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Ubersicht.

Ein wesentlicher Nachteil der zur Zeit in der forensischen Analyse
eingefithrten Bestimmungsmethoden fiir Athylalkohol liegt in ihrer Un-
spezifitit. Obwohl eine Reihe von Autoren die Fehlermdglichkeiten bei
den Reduktions- wie auch interferometrischen Methoden abgegrenzt
haben, und man das Ausmafl des storenden Einflusses exogener und
endogener Faktoren im grofen und ganzen kennt, ergeben sich in der
gerichtlichen Verwertung immer wieder Angriffspunkte, welche den
Wert der Analyse schmilern. Es liegt daher nahe, spezifische Methoden
fiir die forensische Bestimmung von Athylalkohol zu suchen, welche die
bisher iiblichen ersetzen kénnen oder zumindest in Streitfillen eine
methodisch unabhiingige Kontrolle erméglichen. Wir haben es deshalb
unternommen, eine spezifische photometrische Methode zur Bestim-
mung von Athylalkohol, welche von Bjcmer und ReperzKI® kiirzlich
entwickelt worden ist*, im Hinblick auf den forensischen und wissen-
schaftlichen Bedarf zu erproben.

Die neue Bestimmung ist aus den von OrTro WARBURG geschaffenen
photometrischen Methoden zur Testung von Stoffwechselfermenten ent-
wickelt worden. Bei diesen, von ihrem Entdecker sogenannten ,,opti-
schen‘ Testen 28 finden Reaktionen der Substrate statt, welche von einer
Anfiarbung (im langwelligen Ultraviolett) des Reaktionssystems begleitet
sind, und die sich mit der iiblichen photometrischen Methodik einfach
und quantitativ verfolgen lassen. Zur Bestimmung von Athylalkohol
kann man sich nach diesem Prinzip die Spezifitit eines hochgereinigten

* Anmerkung bei der Korrektur. Wie wir erst nach Absendung des Manuskripts
erfahren haben, ist von R. K. Bov~icasEN und H. TarorELL (Scandinavian Jour-
nal of Clinical & Laboratory Investigation 8, 58 (1951) eine Fermentmethode zur
forensischen Bestimmung von Athylalkohol entwickelt worden, die sich ebenfalls
des ,,optischen Testes bedient. Die Methode dieser Autoren unterscheidet sich
von der hier beschriebenen prinzipiell durch folgende Einzelheiten: 1. Destillation
der Blutprobe, 2. Verwendung kristallisierter Alkoholdehydrase aus Pferdeleber,
3. Messung der Reaktionskinetik an Stelle des Endwertes.
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kristallisierten Stoffwechselferments, der Alkoholdehydrase?, eines der
Schliisselenzyme der alkoholischen Gé#rung, zunutze machen® . Dieses
Ferment katalysiert eine wasserstoffitbertragende Reaktion, bei der
Athylalkohol in Acetaldehyd iiberfilhrt und gleichzeitig die Substanz
DPN hydriert wird (DPN = Diphosphopyridinnucleotid?, das von
Orro WaRrBURG entdeckte Co-Ferment der Wasserstoffiibertragungen
im Zellstoffwechsel):

Athylalkohol -~ DPN = Acetaldehyd -+ H,DPN.

Die hydrierte Form des spezifischen Acceptors DPN ist durch eine
starke Lichtabsorption ausgezeichnet. Damit ist die Grundlage einer
photometrischen Bestimmungsmethode gegeben, bei der dem Ferment
die Rolle der Selektivitat zufdallt, wihrend der Acceptor eine einfache
quantitative Verfolgung der Reaktion ermdglicht. Wir beschreiben im
folgenden:
1. Technische Einzelheiten der neuen Methode.
2. Untersuchungen iiber deren Anfilligkeit gegen stérende Faktoren.
3. Vergleichende Alkoholbestimmungen mit der Mikrodestillation
nach WipmaARKS ? und der Fermentmethode an einem groBeren Material
experimenteller Alkoholbelastungen und schlieflen eine Diskussion der
Ergebnisse an.
Fermentmethode.
Vorbemerkungen.

Die Reaktion, mit der wir Athylalkohol bestimmen, ist umkehrbar.
Wenn man keinen Kunstgriff anwendet, liegt der Schwerpunkt des
Gleichgewichtes ungiinstig, da kinetisch die Hydrierung von Acet-
aldehyd (die physiologische Richtung der Fermentreaktion) begiinstigt
ist. Die Mittel, mit denen man trotzdem die véllige Umsetzung auch
sehr kleiner Alkoholmengen in praktisch annehmbaren Reaktionszeiten
erzwingen kann, sind: alkalisches Reaktionsmilieué, Einsatz relativ
grofer Fermentmengen und Zusatz eines Aldehydfingers. Fir den
letzteren Zweck hat sich Semicarbacid, welches schon von NEGELEIN
und WuLrr? bei der Isolierung der Alkoholdehydrase verwendet wurde,
am besten bew#ihrt. Die unter diesem Gesichtspunkt von uns gewihlte
Zusammensetzung der Reaktionslésung zeigt Tabelle 1.

Alkoholdehydrase haben wir nach den Vorschriften von NEGELEIN
und WULFF4, sowie von RACKERS® aus Lipman-Hefe (langsam getrock-
nete Bickerhefe) dargestellt. Besondere Aufmerksamkeit mullte auf
die Reinigung des eingesetzten Fermentes verwandt werden, da bei dem
relativ hohen Einsatz von Ferment in der Athylalkoholbestimmung
Spuren anderer Dehydrasen die Spezifitdt storen konnten. Wir haben
die Pridparate 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, schlieft die in der Vor-
schrift angegebene Menge eines solchen Praparates bei einer Reaktions-
zeit von 70min etwa die doppelte Sicherheit ein.

DPN wurde nach der geringfiigic modifizierten Vorschrift von
WiiniamsoN und GREENY zubereitet. Zur Senkung des Blindwertes
wurden die Priaparate bei 60°C im Hochvakuum getrocknet und ihre Lo-
sungen vor dem Gebrauch
mit 10% des Volumens Tabelle 1. Reakiionslosung. (Substanzen in mg/ml
50% iger Aluminiumhy- angegeben.)
droxyd-Suspension dige- ‘

riert und abzentrifugiert Semicarbacidhydrochlorid . . . . . 8,0
Yzt NaP,0,-10H,0 . . . . . ... 32,0
(Testvorschrift in der An-  Na-hydroxyd . . . . .. .. .. I 25
. T . erechnet als reine Substanz) 0,26
Die kiuflichen Semi- Alkoholdehydrase . . . . . . . . \ 0,1
carbacidqualitdten ent- Pu=8,5

halten Spuren von Athyl-

alkohol, welche durch Umkristallisation in Wasser oder Auskochen in
Benzol entfernt werden kénnen. Die Extinktion der Alkoholreaktion
messen wir bei der Wellenldinge 366 my. Das Maximum der Absorptions-
bande des hydrierten DPN liegt
bei 340 my'?; es hat sich jedoch
als zweckmdBig erwiesen, die PRI
Quecksilberlinie 366, die stiarkste M
und mit Glasfiltern am einfach- -5, ,,
sten isolierbare Spektrallinie der <
Quecksilberdampflampe, zu ver- 07
wenden. Strahlung dieser Wellen-

linge durchdrlingt, Ob'WOhl sie e
nicht mehr sichtbar ist, noch  ipp 1. Reaktionskinetik der Fermentme-
Glascuvetten und diinnere Glas- thode. Ordinate: Zuwachs der Extinktion

linsen, so daB die Ferment- - " bsssee: Fefs i Mitmten.
methode bei Verwendung einer

Quecksilberlamype als Lichtquelle in jedem photometrischen Colorimeter
durchfithrbar ist. Wir verwenden das Photometer ,,Eppendorf”, bei
dem die Ablesungen in direkter Anzeige in kiirzester Zeit getétigt
werden kénnen*.

Die Bestimmung von Alkohol kann an sich im normalen Serum ohne
weitere Vorbereitung durchgefiihrt werden. Im Verlauf dieser Arbeit
sind eine Reihe dergestalt erhaltener MeBreihen durchgefiihrt worden,
welche gute Ergebnisse gezeigt haben. Da jedoch hémolytische Sera
Blindwerte ergeben, die zusétzlich bestimmt und subtrahiert werden
missen, und es zudem wiinschenswert war, die Bestimmungen auch

* Elektromedizinische Werkstéatten ,,Medeor’, Hamburg 20.
Zeitschr. £, gerichtl. Medizin. Bd. 41.

ao4r

Serum m’{? 7,73 Yoo A//mbg/ .

Serum mit 0,48 Yoo /J//m/zxa/
X

K=x

—
X
X

Ly =
TRyl

|85
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an Vollblut durchzufiihren, enteiweiliten wir durchweg die Analysen-
proben vor der Bestimmung mit Perchlorsiure?, einer Substanz, welche
im schwach alkalischen Milieu keinerlei storende Einfliisse auf die Fer-
mentreaktion ausiibt.
Arbeitsvorschrift.

Lisung I. 10 g Natriumpyrophosphat (10 H,0), 2,6 g Semicarbacid-
hydrochlorid, 0,5 g Glykokoll werden in der Reihenfolge in Wasser geldst,
mit 10 ml 2n NaOH versetzt und auf 300 ml aufgefiillt.

a8 . Liosung II. DPN in Wasser entspre-
K / chend einem Gehalt von 13 mg 100 %igem
o861 5 DPN/ml*. Beide Losungen halten sich
WS OO / im Eisschrank 2 Wochen *.

® g4 /K Losung I11. 45,5 g Ammonsulfat und
g5 3 g Natriumpyrophosphat (10 H,0) p.a.
N x/ Merck in 100 ml wiBriger Losung, justiert
ar , auf pyg 7.3, darin suspendiert kristal-
45 10 15 20 530 lisierte Alkoholdehydrase entsprechend

Abb. 2. Eici’;/g]/iﬁg’”ég W;‘iemmt_ einem Proteingehalt von 25 mg/ml*.
methode. MeBinstrument: Photo- Liésung IV. 34%ige Perchlorsdure

meter, ﬂﬁ?esg}i’iﬁtgsg‘f%a?&ng: (2,9 ml 70%ige Perchlorsiure Merck auf
100 ml).

Alkoholdehydrase ist, wie viele Fermente, empfindlich gegen Schwer-
metallverunreinigungen. Es empfiehlt sich daher, die Losungen mit aus
Glas oder Quarz redestilliertem Wasser anzusetzen (wenn stark CO,-
haltig, evakuieren oder auskochen) und ,,pro Analysi‘‘- Qualitéten der be-
notigten Reagentien zu verwenden (Ammonsulfat p. a. wird zweckmi8ig
unter Zusatz eines Schwermetallbinders, z. B. Athylendiamintetraacetat
und wenig Ammoniak nochmals umkrystallisiert).

Als Reaktionsgefifle verwenden wir Mischzylinder mit eingeschlif-
fenem Glasstopfen, welche nicht wesentlich mehr als 5 ml fassen und
bei 5 ml eine Eichungsmarke tragen.

0,5 ml Vollblut oder Serum werden zu 2 ml Perchlorséure gegeben
und in einem mit seinem Gummistopfen verschlossenen ausgedienten
Veniilenrohrchen 5 min bei 3000 Umdrehungen je Minute zentrifugiert.
0,1 ml der iiberstehenden klaren Flissigkeit werden in die zuvor mit
etwa 4,5 ml Losung I beschickten Cylinder pipettiert und kurz um-
geschwenkt. Nach Zugabe von 0,1 ml Losung IT und 0,02 ml Losung TIT
wird mit Losung I zur Marke aufgefiillt, durchgemischt (ohne Schaum
zu erzeugen) und 70 min bei einer Temperatur nicht unter 19° und nicht
iiber 26° C stehengelassen. Ein Reagentienblindwert wird in gleicher

* Die Firma C.F. Boehringer & Séhne, Mannheim-Waldhof, Zweigstelle Tut-

zing, ist in dankenswerter Weise bemiiht, die fiir die Bestimmung notwendigen
Substanzen zur Verfiigung zu stellen.
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Weise unter Fortlassung des enteiweiBten Serums angesetzt. Die Ab-
lesung erfolgt nicht frither als nach 70 min und nicht spéter als nach
100 min bei der Wellenlinge 366 my in Cuvetten von 1 cm Schicht-
dicke. (Die Linie 366 my kann aus der Strahlung einer Quarzlampe mit
den Filterglisern UG 2 und WG 2 je 2mm dick von Schott u. Gen.
isoliert und mit einem Photoelement gemessen werden.) Die Eich-
kurve in Abb. 2 gibt die Beziehung zwischen der Extinktion (nach
Abzug des Reagentienblind-

wertes) und dem Promille- 'Tabelle 2. E.rgebm:sse.ﬂ getre@nte.r
gehalt der vorgelegten Alko- Bestimmungen (einschlieflich Enteiweiffung)

. R an einem alkokolischen Blut.
holprobe. Bei Extinktionen,

welche einem hoheren Alko- EXtﬂ%%’ﬁnﬁ]ﬁgﬁé?ZHg Alkohol in °/q,
holgehalt als 3%, entsprechen

wiirden, ist es erforderlich, % 8322 8:3113
die Untersuchungen nach Ver- 3 0.262 0.931
diinnung des zu untersuchen- 4 O,2t§3‘ 0,932
den Materials zu wiederholen. ‘g | gzggg gzggg
7 0,255 0,906
Fehlerbreite der Methode. 8 | 0,262 0,931
Tabelle 2 zeigt die Ergeb- 18 ‘ 8’322 8’3%8
nisse von 11 Bestimmungen, 11 \ 0.262 0,931
in denen an ein und demsel- Durchschnitt= 0,926
ben alkoholhaltigen Blut die 8=0,011
vorstehend beschriebene Me- Wahrscheinlicher Femeizo,om
thode, jeweils mit der Ent- der Einzelmessung=0,8%

eiweiffung anfangend, durch-

gefihrt wurde. Der mittlere Fehler, wie er sich aus der Berechnung
der mittleren quadratischen Abweichung ergibt, betrigt 1,2% , der wahr-
scheinliche Fehler der Einzelbestimmung 0,8%.

Anfilligkeit der Fermentmethode gegen stirende Faktoren.

In den Tabellen 3—38 sind die Ergebnisse von Versuchen zusammen-
gefallt, welche unternommen wurden, um die Spezifitdt der Methode
und ihre Anfalligkeit gegen verschiedene Gruppen von Substanzen zu
priifen. Grundsétzlich- kénnen Fermentmethoden, bei denen der Ab-
lauf der Reaktion an das Vorhandensein eines Katalysators gebunden
ist, auf verschiedene Art und Weise zu Irrtiimern Anlall geben. Die
wichtigsten dieser Moglichkeiten sind folgende:

1. Der Katalysator wirkt auch mit anderen, der gesuchten Substanz
dhnlichen, Verbindungen.

2. Die gewiinschte Reaktion wird durch #hnliche Verbindungen,
welche den Katalysator blockieren, unterbunden (competitive inhibition).

3. Der Katalysator wird vergiftet oder zerstort.

2%
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Wir haben es deshalb unternommen, einen relativ breiten Kreis von
Substanzen, teils theoretischer, teils rein praktischer Bedeutung, zu
priiffen. Aus- der Reihe der Alkohole und anderer Stoffe, welche eine
Hydroxylgruppe tragen (Tabelle 3), reagieren in der Fermentmethode
die gradkettigen héheren Alkohole und Isopropanol (Tabelle 7). Alle
anderen Substanzen dieser Gruppe, welche wir gepriift haben, ins-
besondere Methanol (Tabelle 4) und die physiologisch wie praktisch
wichtigen verzweigten Alkohole, stdren die Athylalkoholbestimmung

weder durch Reaktion noch

Tabelle 3. Hydroxylgruppenhaltige Stoffe  qurch Reaktionshemmung. Die
in der Fermenimethode. Storung der Fermentmethode
Substanz (zugesetzt 1°/5 D?;:%ﬁ’s%n‘%es durch hohere gradkettige Alko-
Pty i | wertes hole hat fir die Probleme dieser

| % Arbeit keine groBere praktische
Bedeutung. Isopropanol findet

Athylenchlorhydrin . . . +0,4

Monoé#thanolamin . +1,1 in der Kosmetik Anwendung
ggﬁﬁl + (I)’g und kann auBerdem in geringen
Glycerin . . . . . . . —12 Mengen (durch die Reduktion
Milehséure . . . . . . —12 von Aceton) im endogenen Stoff-
g-ec;g-??tt?rs‘a?re. s :?):i wechsel entstehen. Wir zeigen
Threonin . . . . . . . +0,4 deshalb eine weitere Tabelle (5),

aus der hervorgeht, daB erst
Konzentrationen der GréBenordnung 0,5%,, Fehler hervorrufen, welche
die allgemeine Fehlergrenze der Methode erheblich iiberschreiten.

Tabelle 4. Methanol in der Fermenimethode.

Im Ansatz .
o Gen}essf;ne .. Entspricht Differenz
Methanol in %/, ’ Athamol in %/y, ‘ Extinktion Athanol in °/4, o
1,00 l 0,92 0,265 0,93 +0
1,00 1,38 0,395 1,39 +0,7
300 |0 - 0,002 0,01 —
Tabelle 5. Isopropanol in der Fermentmethode.
Ansatz (Konzentratio; in °/46) 7
-~ . . tspricht Diffe
Isopropanol ‘ Athanol ‘ Extinktion eﬁﬁfar;fol 1 %renz
| [
, 1,00 0,287 - 1,01 ‘ —
O 25 1,00 0,297 i 1,04 J 3
050 | 100 0,302 r 106 5
1,00 ‘ 1,00 1 0,314 1 1,11 0
025 | — 1 0,011 i 0,04 -
0,50 — } 0,021 ‘ G,07 —
1,00 | — 0,040 0,16 —
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Eine weitere Gruppe von Substanzen, welche wir untersucht haben,
enthilt Stoffe, die die Alkoholbestimmung nach WIDMARK storen und die
teils durch Stoffwechselstérung, z. B. Diabetes mellitus, teils durch duflere

Einfliisse, z. B. Narkose, ins Blut
gelangen kénnen (Tabelle 6). Hier
ist keine Stérung gegeben.

Ein dhnliches Ergebnis zeigt
eine grofBe Gruppe von Desinfek-
tionsmitteln (Tabelle 8), welche
durchweg in der Widmarkme-
thode positiv erfallt werden und
die Fermentmethode durch Ei-
weiBvergiftung hemmen konn-
ten. Mit Ausnahme von Dijozol
und Valvanol, welche stark
dthylalkoholhaltig sind, storte
keines der Desinfektionsmittel
durch Reaktion oder Reaktions-
hemmung.

Tabelle 6. Ketonkdrper und Narkosemittel
in der Fermentmethode.

Substanz (zugesetzt 1%/,

Deviation des

At mi Analysen-
080 /ff Kihane \ Wef/f'es
|
Acetessigsdure . . . . . —1,5
Aceton . . . . . . . . —1.2
Chloroform . . . . . . | —1.5
Ather . . . . . . . .. | —L15

Tabelle 7. Homologe des Athanols in der
Fermentmethode.

Substanz (zugesetzt 1°/4,

[i
" Deviation des

Die wegen ihrer forensischen
Bedeutung vielfach aufgegriffene
Frage des Athylalkoholgehaltes

‘des Niichternblutes

wird von

REprTzKI und SAMLERT an an-
derer Stelle angesprochen.

. Analysen-
ooty | e
Methanol . . . . . . . ! 0.4
n-Propanol . . . . . . -+ 67,3
Isopropanol . . . . . . ‘ +12,0
Isobutanol. . . . . . . | —1,2
(Methylpropanol) \
n-Butanol . . . . . . . +44,3
Isoamylalkohol !
(Gérungs-). . . . . . | +1,1

Tabelle 8. Desinfektionsmittel in Ferment- und Widmarkmethode.

. P Abweich des Analysenergebni
Bomentration | A0 en i Ko
Substanz in 1%/p Athanol |~ —
. ermenl;/methode ‘ VV1dmar§methode
0 0 I 7o
|

Dijozol* . . . . . konzentriert mehr als - 300 ‘ mehr als 4 500
Valvanol®*. . . . . 10 -+34,5 {  mehr als 4500
Bacillol . . . . . . 3 —2,3 i mehr als + 500
TB-Bacillol 3 —3,4 | mehr als -+ 500
Kresolan . . . . . 3 — 3.4 mehr als -+ 500
Lysol. . . . . .. 1 —2,6 mehr als + 500
Septoforma . . . . 3 -+ 0,7 mehr als + 500
Infegrol . . . . . . 3 —0,6 i mehr als -~ 500
Alkalysol . . . . . 5 —2.0 \ mehr als + 500
Ipsiform. . . . . . 2 —2,0 mehr als 4500
Pangrol . . . . . . 1 -+0,3 + 380
Pervalen . . . . . konzentriert — 0,6 -+ 300
Kreolin . . . . . . 3 —0,4 ; mehr als -+ 500
Sagrotan . . . . . 1,5 —1,7 -+ 300
Optiform . . . . . 3 0.4 | mehr als 4500

© % Praparate enthalten Athylalkohol.
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Vergleich der Widmark- und Fermentmethode
bei experimentellen Alkoholbelastungen.

Fiir den Vergleich der Leistungsfidhigkeit der neuen Methode mit
jener der zur Zeit verbreitetsten Mikrodestillation nach WipMARK
erschien es uns zweckmiBig, experimentelle Alkoholbelastungen zu
wihlen. Insgesamt 19 Versuchspersonen wurden mit 40%igem Wein-
brand innerhalb etwa 1/, Std derart belastet, daBl ihr Blutalkohol-
gehalt nach der Verteilungsformel (r =0,7) auf 1,5%,, hitte an-
steigen miissen. Blutentnahmen mit Fluoridveniilen wurden vor der
Belastung und dann in festgelegten Absténden, sich bis zu 4 Std
erstreckend, durchgefithrt (s. Kurven). Bei 12 Belastungen wurden
Serumwerte (bei der Fermentmethode ohne EnteiweiBung) verglichen
(insgesamt 106 Vergleichspunkte). Bei 6 Belastungen wurden sowohl
Serumbestimmungen (bei der Fermentmethode mit EnteiweiBung) als
auch Vollblutwerte miteinander verglichen (insgesamt je 49 Vergleichs-
punkte).

Die Versuche ergaben, sowohl was die Gestalt der Kurven, als
auch das Verhiltnis von Serum- zu Vollblutwerten anbetrifft, be-
merkenswert verschiedene Verlaufstypen. Wir zeigen in Abb. 3 und 4
charakteristische Ergebnisse. Die Ubereinstimmung der Werte beider
Methoden bei den einzelnen Vergleichspunkten dagegen lag im Be-
reich der Fehlermoglichkeiten, welche sich fir die Widmarkmethode
als geringfiigig hoher als bei der Fermentmethode erwiesen haben.

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde darauf ver-
* zichtet, die Niichternwerte der Widmarkmethode, welche mit Sicher-
heit zum weit iiberwiegenden Teil ,Nicht-Athylalkoholsubstanzen*
entsprechen, von den Belastungswerten abzuziehen. Theoretisch wire
dies ohne Frage korrekter gewesen, da die Unspezifitit bei der Widmark-
methode einen systematischen, additiven Fehler bedingt. Im Hinblick
auf praktische Gesichtspunkte und wegen der Geringfiigigkeit der

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

1 dDu(x;"chstqhnétt
Zahl d Ver- er (Juotienten
Substrat g?eichse\fver(’zg ‘Widmark i 8
‘ Ferment \
[ l
Serum (nicht enteiweiBt) } 106 | 1,06 ‘ 0,005 ¥ 0,047
Serum (bei der Ferment- | i |
methode enteiweilt) . . 49 1,03 1 0,008 0,055
Vollblut . . . . . . . . 49 L0988 | 0005 | 0,088
Durchschnitt
Serumalkohol | . ‘
i — , ,006 0,061
Quotient i Tutalkohol *|  * ) L5 | 0006 |

|

(Fermentmethode)
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Korrektionen ist dies jedoch unterblieben. Die Nihe der Quotienten
der Ergebnisse beider Methoden zu 1 ist somit gewissermafen ein
Ausdruck fur die Spezifitit der Widmarkmethode (Tabelle 9).

Diskussion.

Kaum eine andere Untersuchungsmethode wurde und wird téglich in
foro in threr Giite und Spezifitdt derartig angegriffen und erneut getestet
wie die Mikrodestillation nach WipMarK. Wiederholt wurde festgestellt,
dal es gegen den , Widmark keine nennenswerten Beanstandungen
geben kann (unter anderen MUELLER' 15, WaGNER!S, KALLFELZY,
Korrer!®: 19 MiULLeErR-Hiss und HALLERMANNZ20. 2 JUNGMICHEL??,
ErBen28, Bunrz?4). Trotzdem aber wird der erkennende Richter den
Ergebnissen bei Einwendungen mit verstéindlicher Unsicherheit gegen-
iiberstehen, weil auBer dem Athylalkohol andere fliichtige reduzierende
Substanzen unter Umsténden erfat wurden. Auch wenn die Schutz-
behauptungen durch exakte Ermittlungen und Stellungnahmen eines
Sachverstindigen entkriftet werden kénnen, semper aliquid haeret.
Dartiber diirften auch das fundierteste Gutachten und desgleichen
nicht der Hinweis tduschen, dafl jene beeintrichtigenden, d.h. leicht
oxydierbaren Stoffe, vielfach nur Werte erzeugen, die innerhalb der
Fehlergrenze des Verfahrens liegen. Die Hidufung der Fehlerquellen
kénnte theoretisch jedoch dazu fithren, dafl dann innerhalb einer ge-
wissen Unsicherheit rechtlich nicht uninteressante Abstriche an dem
chemisch bestimmten Promillewert vorgenommen werden miissen — in
dubio pro reo. Nach einer Narkose z. B., bei Aufbewahrung des Spritzen-
materials in einer Desinfektionsldsung, die reduzierende Substanzen
enthélt, oder bei einer Methylalkoholvergiftung, konnte das Widmark-
ergebnis sogar wertlos werden.

Zur Ubersicht iiber die endogenen und exogenen Fehler des Widmark-
verfahrens werden diese referiert. Die Aufstellung soll verdeutlichen,
daBl ein echtes Bediirfnis besteht, jegliche Fehlermoglichkeiten durch
Einfithrung einer spezifischen Athylalkoholmethode auszuschlieBen.

Durch die Widmarkmethode werden an endogenen Substanzen erfafit: Milch-
séure, Glycerin, Acetaldehyd, Ammoniak, Fruchtsiuren, Fettsiuren (ELBELZ).
Diese leicht oxydierbaren Stoffe bringen zumeist nur minimale Werte hervor, die
zudem noch im Bereich der Fehlergrenzen der Untersuchungsmethode liegen
(0,03—0,06%,). Ahnliche Werte ergeben sich durch Aceton, Acetessigsiure, Oxy-
buttersdure. Wenn auch WipMaARK fiir Aceton bis zu 0,7%,, oder ArARI* fiir
Milchsgure bis 0,29, fiir Blutglycerin bis 0,95%, gefunden haben, so kénnen wir
nur KoHBERGY, WALTER?, PALMIERI®® bestétigen, dall in einem groflen Material
wesentliche Werte sich nie haben bestimmen lassen. Auch WIDMARK gibt fiir
einen Diabetes ohne Koma Werte bis 0,35%,, an. Vielfach wird erheblicher Obst-
genul} als Fehlerquelle angefithrt. ScHWARZACHER?®, ScHUCKLE? gaben hierfiir
Werte bis zu 0,18%,, an. Auch bei Hunger wollen FRAENKEL und Nicornar® geringe
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Menge reduzierender Stoffe gefunden haben. Bei Kachexie und chronischen Er-
krankungen tritt nach KouBERG? keine Erhthung ein.

Die einzelnen Substanzen ergeben fiir sich praktisch unwesentliche Werte.
Die Haufung der einzelnen Faktoren, wie sie in foro aufgefiihrt wird, kénnte rein
theoretisch zu Abstrichen von dem ,,Blutalkoholwert nach Wipmark fiihren.

An exogenen Fehlerquellen gibt es ebenfalls eine Reihe von fliichtigen redu-
zierenden Substanzen. Jede Methode, die es ermdglicht, nur den Athylalkohol zu
erfassen, bedeutet deshalb einen Fortschritt; d.h., sobald fehlerhafte Desin-
fizienten, Narkosemittel u.v.a. die Analysenergebnisse nicht mehr stéren und
damit auch nicht eine gutachtliche Stellungnahme. Bekannt sind Anyalsenfehler
durch Ather (Gramrn®!, KorLLER!: ?, Saar und PauLus®?, DoTzaUER®) bis zu
1,5%,, Bromithyl, Paraldchyd, Amylenhydrat. Durch verunreinigte GenuB-
mittel und gewerbliche Gifte kann Bichromat ebenfally reduziert werden. Um
nur einige Substanzen zu nennen: Schwefelkohlenstoff, héhere Alkohole, Ester,
chlorierte Produkte, Methylphenole, Methylalkohol, Aceton, Pyridin, Benzin,
Benzol, Lacklosemittel usw., die zum Teil durch Einatmung aufgenommen und
langsam eliminiert werden (FrRABNREL und Nixorai?, ErBrr?, SoEWARz,
KouBERG?). Aus der Reihe der Desinfektionsmittel sind es nach H. ScruLze®
Stoffe, die Formaldehyd, Phenolderivate, itherische Ole, Weinsiure, H,0, und
Chlorate enthalten. Weiter konnen sich bei der Leichenfdulnis reduzierende
Substanzen entwickeln (LANDSBERG *%, WAGNERS, WEINIGY), die interferometrische
wie chemische Alkoholwerte vortauschen (Scawarz3%). Nur bei einer regelrechten
bakteriellen Faulnis soll Alkohol entstehen (LaNDsBERG36). Sogar bei den nicht
steril aufbewahrten Blutproben tritt, bei einigermafBen normalen Untersuchungs-
bedingungen, also im Gegensatz zu der Fiulnis in der Leiche, keine ErhShung
der Promillewerte ein (WIpMARK®, ELBEL)*,

Um die Resultate zweier vollig differenter Untersuchungsmethoden,
und zwar eine titrationschemische und die Fermentmethode, gegen-
einander abwigen zu kénnen, wird man zu der Spezifitit, den mittleren
Untersuchungsfehlern, der praktischen Verwertbarkeit, der zeitlichen
Beanspruchung und dem Materialverbrauch — besonders im Hinblick
auf Routineuntersuchungen — Bezug nehmen miissen.

Die Befunde der Fermentmethode, die uns ihre Prizision und Brauch-
barkeit eindeutig bewiesen hat, geben die Gewillheit, nicht nur exakte
Vergleichswerte zum ,,Widmark*, sondern dariiber hinaus spezifische
Athylalkoholbestimmungen zu erhalten. Die Prézision wurde durch
204 Untersuchungen demonstriert. Der wahrscheinliche Fehler der
Einzelbestimmungen betrug 0,8%.

Die Belastungskurven weisen besser als Worte auf die Uberein-
stimmung der Ergebnisse hin. Gleichzeitig wird dabei wieder einmal
auf die Brauchbarkeit des Widmarkverfahrens hinzuweisen sein. Is
konnten — bei Ausschaltung storender Faktoren fir den Widmark —
gleichsinnige Promillezahlen mit beiden Methoden, wie die zwei Kurven
als Beispiel fiir viele zeigen, erhalten werden (Abb. 3 und 4). Der grund-
sitzliche Wert unserer Gegeniiberstellung soll nun nicht etwa in der

* Orientierende Untersuchungen iiber diesen Komplex sind abgeschlossen und
werden an anderer Stelle bekanntgegeben (REDETZKI, JOHANNSMEIER, DOTZAUER.)
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Bestitigung des ,,Widmark* liegen, sondern dariiber hinaus erstmalig
darauf hinweisen, daf} jetzt eine Untersuchungsmethode zur Verfiigung
steht, welche reine Athylalkoholwerte routinemiBig faBt. Die Ein-
fithrung der Fermentmethode wiirde Schutzbehauptungen vor Gericht
in bezug auf endogene oder exogene Fehlerquellen hinféllig werden
lassen, denn in den Fermentwerten liegt die grofere Rechtssicherheit.
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Da die Einwinde gegen die Unspezifitit (Narkose, Diabetes mellitus
usw.) vielfach erst in der Verhandlung laut werden, miifpten die Alkohol-
untersuchungen vollig auf die Fermentmethode umgestellt werden.

Auch die in lingeren Zeitabstinden wiederholten Testungen ein-
zelner Blutproben ergaben stcts konstante Werte, so daBl die Durch-
fithrung der Untersuchung nicht unmittelbar fristgebunden ist.

Bei Gegeniiberstellung der Ergebnisse beider Verfahren — Widmark
und Ferment — koénnte man zudem in eleganter Weise Athyl- wie
Methylalkoholwerte im Blute und in den Kérpersiften voneinander
trennen. Damit wiirde ein Bediirfnis befriedigt, welches in der Zeit
des Anfalles von Methylalkoholvergiftungen zu Ende des Krieges und
in der Nachkriegszeit besonders stark war. In diesem Zusammenhang
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mull darauf hingewiesen werden, dall jeweils nur geringe Mengen an
Untersuchungsmaterial zur Verfiigung zu stehen brauchen.

Es darf auch nicht unerwdhnt bleiben, daB die Sachverstindigen,
die wegen der unspezifischen Ergebnisse zur gréfitmdglichen Sicherheit
mit zwei Methoden (titrationschemisch und interferometrisch gearbeitet
haben (ScEWARZ3, ScHwARZ, DETTLING, SCHONBERG ¥), jetzt durch die
Fermentmethode Zeit und Material sparen, da die spezifischen Alkohol-
werte eine parallele Untersuchung mit anderer Methode unnétig machen.

Zeitlich ist man dariiber hinaus bei alltdglichen Untersuchungen
nicht wesentlich stiérker als bei der gewohnten Mikrodestillation ge-
bunden. Dieser Punkt ist fiir Routineuntersuchungen nicht unwichtig,
wenn auch die zeitliche Inanspruchnahme nie ausschlaggebend fir
oder gegen ein Verfahren sein darf. Wichtig sind allein: Spezifitdt und
Prizision. Diese beiden Forderungen werden nach unserem Erachten
von der Fermentmethode erfiillt.

Die Einarbeitung in eine Fermentmethode erdffnet einen weiteren
interessanten und ausbaufihigen Arbeitskreis, deren Ausweitungen
gerade fiir den Gerichtsmediziner noch nicht zu iibersehen sind.

Wir haben uns mit Erfolg bemiiht, die Fermentmethode auch fiir
Vollblutuntersuchungen prizise und brauchbar zu gestalten, und zwar
geschah dieses lediglich unter dem Gesichtspunkt einer Vergleichs-
moglichkeit zu den gewohnten Vollblutwerten des ,,Widmark®. Frag-
lich bleibt es, ob es fiir die Alkoholuntersuchungen nicht zweckdien-
licher, weil priziser wire, nur die Serumwerte zu bestimmen und damit
von dem Wechselspiel: FErythrocyten-: Serumalkohol Abstand zu
nehmen. Der Alkohol ist nur an die fliissige Phase des Blutes gebunden;
da man in der Veniile nie das natiirliche Verhéltnis der corpusculiren
zu den plagmatischen Elementen in der Hand hat, erscheinen uns die
Serumwerte exakter. Ein Hinweis fiir die Richtigkeit unserer Auf-
fassung diirfte die weite Streuung des Faktors zwischen Serum- und
Vollblutwerten sein. KUNKELE® ermittelte einen Durchschnittswert
von 1,21 mit einer Streuung zwischen 1,12—1,31 und ErLBEL* einen
Faktor von 1,20 mit Werten zwischen 1,06—1,25. Man wiirde sich mit
Bestimmungen im Serum zudem in den Rahmen der {ibrigen physio-
logisch-chemischen Untersuchungen einpassen, die nur im Serum er-
hoben werden.

Nicht zuletzt konnten wir bei unseren Untersuchungen herausstellen,
daB Niichternalkoholwerte im Blute nach den Ergebnissen der Ferment-
methode praktisch nicht bestehen, und daf auch die Angabe fehlgeht,
beim Diabetes mellitus wiirden solche gefunden werden. Interessanter-
weise sahen wir auch bei einer GroBzahl von zum Teil schweren Aceton-
dmien keine Widmarkwerte, die den Niichternwert eindeutig iiber-
stiegen.
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Bei der Feststellung der Niichternwerte fielen als Gradmesser fir
die Exaktheit der Methode die Differenzen in den Ergebnissen beider
Verfahren auf. Im Durchschnitt verhalten sich die Niichternwerte von
Ferment zu Widmark wie 1:30. Bei der Berechnung der Mittelwerte
und der mittleren quadratischen Fehler nahmen wir bewulBt Abstand
davon, bei der Mikrodestillation den Niichternwert von dem jeweiligen
Ergebnis abzuziehen, da dies auch sonst bei der Darstellung der Blut-
alkoholwerte nach WIDMARK nicht {iblich ist.

Anlage: Testvorschriften.
Alkoholdehydrase.

In 2 griindlich gereinigten Reagenzglisern werden je /5, ml Athyl-
alkohol, 4,9 ml Losung I und 0,1 ml Losung II 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 verdiinnter
Fermentlosung (in hohen Verdiinnungen ist das Ferment nur kurze Zeit
haltbar) in die Testlosung einpipettiert (Eintauchen der Pipette in die
Losung) und unter Anlaufenlassen einer Stoppuhr gemischt (ohne
Schaum zu erzeugen). Der Ansatz wird sogleich in die MeBkiivette
(Schichtdicke 1 ¢m) iiberfiihrt und die fiir einen Zuwachs der Extinktion
von 0,1 (bei 366 mu) bendtigte Laufzeit gestoppt.

Wir definieren als eine Fermenteinheit diejenige Fermentmenge, die
in 5 ml Testlosung bei 25° G, der Wellenlinge 366 my und der Schicht-
dicke 1 em in 100 sec einen Zuwachs der Extinktion um 0,1 erzeugt.
Die im Préparat vorhandenen Einheiten errechnen sich daher nach der

folgenden Formel:
100 x Verdinnungsfaktor
gestoppte Zeit in sec

= E.

Proteingehalt.
(modifizierte Biuret-Methode nach WrIcHESELBAUM!?).

Proteinlgsung enthaltend 1—6 mg Protein wird in einem Zentri-
fugenglas auf ein Volumen von 0,85 ml mit Wasser verdiinnt und
zu der Mischung 0,15 ml Trichloressigsdurelosung (3 molar) gesetzt.
Nach dem Abzentrifugieren des Eiweifiniederschlages und sorgfiltigem
Entfernen der iberstehenden Lésung, wird der EiweiBiniederschlag 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 gesittigter, abgestandener NaOH
bereitet) gelost, dann nacheinander zu dieser Losung 3,0 g feingepul-
vertes CuSQ, - 5H,0 p. a. und 5,0 g KJ p. a. gefiigt. Jedes der Salze
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muB jeweils vor Zufiigen des nichsten gelost sein. Die Mischung wird
mit 0,2 n NaOH auf 1000 ml aufgefillt; sie ist in einer braunen Flasche
unbegrenzt haltbar.

Von der nach 30 min (Zimmertemperatur) gemessenen Extinktion
wird der (konstante) Blindwert der Mischung von 5 ml Wasser und
5 ml Biuret-Reagenz abgezogen.

Zuwachs der Extinktion (546 mu, d=2 ecm). 1,7=mg Protein in
der Bestimmung.

Hochgereinigte Alkoholdehydrase: Die in der vorstehenden Arbeit
verwendeten Alkoholdehydrasepriparate enthielten 800—1000 Ferment-
einheiten im Milligramm Protein.

Diphosphopyridinnucleotid.

In einem griindlich gereinigten Reagenzglas werden !/;, ml Alkohol,
DPN-Losung, enthaltend etwa !/, mg DPN und gentigend Lésung I der
Arbeitsvorschrift (vgl. S. 18), um das Volumen der Losung auf 5ml
zu erginzen, gemischt. Die Mischung wird in eine MeBkuvette gegeben,
der Blindwert abgelesen und 0,02 ml der Fermentlosung IIT (Arbeits-
vorschrift 8. 18) untermischt. Aus der Differenz des nach wenigen
Minuten erreichten Endwertes der Extinktion gegen den Blindwert
errechnet sich die in der Bestimmung befindliche DPN-Menge wie folgt:
Zuwachs der Extinktion (366 mu, d=1cm)- 0,96=mg DPN in der
Bestimmung.
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