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Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin der Universitit Heidelberg
(Direktor: Prof. Dr. BErRTHOLD MUELLER)

Inwieweit beeinfluBt ein hiimolytisches Serum
die Blutalkoholbestimmung

Von
EBErHARD BURGER

(Eingegangen am 18. Dezember 1962)

Wihrend WipMagx fiir die Berechnung des Blutalkoholgehaltes die
Werte aus Untersuchungen von Vollblut gewonnen hatte, sind heute die
meisten Untersucher auf die Bestimmung des Alkoholgehaltes im Serum
iibergegangen. Dies hingt damit zusammen, daf mit einer Veniile, ohne
gerinnungshemmenden Zusatz, das Blut entnommen wird. Es hat sich
gezeigt, dafl Serum wesentlich genauer einpipettierbar ist als Vollblut.
Wenn die Blutentnahme bereits einige Tage zuriickliegt, wird sich klares
Serum abgesetzt haben und eine Wiederaufschiittelung zu Vollblut wird
nicht immer vollkommen gelingen. Es ist jedoch bei der Untersuchung
von Serum zu berticksichtigen, da die Alkoholkonzentration darin hoher
ist als im Vollblut.

Fir die Berechnung Alkoholkonzentration Serum :Vollblut hat ELBEL den
Faktor 1,2 vorgeschlagen, welcher heute allgemein von den Untersuchern an-
gewendet wird. Bei diesem Faktor handelt es sich um einen Mittelwert, der im
Einzelfalle nach ELBEL von 1,05—1,25 schwanken kann. In neueren Arbeiten
kommt ILLCEMANN-CHRIST zu einem Faktor von 1,17 und GrRUNER zu einem
Faktor von 1,16. Nach den Untersuchungen von GrRUNER ist dieser Faktor allein
vom Wassergehalt der Blutbestandteile abhingig. Der Einfluf} des Wassergehaltes
auf den Serumfaktor liege jedoch innerhalb der Fehlerbreite der Widmark-Be-
stimmung. Nach GRUNER sollte eine Berechnung der Blutalkoholkonzentration
aus der Serum-Alkoholkonzentration unterbleiben.

Aufler den oben beschriebenen Schwankungen dieses Faktors kommt
eine Korrektur in den Féllen in Frage, in denen das Blut vor der Be-
stimmung bereits Héamolyse zeigt. Bei starker Hamolyse des Blutes
wiirde dies bedeuten, daBl der zur Umrechnung auf Vollblut verwendete
Faktor kleiner als 1,2 einzusetzen wire. Eine Nichtberticksichtigung der
Himolyse wiirde sich zwar stets zugunsten eines Betroffenen auswirken.
Auch die allgemeine Anwendung eines Serumfaktors von 1,2 kommt dem
Beschuldigten zugute, da, wie bereits angefiithrt, die neuesten Unter-
suchungen einen etwas niedrigeren Faktor von 1,17 bzw. 1,16 ergeben
haben.

Das Auftreten hamolytischer Blutproben hat seinen Ursprung ver-
schiedenen Umstédnden zu verdanken. Einmalist die Himolyse abhingig
von Dauer und Temperatur der Lagerung der Probe, weiterhin vom
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Fillungsgrad der Veniile und von der Stérke des Schiittelns auf dem
Transport, schlieBlich auch von der Stérke des vor der Bestimmung
vorgenommenen Zentrifugierens. Wenn nicht mit einer Veniile ent-
nommen wurde, dann kann durch Infektion der Probe bei nicht ganz
dichtem VerschluBl eine Hédmolyse geférdert werden. Bei sehr langer
Lagerung entspricht der Alkoholgehalt im Serum dem Wert fir Vollblut.
Nach Kravranp hat das Serum nach 100 Tagen bereits den Alkoholwert
fiir Vollblut erreicht. Diesen allmahlichen Ubergang haben Kravranp
u. Mitarb. bei der Nachpriifung des Alkoholgehaltes von gelagerten Blut-
proben durch die Bestimmung des spezifischen Gewichtes des Serums
erfaBt. Die recht diffizile Durchfithrung der Messung des spezifischen
Gewichtes mit kleinen Mengen sto8t bei der Routineuntersuchung auf
Schwierigkeiten. Auch wird man nicht immer dafir die notwendige
Menge Serum zur Verfiigung haben. Wir haben zur Bestimmung des
Hiamolysegrades den im Serum vorhandenen Blutfarbstoff im Spektral-
photometer gemessen.

Uber die Stirke des Hamolysegrades bei den in der Praxis der Blut-
alkoholbestimmung anfallenden Blutproben lagen bisher keine zahlen-
méBigen Untersuchungsergebnisse vor. Wohl hat DENcKS vergleichende
Untersuchungen an klarem und ,,blutigem* Serum unternommen und
festgestellt, daB selbst in einem stark aufgeschiittelten Serum nur so
wenig Blutkorperchen enthalten sind, daB ein Divisor von 1,16 bis 1,18
anzuwenden wire, um rechnerisch die gleiche Blutalkoholkonzentration
zu erhalten wie im reinen Serum derselben Blutprobe nach Division
mit 1,2.

Fiir unsere Hiamolysegradbestimmungen?! ermittelten wir die Extinktionshohe
des aus dem Himoglobin erhaltenen Oxyhéimoglobin bei 576 my, der sog. o-Bande.
Bei Vorversuchen zeigte sich, daf3 0,025 ml Serum ausreichten, um in Cuvetten von
1 ecm Schichtdicke gemessen, noch innerhalb des Mefbereiches des Anzeigegerites
des Zeiss-Spektralphotometer (Modell PMQ IT mit automatischer Nullpunkts-
einstellung) zu bleiben. Die Abmessung der Blutproben geschah mit einer Blut-
zuckerpipette. Beim Pipettieren dieser kleinen Menge mufite ein Fehler von
maximal 5% in Kauf genommen werden, wie sich aus Vergleichsuntersuchungen
ergab. Es wurden jeweils 0,025 m]l von dem iiberstehenden Serum, bereits auf
Alkohol untersuchter Blutproben, entnommen, in die Cuvette gebracht, mit destil-
liertem Wasser auf die Marke gefiillt, nach Aufsetzen des Cuvettendeckels um-
geschiittelt und dann gegen eine gleich groBe Cuvette, die mit destilliertem Wasser
gefiillt war, die Extinktion der Analysenlosung gemessen. Fiir die Herstellung einer
Blutprobe, die vollkommen hiimolysiert ist, haben wir ein Verfahren gew#hlt, das
auch ScEWERD empfiehlt, das ohne Zusétze an Losungen oder Salzen zum Blut
vorgeht. Die Blutproben wurden dabei gut verschlossen in einer Kiltemischung
aus Trockeneis und abs. Alkohol bei —60°C eingefroren und danach wieder auf-
getaut. Hs wurde dabei darauf geachtet, daB die Rohrchen vor dem Offnen voll-
kommen von #uBerlich anhaftendem Alkohol befreit waren. Nach dem Wieder-

1 Friulein ParwiNn MAEMUDY sei an dieser Stelle fiir die freundliche Hilfe-
leistung gedanikt.
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auftauen wurde die Probe gut umgeschiittelt und danach zentrifugiert. Das tiber-
stehende Serum war jetzt stark von Blutfarbstoff gefirbt. Die vollkommene
Hamolyse gelang bei dieser Art der Auffrierung nicht immer. Wir haben als 100 %ige
Hémolyse deshalb den héchstgefundenen Extinktionswert, der unter den obigen
Bedingungen 1,20 betrug, eingesetzt und danach eine Tabelle iiber die Anderung des
Serumfaktors mit zunehmendem Hémolysegrad aufgestellt.

Versuche sollten nun zeigen, ob die von uns aufgestellte Tabelle 1 ihre Giiltigkeit
hat. Dazu wurden von 12 Versuchspersonen, die zuvor mit verschiedenen Mengen

Tabelle 1. Anderung des Serumfaktors durch Héamolysegrad

Extinktion von Extinktion von
Serum- Héamolyse- 0,025 ml Serum Serum.- | Hamolyse- 0,025 ml Serum
faktor grad bei 567 my in1 cm | faktor grad bei 576 mou in 1 cm
Schichtdicke Schichtdicke
1,20 0 0 1,08 60 0,72
1,18 10 0,12 1,06 70 0,84
1,16 20 0,24 1,04 80 0,96
1,14 30 0,36 1,02 90 1,08
1,12 40 0,48 1,00 100 1,20
1,10 50 0,60

an alkoholischen Getrinken belastet worden waren, mit einer Veniile je eine Blut-
probe entnommen. Die Blutproben wurden zunichst nach dem Widmark-Verfahren
auf ihren Alkoholgehalt mengenméBig untersucht. Es wurde fiir die Bestimmung
das klar gewonnene Serum verwendet und mit dem Faktor 1,2 auf Vollblut zuriick-
gerechnet. Danach wurden die Blutproben durch Tiefkithlung in einer Kilte-
mischung, wie oben beschrieben, experimentell himolysiert. In dem danach durch
Zentrifugieren gewonnenen Serum der einzelnen Proben wurde wiederum der Blut-
alkoholgehalt nach WipMARK bestimmt. Bei allen 12 Proben ergab diese zweite
Bestimmung einen niedrigeren Wert als zuvor, wenn mit demselben Faktor 1,2 auf
Vollblut umgerechnet wurde. Gleichzeitig wurde eine Extinktionsmessung des im
Serum vorhandenen Blutfarbstoffes bei den Proben vorgenommen und daraus der
Hémolysegrad nach der Tabelle 1 bestimms. Die Versuche hatten die in Tabelle 2
dargestellten Ergebnisse.

Die Versuche zeigen, daB bei Anwendung des korrigierten Serum-
faktors auf die hamolysierten Blutproben annédhernd wieder der Ausgangs-
wert an Blutalkohol vor der Hamolyse erreicht wird. Bei 7 Proben war
der Ausgangswert nicht ganz erreicht worden, bei 2 Proben wurde nach
der Hémolyse ein etwas hoherer Wert erreicht und bei 3 Proben wurde
derselbe Wert wie vor der Hamolyse erreicht. Unter Beriicksichtigung
der Streuungsbreite des Verfahrens der Blutalkoholbestimmung nach
Wipmarx sind die Ergebnisse als befriedigend anzusehen.

Um einen Uberblick iiber die Zahl der in der Praxis vorkommenden
hémolysierten Blutproben zu erhalten, wurden von den in den Monaten
April bis Juli 1962 eingegangenen, polizeilich erhobenen Blutproben
Blutfarbstoffbestimmungen im Serum nach der eingangs beschriebenen
Art durchgefithrt. Es kamen dabei 250 Blutproben zur Untersuchung.
Davon waren 84 Proben aus dem Stadtgebiet Heidelberg erhoben worden,
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Tabelle 2. Versuche mit experimentell hidmolysierten Bluiproben
unter Beriicksichtigung des korrigierten Serumfakiors

Blélta,lkohold Bluﬁaﬁ&;hol %Xﬁgktlifll)l -

; N > Kb mi i

Anzahl der Proben Et E‘%E‘,%: {1,2 n?s(;se ohgleO gg.ch der toti'lgﬁ d;f T%%eﬁgli

berechnet Faktor Hamolyse

Versuchsperson 1
Vor Hémolyse 2,52°/40 2,68:1,10=2,44%/,
Nach Hamolyse |  2,23%/,, 2,68%/y, 0,60

Versuchsperson 2
Vor Hamolyse 1,73%, 1,92:1,33=1,69%/,,
Nach Hamolyse | 1,600/, 1,920/, 0,40

Versuchsperson 3
Vor Hiamolyse 1,419/ 1,61:1,108=1,45%,
Nach Hamolyse 1,340/, 1,619, 0,55

Versuchsperson 4
Vor Hamolyse 1,389/, 1,51:1,112=1,35%/,,
Nach Hamolyse 1,26, 1,51% 40 0,53

Versuchsperson 5
Vor Hamolyse 1,26%/,, 1,33:1,095=1,21%/,,
Nach Hamolyse 1,11, 1,33%/00 0,63

Versuchsperson 6
Vor Hamolyse 1,15%, 1,21:1,088=1,11%,,
Nach Hamolyse | - 1,019/, 1,21%,, 0,67

Versuchsperson 7
Vor Hiamolyse 1,120/, 1,22:1,085=1,12%/,,
Nach Hamolyse 1,019/, 1,220, 0,69

Versuchsperson 8
Vor Hamolyse 1,08%,, 1,13:1,045=1,08%/,,
Nach Hamolyse | 0,949/ 1,13%, 0,93

Versuchsperson 9
Vor Hamolyse 1,07% 40 1,16:1,112=1,04%/,,
Nach Hamolyse | 0,969, 1,16%/4, 0,53

Versuchsperson10
Vor Hamolyse 0,79%0 0,90:1,078=0,83%/,
Nach Hamolyse |  0,75%, 0,90%/ 40 0,73

Versuchsperson1l
Vor Hamolyse 0,63% 40 0,67:1,088=0,62%/,,
Nach Hamolyse | 0,56°/, 0,67y, 0,56

Versuchsperson12
Vor Hamolyse 0,45%/49 0,46:1,076==0,43%/,,
Nach Hémolyse | 0,38%/, 0,469y, 0,74

die restlichen 166 Proben waren, aus dem Landkreis Heidelberg kommend,
mit der Post befordert worden. Die Ergebnisse sind in nachstehender
Tabelle wiedergegeben.

Tabelle 3. Blutfarbsioffmessung von 0,025 ml Serum bei 576 mu an 250 Blutproben

145 Blutproben
63 Blutproben
22 Blutproben
20 Blutproben

Extinktion von 0—0,2 (entspricht

0—16,6 % Hamolyse)

Extinktion von 0,2—0,4 (entspricht 16,6—33,3 % Hémolyse)
Extinktion von 0,4—0,6 (entspricht 33,3—50% Hamolyse)
Extinktion von 0,6-—1,2 (entspricht 50—100% Hamolyse)
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Bei der gesonderten Betrachtung der aus dem Stadtkreis Heidelberg
im Institut abgegebenen Blutproben zeigt die nachstehende Tabelle 4,
daB hierbei eine weit geringere Anzahl an hdmolysierten Blutproben zu
verzeichnen ist.

Tabelle 4. Blutfarbstoffmessung von 0,025 ml Serum bei 576 mu an 84 Blutproben
aus dem Stadtkreis Heidelberg

72 Blutproben  Extinktion von 0—0,2 (entspricht 0—16,6% Hamolyse)
9 Blutproben  Extinktion von 0,2—0,4 (entspricht 16,6—33,3 % Hamolyse)
2 Blutproben  Extinktion von 0,4—0,6 (entspricht 33,3—50% Héamolyse)

1 Blutprobe Extinktion von 0,6—1,2 (entspricht 50—100% Himolyse)

Aus den Versuchen in Tabelle 3 und 4 ergibt sich, daB lingeres
Schiitteln durch den Versand, sowie lingeres Verweilen in nicht gekiihl-
tem Zustande sich nachteilig auf die Blutprobe durch Bildung himo-
lytischen Serums auswirkt. Diese an sich bei den Untersuchern bekannte
Erscheinung sollte hier durch die Farbstoffmessungen im Serum in der
Gréfienordnung veranschaulicht werden.

Aus der Untersuchung der relativ kleinen Zahl von 250 untersuchten
Blutproben ist die Notwendigkeit der Beriicksichtigung des Himolyse-
grades bereits deutlich ersichtlich. Wir sind uns dabei bewuBt, daf eine
Korrektur des Serumfaktors in der von uns vorgeschlagenen Art auch
einer gewissen Schwankungsbreite unterworfen ist. Man wird bei einem
stark hédmolytischen Blutserum eher so vorgehen, daff man das Blut
aufschiittelt und es als Vollblut zur Untersuchung bringt. Bei niedrigerem
Hamolysegrad wiirden wir auf Grund unserer Untersuchungen die an-
gegebene leicht durchfithrbare Messung des Blutfarbstoffes im Serum
vorschlagen. Bei einem Hémolysegrad der Blutprobe von 50%, wobei
nach unserer Tabelle 1 der Serumfaktor 1,1 anzuwenden wiére, wiirde ein
Analysenergebnis einen um 10,9% hoheren und damit richtigeren Wert
ergeben. Bei Hamolysegraden bis zu 20% wird die geringe Korrektur
innerhalb der Schwankungsbreite der Analysenmethode liegen. Bei den
aus unserem Untersuchungsgebiet eingehenden Blutproben zur Blut-
alkoholbestimmung ist das Auftreten himolytischen Serums im iiber-
wiegenden Anteil geringergradig, wie aus Tabelle 3 zu ersehen ist.

Zusammenfassunyg

1. Es wird eine einfach durchfithrbare Blutfarbstoffbestimmung zur
Ermittlung der Grofe des Hamolysegrades einer auf Alkohol zu unter-
suchenden Blutprobe vorgeschlagen. Dabei wird im Serum die ¥ix-
tinktion des gebildeten Oxyhdmoglobin bei 576 my bestimmt und der
Hémolysegrad auf Grund des Hochstwertes der Extinktion bei der
Bestimmung von vollkommen hdmolysierten Blutproben berechnet.
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2. Eine Korrekturtabelle fiir die Umrechnung von Alkoholgehalt des
Blutserums auf Vollblut wird fiir die einzelnen Hamolysegrade des
Serums aufgestellt.

3. Die Korrekturtabelle wird in einer Versuchsreihe mit experimentell
hamolysierten, alkoholhaltigen Blutproben iiberpriift. Es wurde eine
ausreichende Ubereinstimmung gefunden.

4. Von den im Institut wiahrend der Frithjahrs- und Sommermonate
zur Untersuchung auf Blutalkohol eingegangenen Blutproben wurden
bei 250 Proben Blutfarbstoffbestimmungen im Serum vorgenommen.
Es zeigte sich, dal} der iiberwiegende Teil der Blutproben eine geringer-
gradige Hamolyse aufwies.
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