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Neben dem Widmark-Verfahren zur Blutalkoholbestimmung hat 
sieh die enzymatischo ADII-Methode sehr gut eingefiihrL Grundlegende 
Arbeiten dariiber s tammen yon Bo~ICHSE~ und TKV, O~ELL; Bi2C~E~ 
und REDETZKI; I)OTZAUEI~, ~EDETZKI, JOHANNSMEIER und BUCHER; 
REDETZKI und JOHANNSMEIER. Die wiehtigsten Arbeitsverfahren sind 
in der Vorschrift des deutschen Bundesgesundheitsamtes (DoTzAVER) 
und der Vorsehrift der Fa. Boehringer, Mannheim, niedergelegt. 

Die Methode besteht in der enzymatischen I)ehydrierung des Alko- 
ho]s zu Aeetaldehyd nach der vereinfachten Gleichung 

ADH 
CH3CH20H + DPN . " CH~CHO + DPNH 2. 

Das G]eichgewicht ]iegt im alkalischen Bereieh auf der rechten 
Seite der Gleiehung und verli~uft quant i ta t iv  beim Abfangen des ent- 
stehenden Acetaldehydes durch Semicarbazid. Der Arbeitsgang beginnt 
mit  der Enteiweii~ung der B]ut- oder Serumprobe mittels Perchlorsi~ure. 
Die gewonnene eiweii~freie Fliissigkeit wird mit  den Fermenten Alkohol- 
dehydrogenase (ADH), Diphosphopyridinnucleotid (DPN), einem alka- 
]isehen Puffer und Semicarbazid versetzt. Naeh beendigter Reaktion 
wird der Umsatz  durch die Absorptionsmessung des entstehenden 
D P N H  2 beim Maximum yon 340 m# best immt (optiseher Test yon 

Bei der Ausfiihrung des Verfahrens naeh der einen oder der anderen 
Vorschriit ergeben sieh jedoch noeh immer FehlermSglichkeiten, die 
nur durch eine detaillierte, bis in die ]etzten Einzelheiten gehende Ar- 
beitsvorsehrift zu beheben sind. Diese darf yon vornherein keine MSg- 
liehkeit zur Variation offenlassen. Vergleicht man die genauen l~icht- 
linien fiir die Widmark-h/[ethode mit  den kurz gefaBten AI)H-Vorschrif- 
ten, so t r i t t  die Unzul/inglichkeit letzterer zutage. Die folgenden Aus- 
ffihrungen - -  unter Berfieksichtigung der genannten Vorschriften ffir 
die enzymatisehe Methode - -  sollen die Einffihrung der ADH-~e thode  
erleichtern. Auch die apparat ive Ausstattung wird eingehend beschrie- 
ben, da ein komplettes, brauehbares Arbeitsger/~t viel Arger ersparen 
kann. 



Zur Methodik der ADH-Bestimmung 27 

Die Arbeitsger//te sind ftir einen Ansatz  yon  etwa 25 Doppelbest im- 
mungen und 6 Tests bereehnet.  

Glasgeriite : 
1. Pipetten: 
2 Vollpipetten zu 4 ml fiir Perehlorsi~ure nnd Puffer, eine Pipette zu 10 ml fiir 

Natronlauge. Die Spitzen sind angeschliffen. 
Alle weiteren Pipetten sind keine Ausflugpipetten, sondern haben 2 Marken, 

die Spitzen sind etwa 40 mm ausgezogen und haben am ausgezogenen Tell 5 mm 
~uBeren Durehmesser, Spitzen sind ebenfMls angesehliffen. 

60 Stangenpipetten 0,1 ml fiir den Reaktionsansatz; 
30 Stangenpipetten 0,5 ml fiir Blute und Tests ; 
2 Stangenpipetten 1,0 ml, graduiert in 0,1 ml fiir die DPN-LSsung; 
2 Stangenpipetten 0,2 ml, graduiert in 0,02 ml fiir die ADH-Suspension; 
2 Stangenpipetten 1,5 ml, graduiert in 0,25 ml fiir die AlkoholtesttSsungen; 
2 Stangenpipetten 1,27 ml fiir Alkohol (oder Vollpipetten); 
2 Vollpipetten 2,85 ml fiir DPN-LSsung. 

Die Graduierung der 5~eBger/~te soll eichf/ihig sein. Die angeschlif- 
fenen Spitzen der Pipet ten  erleichtern das saubere Ausfliegen an der 
Gefs die ausgezogenen Spitzen ermSglichen das Einpipet t ieren 
in die l~eaktionsrShrehen bei gleichzeitigem Ablesen der unters ten Marke 
ohne Benetzung des Schliffbettes. Der ~uBere Durehmesser  der Spitze 
ist bei der graduier ten 1 ml-Pipet te  wegen der engen (~ffnung des 
DPN-Gef~ges besonders zu beachten. 

2. Me~kolben: 
1 MeBkolben zu 300 ml fiir Puffer; 
2 Megkolben zu 100 ml fiir Perchlors~ure und Alkohol-StammlSsung; 
2 MegkSlbchen zu 10 ml fiir Alkohol-Stamml6sung nach der Glykokollester- 

Methode. 
3. l~eagensglaser : 

60 Stiick mit Glasschliffstopfen und Marke bei 5 ml werden benStigt. Stopfen 
und R6hrchen numeriert. 

Diese RShrchen werden ffir die Enteiweigung und  f fir den Bestim- 
mungsansatz  verwendet.  Sic sind aus Jenaer  Glas gefertigt, der/~ugere 
Durchmesser  ist 13 ram, die HShe (ohne Stopfen) betr~gt 90 mm. Die 
l~Shrchen lassen sich ohne Bruchgefahr  in jeder Zentrifuge verwenden, 
die Ablesegenauigkeit  an der Marke ist ausreichend (mindestens • 0,5 ram, 
das sind etwa • 1%). Auch ist das Einpipet t ieren und  Umschwenken 
bequem durehffihrbar.  

Photome ter .  Es soll eine Messung der Ex t ink t ion  bei 366 bzw. 340 m/~ 
erlauben. Die Messung bei 340 m,u ist wegen der gr6geren Ext ink t ion  
(steilere Eichgerade, gr6Bere Genauigkeit) unbedingt  vorzuziehen. Die 
Ablesung der Ext inkt ionsskMa soll bei Wer ten  fiber 0,20 auf mindestens 
0,005 genau eIfolgen, bei Wer ten  darunter  auf 0,002. Ein  Geriit mit  einem 
vielfachen Probenwechsler  und ein Satz von 10 Glascuvet ten zu 1 cm 
- -  Quarzcuvet ten  sind nicht  notwendig - -  ist vorzuziehen, um rascheres 
Arbeiten zu erm6glichen. Es dfirfen nur  gepaarte  Cuvettens/itze ver- 



28 G. MAem~A: 

wendet werden. Die Cuvetten miissen gleieh hoch gefiillt werden, 
Streustrahlenschutzfilter (wenn vorhanden) sind einzuseha]ten, es daft 
nur bei warmem Ger/~t und konstantem Photostrom gemessen werden, 
die Aul~enseiten der Cuvetten sind jedesmal blank zu wisehen u .a .  
(KoRTi~M). 

Reagentien : 
Natriumpyrophosphat p. a. Merck (Art. Nr. 6591) ; 
Semicarbazidhydrochlorid p. a. Merck (7722); 
Glykokoll naeh SS~E~SE~, Merck (4201) ; 
l~tronlauge 2 n, Merck (9136) oder Titrisol (9956) ; 
Perchlors~ure (70%) p. a. Merck (519); 
J~thylalkohol, ~bsol. Merck (972); 
Alkohol-Standurdl5sungen Merck (8985) ; 
Glykokoll~thylester-chlorhydrat, Merck (893); 
Spezial-Indicatorpapier 8,2--10,0, Merck (9558); 
ferner die Originalpackungen ADH zur Blutalkoholbestimmung, Boehringer. 

Vorbereitung der ReagenslSsungen. Die in der Vorschrift des ]~undes- 
gesundheitsamtes angegebene Reinigung des Sem~carbazides yon Alkohol 
eriibrigt sich bei der 1 a. a.- Qualit/~t der Substanz. Die 1-normale Natron- 
lauge (Titrisol) wird in der ha]ben angegebenen Menge bidestil]iertem 
Wasser gel5st und in gerein~gten Poly/~thylenflaschen aufbewahrt. 

Zum Enteiweil~en dient cine LSsung yon 2,9 ml Perchlors~ure in 100 ml bi- 
dcstillier~em Wasser (KLEIN). 

Fiir die PufferlSsung werden 
10 g Natriumpyrophosphat, 
2,5 g Semicarbazidhydrochlorid und 
0,5 g Glykokoll 

eingewogen und in etwa 250 ml bidestilliertem Wasser unter Umschwenkcn ge]5st 
(bcnStigt etw~ 15--20 rain). Sodann werden 10 ml 2-normale 1Natronlauge zuge- 
setzt und auf 300 ml aufgefiillt. Der pi~-Wert soll etwa 8,7 betragen. 

Zur Aufbewahrung der Perch]ors/~ure and des Puffers ist es zweek- 
m/ii3iger Poly/~thylenflasehen zu verwenden. Jedoeh genfigen auch 
Glasflaschen mit eingeschliffenen Stopfen. Die LSsungen sind ohne 
weiteres bei Zimmertemperatur haltbar und kSnnen aul~erhalb des 
Laboratoriums aufbewahrt werden. 

Die ADH-Suspension wird vor Gebrauch leieht umgesehwenkt. 
Der Stopfen wird lest aufgesetzt, da die LSsung sonst herauskrieeht 
und am Rande eintroeknet. Je ein G1/~sehen mit DPN wird vor Gebraueh 
mit 2,85 ml bidestilliertem Wasser versetzt (Vorsieht beim 0finch, denn 
das Ferment s~/~ub~ leicht und bleibt auch am Stopfen haften), dann 
wird mit aufgesetztem Stopfen his zur LSsung leicht geschiittelt. Beide 
Fermente werden im Eisschrank gut versehlossen aufbewahrt. Das ge- 
15ste DPN ist etwa 2 Wochen haltbar. 

Bidestilliertes Wasser. Zur Ausffihrung der Bestimmung ist auf Grund 
eigener Erfahrung quarz-bidestilliertes Wasser nicht efforderlieh. Auch 
in metallfreien Apparaturen gewonnenes destilliertes Wasser gab aus- 
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gezeichnete Resultate, da der Puffer allenfalls vorhandene Schwer- 
metalle binder. Wir empfehlen jedoeh sieherheitshalber die Verwendung 
yon bidestilliertem Wasser, z.B. aus einer Jenaer  G1asapparatur. Selbst- 
verst/indlieh muB bei der ganzen Analyse auf alkohol- und aldehydfreie 
Ramnluf t  geaehtet werden. Mit solchem bidestilliertem Wasser wurden 
unsere gesamten Untersuchungen st6rungsfrei durchgeftihrt. Die gerade 
benStigte Menge an bidestilliertem Wasser wird in eine Spritzflasche 
aus Poly/~thylen geftillt. 

Testalkohol. Zum Anlegen einer Eiehgeraden miissen Alkoholstan- 
dardlSsungen hergestel]t werden. ~Tach don Angaben der zitierten 
Vorschriften stellt man sich eine 1%ige Alkohol16sung durch Einw/~gen 
bzw. Pipett ieren yon 1 g absolutem Alkohol auf 100 ml bidestilliertem 
Wasser her. Wir pipettieren 1,27 ml (1 g) absoluten Alkohol in ein teil- 
weise mi t  bidestilliertem Wasser gefiilltes Mel~kSlbchen und ftillen raseh 
unter  Abspritzen des Kolbenhalses his zur 100 ml-Marke auf. Ffir die 
Eichkurve werden nun vielfache Mengen yon 0,25 ml (yon 0,25--1,50ml) 
dieser 1%igen LSsung in die RShrchen einpipettiert  und his zur 5 ml- 
Marko genau aufgefiillt. Die Verdiinnungsreihe enth/~lt dann 0,5 his 
3O/oo .&thanol. Man erspart  sieh bei diesem Verfahren eigene Gef/~$e 
zum Verdfinnen, die RShrchen sind numeriert  und k6nnen nieht ver- 
wechselt werden. Auf3erdem erm6glieht das Endvolumen yon 5 ml ein 
genaueres Arbeiten, als ein Vo]umen yon 2 ml bei zweimaligem Pipet- 
tieren, wie dies in den verschiedenen Vorschriften angegeben wird. Bei 
der Aufstellung zahlreieher Eichgeraden konnte auf diese Art  niemals eine 
Abweiehung festgestellt werden. 

Die Verseifungsmethode mi t  Glykokollesterchlorhydrat liefert sehr 
exakte Werte. Ftir eine Routinebest immung ist sie entbehrlich. 

Zum Aufstellen der Eichgeraden is~ diese Methode jedoch sehr zu emp~ehlen, 
besonders wenn keine ~rische Packung mit absolutem Alkohol vorr~tig ist. Hierzu 
werden 303 mg des Esters in einem Mel~kSlbchen bis zur 10 ml-Marke mit 
2 n-Natronlauge aufgefi~11t und durch Umschwenken ge16st. Nach 35 rain en~steht 
eine L6sung, die 1 Gew.-% Xthylalkohol enthalt. Sie wird, vie oben beschrieben, 
in den RShrchen zu einer Konzentrationsreihe verdi~nnt. 

Gut geeignet shld die Alkohol-TestlSsungen yon Merck, yon denen 
bei jedem Bestimmungsansatz 2- -3  Ampullen verschiedener Konzen- 
t rat ion mitgemessen werden, um das Arbeitsverfahren zu tiberpr~ifen*. 

Vorbereitung des Untersuchungsmaterials. Da bei der ADH-~e thode  
immerhin i ml Blur oder Serum ben5tigt wird, die Serummenge aber 
oft nicht ausreicht bzw. das Blur meist coaguliert und nur ~uSerst mfih- 
sam in die Pipette zu bringen ist, wird - -  einem Vorschlag yon I)~T~- 
Lr~G entspreehend - -  die L5sung dieses Problems nur in der Homo- 

* Eine Erweiterung der Konzentrat~onsreihe (0,8--1,9~ his auf 3,0~ 
Alkohol w~re wi~nschenswert. 
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genisierung dor Blutprobe gesehen. HUELLER schl/~gt vor, aussohlielL 
lich Serum zu untersuohen, um vergleiohbare Ergebnisso zu erhalten. 
Zu diesem Thema sei weiters auf die Versueho yon LAvEs mit Natrium- 
fluorid-Blut und auf die Feststellungen yon G ~ g  fiber den weohseln- 
den Quotienten des Alkoholgehaltes yon Serum zum Vollb]ut, der bei 
Bestimmungen in Leicbenserum AnlaB zu erheblichen Fehlern sein kann, 
verwiesen. 

Zum Homogenisieren yon Proben in Eprouvetten odor Venfilen sind 
zahlieiche Ger~te im Handel, die hier a]lerdings nieht iiberall bokannt 
sind. Ungeeignet sind alle Ger/~te, die Luft in die Proben einrfihren, 
d.h. starken Sehaum erzeugon, dot ebenialls das P~pettieren ersohwert 
und l~ehler verursachen kann. Exporimente]l wurde Citratblut des 
5Reren mit gutem Ergebnis untersucht. Ffir die Praxis ist die ttor- 
stellung yon Citratb]ut b o i d e r  Abnahme jedoch grunds/~tz]ich abzu- 
]ehnen, da sie erfahrungsgem/~B nicht mit dot nStigon Genauigkeit 
erfo]gt. Auoh h/~molytisches B]ut bedarf keiner woiteren Behandlung 
vet  der ]3earbeitung, nur muir man sich fiberzeugon, ob wirklioh keine 
Coagula vor]iegen. Ungerinnbar gemaehtes B]ut und h~molytisehes 
Blut miissen daher vor Entnahme der Probe immer grfindlieh auf- 
gesehiittelt werden. Die Entnahme oiner Probenmenge yon 1 ml bietet 
eino Gew~hr daf/ir, dab ein Durehschnittswort erhaRen wird, der bei 
der geringen Substanzmenge der Widmark-Methode nieht immer er- 
reiehbar ~st. 

Enteiwei/3ung. In den besohriebenen l=~Shrohen werden 4 ml Perehlor- 
ss (3,4%) einpipettiert und dann 0,5 ml Blur oder Serum zugegeben. 
Die Pipetten sind vor dem Einpipettieren auBen abzuwisehen. Von don 
Testalkoho]proben werden ebenfalls 0,5 ml in die Perohlors/iure ein- 
gebraoht. Die Stopfen werdon aufgosetzt und die RShrehen sofort 
nach Einbringen der Probe einzeln griindlieh durohgeschfittelt. Wird mit 
dem Sehfitteln zugewartet, so bildet sioh ein Blur- bzw. EiweiBklumpen 
am Boden des R6hrehens odor entlang der Gef/~Bwand. Diese Ver- 
klumpungen mfissen dann mit einem Glasstab zerdriickt wordon. Die 
Testproben werden nur einfaoh, die Blutproben doppelt angesetzt und 
lotztere in einer Zentrifuge bei 3000 U/rain 5 min zentrifugiert. 

So]Re f fir eine Doppelbostimmung zu wenig Material vorhanden sein. 
so kann aueh weniger als 0,5 ml eingosetzt werden, z.B. 0,3 und 0,2 ml 
Blut. Bei diesen Bestimmungen wird dot Anteil des EnteiweiBungs- 
ansatzes dureh 0,2 bzw. 0,3 ml Pereh]orss erg/~nzt. Das erhaltene 
Resultat muB dann dementspreehend umgereohnet werden (Tabelle 2). 

Der Bestimmungsansatz erfolgt entweder dureh genaues Pipettioren 
der Roagentien und Proben zu einor Gesamtmenge yon 5 ml, odor vor- 
teilhafter, in geeiehten 5 ml-RShrehen. Es werden etwa 4 ml Puffer- 
]Ssung einpipettiert, darnaeh 0,1 ml DPIq-LSsung (mittels dor 1 ml- 
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graduierten Pipette mit 0,1 ml-Teilung, yon l~5hrchen zu t~Shrohen 
gehend) zugegeben, die RShrehen umgeschenkt und nun exM~t 0,1 mY 
des Enteiweif3ungsa, nsatzes zngefiigt. Bei dem gleiohzeitig angesetzten 
Reagentienblindwert wird start  dessen 0,1 ml Perehlorsgure einge- 
bracht. Beim Zentrifugieren setzt sieh ein Teil des gef~llten Eiweil~es 
ab, ein erheblicher Tell rahmt anti Ura nun ein Einbringen dieser Par- 
tikel in den Ansatz zu vermeiden - -  sie stSren beim Photometrieren - - ,  
muB die 0,1 ml-Pipette mit dem Finger oben verschlossen vorsiehtig in 
die Mitte des Ansstzes eingetaucht und aufgesaugt werden. Die Pipette 
wird auBen yon den anh~ftenden Teilehen abgewischt (Filtrierpapier), 
d~nn an der Gef~Bwsnd dnreh Abfliel~enlassen genau bis zur oberen 
M~rke eingestellt und die Probe in den Bestimmungsansatz eingebraeht. 
Fiir die klaren Testalkohole ist das Zentrifugieren und der besehriebene 
Pipettiervorg~ng nicht nStig. Man lgBt die Pipetten durch Anliegen an 
den inneren Rand des RShrchens unterhMb des Schliffhalses bis zur 
zweiten Marke abfliel~en. Die Probe wird etwas umgesehwenkt und dann 
0,02 ml ADg-Suspension (0,2 ml-Pipette zu 0,02 ml graduiert) yon 
g6hrehen zu RShrchen gehend eingebraeht. Zuletzt fiillt man mit 
PufferlSsung genau bis zur Marke auf. 

Die RShrehen werden gut versehlossen und durch mehrfaehes Um- 
drehen (nicht schiitteln!) gemischt. Sollte dureh starkes Schiitteln ira 
Ansatz Schanm entstanden sein, ist die Probe zu verwerfen, da der 
Schaum das Fermenteiweil~ denaturiert. 

Die I~Shrchen bleiben nun 70 rain bei Temperaturen zwisehen 21 
und 26 o stehen. Das Maximum der Extinktion wird bei einer Alkohol- 
Konzentration yon 1,3 0/0 o sehon naeh 20 rain, bei 1,7 ~ o schon nach 
45 rain erreieht. Die Extinktion bleibt dann bei 25 o etw~ 2 Std kon- 
st~nt und sinkt schliel31ich langs~m ab. Die Messung soil ~m besten 
nseh 70 rain begonnen werden und 120 rain nach Beginn der Reaktion 
beendet sein. Es empfiehlt sich, immer die als Optimum angegebene 
Tempera.tur yon 25 ~ einzuhalten, und zwar durch Einstellen in den 
Brutsehrank oder dureh Einstellen in ein auf 25 o temperiertes W~sser 
in einem grol3en Gefgl3 mit RShrcheneinsgtzen (z.B. Gefgl3 ffir Ein- 
tauehrefraktometer).  

Zur r des B]indwertes wird dieser vorerst gegen bidestil- 
liertes Wasser im Photometer gemessen. Der Blindwert verbleibt dann 
im Probenweehsler und jeweils 3 Cuvetten werden nlit den Re~ktions- 
ans/itzen gefiillt und n~eheinander gemessen. Die Cuvetten werden dann 
mit bidestflliertem Wasser gespiilt und umgekehrt auf Filtrierp~pier 
zum Abrinnen aufgestellt. Die ersten 3 Cuvetten sind dann, ~bsolute 
Fettfreiheit vor~usgesetzt, naeh Messung der anderen 6 Proben wieder 
benutzbar oder werden, fa]ls noeh TrSpfehen anhaften, zuerst mit einem 
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Teil der Probe (1--2mal mit  etwa 1 ml) gespiilt. Fiir die iibliehen 
Cuvet~en reichen etwa 3 ml Flfissigkeit. 

Aueh bei quarz-bidestilliertem Wasser war die Extinktion des Blind- 
wertes nieht unter 0,04 (bei 366 m#) bzw. 0,07 (bei 340 m#) zu brin- 
gen. ~blicherweise erhiilt man bei ffisch angesetzten LSsungen als 

Tabelle 1. Extlnktionswerte 
/iir die Eichgeraden 

klkohol 
(~ 

0,5 
1,0 
1,5 
2,0 
2,5 
3,0 

380 mlt 

0,030 
0,058 
0,087 
0,114 
0,143 
0,170 

366 m/~ 

0,078 
0,155 
0,235 
0,307 
0,385 
0,46 

340 m/~ 

0,14 
0,28 
0,415 
0,55 
0,69 
0,83 

Blindwert 0,04 0,05 (mit glas-bi- 
destilliertem Wasser). Auch naeh 
einem Monat Lagerzeit der Rea- 
gentien bei Zimmertemperatur 
wurden nur Werte yon 0,07--0,08 
(bei 340 m# 0,12---0,14) gefunden. 
Die Extinktion des Btindwertes 
soll naeh den bestehenden Vor- 
schriften bei 366 m# nicht grSi~er 
als 0,10 sein, bei 340 m/~ daher 
nicht mehr als 0,18. 

Die Auswertung der fiir die Proben erhaltenen Extinktionen erfolgt 
an Hand der Eichkurve. Ffir Serumproben ist das Ergebnis dutch 
1,236 zu dividieren (ELBEL), da das spezifische Gewicht des Serums ffir 

Tabelle 2. Muster eines Aanalysenvordruckes 

Datum: 18.3. 57 

Blindwert . . . . . . . .  

[4,5 
Alk~176 stamml6sung 12"02150 

Klain, Erich { 
hiimolytisches Blut 

Bieleclc, Gerhard, Blut{O0:5 I 

Ent- 
eiwei- Ansatz 
Bung 

36 
50 43 
11 41 
4 1 
8 19 

13 26 
45 2 

38 42 
15 12 
46 44 

6 5 

E34o ~Vert 

0,095 
0,138 
0,280 
0,42 
0,555 
0,685 
0,835 
0,247 
0,240 
0,555 
0,221 

0,87 
0,85 
2,00 
0,79 

Korri- 
giert 

1,98 

B emerkungen 

gg. Wasser 

Widmark 0,92 

Widmark 2,01 

Wurm, Gott#ied, Serum SI 14 
[I 16 

138 0,050 
0,050 

0,17 0,14 
0,17 0,14 

die Berechnung in Gew.-% berficksichtigt werden mul~ (1,2 X 1,03). 
Praktisch wird auch der Wert 1,25 verwendet. Eine Eiehgerade fiir 
Serum erhiilt man durch Verlegung des h5chsten Wertes yon 3~ Blut- 
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alkohol auf 2,40/o0, wobei die Ordinatenh6he beibehalteu und eine Gerade 
dureh den Ursprung gezogen wird. 

Die unter Beriieksiehtigung dieser Ausfiihrungen erhaltenen Werte 
und die daraus resultierende Eiehgerade sind angefiihrt. Die Ergebnisse 
sollten unseres Eraehtens dureh Verwendung anderer Gergte (Photo- 
meter, Pipetten, geaktionstemperatur  u. a.) nur geringfiigig beeinflul3t 
werden. Die Anfertigung einer eigenen Eiehgeraden ist jedoeh unerl/~glich. 

J## m/z 

o,4 

~ i  ~ , i ~ r i , i i I , , i i i i r , r 

A b b .  1. A l k o h o l - E i e h g e r a d e  z u r  B l n t a l k o h o l b e s t i m m u n g  n a c h  d e m  A D I t - V e r f a h r e n .  
Z e i s s  3 / I4  Q I  F i l t e r  2 

Interessehalber ist in der Abbildung aueh die Eichgerade bei einer 
Wellenl//nge yon 380 m# eingezeichnet. Der Quotient E~66/Ea40 wurde 
aus zahlreiehen Messungen ebenso wie y o n  ] ~ E D E T Z K I  und JOI~A~xS- 
M~IE~ zu 0,565 bestimmt. Der Quotient E3so/E36 G betrs 0,37, d.h. dag 
die Extinktion bei 380 m# um 63 % geringer ist als bei 366 m#. Ein Fehler 
in der Extinktionsab]esung yon 0,005 bedeutet e twa  0,1~ Alkohol. 
Der gleiehe Ablesefehler entsprieht bei 366 m# 0,035 ~ o uud bei 340 m# 
etwa 0,02o/0o Alkohol abso]ut. Deshalb wird eine Messung bei 380 m/~ 
abgelehnt; der ganze Aufwand an Exakthei t  wiirde damit hinf/~llig 
werden. 

Zur Reinigung der G]asger/~te und Pipetten wird konzentrierto 
Schwefelss mit Zus/itzen yon je 0,5 % Natriumehlorat und Natrium- 
nitrat  verwendet (]JOTZAUE~). Bei l~einigung mit Bichromat-Schwefel- 
s/iure miissen die Ger/~te wesentlich griindlicher gesptilt werden, um die 
an die Glasoberfl/~ehe stark adsorbierten Chromiouen zu entfernen. 
Es wird rait Wasser, destilliertem Wasser und schlieBlich mit bidestil- 
liertem Wasser gespiilt. AnsehlieBend wird in staubfreier Luft  bei 
mange r  Temperatur gestroeknet bzw. an der Wasserstrahlpumpe 
troekengesaugt. 
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Fiir die Fermente sind die yore Hersteller angegebenen Lagerhinweise 
zu beaehten (Veffallsdatum, Lagern im Kiihlsehrank). Von einer Aktivi- 
t~tsprfifung der ADtt  kann abgesehen werden, da die Herstellerfirma 
das Veffallsdatum mit ausreiehender Sieherheitsgrenze angibt und fest- 
gestellt wurde, dal3 auch 2 Monate naeh Abl~uf des Veffallsdatums 
brauchbare Resultate erzielt werden konnten. Aul3erdem diiffte es bei 
einigem Anfa]] yon Analysen kaum zur Erreiehung des Ab]aufdatums 
kommen. Eine Paekung der Fermente geniigt ffir etw~ 50 Ans~tze. 
D~s Gesagte grit ~uch fiir die Reinheitsprfifung des DPN, die vielfaeh 
gefordert wird. Aueh bier sollte man sieh streng an die zweiwSchige 
maxima]e Lagerzeit der DPN-LSsung halten (Kfihlsehrank). Es geniigt, 
zur Prfifung einen hochpromflligen Test~lkohol (etw~ 30/00) im Bestim- 
mungsansatz mitlaufen zu l~ssen, um die ausreiehende DPN-Menge an 
der Geradlinigkeit der Eiehkurve zu fiberprfifen. 

Fiir die Analysen haben sieh Vordrucke in der abgebildeten Art sehr 
bew~hrt, sie k6nnen sparer geheftet werden oder man lg~t sich gleich 
ein entspreehendes Heft  binden (T~be]le 2). 

Bei Parallelbestimmungen wird eine Differenz yon 3 Rel~tivprozent 
noch als durchaus tragbar angesehen. Dieser Weft  wurde bis jetzt noch 
nieht iiberschritten. 

Uber den zeitliehen Aufwand bei der ADH-Methode k~nn folgendes 
gesagt werden: Fiir einen Ansatz yon 12 Proben (doppelt) und 6 Tests 
(Eiehger~de) sowie einem Blindwert werden, fertige LSsungen voraus- 
gesetzt, nieht mehr als 3--4 Std benStigt; dabei sind die 70 rain Warte- 
zeit, sowie die Bereitung der 1%igen AlkoholstammlSsung und der ent- 
spreehenden Verdfinnungen inbegriffen. 

Z u s a  m m e n  / a s  s u  ~wj 

Die praktische Durchffihrung der ADH-Methode zur Blutalkohol- 
bestimmung wird an Hand genauer Richtlinien er5rtert. Diese lassen 
keine Variation zu, berfieksichtigen die FehlermSglichkeiten des Ver- 
fahrens und bringen die vollst~ndige Beschreibung der Arbeitsgeri~te. 

Bei Einhaltung dieser Richtlinien kann erwartet werden, dul~ die 
ADH-Methode einw~ndffeie Resultate liefert, die aueh bei versehiedenen 
Laboratorien iibereinstimmen. 
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