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G. MACnATX (Wien): Die Diaphorasemethode zur Blutalkoholbestim- 
mung. (Mit 1 Textabbildung.) 

Mit der Widmark- und ADtt-Methode zur Blutalkoho]bestimmung 
besitzt die gerichtliehe Medizin zwei analytische Verfahren, die unbe- 
streitbar zu den besten mikrochemischen Methoden gehSren. Nachdem 
bereits yore Widmark-Verfahren zahlreiehe Modifikationen existieren.. 
waren auch Ab~nderungen der ADI-I-Methode zu erwarten. Neben der 
schwedischen ADIt-Methode, die sich zur Bestimmung des Blutalkohol- 
gehaltes der Messung der Reaktionskinetik bedient, besitzt das Verfahren 
yon A_~A Bedeutung, der die EnteiweiGung dutch eine Isotherm- 
destillation im %ridmark-K61bchen umgeht. Daneben beansprucht 
noch die sog. Diaphorasemethode einige ]3eachtung. 

Diaphorase wird aus Clostridium kluyveri  oder Schweineherzen 
gewonnen und ist in entsprechend gepufferten L6sungen imstande, 
Wasserstoff auf Redoxfarbstoffe zu iibertragen. Schon T~UZUBE~G 
(Hor.~BERC~) fiihrte Redoxfarbstoffe wie Methylenblau zur Erkennung 
der Wasserstoff iibertragenden Fermente in die Biochemie ein. Er  
arbeitete aber, um dem Einflul~ des Sauerstoffes zu entgehen - -  der die 
Rtiekbildung des Farbstoffes bewirkt - - ,  in Stickstoffatmosphi~re. 

Bei der Diaphorasemethode zur Bestimmung der BlntMkoholkonzen- 
trat ion wirken nun 3 Fermente zusammen. Naeh der angegebenen 
Reaktionsgleichung reduziert das entstehende D P N H  unter dem Ein- 

ADH 
Alkohol ~ DP~ TM ~- Aeetaldehyd ~ DEN �9 H -~ H + 

Din 
Farbstoff (bl~u) -~ DPN' H § --~ Leukofurbstoff ~- DPN+. 

fluff der Diaphorase einen zugesetzten Redoxfarbstoff, wie Dichlor- 
phenolindophenol zum Leukofarbstoff. Die Schwgchung des Farb- 
stoffes erreicht dabei einen Maximalwert und geht dann unter EinfluB 
des Luftsauerstoffes wieder zurfick. Diese Schwgchung der Farb- 
intensitgt ist proportional dem Alkoholgehalt. Die Vorteile dieser 
Methode sind ins Auge fallend. Reaktionskinetisch lguft dieser Vorgang 
rascher als beim normalen ADtt-Verfahren ab, weil das D P N I t  ]aufend 
entfernt und DPN rtiekgebildet wird. 

Die Messung erfolgt beim Intensi tgtsmaximum des blauen Farb- 
stoffes bei 600 nm im sichtbaren Bereich und benStigt deshalb kein 
Quarzspektrophotometer mehr, im Prinzip kSnnte auch ein einfaehes 
Fil terphotometer mit  einer Gliihlampe als Liehtquelle geniigen. Die 
EnteiweiBung ist umgehbar, da eine starke UV-Absorption des Eiweiltes 
in diesem Spektralbereich nieht mehr vorhanden ist und auBerdem der 
rote Blutfarbstoff nieht st6rt. Die einzige Ver5ffentlichung fiber diese 
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Methode  s t a m m t  yon TELLER, yon  dcr  F i r m a  W o r t h i n g t o n  Biochemical  
Corporat ion,  die auch gebrauchsfer t ige  Reagen t i en  und  F e r m e n t s a t z e  
hers te l l t  und  ve r t re ib t .  Von ihm wird  die Verwendung  von Diaphorase  
und  e inem Redoxfa rbs to f f  auch  fiir andere  Wassers tof f  f iber t ragende  
F e r m e n t s y s t e m e  vorgeschlagen (z. B. Mflchsaure =~ Brenztraubens/~ure),  
u m  die Messung im UV-Bere ich  zu ersetzen. 

W i r  haben  nun wegen der  angedeute ten ,  zu e rwar t enden  Vortei le  die 
Methode  auI  ihre B r a u c h b a r k e i t  in  der  ger ichtsmediz in ischen P rax i s  
n/~her i iberprfif t .  Die erste Schwier igkei t  e rgab  sich schon im Preis  
der  F e r m e n t e :  E in  Satz,  fiir 5 Bes t immunge n  ausreichend,  kos t e t  
17,50 Dol lar  und  k a n n  durchaus  niehg als bil l ig angesehen werden.  I n  
dankenswer t e r  Weise wurde  uns yon  der  F i r m a  Boehringer ,  Mannhe im 
(Herrn  Dr. BERGMEYER), Diaphorase  in Ammonsu l f a t -Suspens ion  zur  
Verf / igung ges te l l t ;  der  Preis  yon  1 mg  Diaphorase  wtirde sich bei  der  
F i r m a  Boehr inger  auf e twa  DM 4 , - -  stellen. 

Die Bestimmungen wurden wie folgt durchgefiihrt: Blute bzw. Sera wurden 
1:100 verdiinnt und die Verdiinnungen entweder mit 0,1%igem Ammoniak, 
physiologischer Kochsalzl6sung oder Boratpuffer (pg 9,3) vorgenommen. In der 
Originalvorschrift yon T~LLER wird physiologische Kochsalzl6sung zur Verdiinnung 
verwendet. Bei unseren Versuchen hat sich die alkalische Pufferl6sung oder noch 
einfacher das verdiinnte Ammoniak als vorteilhafter erwiesen, da eine vollstandige 
Hamolyse zu einer klaren L6sung eintritt und Abzentrifugieren der Zellen nicht 
n6tig ist. 

Der Reagentiensatz enthielt auf je 3 ml L6sung 1 mg ADH, l m g  DPN und 
0,5 mg Diaphorase in Boratpuffer (pH 9,3), ferner die Farbstoffl6sung (Dichlor- 
phenolindophenol) mit einer Extinktion yon etwa 0,5 ffir 1 cm Schichtdicke. 
Alle Reagentien wurden in der benStigten Menge zusammen in einem Gef~l~ 
gel6st und nach vorsichtigem Umschwenken nach 15 rain W~rtezeit verwendet. 
Die Reaktion erfolgte zweckmaBig gleich in der Cuvette, die mit einem Falzdeckel 
versehen sein muB, um das Umschwenken zu erm6g]ichen. 

Reagentien. Blute oder Seren i : 100 verdfinnt (0,1% 
0.85% Kochsalzl6sung oder Boratpuffer PE 9,3). 

i mg ADH ] 
1 mg DPN / gel6st in 
0,5 mg Diaphor~se Boratpuffer pg 9,3 
F~rbstoff E tcm ~ 0,5 

Ansatz: 3 ml Reagensl6sung + 0,1 ml verdiinnte Probe. 

Ammoniuk oder 

3 ml des Reagentien~nsatzes wurden nun in der 1-cm-Cuvette mit 0,1 ml der 
verdiinnten Blur-, Sera- oder Testl6sungen versetzt, bei aufgesetztem F~lzdeckel 
vorsichtig umgeschwenkt und die Abnahme der Extinktion gegen einen Vergleich 
yon reinem Wasser in einem Doppelstrah]spektrophotometer registrierend verfolgt. 
Der Leerwert wird durch Aufn~hme des Ansatzes nach Zufiigen yon 0,1 ml ver- 
dfinntem Ammoniuk, physio]ogischer Kochs~lzlSsung oder Boratpu~er auf gleiche 
Art wie beschrieben erh~lten. Das Spektr~lphotometer wird dabei auf 600 nm 
eingestellt und der P~piervorschub ohne Kupl0elung mit der Wellenl~ngeneinteilung 
laufen gelassen. Die Extinktionsanderung erscheint dann ~uf dem Papier in der 
Abh~ngigkeit yon der Zeit (Abb. 1). 
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Bei manehen Doppelstrahlger/~ten ist nun zu beaehten, dab der Liehtstrahl die 
Cuvetten 2real passiert nnd damit die 1-cm-Cuvetten 2 cm effektiver Sehichtl/~nge 
entsprechen. Kompensierende Photometer (Einstrahlger/~te) diirften zur Messung 
nicht gut geeignet sein, da die Extinktions&nderung damit nur schwer verfolgbar 
ist. Die Ablesung bei direkt anzeigenden Ger&ten erfordert die st~ndige Aufmerk- 
samkeit des Bedienenden, um das Minimum der Extinktion zu erkennen. Aus 
Abb. 1 ist ersichtlieh, dab der Minimalwert nueh etwa 2 min erreicht wird, danaeh 
steigt die Extinktion wieder an. Nach ungef~hr 15--30 rain verl~uft die Kurve 
wieder gerade, und die LSsung in der Cuvette kSnnte erneut zur n~chsten Bestim- 
mung (nach Festlegung des Leerwertes) verwendet werden. 

W i t  fanden  nun, dab  eine Ube re in s t immung  mi t  den Bluta lkohol -  
werten,  die nach  der  W i d m a r k -  und  A D H - M e t h o d e  gewonnen wurden.  
n ieh t  zu erzielen war.  Es gelang 
aueh nieht ,  m i t  Tes tp roben  eine 
Eiehgerade  herzustel len,  da  die 
W e r t e  s t a rk  s t reuten .  

In der Literatur (TELLEr) wird als 
Extinktionsdifferenz fiir 0,1% Alkohol 
0,008 angegeben. Dieser Wert ist be- 
reits unter der erzielbaren Genauigkeit 
der meisten Photometer (KoRTt~Q, 
weshalb aueh bei der ADI-I-Methode 
eine mSgliehst steile Eiehgerade dureh 
eine Messung bei 340 nm gefordert 
werden mug (MAe~ATA). 

W i t  s ind der  Ansieht ,  dag  
durch  die Einff ihrung eines 
d r i t t en  Fe rmen te s  sowie eines 
empi ind l i ehen  I~edox-Indica tors  

E P/ophorasemelhode 

Leerwer/ 

I \  ePa oA 
I \ ooo 

0,51 ~ 2cm (eft) 

| t I I 
z , Ze/t 5mm 

A b b .  1. E x t i n k t i o n s & n d e r u n g  / n i t  t ier  Z e i t  
v o n  L e e r w e r t ,  T e s t  u n d  3 P r o b e n  

das gesamte  Sys tem zu unt ibers ieht l ieh wird,  vor  a l lem da  sieh nun  
aueh der  Sauerstoff  der  Luf t  an der  R e a k t i o n  be te i l ig t  und  zur  
R t i ck reak t ion  ( 0 x y d a t i o n  des Leukofarbs tof fes  zum Farbs tof f )  be i t rggt .  

Der  Ze i tbedar f  ffir die Durehff ihrung der  Bes t immung  ist  ftir 10 Ana-  
lysen  e twa 1 Std.  Bei  der  Messung mug  s tgndig  der  Ausschlag  
am P h o t o m e t e r  beobaeh te t  werden,  selbst  be im regis t r ie renden Photo-  
me~er is t  s tgndige  Anwesenhei t  erforderl ieh.  

Aus diesen angef i ihr ten  Grt inden is t  die D iaphoraseme thode  in der  
vorgesohlagenen Arbe i t s t echn ik  der  "klassisehen A D H - M e t h o d e  ffir die 
p rak t i sche  Anwendung  n ieh t  fiberlegen, sondern  zeigt  sogar erhebl iche 
Nachte i le .  

Zusammen]assung 
I )u rch  Einff ihrung eines neuen zus~tzl ichen Fe rmen te s  - -  Dia-  

phorase  - -  zur  enzymat i schen  B lu t a lkoho lbes t immung  gel ingt  es, s t a r t  
des opt ischen Testes im UV-Bere ich  einen Redoxfa rbs to f f  konzent ra -  
t ionsabhs  yore  Alkoholgeha l t  zu ver i indern  und  d a m i t  die opt ische  
Messung in den s i ch tba ren  Spekt ra lbere ich  zu verlegen.  Die anges te l l ten  
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Untersuehungen ergaben jedoeh eine geringe Genauigkeit der Methode, 
so dal3 sic in keinem Falle imstande ist, die ADI-I-Methode zu ersetzen. 
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H. SCHWEITZER (Diisseldort) und F. BURKHARDT (Essen): Wahrneh- 
mungsstSrungen bei geringen Blutalkoholkonzentrationen. (Mit 2 Text- 
abbildungen.) 

Taehistoskopisehe Versuehsanordnnngen zur Priifung der optisehen 
Wahrnehmung bieten ideale M6gliehkeiten, dureh kurzzeitige und kon- 
stante I~eizdarbietungen die optisehe Wahrnehmungsf/~higkeit zu iiber- 
priifen. Sic sind seit kurzer  Zeit fester Bestandteil der Eignungsunter- 
suehungen yon Kraftfahrern geworden. 

Im Rahmen eines Forsehungsauftrages des Verkehrsministeriums 
NI~W, in dem die Frage der Beurteilung der Beeintr/~ehtigung der Ver- 
kehrssieherheit dutch niedere BlutMkoholkonzentrationen zu unter- 
suehen war, wandten wit u .a .  taehistoskopisehe Untersuehungen an. 

Es bedarf keiner besonderen Ausfiihrungen dartiber, dab es sieh um 
eine zusammengesetzte Leistung handelt, deren faktorielle Struktur wir 
nut mutmaSlieh erfassen k6nnen. Es soll neben der Sehseh~rfe und der 
Adaptationsf/thigkeit aueh die konzentr~tive Zuwendung gepriift werden 
k6nnen; augerdem beeinflussen j edoeh noeh eine Reihe anderer ,,h6herer" 
Wahrnehmungsfunktionen die Untersuchungsergebnisse. Eine gewisse 
visuetle Merkf/~higkeit und eine persSnliehe Einstellungskonstante, dutch 
die es zu falsehen Antworten kommen kann und die die individuelle 
Genauigkeit der Wahrnehmung eharakterisiert, mug besonders in Be- 
traeht gezogen werden. 

Es wurden Farbdiapositive yon Verkehrssituationen, wie sie in einer 
westdeutsehen GroBstadt zur Mitt~gszeit vorkommen, hergestellt. Aus 
diesen Bildern walrden diejenigen ausgew/~hlt, die m6gliehst Mar struk- 
turiert waren. In  Vorversuehen mit ntiehternen Personen wurden die 
Diapositive naeh den hgufigsten Antwortm6gliehkeiten, wobei Gr6Be, 


