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Ubersicht. 
Ein wesentlicher Nachteil der zur Zeit in der forensischen Analyse 

eingefiihrten Bestimmungsmethoden fiir J(thylalkohol liegt in ihrer Un- 
spezifiti~t. Obwohl eine Reihe yon Autoren die FehlermSglichkeiten bei 
den Reduktions- wie auch interferometrischen Methoden abgegrenzt 
haben, und man das AusmaB des stSrenden Einflusses exogener und 
endogener Faktoren im grol~en and g~nzen kennt, ergeben sich in der 
gerichtlichen Verwertung immer wieder Angriffspunkte, welehe den 
Wert der Analyse schmglern. Es liegt daher nahe, spezifische Methoden 
ftir die forensische Bestimmung yon Athylalkohol zu suchen, welehe die 
bisher iiblichen ersetzen kSnnen oder zumindcst in Streitf~llen eine 
methodisch unabhi~ngige Kontrolle ermSglichen. Wir haben es deshalb 
unternommen, eine spezffisehe lohotometrisehe Methode zur Bestim- 
mung yon ~thylalkohol, welche yon Bi~OEEE und ~EDETZKI 1 kfirzlich 
entwickolt worden ist*, im Hinb]ick auf den forensischen und wissen- 
schaftlichen Bedarf zu erproben. 

Die neue Bestimmung ist aus don yon OTTO W~BURC geschaffenen 
photometrischen iVfethoden zur Testung yon Stoffwechselfermenten ent- 
wicke]t worden. Bei diesen, yon ihrem Entdecker sogenannten ,,opti- 
schen" Testen ~, 8 finden Reaktionen der Substrate start, welche yon einer 
Anfi~rbung (ira langwe]ligen Ultraviolett) des Reaktionssystems begleitet 
sind, und die sich mit der iiblichen photometfisehen 1Yiethodik einfaeh 
und quantitativ verfolgen ]assen. Zur Bestimmung yon J~,thylalkohol 
kann man sich nach diesem Prinzip die Spezifit~t eines hochgereinigten 

* Anmer]cung bei der Korrektur. Wie wir erst nach Absendung des M~nuskrilots 
erfahren haben, ist yon 1~. K. B o ~ I c ~ s ~  und H. THEORELL (Scandinavian Jour- 
nal of Clinical & Laboratory Investigation 3, 58 (1951) eine Fermentmethode zur 
forensisehen Bestimmung yon _~thylalkohol entwickelt worden, die sich ebenfalls 
des ,,optisehen Testes" bedient. Die Methode dieser Autoren unterseheidet sich 
yon der bier beschriebenen 10rinzipiell dutch folgende Einzelheiten: 1. Destfllation 
der Blutprobe, 2. Verwendung kristallisierter Alkoholdehydrase aus Pferdeleber, 
3. Messung der Reaktionskinetik an Stelle des Endwertes. 
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kristallisierten Stoffwechselferments, der Alkoholdehydrase 4, eines der 
Schlfisse]enzyme der alkoholischen Ggrung, zunutze machen s, 8. Dieses 
Ferment katalysiert eine wasserstoffiibertragende Reaktion, bei der 
~thylalkohol in Acetaldehyd fiberfiihrt und gleichzeitig die Substanz 
DPN hydriert wird (DPN ~ Diphosphopyridinnueleotid 7, das yon 
OTTO WA~URG entdeckte Co-Ferment der Wasserstofffibertragungen 
im Zellstoffwechsel) : 

Athy]alkohol d- DPN ~- Aeetaldehyd d- HsDPN. 

Die hydrierte Form des spezifischen Acceptors DPN ist durch eine 
starke Lichtabsorption ansgezeichnet. Damit ist die Grundlage einer 
photometrischen Bestimmungsmethode gegeben, bei der dem Ferment 
die Rolle der Selektivitiit zufallt, wghrend der Acceptor eine einfache 
quantitative Verfolgung der Reaktion ermSglicht. Wit besehreiben im 
folgenden : 

1. Technische Einzelheiten der neuen Methode. 
2. Untersuchungen fiber deren Anfglligkeit gegen stSrende Faktoren. 
3. Vergleichende Alkoholbestimmungen mit der Mikrodestillation 

nach WID!VIARK 8, 9 und der Fermentmethode an einem grSl~eren Material 
experimenteller Alkoholbelastungen nnd schlie2en eine Diskussion der 
Ergebnisse an. 

Fermentmethode. 
Vorbemerkungen. 

Die l%eaktion, mit der wit Athylalkohol bestimmen, ist umkehrbar. 
Wenn man keinen Xunstgriff anwendet, liegt der Schwerpunkt des 
Gleichgewichtes ungfinstig, da kinetisch die ttydrierung yon Acet- 
aldehyd (die physiologische Richtung der Fermentreaktion) begfinstigt 
ist. Die Mittel, mit denen man trotzdem die vSllige Umsetzung auch 
sehr kleiner Alkoholmengen in praktisch annehmbaren Reaktionszeiten 
erzwingen kann, sind: alkalisches Reaktionsmilieu s, Einsatz relativ 
groBer Fermentmengen und Zusatz eines A]dehydfangers. Ffir den 
letzteren Zweck hat sich Semicarbacid, welches schon yon NEG~LEIN 
und WVLFF ~ bei der Isolierung der Alkoholdehydrase verwendet wurde, 
am besten bewghrt. Die unter diesem Gesiehtspunkt yon uns gewahlte 
Zusammensetzung der ReaktionslSsung zeigt Tabelle 1. 

Alkoholdehydrase haben wit nach den Vorschriften yon NSG~L~.IN 
und WULFF 4, sowie yon RACXER 6 aus Lipman-Hefe (langsam getroek- 
nete Biiekerhefe) dargestellt. Besondere Aufmerksamkeit muBte auf 
die Reinigung des eingesetzten Fermentes verwandt werden, da bei dem 
relativ hohen Einsatz yon Ferment in der Xthylalkoholbestimmung 
Spuren anderer Dehydrasen die Spezifitat stSren kSnnten. Wir haben 
die Pr~parate mehrmals umkristallisiert und getestet. Sie enthielten 
800--1000 Fermenteinheiten im Milligramm Protein (Testvorschrift in 
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der Anlage zu dieser Arbeit). Wie Abb. 1 zeigt, sehlielR die in der Vor- 
sehrift angegebene Menge eines solchen Pr~parates bei einer Reaktions- 
zeit yon 701nin etwa dig doppeRe Sicherheit ein. 

DPN wurde r~ach der geringffigig Inodifizierten Vorsehrift yon 
~u LIAMSO?r und GI~EE~ n zubereitet. Zur Senkung des Blindwertes 
wurden die Pr~parate  bei 600 C im Hochvakuuln getrocknet und ihre LS- 
sungen vor dem Gebraueh 
mit  10% des Volulnens 
50 % iger Aluminiumhy- 
droxyd- Suspension dige- 
riert und abzentrifugiert 
(Testvorsehrift in der An- 
lage). 

Die kgufliehen Semi- 
earbaeidqualit/~ten ent- 
halten Spuren yon Athyl- 

Tabelle 1. J~eaktionslSsung. (Substanzen in mg/ml 
angegeben.) 

Semiearbacidhydrochlorid . . . . .  8,0 
Na~PaO 7 �9 10 HeO . . . . . . . . .  32,0 
Na-hydroxyd . . . . . . . . . .  ! 2,5 
Glykokoll . . . . . . . . . . . .  1,6 
DPN (berechnet als reine Substanz) 0,26 
Alkoholdehydrase . . . . . . . .  0,1 

pH~S,5 

alkohol, welche dureh Ulnkristallisation in Wasser oder Auskoehen in 
Benzol entfernt  werden kSnnen. Die Extinktion der Alkoholreaktion 
Inessen wir bei der Wellenl/~nge 366 m/~. Das Maxilnum der Absorptions- 
bande des hydrierten DPN liegt 
bei 340 m#le; es hat  sich jedoch 
als zwecklnggig erxxdesen, die 
Quecksilberlinie 366, .die stgrkste 
und mit  Glasfiltern am einfach- 
sten isolierbare Spektra]linie der 
Quecksilberdampflampe, zu ver- 
wenden. Strahlung dieserWellen- 
]gnge durchdringt,  obwohl sie 
nicht Inehr sichtbar ist, noch 
Glascuvett.en und dtirmere Glas- 
linsen, so dag die Ferlnent-  
methode bei Verwendung einer 

O,3 
ffcrum m/! 7, 13%o A/koho! 

•  x 

/ /x 

) x - x  x , , x 

x .x .X ~ 

[ I I i 
70 2a 30 t'0 50 mm ,~/ 

)rbb, 1. Reakt ionsk ine t tk  der F e r m e n t m e -  
rhode.  Ord ina te :  Zuwachs  der Ex t ink t i on  

tiber den Bl indwer t  (0,040) bei 366m. , .  
2kbszisse: Zeit  in Minuten.  

Quecksilberlampe als Lichtquelle in jedem photolnetrisehen Colorilneter 
durohftihrbar ist. Wir verwenden das Photometer  ,Eppendorf" ,  bei 
deln die Ablesungen in direkter Anzeige in ktirzester Zeit getgtigt 
werden kSnnen* 

Die Bestimmung yon Alkohol kann an sich im norlnalen Serum ohne 
weitere VorbereRung durchgeftihrt werden. Iln Verlauf dieser Arbeit 
sind eine Reihe dergestalt erhaltener Megreihen durchgeftihr~ wordem 
welche gute Ergebnisse gezeigt haben. Da jedoch hglnolytische Sera 
Blindwerte ergeben, die zusgtzlich best immt und subtrahiert  werden 
Iniissen, und es zudem wiinschenswert war, die Bestilnlnungen auch 

* Elektromedizinische Werksbgtten ,,Medeor", Ila.mburg 20. 
Zeitschr. f. gerichtL 5~edizin. Bd. 41. 2 
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an Vollblut durchzufiihren, enteiweiGten wir durehweg die Analysen- 
proben vor der Bestimmung mit Perch]ors~ure 18, einer Substanz, welche 
im sehwach alkalischen Milieu keinerlei stSrende Einfliisse auf die Fer- 
mentreaktion ausiibt. 

A rbeitsvorschri ]t. 
L6sung f.  10 g 1Vatriumpyrophos~ghat (10 H20), 2,5 g Semicarbacid- 

hydrochlorid, 0,5 g Glylcolcoll werden in der Reihenfolge in W~sser gel5st, 
mit 10 ml 2 n NaOH versetzt und ~uf 300 ml aufgefiillt. 

0,8 • 

"0,7 / 
0,8 

• 

~1~ ~ / 
0,~ /x 

0,3 

• 

0, / 
I I I I I I 

0,5 1,0 7,5 7"0 7,5 3,0 
A)h/lalhohol in ~ 

Abb. 2. Eichk~ve der Fel~ent- 
methode. ~[e2instrument: Photo- 
meter ~ppendorf; Mel~strahlung: 

366 mtt; Schichtdicke 1 cm. 

Lgsung II .  DPN in Wasser entspre- 
chend einem Gehalt yon 13 mg 100 % igem 
DPN/ml*. Beide LSsungen halten sich 
im Eisschr~nk 2 Woehen*. 

Lgsung II I .  45,5 g Ammonsulf~t und 
3 g Natr iumpyrophosphat  (10 H20 ) p .a .  
Merck in 100 ml wgl~riger LSsung, justiert 
auf p~ 7,3, darin SUSl0endiert kristal- 
lisierte Alkoholdehydrase entspreehend 
einem Proteingehalt yon 25 mg/ml*. 

L6sung IV.  3,4%ige Perehlors~ure 
(2,9 ml 70%ige Perehlors~ure Merck auf 
100 ml). 

Alkoholdehydrase ist, wie viele Fermente, empfindlich gegen Schwer- 
metallverunreinigungen. Es empfiehlt sich daher, die LSsungen mit aus 
Glas oder Quarz redestilliertem Wasser anzusetzen (wenn stark CO 2- 
haltig, evakuieren oder auskoehen) und ,,pro Analysi"- Qualit~ten der be- 
nStigten Reagentien zu verwenden (Ammonsulfat p. a. wird zweekm~[~ig 
unter Zusatz eines Schwermetallbinders, z. B. ~thylendiamintetraaeetat  
und wenig Ammoniak nochmals umkrystallisiert). 

Als Reaktionsgef~Be verwenden wit Misehzylinder mit eingesehlif- 
fenem Glasstopfen, welehe nieht wesentlieh mehr als 5 ml fassen und 
bei 5 ml eine Eichungsmarke tragen. 

0,5 ml Vollblut oder Serum werden zu 2 ml Perchlors~ure gegeben 
und in einem mit seinem Gummistopfen verschlossenen ausgedienten 
VenfilenrShrchen 5 rain bei 3000 Umdrehungen je Minute zentrifugiert. 
0,1 ml der iiberstehenden klaren Fliissigkeit werden in die zuvor mit 
etwa 4,5 ml LSsung I beschiekten Cylinder pipettiert und kurz um- 
gesehwenkt. 1Nach Zugabe yon 0,1 ml LSsung II  und 0,02 ml L5sung I I I  
wird mit L5sung I zur Marke aufgeffillt, durehgemiseht (ohne Seh~um 
zu erzeugen) und 70 rain bei einer Temperatur nicht unter ]90 und nieht 
fiber 26 ~ C stehengel~ssen. Ein Reagentienblindwert wird in gleicher 

* Die Firma C. F. Boehringer & SShne, Mannheim-Waldhof, Zweigstelle Tut- 
zing, ist in dankenswerter Weise bemfiht, die fiir die Bestimmung notwendigen 
Substanzen zur Verffigung zu stellen. 
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Weise unter Fortlassung dos enteiweiBten Serums angesetzt. Die Ab- 
lesung erfolgt nicht friiher als nach 70 rnin und nicht sp/~ter als nach 
100 rnin bei der Wellenl/~nge 366 rn# in Cuvetten yon 1 crn Schicht- 
dicke. (Die Linie 366 rn# kann aus der Strahlmlg einer Quarzlampe rnit 
den Filtergl/isern UG 2 und WG 2 je 2 turn dick yon Schott u. Gen. 
isoliert und rnit einern Photoelement gernessen werden.) Die Eich- 
kurve in Abb. 2 gibt die Beziehung zwischen der Extinktion (nach 
Abzug des Reagentienblind- 
wertes) und dem Prornille- 
gehalt der vorgelegten Alko- 
holprobe. Bei Extinktionen, 
wetche einern h5heren Alko- 
holgehalt als 3 ~  entsprechen 
warden, ist es erforderlich, 
die Untersuehungen nach Ver- 
diinnung des zu untersuchen- 
den Materials zu wiederholen. 

Fehlerbreife der Methode. 

Tabelle 2 zeigt die Ergeb- 
nisse yon 11 Bestirnrnungen, 
in denen an ein und dernsel- 
ben alkoholhaltigen Blur die 
vorstehend beschriebene Me- 
rhode, jeweils rnit der Ent-  
eiweiBung anfangend, durch- 

Tabelle 2. Ergebnisse 11 getrennter 
Bestimmunqen (einschliefllich Enteiweifiun9) 

an einem alkoholischen Blur. 

Extinktion (nach Abzug Alkohol in ~/~o 
des Blindwertes) 

5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

1 0,258 
2 0,262 
3 0,262 
4 0,263 

0,259 

0,918 
0,931 
0,931 
0,935 
0,922 

0,263 
0,255 
0,262 
0,256 
0,264 
0,262 

0,935 
0,906 
0,931 
0,910 
0,939 
0,931 

Durchschnitt = 0,926 
S =0,011 
~r = 0,003 

Wahrscheinlicher FeMer 
der Einzelmessung = 0,8 % 

gefahrt  wurde. Der rnittlere Fehler, wie er sich aus der Berechnung 
der rnittleren quadratischen Abweiehung ergibt, betr/~gt 1,2 %, der wahr- 
scheinliche Fehler der Einzelbestirnrnung 0,8%. 

Anf/illigkeit der Fermentmethode gegen stiirende Faktoren. 

In  den Tabellen 3- -8  sind die Ergebnisse yon Versuchen zusammen- 
gefai]t, welche unternommen wurden, um die Spezifit/~t der Methode 
und ihre Anfi~lligkeit gegen verschiedene Gruppen yon Substanzen zu 
prafen. Grundsgtzlich k6nnen Fermentrnethoden, bei denen der Ab- 
lauf der l~eaktion an das Vorhandensein eines Katalysators  gebunden 
ist, auf verschiedene Art und Weise zu Lrrtfimern AnlaB geben. Die 
wichtigsten dieser M6glichkeiten sind folgende: 

1. Der Kata lysator  wirkt auch mit  anderen, der gesuchten Substanz 
/i~hnlichen, Verbindungen. 

2. Die gewanschte l~eaktion wird durch /s Verbindungen, 
welche den Kata lysa tor  blockieren, unterbunden (competitive inhibition). 

3. Der Kata lysa tor  wird vergiftet oder zerstSrt. 

2* 
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Wir  haben  es deshMb unte rnommen,  einen relativ breiten Kreis yon  
Substanzen,  teils theoretischer,  tells rein praktischer  Bedeutung,  zu 
prfifen. A u s  der ]~eihe der Alkohole und  anderer  Stoffe, welehe eine 
Hydroxy lg ruppe  t ragen (Tabelle 3), reagieren in der Fe rmentmethode  
die gradket t igen h5heren Alkohole und  Isopropanol  (Tabelle 7). Alle 
anderen Substanzen dieser Gruppe, welche wir geprfift haben,  ins- 
besondere Methanol  (Tabelle 4) und  die physiologisch wie prakt isch 
wichtigen verzweigten Alkohole, stSren die AthylMkoholbes t immung 

weder durch Reakt ion  noch 
Tabelle 3. Hydroxylgruppenhaltige Sto//e 

in der Fermentmethode. 

Deviation des Substanz (zugesetzt 1~ Analysen- 
zu Serum mit 
0,8 ~ Athanol) wertes % 

~thylenchlorhydriu . . . 
Mono~thanolamin . . . 
Glykol . . . . . . . .  
Cholin . . . . . . . .  
Glycerin . . . . . . .  
Milchsiiure . . . . . .  
fl-oxy-Buttersi~ure . . . 
Serin . . . . . . . . .  
Threonin . . . . . . .  

+0,4 
+1,1 
• 0,0 
~-1,9 
-- 1,2 
- -  1,2 
--2,3 
--0,4 
+0,4 

durch Reakt ionshemmung.  Die 
StSrung der Fe rmentmethode  
dutch  h5here gradkett ige Alko- 
hole ha t  fiir die Probleme dieser 
Arbe i t  keine gr5Bere praktische 
Bedeutung.  Isopropanol  finder 
in der Kosmet ik  Anwendung 
und  kann  auBerdem in geringen 
Mengen (durch die Redukt ion  
yon  Aeeton) im endogenen Stoff- 
wechsel entstehen.  Wir  zeigen 
deshalb eine weitere Tabelle (5), 
aus der hervorgeht ,  dab erst 

Konzent ra t ionen  der GrSl~enordnung 05~ Fehler hcrvorrufen,  welche 
die allgemeine Fehlergrenze der Methode erheblieh iiberschreiten. 

Methanol in oj~ 

1,00 
1,00 
3,00 

Tabelle 4. Methanol in der .Fermentmethode. 

Im Ansatz Gemessene [ Entspricht 
):thanol in ~ Extinktion I ~thanol in ~ 

i 

0,92 0,265 ] 0,93 
1,38 0,395 I, 1,39 
- -  0,002 ] 0,01 

I Differenz 
% 

[ •  
I +o,7 

Tabelle 5. Isopropanol in der ~ermentmethode. 

Ansatz (Konzentration in % o) 

en..tspricht Differenz Isopropanol ~ [ t h a n o l  Extinktion Athanol % 

0,25 
0,50 
1,00 
0,25 
0,50 
1,00 

1,00 
1,00 
1 , 0 0  
1 , 0 0  

0,287 
0,297 
0,302 
0,314 
0,011 
0,021 
0,040 

1,01 
1,04 
1,06 
1,11 
0,04 
C,07 
0,16 

3 
5 

10 
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E i n e  w e i t e r e  G r u p p e  y o n  S u b s t ~ n z e n ,  w e l c h e  w i r  u n t e r s u c h t  h a b e n ,  

e n t t l ~ ] t  S tof fe ,  d ie  die  A l k o h o l b e s t i m m u n g  n a c h  WID~ARK s t 6 r e n  u n d  die  

t e i l s  d u r c h  S t o f f w e e h s e l s t 6 r u n g ,  z. B.  D i a b e t e s  m e l l i t u s ,  t e l l s  d u r c h  auf~ere 

E in f l i i s se ,  z . B .  N a r k o s e ,  in s  B l u r  

g e l a n g e n  k 6 n n e n  (Tabe l l e  6). H i e r  

i s t  k e i n e  S t 6 r u n g  g e g e b e n .  

E i n  &hnl iches  E r g e b n i s  ze ig t  

e ine  g r e b e  G r u p p e  y o n  D e s i n f e k -  

t i o n s m i t t e l n  (Tabe l l e  8), w e l c h e  

d u r c h w e g  i n  d e r  W i d m a r k m e -  

r h o d e  p o s i t i v  erfM~t w e r d e n  u n d  

die F e r m e n t m e t h o d e  d u r c h  Ei -  

w e i l ] v e r g i f t u n g  h e m m e n  k 6 n n -  

t e n .  Z~it A u s n a h m e  y o n  D i j o z o l  

u n d  V a l v a n o l ,  w e l c h e  s t a r k  

~ t h y l a l k o h o l h M t i g  s i n d ,  s t 6 r t e  

k e i n e s  d e r  D e s i n f e k t i o n s m i t t e l  

d u r c h  R e a k t i o n  o d e r  R e a k t i o n s -  

h e m m u n g .  

D ie  w e g e n  i h r e r  f o r e n s i s e h e n  

B e d e u t u n g  v i e l f a c h  a u f g e g r i f f e n e  

F r a g e  des  A t h y l a l k o h o l g e h a l t e s  

des  N f i c h t e r n b l u t e s  w i r d  y o n  

~:~EDETZKI u n d  SA1VILERT aD_ an- 

d e r e r  S te l l e  a n g e s p r o c h e n .  

Tabelle 6. Ketonk6rper und Narkosemittel 
in der Fermentmethode. 

Substanz (zugesetzt 1~ Deviation des Analysen- zu Serum mit 
0,8~ Xthanol) ! wertes 

% 

Acetessigs&ure . . . . .  --  1,5 
Aceton . . . . . . . . .  -- 1,2 
Chloroform . . . . . .  --  1.5 
~ t h e r  . . . . . . . . .  --  1,5 

T~belle 7. Homologe des ~4"thanols in der 
Fermentmethode. 

Deviation des Substanz (zugesetzt 1~ Anal:men- 
zn Serum Init 
0,8~ Jkthanol) wertes 

% 

Methanol . . . . . . .  + 0,4 
n-Propanol  . . . . . . .  + 67,3 
Isopropanol . . . . . .  + 12,0 
Isobutanol  . . . . . . .  ! --  1,2 

(Methylpropanol) I 
n-Butanol  . . . . . . .  I + 44,3 
Iso~mylalkohol I 

(Gi~rungs-) . . . . . .  ! + 1 , 1  

Tabelle 8. Desin/ektionsmittel in Eerment- und Widmarkmethode. 

Substanz 

Dijozol * . . . . .  
VMvanol * . . . . .  
Bacillol . . . . . .  
T]~-B~eillol .... 
Kresolan . . . . .  
Lysol . . . . . . .  
Septoforma . . . .  
Infegrol . . . . . .  
Alkalysol . . . . .  
Ipsiform . . . . . .  
Pangrol  . . . . . .  
Pervalen . . . . .  
Kreolin . . . . . .  
Sagrotan ..... 
Optiform ..... 

J~onzentration 
der Substanz 

in 1% o Xthanol 

Abweichnng des Analysenergebxisses 
gegen 1~ Xthanol 

Widmarkmethode 
% 

konzentr ier t  
10 

3 
3 
3 
1 

3 
3 
5 
2 
1 

konzentr ier t  
3 
1,5 
3 

* Pr~parate enthMten ~thylMkoho]. 

mehr als + 300 
+ 34,5 
- -2 ,3  
- -3 ,4  
- -  3,4 
- -  2,6 
+ 0,7 
- -0 ,6  
- -2 ,0  
- -2 ,0  
+ 0,3 
- -  0,6 
- -0 ,4  
- - ] , 7  
+ 0 , 4  

Fermentmethode 

mehr  als + 500 
mehr  Ms + 500 
mehr  als + 500 
mehr  als - -500 
mehr  a]s + 500 
mehr  als + 500 
mehr  als + 500 
mehr  als ~-500 
mehr  Ms d- 500 
mehr  Ms + 500 

+ 380 
+ 300 

mehr  Ms ~-500 
+ 3OO 

mehr als + 500 
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Vergleich der Widmark- und Fermentmethode 
bei experimentellen Alkoholbelastungen. 

Ffir den Vergleich der Leistungsfiihigkeit der neuen Methode mit 
jener der zur Zeit verbreitetsten Mikrodestillation nach WIDMAI~I~ 
erschien es uns zweckm~$ig, experimentelle Alkoholbelastungen zu 
w~ihlen. Insgesamt 19 Versuchspersonen wurden mit  40%igem Wein- 
brand innerhalb etwa 1/2 Std derart  belastet, da$ ihr Blutalkohol- 
gehalt nach der Verteilungsformel (r = 0,7) auf 1,5~ h~Ltte an- 
steigen miissen. Blutentnahmen mit  Fluoridveniilen wurden vor der 
Belastung und dann in festgelegten Abst~nden, sich his zu 4 Std 
erstreckend, durchgeffihrt (s. I(urven).  Bei 12 Belastungen wurden 
Serumwerte (bei der Fermentmethode Ohlle Enteiweil3ung) verglichen 
(insgesamt 106 Vergleichspunkte). Bei 6 Belastungen ~ r d e n  sowohl 
Serumbestimmungen (bei der Fermentmethode mit  Enteiweil3ung) als 
auch Vollblutwerte miteinander verglichen (insgesamt je 49 Vergleichs- 
punk~e). 

Die Versuehe ergaben,  sowohl was die Gestalt der Kurven,  als 
auch das Verhgltnis yon Serum- zu Vollblutwerten anbetriffL be- 
merkenswert  verschiedene Verlaufstypen. Wir zeigen in Abb. 3 und 4 
charakteristische Ergebnisse. Die lJbereinstimmung der Werte beider 
Methoden bei den einzelnen Vergleiehspunkten dagegen lag im Be- 
reich der FehlermSglichkeiten, welche sich fiir die Widmarkmethode 
als geringfiigig hSher als bei der Fermentmethode erwiesen haben. 

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde darauf ver- 
ziehtet, die l~iiehternwerte der Widmarkmethode,  welche mit  Sicher- 
heir zum weir iiberwiegenden Teit ,,iNieht-Xthylalkoholsubstanzen" 
entsprechen, yon den Belastungswerten abzuziehen. Theoretisch wgre 
dies ohne Frage korrekter gewesen, da die Unspezifit~t bei der Widmark- 
methode einen systematisehen, additiven Fehler bedingt. I m  Hinblick 
auf praktische Gesich~spunkte und wegen der Geringftigigkeit der 

Tabelle 9. Auswertung der vergleichenden Bestimmungen an Serum und VollbIut. 

Substrat 

Serum (nieht enteiwei•t) . 
Serum (bei der Ferment- 

methode enteiweil~t) . 
Vollblut . . . . . . . .  

Serumalkohol 
Quotient VoUblutalkohol " 

(Fermentmethode) 

Zahl der Ver- 
gleichswerte 

106 

49 
49 

49 

Durchschnitt 
der Quotienten 

Widmark 
Ferment 

1,06 0,005 

1,03 0,008 
0,98 0,005 

Durchschnitt 

1,115 i 0,006 

l 

0,047 

0,055 
0,038 

0,061 
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Korrektionen ist dies jedoch unterblieben. Die N~he der Quotienten 
der Ergebnisse beider Methoden zu 1 ist somit gewissermal3en eirl 
Ausdruek ffir die Spezifit~t der Widmarkmethode (Tabelle 9). 

Diskussion. 

K a u m  eine andere Untersuchungsmethode wurde und wird t~glich in 
foro in ihrer Gfite und Spezifit~t derartig angegriffen und erneut getestet  
wie die Mikrodestillation nach WIDM~K. Wiederholt wurde festgestellt, 
dab es gegen den , ,Widmark" keine nennenswerten Beanstandungen 
geben kann (unter anderen MUELLEtr 15, WAG:NER 16, I~ALLFELZ 17, 
KOLLERI8, ]9, MULLEIn-HESS und IYIALLERMAN:N 2~ JUNGMICttEL 22, 
ELB~L 2a, BUgTZS4). Trotzdem aber wird der erkennende Richter den 
Ergebnissen bei Einwendungen mit  verst~ndlicher Unsieherheit gegen- 
iiberstehen, weil aul~er dem ~thylalkohol  andere fliiehtige reduzierende 
Substanzen unter Umst~nden erfa6t wnrden. Auch wenn die Sehutz- 
behauptungen dureh exakte Ermitt lungen und Stellungnahmen eines 
Saehverst~ndigen entkr~ftet  werden kSnnen, semper aliquid haeret. 
Darfiber dfirften auch das fundierteste Gutachten und desgleichen 
nicht der ttinweis t/~uschen, da6 jene beeintr~chtigenden, d .h .  leieht 
oxydierbaren Stoffe, vielfach nur Werte erzeugen, die innerhalb der 
Fehlergrenze des Verfahrens liegen. Die Hiiufung der Fehlerquellen 
kSnnte theoretisch jedoch dazu ffihren, da6 dann innerhalb einer ge- 
wissen Unsieherheit rechtlich nicht uninteressante Abstriehe an dem 
ehemisch best immten Promillewert vorgenommen werden mfissen - -  in 
dnbio pro reo. Nach einer Narkose z. B., bei Aufbewahrung des Spritzen- 
materials in einer DesinfektionslSsung, die reduzierende Substanzen 
enth~lt, oder bei einer Methyialkoholvergiftung, kSnnte das Widmark- 
ergebnis sogar wertlos werden. 

Zur Ubersicht fiber die endogenen und exogenen Fehler des Widmark- 
verfahrens werden diese referiert. Die Aufstellung soll verdeutlichen, 
da~ ein eehtcs Bediirfnis besteht, jegliche Fehlerm5glichkeiten durch 
Einffihrung einer spezi/ischen Athy]alkoholmethode anszuschliel]en. 

Durch die Widmarkmethode werden an endogenen Substanzen erfaBt: Milch- 
s~ure, Glycerin, Acetaldehyd, Ammoniak, Fruchts•uren, Fettsauren (ELBEL23). 
Diese leicht oxydierbaren Stoffe bringen zumeist nur minimale Werte hervor, die 
zudem noch im Bereieh der Fehlergrenzen der Untersuchungsmethode liegen 
(0,03--0,06O/co). Xhnliehe Werte ergeben sieh durch Aceton, Aeetessigs~ure, Oxy- 
buttersaure. Wenn auch WID~A~K for Aeeton bis zu 0,7~ oder AaAKI "~s ffir 
Milchs~ure bis 0,2~ fiir Blutg]ycerin bis 0,95~ gefunden huben, so kSnnen wir 
nut KO~BE~O ~7, WALTs.R ~7, PAL~IERI 2s best/~tigen, dal~ in einem grol~en Material 
wesentliehe Werte sich nie haben bestimmen lassen. Auch WIDMAI~K gibt ftir 
einen Diabetes ohne Koma Werte bis 0,350/00 an. Vielfach wird erheblicher Obst- 
genuB a]s Fehlerquelle angefiihrt. SC~WA~ZAC~E~ 3~ Scg#eKnE 29 gaben hierffir 
Werte bis zu 0,18~ an. Auch bei Hunger wollen F~A]~h=KEL und ~IconAI 2s geringe 
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Menge reduzierender Stoffe gefunden haben. Bei Kachexie und chronischen Er- 
krankungen trit~ nach K0~]3~I~G 27 keine ErhShung ein. 

Die einzelnen Substanzen ergeben fiir sich praktisch unwesentliehe Werte. 
Die H~u~ung der einzelnen Faktoren, wie sie in foro aufgefiihrt wird, kSnnte rein 
theoretisch zu Abstriehen yon dem ,,Blutalkoholwert" naeh WIDI~AI~K fiihren. 

An exogenen Fehlerquellen gibt es ebenfalls eine Reihe yon fliichtigen redu- 
zierenden Substanzen. Jede )Sethode, die es  ermSglicht, nur den ~thylalkohol zu 
erfassen, bedeutet deshalb einen Fortschritt; d.h. ,  sobald fehlerhafte Desin- 
fizienten, Narkosemittel u.v.a, die Analysenergebnisse nicht mehr stSren und 
damit auch nicht eine gut~chtliche Stellungnahme. Bekann~ sind Anyalsenfehler 
durch Xther (G~AME~ 31, K O L r ~  is, 9, SAA~ und PAVLVS s2, DOTZAVE~ 33) bis zu 
1,5~ Bromi~thyl, Paraldehyd, Amylenhydrat. Durch verunreinigte Genui~- 
mittel uncl gewerbliehe Gifte kann Bichromat ebenfalls reduziert werden. Um 
nur einige Substan'len zu nennen: Sehwefelkohlenstoff, hShere Alkobole, Ester, 
chlorierte Produkte, Me~hylphenole, ~ethylalkohol, Aceton, Pyridin, Benzin, 
Benzol, LacklSsemittel usw., die zum Tefl durch Einatmung atdgenommen und 
langsam elimh~iert werden (FRAENKEL und NIKOLA126, ELB:EL 23, SCIIWARZ34, 
KOHBE~G27). Aus der Reihe der Desinfektionsmittel sind es nach H. SC~VLZE 35 
Stoffe, die Formaldehyd, Phenolderivate, iitherische ~)le, Weins~ure, H~O~ und 
Chlorate enthalten. Weiter k6nnen sich bei der Leichenfs reduzierende 
Substanzen entwiekeln (LA~DSB]~RO ~6, WAG~E~ 16, WEINIGI~), die inter~erometrische 
wie chemisehe Alkoholwerte vort~usehen (Scn~Rzaa). Nut bei einer regelreehten 
bakteriellen Fgulnis soll Alkohol entstehen (L~s]~,~oa~) .  Sogar bei den nich~ 
steril aulbewahrten Blutproben tritt ,  bei einigerma~en normalen Untersuchungs- 
bedingungen, also im Gegensatz zu der Faulnis in der Leiehe, keine Erh6hung 
der Promillewerte ein (WI])~RK 9, ELBEL ~) *. 

U m  die Resu l t a to  zweier vSllig d i f ferenter  Untersuchungsmethoden~ 
und  zw~r eine t i t r a t ionschemische  und  die F e r m e n t m e t h o d e ,  gegen- 
e inander  abwi~gen zu kSnnen,  wird  m a n  zu der  Spezifi t i i t ,  den  mi t t l e r en  
Untersuchungsfeh le rn ,  de r  p rak t i s chen  Verwer tba rke i t ,  de r  zei t l iehen 
Beansp ruchung  und  d e m  Mate r ia lve rbr~uch  - -  bosonders  im Hinb l i ck  
au~ Rou t ineun t e r suchungen  - -  Bezug n e h m e n  mfissen. 

Die Befunde  der  Fe rmen~methode ,  die uns ihre Pri~zision und  Brauch-  
ba rke i t  e indeu t ig  bewiesen ha t ,  geben  die Gewi[~heit, n ich t  nur  exak t e  
Vergleichswer~e zum , , W i d m a r k " ,  sondern  dar i ibe r  h inaus  spezifische 
A t h y l a l k o h o l b e s t i m m u n g e n  zu e rha l ten .  Die Pr~zision wurde  durch  
204 Un te r suchungen  demons t r i e r t .  Der  wahrscheinl iche Feh le r  de r  
E inze lbes t immungen  be t rug  0 ,8%.  

Die Be la s tungskurven  weisen besser  als W o r t e  auf  die Ubere in-  
s t i m m u n g  der  Ergebnisse  bin.  Gleichzei t ig  wird  d~bei  wieder  e inm~l  
auf  die B r a u c h b a r k e i t  des  W i d m ~ r k v e r i a h r e n s  h inzuweisen sein. Es  
konn t en  - -  bei  Ausscha l t tmg s tSrender  F~k to ren  fiir den  W i d m a r k  - -  
gleichsinnige Promi l lezah len  mi t  be iden  1V[ethoden, wie die zwei K u r v e n  
Ms Beispiel  fiir viele zeigen, e rha l t en  werden  (Abb.  3 und  4). Der  grund-  
s~tzliche Wer~ unserer  Gegeniiberstel lUng soll nun n ich t  e twa  ~n der  

* Orientierende Untersuchungen fiber diesen Komplex sind abgesehlossen und 
werden an ~nderer Stelle bekanntgegeben (REDETZKI, ~.~O}tAI~NSMEIER, DOTZ• 
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Best~igung des ,Widmark"  liegen, sondern darfiber hinaus erstmalig 
darauf hinweisen, dab jetzt  eine Untersuehungsmethode zur Verfiigung 
steht, welche reine Athylalkoholwerte routinem~LBig ~aBt. Die Ein- 
fiihrung der Fermentmethode wtirde Schutzbehauptungen vor Gericht 
in bezug auf endogene oder exogene Fehlerque]len hin~llig werden 
lassen denn in den Fermentwerten ]iegt die gr6Bere Rechtssicherheit. 
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Da die Einw~nde gegen die Unsloezifit~Lt (Narkose, Diabetes mellitus 
usw.) vielfaeh erst in der Verhandlung laut werden, mi~flten die A~kohol- 
untersuchungen vSllig au[ die Fermentmethode umgestdlt werden. 

Aueh die in l~ngeren Zeitabst~nden wiederholten Testungen ein- 
zelner Blutproben ergaben stcts konstante Werte, so dab die Durch- 
ffihrung der Untersuchung nicht unmittelbar fristgebunden ist. 

Bei Gegeniiberstellung der Ergebnisse beider Verfahren - -  Widmark 
und Ferment - -  k6nnte man zudem in eleganter Weise -~thyl- ~qe 
Methylalkohohverte im Blute und in den K6rloers~ften voneinander 
trennen. Damit w0rde ein Bedfirfnis befriedigt, welches in der Zeit 
des Anfalles yon Methylalkoholvergiftungen zu Ende des Krieges und 
in der Naehkriegszeit besonders stark war. In diesem Zusammenhang 
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mull darauf hingewiesen werden, da~ jeweils nur geringe Mengen an 
Untersuchungsmaterial  zur Verfiigung zu stehen brauchen. 

Es darf auch nicht unerw~thnt bleiben, dal~ die Sachverstgndigen, 
die wegen der unspezifischen Ergebnisse zur grS~tmSglichen Sicherheit 
mi t  zwei Methoden (titrationschemisch und interferometrisch gearbeitet 
haben (SCHWARZ 34, SC~WA~Z, DETTLI~G, SC~5~BERGS~), jetzt  durch die 
Fermentmethode Zeit und Material sparen, da die spezifischen Alkohol- 
werte eine parallele Untersuchung mit  anderer Methode unnStig machen. 

Zeitlich ist man dariiber hinaus bei alltgglichen Untersuchungen 
nicht wesentlich starker als bei der gewohnten Mikrodestillation ge- 
bunden. Dieser Punkt  ist fiir Routineuntersuchungen nicht unwichtig, 
wenn auch die zeitliehe Inanspruchnahme nie ausschlaggebend far  
oder gegen ein Verfahren sein darf. Wichtig sind allein: Spezifitgt und 
Prgzision. Diese beiden Forderungen werden nach unserem Erachten 
yon der Fermentmethode erfiillt. 

Die Einarbeitung in eine Fermentmethode erSffnet einen weiteren 
interessanten und ausbauf~higen Arbeitskreis, deren Ausweitungen 
gerade fiir den Gerichtsmediziner noch nieht zu iibersehen sind. 

Wir haben uns mit  Erfolg bemiiht, die Fermentmethode auch far  
Vollblutuntersuchungen prgzise und brauehbar zu gestalten, und zwar 
geschah dieses ledig]ich unter dem Gesichtspunkt einer Vergleichs- 
mSglichkeit zu den gewohnten Vo]lblutwerten des , ,Widmark".  Frag- 
lich bleibt es, ob es far die Alkoholuntersuchungen nicht zweckdien- 
licher, well prgziser wgre, n u t  die Serumwerte zu bestimmen und damit  
yon dem Wechselspiel: Ery throcyten- :  Serumalkohol Abstand zu 
nehmen. Der Alkohol ist nur  an die fliissige Phase des Blutes gebunden; 
da man in der Veniile hie das natiirliche Verh~ltnis der corpusculgren 
zu den plasmatischen Elementen in der Hand  hat, erscheinen uns die 
Serumwerte exakter.  Ein Hinweis far  die l~ichtigkeit unserer Auf- 
fassung dfirfte die weite Streuung des Faktors  zwischen Serum- und 
Vollblutwerten sein. I(~NKELE 3s ermittelte einen Durchsehnit tswert  
yon 1,21 mit  einer Streuung zwischenl ,12--1 ,31  und ELBEL 28 einen 
Faktor  yon 1,20 mit  Werten zwischen 1,05--1,25. Man wiirde sich mit  
:Bestimmungen im Serum zudem in den Rahmen der fibrigen physio- 
logisch-chemischen Untersuchungen einpassen, die nur im Serum er- 
hoben werden. 

Nicht zuletzt konnten wir bei unseren Untersuchungen herausstellen, 
da[~ Nfichternalkoholwerte im Blute nach den Ergebnissen der Ferment-  
methode praktisch nicht bestehen, und dal~ auch die Angabe fehlgeht, 
beim Diabetes mellitus wiirden solche gefunden werden. Interessantor- 
weise sahen wir auch bei einer Grol~zahl yon zum Teil schweren Aceton- 
~mien keine Widmarkworte,  die den Niichternwert eindeutig fiber- 
stiogen. 
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Bei der Feststellung der Nfichternwerte fielen als Gradmesser ffir 
die Exakthei t  der Methode die Differenzen in den Ergebnissen beider 
Verfahren auf. Im Durehschnitt verhalten sich die Niiehternwerte yon 
Ferment  zu Widmark wie i : 30. Bei der Berechnung der Mittelwerte 
und der mittleren quadratischen Fehler nahmen wir bewuBt Abstand 
davon, bei der Mikrodestillation den Nfichternwert yon dem jeweiligen 
Ergebnis abzuziehen, da dies auch sonst bei der Darstellung der Blut- 
alkoholwerte nach WIDMARK nicht fiblich ist. 

Anlage : Testvorschri/ten. 
A l lcoholdeh ydrase. 

In 2 grfind]ich gereinigten l%eagenzgl~sern werden je 1/a 0 ml ~thyl-  
a]kohol, 4,9 ml LSsung I und 0,1 ml LSsung I I  der Arbeitsvorschrift 
(vgl. S. 18) gemischt. Die Extinktion der Mischung wird gemessen 
(1. Reagenzglas, Blindwert). Dann werden 0,02 ml mit redestilliertem 
kalten Wasser unmittelbar vor dem Test auf das 1000fache verdfinnter 
FermentlSsung (in hohen Verdfinnungen ist das Ferment nur kurze Zeit 
haltbar) in die TestlSsung ein10i10ettiert (Eintauchen der Pipette in die 
L6snng) und unter Anlaufenlassen einer Stop10uhr gemischt (ohne 
Schaum zu erzeugen). Der Ansatz wfl'd sogleich in die Me~kfivette 
(Schichtdicke 1 cm) iibefffihrt und die ffir einen Zuwachs der Extinktion 
yon 0,1 (bei 366 m/~) benStigte Laufzeit gesto1010t. 

Wir definieren als eine Fermenteinheit diejenige Fermentmenge, die 
in 5 ml TestlSsung bei 25 o C, der Wellenl~nge 366 m# und der Schicht- 
dicke 1 cm in 100 sec einen Zuwachs der Extinktion um 0,1 erzeugt. 
Die im Pr~10arat vorhandenen Einheiten errechnen sich daher nach der 
folgenden Formel: 

100 • Verdiinnungsfaktor __ E. 
gestoppte Zeit in sec 

Proteingehalt. 
(modifizierte Biuret-Methode nach WnICHSELBAU~I~ 

ProteinlSsung enthaltend ] - -6  mg Protein wird in einem Zentri- 
fugenglas auf ein Vo]umen yon 0,85 ml mit Wasser verdfinnt und 
zu der Mischung 0,15ml TrichloressigsiiurelSsung (3 molar) gesetzt. 
Nach dem Abzentrifugieren des Eiweif~niedersehlages und sorgfi~ltigem 
Entfernen der fiberstehenden LSsung, wird der EiweiBniedersehlag in 
5 ml Wasser aufgewirbelt und mit 5 ml Biuret-Reagenz vermischt. 

Herstellung des Biuret-Reagens: 9 g Seignettesalz werden in etwa 
400 ml 0,2 n NaOH (karbonatfrei, aus ges~Lttigter, abgestandener NaOH 
bereitet) gelSst, dann naeheinander zu dieser LSsung 3,0 g feingepul- 
vertes CuSOa. 5H20 1 o. a. und 5,0 g KJ10. a. geffigt. Jedes der Salze 
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muB jewei ls  v o r  Zuf i igen  des  n ~ c h s t e n  gelSst  sein. D ie  Mischung  w i r d  

m i t  0,2 n N a O H  au f  1000 m l  aufgeff i l l t  ; sie is t  in  e iner  b r a u n e n  F l a s e h e  

u n b e g r e n z t  h a l t b a r .  

V o n  de r  n a c h  30 m i n  ( Z i m m e r t e m p e r a t u r )  g e m e s s e n e n  E x t i n k t i o n  

w i r d  der  ( kons t an t e )  B l i n d w e r t  de r  M i s e h u n g  y o n  5 m l  W a s s e r  u n d  

5 m l  B i u r e t - R e a g e n z  abgezogen .  

Z u w a e h s  der  E x t i n k t i o n  ( 5 4 6 m t t  , d = 2  c m ) .  1 , 7 = r a g  P r o t e i n  in  

de r  B e s t i m m u n g .  

t t o c h g e r e i n i g t e  A l k o h o l d e h y d r a s e :  D ie  in  de r  v o r s t e h e n d e n  A r b e i t  

v e r w e n d e t e n  A l k o h o l d e h y d r a s e w i ~ p a r a t e  e n t h i e l t e n  8 0 0 - - 1 0 0 0  F e r m e n t -  

e i n h e i t e n  i m  M i l l i g r a m m  P r o t e i n .  

Diphosphopyridinnucleotid. 
I n  e i n e m  gr f ind l ich  g e r e i n i g t e n  t~eagenzglas  w e r d e n  1/30 m l  Alkoho l ,  

D P N - L S s u n g ,  e n t h a l t e n d  e t w a  1/2 m g  D P N  u n d  genf igend  L S s u n g  I de r  

A r b e i t s v o r s c h r i f t  (vgl.  S. 18), u m  das  V o l u m e n  de r  L 6 s u n g  auf  5 m l  

zu  e rg~nzen ,  g e m i s c h t .  D ie  M i s c h u n g  w i r d  in  e ine  M e g k f i v e t t e  gegeben ,  

de r  B l i n d w e r t  abge l e sen  u n d  0,02 m l  der  F e r m e n t l S s u n g  I I I  (Arbei t s -  

v o r s c h r i f t  S. 18) u n t e r m i s c h t .  Aus  der  D i f f e renz  des  n a c h  w e n i g e n  

~ i n u t e n  e r r e i c h t e n  E n d w e r t e s  de r  E x t i n k t i o n  gegen  den  B l i n d w e r t  

e r r e c h n e t  s ich die  in de r  B e s t i m m u n g  be f ind l i che  D P N - M e n g e  wie  fo lg t  : 

Z u w a c h s  de r  E x t i n k t i o n  (366 In/~, d =  1 e r a ) .  0 , 9 6 = r a g  D P N  in  de r  

B e s t i m l n u n g .  
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