-
tionen der ionenselektiven Membran durch Sefumkomponenten erklédrt werden.
Im ersten Fall kann das Eindringen von lipophilen Anionen aus dem Serum
in die Membran zu einem Verlust de} Permselektivitdt und einer Zunahme
der Ansprechzeit fiithren (vgl. 4.2.5 und 4.2.6). Andererseits wird die
Ablagerung von Proteinen und/oder Lipiden an der Membranoberfldche ver-
mutet. IR-Spektren der Oberfldche einer Fliissigmembran beruhend auf dem
Liganden ETH 157 (vgl. Fig. 4.2), welche mehrere Monate mit Serum in
Kontakt war, weisen auf Proteinablagerungen hin [273]. Morphologische
Verdnderungen der Membran wurden ebenfalls beobachtet [273].
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4,3,6 Kontamination der Probe durch Membrankomponenten

Die Extraktion von Komponenten, insbesondere von PVC-Weichmachern aus der
Membran ins Messgut wurde bei der Betrachtung der Lebensdauer eingehend
diskutiert (vgl. 4.2.4). Obwohl ionenselektive Fliissigmembranelektroden
in Kathetern [37, 274, 275] und in Durchflussystemen [213, 214, 217, 218
221, 223) direkt im Kreislauf von biologischen Fliissigkeiten von lebenden
Tieren bzw. Menschen eingesetzt werden, muss leider festgestellt werden,
dass nahezu keine Information iliber die Toxizitdt der extrahierten Mem-
brankomponenten vorhanden ist. In der Medizin ist zwar die Kontamination
von in Kunststoffbehdltern aufbewarten Blutproben durch Weichmacher schon
seit mehr als zehn Jahren bekannt [276]. Die Extraktion von Weichmachern
insbesondere von Bis{(2-dthylhexyl)phthalat durch in PVC-Schlduchen flies-
sendes Blut wurde bei Patienten nach einer Hamodialyse oder einer Herz-
operation beschrieben [277-279]. Von Bis(2-dthylhexyl)phthalat wurde bis
heute nur iiber dessen Stoffwechselprodukte, jedoch ohne jegliche Toxi-
zitdtsangaben, berichtet (vgl. u. a. [280]).

Eine der wenigen bis anhin durchgefiihrten toxikologischen Untersuchungen
eines Weichmachers bezieht sich auf Bis(2-athylhexyl)adipat (DOA) [281].
Dabei wurden bei Tieren nach langer andauernder Einwirkung von DOA bos-
artige Tumore festgestellt. Ferner wurde die mutagene Wirkung von o-Nitro-
phenyImethylather (0-NPME) bei Bakterien nachgewiesen [282]. Da DOA und
o-NPME mit anderen in Fliissigmembranen verwendeten Weichmachern struk-
turell sehr dhnlich sind (vgl. Fig. 4.3 und [28, 202]), sind diese
Informationen im Hinblick auf in vivo und in situ Messungen zu beriick-
sichtigen. Weitere Untersuchungen iiber die Toxizitdt der Membrankompo-
nenten sind wegen der zunehmenden Tendenz, an lebenden Organismen zu

messen, sehr wiinschenswert.



- 104 -

5, FLUESSIGMEMBRANELEKTRODE ZUR BESTIMMUNG DER NATRIUM-
KONZENTRATION IM BLUTSERUM

5.1 Einleitung

Die Entwicklung einer Nat-selektiven Glasmembranelektrode [3, 6] und
spater die Verbesserung deren Eigenschaften [283] haben im Bereich der
klinischen Analytik ein grosses Interesse hervorgerufen. Glasmembranelek-
troden werden routinemdssig zur quantitativen Bestimmung von Na' in Blut
[77, 89, 119, 120, 129, 131, 133, 285, 286], Serum (77, 101, 120, 124-126,
129, 130, 133, 287-296] und verdinntem Urin [77, 119, 124, 125, 131, 289-
292, 295-300] eingesetzt (vgl. auch Tab. 3.2)}. Trotz des verbreiteten Ein-
satzes von solchen Sensoren sind gewisse stOrende systemgebundene Nach-
teile vorhanden. Der relativ hohe elektrische Widerstand der Glasmembran,
die Proteinablagerung an deren Oberflache und technische Schwierigkeiten
beim Einbau in Elektrodenkdrper konnen zu Storungen fiihren und die Bauart
der Elektrode einschrdnken. In diesem Zusammenhang sind Fliissigmembranen
vorzuziehen. Der spezifische Widerstand dieser Kunststoffmembranen ist
wesentlich tiefer als bei Glasmembranen [132], und nach wehrmonatigem
Serumkontakt sind sie noch funktionstiichtig [222]. Sie verlangen dement-
sprechend keine regelmdssige Sonderbehandlung, um die Membranoberfldche zu
regenerieren wie dies bei Glasmembranen der Fall ist [300, 301], und kdn-
nen in verschiedenen Formen angefertigt und eingesetzt werden wie z. B.

in sogenannten Makro-, Mini-, Mikro-, Durchfluss-, Katheter- und Ober-
fldachenelektroden sowie in ISFET's (vgl. [28]).

In den letzten Jahren wurden natiirliche (Monensin [302, 303] und das Deri-
vat Methyl-monensin [304]) als auch synthetische (ETH 1097 (N,N,N,N,-
Tetrabenzyl-3,6-dioxaoctandiamid) [305, 306], ETH 157 [222, 307, 308],

ETH 227 [309-311}, und eine Bis(12-Krone-4)-Verbindung [312]) Na'-lono-
phore als ionenselektive Komponenten in Fliissigmembranelektroden einge-

setzt. Mit einigen von diesen Sensoren wurden Bestimmungen der Na+—K0n-
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tration in Blut {213, 222, 304], in Serum [222, 304}, in Urin [310, 313],
in Pankreassaft [314] und in weiteren extrazelluldren Fliissigkeiten [315-
317] durchgefithrt. Dabei war es noch nicht moglich, ein und dieselbe Mem-
bran fiir Messungen in unverdiinntem Blut bzw. Serum als auch in unverdiinn-
tem Urin einzusetzen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Na'-selek-
tive Flissigmembran entwickelt, welche fiir direkte Messungen in beiden
Korperfliissigkeiten anwendbar ist.

5.2 Optimierung der Membranzusammensetzung und der Elek-

trodenbauart

Verschiedene Fliissigmembranelektroden, welche auf den synthetischen Car-
riern ETH 157 bzw. ETH 227 beruhen, wurden bereits friilher auf ihre Ein-
setzbarkeit in biologischen Fliissigkeiten untersucht (vgl. u. a.[222, 310,
318-322]). Dabei wurde eine Membranelektrode beruhend auf dem Liganden

ETH 157, mit DOS als Weichmacher, erfolgreich in Serum eingesetzt [222].
Deren Na+/K+—Se1ektivit§t ist jedoch ungeniigend, um zuverldssige Na'-
Bestimmungen in Urin zu gestatten. Eine weitere Membranelektrode, beruhend
auf dem Liganden ETH 227 und gleichfalls mit DOS als Weichmacher, ist
dagegen fiir direkte Messungen in Urin geeignet [310]. Leider erwiesen

sich Na+-Best1mmungen in Serum mit dieser Elektrode als unbefriedigend [319-
321]. PVC-Membranen mit dem Carrier ETH 227 und o-NPOE als Weichmacher
zeigen zwar eine mit Glasmembranen vergleichbare Na+/K+—SeIektivitét

(1og K?St = -2.4; vgl. [132]), sind aber wegen mangelnder Stabilitdt fiir
direkte Messungen in biologischen Fliissigkeiten ungeeignet.

Auf Grund dieser Tatsache wurden im Hinblick auf Na+-Bestimmungen in
Serum und Urin neue Membranen, zusammengesetzt aus dem Carrier ETH 157
oder ETH 227, BBPA als Weichmacher und PVC als Membranmatrix (vgl. Tab.
5.1), vorgeschlagen und charakterisiert (vgl. Tab. 5.2 und 5.3). Um einen
Vergleich mit friheren Resultaten vornehmen zu konnen, wurde zusatzlich

die Membran Na2 mit untersucht, die sich fiir Messungen in Urin bereits
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Tabelle 5.1. Zusammensetzung (in Gew.-%) und spezifischer Widerstand
[@ cm} von Na'-selektiven Membranen (vgl. Fig. 4.2)

Membran Ligand Weichmacher Matrix Spezifischer
[Gew.-%] [Gew.-%) [Gew.-%]  Widerstand
(@ cm]

Nal 1.1 ETH 157  66.1 BBPA  32.8 PVC 8.]-107
Na2 1.0 ETH 227  66.0 DOS 33.0 PVC
Na3 1.0 ETH 227 65.9 BBPA  33.1 PVC 3.0.]07

bewdhrt hat. Da eine gewisse Abhdngigkeit der Membranelektrodeneigen-
schaften von der Elektrodenbauart fesgestellt wurde [321), wurden jeweils
Makro- und Minielektroden untersucht (vgl. 11.1 und 11.2).

In Tabelle 5.2 sind die in reinen NaCl1-Losungen erhaltenen Elektroden-
funktionen numerisch zusammengefasst. Es stellt sich heraus, dass die Bau-
art der Elektrode nur bei der Membran Na3 einen signifikanten Einfluss

auf die Elektrodenfunktion und Selektivitdt besitzt. Dabei ist die Stei-
gung der Elektrodenfunktion der Minielektrode naher dem Idealwert (s =
58.17 mV bei 20 °C) als diejenige der Makroelektrode. Zusdtzlich ist der
lineare Bereich grisser und die Nachweisgrenze etwas tiefer. Ein Ver-
gleich lasst sich auch fir die Selektivitat durchfiihren (vgl. Tab. 5.3).
Ein Effekt ist wiederum nur bei der Membran Na3 (mit Ausnahme der Nat /K-
Selektivitdt) vorhanden. Die gestellten Anforderungen an die Selektivitdt
fiir Messungen in Serum (vgl. 4.3.1) bzw. in Urin (vgl. [32]) werden jedoch
von beiden Elektrodenbauarten sowohl fiir Membran Na2 als auch fiir Membran
Na3 erfiillt, wobei der Selektivitdt gegeniiber K besondere Beachtung ge-
schenkt werden muss. Dementsprechend ist die Na+/K+-Selektivitét der Mem-
bran Nal mit Na+-Bestimmungen in Serum gerade noch vereinbar; fir zuver-

ldssige Messungen in Urin ist sie dagegen eindeutig ungeniigend.
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Tabelle 5.2. Eigenschaften der Elektrodenfunktion von Na'-selektiven
Elektrodena).

Membran Elektroden-  Steigung Linearer Nachweis-
) d)

bauartb) [mV] Bereich® grenze

(log aNa) (log aNa)

Nal Makro 57.8 + 0.2 -3.1 + -1.0 -5.1
Mini 57.5 + 0.1 -3.1 : -1.0 -4.6
Na2 Makro 57.7 + 0.7 -3.1 %+ -1.0 -4.4
Mini §7.9 + 0.4 -3.1 : -1.0 -4.2
Na3 Makro 5.3 + 0.7 -3.1 : -1.0 -4.8
Mini 60.1 + 0.7 -4.1 : -1.0 -5.1
3) Innenableitelektrolyt: 140 mmol L' NaCl
b) Makro: Makroelektrode (vgl. 11.1)
Mini: Minielektrode (vgl. 11.2)
c) Bereich der linearen Regression zur Ermittlung der Steigung s
d)

vgl. [228]

Das Verhalten der Elektroden im Serum bzw. nach Serumkontakt war letzt-
lich das entscheidende Auswahlkriterium. Bei allen drei Membranen wiesen
die Makroelektroden ohne Ausnahme ein unzuldssiges, langsames Ansprech-
verhalten (Ansprechzeit > 20 Minuten) im Serum auf . Zusatzlich bewirkte
der Serumkontakt eine Abnahme der Steigung der Elektrodenfunktionen in
wasserigen Ldsungen, sowie einen Verlust an Selektivitdt. Bei den minia-
turisierten Elektroden mit Membran Nal und Na3 waren diese Serumeinfliisse
dagegen nicht signifikant feststellbar. Diese Membranelektroden wurden
deshalb fiir weitere Untersuchungen eingesetzt.
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Tabelle 5.3. Selektivitdatsfaktoren von Na+-selektiven Elektroden
{(Methode der getrennten Lgsungen, SSM; 0.1 mol !

Chioridldsungen).
Membran  Elektroden- log K:g; N
bauart it Li+ Kt MgZ+ Ca2+
Nal Makro -0.1 -1.7  -0.5 -3.1 -2.8
Mini 0.7 -1.7 -0.4 -3.3 -3.1
Na2 Makro -0.2 0.6 -1.2 -3.1 -1.6
Mini -0.6 0.5 -1.6 -3.2 ~-1.7
Na3 Makro 0.1 -1.5  -2.9 -1.2
Mini -0.1 0.5 -2.0 -2.2 -1.%

Die verschiedenen Einbaumethoden der Membranen (mechanische Fixierung

bei den Makroelektroden und Anschweissen auf einen Kunststoffschlauch bei
den Minielektroden; vg!. 11.1 bzw. 11.2) sind mdgliche, aber hypothetische
Ursachen des sehr unterschiedlichen Verhaltens der beiden Elektroden-
varianten im Serum. Untersuchungen von Makroelektrodenmembranen mit dem
optischen Mikroskop wiesen auf Unregelmdssigkeiten der Oberfldche hin,

die bei Minielektrodenmembranen nicht beobachtet wurden. Diese Unregel-
massigkeiten konnten zum Teil das sehr langsame Ansprechverhalten er-

kldren.
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5.3 Bestimmung der Natriumkonzentration in Blutserum

5.3.1 Eich- und Messverfahren

Die in diesem Kapitel beschriebenen Na+-Bestimmungen in Serum wurden mit
einem fiir Minielektroden entwickelten Durchflussystem durchgefiihrt (vgl.
11.2 und [132]), wobei das im Abschnitt 4.3.4 allgemein beschriebene
Eich- und Messverfahren angewandt wurde. Die Steigung der Elektroden-
funktion wurde mit Hilfe von drei Eichlgsungen (vgl. Tab. 5.4) unmittel-
bar zweimal nacheinander bestimmt. Aus diesen zwei Werten fiir die Elek-
trodensteilheit (s) wurde der Mittelwert s gebildet. Da erfahrungsgemiss
oft eine Verschiebung der Eichgeraden (sogenannter EO—Shift) nach einem
ersten Serumkontakt der ionenselektiven Elektrode festzustellen ist,

wurde dreimal die Eichlosung W abwechselnd mit einer Serumprobe S

die ein Gemisch von mehreren Szign war, gemessen {sogenannter Einlaug).
Dieselbe Eichldsung wurde anschliessend vor jeder zu untersuchende Serum-
probe gemessen und am Ende einer Messreihe wurde zur Kontrolle die Stei-
gung der Elektrodenfunktion nochmals bestimmt (zur Reihenfolge der Mess-

proben vgl. auch Fig. 5.1 a)).

Tabelle 5.4. Zusammensetzung der Na+—Eichlﬁsungen.

Eichldsung Zusammensetzunga) [mmo1 L_]]
Na® 'Y ca’t Mg’t
NNa] 50.0 4.0 1.1 0.6
NNa2 140.0 4.0 1.1 0.6
NNa3 500.0 4.0 1.1 0.6
a)

Als Chloride der entsprechenden Kationen
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Um die gegenseitige Kontamination von Ldsungen moglichst zu verhindern,
wurde bei jedem Probewechsel der Messkanal mit kurzen, aufeinanderfol-
genden Luft- bzw. Probesegmenten gespilt. Die EMK-Messung erfoigte jedoch
bei ruhender Probe. Insgesamt war fir eine Bestimmung etwa 1 mL Eich-

10sung bzw. Serum notwendig.

5.3.2 EMK-Messungen und deren Auswertung

Es gelangten zwei Reihen von 20 Serumproben (S] bis 520) nach dem soeben
beschriebenen Verfahren zur Messung. Dabei wurde fiir jede Probe die EMK
der einzelnen Na+—se1ektiven Messketten widhrend 4.5 Minuten gemessen,
wobei eine Registrierung der Werte alle 30 Sekunden erfolgte. Aus den
letzten fiinf EMK-Werten wurde jeweils der Mittelwert (EMK(wiZ) bzw.
EMK(Sn); vgl. G}. 4.61) gebildet und zur Auswertung mit Hilfe von Glei-
chung (4.61) verwendet.

In Figur 5.1 ist der zeitliche EMK-Verlauf fiir die erste der beiden Mess-
reihen dargestellt. Die Messung wurde mit Hilfe einer Minielektrode mit
der Membran Na3 durchgefiihrt. Obwoh] auch Fliissigmembranen mit dem Li-
ganden ETH 157 (Membran Nal) im Serum eingesetzt werden (vgl. Tab. 3.2
und [222]), sind die Messungen auf Grund der geringeren Stabilitdt und
Reproduzierbarkeit hier nicht aufgefiihrt worden (vgl. [224]). Figur 5.1 a)
zeigt qualitativ eine sehr leichte, kontinuierliche Zunahme der EMK-Werte

fiir die Eichlosung W bei den wiederholten Zwischeneichungen. Dabei

nahm die EMK (EMK(wiz?zin G1. 4.61) wdhrend der ersten Messreihe konti-
nuierlich um 0.4 mV bzw. um 1.4 mV wdhrend der zweiten Messreihe zu (um
<0.1 mV bzw. 0.4 mV nach dem ersten Serumkontakt {sogenannter Eo-Shift;
vgl. Gl. 4.5 und 4.8)). Die Streuung um den Mittelwert der EMK(NNaZ)-
Werte (n = 26) betrug #0.30 mV bzw. +0.41 mV. Die Steigung der Eichge-
geraden wurde nach diesen siebenstiindigen Messungen ebenfalls leicht ver-
andert: um +0.6 mV, bzw. um +0.8 mV. Wegen des engen physiologischen Na+-
Bereiches im Serum und den damit verbundenen hohen Anforderungen an die4

EMK-Messgenauigkeit {vgl. 4.3.2) waren in diesem Fall Zwischeneichungen
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Figur 5.1.

Zeitlicher Verlauf der EMK der Minielektrodenmesskette mit

Membran Na3 (a): erste Messreihe; b): Auschnitt aus a)).

Die Indizes n der Serumproben Sn sind bei den entsprechenden Spuren

angegeben. Die iibrigen Spuren entsprechen den wasserigen Eichlosungen

{(vgl. Tab. 5.4).



- 12 -

angezeigt, um die E?-Verschiebungen bei der Auswertung zu beriicksich~

tigen.

Die Ansprechzeit der Minielektrodenmesskette und die EMK-Stabilitat bei
den Einzelproben kdnnen anhand von Figur 5.1 b) diskutiert werden. Aus
dieser Darstellung werden fiir Messungen sowohl in der wdsserigen Eich-

16sung W als auch in den Serumproben Ansprechzeiten t kleiner als

Na2 0.1mV

30 Sekunden entnommen. Dies entspricht den an die Ansprechzeit einer
Elektrodenmesskette fiir deren Einsatz in der klinisch-chemischen Routi-
neanalytik gestellten Anforderungen (vgl. 4.3.3). Die EMK-Stabilitat ist
ebenfalls mit den erwdhnten Anforderungen vereinbar (vgl. 4.3.2). Wahrend
den 4.5 Minuten Messdauer sind die Werte innerhalb eines Bereiches von
0.2 mV konstant geblieben. Die Unsicherheit des zur Auswertung verwen-
deten EMK-Mittelwertes der letzten zwei Minuten (5 Messwerte) ist jedoch
<20.05 mV (Standardabweichung). Diese hohe Stabilitdt sollte genaue und

: + . .
reproduzierbare Na -Bestimmungen in Serum erlauben.

5.3.3 Vergleich von potentiometrisch mit flammenphotome-

trisch ermittelten Natriumkonzentrationen

Die nach dem beschriebenen, direkten Messverfahren an 40 Serumproben er-
haltenen Na'-Konzentrationen (2 Messreihen mit denselben 20 Seren) werden
mit Resultaten von Routinebestimmungen verglichen, welche im medizinisch-
chemischen Zentrallaboratorium des Universitatsspitals Ziirich durchge-
fiihrt wurden.

Figur 5.2 zeigt die Korrelation mit Vergleichswerten, die ebenfalls
direkt potentiometrisch erhalten wurden, allerdings fand dabei eine Glas-
membranelektrode Verwendung (Gerdt: Orion SS 30; vgl. Tab. 3.2). Die mit
der Glaselektrode ermittelten Na -Konzentrationen liegen erstaunlicher-

1

weise durchschnittlich 4.5 mmol L' tiefer als die mit Hilfe der Membran

Na3 bestimmten Werte. Zudem ist die Streuung um die Korrelationsgerade
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Figur 5.2. Korrelation von direkt potentiometrisch mit einer Fliissig-
membranelektrode (ISE Na3) an 40 Serumproben ermittelten
Na+—Konzentrationen mit direkt potentiometrisch mittels
einer Glasmembranelektrode (ISE GLAS) erhaltenen Werten.

Lineare Regression: Y = (0.99 + 0.03) X + {5.36 + 3,97); Reststreuung

von Y iiber X fiir den gegebenen Bereich: +1.4 mmol LN].
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unbefriedigend. Diese iberraschend grosse Abweichung der Resultate,
welche mit derselben direkten Messmethodik erhalten wurden, stehen im
Gegensatz zu der Korrelation von Figur 5.3. In dieser Darstellung sind
Na+-Konzentrationen verglichen, welche mit zwei Fliissigmembranminielek-
troden (Membran Na3) bestimmt wurden. Die nahezu ideale Uebereinstimmung
dieser Werte (durchschnittliche Abweichung: 0.3 mmol L-]; entspricht
0.05 mV) weist auf eine hervorragende Reproduzierbarkeit der mit dem an-
gewandten Meséverfahren in Serum ermittelten Na'-Konzentrationen hin, und
widerspiegelt die fiir die Einzelproben gemessene hohe Stabilitdt (vgl.
Fig. 5.1). Diese vernachldssigbaren Abweichungen stellen die Genauigkeit
der mit der Glasmembranelektrode (Orion SS 30) ermittelten Na'-Konzen-
trationen in Frage. Unterschiedliche Eich- und Auswerteverfahren konnen
sicher nur zum Teil die in gewissen F&dllen beachtlichen Abweichungen
zwischen den mittels der Fliissig- bzw. der Glasmembranelektrode ermit-

telten Werten erkldren.

In Figur 5.4 sind die Resultate von direkten, potentiometrischen Messungen
(Membran Na3) mit den indirekten, flammenphotometrischen Na+-Best1mmungen
in denselben, aber verdiinnten Serumproben verglichen. Die mit diesen zwei
unabhdngigen Techniken ermittelten, unkorrigierten Na'-Konzentrations-
werte korrelieren in einem befriedigenden Mass (Restsreuung: s = 1.1
mmo L']). Die potentiometrisch erhaltenen Konzentrationen sinzxjedoch

um 7.81 + 1.58 mmol L-‘ (5.4 + 1.1 %) hidher als die Vergleichswerte.
Diese positive Verschiebung stimmt mit denjenigen, welche unter Verwen-
dung von Na+-Glaselektroden bei &hnlichen Untersuchungen berichtet wurden
[78, 89, 117-123, 127-129, 131, 133], iberein. Die dort berichteten Ab-
weichungen 1iegen zwischen 1 und 8 % mit einem Schwerpunkt bei etwa 3 %.

Korrekturen (vgl. 2.5) ergeben bei normaler Protein- und Lipidkonzentra-
tion eine positive Verschiebung von 6.8 %. Werden die flammenphotometrisch
erhaltenen Werte beziiglich des freien Plasmawasservolumens korrigiert (vgl.
Gl. 2.22 und 2.24; fiir jede hier gemessene Serumprobe wurden jeweils die
Protein- und Lipidkonzentrationen bestimmt [224]), erh&lt man die untere

Kurve in Figur 5.4. Die korrigierten Konzentrationswerte weichen um
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Figur 5.3. Korrelation von potentiometrisch mit zwei Fliissigmembran-
elektroden (ISE Na3 bzw. ISE Na3') an 40 Serumproben ermit-
telten Na'-Konzentrationen.

Lineare Regression: Y = (0.99 * 0.01) X + (1.17 + 0.95); Reststreuung

von Y iiber X fiir den gegebenen Bereich: +0.3 mmol L_].
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Figur 5.4. Korrelation von potentiometrisch (ISE Na3) an 40 Serumproben
ermittelten Na+-Konzentrationen mit flammenphotometrisch (FP)
erhaltenen Werten.

Lineare Regression der oberen Kurve (fiir Protein-Lipid-Volumen unkorri-

gierte Na'-Konzentrationen (0)): Y = (1.13 £ 0.02) X - (10.50 + 2.96);

Reststreuung von Y iiber X fiir den gegebenen Bereich: +1.1 mmol L-].

Lineare Regression der unteren Kurve (fiir Protein-Lipid-Volumen korri-

gierte Na'-Konzentrationen (@)): Y = (1.02 + 0.02) X - (5.15 + 2.51);

Reststreuung von Y iber X fir den gegebenen Bereich: 1.0 mmol L-].
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1.7 £ 1.1 mmol L_] (1,2 £ 0.7 %) von den potentiometrischen Bestimmungen

ab. Solche iibermgssigen Korrekturen, die zu tiefen potentiometrischen

Werten fiihren, sind schon oft beobachtet und diskutiert worden (78, 89,

120, 128, 129, 131, 323-328). Zusdtzlich zum Protein-Lipid-Volumen wurden
weitere Einfliisse aufgefiihrt: die Bindung von Na' an Bicarbonat 1128,

362], an Proteine [327, 329] und an unbekannte Substanzen 189, 961;

die Bindung von Wasser an Proteine [128, 340, 341]; Storungen an der
Fliissigkeitsbriicke [328, 342-344]; das Eichverfahren und/oder die Aus-
wertung [128, 129, 323, 328, 342, 343]. Diese zwei letzten Faktoren kon-

nen jedoch mit grosser Sicherheit ausgeschlossen werden. Modellberech-

nungen mittels des Debye-Hiickel- und dem Henderson-Formalismus sowie

unter Anwendung der vorgeschlagenen Protein-Lipid-Volumenkorrektur zeigen, °
dass bei einer EMK-Differenz von 1 mV zwischen Probe und Eichldsung wNaZ
die Vernachldssigung jeglicher Ionenstdrke- und Fliissigkeitspotential-
dnderung zu einer Abweichung von weniger als 0.5 % in der Na'-Konzentra-
tion fiihrt. Dies gilt ebenfalls bei der Verwendung von einem ungeeigneten
Referenzelektrolyten wie z. B. von 140 mmo) L-] NaCl.

Die Na'-selektive Minielektrode (Membran Na3) wurde ebenfalls erfolg-
reich bei der Bestimmung der Na+-Konzentration in Urin eingesetzt [32,

132, 224). Dabei war wegen der unbedeutenden Protein- und Lipidmengen in
Urin die Korrelation von den potentiometrisch mit den flammenphotome-
trisch erhaltenen Werten nahezu ideal (lineare Regression: Y = (1.02 *
0.01) X - (1.77 + 1.85) [132]). Diese Fliissigmembran {Membran Na3, .
beruhend auf den Liganden ETH 227 und BBPA als PVC-Weichmacher) scheint
somit in biologischen Fliissigkeiten universell zur direkten Na' -Bestim-

mung einsetzbar zu sein.
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6. FLUESSIGMEMBRANELEKTRODE ZUR BESTIMMUNG DER KALIUM-
KONZENTRATION IM BLUTSERUM

6.1 Einleitung

Der heufe in Membranelektroden am haufigsten eingesetzte neutrale Carrier
ist ohne Zweifel das Antibiotikum Valinomycin (vgl. Tab. 3.2 und [28]).
Obwoh1 die entsprechenden Membranen oft als K*-selektiv bezeichnet werden,
bevorzugen sie unter den A-Kationen Rb+, was sich jedoch bei K+-Bestim~
mungen in biologischen Fliissigkeiten nicht storend auswirkt. Die erste
Fliissigmembranelektrode beruhend auf Valinomycin wurde 1966 vorgeschlagen
[15] und ersetzte vollstdndig die nicht zufriedenstellende K'-selektive
Glasmembranelektrode [4, 345]). In der Folge wurden Verbesserungen und
Aenderungen der urspriinglichen Membran beschrieben, welche zu einem sehr
verbreiteten und vielfaltigen Einsatz dieser Kunststoffmembranen gefiihrt
haben (vgl. die Referenzen u. a. in [12, 28, 69]). Parallel zu dieser
Entwicklung wurde versucht, den natiirlichen Ionophoren Valinomycin durch
synthetische Liganden zu ersetzen [346]. Membranen beruhend auf gewissen
Kronendtherverbindungen [347-354] weisen tatsachlich eine nur wenig
schlechtere K'/Na’-Selektivitit auf. Gegenwdrtig liegen jedoch nur einige
Messungen in Flissigkeiten biofogischer Herkunft vor [313, 352].

Fliissigmembranen beruhend auf Valinomycin mit DOS als PVC-Weichmacher
wurden zur kontinuierlichen K+-Bestimmung im extrakorporalen Blutkreis-
lauf beim Menschen wéhrend Operationen am offenen Herzen eingesetzt [137, -
318] und sind auch in zahlreichen Analysatoren fiir die klinische Chemie

zu finden (vgl. Tab. 3.2). Solche Membranen kdnnen jedoch wegen der
Interferenz von lipophilen Anionen (vgl. 4.2.6) nicht fir Messungen in
nativem Urin verwendet werden [259]. Entsprechende Membranen mit Silikon-
gummi als Matrix weisen keine derartige, storende Anioneninterferenz auf
und werden sowohl zur diskreten als auch zur kontinuierlichen K+-Bestim-

mung im unverdiinnten Urin eingesetzt [32, 226, 259]. Im folgenden wird
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die Optimierung von Membranzusammensetzungen im Hinblick auf Messungen in
Serum sowie in Urin und der Einsatz der Elektroden zur K+-Béstimmung im
Blut beschrieben und diskutiert.

6.2 Optimierung der Membranzusammensetzung und der Elek-

trodenbauart

Obwoh! eine K'-selektive Silikongummimembran, bei welcher eine ausge-
sprochen geringe Anioneninterferenz festgestellt wurde, bereits vorhanden
war [226, 259}, wurde erneut versucht, die Anioneninterferenz an PVC-
Membranen zu vermindern bzw. zu eliminieren. Auf Grund von friiheren Vor-
schldgen (Einsatz apolarer Weichmacher und Einbau von lipophilen Anionen
in die Membran [257, 258]) wurde seinerzeit eine allerdings ungeniigende
Reduktion der Anioneninterferenz erreicht. Durch Erhﬁhﬁng des PVC-Ge-
halts (von 30 Gew.-% auf 50 Gew.-% auf Kosten des Weichmacheranteils bei
gleichbleibendem Valinomycinanteil) kann eine Verminderung der Extraktion
von lipophilen Anionen aus dem Messgut erwartet werden. Dies traf aller-
dings nicht zu. Die Storung durch Anionen wurde im Gegenteil bei der
'Membran mit dem hochsten PVC-Anteil am ausgeprdgtesten [224]. Andere
Vorschldge, wie z. B. die Festkontaktierung der Membran mit der Ableit-
elektrode, brachten ebenfalls keine wesentlichen Verbesserungen [355].
Die Unterdriickung der Abflachung der Elek@rodenfunktion bei hoheren
Ionenaktivitaten (ab Asen > ]0-2 mol L-]), scheint demnach bei PVC-
Membranen beruhend auf Valinomycin kaum erreichbar zu sein.

Drei Membranen (vgl. Tab. 6.1) wurden im Hinblick auf Messungen im Serum
charakterisiert. Wie aus Tabelle 6.1 hervorgeht, weist die apolare Sili-
kongummimembran verglichen mit den PVC-Membranen einen hohen spezifischen
elektrischen Widerstand auf. Erfahrungsgemdss fiihren Elektroden mit einem
elektrischen Widerstand grosser etwa 109 Q bei gewissen Routinemessein-

richtungen zu Schwierigkeiten.
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Tabelle 6.1. Zusammensetzung (in Gew.-%) und spezifischer Widerstand
[Q cm} von k*-selektiven Membranen (vgl. Fig. 4.2 und 4.3).

Membran Ligand Weichmacher Matrix Spezifischer
[ Gew.-%] [Gew.-%] [Gew.-%] Widerstand
{92 cm)
K1 1.3 Valinomycin 31.0 DOS  67.7 PVC 9.8-107
K2 1.3 Valinomycin 30.4 BBPA  68.3 PVC 3.2~108
K3 2.4 Valinomycin - 85.3 Silopren 2.1-10]0

12.3 Vernetzer

In Tabelle 6.2 sind Daten der Elektrodenfunktion der verschiedenen K-
selektiven Elektroden zusammengestellt. In Makroelektroden zeigen alle
drei Membranen sehr @hnliche Eigenschaften und nahezu ideale Werte fiir
die Steigung der Elektrodenfunktion. Ausser einer leicht verminderten
Nachweisgrenze der Minielektrode, scheint die Elektrodenbauart im Falle
der Silikongummimembran keinen wesentlichen Einfluss auf die Elektroden-
funktion zu haben. Auch die Selektivitit der drei untersuchten Membranen
sind vergleichbar und nahezu unabhingig von der Elektrodenbauart (vgl.
Tab., 6.3). Im Hinblick auf K+-Bestimmungen in biologischen Fliissigkeiten
ist besonders die K+/Na+-Se1ektivit§t von Interesse. Die hier gemessenen
KE?F-Nerte sind mit den gestellten minimal erforderlichen Selektivitdten

fiir Messungen im Blut vereinbar (vgl. Tab. 4.6). Alle vier K+-§e1ektiven
© Elektroden wurden demnach auf Grund ihrer Eigenschaften in wdsserigen

Losungen fiir K+-Best1mmungen in Serum eingesetzt und weiter untersucht.
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Tabelle 6.2. Eigenschaften der Elektrodenfunktion von K+-selektiven
Elektrodena).

)

Membran Elektroden- Steigungc Linearer Nachweis-

bauartb) [mv] Bereichd) grenzee)

{log aK) (1og_aK)
K1 Makro 59.8 + 0.1 -4.1 3 -1.0 -5.3
K2 Makro 59.2 £+ 0.1 -4.1 # -1.0 -5.3
K3 Makro 59.4 + 0.1 -4.1 % -1.0 -5.7
Mini 59.5 + 0.2 -4.1 ¢ -1.0 -4.8

a)
b)

Innenableitelektrolyt: 4 mmol LY ke
Makro: Makroelektrode (vgl. 11.1}
Mini: Minielektrode (vgl. 11.2)

c) Standardabweichungen sind aufgefiihrt

d)
e)

Bereich der linearen Regression zur Ermittlung der Steigung s
vgl. [228]
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Tabelle 6.3. Selektivitdtsfaktoren von K+-se1ektiven Elektroden

{Methode der getrennten Losungen, SSM; 0.1 mol L-]
) Chloridtssungen).
Membran  Elektroden- log Kigt LA )
bauart
AT L PR TCA
K1 Makro -4.2 -4.3 -4.0 -4.8 -4.6
K2 Makro -4.1 -4.7 -3.7 -4.6 -4.8
K3 Makro -4.3 -4,8 -3.8 -4.7 -4.9
Mini -4.4 -4,3 -4.0 -4.3 -4.2
a)

Fiir weitere Stirionen J vgl. [225]
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6.3 Bestimmung der Kaliumkonzentration in Blutserum

6.3,1 Eich- und Messverfahren

Zur Bestimmung der K*-Konzentration in Blutserum wurde dasselbe Eich- und
Messverfahren wie bei der Ermittlung der Na+-Konzentrat1'on angewandt (vgl.
5.3.1), wobei die Eichlgsungen gemdss Tabelle 6.4 eingesetzt wurden. Die

Messungen wurden mit allen vier K+-selektiven Elektroden diskontinuierlich
in einzelnen Behdltern ausgefiihrt. Um eine Kontamination der Probe zu ver-

}

hindern, musste dabei auf 3 mol L™ KCI als Briickenelektrolyt verzichtet

werden. Aus diesem Grund wurde 3 mol L_] NH4C] eingesetzt.

Tabelle 6.4. Zusammensetzung der K+—Eich165ungen.

Eichldsung Zusammensetzunga) {mmo1 L—]]
K Na' ca®* MgZ*
NKI 1.0 140.0 1.1 0.6
NKZ 4.0 140.0 1.1 0.6
NK3 9.0 140.0 1.1 0.6
a)

Als Chloride der entsprechenden Kationen
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6.3.2 EMK-Messungen und deren Auswertund

Eine Reihe von 20 verschiedenen Serumproben (S] bis 520) gelangte nach
dem beschriebenen -Verfahren zur Messung. Die EMK wurde in jeder Probe
wdhrend 7 Minuten gemessen und die Auswertung erfolgte mit Hilfe von
Gleichung (4.61) (vgl. auch 5.3.2).

In Figur 6.1 sind die mit zwei K+-se1ektiven Elektroden (Makroelektrode
mit Membran K2 bzw. Minielektrode mit Membran K3) gemessenen EMK-Werte
als Funktion der Zeit dargestellt. Wie auf Grund des hohen elektrischen
Widerstandes zu erwarten war, wies die Silikongummimembran eine etwas

geringere EMK-Stabilitat als die PVC-Membran K2 auf. Diese PVC-Membran
zeigte denn auch die hohere Reproduzierba}keit. Die Steigung der -Elek-
trodenfunktion blieb vor bzw. nach dem Serumkontakt (etwa 10 Stunden)

innerhalb von 0.1 mV konstant und die EMK fiir die Eichlosung W, , ver-

K2
dnderte sich in dieser Zeit um +0.5 mV. Bei der Silikongummimembranelek-
trode dndertendie Steigung der Elektrodenfunktion um +0.2 mV und der EMK-
Wert fiir die Ldsung NKZ kontinuierlich um 2 mV. Vorgdngig war unmittelbar

nach dem ersten Serumkontakt eine Eo-Verschiebung von 1 mV zu beobachten.

Ausser der leicht unterschiedlichen EMK-Stabilitdt ist das Ansprechver-
halten der miniaturisierten Silikongummimembranelektrode {Membran K3) in
etwa mit der PVC-Makroelektrode (Membran K2) vergleichbar. Die Ansprech-

zeiten t Tiegen bei <30 Sekunden. Im Falle der Silikongummimembran

K3 wurdeoé::Z Makroelektrode derselben Membranzusammensetzung untersucht,
um den Einfluss der Bauart zu erfassen. Es stellte sich heraus, dass
diese Makroelektrode eine etwa um den Faktor drei ldngere Ansprechzeit
aufwies. Eventuelle Unregelmdssigkeiten an der dusseren Oberfldche der
Makroelektrodenmembran (vgl. 5.2, S.108) sowie eine unterschiedliche
Geometrie der Membrananordnung (vgl. 11.1 und 11.2) kdnnten fiir diese
Verlangsamung des Ansprechverhaltens verantwortlich sein. Da bei einer
Makroelektrode nur ein Teil der Membran mit der Messprobe direkt in Kon-
takt steht, kdnnten durchaus leicht diffundierbare Spezies in den vom
Messgut abgedeckten Membranteil diffundieren. Durch das Hinausdiffun-
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Figur 6.1. Zeitlicher Verlauf der EMK der Makroelektrode mit Membran K2
(a)) bzw. der Minielektrode mit Membran K3 (b)}).
Die Indizes n der Serumproben‘sn sind bei den entsprechenden Spuren

angegeben. Die Ubriggn Spuren entsprechen den wasserigen Eichldsungen
(vgl. Tab. 5.4).
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dieren dieser Teilchen bei einem Probewechsel kann sich das Ansprechver-
halten verlangsamen. Bei einer Minielektrode ist die ganze Membran mit
dem Messgut in Kontakt, weshalb dieses Phanomen dort nicht auftreten

kann,

Unter den in Serum untersuchten K'-selektiven Elektroden zeigt die Mem-
bran mit BBPA als Weichmacher (Membran K2) in jeder Beziehung das beste
Verhalten. Dabei wies die bereits routinemdssig eingesetzte Membran K1l
mit DOS als Weichmacher in jeder Hinsicht eindeutig die schlechtesten
Eigenschaften auf. Besonders auffdllig ist die Tatsache, dass fiir diese
Membran K1 oft selbst nach 7 Minuten kein hinreichend stabiler EMK-Wert

erreicht wurde.

6.3.3 Vergleich von potentiometrisch mit flammenphotome-

trisch ermittelten Kaliumkonzentrationen

Die mit den vier verschiedenen Elektroden erhaltenen K'-Konzentrationen
{20 Serumproben) sollen nun mit den Ergebnissen von Routinebestimmungen
korreliert werden. Die Vergleichsmessungen wurden mit einem IL 343-
Flammenphotometer bzw. mit einem Orion SS 30-Gerdt (direkte Potentio-
metrie mit einer auf Valinomycin beruhenden K'-selektiven Membran) im
medizinisch-chemischen Zentrallaboratorium des Universitdtsspitals

Ziirich (Dr. R. Asper) durchgefiihrt. Die Parameter der Korrelationsgeraden

(Abszisse: Vergleichswerte) sind in Tabelle 6.5 zusammengefasst.

Die mittels Membran K1, K2, K3 ermittelten K+-Konzentrationen sollten mit
den Werten, welche ebenfalls mittels direkter Potentiometrie, aber mit
einem kommerziell erhdltlichen Gerdt bestimmt wurden (vgl. Kolonne 3

in Tab. 6.5), ideale Korrelationen ergeben. Wie dies auch fiir die Na*-
Bestimmungen galt, trifft dieser erwartete Zusammenhang nicht zu. Unter-
schiedliche Mess- und Auswerteverfahren konnten die Konzentrationsab-
weichungen hervorrufen. Der Mittelwert der absoluten Differenzen zwischen
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Tabelle 6.5. Korrelationen von potentiometrisch (Y), nach dem beschrie-
benen Verfahren an 20 Serumproben ermittelten k*-konzen-
trationen mit Vergleichswerten (X).

Erste Angabe: Steigung der Korrelationsgeraden mit Standardabweichung fmv];

zweite Angabe: Reststreuung von Y iiber X [mmol L_]]; dritte Angabe: Mit-

telwert der absoluten Differenzen zwischen den K+-Konzentrationen [mmo1 L-]]

Membran Elektroden- Vergleichsmethode
bauart Potentiometrie Flammenphotometrie Flammenphotometrie
direkta) unkorrigiert . korrigiertb)
K1 Makro 1.05 + 0.05 1.07 + 0.04 ©0.99 + 0.04
0.21 0.15 0.16
0.25 (5.0 %) 0.30 (6.4 %) 0.11 (2.3 %)
K2 Makro 0.96 + 0.03 0.97 + 0.02 0.91 + 0.02
0.13 0.10 0.10
0.08 (1.6 %) 0.06 (1.3 %) 0.30 (6.4 %)
K3 - Makro 0.95 + 0.03 0.96 + 0.02 0.90 + 0.02
0.13 0.10 0.10
0.11 (2.3 %) 0.08 (1.6 %) 0.37 (7.9 %)
K3 Mini 1.03 + 0.03 1.05 + 0.03 0.98 + 0.02
0.15 0.10 _ 0.10
0.10 (2.1 %) 0.10 (2.1 %) 0.21 (4.5 %)
a)

Gerdt: Orion SS 30

b) Fiir das freie Plasmawasser-Volumen korrigierte Werte (vgl. 2.5)
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den mittels Membran K2 bestimmten Konzentrationen und den Vergleichs-
werten (0.08 mmol L-]) ist jedoch mit der geforderten Messgenauigkeit
(0.046 mV, entspricht 0.074 mmol L']; vgl. Tab. 4.7, 4. Kolonne) ver-
einbar. Die Korrelationsgeraden, welche mit den mittels der Silikongum-
mimembran K3 ermittelten Konzentrationen und den Vergleichswerten (Orion
SS 30) erhalten wurden, sind von der Elektrodenbauart abhdngig. Die Rest-
streuung sowie die mittleren absoluten Konzentrationsdifferenzen sind
allerdings in beiden Fdllen {Membran K3, Makro- bzw. Minielektrode) etwa
identisch, aber die Korrelationsgeraden weichen in entgegengesetzter
Richtung von der idealen Funktion ab. Vergleicht man die Werte, welche
mit Hilfe der Membran K2 bzw. K3 (beide in Makroelektroden) ermittelt
wurden, erhdlt man jedoch eine nahezu optimale Uebereinstimmung (Korre-
lationsgerade: Y = (0.99 * 0.02) X + (0.00 * 0.01); Reststreuung: 0.07
mmo t L‘I). Dies weist auf die hohe Reproduzierbarkeit der mit dem ange-
wandten Messverfahren in Serum ermittelten K'-Konzentrationen hin.

Im Vergleich der direkten Potentiometrie mit der 1nd1rekten Flammenphoto-
metrie ist die Uebereinstimmung der erhaltenen K -Konzentrationen von

der Zusammensetzung der ionenselektiven Membran abhangig (vgl. Tab. 6.5,
4. Kolonne). Die mittels Membran K2 ermittelten Konzentrationen ergeben
mit den Vergleichswerten eine befriedigende Korrelation (vgl. Fig. 6.2).
Dabei weichen die potentiometrisch von den flammenphotometrisch bestimmten
Werten durchschnittlich um +0.06 mmol L-] (+1.3 %) ab. Eine etwas grosere
mittlere Abweichung wurde zwischen den mittels der Silikongummimembran K3
(Minielektrode) ermittelten K+-Konzentratibnen und den Vergleichsdaten
festgestellt (+0.10 mmol L-] (+2.1 %); vgl. Fig. 6.3). Verschiedene Unter-
suchungen iiber den Vergleich von direkt potentiometrisch mit flammenphoto-
metrisch in Serumproben gemessenen K*-Konzentrationen haben entweder
keine Verschiebu;g [117, 137, 356] oder eine positive Verschiebung zwischen
0.7 % [129] und 4 % [89] ergeben. Die Abweichungen der mittels Membran K2
bzw. K3 {Minielektrode) ermittelten Konzentrationen von den flammenphoto-
metrisch erhaltenen Vergleichswerten liegen somit innerhalb des Bereiches
der berichteten Differenzen. Im Gegensatz zu den bei Na+—Bestinmunqen ge-

fundenen Abweichungen (vgl. 2.5 und 5.3.3), sind die fiir K+-Konzentra-



- 129 -

Ck
[n}iEl E_%] VALINOMYCIN
| BBra %
7 PVC ‘

3 T T T

T

3 4 5 - 6 7 8

¢k FP [mmol L)

Figur 6.2. Korrelation von potentiometrisch (ISE K2) an 20 Serumproben
ermittelten K'-Konzentrationen mit f1ammenphotometrisch (FP)
erhaltenen Werten.

Lineare Regression der oberen Kurve (fiir Protein-Lipid-Volumen unkorri-

gierte K -Konzentrationen (0)): Y = (0.97 + 0.02) X + (0.15 + 0.11);

Reststreuung von Y iiber X fiir den gegebenen Bereich: +0.10 mmol L-].

Lineare Regression der unteren Kurve (fir Protein-Lipid-Volumen korri-

gierte Kf—Konzentrationen (@): Y = (0.91 £ 0.02) X + (0.17 + 0.12);

Reststreuung von Y iiber X fiir den gegebenen Bereich: +0.10 mmol L'].
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Figur 6.3. Korrelation von potentiometrisch (ISE K3) an 20 Serumproben
ermittelten k*-Konzentrationen mit flammenphotometrisch (FP)
erhaltenen Werten.

Lineare Regression der oberen Kurve (fiir Protein-Lipid-Volumen unkorri-

gierte K*-Konzentrationen (0)): Y = (1.05 + 0.02) X - (0.12 + 0.12);

Reststreuung von Yiiber X fiir den gegebenen Bereich: +0.10 mmol L'].

Lineare Regression der unteren Kurve (fiir Protein-Lipid-Volumen korri-

gierte K" -Konzentrationen (®)): Y = (0.98 + 0.02) X - (0.10 +.0.12);

Reststreuung von Y iiber X fiir den gegebenen Bereich: 0,10 mmol L'].
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tionen beobachteten Abweichungen von geringerer klinischen Bedeutung, da

sie relativ zum physiologischen Bereich nahezu vernachldssigbar sind.

Werden die mittels Flammenphotometrie indirekt an verdiinnten Serumproben
bestimmten K'-Konzentrationen auf das freie Wasservolumen bezogen, erhdlt
man mit den direkt potentiometrisch ermittelten Werten Korrelationen mit
negativen Abweichungen (Membran K2: -6.4 %; Membran K3, Minielektrode:
-4.5 %; vgl. Tab. 6.5, 5. Kolonne). Die Protein-Lipid-Volumenkorrektur
betridgt durchschnittlich 6.8 % {vgl. 2.5) und wurde jeweils fir jede
Serumprobe gemdss ihrer gleichzeitig ermittelten Protein- bzw. Lipid-
konzentrationen durchgefiihrt. Negative Abweichungen der potentiometrisch
ermittelten K'-Konzentrationen konnten, dhnlich wie bei den Na'-Bestim-
mungen, u. a. auf eine K+-Bindung an Serumkomponenten zuriickgefiihrt

werden.

Die Silikongummimembran K3, die sich bereits friiher bei Messungen in Urin
bewdhrte [226, 259]), kann nun als in Blut und Urin allgemein einsetzbar
betrachtet werden. Sind jedoch ausschliesslich Messungen in Serum durch-
zufithren, ist eher die PVC-Membran K2 vorzuziehen.
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7. FLUESSIGMEMBRANELEKTRODE ZUR BESTIMMUNG VON VERSCHIE-
DENEN CALCIUMFRAKTIONEN IM BLUT

7.1 Einleitung

Die Entwicklung der Ca2+-se1ektiven Elektroden wurde 1967 durch die Ein-
fiihrung eines Organophosphatsalzes als ionenselektive Komponente einge-
teitet {8, 9]. Verschiedene Varianten dieser urspriinglichen Ionenaus-
tauscherelektrode wurden spater vorgeschlagen [357-360) und haben denn
auch vorwiegend bis Ende der siebziger Jahre im klinisch-chemischen
Bereich Einsatz gefunden [178, 361]. Natiirliche, geladene Antibiotika,
wie die Monocarbonsduren X-537A und A23187, wurden ebenfalls als mogliche
Caz+-Ionophore in Membranen eingesetzt {362, 363]. Keiner dieser beiden
Liganden hat jedoch eine praktische Bedeutung in der Potentiometrie mit
Fliissigmembranen erlangt.

Eine Klasse ionenselektiver Komponenten wurde 1972 durch den Entwurf von
synthetischen, elektrisch neutralen CaZ+-Ionophoren eingefiihrt {364, 365].
Ein Vertreter davon, der Carrier ETH 1001 (vgl. Fig. 4.2) ertffnete be-
reits drei Jahre spdter [366] neue Perspektiven im Bereich der selektiven
Bestimmung der Ca2+-lonen in biologischen Fliissigkeiten. Optimierte Fliis-
sigmembranen beruhend auf diesem Liganden werden inzwischen in den ver-
schiedensten Arbeitskreisen der Medizin und der Physiologie eingesetzt
{28, 178]. Sie werden wegen ihrer iiberiegenen Eigenschaften [28, 202, 219,
367-369)] den lonenaustauschermembranen vorgezogen. Obwohl anfinglich der
Schwerpunkt der Anwendung von Fliissigmembranen beruhend auf dem synthe-
tischen Carrier ETH 1001 bei extra- und intrazelluldren Messungen mittels
Mikroelektroden lag, bildet die CaZ+-Bestimmung in Blut bzw. in Serum

fir die klinisch-chemische Routineanalytik ein ebenso wichtigen Einsatz-
bereich (vgl. Tab. 3.2). In der Folge wird das Vorliegen von verschie-
denen Calciumfraktionen im Blut erldutert und deren quantitative Bestim-
mung mit Hilfe einer im Rahmen der vorliegenden Arbeit optimierten Fliis-
sigmembranelektrode diskutiert.
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7.2 Die verschiedenen Calciumfraktionen im Blutserum

Seit den entscheidenden Experimenten von McLean und Hastings [59, 80] ist
bekannt, dass Calcium im Blutplasma bzw. im Blutserum in mehreren Formen

vorliegt. Heute werden im allgemeinen drei Hauptfraktionen unterschieden:

- das an Proteine gebundene Calcium (~40 %),
- das in anderen Komplexen vorliegende Calcium (~10 %),

- das ionisierte bzw. freie Calcium (~50 %).

Die beziiglich des totalen Calciums im Plasma bzw. im Serum angegebenen An-
teile sind nur Richtwerte, welche die Auswahl von Literaturdaten gemiss
Tabelle 7.1 widerspiegeln. Das nicht an Proteine komplexgebundene und

das ionisierte Calcium werden zusammen auch als diffusible oder ultra-
filtrierbare Fraktion bezeichnet. Sie stehen im Gegensatz zum nicht dif-

fusiblen, proteingebundenen Anteil.

Der grosste Teil des nicht yltrafiltrierbaren Calciums ist an Albumin
gebunden (etwa 80 % [139]) und der Rest an Globuline, insbesondere an
IgA'[372, 373).. Das. iibrige, jedoch ultrafiltrierbare gebundene Calcium
ist vor allem als Salz von Bicarbonat, Phosphat, Citrat, Sulfat und Lac-
tat vorhanden [374]. Weiter wurde Bilirubin ebenfalls als Ca2+—Komp1ex—
bildner erwdhnt [375). Obwohl dem gebundenen Calcium in der Regel keine
physiologische Wirksamkeit zugeschrieben wird, sind auch andere Ansichten
vertreten {373, 376, 377]..Das ionisierte ca®* wird dagegen einstimmig
als die physiologisch aktive Fraktion erkannt. Trotzdem ist die Bestim-
mung des totalen Calciums im Serum in der medizinischen Diagnostik ein
niitzlicher Parameter [140, 141, 378].

Bei einer gegebenen totalen Calciumkonzentration im Serum ist der rela-
tive Anteil der gebundenen bzw. der ionisierten Form durch verschiedene
physikalische und chemische Faktoren bestimmt. Neben dem Einfluss der
Temperatur und der Proteinkonzentration ist in albuminhaltigen Ca2+-
Losungen {185, 379-382] und im Serum [44, 80, 138, 139, 141, 142, 145,

s
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Tabelle 7.1. Relative Referenzanteile (in %) der Calciumfraktionen im
Blutplasma bzw. im Blutserum.

Calciumfraktion relative Verteilung (%) bezliglich des totalen Calciums
(%}

Plasma Plasma Plasma Serum Serum Serum Serum
{145]) (58] (e0] [144] [139} (3701 (1411 [3n1]

proteingebunden 40 46.5 37.5 45 40.4 39.5 27-38 40

nicht an Proteine 10 6.1 10.4 10 13.7 13.6 10-19 10
komplexgebunden

jonisiert 50 47.4 52.1 45 45,9 46.9 47-57 50
total [mmol L-]] 2.2-2.6 2.45 2.4 2.45 2.5 2.44

383-394] vor allem der Effekt des pH-Wertes ausgiebig untersucht worden.
fs wurde auch mehrmals von der Fettsiureabhingigkeit der CaZ+-Bindung an
Albumin berichtet [395—397]. Auf Grund solcher Untersuchungen wurden
mehrere Algorithmen zur Berechnung der Konzentration des ionisierten
Ca2+ im Serum vorgeschlagen. Ausgegangen wird dabei von der totalen Cal-
ciumkonzentration, der Proteinkonzentration und dem pH-Wert (vgl. die
Uebersichten in [185-1871). Diese eher empirische Abschdtzung ersetzt

jedoch keinesfalls die direkte Ca2+-Bestimmung [186, 187, 190, 398].



- 135 -

7.3 Fliissigmembranelektrode zur Bestimmung der Konzentration

des totalen Calciums im Blutserum

7.3.1 Freisetzung des gebundenen Calciums

Es ist bekannt, dass die Erniedrigung des pH-Wertes vom Serum die Zunahme
der Konzentration des ionisierten Caz+ zur Folge hat (vgl. Zitate in 7.2).
Dies ldsst auf einen Ersatz von gebundenen Ca2+-Ionen schliessen. Im Hin-
blick auf eine vollstédndige Freisetzung des gebundenen Calciums zur an-
schliessenden Bestimmung der Konzentration des totalen Calciums als
ionisches Ca2+, wurden hinsichtlich eines Einsatzes von Ca2+—se1ektiven
Elektroden verschiedene Varianten des Ansduerns von Serum untersucht.

- In Figur 7.1 ist der EMK-Verlauf einer Ca2+—selektiven Elektrodenmess-
kette in einer albuminhaltigen Elektrolytldsung (40 g L_] Albumin,

2.5 mnol L™' ¢a?*, 140 o1 L' Na®, 4 mmo1 LT K, 0.6 mmo1 LT mg?,
Cl als Gegenion) bei schrittweiser Zugabe von konzentrierter Salzsdure
dargestellt (vgl. Kurve a)). Als Ca2+—selektive Elektrode wurde eine
frilher optimierte Flissigmembranelektrode [399](vgl. Membran Cal in Tab.
7.2) eingesetzt, welche unter anderem wegen ihrer relativ hohen Ca2+/H+-
Selektivitdt ausgewdhlt wurde. Bei dieser Untersuchung erwies sich die
wasserige Elektrolytiosung mit gelostem Albumin als brauchbares und nahezu
ideales Serummodell. Das Ansduern der Probe verursachte zwischen dem an-
fanglichen pH-Wert (etwa 7} und pH ~4 eine Zunahme der Ca2+—Aktivit5t,

was auf die Freisetzung des an Albumin gebundene Calciums zuriickzufiihren
ist. Der EMK-Verlauf deutet auf eine vollstédndige Freisetzung des Calciums
in Form von ionisiertem Ca2+ bei einem pH-Wert <4 hin. Der EMK-Anstieg

unterhalb pH ~2.5 ist auf die Interferenz von H'-Tonen zuriickzufiihren.

Qualitativ etwa derselbe EMK-Verlauf wird beim Ansduern einer unverdiinn-
ten Serumprobe erhalten (vgl. Fig. 7.1, Kurve b)). Bei einem pH-Wert der
Probe <4 scheint auch in diesem Fall die totale Calciummenge in ioni-

sierter Form vorzuliegen. Die Bestimmung der totalen Calciumkonzentration
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Figur 7.1. EMK einer Ca2+-selektiven Flissigmembranelektrode in verschie-
denen Messproben bei Zugabe von konzentrierter Salzsdure.

Die EMK-Werte sind korrigiert fir Fliissigkeitspotentialanderungen der

Referenzelektrode und fiir Ca2+-Aktivitétsﬁnderungen (Aenderung der Akti-

vitdtskoeffizienten durch pH-Verschiebung und Volumendnderung).



- 137 -

mittels einer Ca2+-selektiven Messkette ist dementsprechend prinzipiell
moglich.

Im Hinblick auf ein Ansduern der Serumprobe durch Zugabe einer pH-Puffer-
1osung wurde die Freisetzung des gebundenen Calciums in einer mit Wasser
zwanzigfach verdiinnten Serumprobe untersucht (vgl. Fig. 7.1, Kurve c)).
Dabei wurde eine im Rahmen dieser Arbeit neu eingefiihrten Ca2+-se1ektive
Membran verwendet (vgl. Membran Ca3 in Tab. 7.2). Der Kurvenverlauf in
Figur 7.1 c) ist mit denen der beiden vorangehenden Experimente (vgl.
Kurve a) und b)) qualitativ dhnlich. Die vollstidndige Freisetzung des
gebundenen Calciums bei einem pH-Wert der Probe <4 ist auch hier bestdtigt.

Neben der beschriebenen Calciumfreisetzung durch H'-Ionen wurde zusitz-
lich der Ersatz.der gebundenen Ca2+-Ionen durch Zn2+-lonen vorgeschlagen
[69]). Durch Zugabe von ZnCl2 zu albuminhaltigen Ca2+—Lﬁsungen bzw. zu
Serum ist tatsdchlich eine Zunahme der Konzentration des ionisierten Ca2+
beobachtet worden [401, 402]. Wegen praktischer Schwierigkeiten (u. a.
Abhdngigkeit der Loslichkeit von Zinksalzen vom pH-Wert der Lﬁsdng,
Schaumbildung) wurde diese Methode jedoch nicht weiter verfolgt.

7.3.2 Optimierung des pH-Puffers

Die drei vorangehenden Experimente weisen eindeutig auf die prinzipiell
maglich potentiometrische Bestimmung der totalen Calciumkonzentration
im Serum bei einem pH-Wert <4 hin. Aus praktischen Griinden und im Hin-
blick auf eine eventuelle Automatisierung wurde die Verdiinnung und An-
sduerung der Serumprobe mit einem pH-Puffer (pH-Wert = 3.5) ausgefiihrt.
An den Puffer (protonierte Form: HL) wurden folgende Anforderungen ge-
stellt:



Der pK-Wert (K: Dissoziationskonstante von HL) muss moglichst
in der Ndhe des gewiinschten pH-Wertes liegen:

pK = 3.5
- Die eingefiihrten Anionen diirfen kaum Ca2+-Komplexbildner sein:

pKCaL <0

Die Lipophilie [403, 404]) der Komponenten muss gering sein:
log P(L) < ~0

- Die eingefiihrten Kationen diirfen die Ca2+-Messung nicht storen.

Essigsdure, Furan-2carbonsdure, 4-Acetyl-pyridin und eine Reihe von halo-
genierten Essig- und Propionsduren erfiillen in etwa die zwei ersten An-
forderungen [405-407]. Wegen deren hohen Toxizitdt [408] wurden die halo-
genierten Carbonsduren nicht weiter beriicksichtigt. Auf Grund von elek-
tromotorischen Untersuchungen (Elektrodenfunktion, Ansprechzeit, Reprodu-
zierbarkeit) mit verschiedenen Ca2+—se1ektiven Fliissigmembranelektroden
wurde schliesslich ein Acetatpuffer mit folgender Zusammensetzung ein-
deutig bevorzugt:

0.382 mo! L-] Essigsaure
0.020 mol L-] Natriumhydroxid
(pH 3.50) *

Verglichen mit Messungen in reinen CaCIZ-Ldsungen (vgl. Fig. 7.2) erzeugt
dieser Puffer keinen storenden Einfluss auf das Ansprechverhalten der
eingesetzten Fliissigmembranelektroden {(Membran Ca3 in Tab. 7.2). Die
Steigung der in reinen CaClz-Lﬁsungen erhaltenen Elektrodenfunktion be-
tragt 28.8 + 0.1 mV (Standardabweichung ist aufgefiihrt, n = 5; theore-
tisgl:he Ste'i(i;ung: 29.1 mv (20 °C)) im CaZt-Aktivitatsbereich 5-10°° bis

10

Acetatpuffer verdiinnt wurden, ergeben ebenfalls eine Steigung der Funk-

mol L. Ca2+—Lﬁsungen, welche mit dem zwanzigfachen Volumen an

tion von 28.8 + 0.1 mV im selben a._-Bereich. Die Nachweisgrenze liegt

7 L@y

in beiden Fillen bei etwa 7-10 " mol L ' Ca“ . Durch die konstante Menge
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Figur 7.2. Elektrodenfunktion einer Ca2+-se]ekt1'ven Durchflusselektrode
(Membran Ca3).
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von eingebrachtem Na* (20 mmol L-]), wirkt die Acetat1dsung bei der Ver-
diinnung der Messprobe in einem gewissen Mass gleichzeitig als Ionenstdr-
kepuffer, was ein zusdtzlicher Vorteil im Hinblick auf Messungen in Serum
darstellt.

7.3.3 Ootimierung der Membranzusammensetzung zur Erfassuna

der Konzentration des totalen Calciums

Obwoh1 bei fritheren Untersuchungen ein schlechteres Ansprechverhalten
der Ca2+—se1ektiven Membran mit Boratzusatz beobachtet wurde [399], ge-
langten solche Membranen hier nochmals zur Untersuchung. Im Hinblick

auf kiirzere Ansprechzeiten und ldngere Lebensdauer wurde aber ein apo-
larer Weichmacher (D0S, ¢ = 4.01 (26°C) {4091) im Vergleich, zum friiher
verwendeten polaren Lgsungsmittel (o-NPOE, ¢ = 24.2 (21 %) [410]) ein-
gesetzt. Das apolare Losungsmittel wurde ebenfalls bei Silikongummimem-
branen verwendet (Membran Cad), obwohl eine solche Matrix an und fiir sich
keinen Weichmacher benttigt. Die Zugabe von Membranldsungsmittel hatte
jedoch u. a. eine signifikante Abnahme (etwa um ein Faktor 20) des elek-
trischen Membranwiderstandes zur Folge [411].

Die Elektrodenfunktion der vier ausgewdhlten Membranen weisen vergleich-
bare Eigenschaften auf (vgl. Tab. 7.3). Die Steigungen sind nahezu theo-
retisch (Abweichungen: *1 mV) und zeigen sehr geringe Standardabweichungen
(0.1 mv). Die Verwendung von Ca2+-ungepufferten Ldsungen zur Messung
dieser Funktionen ist fiir die Erfassung der wahren Nachweisgrenze ein
limitierender Faktor. Es ist bekannt, dass die eigentliche Nachweisgrenze
dieser Ca2+—selektiven Fliissigmembranelektroden deutlich tiefer liegt
(3691. '

Im Hinblick auf Messungen in angesduerten Seren (pH 3.5) muss der Ca2+/H+-

Selektivitdt besondere Beachtung geschenkt werden. Auf Grund von Gleichung
Pot _
24 CaH,max ~
2) erfordert, um einen Fehler in der gemessenen Ca  -Aktivitdt von 1 % nicht

(4.55) wird ein maximaler Selektivitdtskoeffizient von 100 (Tog K
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Tabelle 7.2. Zusammensetzung (in Gew.-%) und spezifischer Widerstand
[2 cm] von Ca2+-sélekt1ven Membranen (vgl. Fig. 4.2 und

4.3).
Membran Ligand Zusatz Weichmacher Matrix Spezifiseher
{Gew.-%] [ Gew.~%] [Gew.-%) [Gew.-%] Widerstand
[a cm]

Cal 1.0 ETH 1001 - ' 65.8 0-NPOE 33.2 PVC 1.9-107
Ca2 1.0 ETH 1001 0.7 KTpCIPB 65.3 0o-NPOE 33.0 PVC 2.4-106
Ca3 3.4 ETH 1001 2.0 KTpCI1PB 62.9 DOS 31.7 PVC 6.1-]07

9

Ca4 4.7 ETH 1001 2.8 KTpCI1PB 9.0 DOS 74.9 Silopren 1.2-10
. 8.6 Vernetzer

zu iiberschreiten. Alle vier Ca2+—selektiven Membranen erfiillen bei weitem
diese Anforderung (vgl. Tab. 7.4). Diese Tatsache ist zusdtziich durch
die Messungen in Figur 7.1 (Kurve a) und b): Membran Cal; Kurve c): Mem-
bran Ca3) bestatigt, wonach die H*—Interferenz erst bei pH < ~2 einsetzt.

Dies steht eindeutig im Gegensatz zu Membranen beruhend auf organischen
Pot
CaH
357, 360]. Sie sind demnach fiir Messungen in Losungen mit einem pH-Wert

Phosphaten. Solche Membranen weisen log K. / ~Werte von etwa 4 auf [219,
<4.9 ungeeignet [360]. Beziiglich den Ubrigen Kationen erfiillen die vier
Ca2+-selektiven Fliussigmembranelektroden ebenfalls die an die Selektivi-
taten gestelliten Anforderungen. Der erwartete Selektivitdtsverlust gegen-
iber Na+ und K bei der Membran Ca3 (apolarer Weichmacher) ist mit den
gewiinschten maximalen Kggg-werten noch vereinbar. Die Ca2+/Na*-Se1ektivi-
tat ist allerdings nahe der geforderten minimalen Bevorzugung

(log KPot

CaNa,max
Ca” -Bestimmung nicht in Frage stellt. Die leichte Abhdngigkeit der Se-

= -3.2), was jedoch bei geeigneter Eichung eine genaue

lektivitdtswerte von der Bauart der Elektrode bei der Membran Ca3 ist
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Tabelle 7.3. Eigenschaften der Elektrodenfunktion der Ca2+-se1ektiven
Elektrodena).

)

Membran  Elektroden- SteigungC Linearer Nachweis-

bauartb) [mv} Bereichd) grenzee)

(1og aCa) (log aCa)
Cal Makro 29.5 £ 0.1 -5.1 ¢+ -1 -6.0
Ca2 Makro 30.1 £+ 0.1 -5.1 ¢ -1 -=6.0
Ca3 Makro 30.1 £ 0.1 -5.1 ¢ -1 -6.1
DF 28.8 + 0.1 -5.1 3 -1 -6.2
Cad Makro 29.5 + 0.1 -5.1 & -1 -6.2

a) 1

b)

CaCl

Innenableitelektrolyt: } mmol L~ 2

Makro: Makroelektrode {vgl. 11.1)

DF: Durchflusselektrode (vgl. 11.3)
Standardabweichungen sind aufgefiihrt
Theoretische Steigung bei 21 °C: 29.2 my

c)

d)
e)

Bereich der linearen Regression zur Ermittlung dér Steigung s
vgl. [228]
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Tabelle 7.4. Selektivitdtsfaktoren der Ca2+—selektiven Elektroden

{Methode der getrennten Losungen, SSM; 0.1 mol !

Chloridlgsungen).

Membran Elektroden~ log Kzg; H JF -
bauart
W Ntk gt
Cal © Makro 0.4 -4.0 -4.1 -4.6
Ca2 Makro -1.9 -6.0 -5.8 -6.0
Ca3 Makro. -3.4 -3.5 -4.0 -6.5
DF -2.8 -3.4 -3.5 -4.)

Ca4 Makro -4.1 -7.6 -6.9 -5.9

in diesem Zusammenhang ebenfalls vernachldssigbar. Erwdhnenswert ist

zudem die ausgesprochen hochselektive Silikongummimembran Cad.

~ Auf Grund des Ansprechverhaltens der PVC-Flissigmembranelektrode mit
Membran Ca3 sowohl in albuminhaltigen Ca2+—Lﬁsungen als auch im Serum,
wurde dieser Membrantyp weiter in Makroelektroden und Durchflusselek-
troden zur Bestimmung der totalen Calciumkonzentration in angesduerten

Seren eingesetzt.
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7.3.4 Potentiometrische Bestimmung der Konzentration des
totalen Calciums im Blutserum

Ein Messverfahren in Analogie zur Bestimmung der Na'- bzw. K+-Konzentra-
tion in unververdiinnten Serumproben (vgl. 5.3.1 und 6.3.1) wurde hier
angewandt. Die Eichlgsungen (vgl. Tab. 7.5) sowie die Serumproben wurden
jedoch zuvor mit dem zwanzigfachen Volumen an Acetatpuffer (vgl. Zusam-
mensetzung in 7.3.2) verdiinnt. Der pH-Wert der so behandelten Messldsungen
war sehr reproduzierbar (pH = 3.53 + 0.01, n = 30 Serumproben). Nach der
Bestimmung der Steigung der Elektrodenfunktion wurde die verdiinnte Eich-
1osung wCaZ vor jeder Serumprobe gemessen {38 Serumproben wurden in 3
solche Messreihen aufgeteilt). Die Auswertung der EMK-Endwerte, welche
bei den Durchflusselektroden 10 Minuten bzw. bei den Makroelektroden

20 Minuten nach dem Probekontakt ermittelt wurden, erfolgte mit Hilfe
von Gleichung (4.61). Die Ansprechzeiten waren allerdings wesentlich
kiirzer (tO.ImV < 60 Sekunden; vgl. Fig. 7.3). Um eine Kontamination der

Mess1osungen im Durchflusselektrodensystem zu verhindern, wurden die

Tabelle 7.5. Zusammensetzung der Ca2+-Eich165ungen.

Eichl6sung Zusammensetzunga) [ mmo1 L']] !
Ca2+ Na' Kt Mgz+
Wca] 1.0 140.0 . 4.0 0.6
NCaZ 2.0 140.0 4.0 0.6
Nca3 9.0 140.0 4.0 0.6
a)

Als Chloride der entsprechenden Kationen
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Figur 7.3. Zeitlicher Verlauf der EMK einer Makroelektrode mit Membran
Ca3.

Die Indizes n der Serumproben Sn sind bei den entsprechenden Spuren

angegeben. Die iibrigen Spuren entsprechen den Eichldsungen.

Proben bei jedem Wechsel jeweils durch 10 Luftsegmente getrennt. Bei den
Makroelektroden wurde der Elektrodenschaft beim Probewechsel abgetrocknet.

In Figur 7.3 ist der zeitliche EMK-Verlauf der Ca2+-selektiven Makroelek-
trode (Membran Ca3) fiir die erste Messreihe dargestellt. Wahrend der drei
Messreihen war die EMK der Messkette in der Eichldsung extrem stabil
(Streuung von den EMK(NCaz)-Werten um den Mittelwert: #0.11 mV; Drift
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der EMK(NCaz)-Werte: <0.05 mV h-]). Diese hohe Reproduziegbarkeit wider-
spiegelt sich ebenfalls in der vernachldssigbaren Verschiebung der
EMK(W.,)-Werte nach dem ersten Serumkontakt (sogenannter EP-Shift:

<0.1 mv). Die Messung in der verdiinnten, angesduerten B]utfldssigkeit
hatte ebenfalls keinen storenden Einfluss auf die Elektrodenfunktion,
deren Steigung wahrend aller drei Experimente lediglich um <0.1 mV
variierte. Die Selektivitdt der Membran Ca3 war ebenfalls nur gering-
fligig durch die Messung im Serum beeinflusst. Unmittelbar nach der ersten
Messreihe bestimmte log Kzgg—werte haben Abweichungen von <0.1 gegeniiber
anfanglich ermittelten Selektivitdtskoeffizienten ergeben. Die EMK-Sta-
bilitdts- und Reproduzierbarkeitsanforderungen (vgl. 4.3.2) sind im Hin-
blick auf genaue und reproduzierbare Calciumbestiﬁmungen weitaus erfiillt.
Dies trifft ebenfalls fiir die Fliissigmembranelektroden (Membran Ca3) im
Durchflussystem zu. Die Leistungen dieser Messeinrichtung werden im Kapitel
7.4 ausfiihrlich diskutiert.

7.3.5 Vergleich von potentiometrisch, colorimetrisch und
atomspektrometrisch ermittelten Calciumkonzentrationen

Die Konzentration des totalen Calciums wurde mit Hilfe der optimierten
Ca2+-selektiven Membran Ca3 in 38 Serumproben nach dem beschriebenen
Messverfahren bestimmt. Diese Werte wurden mit den colorimetrisch (SMA II,
Technicon Instruments {151, 153, 219]) und mit den atomspektrometrisch
(Elektrolytautomat FL6, Carl Zeiss [219]) erhaltenen Calciumkonzentra-
tionen verglichen (vgl. Tab. 7.6 und [219] fiir die Einzelwerte).

In Figur 7.4 ist die Korrelation von den potentiometrisch {Durchfluss-

elektrode) mit den colorimetrisch bestimmten Calciumkonzentrationen dar-
gestellt. Dabei sind relativ grosse Abweichungen (bis zu 0.55 mmol L-];
entspricht etwa dem physiologischen Bereich) festzustellen, die von der
Elektrodenbauart unabhdngig sind (vgl. Reststreuung in Tab. 7.6, 1. und

3. Zeile). Wesentlich bessere Korrelationen werden mit den atomspektro-
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Tabelle 7.6. Korrelation von Konzentrationen des totalen Calciums in

Serumproben, welche mit verschiedenen Methoden bestimmt

wurden.

Methodea) Regressionsgerade Reststreuung
[ mmo1 L-]]

Potentiometrie (DF: Y) vs. Y = (0.93 + 0.08) +0.11
Colorimetrie (SMA II: X) + (0.18 = 0.19) {n = 38)
Potentiometrie (DF: Y) vs. Y = (0.96 + 0.03) +0.04
Atomabsorptionsspektrometrie (X) + (0.08 + 0.06) (n = 37)
Potentiometrie (Makro: Y) vs. Y = (0.96 + 0.02) +0.15
Colorimetrie (SMA II: %) + (0.10 = 0.42) (n = 22)
Potentiometrie (Makro: Y) vs. Y = (0.97 £ 0.03) . $0.04
Atomabsorptionsspektrometrie (X) + (0.02 + 0.08) {n = 22)
Atomabsorptionsspektrometrie (Y) Y = (0.93 = 0.09) +0.12
vs. Colorimetrie (SMA II: Y) + (0.19 £ 0.21) (n = 37)
Potentiometrie (DF: Y) vs. Y = (0.99 + 0.01) +0.02
Potentiometrie (DF: X) + (0.03 ¢+ 0.03) (n = 38)
Potentiometrie (DF: Y} vs. Y = (0.97 + 0.00) . +0.02
Potentiometrie {Makro: X) + (0.08 * 0.01) {n = 22)
a)

Makro: Makroelektrode (Membran Ca3)

DF: Durchflusselektrode (Membran Ca3)
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Figur 7.4. Korrelation von potentiometrisch (ISE: Durchflusselektrode;
Membran Ca3) an 38 Serumproben ermittelten totalen Calcium-
konzentrationen mit colorimetrisch (SMA I1) erhaltenen Werten
(vgl. Tab. 7.6, 1. Zeile).
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Figur 7.5. Korrelation von potentiometrisch (ISE: Durchflusselektrode;

Membran Ca3) an 37 Serumproben ermittelten totalen Calcium-
konzentrationen mit atomspektrometrisch (AAS) erhaltenen
Werten (vgl. Tab. 7.6, 2. Zeile).
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Figur 7.6. Korrelation von potentiometrisch mittels zwei Durchfluss-
elektroden (ISE und ISE'; Membran Ca3) an 38 Serumproben
ermittelten totalen Calciumkonzentrationen (vgl. Tab. 7.6,
6. Zeile).
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metrischen Vergleichswerten erhalten (vgl. Tab. 7.6, 2. und 4. Zeile,
sowie Fig. 7.5 fiir die Durchflusselektrode). Die Abweichungen der Einzel-
werte sind <0.1 mmol L‘], was sich in den sehr kleinen Reststreuungen
widerspiegelt (fiir beide Elektrodenbauarten +0.04 mmol L_]). Der Ver-
gleich der atomspektrometrisch mit den colorimetrisch erhaltenen Konzen-
trationen (vgl. Tab. 7.6, 5. Zeile) zeigt, dass in der klinischen Chemie
eingesetzte Routinebestimmungsmethoden zu Probleme fiihren konnen (Ab-

weichungen bis zu 0.65 mmol !

; Reststreuung: +0.12 mmol L-]). Die nahe-
zu identischen Korrelationen von den potentiometrischen mit den colori-
metrischen (vgl. Tab. 7.6, 1. und 3. Zeile) bzw. von den atomspektro-
metrischen mit den colorimetrischen Bestimmungen {vgl. Tab. 7.6, 5. Zeile)
weisen eindeutig darauf hin, dass die Colorimetrie fir die zum Teil be-
achtlichen und unzuldssigen Abweichungen verantwortlich ist. Interfe-
renzen von korpereigenen Komponenten als auch von gewissen Medikamenten
sind tatsdchlich bei dieser colorimetrischen Methode beobachtet worden

(140, 144).

Im Gegensatz zu dem Vergleich zwischen den mittels den beiden Routine-
methoden erhaltenen Werten stehen die nahezu idealen Korrelationen von
‘den potentiometrisch unabhdngig ermittelten Konzentrationen (vgl. Fig.
7.6, sowie Tab. 7.6, 6. bzw. 7. Zeile}. Der angewandte, einfache und
leicht automatisierbare Messvorgang fiihrt im Vergleich zur Atomabsorp-
tionsspektrometrie sowohl mit Durchflusselektroden als auch mit Makro-
elektroden zu hoch reproduzierbaren Werten (vgl. Reststreuungen) und zu

genauen Bestimmungen.
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7.4 Fliissigmembranelektrode zur kontinuierlichen in situ
Bestimmung der Konzentration bzw. der Aktivitdt des

ionisierten Calciums im Blut

7.4.1 Referenzelektrolyt fiir Messungen im extrakorporalen
Blutkreislauf

Die Kontamination der Probe durch Membrankomponenten wurde im Zusammen-
hang mit potentiometrischen in vivo und in situ Bestimmungen bereits dis-
kutiert (vgl. 4.3.6). Wird bei solchen Messungen eine Referenzelektrode
mit offener Fliissigkeitsbriicke eingesetzt, muss ebenfalls die toxische
Wirkung der ausfliessenden Referenzlosung in Betracht gezogen werden.
Dabei kann die Verwendung des fiir in vitro Bestimmungen breit einge-
setzten und nahezu idealen (vgl. 4.1.4) Referenzelektrolyten bestehend
aus 3 mol L-] KC1 bei Messungen an lebenden Tieren in gewissen Fallen
zu Schwierigkeiten fiihren. Bei einer Flussrate von 0.9 mL h' (3 mor L7
KC1) 9n den Blutkreislauf (vg). Fig. 7.7) eines mittelschweren Hundes
der Rasse Beagle (etwa 7 kg) verdoppelt sich innert 30 Minuten die K*-
Konzentration im Blut, wobei eine homogene Verteilung der Referenzldsung
ausschliesslich in der Blutfliissigkeit angenommen wird. Eine solche Auf-
konzentrierung wire physiologisch nicht tragbar. Aus diesem Grunde
wurde im Hinblick auf Messungen im extrakorporalen Blutkreislauf beim
lebenden Hund eine isotonische Elektrolytldsung als Referenzldsung ge-

! Na*, 4.6 mo1 L7 &,

! C17) der des Hunde-

wihlt, deren Zusammensetzung (143.0 mmol L~
1.2 mol L' ca?t, 0.6 mmot L MgZt, 151.2 mol U

serums entsprach [412, 413].

Wdren Eichldsungen zur Bestimmung der Ca2+-Aktivit§t vorhanden, so miissten
jeweils Unsicherheiten in der EMK (Digitalisierung und schwankende Sta-

bilitat der EMK), Aenderungen des Fliissigkeitspotentials E. und Interfe-

J
renzen durch Storionen als Fehlerquellen beriicksichtig werden. Variiert

die Ca2+—Aktivit5t der Probe zwischen den Grenzen des physiologischen
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Figur 7.7. Schema des exfrakorporalen Blutkreislaufes.
S: Spritze zur Blutentnahme und zur Verabreichung von Pharma-
zeutika
RE: Referenzelektrode
CE: Commonelektrode

ISE: Ionenselektive Elektrode
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Bereiches (bei konstanter Na*-Konzentration von 143 mmo] L_]), so schwankt
das Fliissigkeitspotential an der Referenzelektrode um etwa 0.05 mV (ent-
spricht etwa 0.0015 mmol L-] Ca2+) beim Einsatz isotonischer NaCl-Refe-
renzldsung. Bei einer Na+-Konzentration in der Probe von 143 mmol L-]

liegt die durch die Selektivitdt der Membran (Membran Ca3) gegebene Ionen-
interferenz um <1 % (entspricht <0.004 mmol L-] Ca2+) von der Ca2+-
Aktivitdt (vgl. Kzgg-Werte in Tab. 7.4). Nimmt man eine EMK-Unsicherheit
von +0.1 mV an, entspricht dies einer Ungenauigkeit von $0.0034 1og ac
(+0.003 mmo? L-] ca?* fiir eine typische Ca2+-Aktivit5t von 0.37 mmo! L_]).
Dieser Beitrag ist hier sicher der Bedeutendste, da er bei der Auswertung
nicht beriicksichtigt werden kann. Es resultiert daher eine Ungenauigkeit

in der ermittelten Ca’*-Aktivitat von 0.003 mmol L' (entspricht etwa 4 %
des physiologischen Aktivitdtsbereiches). Diese Ungenauigkeit ermdglicht
jedoch immer noch eine zwanzigfache Unterteilung des phyéiologischen Re-
ferenzbereiches der Ca2+-Aktivit§t und ist dementsprechend wmit den gestell-

ten Anforderungen durchaus vereinbar (vgl. 4.3.2).

Da keine Eichldsungen fiir die Ca2+-Aktivit5t vorhanden‘sind, wird eine
Eichung der Elektrodenmesskette mittels Losungen mit isotonischem lonen-
hintergrund (143.0 mmol L' NaCl, 4.6 mmol L™ KC1 und 0.6 mmol L' MgC1

2’
2+-Aktivit5t abgeschatzt werden

vgl. 7.4.2) ausgefiihrt, fiir welche die Ca
kann (vgl. 4.1.3). Dies erfordert allerdings, dass sowoh] die Konzentra-
tion als auch gewisse elektrochemischen Eigenschaften aller ionischen

Komponenten der Probe bekannt sind {vgl. 4.1.3 und [69]). Haben die Eich-
h
aber verschiedene Na+-Konzentrationen, z. B. 143 bzw. 148 mmol L-l, folgt

16sungen und die Probe gleiche Caz+-Konzentration {z. B. 1.1 mmol L~

daraus ein lediglich von der Referenzlosung abhdngiger Fehler in der er-
mittelten Ca2+-Aktivit§t (vgl. Fig. 7.8). Eine solche Erhghung der Na'-

Konzentration fiihrt zu einer Flﬁssigkeitspotentialanderung AEJ von -0.03
mV bzw. -0.17 mV fir 3 mol L' KC1 bzw. 143 mmol L™
elektrolyt. Die entsprechenden Aktivitdtsabweichungen Alog a a liegen bei
0.0012 (0.001 mmol L™' Ca®*) bzw. 0.0065 (0.006 mmol L™' ca?’), falls auf
der urspriinglichen Eichgeraden abgelesen wird.

NaCl'als Referenz-
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Muss die Konzentration des ionisierten Ca2+ anstelle der Aktivitdt poten-
tiometrisch ermittelt werden, so wird die Fehlerbetrachtung wesentlich
komplexer. Durch zufdllige Gegebenheiten konnen sich unter gewissen Um-
standen EMK-Beitrédge bzw. Unsicherheiten gegenseitig kompensieren und so
Konzentrationsfehler verringern oder sogar ausgleichen (vgl. Fig. 7.8).

Aendert zum Beispiel die Na+—Konzentration in der Probe um +5 mmol L_],

folgt dadurch ein Fehler von -0.010 mmol L_] (Referenzldsung: 3 mol L-]
KC1) bzw. +0.006 mmol L-] (isotonischer Referenzelektrolyt) in der er-
mittelten Ca2+-Konzentration (urspriingliche Na*-Konzentration: 143

mmo1l L-'; konstante Ca2+-Konzentration: 1.1 mmol L-l; Eichlosungen mit
isotonischem Ionenhintergrund: vgl. Tab. 7.7). Diese Ungenauigkeiten
entsprechen -5 % bzw. +3 % des physiologischen Ca2+—Konzentrationsbe-

!

reiches (0.2 mmol L™ '). Falls eine genauere Bestimmung gefordert ist,

muss gleichzeitig die Na*-Konzentration ermittelt werden.

Bei dieser letzten Betrachtung (vgl. Fig. 7.8) wurde die durch die Selek-
tivitat der Membran bestimmte Na'-Interferenz nicht beriicksichtigt. Diese
wiirde einen EMK-Beitrag in der selben Richtung wie die Flissigkeitspoten-
tialdnderungen AEJ bzw. AE& erzeugen. Durch das Eichverfahren (Eich-
1osungen mit isotonischem Ionenhintergrund, vgl. 7.4.2) fallen jedoch

bei den untersuchten Membranelektroden die selektivitdtsbedingten Kon-
zentrationsfehler nahezu vollstdndig weg. Die durch die Erythrozyten des
Blutes erzeugten Aenderungen des Fliissigkeitspotentials an der Referenz-
elektrode, wie sie aus Vergleichsmessungen im Blut bzw. im Plasma er-
halten werden [414], wurden ebenfalls nicht beriicksichtigt. Diese Ver-
nachldssigung scheint besonders dann berechtigt zu sein, wenn eher ver-
diinnte Referenzelektrolyte (z. B. isotonische NaCl-Losung) verwendet
werden [414). Eine Fliissigkeitsbriicke mit fliessender Referenzlosung ist

dabei ebenfalls von Vorteil.
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Figur.7.8. EMK-Aenderung einer Ca2+-selektiven Elektrodenmesskette bei

konstanter Ca2+-Konzentration (1.1 mmol L—‘) aber erhdhter

Na*-Konzentration (von 143 auf 148 mmol L']) der Probe unter

der Beriicksichtigung verschiedener Referenzelektrolyte

(A > B:

AEI

'
AEJ, AEJ
AaCa
AB, AB'
Alog Acas Atog LI
Alog Cca’ Alog Ceat

Ca2+-Eichfunktion :

: Summe al]er‘Beitrage (AEI +bag, + AE

1

3mol L7V KC1; A - B': 143 mmol L' NaCl).

: Aenderung der EMK, bedingt durch die Verminderung

der Ca2+-Aktivitat als Folge der Erhdhung der Ionen-
stdrke (entspricht der idealen Membranpotential-
dnderung, welche unabhédngig von den Eigenschaften
der ionenselektiven Elektrode bzw. der Referenz-

elektrode gegeben ist)

: Aenderungen des Fliissigkeitspotentials (AEJ: 3 mol L-]

KC1; 8E}: 143 mmol LN

: Aenderung der Ca2+—AktivitEt durch die erhthte Ionen-

starke
J bzw. AEJ)
unter Vernachldssigung der selektivitdtsbedingten

Ioneninterferenz

: Fehler in der ermittelten Ca2+-Aktivit§t

: Fehler in der ermittelten Ca2+-Konzentration

Vgl. die Zusammensetzung der Eichldsungen in der
Tabelle 7.7
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7.4.2 Eich- und Messverfahren zur Bestimmung der Konzentra-
tion bzw. der Aktivitdt des ionisierten Calciums

Die Komplexitdt des Problems der Eichverfahren und der Verfiigbarkeit

von Standardlgsungen fiir die klinisch-chemischen Analytik kommt ohne
Zweifel bei der quantitativen Bestimmung des ionisierten Ca2+ im Blut
vollstandig zum Ausdruck. Verschiedene proteinhaltige Losungen wie u. a.
aufgeldste, lyophilisierte Serumproben, wurden als Eich- bzw. Bezugs-
16sungen vorgeschlagen (vgl. u. a. [416, 417]). Da der Anteil des ioni-
sierten Ca2+ in solchen Losungen von mehreren Faktoren, insbesondere

dem pH-Wert (vgl. 7.2) abhdngig ist, wurden hier Eichldsungen mit kon-
stanteren Ca2+-Konzentrationen gewahlt. Dementsprechend wurde wie zuvor
fir die Na+— und K+—Bestimmung in Serum rein wisserige Elektrolytldsungen
eingesetzt (vgl. Tab. 7.7). Wegen der hohen Ca2+/H+-Selektiv1tét der op-
timierten Fliussigmembranelektroden (vgl. Tab. 7.4) konnte auf den Zusatz
eines pH-Puffers verzichtet werden.

Tabelle 7.7. Zusammensetzung der Ca2+-Eich165ungen fiir die Bestimmung
des ionisierten Ca2+.

Eich1Gsung Zusammensetzunga) tmmo? L1
Ca2+ Na® K" Mg2+
Nca] 0.5 143.0 4.6 0.6
wCaZ 1.0 143.0 4.6 0.6
NCa3 5.0 143.0 4.6 0.6
a)

Als Chloride der entsprechenden Kationen
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Vor dem Einbau des Durchflusselektrodensystems in den extrakorporalen
Blutkreislauf, wurde die EMK der Ca2+-se1ektiven Messketten in den drei
Eichl0sungen (vgl. Tab. 7.7) gemessen, um die Steigung der Elektroden-
funktionen zu bestimmen (vgl. 4.3.4). Bis der extrakorporale Blutkreis-
lauf erstellt wurde und das Durchflussystem angeschlossen werden konnte,
wurde jeweils die EMK in der Eichldsung Néaz registriert. Die im Blut
gemessenen EMK-Werte wurden mittels der Gleichung (4.61) ausgewertet.
Wahrend der ganzen Messdauer im Blut (3.7 bis 6.6 Stunden) wurde keine
Iwischeneichung durchgefiihnrt. Nur anschiiessend wurde die Steigung der
Elektrodenfunktionen mit Hilfe der drei Eichldsungen nochmals bestimmt.
Unter der Annahme eines identischen Ionenhintergrundes im Blut (bzw. im

Plasma} und in der Eichldsung W' d. h. bei konstantem Aktivitdtskoef~

Ca2’
fizienten {y = 0.336), wurden aus den ermittelten Ca2+—Konzentrationen
im Blut mit Hilfe der Gleichung (4.9) die entsprechenden Ca2+-Aktivi-

tdten berechnet.

7.4.3 Kontinuierliche in situ Bestimmuna der Konzentration
bzw. der Aktivitdt des ionisierten Calciums beim
wachen Hund

Die hypocalcamische Wirkung des Calcitonins ist schon seit einigen Jahren
qualitativ bekannt [65]. Im Rahmen einer quantitativen pharmakokinetischen
Untersuchung dieses Hormons (Sandoz A. G., Abteilung fiir pharmazeutische
Forschung und Entwicklung, 4002 Basel; Gruppe von Dr. M. Azria) wurde die
Caz+-Konzentration im Blut beim wachen Hund kontinuierlich ermittelt.

Dazu wurde von der Vena cephalica zur Vena saphena ein extrakorporaler
Blutkreislauf hergestellt (der Hund, junger Beagle, wurde auf einem Hange-
gurtelstuhl festgebunden). Der Blutfluss wurde mit Silikongummikathetern,
welche jeweils mit Poly(tetrafluorodthylen)-Schlduchen (teflon) am Durch-
flusselektrodensystem angeschlossen waren, ausgefiihrt und wieder einge-
leitet. Zwischen dem Messystem und dem zur Vena saphena leitenden Katheter

wurde eine Injektionsspritze angebracht, um zur colorimetrischen Bestim-
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mung des totalen Calciums Blut zu entnehmen, und um Pharmazeutika (Calci-
tonin, Placebo, Heparin) zu verabreichen {vgl. Fig. 7.7). Um die Bildung
von Blutgerinnsel zu verhindern [418, 419], wurden unmittelbar vor der
Herstellung des vendsen extrakorporalen Blutkreisltaufes 1250 IU Heparin/
kg Korpergewicht verabreicht und wdhrend der Messung alle weiteren zwei
Stunden 250 IU/kg KG. Das Volumen des extrakorporalen Blutkreislaufes

lag bei 2.5 mL. Die Temperatur des Blutes' im Durchflussystem war etwa

25 % ¢.

Iwei Durchflusselektroden mit verschiedenen Ca2+-se1ektiven Fliissigmem-
branen (Membran Cal und Ca3) wurden eingesetzt. Die boratfreie Membran
Cal wurde bereits frither im Hinblick auf Ca2+-Bestimmungen im Blut unter-
sucht [399], und dieMembran Ca3 hat sich bei der Ermittlung der totalen
Calciumkonzentration im verdiinnten, angesduerten Serum sehr bewdhrt

{vgl. 7.3). Wie aus Tabelle 7.8 entnommen werden kann, weist die Membran
Ca3 eine etwas bessere EMK-Stabilitdt bzw. Reproduzierbarkeit als die
Membran Cal auf. Damit der physiologische Ca2+-Referenzbereich (2 2.3 mv)
mit 95 % Sicherheit fiinffach unterteilt werden kann, liegt die erforder-
liche Reproduzierbarkeit der Einzelmessung bei 0.1 mV (ng. 4.3.2; &hn-
licher Referenzbereich wie im menschlichen Blutserum wird angenommen).
Auf Grund der durchgefiihrten Versuche scheinen die mittels Membran Ca3
erhaltenen Werte den gestellten Anforderungen zu entsprechen. Die mittlere
EMK-AbweicHung fiir die Eichlsung Héaz lag nach den Messungen im fliessen-
den Blut von durchschnittlich 5.5 Stunden Dauer (zwischen 3.7 und 6.6
Stunden) nur bei 0.13 mV. Die Membran Ca3 und in einem nahezu vergleich-
baren Mass die Membran Cal scheinen dementsprechend von den Blutkompo-
nenten kaum beeinflusst zu werden. Dies steht im Gegensatz zu Membranen
beruhend auf Organophosphaten, welche fiir Messungen im Blutserum durch
eine Dialysemembran geschiitzt werden miissen [44, 391, 392].

In Figur 7.9 sind die Ergebnisse eines typischen Experimentes von Ca2+-
Bestimmungen im vendsen extrakorporalen Blutkreislauf eines wachen Hundes
dargestellt (Versuch IV in Tab. 7.8). Die mittels Colorimetrie (fiir eine
Beschreibung der eingesetzten Methode vgl. [151, 219]) diskontinuierlich
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Figur 7.9. Zeitlicher Verlauf der im extrakorporalen Blutkreislauf eines
wachen Hundes bestimmten Konzentration des totalen Calciums,
der Konzentration (dicke Linie: Membran Ca3; feine Linie:
Membran Cal) und der Aktivitdt des ionisierten Ca2+.

P: Zugabe von 5.4 mL Placebo (0.0147 mmol L-] Natriumacetat, 0.0333 mol L~

Essigsdure, 0.128 mol L_] Natriumchlorid; pH = 3.7); C: Zugabe von 540 IU

1

Calcitonin; Ca2+: zwei Zugaben von je 0.232 mmol Calciumgluconat.
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Ergebnisse der EMK-Messungen in den Eichlosungen (vgl. Tab.

7.7) vor bzw. nach der kontinuierlichen Ca2+-Bestimmung im

extrakorporalen Blutkreislauf bei wachen Hunden (alle Werte

in mvV).
Membran Cal
a) a) , ,\b) v 4 b) '
Versuch s S As EMK(wCaZ) EMK(NCaz AEMK(NCaZ)
vor nach vor nach
1 28.3  28.4  +0.1 72.2 72.8 +0.6
1
111 27.9 27.8 -0.1 72.9 73.0 +0.1
v 27.9 27.7 -0.2 72.9 72.8 -0.1
v 28.1 28.2 <0.1 74.2 74.3 +0.1
VI 28.4 28.1 -0.3  73.6 73.7 +0.1
Vil 28.1 28.0 -0.1 72.7 72.4 -0.3
Mittelwert 28.12 28.67 0.13) 73.8 73.2 0.22°
¢ 9 0.20 0.29 0.10 0.7 0.7 0.20
Membran Ca3
I 28.7 28.8 +0.1 83.6 83.4 -0.2
11 28.3  28.4 +0.1 84.0 83.8 -0.2
111 28.1 28.1 <0.1 84.5 84.6 +0.1
v 8.4 28.4 <0.1 84.7 84.7 <0.1
v
Vi 28.1 28.3 0.2  84.2 84.1 -0.1
VIl 28.0  28.3  +0.1 84.2 84.0 -0.2
Mittelwert 28.27 28.35 0.08% 84.2 84.1 0.13%)
s 9 0.26 0.27 0.07% 0.4 0.5 0.08%)
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2) s vor bzw. nach: Steigung der Elektrodenfunktion vor bzw. nach der
Messung im extrakorporalen Blutkreislauf

b}

EMK(wCaZ) vor bzw. nach: EMK-Wert in der Eichlosung W vor bzw. nach

Ca2
der Messung im extrakorporalen Blutkreislauf
c)

d)
e)

Mittelwert der Absolutwerte

s: Standardabweichung

Durch die Digitalisierung der EMK (Aufldsungsvermigen des Voltmeters:
0.1 mV) hat die Standardabweichung im Bereich <~0.1 mV (fur n = 6)
eine diskrete Verteilung; Werte z. B. zwischen +0.00 und +0.04 sind

nicht moglich

ermittelten Konzentrationswerte des totalen Calciums sowie die poten-
tiometrisch erfasste Konzentration bzw, Aktivitdt des ionisierten Ca2+
sind als Funktion der Zeit wiedergegeben. Dabei wurde der mittels Mem-
bran Cal {diinnere Linie) und mittels Membran Ca3 (dickere Linie) ermit-
telte Verlauf der Ca2+—Konzentration gegeniibergestellt. Da beide Kurven
nahezu identisch sind, ist schlussendlich auf Grund der hdheren Stabi-
1itdt bzw. Reproduzierbarkeit die Membran Ca3 fiir Messungen im Blut vor-
zuziehen. Obwohl in Figur 7.9 drei physiologisch verschiedene Parameter
verglichen werden, ist die Aehnlichkeit des Verlaufs der drei entspre-
chenden Kurven offensichtlich.

Die verschiedenen Versuche haben die Einsetzbarkeit der Ca2+-selektiven
Fliissigmembranelektroden fiir kontinuierliche, pharmakokinetische Unter-
suchungen im Blut gezeigt. Durch die Messungen im extrakorporalen Blut-
kreislauf wird das Problem einer pH-Verschiebung (z. B. als Folge der

Probebehandlung) und damit einer Konzentrationsanderung des ionisierten

2+
Ca  umgangen.
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8. FLUESSIGMEMBRANELEKTRODE ZUR BESTIMMUNG DER WASSERSTOFF-
IONENAKTIVITAET IM BLUT

8.1 Einleitung

Eine klinisch relevante Bestimmung des pH-Wertes in Blut ist wie die Er-
mittlung der Ca2+—Konzentration eine vergleichbar schwierige Aufgabe.
Dabei sind anaerobe Verhdltnisse von der Probenahme bis zﬁr Messung ein-
zuhalten, wobei die Probe vorteilhaft ohne Wartezeit zur Messung gelangt.
Dies weist bereits auf von der analytischen Methode unabhdngige Schwierig-
keiten bei der Durchfiihrung von reprdsentativen pH-Vergleichsmessungen in
Blut hin; Solche Untersuchungen sind zudem mit einem noch grundlegenderen
Problem verbunden, welches sich in der eigentlichen Definition des pH-
Wertes [107, 420-423) begriindet. Da der pH-Wert praktisch durch die Mess-
grosse (EMK) einer gegebenen H'-selektiven Elektrodenmesskette bestimmt
ist (theoretisch: pH = -log aH), kann der pH-Wert einer Probe heute nur
potentiometrisch direkt ermittelt werden. Vergleichsuntersuchungen

mit unabhingigen Methoden sind daher prinzipiell nicht sinnvoll.

Um den pH-Wert einer Probe potentiometrisch bestimmen zu kﬁnhén, muss die
Elektrodenmesskette geeicht werden. Da aber keine absolute Bestimmungs-
methode der H'-Aktivitdt bzw. des pH-Wertes vorhanden ist, muss der pH-
Wert der Eichldsungen definiert bzw. berechnet werden (z. B. mittels der
Komplexbildungskonstanten der gelosten Substanzen und dem Debye-Hiickel-
Formalismus). Von der Reihe der vorgeschlagenen pH-Eichldsungen (vgl.

u. a. [422-425]) werden zur Ermittlung des pH-Wertes in Blut vorwiegend
zwei Phosphatpufferlgsungen mit pH 7.383 bzw. 6.841 (bei 37.°C) verwendet.
Diese zwei EichlOsungen sind aber nicht ideal, da sie mit normalem Blut-
serum nicht isoton sind (Referenzionenstédrke von Blutserum: I = 0.16

mol L7}

). Allerdings sind pH-Eichldsungen von konstanter, physiologisch
typischer lonenstdrke vorgeschlagen worden [425]. Im Hinblick auf repro-

duzierbare pH-Bestimmungen innerhalb verschiedener klinischer Laboratorien
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sollte zusdtzlich die Flissigkeitsbriicke bzw. der Referenzelektrodenelek-
trolyt einheitlich festgesetzt werden.

Die ionenselektive Elektrode bleibt jedoch der Schliisselpunkt jeder po-
tentiometrischen pH-Bestimmung. Eine schon seit langem bekannte und heute
noch fiir genaue pH~Ermittlungén vorgeschlagene H'-selektive Elektrode
422, 423] ist die Wasserstoffelektrode. Wegen der Umstandlichkeit ihrer
Handhabung hat diese jedoch kaum praktische Bedeutung eriangt. Dies steht
im Gegensatz zur H+—se1ektiven Glasmembranelektrode, der dltesten und am
verbreitetsten eingesetzten ionenselektiven Membranelektrode iiberhaupt.
Nicht zuletzt wegen ihrer hervorragenden Selektivitdt [5, 232) und anderen
glinstigen Eigenschaften ist sie besonders in der klinischen Chemie und in
der Physiologie zum grundlegenden Bestandteil des analytischen Instrumen-
tariums geworden. Dies bedeutet allerdings nicht, dass der Einsatz dieses
Sensors durchwegs problemlos ist. Die Bruchgefahr [426], die umstdndliche
Herstellung insbesondere von miniaturisierten Sensoren [427-429} und von
Durchflusselektroden und der hohe elektrische Membranwiderstand [233)
sind einige limitierende Faktoren von Glasmembranelektroden. Bei langeren
oder wiederholten Messungen im Blut bzw. im Serum, wie dies etwa in der
klinisch-chemischen Routineanalytik mittels Analysatoren der Fall ist,
muss die Oberfldche der Glasmembran mit einer sauren Enzymlgsung (im all-
gemeinen Pepsin) periodisch gereinigt werden. Um diese Nachteile zu um-
gehen, wurde verschiedentlich versucht, H'-selektive Kunststoffmembranen

zu entwickeln.

Wasserstoffionencarrier waren auf Grund von selektiven H+-Transporten
durch biologische und kiinstliche bimolekulare Membranen bekannt {430,
431). Um die Lipophilie zu erhdhen, wurden einige dieser Carrier chemisch
modifiziert und so in verschiedenen Matrizen eingesetzt. Eine auf p-Octa-
decyloxy-m-chlorophenylhydrazomesoxalonitril (OCPH) beruhende H'-selek-
tive Membran wurde fiir pH-Messungen in biologischen Flissigkeiten be-
schrieben [432-434]. Der Einsatz dieser Membran war jedoch beschrénkt, da
OCPH nur in einer Blockcopolymermatrix funktionstiichtig ist [435].

Weiter diente das Antibiotikum Virginiamycin S als Grundlage zur Synthese
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eines neuen H -Carriers (3-Hydroxy-N-dodecylpicolinsdureamid [436]). Die
auf diesem Liganden beryhende PVC-Fliissigmembranelektrode zeigte in was-
serigen Losungen Selektivitédten und Elektrodenfunktionen, welche Messungen
in biologischen Fllissigkeiten erlauben sollten [435-437]. Messungen im
Blut erfiillten allerdings die gestellten Erwartungen nicht [435]. Unab-
hdngig von bekannten biologischen lonentransportsystemen wurde Tri-n-
dodecylamin (TDDA; vgl. Fig. 4.2} als ionenselektive Komponente unter-
sucht [438). Dieser neutrale Carrier induziert in Fliissigmembranen extrem
hohe Selektivitdten gegeniiber Na* und K [438]). In der Folge werden die
Eigenschaften und das Ansprechverhalten von Fliissigmembranelektroden
beruhend auf TDDA in widsserigen Lésungen sowie in Flussigkeiten biolo-
gischer Herkunft beschrieben.

8.2 Eigenschaften der Flissigmembranelektrode

Die Zusammensetzung der untersuchten H+-selektiven Fliissigmembran (Mem-
bran H1) wurde folgendermassen gewdhlt (vgl. Fig. 4.2 und 4.3 fir die
Strukturformeln):

1.0 Gew.-% Tri-n-dodecylamin (TDDA),

0.6 Gew.-% Kaliumtetrakis(p-chiorophenyl)borat (KTpC1PB),
65.6 Gew.-% Bis(2-dthylhexyl)}sebacat (DOS),
32.8 Gew.-% Poly(vinylchlorid) (PVC).

Diese Membran wurde zur Charakterisierung in Makroelektroden eingesetzt.
Eine Citronensdureldsung (1.00 mol ! Citronensaure, 2.73 mol L Na-
triumhydroxid, 0.01 mol L-] Natriumchlorid; pH 5.6) diente dabei als In-
nenableitelektrolyt. Die in gepufferten widsserigen Losungen (20 %) er-
haltene Elektrodenfunktion zeigte im pH-Bereich zwischen 11.0 und 4.5
(1inearer Bereich) eine Steigung von 57.8 + 0.1 mV (n = 7} [438]. Die
Selektivitdtsfaktoren wurden nach der Methode der konstanten Stérionen-
konzentration ("fixed interference method" [228, 266]) ermittelt [438]:

Tog KPSt =-10.4, Tog KFO® = -9.8, Tog KPO < -11.1. Diese Selektivitits-

HNa HK
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angaben erfiillen bei weitem die gestellten Anforderungen fiir Messungen in
Blut (vgi. 4.3.1). Die Bevorzugung von W gegeniiber Na' und k' ist aller-
dings bei der Glasmembran etwa um einen Faktor 1000 grosser [233].

Neben dem einfachen Herstellungsverfahren und der mechanischen Flexibi-
litdt ist der relativ tiefe elektrische Membranwiderstand ein weiterer
Vorteil der H'-selektiven PVC-Fliissigmembranelektrode. Die an Minielek-
troden gemessenen elektrischen Widerstande lagen bei 2‘106 Q fiir die
Fliissigmembran bzw. 4'109 Q fir die Glasmembran. Diese Werte entsprechen
einem spezifischen Widerstand von etwa ].5-]07 Q cm fiir die Fliissigmem-

bran, bzw. ].5~10]] Q cm fir die Glasmembran.

8.3 Ansprechverhalten der Fliissigmembranelektrode im Ver-
gleich zu einer Glasmembranelektrode in wdsserigen

Losungen, Blutserum und Blutplasma

Die Reproduzierbarkeit der mittels der H+-selektiven Fliissigmembranelek-
trode (Makroelektrode, vgl. 11.1) in gepufferten wasserigen Losungen ge-
messenen EMK-Werte wurde im Vergleich der mittels einer Glasmembranelek-
trode (Philips-pH-Glaselektrode GA 110) erhaltenen Werte untersucht.
Zwei Pufferldsungen (Tris(hydroxymethy1)aminomethan (TRIS) mit Serum-
elektrolythintergrund, vgl. [439]) mit pH-Werten von 7.0 bzw. 8.0 wurden
siebenmal abwechslungsweise gemessen. Die Standardabweichungen einer Ein-
zelmessung lagen bei 0.17 mV (Pufferldsung: pH 7.0) bzw. 0.14 mV (Puf-
ferlosung: pH 8.0) fiir die Flussigmembranelektrode und 0.12 mV bzw. 0.15
mV fiir die Glasmembranelektrode. Diese Angaben liegen unterhalb der ge-
forderten Messgenauigkeit fiir klinisch relevante pH-Messungen im Blut
(vgl. 4.3.2).



- 168 -

In Figur 8.1 ist der zeitliche EMK-Verlauf wdhrend eines &hnlichen Experi-
mentes dargestellt. Dabei wurden zwei Durchflusselektroden, eine mit der
Fliissigmembran und die andere mit einem H+-selekfiven Glasrohr, einge-
setzt {vgl. 11.3). Zwei Pufferldsungen (TRIS, pH 7.46 bzw..7.37) wurden
zehnmal abwechslungsweise gemessen. Die Reproduzierbarkeit der EMK-Werte
war nahezu identisch mit der des oben beschriebenen Experimentes. Die
EMK-Differenzen zwischen zwei aufeinanderfolgenden Endwerten

(EMK(pH 7.37) - EMK(pH 7.46), + Standardabweichung, n = 10) waren prak-
tisch identisch und konstant: 5.06 + 0.13 mV (Flissigmembran) bzw.

4,95 + 0.15 mV (G)asmembran). Die Ansprechzeit (to.lmV) beider Elektroden
lag bei <30 Sekunden. Die durch Kontakt der Sensoren mit Blutflissigkeit
induzierte Verdnderung der Steigung der Elektrodenfunktionen wurde eben-
falls mit derselben Messanordnung untersucht. Die Elektrodenfunktionen
wurden vor bzw. nach einem einstiindigen Kontakt der H+-se1ektiven Membranen
mit Blutplasma im pH-Bereich 7.0 bis 9.2 mittels wasseriger Standardpuf-
ferlosungen bestimmt. Dabei erlitt die Steigung der mittels der Fliissig-
membranelektrode erhaltenen Eichfunktionen eine Abnahme von 0.09 mV bzw.
0.26 mV im Falle der Glasmembranelektrode.

In Figur 8.2 ist das Ansprechverhalten der Hf-se1ekt1ven Fliissigmembran-
elektrode bzw. der Glasmembranelektrode (beide Makroelektroden) in einer
Blutserumprobe bei Variation deren pH-Wertes durch HC1- bzw. NaOH-
Zugaben abgebildet. Um moglichst rasche und homogene pH-Aenderungen zu
gewdhrleisten, wurde die Messprobe geriihrt. Die Ansprechzeiten beider
Elektroden waren dabei den Werten fiir wdsserigen Pufferldsungen dhnlich:
tO.lmV < 30 Sekunden. Die mittels der Flissigmembranelektrode gemessenen
EMK-Verschiebungen lagen im Vergleich zur Glasmembranelektrode um durch-
schnittlich 0.24 mV (1.5 % der mittleren EMK-Differenz (16 mV), vgl. Fig.
8.2) tiefer. Beziiglich des physiologischen Referenzbereiches der H-
Aktivitat (= 6.8 mV) ist ein Messfehler von 0.9 % (0.06 mV) kaum fest-
stellbar und hat keine Konsequenzen fiir klinische Untersuchungen (vgl.
4.3.2).
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Figur 8.1.

der H+-se]ektiven Flissigmembrandurchflusselektrode bzw.

Glasmembrandurchflusselektrode gemessenen EMK-Werte.
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Zeitlicher Verlauf der mittels der H'-selektiven Flissig-
membranelektrode bzw. Glasmembranelektrode (beide Makro-
elektroden) in einer Serumprobe gemessenen EMK bei Aenderung
des pH-Wertes durch HC1- bzw. NaOH-Zugaben.
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8.4 Vergleich zwischen pH-Werten, die mittels einer Fliissig-
membranelektrode bzw. einer Glasmembranelektrode in

Erythrozytensuspensionen und in Blut ermittelt wurde

Ein kommerziell erhdltlicher Blutgasanalysator {Gas Check AVL 939, von
AVL-Messtechnik, Graz, Oesterreich (Dr. H. J. Marsoner) zur Verfiigung
gestellt) wurde fiir pH~VqrgleicHsmessungen verwendet. Die Referenz-
elektrode (Kalomel-Referezelektrode mit Diaphragma; Referenzelektrolyt:
KC1) und die pH-Glasmembranelektrode wurden mit dem Gerdt mitgeliefert.
Eine Fliissigmembranminielektrode (vgl. S.166 fiir die Membranzusammen-
setzung und 11.2 fiir den Elektrodenbau) wurde an Stelle der COZ-sensi—
tiven Elektrode eingesetzt. Dabei befanden sich im Messkanal beide HE-
selektiven Membranen in unmittelbarer Ndhe (Abstand: ~2 cm; vgl. die
Messanordnung in {439, 440]). Der fiir die COz-sensitive Elektrode vorge-
sehene elektronische Teil des Blutgasanalysators wurde umgedndert, um

die Angabe des mittels der:Fliissigmembranelektrode ermittelten pH-Wertes
zu erlauben. Alle Messungen wurden bei 37.0 + 0.1 ° durchgefiihrt. Das
Probevolumen fiir eine Bestimmung bétrug etwa 40 pL. Vor jeder Messreihe
wurden beide pH-Elektroden nach der sogenannten Methode der Zwei-Punkt-
Eichung kalibriert. Die Steigung und das Standardpotential der Elektroden-
funktion wurde mit Hilfe von zwei kommerziell erhdltlichen Phosphatpuffer-
1osungen (pH 7.383 bzw. 6.841 [423, 424]) eingestellt.

In Tabelle 8.1 sind die Ergebnisse von verschiedenen Reproduzierbarkeits-~
bzw. Genauigkeifsuntersuchungen zusammengetragen. Nach der Eichung wurde
der pH-Wert abwechslungsweise im Puffer mit pH 7.383 bzw. 6.841 gemessen
(Dauer einer Einzelmessung: 5 Minuten; totale Messdauer: ~50 Minuten).

Die Reproduzierbarkeit der Einzelmesswerte ist in den wasserigen Puffer-
16sungen fiir beide Elektroden vergleichbar (vgl. erstes Experiment in Tab.
8.1). Wird im gleichen Versuch abwechslungsweise die Messung im Puffer
mit pH 7.383 bzw. 6.841 als sogenannte Ein-Punkt-Eichung (Einstellung des
Standardpotentials) jeweils fiir die entsprechende Messung im Puffer mit
pH 6.841 bzw. 7.383 betrachtet, ist die Genauigkeit der mittels der Fliis-
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Tabelle 8.1. Reproduzierbarkeit und Genauigkeit von pH-Messungen.

Experiment Mittelwert der gemessenen pH-
Werte mit Standardabweichung
(n = 5)

Fliissigmembran Glasmembran

Wechsel zwischen Puffern:
pH 7.383 und 7.385 + 0.001 7.378 + 0.002
pH 6.841 6.843 + 0.002 6.835 + 0.002

+
+

4
+

Wechsel zwischen Puffern:

pH 7.383 und 7.383 + 0.003 7.385 + 0.003
pH 6.841 6.841 + 0.003 6.840 + 0.003
mit Zwischeneichung (Puffer

mit pH 6.841 bzw. 7.383 als

Ein-Punkt-Eichung betrachtet

1+

+

Wechsel zwischen:

Puffer (pH 7.383) und 7.382 + 0.003 7.378 + 0.003
tonometrierter Blutprobe 7.379 + 0.003 7.377 + 0.006
Tonometrierte Blutprobe 7.380 £ 0,002 7.382 * 0.007

(Zwischeneichung mit Puffer
pH 7.383)
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sigmembranelektrode durchgefiihrten Messungen leicht besser im Vergleich
zur Glasmembranelektrode (vgl. zweites Experiment in Tab. 8.1). Diese
zwei Experimente wurden mit einem Puffer (pH 7.383) und einer tonome-
trierten, heparinisierten Blutprobe wiederholt (vor der Messung war die
heparinisierte Blutprobe in einem thermostatierten (37 °C) Diinnfilmtono-
meter stets mit einem konstanten Luft/COz-Gemisch (Partialdriicke: 4.0
bzw. 0.9 bar) in Kontakt). Die Fliissigmembranelektrode scheint auch nach
Blutkontakt genauere pH-Werte in wasserigen Losungen zu liefern (vgl.
drittes Experiment in Tab. 8.1). Die mittels dieser Elektrode in Blut
erhaltenen Werte weisen ebenfalls eine hiohere Reproduzierbarkeit als jene
auf, welche mittels der Glasmembranelektrode bestimmt wurden. Dies stimmt
mit dhnlichen Feststellungen bei in vivo Messungen iiberein [441]. Die
Fliissigmembranelektrode scheint dabei durch Serumproteine nicht merkbar
gestort zu sein [441]. Sie erfiillt die an die Reproduzierbarkeit und Ge-

nauigkeit gestelliten Anforderungen (vgl. 4.3.2).

Vergleichsmessungen wurden an kommerziell erhdltlichen gepufferten Ery-
throzytensuspensionen durchgefiihrt. Nach der Eichung der beiden H'-
selektiven Elektrodenmessketten wurde der pH-Wert ohne Zwischeneichung

in 30 solchen Proben ermittelt. In Figur 8.3 ist die erhaltene Korrelation
dargestellt (Regressionsgerade: Y= (1.007 + 0.005) X - (0.031 + 0.039)).
Auf Grund dieser nahezu idealen Vergleichsfunktion wurde eine dhnliche

Untersuchung in Blut durchgefiihrt.

In Figur 8.4 ist die Korrelation von pH-Werten, welche an tonometrierten
Blutproben mittels der Fliissigmembranelektrode bzw. mittels der Glas-
membranelektrode ermittelt wurden, dargestellt. Fiinf von verschiedenen
Patienten stammende heparinisierte Blutproben wurden in einem Diinnfilm-
tonometer mit unterschiedlichen Luft/COz-Gemischen dquilibriert [442].
Die auf Grund der 35 Messpunkte erhaltene Regressionsgerade weist eine
Steigung von 0.94 bei einer Reststreuung von 0.01 pH-Einheiten auf
(Korrelationskoeffizient: r = 0.998). Die im Vergleich zur idealen Kor-
relationsgeraden leicht reduzierte Steigung ist wahrscheinlich auf die

Diffusion von CO2 aus bzw. in die Blutprobe in der unmittelbaren Nihe
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Figur 8.3. Korrelation von pH-Werten, welche an 30 Erythrozytensuspen-
sionen mittels einer Fliissigmembranelektrode (Y) bzw. mittels
einer Glasmembranelektrode (X) ermittelt wurden.

Regressionsgerade: Y = (1.007 + 0.005) X - (0.031 + 0.039). Gestrichelte

Linie: ideale Korrelationsgerade.



- 175 -

FLUESSIGMEMBRANELEKTRODE

pH P
- /
TDDA /
7.81 KTpCIPB
| Dpos &
PVC 2/0
7.6 1 J
- V.
7.4
7.2 -
4
7.0 -
/
i /
68 2 T 1 T T T ¥ T I L T T
68 70 72 74 76 78 pH
GLASMEMBRANELEKTRODE

Figur 8.4. Korrelation von pH-Werten, welche an tonometrierten, hepari-
nisierten Blutproben mittels einer Fliissigmembranelektrode
(Y) bzw. mittels einer Glasmembranelektrode (X) ermittelt
wurden {35 Messpunkte von 5 verschiedenen Blutproben; ein
Symbol pro Blutprobe).

Regressionsgerade: Y = (0.94 : 0.01) X + (0.42 + 0.04); Reststreuung von

Y iiber X: +0.01 pH-Einheiten. Gestrichelte Linie: ideale Korrelations-

gerade.
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der Fliissigmembranelektrode zuriickzufiihren. Da gegeniber den vorherigen
Experimenten eine saure Innenableitldsung (1.0 mol L_] Citronensdure,

1.0 mol L-1 Natriumhydroxid, 10'4 mo! L“I Natriumchlorid; pH 3.44) ein-
gesetzt wurde, kann eine storende pH-Aenderung des inneren Referenzelek-

trolyten durch Diffusion von CO, durch die H'-selektive Flussigmembran

nahezu ausgeschlossen werden. Dfe Hypothese der Verschiebung des pH-
Wertes der Blutprobe in der Nahe der Kunststoffmembran ist von der Tat-
sache unterstiitzt, dass bei undichter Anpassung der Elektrode in den
Messkanal Korrelationsgeraden mit Steigungen bis 0.4 erhalten wurden.
Trotz der Abdichtung der Kontaktstelle zwischen Elektrodenschaft und
Probekanal mit Fett (Apiezon N) konnte offenbar die Diffusion von CO2 und
die damit verbundene pH-Aenderung der Probe im Bereich der Fliissigmem-
bran nicht vollstandig verhindert werden. Bei gezieltem Bau von solchen
Fliissigmembranelektrodenkdrpern sollte allerdings diese Schwierigkeit

problemios umgangen werden konnen.

Die aufgefiihrten Experimente haben gezeigt, dass die Leistung der H -
selektiven Fliissigmembranelektrode bei optimalem Einsatz mit derjenigen
der Glasmembranelektrode mindestens vergleichbar ist. Da die Kunststoff-
membran zusdtzlich mehrere mechanische Vorteile mit sich bringt, konnte
diese unter anderem im Bereich der klinischen Medizin und der Physiologie

die traditionelle pH-Glasmembran ersetzen {vgl. auch [28, 275, 441, 443]).
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9. FLUESSIGMEMBRANELEKTRODE ZUR BESTIMMUNG DER LITHIUM-
KONZENTRATION IM BLUTSERUM

9,1 Einleitung

Seit der Entdeckung der pharmakologischen Wirkungen von Lithium bei ge-
wissen psychischen Beschwerden [444] werden Lithiumsalze unter anderem zur
Behandlung von manisch-depressiven Psychosen eingesetzt [108, 445]. Die
normale, physiologische Li+—Konzentration im Blutserum liegt bei 4.5
ymol L' [446], wihrend die therapeutische Konzentration etwa 1 mmol L™\
(0.7 bis 1.5 mmol L-] [447-448]) betrdgt. Da der letale Li+—Spiege1 im
Blut nur leicht iiber der benotigten therapeutischen Konzentration liegt,
muss eine sogenannte Lithiumtherapie unter strenger Ueberwachung der Li'-
Konzentration im Blut bzw. im Serum erfolgen. Die Li+—Bestimmungen werden
heute mittels Flammenphotometrie [109, 449] oder mittels Atomabsorptions-
spektrometrie [446, 450] durchgefiihrt. Der Mechanismus der therapeutischen
Li+-wirkung ist allerdings grosstenteils wegen analytischer Schwierig-
keiten noch unklar. Die zur Li+-Bestimmung verfiigbaren Methoden (AES und
AAS) sind tatsdchlich bei der Untersuchung des Li+—Transportes durch Zell-
membranen kaum anwendbar. Die Potentiometrie ware dabei sowohl im physio-
logischen als auch im klinischen, psychiatrischen Bereich eine ideale
Methode.

Wegen der geringen Selektivitdt der Li*-selektiven Glasmembranelektrode
[5] gegeniiber Na® wurde die Entwicklung von weiteren Li'-Sensoren voran-
getrieben. Vertreter verschiedener Substanzklassen wie Diamide (ETH 149
[451, 452], ETH 1644 [435, 453] und eine Modifikation von ETH 149 [454]),
Polysiloxane [455] und Kronendther [456, 457] wurden als neutrale Lit-
Carrier vorgeschlagen. Eine auf dem Liganden ETH 1644 beruhende Fliissig-
membran ist jedoch die einzige, welche gegeniiber den anderen Alkalime-
tallionen Selektivitdtsfaktoren K{?; k;einer 10-2 und gleichzeitig gegen-
uber Erdalkalimetallionen kleiner 10 ~ aufweist [453). Demnach ist der
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Einsatz dieser Elektrode zur direkten Li+—Bestimmung im Blut widhrend der
Behandlung manisch-depressiver Psychosen denkbar.

9,2 Eigenschaften von lithiumselektiven Fliissigmembranelek-

troden

Zwei neutrale Li'-Carrier, ETH 149 und ETH 1644 (vgl. Fig. 4.2), wurden
im Hinblick auf Bestimmungen von therapeutischen Li+-Konzentrationen im
Blut bzw. im Serum untersucht. Dabei wurden ein polares (0-NPOE) und ein
apolares Losungsmittel (BBPA) eingesetzt (vgl. Tab. 9.1). Die mittels der
Membran Li2 bzw. Li4 (beide mit BBPA als Weichmacher) erhaltenen Elek-
trodenfunktionen weisen die besten Steigungen und die tiefsten Nachweis-
grenzen auf {(vgl. Tab. 9.2). Solche Funktionen sind in [453] abgebildet.
Die der mittleren therapeutischen Li+-Konzentration (1 mmo! L-]) im Blut-
serum entsprechende Li+-Aktivit§t liegt bei 0.77 mmol L-] und befindet
sich in beiden Fdallen noch knapp im linearen Bereich der Elektrodenfunk-

tion.

Tabelle 9.1. Zusammensetzung (in Gew.-%) von Li*-selektiven Fliissig-
membranelektroden (vgl. Fig. 4.2 und 4.3).

Membran Ligand Weichmacher Matrix
[ Gew.-%] [Gew.-%] [Gew.-%)

Lil 1.0 ETH 149 65.7 0-NPOE 33.3 PVC
Li2 1.0 ETH 149 66.4 BBPA 32.6 PVC
Li3 1.2 ETH 1644 66.0 o-NPOE 32.8 PVC

Li4 1.1 ETH 1644 66.1 BBPA 32.8 PVC
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Tabelle 9.2. Eigenschaften der Elektrodenfunktion der Li+-se]ekt1ven
Elektrodena).

)

Membran  Elektroden- SteigungC Linearer Nachweis-
bauartb) [mV] Bereichd) grenzee)
(1og aLi) (log aLi)
Lil Makro 51.6 + 2.7 -3.1 ¢ -1.0 -3.6
Li2 Makro 57.3 t 0.4 -3.1 3 -1.0 -5.0
Mini 55.0 + 0.7 -3.1 ¢+ -1.0 -4.8
Li3 Makro 53.4 + 0.6 -3.1 1 -1.0 -4.3
Li4 Makro 55.4 + 1.5 -3.1 : -1.0 -4.6
a) Innenableitelektrolyt: 1 mmol RLERTY
b) Makro: Makroelektrode {(vgl. 11.1)
Mini: Minielektrode (vgl. 11.2)
c) Standardabweichungen sind aufgefiihrt
d) Bereich der linearen Regression zur Ermittlung der Steigung s
e)

vgl. [228]

In Figur 9.1 sind die Selektivitdtsfaktoren der auf Ligand ETH 149 bzw.
ETH 1644 beruhenden Fliissigmembranelektroden zusammengestellt. Die gegen-
iber den anderen Alkalimetallionen selektivste Membran ist eindeutig die
Membran Li3. Dabei ist das polare Losungsmittel (o-NPOE) vorteilhaft im
Vergleich zu einem weniger polaren Weichmacher (BBPA, vgl. Membran Li4).
Im Gegensatz dazu brachte im Vergleich zur Membran Lil der Einsatz des
Liganden ETH 149 im apolaren Ldsungsmittel {vgl. Membran Li2) eine Erho-

hung der Selektivitdt gegeniiber zweiwertigen Ionen mit sich. Keine der
Pot

vier untersuchten Fliissigmembranen erreicht jedoch die geforderten KLij_
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Figur 9.1. Selektivitdtsfaktoren der Li'-selektiven Fliissigmembranelek-

troden {(Methode der getrennten Losungen, SSM (0.1 mol L_]

Chloridldsungen); Membran und Elektrodenbauart sind angegeben;
letzte Kolonne: geforderte log KE(‘.);.-werte fiir die Erfassung
therapeutischer Li+-Konzentrationen; vgl. Tah. 4.6).



- 181 -

Werte (vgl. letzte Kolonne in Fig. 9.1), wonach bei Variation der Konzen-
tration eines gegebenen Storions im physiologischen Bereich der Fehler
in der bestimmten therapeutischen Li*-Konzentration nicht 1 % iberschrei-
tet. Bei Anwendung eines geeigneten Eichverfahrens ist dennoch ein Ein-
satz der aufgefiihrten Elektroden zur Bestimmung therapeutischer Li'-Kon-

zentrationen in Blutserum denkbar.

9,3 Einsatz von lithiumselektiven Flilssigmembranelektroden

im Blutserum

Im Hinblick auf Messungen im Serum wurden Elektroden auf Grund ihrer
Elektrodenfunktion, EMK-Stabilitdt und Selektivitdt ausgewdhlt. Dabei
wurden die Elektroden mit den Membranen Li2 bzw. Li4 weiter beriicksich-
tigt. Es wurde im Rahmen dieser Arbeit oGfters beobachtet, dass der Ersatz
eines polaren durch ein apolares Membranlosungsmittel eine Zunahme der

EMK-Stabilitdt bewirkt. Im Falle dieser untersuchten Fliissigmembranelek-

Tabelle 9.3. Zusammensetzung der L1'+-Eich1iisungen.

Eichlosung Zusammensetzunga) [mmo1 L‘] ]
it Na'© Kt cadt mg?t
wLi] 0.5 140.0 4.0 1.1 0.6
wU.2 1.0 140.0 4.0 1.1 0.6
wLi3 5.0 140.0 4.0 1.1 0.6
a)

Als Chloride der entsprechenden Kationen
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troden war denn auch trotz einer gewissen Einbusse an Selektivitdt die
erhohte Stabilitdt fir die Auswahl massgebend.

In Figur 9.2 sind die mittels Membran Li2 bzw. Li4 (beide in Makroelek-
troden) in den Eichldsungen und in einer Serumprobe erhaltenen EMK-End-
werte als Funktion der Zeit dargestellt. Die Eichldsungen NLi]’ wLiZ
und wLi3 (vgl. Tab. 9.3) wurden fiinfmal nacheinander gemessen und an-
schliessend wurde die Eichldsung W
(0.99 mmot L'

photometrische Bestimmung) gemessen. Zur Kontrolle wurde anschliessend

alternierend mit einer Serumprobe

Li2 1

Li+ {LiCl wurde zugegeben), 144 mmol L~ Na+; flammen-
mit Hilfe der drei Eichldsungen eine Eichung durchgefiihrt. Vor dem Kon-
takt mit Serum lieferten beide Elektroden in den wdsserigen Eichldsungen
relativ konstante EMK-Endwerte (im Bereich #0.15 mV). Der erste Serum-
kontakt fiihrte allerdings zu einer Verschiebung des Standardpotentials
der Messkette um -1.6 mV (Membran Li2) bzw. -1.0 mV (Membran Li4). Die
nach diesem einmaligen sogenannten E®-Shift mittels Membran Li4 erhal-

tenen EMK-Werte waren sowohl in der Eichitsung W als auch in der Serum-

Li2
probe nahezu konstant (Bereich: *0.1 mV). Der im Serum gemessene EMK-Wert
war leider um etwa 2.5 mV zu tief, da gemdss der flammenphotometrischen
Bestimmung die Li*-Konzentrationen in der Serumprobe und in der Eich-

10sung W identisch waren.

Li2
Eine geniigend genaue Bestimmung der Li+-Konzentration im Blutserum zur
Ueberwachung der Behandlung von manisch-depressiven Psychosen ist mittels
den untersuchten Li*-selektiven Flissigmembranelektroden nicht realisier-
bar. Zu diesem Zweck ist die Entwicklung insbesondere gegeniiber Na+ selek-
tiverer Li'-Carrier erwiinscht.
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Figur 9.2. Zeitlicher Verlauf der mittels Membran Li2 (O) bzw. Li4 (@)
(beide in Makroelektroden) in den drei Eichldsungen (vgl.
9.3) und in einer Serumprobe erhaltenen EMK-Endwerte.

Die der Serumprobe entsprechenden Messwerte wurden mit S beschriftet,

die iibrigen Punkte entsprechen den Eichldsungen.
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10. SIMULTANE, KONTINUIERLICHE IN SITU BESTIMMUNG DER
KONZENTRATION BZW. AKTIVITAET VON H*, Na¥, k™ und
ca?t M BLUT

10.1 Einleitung

In den Kapiteln 5 bis 8 wurde die Zuverlassigkeit von gquantitativen,
potentiometrischen Na+-, K+—, Ca2+- und H+-Bestinmungen im Blutserum bzw.
im Vollblut mittels ionenselektiver Fliissigmembranelektroden aufgezeigt.
Auf Grund dieser positiven Ergebnisse wurde zusdtzlich ein gleichzeitiger
Einsatz der vier ionenselektiven Fliissigmembranen im optimierten Durch-
flussystem (vgl. 7.4 und 11.3) angestrebt. Eine solche Anordnung ermdg-
licht die kontinuierliche in situ Ionenaktivitdtsbestimmung im Blut-
bypass eines lebenden Versuchstiers (z. B. eines Hundes). Durch das ge-
ringe Volumen des extrakorporalen Blutkreislaufs sind solche Messungen
auch an kleinen Versuchstieren (z. B. Kaninchen, Ratten) denkbar.

Membranelektrodensysteme mit hoher Lebensdauer sind im Hinblick auf
langere, ununterbrochene Messungen im fliessenden Blut unentbehrlich.
Dementsprechend wurde die Zusammensetzung der urspriinglichen Membranen
durch den_EinSatz eines neu eingefiihrten, hoch Tipophilen Weichmachers
verdandert.
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10.2 Einsatz eines hoch lipophilen Weichmochers in Fliissig-

membranen

Ausgehend von der fiir Messungen in Blut optimierten Zusammensetzung der
Na+—, K+-, Ca2+— und H+—se1ektiven Fliissigmembranen (Membran Na3, K2, Ca3
und H1) wurden vier neuartige ionenselektive Membranen geplant. Dabei
wurde in allen Membranen (vgl. Tab. 10.1) derselbe neuartige Weichmacher
(ETH 469, vgl. Fig. 4.3) eingesetzt. Ausschlaggebend fiir die Wahl dieses
Weichmachers war dessen gegeniiber BBPA und DOS erhohte Lipophilie (vgl.
Tab. 4.5) Bei den Membranen ohne Boratzusatz (Membran Na4 und K4) brachte
diese Weichmacherwahl eine Erhdhung des spezifischen elektrischen Wider-
standes im Vergleich zu den urspriinglichen Membranen (Membran Na3 und K2;
vgl. Tab. 10.1 bzw. Tab. 5.1 und 6.1). Der Widerstand der Ca’*- und der
H+—selektiven Membran (beide mit Boratzusatz) blieb aber nahezu unver-
dndert (vgl. Membran Ca5 und H2 in Tab. 10.1, bzw. Membran Ca3 in Tab.
7.2 und Membran H1 auf S.166).

Tabelle 10.1. Zusammensetzung (in Gew.-%) und spezifischer Widerstand

[@ cm] von ionenselektiven Fliissigmembranen (vgl. Fig.

4.2 und 4.3).
Membran Ligand Zusatz Weichmacher Matrix Spezifischer
[Gew.-%) [Gew.-%] [Gew.-%] [Gew.-%] Widerstand
[ cm)

Nad 1.2 ETH 227 - 66.3 ETH 469 32.5 PVC 1.6-109
K4 1.3 Valinomycin - 68.3 ETH 469 30.4 PVC 7.7-108
Cab 3.3 ETH 1001 2.1 KTpCI1PB  63.7 ETH 469 30.9 PVC 4.4-107

7

H2 1.0 TDDA 0.5 KTpC1PB  65.6 ETH 469 32.9 PVC 1.7-10
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Die Eigenschaften der vier neuen ionenselektiven Membranen (Nad4, K4, Cab
und H2) wurden sowohl in Makroelektroden als auch in Durchflusselektroden
untersucht {vgl. [216}). Im Vergleich zu den urspriinglich optimierten
Membranen (Na3, K2, Ca3 und H1) wurden nahezu identische Elektrodenfunk-
tionen gemessen. Auch die Selektivitdten der Membranen mit dem Weichma-
cher ETH 469 blieben im wesentlichen erhalten. In Figur 10.1 sind die in
Durchflusselektroden gemessenen Selektivitatsfaktoren (log K??t-Werte)
dieser Membranen den geforderten, maximalen Werten fiir Messungen in Blut
(vgl. 4.3.1; maximaler selektivitdtsbedingter Aktivitdtsfehler: 1 %)
gegeniibergestellt. Diese Darstellung veranschaulicht die uneingeschriankte
Einsetzbarkeit der vier optimierten ionenselektiven Elektroden in Blut.

Im Hinblick auf ldngere kontinuierliche Messungen in einem extrakorpo-
ralen Blutkreislauf wurde die Stabilitdt der EMK in einer wdsserigen
Elektrolytlosung (vgl. Eichldsung wé in Tab. 10.2) fiir jede Durchfluss-
elektrode bestimmt. Die Standardabweichungen um den Mittelwert (Messdauer:
5 Stunden; n = 100) lagen bei *0.12 mV (Membran Na4), +0.03 mV (Membran
K4), +0.03 mV (Membran Ca5) und +0.08 mV (Membran H2). Wahrend dieser
Messung wurde eine Abweichung (sogenannter Drift) der EMK von +0.03 mV h-]
(Nad), +0.01 mv h™! (K4), +0.01 mV h™' (Ca5) bzw. -0.03 mV h™' (H2) be-
obachtet. Die Reproduzierbarkeit der Differenz zwischen den in einer
wasserigen Eichldsung (Wé, vgl. Tab. 10.2) bzw. in einer Serum-

probe gemessenen EMK-Werten (EMK(Wé) - EMK(S)) lag bei +0.05 mV (Na4),
+0.10 mV (K4) und +0.09 mv (Ca5) (die Standardabweichungen sind aufge-
fiihrt; n = 5). Da diese Messung unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt
wurden, wird kein Wert fiir die H'-selektive Membran angegeben. Die im
Durchflusselektrodensystem mittels Membran Nad, K4, Ca5 bzw. H2 erhal-
tenen Stabilitdten bzw. Reproduzierbarkeiten der EMK-Werte sind mit den im
Hinblick auf klinisch relevante Bestimmungen im Blut gestellten Anfor-
derungen {vgl. Tab. 4.7) durchaus in Uebereinstimmung.
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Figur 10.1. Geforderte (log KE?tmax-werte; vgl. 4.3.1) bzw. in Durch-

flusselektroden (Membran Nad4, K4, Ca5 und H2) bestimmte
Selektivitdatsfaktoren.
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10.3 Simultane Eichung der H'-, Na'*-, K*- und Ca?*-

selektiven Fliissigmembranelektroden

Eine aufeinanderfolgende Eichung jeder einzelnen Elektrode ist aus zeit-
lichen Griinden fiir den klinischen Gebrauch kaum denkbar. Folglich ist
eine simultane Eichung sdmtlicher Sensoren anzustreben. Die Herstellung
solcher Losungen ist nicht zuletzt wegen der Wahl eines pH-Puffers (vgl.
auch 7.3.2) mit Schwierigkeiten verbunden. Die simultane Eichung von
lediglich Na+—, k*- und Ca2+-se1ekt1ven Elektroden ist dagegen problem-
los. Bei dem zusatzlichen Einsatz einer pH-Elektrode wird eine genaue
Eichung wesentlich komplexer (vgl. [269]), da die im physiologischen
pH-Bereich wirksamen Puffer vielfach mit Erdalkaliionen und in gewissen
Fdllen auch mit Alkaliionen Komplexe bilden. Durch eine Korrektur fir
die Komplexbildung kann aber trotzdem eine genaue, simultane Eichung

H+—, Na+—, k*- und Ca2+—se1ektiver Elektrodenmessketten durchgefiihrt

werden. Diese Variante wurde im Rahmen dieser Arbeit angewandt.

Die Steigung der Elektrodenfunktionen der Na+-, k'~ und Ca2+-se1ektiven
Durchflusselektroden wurde mit Hilfe der drei ungepufferten Eichlfsungen
w], wz und w3 (vgl. Tab. 10.2) bestimmt. Der fiir jede einzelne Elektrode
erhaltene Wert gilt als richtige Steigung (Sr,i)' Anschliessend wurde die
Steigung der Elektrodenfunktionen mittels den mit TRIS pH-gepufferten
Eichldsungen Wi, W, und Né {vgl. Tab. 10.2) ermittelt. Ausser fir die W -

2

selektive Elektrode wurden dabei moglicherweise falsche Steigungen (sf i)
’
erhalten, welche mit den entsprechenden richtigen Steigungen (sr 1) in
k]

einem linearen Zusammenhang stehen:

s, . =Es. . (10.1)

Der Proportionalitdtsfaktor E ist im Idealfall fir jede Elektrode kon-
stant. Da dieser Koeffizient fiir die Na'-, K'- bzw. Ca’t-selektive Elek-
trode nahezu ideal war (1 + 0.02), konnte in der Folge auf Korrekturen

der mit Hilfe der EichlOsungen Wi, Né und Né erhaltenen Steigungen ver-
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Tabelle 10.2. Zusammensetzung [mmol L-]] von Eichldsungen zur simultanen
Eichung von H+-, Na+~, k*- und Ca2+-selektiven Elektroden.

Eichldsung Zusammensetzung [mmol L_]]
NaCl  KC1  CaCl, MgCl, ris?)  pH?)
W] 50.0 1.0 0.5 0.6
WZ 140.0 4.0 1.1 0.6
N3 250.0 10.0 5.0 0.6
Ni 50.0 1.0 0.5 0.6 50.0 8.02
Né 140.0 4.0 1.1 0.6 50.0 7.50
Wé 250.0 10.0 5.0 0.6 50.0 6.93
a)

Tris(hydroxymethy1)aminomethan
b) Mittels einer H'-selektiven Glasmembranelektrode gemessene
Werte. Die angegebenen pH-Werte wurden jeweils mit Salzsdure

eingestellt.

zichtet werden. Die daraus folgenden Fehler in den Na+-, K*- und Ca2+—

Konzentrationen sind <0.2 %. Modellberechnungen haben zusdtzlich gezeigt,
dass Fehler in der Steigung sich bei der Auswertung wesentlich geringer
auswirken als Fehler im Standardpotential bzw. Unsicherheiten in der EMK
der Eichldsung Né (vgl. G1. 4.61).
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10.4 Simultane, kontinuierliche Bestimmung der Konzentration
bzw. Aktivitdt von HY, Na*, K* und Ca?* im extrakorpo-

ralen Blutkreislauf beim wachen Hund bzw. Koninchen

Die vier ionenselektiven Durchflusselektroden (Membran H2, Nad4, K4 bzw.
Ca5) wurden mittels der Elektrolytldsungen W!, wé und wé geeicht. Wahrend
des Aufbaus des extrakorporalen Blutkreislaufs beim wachen Hund (Beagle)
bzw. Kaninchen, wurden die EMK-Werte in der fliessenden Eichldsung Né
verfolgt (vgl. 7.4). Nach der Messung im extrakorporalen Blutkreislauf
wurde jeweils nochmals mit Hiife der drei Eichldsungen die Steigung der

Elektrodenfunktionen kontrolliert.

In Figur 10.2 ist der zeitliche Verlauf der Na*-, K'- und Ca’*-Konzentra-
tion sowie des pH-Wertes im Blut eines wachen Kaninchens dargestellt. Um
das Ansprechverhalten der Elektrode zu iiberpriifen, wurden verschiedene
Salzldsungen intravends injiziert. Dabei verliefen die ermittelten Kon-
zentrationsdnderungen erwartungsgemdss. Vor bzw. nach dieser Messung im
fliessenden Blut (6 Stunden; in Fig. 10.2 ist nur ein Ausschnitt darge-
stellt) wurden Verschiebungen der EMK-Werte in der Eichlgdsung wé von
+0.06 mV (Membran Nad4), +0.11 mV (Membran K4), +0.11 mV (Membran Ca5)
und +0.37 mV (Membran H2) beobachtet. Diese Reproduzierbarkeitsangaben
und die Ergebnisse von zusdtzlich ausgefiihrten Messungen im extrakorpo-
ralen Blutkreislauf bei wachen Hunden bzw. Kaninchen (vgl. Fig. 10.2)
belegen die Einsetzbarkeit der verwendeten ionenselektiven Fliissigmem-
branen (Membran Na4, K4, Ca5 und H2) sowie des Durchflussystems fiir
pharmakokinetische Untersuchungen (vgl. auch 7.4).
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Figur 10.2. Zeitlicher Verlauf der im extrakorporalen Blutkreislauf
eines wachen Kaninchens simultan ermittelten Na+-, K*-

und Ca2+-Konzentrat1’0nen und des pH-Wertes.
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11. ELEKTRODENBAUARTEN, POTENTIOMETRISCHE MESSMETHODEN UND
AUSWERTEVERFAHREN

11.1 Makroelektroden

Wegen des einfachen und reproduzierbaren Einbaus von ionenselektiven
Flussigmembranen in gewisse Makroelektrodenksrper (z. B. Philips IS-561;
N. V. Philips' Gloeilampenfabricken, Eindhoven, Holland; vgl. Fig. 10 in
[367]) wurde zur Charakterisierung von neuartigen Membranen dieser Elek-
trodentyp gewdhlt (vgl. Kap. 5 bis 9). Als externe Makroreferenzelektrode
wurde eine Kalomelelekirode mit Briickenelektrolyt und Schiiffdiaphragma
eingesetzt (Philips R 44/2 SD-2; Referenzelektrolyt: gesdttigte, wdsserige
Losung von KC1; Briickenelektrolyt: 3 mol L-] KC1). Die EMK-Messungen
wurden diskontinuierlich (Proben in offenen Kunststoffbehdltern) an je-
weils etwa 40 mL Messlosung durchgefithrt. Die Herstellung der Membranen
erfolgte je nach Membranmatrix (PVC bzw. Silikongummi) nach einer der

beiden folgenden Varianten.

PVC-Membranen. Die einzelnen Komponenten (zusammen jeweils ~180 mg)
wurden in ein Pillenglas eingewogen und mit etwa 2 mL Tetrahydrofuran
(THF), welches unmittelbar vor dem Gebrauch destilliert wurde, aufgeldst.
Diese Membranlosung wurde in einen auf einer Glasplatte liegenden plan-
geschliffenen Glasring (Innendurchmesser: 24 mm) gegossen. Nach dem
Verdunsten des THF (nach etwa 12 Stunden) wurden aus der zuriickbleibenden
Membran (Dicke: ~0.2 mm) mittels eines Korkbohrers Membranscheiben von

7 mm Durchmesser ausgestanzt und in Makroelektrodenkorper eingebaut.

Silikongummimembranen. Die Membrankomponenten wurden eingewogen (zusammen

jeweils ~180 mg) und in etwa 2 mL Methylenchlorid gelost. Diese Membran-
losung wurde in einen auf einer Teflonplatte ruhenden Glasring gegossen.
Wahrend des Verdunsten des Methylenchlorids scheint die Vernetzung der
Matrix vollstdndig abzulaufen. Anschliessend wurden aus der resultierenden
Membran (Dicke: ~0.2 mm) ebenfalls Scheiben von 7 mm Durchmesser gestanzt.
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11.2 Minielektroden

Auch bei der Hefstellung der F1ﬁésigmembranminielektroden ist das Ver-

fahren von der Membranmatrix abhéngig.

Minielektroden mit PVC-Fliissigmembranen. Die Membranscheibe (Durchmesser:

7 mm) wurde mit einer Messingkappe iiber das Ende eines PVC-Schlauches
(Lange: ~4 cm; Querschnitt: 5 mm (a. D.), 3 mm (i. D.)) gespannt. Die
Membran wurde dann auf den Kunststoffschlauch geschweisst, indem die
Metallkappe kurz auf eine Heizplatte gedriickt (10 Sekunden bei 120 0C)
und anschliessend in kaltes wasser‘getaucht wurde. Der durch dieses Ver-
fahren nicht vollstdndig angeschweisste Membranrand wurde mit einem auf-
geheitzten Draht an den PVC-Schlauch verschmolzen. Der Elektrodenkdrper
wurde mit innerer Referenzldsung gefiillt und mit einem elektrischen Ab-
leitelement (chlorierter Silberdraht und Stecker (LEMO-Koaxialkupplung,
RCS. OA. 250; Lemo SA, 1110 Morges)) versehen,

Minielektroden mit Silikongummimembranen. Die Silikongummi-Membranscheibe

(Durchmesser: 7 mm) wurde mit einer Silikonldsung (Silopren und Vernetzer
(10 Gew.-%) in zwei Teilen Methylenchlorid) auf ein Stiick Silikongummi-
schlauch (Lénge:~4 cm; Querschnitt: 5 mm (a. D.), 3 mm (i. D.)) geklebt.
Der iiber den Schlauchrand vorstehende Membranteil wurde mit einer Rasier-
klinge abgeschnitten. Wie bei den PVC-Minielektroden wurde ein Ableit-

element auf das andere Ende des Elektrodenschaftes aufgesetzt.

Ausser bei direkten Vergleichsmessungen mit Membranen in Makroelektroden
oder mit einer pH-Glaselektrode (vgl. 8.4} wurden die jonenselektiven
Minielektroden in dem fiir diese Elektrodenbauart enzwickelten Durchfluss-
system eingesetzt (vgl. die schematische Darstellung dieses Systems in
{32, 132]). Eine dazu passende Referenzelektrode [17] (Briickenelektrolyt:
3 mol L-] NH4C1) und eine Commonminielektrode (Platindraht in einer Glas-
kapillare als Elektrodenkorper) ermoglichten dabei die differentielle
Messung der EMK. Eine peristaltische Pumpe saugte bei einer Flussgeschwin-
digkeit von 18 mL h_] die Messlosung in das Durchflusselektrodensystem.

Die EMK-Messungen erfolgten jedoch bei ruhender Probeldsung.
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11.3 Durchflusselektrodensystem

Ein bereits friiher entwickeltes Durchflusselektrodensystem [43, 137, 318]
wurde in einer verdnderten Version vor allem bei kontinuierlichen Mes-
sungen im extrakorporalen Blutkreislauf von wachen Tieren eingesetzt
(vgl. Kap. 7 und 10). In Figur 11.1 ist die Messanordnung, die zur simul-
tanen quantitativen H+-, Na+-, *- und CaZ+—Bestimmung {vgl. Kap. 10)
verwendet wurde, in einem Ldngsschnitt dargestellt. Die Durchflusselek-
trodenkdrper wurden aus Stiicken eines Poly(methylimethacrylat)-Stabes
(Plexiglas) angefertigt. Die Referenz- und die Commonelektrode wurden mit
Hilfe eines Poly(tetrafluorodthylen)-Doppelkonus {(Teflon) miteinander
verbunden, wahrend die iibrigen Verbindungen mittels Silikongummi-0-Ringen
gewdhrleistet wurden. Die Elektrodenkdrper wurden in einem Aluminiumge-
hduse zusammengesetzt und befestigt. Eine peristaltische Pumpe (Perpex
Modell A; H. J. Guldener, 8047 Ziirich) saugte die Probeldsung mit einer
Flussgeschwindigkeit von 18 mL h-] durch den Messkanal. Eine zweite Pumpe
forderte den Referenzelektrolyten (0.9 mL h-]) durch eine Verengung in
die Probeldsung (vgl. Fig. 7.7 und 11.1). Erfahrungsgemiss muss dabei das
Verhdltnis der Flussgeschwindigkeit des Referenzelektrolyten zu der der
Messldsung mindestens 1:10 sein. Ein Filter aus Celluloseacetat (Poren-
grosse: 8 pm; Typ SC; Millipore SA, 67120 Molsheim, France) wurde zu-
satzlich zur Verengung des Referenzelektrolytenkanals als Restriktion
eingesetzt (vgl. Fig. 11.1). Um eine Verstopfung dieser Restriktion bzw.
die Bildung von Luftblasen moglichst zu verhindern, wurde die Referenz-
1osung jeweils filtriert und entgast. Zwischen der Pumpe und der Referenz-
elektrode wurde ein Filter aus Teflon (Porengrisse: 10 um; Typ LC,
Millipore SA) in die Zuleitung des Referenzelektrolyten eingebaut {vgl.
Fig. 7.7). Die Kunststoffdeckel der Pumpen, der Behilter der Referenz-
16sung und samtliche Schlduche wurden mit angepassten Metallabschirmungen
bzw. Drahtwicklungen versehen. Diese Abschirmungen, das Aluminiumgehduse

und die Halterung des Versuchstiers wurden geerdet.
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Die ionenselektiven Fliissigmembranen wurden direkt in die einzelnen
Elektrodenkdrper gegossen. Dabei wurde der Probekanal mit einem Teflon-
Schlauch verdichtet. Mit einer Mikropipette wurden dann 40 ulL Membran-
losung (Membranldsung: ~180 mg Membrankomponentengemisch, 2 mL THF;

vgl. 11.1) in den fiir die Innenableitldsung vorgesehenen Raum gegossen.
Das THF wurde mit einem schwachen Stickstoffstrom innert etwa drei Minu-
ten abgedampft. Nach dem vollstdndigen Trocknen der Membran mit einem
stdrkeren Gasstrom wurde der Teflonschlauch sorgfdlitig aus dem Probe-
kanal entfernt. Nach dem Einfiillen mit Innenableitidsung wurde die innere
Ableitelektrode (Ag/AgCl), welche bereits mit dem Stecker versehen war,
auf den Elektrodenkirper geschraubt.

Fir Vergleichsmessungen wurde zusdtzlich eine H'-selektive Glasmembran-
durchflusselektrode hergestellt. Dabei wurde ein Stiick eines H+-selek-
tiven Glasrohrs (Glasblaserei W. Moller, 8050 Ziirich) in einem hohlen
Elektrodenkdrper eingeklebt. Die sensitive Membran diente somit gleich-
zeitig als Probekanal (vgl. Fig. 3.1 c)).

Mit dieser Durchflusselektrodenanordnung (Fig. 11.1) wurden die Poten-
tialdifferenzen zwischen Referenzelektrode {Ag/AgCl) und ionenselek-
tiven Elektroden differentiell relativ zur Commonelektrode (Platindraht)
gemessen. Diese Messtechnik erhoht die Stabilitdt der Potentialmessungen
(43, 137, 318, 458, 459].

Die technischen Zeichnungen der verschiedenen Teile des Durchflusselek-
trodensystems wurden von Herrn R. E. Dohner (Laboratorium fiir organische
Chemie ETH, Gruppe von Prof. Dr. W. Simon) angefertigt. Herr H. Schnyder
(Werkstatt des Laboratoriums fiir organische Chemie ETH) stellte dieeinzel-
nen Teile her.
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11.4 Messgerdte

Die EMK der Makroelektrodenmessketten wurde iiblicherweise mit einem inte-
grierten Impedanzwandler (Eingangsimpedanz: ]0]4 Q3 operational amplifier
Philbrick 1702-01; Teledyne Philbrick, Denham, MA 02026, U. S. A.) in
Verbindung mit einem Digitalvoltmeter (Solartron A 240; Solartron Elec-
tronic Group Ltd., Farnborough, Hampshire, England) gemessen und in vor-
gewdhlten Zeitabstidnden mit einem Drucker (Print Swiss DT 21 MK II;
Wenger Datentechnik, 4053 Basel) registriert. Die Durch die Messeinrich-

tung bedingte Standardabweichung eines Einzelwertes betrdgt 0.1 mV.

Die Messung der EMK der Minielektroden erfolgte vorwiegend nach der dif-
ferentiellen Technik. Die jonenselektive Elektrode und die Referenz-
elektrode wurden mit FET-Operationsverstarkern (AD 515 KH (Eingangsimpe-
danz: 2 pF )|10]5 2); Analog Devices, Norwood, MA 02026, U. S. A.) ver-
sehen, und die Potentialdifferenzen wurden relativ zur Commonelektrode
gemessen. Das Analogsignal des Differentialverstdrkers wurde in ein
Digitalsignal umgewandelt (Analog-Digital-Wandler, analog interface board
DT 1744; Data Translation, Natick, MA, U. S. A.; EMK-Aufldsung: 0.1 mV).
Die Messdaten mit den entsprechenden Zeitangaben und Kanalbezeichnung
wurden im Hinblick auf spdtere Auswertungen mittels eines Kleincomputers
gespeichert (single-board computer SBC 80/20-4; SBC 116 A; Intel Corp.,
Santa Clara, CA 95051, U. S. A.; arithmetic processor AMC 95/6011; Ad-
vanced Micro Computers, Santa Clara, CA 95051, U. S. A.). Ein Bildschirm
(display terminal ADDS Regent 20; Applied Digital Data Systems Inc.,
Hauppage, NY 11787, U. S. A.) und ein Drucker (Matrix-Drucker Print Swiss;
Wenger Print Swiss Matrix, 4053 Basel) waren an dieser Speicher- und
Rechnereinheit angeschlossen, Die EMK-, Zeit- und Kanalangaben konnten
auch auf Papierstreifen gestanzt werden (Facit 4070; Facit AB, Central
Service Department, 59700 Atvidaberg, Sweden) und mit Hilfe eines pro-
grammierbaren Tischrechners (HP-85; Hewlett-Packard, Colorado, U. S. A.)
ausgewertet und dargestellt (Plotter HP-7225B) werden.
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Die EMK-Messung mit dem Durchflusselektrodensystem erfolgte ebenfalls
nach der differentiellen Messtechnik. Die Referenzelektrode und die
ionenselektiven Elektroden wurden mit Impedanzwandlern (AD 515 KH) ver-
sehen. Das Analogsignal des Verstadrkers (Philbrick 1702-01) wurde durch
ein Digitalvoltmeter (Solartron LM 1604 DC; Messempfindlichkeit: +0.01 mV)
umgewandelt. Die EMK-, Zeit- und Kanalangaben wurden mit Hilfe eines
Druckers registriert und bei gewissen Exper{menten auf Papierstreifen
gestanzt. Wahrend der Messungen an lebenden Tieren wurden die EMK-Werte
kontinuierlich mit einem Schreiber (Recorder Serie 310; W+W Electronic,
4000 Basel) aufgezeichnet {217). Dabei wurde ein nicht kommerziell er-
hd1tliches Digitalvoltmeter eingesetzt (EMK-Auflgsung: 0.1 mV; Entwick-
lung und Herstellung: P. Périsset, Laboratorium fiir organische Chemie
ETH, Gruppe von Prof. Dr. W. Simon).

11.5 Messmethoden und Auswerteverfahren

Die Elektrodenfunktionen (EMK gegen log ai) wurden jeweils in Chlorid-

6 mo't L_] und

1osungen des entsprechenden Kations I zwischen ¢ = 10
c. = ]0-]
i

Debye-Hiickel-Formalismus (vgl. 4.1.3) in Aktivitdten a; umgerechnet und

-1 . : "
mol L = gemessen. Die Konzentrationen C; wurden gemdss dem

die gemessenen EMK-Werte wurden fiir Aenderungen des Fliissigkeitspoten-
tials gemass dem Henderson-Formalismus korrigiert. Diese Auswertungen
wurden mittels eines programmierbaren Tischrechners (Hewlett-Packard
HP-9830 A; Programme P. C. Meier, Laboratorium fiir organische Chemie ETH,
Gruppe von Prof. Dr. W. Simon) durchgefiihrt.

Die Selektivitdtsfaktoren (log K??t) wurden gemdss der Methode der ge-
trennten Ldsungen (sepafate solution method, SSM [228]) in 0.1 mol L-]

Metallchloridlgsungen ermittelt. Folgende, aus der Nicolsky-Gleichung
(4.8) abgeleitet Beziehung wurde zur Auswertung der EMK-Messwerte benutzt
(EMKi: EMK in der Chloridl8sung des Messions I; EMKj: EMK in der Chlorid-
1gsung des Stérions J): ’
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EMKj - EMK, /z.

Pot i %4
- - Tog (a;) J 4 og 3, (11.1)

Tog K.
9 ij s

Der elektrische Widerstand RM der ionenselektiven Membran wurde gemdss

einer Vergleichsmethode [429, 460] ermittelt. Die EMK der ionenselektiven
Elektrodenmesskette (UO) wurde in einer 0.1 mol L Chloridldsung des
Ions I gemessen. Anschliessend wurde ein gegeniiber dem zu bestimmenden

Membranwiderstand RM hoher Widerstand R, von bekanntem Wert (RP > RM)

P

parallel zu R, geschaltet. Dabei wurde iiber den eingefiihrten Vergleichs-

M

widerstand ein Spannungsabfall aU (AU = U, - UP) registriert. Mit Hilfe

0
folgender Beziehung wurde der Membranwiderstand ermittelt:

(11.2)

Aus dieser Beziehung kann entnommen werden, dass bei einem Spannungsab-

fall AU von UO/Z, der Membranwiderstand R, genau dem zugeschalteten Ver-

M
gleichswiderstand RP entspricht. Da die eingesetzten Vergleichswider-
stdnde Toleranzen von 10 % aufweisen, entspricht diese Unsicherheit auch

etwa der der ermittelten Membranwiderstdnde.

Bei der statistischen Auswertung der EMK-Werte wurde iiblicherweise fiir

jede gemittelte Grisse ein Streuwert (+) angegeben. Falls keine weiteren
Angaben erfolgen, handelt es sich dabei um die Standardabweichung s der

n Cinzelwerte X5 um den Mittelwert x:

(11.3)
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Die Elektrodenfunktionen und Korrelationsgeraden wurden mittels linearer
Regression erhalten:

Y=1(Bz+ sB) X+ (Ats,) (11.4)

A

Die Steigung B, der Achsenabschnitt A und die entsprechenden Streuwerte

sB bzw. S

(x;y)) {262]:

wurden mit Hilfe folgender Gleichungen berechnet (n Wertepaare

nIxy-=zIx 1Ly

ni x2 - (Zx)2

Sy = (1.7
Sy * (11.8)
sg = (11.9)
Sp = S ZL%E (11.10)
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Die Streuung um die Gerade bzw. die Reststreuung von Y auf X wurde

gemass folgender Beziehung berechnet:

=12
- \’Z ly - y)~ _ 1{"?“
SYX = —Tr— SB SX n 1 (]].]])

Vielfach wird bei Vergleichsuntersuchungen der Korrelationskoeffizient r

als Streuwert einer Regressionsgeraden angegeben:

S n-2 S 2
r=18.8.-82>= |- (—15) (11.12)
Sy

falls B,, = B [r] =1

X ©

Die Reststreuung s,, ist ein Mass fiir die Streuung von Y um die Regres-

YX
sionsgerade (Standardfehler des Schatzwertes y), wobei die Streuung von
X aufgehoben wurde. Zwei Parallelen zur Regressionsgeraden im Abstand

+ ZsY bilden ein Band, das 95.5 % der n Wertepaare enthdlt. Die Rest-

X
streuung ist eine relevantere Streugrdsse als der iibliche Korrelations-

koeffizient r.

11.6 Verwendete Substanzen

Die widsserigen Losungen wurden mit doppelt quarzdestilliertem deionisier-
tem Wasser zubereitet. Die verwendeten Chemikalien (von Fluka AG, 9470
Buchs oder von E. Merck, Darmstadt, BRD) waren jeweils mit den Reinheits-
graden puriss. bzw. p. a. vermerkt. Fiir die albuminhaltigen Ldsungen
wurde Albumin aus Rinderblut (Fraktion V, pulv., Fluka AG) verwendet.
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Nahezu samtliche eingesetzten Membrankomponenten kdnnen von Fluka AG be-
zogen werden.

TDDA : Tri-n-dodecylamin (Fluka 91660)

Valinomycin (Fluka 94675)

ETH 149 : N,N'-Diheptyl-N,N',5,5-tetramethyl-3,7-dioxanonandiamid
(ETH-Synthese 461 , Fluka 62557)

ETH 1644: cis-N,N,N',N'-Tetraisobutyl-1,2-cyclohexandicarboxamid
(ETH-Synthese 462 , Fluka 62559)

ETH 157 : N,N'-Dibenzyl-N,N'-diphenyl-1,2-phenylendioxydiacetamid
(ETH-Synthese [308], Fluka 71733)

ETH 227 : 1,1,1-Tris[1'-(2'-oxa-4'-0x0-5"'-aza-5"'-methy1)-dodecyl Jpropan
(ETH-Synthese {309], Fluka 71732)

ETH 1001: (-)-(R,R)-N,N'-Bis[(11-dthoxycarbonyl)undecyl]-N,N',4,5-
tetramethyl-3,6-dioxyoctanamid
(ETH-Synthese [463], Fluka 21192)

0-NPOE : o-Nitrophenyl-n-octyldther
(ETH-Synthese gemdss [464], Fluka 73732)

BBPA : Bis(1-butylpentyl)adipat
(ETH-Synthese [465], Fluka 02150)

DOS : Bis(2-dthylhexyl)sebacat (Fluka 84818)

ETH 469 : 1,10-Bis[4'-(5' -nonyloxy-carbonyl)-butyryloxy]decane
(ETH-Synthese [466])

KTpC1PB : Kalium-tetrakis(p-chlorophenyl)borat
(ETH-Synthese gemiss {467], Fluka 60591)

PVC : Poly(vinylchlorid)
(PVC 704 hochmolekular; Lonza AG, 3930 Visp; kann bei Fluka AG
(Nr. 81393) bezogen werden)

THF : Tetrahydrofuran (Fluka 87369)

Silopren {Silopren K 1000; Bayer AG, Leverkusen, BRD)

Vernetzer (KA-1; Bayer AG)

Methylenchlorid (Fluka 66740)

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, welche hier nicht

erwahnt wurden, wurden von den Firmen Fluka AG oder E. Merck bezogen.
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12, ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Messverfahren zur potentiome-
trischen Bestimmung der Konzentration von freiem Li+, Na+, k" und Ca2+,
der Konzentration des totalen Calciums, sowie der H'-Aktivitat im Blut

entwickelt. Dabei kamen Elektroden mit optimierten Flissigmembranen be-
ruhend auf ionenselektiven neutralen Carriern zum Einsatz. Ein Teil der
Messungen wurde mittels eines im Laufe dieser Arbeit verbesserten Durch-

flusselektrodensystems durchgefiihrt.

Verschiedene grundlegende Probleme der Anwendung von ionenselektiven
Elektrodenmessketten im Blut, wie z. B. der Einfluss von Proteinen, Puf-
ferldsungen sowie Eichl0sungen, oder Auswirkungen von Fliissigkeits- und
Stromungspotentialen wurden diskutiert. Bedingt durch Proteine und Li-
pide sind so z. B. auf Grund unterschiedlicher Bezugsvolumina etwa um
6.8 % hohere Konzentrationswerte bei direkt potentiometrischen im Ver-

gleich zu atomspektrometrischen Bestimmungen zu erwarten.

Die Einsetzbarkeit von zwei synthetischen, nicht makrocyclischen Iono-
phoren (ETH 157 und ETH 227) fir Na+-Bestinmungen mittels PVC-Flissig-
membranelektroden im Blut wurde untersucht. Optimierte Membranen be-
ruhend auf dem Na+-Liganden ETH 227 und dem PVC-Weichmacher Bis(1-butyl-
pentyl)adipat erfiillten denn auch die gestellten Anforderungen. Die in
40 Serumproben ermittelten Na'-Konzentrationen korrelierten erwartungs-
gemdss mit den flammenphotometrisch erhaltenen Werten. Die direkt poten-
tiometrisch bestimmten Konzentrationen waren durchschnittlich um 5.4 %

hoher als die Vergleichswerte.

Fiir die K+—Bestimmungen wurden herkommliche PVC-Fliissigmembranen sowie
Silikongummimembranen mit dem Antibiotikum Valinomycin als ionenselek-
tiver Komponente eingesetzt. Die Brauchbarkeit beider Membranen fiir K+-
Konzentrationsbestimmungen in Blutserum wurde mittels flammenphotome-

trischer Vergleichsmessungen aufgezeigt. Im Gegensatz dazu kann jedoch

in Urin wegen der geringeren Anioneninterferenz nur die Silikongummi-
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membran eingesetzt werden.

Eine Ca2+-selektive Fliissigmembran beruhend auf dem synthetischen, neu-
tralen Carrier ETH 1001 und dem Weichmacher Bis(2-dthylhexyl}sebacat
wurde im Hinblick auf Messungen im angesduerten Serum entwickelt. Durch
Verdiinnung von Serumproben mit Hilfe eines Acetatpuffers (pH 3.50) wurde
das gebundene Calcium freigesetzt und die Konzentration des totalen Cal-
ciums potentiometrisch erfasst. Diese Werte korrelierten nahezu perfekt
mit atomspektrometrisch erhaltenen Konzentrationswerten.

Zwei auf dem Liganden ETH 1001 und dem Weichmacher Bis(2-dthylhexyl)-
sebacat bzw. o-Nitrophenyl-n-octyldther beruhende Ca2+-selektive Mem-
branen wurden zur kontinuierlichen Konzentrationsbestimmung des ioni-

sierten Ca2+

im extrakorporalen Blutkreislauf von wachen Hunden einge-
setzt. Zur Anwendung kam ein im Rahmen dieser Arbeit ausgebautes Durch-
flusselektrodensystem, welches sich im Hinblick auf pharmakokinetische

Untersuchungen als ideal erwies.

Optimierte H+-se]ektive Fliissigmembranen mit Tri-n-dodecylamin als ionen-
selektive Komponente wurden in einem Blutgasanalysator (Gas Check AVL
939) auf ihfe klinisch Relevanz gepriift. Die mittels einer Fliissigmem-
branelektrode in tonometrierten, heparinisierten Blutproben ermittelten
pH-Werte waren mit den Werten, welche mit Hilfe einer bereits im Analy-
sator eingebauten Glaselektrode bestimmt wurden, in guter Uebereinstim-

mung.

Verschiedene Li -selektive Fliissigmembranelektroden beruhend auf den
Carriern ETH 149 bzw. ETH 1644 wurden im Hinblick auf die Ueberwachung
von manisch-depressiven, unter Lithiumtherapie stehenden Patienten cha-
rakterisiert. Keine der untersuchten Membranelektroden erfiilite jedoch
die gestellten Anforderungen.
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Die Na+-, K- und Ca2+- Konzentrationen sowie die H -Aktivitat wurden mit-
tels der vier neuen, im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten
ionenselektiven Fliissigmembrandurchflusseiektroden im extrakorporalen
Blutkreislauf eines wachen Kaninchens simultan wahrend mehrerer Stunden
verfolgt. Dabei kam in allen vier Membranen der hoch lipophile Tetraester
ETH 469 als PVC-Weichmacher zum Einsatz. Durch verschiedene intravendse

Salzzugaben wurde das Verhalten der einzelnen Elektroden iiberpriift.

Die ausserordentlich strengen Anforderungen an potentiometrische Mes-
sungen im Hinblick auf klinisch relevante Messergebnisse, wie sie im
Rahmen dieser Arbeit diskutiert wurden, werden fiir H+-, Na+-, K- und
2+
Ca

Messeinrichtungen durchwegs erfiillt.

-selektive Fliissigmembranelektroden bei Benutzung von geeigneten
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13. SUMMARY

LIQUID MEMBRANES FOR THE POTENTIOMETRIC DETERMINATION OF THE CONCENTRATION
AND THE ACTIVITY OF THE HYDROGEN, SODIUM, POTASSIUM AND CALCIUM IONS IN
SERUM AND BLOOD '

Potentiometric procedures to determine the concentration of Li+, Na+, *
and Ca2+, as well as total calcium and the activity of H+ in blood have
been developed and are presented in this work. The sensors used are all
based on neutral carriers incorporated in optimized liquid membranes.
Some of the measurements have been done with an improved flow-through
electrode system.

Several fundamental problems in the application of ion-selective elec-
trode systems in blood are discussed, e. g. the influence of proteins,
buffer and calibration solutions, the effects of liquid junction and
streaming potentials. Due to the volume of proteins and lipids in serum,
values obtained by direct potentiometry are expected to be 6.8 % larger
than those measured by atomic spectrometry.

Two synthetic ionophores (ETH 157 and ETH 227) have been investigated in
PVC liquid membrane electrodes for the determination of Na+~in serum. The
carrier ETH 227, together with bis(1-butylpentyl) adipate as the plasti-
cizer, has been found to fulfill the imposed requirements. The Na® concen-
trations of 40 serum samples determined by direct potentiometry correlated
as expected with the values obtained by flame photometry. The values
determined by direct potentiometry were on average 5.4 % greater.

Flame photometric measurements have shown that, with the antibiotic vali-
nomycin as the ionophore, both PVC based liquid membranes and silicone
rubber membranes are suitable for K" determination in blood. For measu-
rements in urine, only a silicone rubber membrane is suitable because of

its smaller anion interference.
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A Ca2+ selective 1iquid membrane based on the synthetic neutral carrier
ETH 1001 with bis(2-ethylhexyl) sebacate as plasticizer has been shown to
be suitable for measurements in acidified serum. The dilution of serum
with an acetate buffer (pH 3.50) releases complexed calcium, and therefore
the total calcium concentration could be determined potentiometrically.
These measured values agreed perfectly with those obtained by atomic
spectrometry.

Membranes containing the ionophore ETH 1001 with bis{2-ethylhexyl) sebac;te
or o-nitrophenyl-n-octyl ether as plasticizer have been used for conti-
nuous monitoring of ionized Caz+ in an extracorporeal blood bypass of a
conscious dog. The flow-through electrode system developed in our labora-
tories turned out to be ideally suited for pharmaco-kinetic investigations.

Optimized H' selective liquid membranes based on tri-n-dodecylamine have
been tested in a blood gas analyzer (Gas Check AVL 939) for their clini-
cal suitability. The pH values of tonometered heparinized blood samples
obtained with a l1iquid membrane electrode were in good agreement with
those measured with the glass electrode of the analyzer.

Several Li' selective liquid membrane electrodes based on ETH 149 or
ETH 1644 have been evaluated for an application in lithium therapy. None

meets the required performance characteristics.

A simultaneous and continuous monitoring of Na+, K+, Ca2+ and H' in an
extracorporeal blood bypass of a rabbit has been performed with the deve-
Toped flow-through liquid membrane electrodes. The newly synthesized
highly lipophilic plasticizer ETH 469 has been employed in all four mem-
branes. The responses of the electrodes were tested using intravenuous

injections of electrolyte solutions.

The H+, Na+, k" and Ca2+ selective 1iquid membrane electrodes fulfilled
the extremely high demands required of clinical potentiometric measure-

ments.
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14, RESUME

MEMBRANES LIQUIDES POUR LA DETERMINATION POTENTIOMETRIQUE DE LA CONCEN-
TRATION ET DE L'ACTIVITE DES IONS HYDROGENE, SODIUM, POTASSIUM ET CALCIUM
DANS LE SERUM ET LE SANG

Le présent travail met en évidence le déveléppement de méthodes poten-
tiométriques destinées a la détermination de la concentration des ions
libres L1+, Na+, k' et Ca2+, du calcium total ainsi que de 1'activité
ionique de H' dans e sang. Des membranes liquides basé&es sur des por-
teurs neutres & sélectivité ionique furent optimalisées et mises en ap-
plication dans des électrodes. Une partie des mesures fut effectuée a

1'aide d'un systéme d'é@lectrodes & flux continu.

Divers problémes fondamentaux relatifs a 1'application de chaines d'élec-
trodes & sélectivité ionique furent examinés: 1'influence des protéines
ou de solutions tampons, les effets de potentiels de liquides et de po-
tentiels de flux. La présence de protéines et de lipides appelant dif-
férents volumes de référence, des résultats supérieures de environ 6.8 %
sont ainsi a prévoir pour des déterminations potentiométriques compara-

tivement aux mesures par absorption atomique.

L'application de deux ionophores synthétigques non macrocycliques (ETH 157
et ETH 227) pour la détermination de Na+ dans le sang au moyen d'électro-
des avec membrane liquide en CPV fut &tudiée. Des membranes optimalisées,
basées sur le ligand ETH 227 et sur le plastifiant adipate de bis(1-butyl-
pentyl) répondérent aux exigences imposées. Les concentrations de Na*
déterminées dans 40 échantillons de sérum donnérent avec les valeurs
obtenues par photométrie de flamme une corrélation en accord avec le
modéle présenté. Les concentrations déterminées par potentiométrie di-

recte étaient en moyenne 5.4 % supérieures aux valeurs de comparaison.
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Pour Tes déterminations de K+, des membranes liquides en CPV et des mem-
branes en silicone plastifié, avec 1'antibiotique valinomycine comme com-
posant & sélectivité ionique, furent utilisées. L'applicabilité des deux
membranes pour la détermination de concentrations des ions k" dans le

sérum sanguin fut démontrée a 1'aide de mesures de comparaison par photo-
métrie de flamme. Dans 1'urine, seule une membrane en silicone plastifié

put toutefois étre utilisée grace a 1'interférence anionique réduite.

Une membrane liquide sélective pour Ca2+ basée sur le porteur neutre syn-
thétique ETH 1001 et le plastifiant sébagate de bis{2-éthylhexyl) fut
développée en vue de la mesure dans le sérum acidifié. Par la dilution
d'échantillons de sérum & 1'aide d'un tampon d'acétate (pH 3.50) le cal-
cium 1ié fut 1ibéré et 1a concentration du calcium total put étre déter-
miné par potentiométrie. Ces valeurs étaient en corrélation presque

parfaite avec les concentrations obtenues par absorption atomique.

Deux membranes sélectives pour Ca2+ basées sur le ionophore ETH 1001 et

le plastifiant o-nitrophényl-n-octyléther, respectivement sébagate de
bis({2-&thylhexyl) furent utilisées pour la détermination continue de la
concentration du Ca2+ ionisé dahs la circulation sanguine extracorporelle
de chiens non anesthésiés. Un systéme d'électrodes pour la mesure continue
fut développé, lequel se montra particuliérement approprié pour des études

pharmacocinétiques.

Des membranes liguides sélectives pour H+ avec tri-n-dodécylamine comme
composant sélectif furent incorporées dans un analyseur de gaz sanguins
(Gas Check AVL 939) et examinées dans 1'optique des exigences cliniques.
Les valeurs de pH déterminées dans des échantillons tonométrés de sang
héparinisé par 1'intermédiaire d'une électrode & membrane liquide corres-
pondaient aux valeurs obtenues avec 1'électrode & membrane de verre de

1'analyseur.
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Différentes électrodes a membrane liquide sélective pour Li+, basées sur
le porteur ETH 149 ou ETH 1644, furent évaluées en vue de la surveillance

de patients maniaco-dépressifs soumis & une thérapie de 1ithium. Aucune

des @lectrodes étudiées ne satisfaisait toutefois les exigences demandées.

La concentration de Na+, K" et Ca2+, ainsi que 1'activité &e-H+ furent
déterminées simultanément et de maniére continue durant plusieurs heures
dans la circulation sanguine extracorporelle d'un lapin, & 1'aide des
quatre nouvelles électrodes a membrane liquide développées dans le cadre
du présent travail. Le tétraester ETH 469 de lipophilie trés élevée fut
appliqué dans les quatre membranes comme plastifiant du CPV. Le compor-
tement de chaque electrode fut &tudié par 1'intermédiaire d'injections

intraveineuses de solutions aqueuses de divers sels.

Les exigences exceptionnellement élevées imposées aux mesures potentio-

métriques en vue de déterminations cliniques représentatives sont large-
. . - = N . - . +

ment satisfaites par les &lectrodes a membrane liquide sélective pour H ,

Na+, K et Ca2+ en application dans des systémes de mesure appropriés.
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