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Versuche, den Alkoholgehalt auf photometrischem Wege zu be-
stimmen, reichen weit zuriick. GouBAU, GiBsoN und BrLoTNER, NEW-
MAN und Mitarbeiter, SHAPIRO, JETTER, CAsiER und DELAUNOIS und
GRUNER versuchten in einer Modifikation des Widmark-Verfahrens an
Stelle der indirekten Bestimmung durch Titration des tiberschiissigen
Dichromats das reduzierte Chrom auf direkfem Wege photometrisch zu
erfassen. Wenn diese Methode, bei der sich der Vorlagefehler eliminieren
146, nicht das erwartete Echo in der Praxis fand, so diirfte nach eigenen
Untersuchungen der Grund im optischen Verhalten der beiden Oxyda-
tionsstufen des Chroms zu suchen sein, da die griinen Cr-1II-Verbin-
dungen nur geringe Maxima im sichtbaren Spektralbereich zeigen und
bei Gegenwart von gelben bis roten Cr-VI-Verbindungen von diesen stark
beeinflult werden.

Versuche, das Oxydationsmittel Chrom durch andere zu ersetzen, wurden von
ANDERSON, GREENEBERG und KEATER sowie von Gineras und GAUDRY unter-
nommen. Erst kiirzlich beschrieb nun Vipic (1) ein neues Verfahren und erginzte
es bald darauf in einer 2. Mitteilung durch weitere Untersuchungen (2). Im Prinzip
handelt es sich um ein Vanadin-Oxydationsverfahren., Vanadin hat gegeniiber
Chrom den Vorteil, daB seine Oxydationsstufen — im vorliegenden Falle die gelbe
swertige und die blaue 4wertige Stufe — im sichtbaren Spektralbereich Absorp-
tionsmaxima zeigen, die sich weder iiberdecken noch beeinflussen. Es handelt
sich um ein direktes Verfahren. Der im Widmark-Verfahren bekannte Vorlage-
fehler wird hier eliminiert und der Alkohol unmitelbar durch photometrische Messung
des im stochiometrischen Verhiltnis gebildeten blauen Vanadylsulfats bestimmt.
Vorteilhaft ist auch hier die vom Widmark-Verfahren her bekannte Vereinigung
von Destillation und Oxydation des Alkohols in einem Arbeitsgang, wodurch weitere
Fehlerquellen, wie sie unter anderem im Friedemann-Klass-Verfahren erscheinen
konnen, vermieden werden.

Vipic gab an, bei geeigneter Vorlage von 2 oder 3 ml Vanadin-Schwefelsiure
alkoholhaltige Proben iiber 3 Std im Thermostaten bei 899 C zu belassen und nach
Abkiihlen der Proben auf ein bestimmtes Quantum mit bidestilliertem Wasser auf-
zufilllen. Nach erneutem Abkiihlen konnen die Proben im ,,Lange-Colorimeter*
mit entsprechenden Filtern bei 650—700 nm gemessen werden. Als wahrschein-
lichen Fehler nannte er 1,28% fiir eine 0,7%/gige und 0,86% fiir eine 2,05%ige
Alkoholstandardlésung.
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Wir haben uns nun die Aufgabe gestellt, die Grundlagen des vor-
liegenden Verfahrens experimentell zu untersuchen. Es handelt sich
dabei um spektralphotometrische Untersuchungen der verwendeten
Reagentien, Priiffung des Vanadylsulfats auf die Giltigkeit des BrEr-
schen Gesetzes, reaktionskinetische Untersuchungen des Alkohol-Vana-
dinsdure-Redox-Systems, Aufstellung einer Alkoholeichkurve und Prii-
fung der Fehlerbreite fir Alkoholstandardlosungen von 0,1—4,0 9/,
und schlieBlich um Priafung der Alkoholspezifitit.

A. Die chemischen Reaktionen des Verfahrens.

Der vorliegenden Methode liegen folgende Reaktionsabliufe zu-
grunde:

Die Metavanadate (1/1-Vanadate) setzen gich zusammen aus den
Oxyden einwertiger Metalle und Vanadinpentoxyd

M3:0/V,05,
woraus die Summenformel M'VO, resultiert. Aus 2 Molekiilen Meta-
vanadat entstehen durch Reaktion mit konzentrierter Schwefelsdure
Vanadinpentoxyd, Natriumsulfat und Wasser, wie Reaktionsgleichung 1
zeigh:
2 NaV'0, +H,80, — V30; +Na,S0, +H,0. (1)

Das hierbei entstehende Vanadinpentoxyd ist je nach Molekulargroe
orangegelb bis ziegelrot gefdrbt.

Das durch Reduktion gebildete Vanadylsulfat, V'VOSO,, kommt in
2 Modifikationen, ndmlich der wasserloslichen blauen und der wasser-
unléslichen grau-griinen, vor. Letztere geht beim Erhitzen mit wenig
Wasser bei 130° C in die wasserlosliche Form iiber. Bei lingerem Stehen
lassen wissrige Losungen infolge Hydrolyse unlésliches griines Vanadin-
dioxyd ausfallen, wie Reaktionsgleichung 2 zeigt:

VOS0, +H,0 — V¥0, +H,S0,. (2)

Bei der Herstellung von Vanadylsulfatlosungen mull demzufolge zur
Vermeidung der Hydrolyse Schwefelsdure zugesetzt werden.

Wie Reaktionsgleichung 1 zeigt, wird aus 2 Molekiilen Natriummeta-
vanadat 1 Molekill Vanadinpentoxyd gebildet. Bei der weiteren Um-
setzung mit Schwefelsdure bilden sich gemi Reaktionsgleichung 3 aus
1 Molekill Vanadinpentoxyd 2 Molekiile Vanadylsulfat und neben
2 Molekiilen Wasser 1/, Molekiil Sauerstoff:

V,0; + 2 H,80, — 2 VOS8O, + 2 H,0 + 1/, O0,. (3)

Unter Zugrundelegung der Annahme, daB Athylalkohol zu Essig-
sdure oxydiert wird, mufl gemaf Reaktionsgleichung 4 ein ganzes Mole-
kiil Sauerstoff zugefithrt werden:

CH,—CH,—OH + 0, —> CH;—COOH + H,0. (4)
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Nach diesen Reaktionsgleichungen ergibt sich in der abschliefenden
Betrachtung, dafi zur Oxydation eines Alkoholmolekiils 4 Molekiile
Natriummetavanadat = 2 Molekiile Vanadinpentoxyd = 4 Molekiile
Vanadylsulfat benttigt werden. Vanadin und Chrom zeigen gegeniiber
Athylalkohol unterschiedliche Oxydationspotentiale und stehen im Ver-
haltnis 1:3 zueinander, da bekanntlich Vanadin 1 Elektron, Chrom da-
gegen 3 Elektronen bei der Alkoholoxydation aufnimmt.

B. Priifung des optischen Verhaltens der verwendeten Reagentien.

Wir studierten die Absorptionskurvenverliaufe von Vanadin-Schwefel-
sdure (= Vanadinpentoxyd), Schwefelsdure und Vanadylsulfat. Alle
Messungen wurden mit dem Spektralphotometer der Firma Zeiss-Opton
und dem Monochromator M4 Q ausgefithrt. Die Reagentien wurden
gegen bidestilliertes Wasser in Quarzouvetten bei einer Schichtdicke
von 10 mm gemessen.

Vanadinschwefelsiure zeigt im sichtbaren Spektralbereich keine we-
sentlichen Merkmale bis zu einer Wellenldnge von 560 nm, von 550 nm
an erfolgt ein stetiger Anstieg, der sich bis 360 nm verfolgen IiBt.
Schwefelsdure verhilt sich in diesem Bereich im wesentlichen unauffallig.
Vanadylsulfat hat dagegen ein Maximum bei 750 nm und ein ausge-
dehntes Minimum im Bereich von 490—410 nm; sodann 148t sich ein
stetiger Anstieg bis 250 nm verfolgen. Eine Uberdeckung oder Beein-
flussung der Absorptionskurven liegt also nicht vor.

C. Priifung des Vanadylsulfats auf die Giiltigheit des BEERschen Geselzes.

Wir priften die Giltigkeit des BEERschen Gesetzes an einer m/100
Vanadylsulfatldsung, in steigenden Vorlagen von 2—12ml, entspre-
chend einem Gehalt von 3,26—19,66 mg. Diese Mengen entsprechen
den Verhiltnissen, wenn 2 ml Vanadinschwefelsiure im UberschuB
vorgelegt werden. Die Messungen erfolgten im Elektrophotometer
ELKO II** der Firma Zeiss-Opton unter Verwendung des Filters S 57
und Cuvetten mit einer Schichtdicke von 10 mm. An Stelle des an sich
besser ansprechenden Filters S 72 mufiten wir aus technischen Griinden
mit dem Filter 857 vorlieb nehmen. Unsere MeBergebnisse, bei denen
es sich ausschlieBlich um Mittelwerte aus je 10 Einzeluntersuchungen
handelt, lieBen bereits {iberschlagsmifBig den linearen Anstieg und somit
die Giiltigkeit des BEERschen Gesetzes erkennen, so dafl wir von einer
weiteren Auswertung Abstand nahmen.

D. Reaktionskinetische Untersuchungen.

Bei diesen Untersuchungen verfuhren wir folgendermaBen: 2 ml der
nach den Angaben von Vipic hergestellten Vanadinschwefelsiure (4,3 g
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Natriummetavanadat mit 13 ml destilliertern Wasser auf dem Wasser-
bade erwdrmt und mit 100 ml konzentrierter Schwefelsiure 1,84 ver-
setzt) wurden in Widmark-Kolben gefiillt und diese sodann mit 0,2 ml
Alkoholstandardlésung beschickt. Wir verwendeten Alkoholstandard-
losungen entsprechend einem Gehalt von 1%, 29, und 3%, Alkohol.
Als Reaktionstemperatur wihlten wir, wie von VIpic angegeben, 89° C
und benutzten als Reaktionsraum einen Thermostaten, der etwa !/, Std
vor Reaktionsbeginn auf diese Temperatur eingestellt worden war. Alle
Proben wurden dann dieser Temperatur ausgesetzt und halbstiindlich
je 3 Werte je einer bestimmten Alkoholkonzentration herausgenommen.
Die Untersuchungsdauer erstreckte sich insgesamt tiber 5 Std. An-

. schlieBend wurden die abgekiihlten
8030~~~ 7 Yoo Alkoh0lsTartdardlisung

% 7 _ Proben mit destilliertem Wasser

o [ ——2% 7 /_/-/"’ auf ein Gesamtvolumen von 25 ml
§_ a0zt //—-"" aufgefiillt und nach erneutem Ab-
S | / kithlen im Photometer bei einer
é /,/ e Schichtdicke von 10 mm gemessen.
;E”'”W o/ T Alle diese Ergebnisse sind als Mit-
S / o telwerte graphisch in Abb. 1 darge-
’ ’,‘;ﬂ/'. et stellt. Man sieht daraus, ('iaB alle

o v— Werte zunichst rasch ansteigen und

Abb. 1. von der 3. Stunde an allméhlich

dem Endpunkt zustreben. Dieser
ist aber auch nach der 5. Stunde noch nicht vollstindig erreicht. Da aber
die Halbwertszeit etwa um die 4. Stunde anzunehmen ist, haben wir bei
allen unseren weiteren Untersuchungen eine Reaktionszeit von 4 Std bei
einer Temperatur von 89° C gewdhlt und diese Bedingungen genau ein-
gehalten. Wir hatten somit die GewiBlheit, daB der vorgelegte Alkohol
auch wirklich anndhernd vollstindig iberdestilliert und oxydiert und
somit als Vanadylsulfat erfaBbar war.

Es soll in diesem Zusammenhange erwihnt werden, daB wir nichi
wieVIpIc Filtrierpapierrslichen bei unseren Untersuchungen verwandten,
sondern 0,2 ml alkoholhaltige Fliissigkeit, abgemessen in Prizisions-
mikropipetten, unmittelbar in die Napfchen einfillten. In Abb. 1 sind
die Kurvenverldufe fiir 1,- 2- und 3%/,,ige Alkoholstandardlésungen darge-
stellt. Nach diesen Kurven ist die Halbwertszeit bei 4 Std anzunehmen.

B. Aufstellung einer Hichkurve.

Im weiteren Verlauf haben wir Alkoholstandardlésungen steigender
Konzentrationen von 0,1—4,0%,, untersucht und eine Eichkurve aui-
gestellt. Alle Losungen wurden 10fach bestimmt. Die Messungen er-
folgten mit dem Photometer ,,ELKO II* bei einer Cuvettenschichtdicke
von 50 mm und dem Filter S 57. In Tabelle 1 sind die gemittelten
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Extinktionswerte fiir jede Alkoholkonzentration und die zugehéorige
mittlere quadratische Abweichung o fiir die Einzelmessung als Promille-
Abweichung angegeben worden.

Man erkennt, daB bis zu Alkoholkonzentrationen von 3,5%, eine
geringe Streubreite bis maximal + 0,09%, besteht. Die grofere Streu-
ung des 49/,,-Wertes diirfte auf einer zu geringen Vorlage an Vanadin-
schwefelsidure beruhen, da wir niamlich nach Vorlage von 3 ml Vanadin-
schwefelséure in einer Versuchsreihe von 10 Einzelmessungen unter sonst
gleichen Bedingungen einen

mittleren Extinktionswert er- Tabelle 1.
zielten, der dem linearen Kur- Mittlers quadratische
. Alkohol- . . Abweichung ¢

venverlauf weit besser ent-  gandard- Extvlgggons- -

sprach . 16sung gemittelt Ez_{t?}?k- o
Bei der Untersuchung einer %00 ‘f;gr’%ig

groBen Zahl alkoholhaltiger Blute

konnte KrIEGER in der Praxis 0,1 0,003 40,001 | --0,03

dieses Streumaf bestatigen. Hier- 0,3 0,011 40,002 | 40,05

bei betrug die grofte Streuung 0,5 0,019 +0,002 | 40,05

& 0,08%. 1,0 0,036 | £0,002 20,06

. 1,5 0,052 + 0,001 =+ 0,03

Zur Ermittlung der Alko- 2,0 0,069 10,003 | 0,09

holkonzentration schligt Vi- 2,5 0,081 40,001 | +0.03

pic die Anwendung eines Fak- g’g 8%%3 ig’ggg ig’gg

tors vor. Dieser Faktor ,,F* 4:0 0,135 i0:015 :I:O:44

ist der Quotient aus Alkohol-

gehalt in mg/ml und der hierfiir ermittelten Lichtextinktion. Unter Zu-

grundelegung der Extinktionswerte, die wir bei der Aufstellung der Eich-

kurve erhielten, bestimmten wir den Faktor F bei einer Schichtdicke

von 50 mm und dem Filter S 57 zahlenméfBig zu 28,7.
Gewichtspromille errechnen sich nach folgenden Formeln:

a) fir Serum  C%y = %
b) fiir Vollblut C%y, — 300

»E ¢ ist die ermittelte Lichtextinktion einer unbekannten Alkoholprobe
X. 1,03 und 1,058 sind die mittleren spezifischen Gewichte fiir Serum
und Vollblut.

Neben dem Vorzug der schnellen und sicheren Berechnung einer
Alkoholkonzentration hat die Anwendung dieses Faktors noch den Vor-
teil, daf die beim Ablesen aus einer Eichkurve auftretenden gering-
fugigen Ablesefehler vermieden werden.

F. Die Priifung der Alkoholspezifitiit.

Zur Priifung der Spezifitidt des Verfahrens haben wir die in der Praxis
am hiufigsten anfallenden organischen Verbindungen wie Methanol,
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Propanol, Butanol, Aceton, Ather, Benzin, Petrolither der Fraktionen
30—50° und 60—80°, Benzol, Chloroform und Teirachlorkohlenstoff ge-
priift. In allen Féllen konnten wir uns von der Oxydation dieser Ver-

Tabelle 2.
Standard * | Extinkti | tamante
Reduzierende 1%“ ard- | Gehalt XeLLTuon | tauschuer
Substanz sne gmitiale | “ponale
/o0 mg /o0
Methanol . . . 1,0 0,2 0,014 = 0,40
2,0 0,4 0,030 0,85
N 3,0 0,6 0,047 1,34
Athanol 1,0 0,2 0,035 1,00
2,0 0,4 0,070 2,00
3,0 0,6 0,105 - 3,00
Propanol . . . 1,0 0,2 0,033 0,94
L2,0 0,4 0,066 1,88
3,0 0,6 0,089 2,55
Butanol. 1,0 0,2 0,039 1.10
2,0 0,4 0,074 2,12
3,0 0,6 0,111 3,17
Aceton . . . . 1,0 0,2 0,012 0,34
2,0 0,4 0,029 0,83
3,0 0,6 0,062 1,78
Benzol . . . . 1,0 0,18 0,093 2,66
D 0,878620 2,0 0,35 0,105 3,00
. 3,0 0,53 0,120 | 3,43
Ather. . . . . 1,0 0,14 0,068 1,96
D0,719251 . | 2,0 0,28 0,105 3,01
3.0 0,42 0,121 3,46
Chloroform . . 1,0 0,3 0,051 . 1,46
D 1,49845%5, 2,0 0,6 0,084 2,40
3,0 0,9 0,088 2,52
Petrolather . . | rein 131,0 0,076 2,16
(30—50°) 5
D 0,645—0,65520
Petrolather. . rein 17,56 0,087 2,48
(60—80°)
D 0,66—0,68
Benzin . . . rein 131,0 0,130 3,71
D 0,635—0,65515
Tetrachlor- rein 319,7 0,026 0,74
kohlenstoff
D 1,598518

bindungen durch Vanadin tberzeugen. Eine Alkoholspezifitit des vor-
liegenden Verfahrens besteht danach nicht.

Im einzelnen mochten wir zu diesen Untersuchungen bemerken, daf
wir mit wilrigen Standardlésungen arbeiteten, soweit diese Verbin-
dungen wasserloslich waren. Benzol, Ather und Chloroform wurden als
volumenpromillige Lésungen in Petroldather 30—50° geldst; wir fillten
hier ebenfalls 0,2 ml in die Napfchen und zogen von den gemessenen
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Extinktionswerten den mittleren Extinktionswert des Petroldthers ab.
Petrolither, Benzin und Tetrachlorkohlenstoff wurden unmittelbar
untersucht. Alle MeBergebnisse wurden als Mittelwerte aus je 10 Einzel-
untersuchungen in Tabelle 2 eingetragen. Die Extinktionswerte wurden
mit dem oben erwidhnten Faktor ,,F* multipliziert und auf diesem Wege
die vorgetduschte Alkoholkonzentration erhalten.

Diskussion.

Vanadin ist fiir photometrische Alkoholbestimmungen besser ge-
eignet als Chrom, weil sich die beiden Vanadin-Oxydationsstufen im sicht-
baren Spektralbereich weder tiberdecken noch beeinflussen. Da bei
dquivalenten Alkohollésungen durch das geringere Oxydationspotential
mehr Vanadylsulfat als Chrom-I1I-Sulfat gebildet wird, zeigt Vanadin
gegeniiber Chrom eine gréfere Empfindlichkeit bei photometrischen Ver-
fahren. Hierfiir spricht die geringe Streubreite, die wir im Maximum
zu =+ 0,099, fir die Einzelbestimmung ermittelten.

Bei geeigneter Vorlage von Vanadin-Schwefelsdure werden gute Er-
gebnisse erzielt, wenn als Reaktionstemperatur 89° C und als Reaktions-
zeit 4 Std gewihlt werden. Vorteilhaft ist die vom Widmark-Verfahren
iibernommene Vereinigung von Destillation und Oxydation des Alkohols
in einem Arbeitsgang, ferner die Eliminierung des Vorlagefehlers, da die
dem Alkohol im stdchiometrischen Verhéltnis entsprechende Vanadyl-
sulfatmenge direkt erfaf3t wird. Ein Zeitgewinn, wie er von GRUNER fiir
das photometrische Widmark-Verfahren durch Fortfall der Jodometrie
diskutiert wurde, konnte bei unseren Reihenuntersuchungen nicht fest-
gestellt werden. Das sorgféltige Auffillen der Proben auf ein bestimmtes
Quantum mit destilliertem Wasser erfordert ebensoviel Zeit wie die
Sorgfalt beim photoelektrischen MeBgang.

Bei allen Vorteilen, zu denen wir auch noch die einfache und sichere
Promille-Ermittlung durch Anwendung eines empirischen Faktors ,,#°
zéhlen, haben wir uns nicht von der Alkoholspezifitit des Verfahrens
iberzeugen kénnen. Vielmehr haben wir gefunden, daB alle vom Wid-
mark-Verfahren her bekannten stérenden Substanzen aus der Reihe der
organischen Lésungsmittel relevante Blutalkoholkonzentrationen vor-
tduschen konnen. Wenn auch Chrom und Vanadin unterschiedliche
Oxydationspotentiale aufweisen, da Chrom in diesem Redox-System
3 Elektronen, Vanadin dagegen nur 1 Elektron aufnimmt, so sind gerade
beim Vanadin katalytische Effekte nicht unwahrscheinlich.

Das Vidic-Verfahren kann auch dahingehend modifiziert werden,
daB, wie beim Widmark-Verfahren, alkoholhaltige Proben eingewogen
werden. Der Faktor ,.F JaBt sich auch auf diesem Wege ermitteln.
Wir fanden dabei Zahlenwerte, die sich von dem oben angegebenen nur
geringfiigig unterschieden.
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Bei kritischer Betrachtung kamen wir zu der Auffassung, dal das
Vidie-Verfahren fir Alkoholbestimmungen durchaus geeignet ist. Wegen
seiner Alkoholunspezifitit wird man in forensischen Fillen nicht auf das
alkoholspezifische ADH-Verfahren verzichten kénnen.

Zusammenfassung.

Wir haben tiber das von Vipic angegebene Alkoholbestimmungs-
verfahren mittels Vanadinsidure eine Reihe von Untersuchungen ange-
stellt und gefunden, daB sich dieses Verfahren zur Bestimmung des
Alkoholgehaltes recht gut eignet. Leider ist dieses Verfahren nicht
spezifisch fiir Athylalkohol.

Literatur.

AxpErsoN, R.K.: Amer. J. Clin. Path. 6, 85 (1942). Zit. nach Casigr. —
Caster, H., et A.L.Drraunois: Micromethode spectrophotometrique pour la
détermination de I'alcohol. Arch. internat. Pharmacodynamie 81, 392 (1950). —
GBsoN, J. G., u. H. Brorneg: J. of Biol. Chem. 126, 55 (1928). Zit. nach CASIER —
GINGRAS, R., u. R. GAUDRY: Naval Med. 9, 661 (1944). Zit. nach CASIER. —G0OUBAU,
R.: Bull. Acad. Rép. Méd. Belg. 5, 196 (1939). Zit. nach CasiER. — GREENBERG,
L. A and F. W.KraterR: Quart. J. Alcohol 2, 57 (1941). Zit. nach Casier. —
GRUNER, O.: Ein photometrisches Verfahren zur Blutalkoholbestimmung. Naturwiss.
13, 365 (1953). — Ein photometrisches Verfahren zur Blutalkoholbestimmung.
Slg Vergift.falle, Arch. Toxikol. 14, 362 (1953). — JrrrEr, W. W.: Modified
Dichromate Method for Determination of Ethylalecohol in biologic Tissue. Amer. J.
Clin. Path. 20, 473 (1950). — KRIEGER, A.: Experimentelle Untersuchungen zum
quantitativen Athylalkoholnachweis im Blut mittels Vanadinoxydation nach
Vipic. Inaug.-Diss. Bonn 1955. — Newmaw, H. W. u. Mitarb.: J. exp. Thérapie
Pharmacol. 74, 369 (1942). Zit. nach CASIER. — SHAPIRO, J.: An Adaption of the
photoelectric Colorimeter to the Determination of Alecohol in Blood and Urine.
Amer. J. Clin. Path., 12 techn. Suppl. 6, 66 (1942). — Vipic, E.: (1) Ein einfaches
Verfahren zur Bestimmung des Alkoholgehaltes in Korperflissigkeiten fiir klinische
und forensische Zwecke. 1. Mitt. Arzneimittel-Forsch. 4, 411—418 (1954). —
{2) Die Bestimmung des Alkchols in biologischen Fliissigkeiten mittels Vanadin-
saure. 2. Mitt. Arzneimittel-Forsch. 4, 506—507 (1954).

Prof. Dr. phil. W. Pavrus, Bonn a. Rh., Wilhelmsplatz 7.



