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OPTISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON LAKTAT IN BLUTPLASMA

MITTELS NIR-SPEKTROSKOPIE
CHRISTIAN STARK, FELIX FIEDLER, STEFAN MULLER

Einfiihrung

In den letzten Jahren hat Laktat als Stoffwechselindikator eine
steigende Bedeutung fiir die Medizintechnik gewonnen [1].
Bisher werden Messungen der Laktatkonzentration im Blut
enzymatisch nach Entnahme einer Blutprobe durchgefiihrt.
Da diese Messmethode jedoch einige Nachteile, wie z.B.
die aufwindige Lagerung der Enzyme mit sich bringt, soll
im Projekt OpLaSens eine Methode entwickelt werden, die
Laktatkonzentration in Blutproben optisch zu bestimmt.

Die Arbeiten gliedern sich in zwei Teilprojekte, von denen
sich eines mit der Separation von roten Blutkérperchen in
Vollblut beschiftigt, um die Streueigenschaften zu reduzieren.
Autbauend hierauf behandelt das zweite Teilprojekt die optische
Bestimmung von Laktatkonzentrationen. Letzteres wird in
diesem Beitrag beschrieben.

Bei der Verbrennung von Kohlenhydraten fillt Laktat im
Korper als Zwischenprodukt an, das nur zusammen mit
geniigend Sauerstoff in Energie umgewandelt wird. Wird z.B.
unter korperlicher Anstrengung viel Energie benétigt, reicht
der Sauerstoff nicht mehr aus, um die vollstindige Umwandlung
durchzufithren. Die Laktatkonzentration im Korper steigt.
Schockzustinde oder Multiorganversagen konnen ebenfalls zu
einem Anstieg der Laktatkonzentration fithren. Daher lassen
sich durch Kenntnis der Laktatkonzentration Aussagen iiber die
Leistungstahigkeit des Stoffwechsels treffen.

Bisherige Messverfahren arbeiten nach einem enzymatisch-
amperometrischen Messprinzip, bei dem Laktat durch das
Enzym Laktatoxidase zu Pryuvat und Wasserstoffperoxid
(H,0,) oxidiert wird. Durch das Anlegen einer elektrischen
Spannung kann in einer elektrochemischen Messzelle ein der
Laktatkonzentration proportionaler Strom gemessen werden

[2].

Neben den Streueigenschaften der roten Blutkorperchen ergibt
sich eine weitere Schwierigkeit bei der optischen Bestimmung
von Laktat aus dem im nahen Infrarotbereich sehr schwachen
Absorptionspektrum. Zahlreiche andere Blutinhaltsstoffe wie
Eiweifle, Glucose oder Harnstoff weisen zudem teils dhnliche
Absorptionsspektren auf, die sich mit dem von Laktat iiberlagern
und eine Bestimmung erschweren.

Zielsetzung

Bei den aktuellen Messverfahren sind Verbrauchsmaterialien
notwendig, durch die bei jeder Messung zusitzliche Kosten

entstehen. Zudem ist fiir die Enzyme eine spezielle Lagerung
erforderlich, was die Handhabung erschwert und den Aufwand
erhoht. Im Rahmen des Projekts OpLaSens soll ein optisches
Messverfahren entwickelt werden, um diesen Nachteilen
entgegenzuwirken.

Es gibt eine Vielzahl von Spektroskopieanwendungen, die
prinzipiell geeignet sind. Am aussichtsreichsten hat sich
hierbei die Absorptionsspektroskopie erwiesen. Dabei wurden
sowohl der nahe Infrarotbereich (NIR, 1600 bis 2400 nm) [3,
4, 5] als auch der mittlere Infrarotbereich (8 bis 10 um) [4, 7,
8] untersucht. Zwar sind die Laktat-Absorptionen im mittleren
Infrarotbereich deutlich stirker ausgeprégt, jedoch ist die
Messtechnik erheblich aufwendiger.

In diesen Arbeiten wurden Blutproben nach entsprechender
Vorbehandlung mit herkdmmlichen Fourier-Spektrometern
untersucht. Aus den Spektren von Referenzproben wurde
mittels PLS-Regression ein Kalibrationsmodell erstellt, welches
anschlieflend mit neuen Blutproben validiert wurde.

ImerstenSchrittwurdenaneinemLabor-Fourierspektrometerdie
Spektren von Proben mit verschiedenen Laktatkonzentrationen
aufgenommen und daraus ein multivariates Kalibrationsmodell
erstellt. Dabei gilt es zunéchst, die Ergebnisse der bisherigen
Veroffentlichungen nachzustellen und ausgehend von diesen
Ergebnissen die Messtechnik zu vereinfachen bzw. die
Messgenauigkeit zu erhohen.

Messungen

Da Laktat vom nahen bis in den mittleren Infrarotbereich
verschiedene Absorptionsbanden aufweist, muss zudem der
optimale Wellenldngenbereich festgelegt werden. Fiir die
Messungen wurde Natrium L-Laktat [Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA] in Phosphatpuffer pH 7,4 gel6st.

Neben den ausgeprigten Grundschwingungen des Molekiils im
mittleren Infrarotbereich bei etwa 9 um [Petibois2000] sind auch
im nahen Infrarotbereich (NIR) schwache Oberschwingungen
zu beobachten. Je hoher die zu messende Wellenldnge liegt,
desto komplizierter wird die Messtechnik. Die Sensitivitdt
von Quantendetektoren sinkt, thermische Strahlungsquellen
emittieren aufgrund des Planckschen Strahlungsgesetzes
weniger Lichtleistung und Bauteile wie Linsen miissen fiir den
mittleren Infrarotbereich aus speziellen und teuren Materialien
wie z.B. ZnSe gefertigt sein. Es muss daher in einem nichsten
Schritt abgewogen werden, ob fiir den NIR-Bereich schwichere

FACHHOCHSCHULE LUBECK Impuls® 41



Absorptionsspektren durch empfindlichere Messtechnik kom-
pensiert werden konnen.

In Abbildung 1 und Abbildung 2 sind die Absorptionsspektren
von Laktat im Bereich 1600 bis 1750 nm und von 2050 bis 2400
nm dargestellt. Fiir die Messungen wurde Laktat mit 500 mmol/l
in Phosphatpuffer gelost und anschlieflend spektral vermessen.
Zusitzlich wurde auch das Spektrum des reinen Phosphatpufters
aufgenommen.
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Abbildung 1. Relatives Absorptionsspektrum von Laktat von 1600-1750 nm
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Abbildung 2. Relatives Absorptionsspektrum von Laktat von 2050-2400 nm

Die Wellenlingenbereiche wurden bereits in einigen
[Ren2006, McShanel998,

Yan02000]. Blutplasma, welches hauptsichlich aus Wasser

Veroffentlichungen untersucht

besteht, hat einen Anteil von 55% am gesamten Blutvolumen
[Spornitz1993]. Es ist daher
spektrale Untersuchung von Laktat ist es notwendig die

unumginglich, fir die

Absorptionseigenschaften von Wasser, als Hauptbestandteil des
Blutplasmas zu beriicksichtigen.
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Transmission von Wasser bei 1mm Pfadlaenge
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Abbildung 3. Transmissionsspektrum von Wasser bei 1 mm Pfadlinge

Abbildung 3 zeigt das Transmissionsspektrum von Wasser bei
einer Pfadlange von 1 mm. Wasser hat breite Absorptionsbanden,
sodass im nahen Infrarotbereich nur bei etwa 1700 und 2300
nm gemessen werden kann, wo die Transmission 50% bzw. 10%
betragt.

Diesrelativiertden Vorteil der stirkeren Absorptionsquerschnitte
von Laktat bei 2300 nm, da durch die geringere Lichtintensitét ein
niedrigeres Signal-Rausch-Verhiltnis erreicht wird. Aufgrund
der geringeren Wasserabsorption kann der Wellenldngenbereich
von 1600 nm bis 1750 nm fiir groflere Pfadlingen verwendet
werden als bei 2300 nm.

Aus diesem Grund eignet sich der Bereich von 1650 - 1750 nm
besonders fiir die invivo Messung, z.B. an der Fingerkuppe[3]
oder der Zunge [10], da so 5-10 mm Pfadldnge realisiert werden
kénnen. Zudem féllt in diesem Bereich die Absorption von in
Gewebe enthaltenem Fett geringer aus [10].

Auswertung

Die Spektralbereiche eines Absorptionsspektrums sind fiir
die Bestimmung der Konzentration von unterschiedlicher
haben

eine geringere Absorption als andere und liefern weniger

Bedeutung.  So manche  Wellenldngenbereiche
Informationen iiber die Konzentration. Fiir das menschliche
Auge ist bei Betrachtung von Abbildung 1 und 2 zunichst klar,
welche Wellenlinge mehr bzw. weniger Informationen liefern.
Jedoch bedarf es fiir die Erstellung eines Kalibrationsmodells
wesentlich genauerer Methoden, die nicht nach empirischen
Mafistaben angesetzt werden. Hierfiir werden iiblicherweise
multivariate  Analysemethoden eingesetzt. Eines dieser
Verfahren ist die PLS-Regression. Ziel dieser Verfahren ist es,
die konzentrationsabhingige Variation eines Spektrums durch
moglichst wenige Daten, hier Spektralinformationen, méglichst

genau zu beschreiben.



Grundbestandteil der PLS-Regression ist die sogenannte
Hauptkomponentenanalyse, bei der eine Strukturierung und
Vereinfachung der Daten erfolgt. Viele Rohdaten, in diesem
Fall Spektren mit unterschiedlichen Konzentrationen, werden
ausgewertet und zu wenigen, voneinander unabhéngigen
Einflussgroflen, den sogenannten Hauptkomponenten oder
Faktoren zusammengefasst.

In diesem Projekt werden fiir die Kalibrierung des Systems
verschiedene Spektren mitdenbekannten Laktatkonzentrationen
aufgenommen und mit der PLS-Regression ausgewertet. Dabei
werden die Faktoren, also die Einflussgroflen auf das Spektrum
bestimmt. Den grofiten Einfluss auf das Spektrum hat im
Normalfall die Stoftkonzentration selbst. Es muss aber auch
damit gerechnet werden, dass Storgrofien wie Temperaturdrift
oder Rauschen sich auf die Spektren auswirken. Die ermittelten
Faktoren werden dann nach ihrem Einfluss die Spektren
geordnet.

Je mehr Komponenten fir die Beschreibung des Modells
herangezogen werden, desto besser ldsst sich die Variation
der Spektren bestimmen, da wegen der Ordnung der Spektren
zundchst nur konzentrationsabhiangige  Einflussgrofien
beriicksichtigt werden. Ab einer gewissen Anzahl an Faktoren
kommen mit jedem weiteren Faktor jedoch nur noch schwache
Einflussgroffen hinzu, die nur Storgroflen wie Rauschen
reprasentieren. Werden diese Faktoren auch verwendet, so
verschlechtert sich die Vorhersagegenauigkeit fiir zukiinftige

Spektren.

Es gibt eine optimale Anzahl an Faktoren, durch die sich das
Modell ideal beschreiben Idsst, konzentrationsabhingige
Einflussgrofien berticksichtigt, aber Storeinfliisse auflen vor
gelassen werden. Diese optimale Anzahl gilt es zu bestimmen.

Dafiir wird der aus 45 Spektren mit unterschiedlichen
Konzentrationen bestehende Messdatensatz in 34 Kalibrier-
und elf Validierspektren aufgeteilt.

Aus dem Kalibrierdatensatz werden mittels Hauptkom-
ponentenanalyse die entsprechenden Faktoren extrahiert, die
das Modell moglichst gut beschreiben. Der Validierdatensatz
dient der Uberpriifung des Modells und wird spiter in diesem
Abschnitt noch erwahnt.

Eine weitere Grofle, mit der die Genauigkeit verbessert
werden kann, ist der Wellenldngenbereich. Zwar kann mit
dem Spektrometer ein breiter Wellenlingenbereich erfasst
werden. Jedoch sind die Absorptionsspektren von Laktat
im nahen Infrarot-Bereich nur in bestimmten Regionen
signifikant. Werden Bereiche ohne nennenswerte spektrale
Laktat-Information verarbeitet, lassen sich keine geeigneten
konzentrationsabhingigen Faktoren ermitteln. Es werden
also Bereiche gesucht, die die hochste Korrelation zwischen

Konzentration und Spektren aufweisen. Durch iterative Auswahl
der Spektralbereiche ldsst sich dann ein Optimum fiir die PLS-
Analyse finden. In diesem Fall ist dies der Bereich zwischen
2060 und 2410 nm, wobei 5 Faktoren fiir die Beschreibung
ausreichen.

Die erwartete Standardabweichung in Abhéngigkeit von der
Anzahl der beriicksichtigten Faktoren ist in Abbildung 4
dargestellt.
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Mit dem angepassten Wellenlingenbereich und der idealen
Anzahl von Faktoren wird die PLS-Regression durchgefiihrt,
die zudem die sogennanten Ladungsvektoren bestimmt. Die
Ladungsvektoren geben an, wie stark eine Wellenldnge der
Originaldaten mit der jeweiligen Konzentration korreliert. Dies
sagtjedoch nichts dariiber aus, ob die Anderung der Signalstirke
des Spektrums wirklich durch die Konzentrationsinderung
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hervorgerufen wird, oder ob eine thermische Drift der
Messkomponenten zufillig eine gleiche Anderung bewirkt. Die
aus den 34 Kalibrierspektren mit fiinf Faktoren bestimmten
Ladungsvektoren im optimalen Wellenldngenbereich von 2060
bis 2410 nm sind in Abbildung 5 dargestellt.

Beim Vergleich von Abbildung 5 und Abbildung 2 ldsst sich
feststellen, dass der grobe Verlauf des Absorptionsspektrums
auch in der Darstellung der Ladungsvektoren zu erkennen
ist. Dies zeigt eine Abhdngigkeit des Spektrums von der
Laktat-Konzentration. Der Verlauf der Ladungsvektoren ist
jedoch verrauschter als das Laktatspektrum, da auch andere
Einflussgroflen wie Temperaturschwankungen die Messung
storen.

Mit dem Kalibrierdatensatz bestehend aus 34 Spektren,
dem angepassten Wellenlingenbereich und der optimalen
Anzahl an Faktoren wird das Kalibrationsmodell bestmoglich
beschrieben. Dieser Zusammenhang wird anschlieflend auf die
elf verbleibenden Validierspektren angewandt, um von dem
jeweiligen Spektrum auf die entsprechende Konzentration zu
schlieflen und das Kalibriermodell zu validieren.

Im Wellenlangenbereich von 2060 bis 2410 nm mit fiinf Faktoren
wird eine Standardabweichung von +-1,96 mmol/l erreicht. Eine
Gegeniiberstellung der durch Einwiegen bestimmten und durch
PLS-Regression bestimmten Konzentrationen ist in Abbildung
6 zu finden.
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Abbildung 6. Soll-Ist Vergleich der PLS-Konzentrationsbestimmung

Zu beriicksichtigen ist, dass die Gegeniiberstellung zu
rechnerisch bestimmten Konzentrationen erfolgt, die ihrerseits
auch fehlerbehaftet sind. Die Standardabweichung durch die
PLS-Regression ist also immer mindestens so grof} wie die
Standardabweichung der Referenzkonzentrationsbestimmung.
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Diskussion und Ausblick

Mit Hilfe des erstellten Kalibrationsmodells kénnen die
Konzentrationen der gesuchten Stoffe durch Aufnahme von
Absorptionsspektren bestimmt werden. Fiir Laktatlosungen in
Puffer werden Standardabweichungen von +1,96 mmol/lerreicht.
Es ist davon auszugehen, dass sich dieser Wert fiir Messungen
an Blutplasma verschlechtert, da das Absorptionsspektrum
von Laktat von vielen anderen Blutbestandteilen iiberlagert
wird. Wiinschenswert wiren Abweichungen von maximal +0,5
mmol/l in Blutplasma.

Eine grofle Storquelle geht momentan von der undefinierten
Probentemperatur aus, da die Absorptionsspektren durch
die Temperatur verdndert werden. Um diesen Storeinfluss zu
minimieren wird aktuell eine Temperaturregelung fiir die Probe
enthaltende Messkiivette entwickelt.

Grund fiir
Bestimmung ist das geringe Signal-Rausch-Verhiltnis des

Ein  weiterer limitierte =~ Genauigkeit der

Fourierspektrometers. Ursache hierfiir ist die niedrige
Sensitivitat des luftgekithlten InSb-Detektors. Speziell auf den
nahen Infrarot-Bereich angepasste ext. InGaAs oder PbS-
Detektoren weisen deutlich hohere Empfindlichkeiten auf und

konnen bessere Messergebnisse liefern.

Auch bei der
Vielzahl an Algorithmen, die eine verbesserte Trennung von

Datenauswertung existieren noch eine
konzentrationsabiangigen Informationen und Stéreinfliissen
ermoglichen, was eine verbesserte Messgenauigkeit verspricht.

Ineinemweiteren Schrittsoll dann einsolches Auswerteverfahren
aufein neues System mit optimalen Komponenten wie Detektor,
Strahlungsquelle etc. entsprechend iibertragen werden.

Mit den erreichten Messergebnissen ist ein vielversprechender
Ansatz geschaffen worden, um die gesteckten Ziele zu erreichen.
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KALIBRATION VON PULSOXYMETERN

DURCH DIREKTE SPEKTRALMODULATION

BENJAMIN WEBER, BODO NESTLER

1 Einleitung

Pulsoxymetrie stellt eines der wichtigsten nichtinvasiven
Monitoringverfahren in der modernen Medizin dar und dient
der Bestimmung der arterielle Sauerstoffsittigung. Sie wird
in der Notfallmedizin und auf der Intensivstation genauso
eingesetzt wie in der Kinderheilkunde bis hin zur Schlafmedizin
und hat seit der Einfithrung durch einschléagige Leitlinien einen
enormen Beitrag zur Verbesserung der Patientenversorgung
geleistet [1]. Abbildung 1 zeigt exemplarisch ein Pulsoxymeter
im Einsatz.

Derzeit ist eine Kalibrierung pulsoxymetrischer Sensoren jedoch

nur anhand sogenannter kontrollierter Entsittigungsstudien
(controlled desaturation/hypoxemia studies, CHS) moglich
[2]. Hierbei wird bei freiwilligen Probanden die arterielle
Sauerstoffsittigung  stufenweise abgesenkt, indem der
Sauerstoffgehalt der Atemluft verringert wird. Parallel dazu
werden die Rohdaten des Pulsoxymetersensors aufgezeichnet.
Fir die Referenzmessungen werden den Probanden arterielle
Blutproben entnommen und mit Blutgasanalysatoren im Labor
untersucht. Solche Studien sind sehr teuer und aufwindig
und es wird speziell ausgebildetes Personal benétigt. Daher
sind sie nicht fiir eine wiederkehrende Uberpriifung der

Sensorgenauigkeit z.B. in der Klinik geeignet.
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bildlich gesprochen, vom Kopf zu den Fiiflen, indem sie nach
Kopfverletzungen und Verletzungen der Wirbelsdure, nach
Thoraxverletzungen und solchen des Abdomens schliefllich
mit Verletzungen der Extremititen enden. Jedes Kapitel ist
zudem in sich strukturiert. Stets folgt einer Beschreibung der
jeweiligen Anatomie eine Analyse der Verletzungen und, wo
moglich, ein Abschnitt zur Privention. Den Schlufi bilden
jeweils eine Zusammenfassung mit Aufgaben und ein zumeist
umfangreiches Literaturverzeichnis. Am Ende des Buches
finden sich die Losungen der gestellten Aufgaben sowie ein
vergleichsweise kurz gehaltenes Sachverzeichnis. Der untadelige
Text wird, fast iiberfliissig zu betonen, durch eine Vielzahl sehr
anschaulicher Bilder und Graphiken unterstiitzt. Selbst der
Einband unterscheidet sich wohltuend von so mancher heute
leider immer Oofter anzutreffenden Seitenverpackung. Fest,
robust und dauerhaft tritt dieser Band dem Leser entgegen, der
ihn getrost nach hause tragen kann in der Gewif3heit, eine Fiille
an Inhalt schwarz auf weif zu besitzen.
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