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Vereinfachte photometrische Calciumbestimmung im Setum
ohne Eiweillfillung

Von ]. HoEFLMAYR und R. FrieD

Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der Firma Dr. Heing Haury, Miinchen

(Eingegangen am 8. Januar/26. Februar 1973)

Eine vercinfachte Methode zur Bestimmung des Calciums im Serum ohne EiweiBfillung wird angegeben. Der Calciumwert wird aus der
Extinktionsdifferenz des Farbkomplexes mit Glyoxal-bis(2-hydroxyanil) vor und nach Zugabe von Athylendiamintetraessigsiure be-
stimmt. Die Prizision und Richtigkeit der Methode sind ausgezeichnet.

Simplified photometric determination of Calcium in serum without deproteinisation

A simplified method for the determination of Calcium in serum without protein precipitation is described. The calcium values are ob-
tained from the difference in optical density of the Glyoxal-bis(2-hydroxyanil) colour complex before and after the addition of EDTA.

Precision and accuracy of the method are excellent.

Auf der Suche nach einem Reagenz fiir eine einfache
photometrische Calciumbestimmung im Serum, das so
empfindlich ist, da3 diese Bestimmung im stark ver-
diinnten Serum und folglich ohne EiweiBfillung
durchzufiihren ist, sind wir auf das Glyoxal-bis(2-
hydroxyanil) gestoBen. Urspriinglich von KEerr (1) fiir
die photometrische Calciumbestimmung im Regen-
wasser vorgeschlagen, wurde dieses Reagenz zur
photometrischen Serumcalciumbestimmung von MAGER
und FARESE (2) erstmalig verwendet. Burr (3) hat dieses
Reagenz fiir eine automatische Calciumbestimmung im
Serum eingesetzt.

Wir haben die von MAGER und FARESE vorgeschlagene
Methode iiberpriift und zur weiteren Vereinfachung
modifiziert und konnten dabei die vorziigliche Eignung
von Glyoxal-bis(2-hydroxyanil) fiir diese Bestimmung
ohne EiweiBfillung unter Beweis stellen. Die Methode
beruht auf folgendem Prinzip: Das Serum wird durch
einen alkalischen Boratpuffer stark verdiinnt und mit
einer methanolischen Glyoxal-bis(2-hydroxyanil)-L6-
sung versetzt. Dabei bildet sich ein orange-roter Fatb-
komplex, dessen Intensitit bei 510—560 nm (z. B.
Hg 546) gemessen wird. Durch Zusatz von Athylen-
diamintetraessigsiure wird dieser Komplex zerstort und
danach die Messung wiederholt. Die Differenz der

(Analyse Ext. I—II) — (Leerwert Ext. I—II)
(Standard Ext. I—II) — (Leerwert Ext. I—II)

Ergebnisse und Diskussion

Wie MAGER et al. sowie Burr konnten auch wir uns
durch Zusatzversuche iiberzeugen, daB Magnesium-
und Phosphat-Ionen in einer im Serum iblichen
Konzentration nicht stéren. Der von MAGER et al.
vorgeschlagene Zusatz eines mit Wasser mischbaren
organischen Lo&sungsmittels ist nach unseren Unter-
suchungen unnétig. Dagegen hat der Zusatz von
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beiden Messungen ergibt nur den auf der Calcium-
menge beruhenden Extinktionswert; eventuelle Trii-
bungen werden dadurch eliminiert.

Material und Methoden
Reagenzien?)

1. Pufferlésung pH 13

875 mmol/l di-Natriumtetraborat und

83 mmol/l Natriumhydroxyd

2. Glyoxal-bis(2-hydroxyanil)-Lésung

0,31 mmol/l Glyoxal-bis(2-hydroxyanil) in Methanol
3. Athylendiamintetraessigsiure-Losung

134 mmol/l
4. Standard-Losung

2,5 mmol/l (10 mg/100 ml) Calcium.

Arbeitsvorschrift

In drei calciumfreie Reagenzgliser (z. B. Plastikrdhrchen) fiir
Analyse, Standard und Leerwert werden je 3 ml Pufferlésung
pipettiert. Zur Analyse werden 0,05 ml Serum, zum Standard
0,05 ml Standard-Losung gegeben. Dann wird allen Proben 1,0 ml
Glyoxal-bis(2-hydroxyanil)-Lésung zugefiigt und gut gemischt.
Die Proben werden in sauberen Kiivetten genau 10 min nach
Zugabe der letzten Lésung gegen destilliertes Wasser bei 510 bis
560 nm (z. B. Hg 546, Spektralphotometer 520 nm) gemessen:
= Extinktion I. Dann gibt man in jede Kiivette 0,05 ml Athylen-
diamintetraessigsiute-Lésung, mischt und miBt nach 10 min
erneut gegen destilliertes Wasser: = Extinktion II.

Die Berechnung erfolgt nach der Formel:

X 2,5 = mmol/l (x 10 = mg/100 ml) Calcium im Serum.

Athylendiamintetraessigsiure zur Zerstérung des Kom-
plexes vor der zweiten Messung die Methode auch fiir
schwach lipimische Seren brauchbar gemacht.

Da die entstehende Farbe nicht konstant ist, muf} die
Zeit zwischen Zugabe der Glyoxal-bis(2-hydroxyanil)-
Losung und der Messung fiir alle Proben gleich sein.

1) Enthalten in HAURYTEST ,,Calcium-S* Firma Dr. Heinz
Haury, 8 Miinchen 40, Postfach 400806.
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Tab. 1

Vergleich der flammenphotometrischen Calciumbestimmung mit der
beschriebenen Methode

‘Tab. 2

Vergleich der Calciumbestimmungsmethode nach WEBSTER mit der
beschriebenen Methode

mg/100 m! Calcium im Serum

mg/100 ml Calcium im Serum
Mod. Methode Glyoxal-bis 4%

Serum Nr. Flammen- Glyoxal-bis 4% ]
photometer (2-hydroxyanil) nach WEBSTER (2-hydroxyanil)
1 8,7 8,65 —0,58 21 9,5 . 9,7 +2,10
2 9,6 9,42 —1,87 22 9,6 9,9 +3,12
3 9,5 9,86 +3,79 23 9,3 9,71t +4,30
4 9,3 9,58 +3,0 24 8,9 9,7 +8,98
5 10,4 10,5 +0,96 25 13,4 12,8 —4,47
6 8,6 9,0 +4,65 26 5,8 5,7 —1,72
7 8,6 8,7 41,16 27 11,4 12,1 +6,14
8 10,0 10,8 +8,00 28 8,7 9,0 +3,44
9 9,2 9,55 +3,80 29 9,7 9,1 —6,18
10 9,4 9,65 +2,65 30 5,8 6,5 —12,06
11 9,2 9,58 +4,13 31 10,1 10,1 +0,00
12 9,4 9,3 —1,06 32 8,9 9,0 +1,12
13 9,6 9,8 +2,08 33 8,0 8,4 +5,00
14 9,6 9,8 +2,08 34 9,7 9,7 +0,00
15 9,0 9,4 +4,44 35 8,8 9,3 +5,68
16 9,2 9,4 +2,17 36 9,5 8,7 —8,42
17 9,0 9,5 +5,55 37 10,2 10,3 +0,98
18 9,4 9,46 +0,63 38 11,0 10,6 —3,63
19 8,8 8,65 —1,70 39 10,1 9,6 —4,95
20 - 9,0 8,7 —3,33 40 9,3 9,7 +4,30
9,28 9,47 9,39 9,48

Korrelationskoeffizie{\t: r = 0,885
Regressionsgerade: y = 0,85 + 0,930 x

Man gibt diese Losung in dem Arbeitsthythmus zu,
in dem nach 10 min die Ablesung der Proben etfolgen
kann.

Die Eichkurve ist bis iber 5 mmol/l (20 mg/100 ml)
Calcium im Serum geradlinig.

Durch Verwendung von Plastik-Einwegrdhrchen ver-
meidet man die Reinigung der Zentrifugengliser mit
verdiinnter Salzsidure, um sie absolut frei von Calcium
zu bekommen.

Um bei der Zugabe von Athylendiamintetraessigsiure
fir alle Proben die gleichen Verdinnungen zu erhalten,
werden die Ansitze zur Messung entweder vollstindig
in die Kiivetten geleert, oder wenn dies nicht méglich
ist, die Kiivetten bis zur gleichen Hohe gefiillt.

Die Reproduzierbarkeit der Methode ist ausgezeichnet.
In der Serie konnte bei 20 Bestimmungen eines Serums
nach der Normalmethode unter Verwendung von

Korrelationskoeffizient: r = 0,961
Regressionsgerade: y = 0,03 + 1,007 x

Marburg-Pipetten eine relative Standardabweichung
von + 0,019, ermittelt werden. Die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse bei Untersuchung von Tag zu Tag
ergab diesen Wert mit V = 4- 1,05%,. Die hohe Em-
pfindlichkeit des Reagenz gestattet rioch 0,0125 mmol/l
Calcium im Serum sicher zu erfassen. Die Richtigkeit
der Bestimmung wurde durch Vergleich mit der
flammenphotometrischen Bestimmung und der von
uns modifizierten Chloranilat-Methode (4) nach Wes-
sTER (5) uberprift. Im Vergleich mit dem Flammen-
photometer ergab sich ein Korrelationskoeffizient von
r = 0,885 und eine Regressionsgerade von y = 0,854
0,930 x. Bei der Chloranilatmethode waren die ent-
sprechenden Werte r = 0,961 und y = 0,03 4 1,007 x.

Wit danken Frl. L. Rexrrtxe fiit die exakte Durchfithrung der
Untersuchungen.
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