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1. Einleifung

Hohe Empfindlichkeit und gute Differenzierungs- bzw. Trenn-
moglichkeiten fithrten in den letzten Jahren zu einer ausgedehnten
Anwendung der Gaschromatographie in der forensischen Analytik. Be-
sonderes Interesse erlangte dabei die Bestimmung von Blutalkohol-
konzentrationen, da sich mit dieser Methode neben den bereits er-
wihnten Vorteilen auch noch erhebliche Gewinne an Arbeits- und
Zeitaufwand erzielen lassen.

Im allgemeinen sollte ein forensisch brauchbares Verfahren unter
anderem folgende Bedingungen erfiillen:

1. Gute Differenzierung von Athanol und anderen chemischen Sub-
stanzen, beispielsweise solcher, die infolge pathologischer Zusténde
(Diabetes, gewerbliche Losemittel-Intoxikationen) im Blut enthalten,
oder infolge sekundérer Alterationen der Blutproben (bakterielle Zer-
setzung) entstanden sind.

2. Prézision bzw. Reproduzierbarkeit.

3. Moglichst wenig Arbeitsschritte, in der Absicht, damit subjektive
Fehler weitgehend auszuschalten. Eine direkte Injektion der Blutprobe
in die Apparatur — ohne irgendwelche weiteren Vorbereitungen — ist
daher anzustreben.

4. Relativ kurze Analysedauer.

In der Literatur wurden bisher verschiedene Verfahren vorgeschlagen,
die aber die gestellten Forderungen jeweils nur teilweise erfillen.

So setzen z.B. McCorp und GaDSDEN [1], Ray [2] sowie Fox [3]
die Gaschromatographie erst zur Untersuchung von Destillaten ein.
Dadurch wird zwar eine verbesserte Selektivitit der Methode erreicht,
die Destillation mit all ihren Nachteilen kann aber nicht umgangen
werden.

Capmax und JoBws [4], RockerBIE [§], Lyons und Barp [6], wie
auch OsTErRHAUS [7] untersuchen im Gaschromatographen einen Ex-
trakt aus Blut. Die dazu verwendeten Losemittel verdecken aber einen
Teil der bekannten organischen Losemittel, verursachen eine recht
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umfangreiche Probenvorbereitung und erfordern zudem spezielle Ein-
richtungen (Umschaltventile fiir Rickspiilungen), wenn nicht sehr lange
Wartezeiten in Kauf genommen werden mochten.

Kine weitere Gruppe, ndmlich Mariq und MoLLE [8], MATUMOTO [9]
und Duritz et al. [10] fillen vor der gaschromatographischen Unter-
suchung die Eiweibestandteile des Blutes mit chemischen Agenzien
aus. AnschlieBend lassen sich die Proben zwar leicht dosieren, doch
werden durch diese Art der Blutaufbereitung zusétzliche Fehlerquellen
eingebracht.

Zur Umgehung der erwihnten Dosierungs-Schwierigkeiten beim ge-
nauen Abmessen einiger Mikroliter hochviseésen Blutes geben unter
anderem ParRKER et al. [171], HEsseL und Mopcrin [12], MacHATA [13]
sowie FrreupiceEr und Viewau [I4] den Blutproben einen internen
Standard in Form eines organischen Losemittels zu. Die dadurch be-
dingten Messungen und/oder Wigungen stellen aber erneut eine Fehler-
quelle dar. Aulerdem konnen — je nach Art des internen Standards —
zufillige Beimischungen zum Blut (bei Losemittel-Intoxikationen, Dia-
betes ete.) unter Umstidnden {ibersehen werden und quantitative Fehler
bewirken.

Direkte gaschromatographische Analysen von Blutproben fiithren
CruNDELA und JANAK [15] sowie BoBER (BEckMAN) durch. Sie be-
nétigen aber dazu nicht sehr rasch auswechselbare Einsétze zur Ab-
trennung schwerfliichtiger Blutbestandteile und/oder Doppelkolonnen-
systeme — letztere zur Uberbriickung der Schwierigkeiten, die stark
wasserhaltige Proben in der Gaschromatographie bereiten konnen.

Alle diese erwihnten Methoden erfiillen eine oder mehrere der ein-
gangs aufgestellten Forderungen nur teilweise oder nicht. Wir ver-
suchten deshalb, ein Verfahren zu entwickeln, das auf einfachste Art
eine direkte Bestimmung der Alkoholkonzentration in Blutproben mit
hinreichender Genauigkeit gestattet. Im folgenden sei iiber Einzelheiten
dieser Methode berichtet.

1. Unsere Methode
A. Apparatives

Gaschromatograph Beckman GC — 2 mit Flammenionisations-
Detektor.

Betriebstemperatur: 80° C.

Tréagergas: Stickstoff.

Trennsdule: 12ft., 3/16 in. Stahlrohr mit einem Gemisch von
78 Teilen NPGA (Nonylphenol-Glycerin-Ather [17]), 22 Teilen ORGA
(Isooctyl-resorcin-Glycerindther [78]) und zwei Teilen Alkaterge T in
einer Belegungsdichte von 10% auf Chromosorb A-NAW 60/80 mesh
{Johns-Manville).
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Proben-Einlafl: Fest-fliissig-Einlafl mit rasch auswechselbarem Sieb-
einsatz (Bajonettverschlufl) [19].

Schreiber: Honeywell, 1mV, 25cm Schreibbreite mit Disc-Integrator.

Dosierung: Mit Beckman liquid sampler (8 Mikroliter).

Zur Homogenisierung des Blutes wurde ein Polymetron-Mixer ver-
wendet.

B. Methodisches

B 1. Trennsdule. Die direkte Analyse von Vollblutproben verlangt
eine wasserbestédndige Trennsdule. Flassige stat. Phasen auf Ester- oder
Amid-Basis sind aus diesem Grunde auf die Dauer wenig geeignet. In
Frage kommen dagegen Materialien mit Atherbindungen, wie z.B.
Polyithylenglykole. Letztere werden auch meistens fiir die zur Dis-
kussion stehenden Verfahren eingesetzt. Leider sind die Leistungen der-
artiger Trennsysteme in der Regel nicht ausgesprochen gut. Beispiels-
weise lassen sich die diversen einfachen aliphatischen Alkohole (Methanol,
Athanol, Isopropanol) nicht oder nicht ohne weiteres auftrennen (Ma-
CcHATA [13] — eine Leistung, die von einem forensischen Verfahren zur
Blutalkoholbestimmung verlangt werden sollte. Wir entwickelten aus
diesem Grunde ein Trennmaterial, das den gestellten Anforderungen
weitgehend geniigt und ein relativ rasches Arbeiten erlaubt. Die Eigen-
schaften der verwendeten Materialien wurden bereits an anderer Stelle
beschrieben [20].

B 2. Proben-Eingabe. Die im Vollblut enthaltenen, schwer fliichtigen
Bestandteile bewirken eine Verschmutzung des EinlaB-Systems oder
der vordersten Partie der gaschromatographischen Trennsédule. Hiufiges
Reinigen oder Auswechseln der betroffenen Apparateteile ist daher
notig, um unliebsame Verdnderungen der Chromatographiebedingungen
oder sogar Verstopfung der Trennsdule zu verhindern. In der Regel
werden auswechselbare Einsitze verwendet, in denen die Blutproben
verdampft werden. Brauchbare derartige Geréte wurden vor allem von
MacuATA [13] und BorEer [16] beschrieben. Das Auswechseln der bei
den Analysen verschmutzten Teile dauert aber jeweils eine gewisse Zeit,
da dazu ein oder sogar mehrere Schraubverschliisse gelost werden
miissen. Ein rasches Arbeiten wird dadurch stark behindert. Wir kon-
struierten deshalb einen Proben-Einlafl, der durch einen Bajonettver-
schlul} festgehalten wird. Das Auswechseln des verschmutzten Apparate-
teils ist so in kiirzester Zeit moglich. Erfahrungsgemif ist unser Gas-
chromatograph — Auswechseln und Equilibrieren bzw. Aufheizen des
Einspritzteiles eingerechnet — innerhalb 2 min wieder betriebsbereit.

B 3. Zur Probemenge. Fiir die Abmessung der Blutproben hat sich
ein Beckman liguid sampler bewahrt. Er gestattet, die von uns zur
Analyse verwendeten 8 pl homogenisierten oder ungerinnbar gemachten
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Voliblutes sehr genan und reproduzierbar abzumessen (vgl. Abschnitt
,»Reproduzierbarkeiten‘).

B 4. Durchfithrung der Blutalkoholbestimmung. Wie wir bereits frither
[20] zeigten, 148t sich durch ,,Uberlagerung* von zwei Analysen auf der

&

Abb. 1. Doppelbestimmung durch Uberlagerung von zwei Proben auf der gas-
chromatographischen Saule. I Erste Probe-Eingabe, I’ = zu I gehdrender Athanol-
Peak. 2 Zweite Probe-Eingabe, 2’ = zu 2 gehorender Athanol-Peak

gaschromatographischen Sdule Zeit gewinnen. In der Praxis wird kurz
vor dem Erscheinen des ersten Athanol-Peaks eine zweite Blutprobe in
den GC eingegeben (vgl. Abb. 1). Eine Doppelbestimmung beansprucht
unter diesen Bedingungen hdchstens 14 min.

Zur téglichen Eichung der Anlage wird zu Beginn jedes halben
Arbeitstages eine Doppelbestimmung einer genau eingestellten und ge-
priiften (ADH, Interferometrie) wifrigen Losung mit 0,89/, Athanol
durchgefihrt. Die Blutalkoholkonzentration kann darauf basierend
folgendermaBen berechnet werden:

0,89 X Integratorwert der Blutprobe

BAK = 1,06 X Integratorwert der wiBrigen Eichlosung
(1,06 = Dichte des Blutes).
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Die Berechnung nach dieser Formel ist moglich, da die Eichkurve
einer durch den Nullpunkt gehenden Geraden entspricht (vgl. Eichung).

C. Eigenschaften der Methode

C 1. Trennmdoglichkeiten der N PGA—ORGA-Sdule. Die Trennleistung
der Siule wurde durch Blutproben mit Zusétzen von je ca. 1%/, an

Tabelle 1
Trennungsmoglichkeiten der verwendeten
Gaschromatographie- Kolonne

Losemittel Abtrennung

von Athanol
5 | Hexan vollstindig
3 ﬁ Perchlordthylen vollstindig
4 [ l Aceton vollstéindig
ﬂ A I‘I Methanol vollstéindig
|- Chloroform vollstindig
) L | Tetrachlorkohlenstoff ~ vollstindig
% Y Benzol 71 ca. 30%
f '; i l Propylformiat zu ca. 95%
I B = Athylacetat zu ca. 95%

| l [ | Athanol —
] o e | Methyl-dthyl-keton zu ca. 90%
'1 } | iso-Propanol zu 98%

; U \ tert. Butanol vollstindig
Trichlordthylen vollstindig

: _ o organischem Losemittel tiberpriift.
M /f\ Die erreichten Auftrennungen sind

Tl'" 1l { in Tabelle 1 zusammengestellt.

! (i AuBerdem ist in Abb.2 ein Bei-

Abb.2. Auftrennung einiger organischer  spiel einer Auftrennung abgebildet.
Losemittel (direkt aus einer Blutprobe).

1 Aceton; 2 Methanol; 3 Athanol C 2. Reproduzierbarkeiten. Die
(ca. 0,5°/y0); 4 Tsopropanol; Reproduzierbarkeit der Bestim-
& tert. Butanol mungen wurde durch je zehn Dop-

pelbestimmungen an Blutproben
bekannten Alkoholgehaltes ermittelt. Als Beispiel seien die Resultate
bei 0,8 Gewichts-?/, aufgefiihrt (Tabelle 2).

Daraus 148t sich der Standardfehler
_ 1/ e(MD— M)
o= ]/ n—1

zu 4 17,0 Integratoreinheiten bzw. zu +1,3% des Gesamtwertes er-
rechnen.
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Tabelle 2. Bestimmungsfehler bei einer Blutalkoholkonzentration von 0,8 Gew.-%y,

n I I-M R MD MDP_M RD
in % in %
1 1270 —34 —2,6 1310 + 6 —+0,5
1350 +44 434
2 1290 —14 —1,1 1280 —24 —1,8
1270 —34 —2,6
3 1275 —29 —2,2 1288 —16 —1.2
1300 — 4 —0,3
4 1315 11 -+0,8 1317 +13 -+1,0
1320 +16 +1,2
5 1350 +44 +3,4 1325 +21 41,6
1300 + 4 -+0,3
6 1280 —24 —1,8 1290 —14 —1,1
1300 — 4 —0,3
7 1317 +13 -+1,0 1316 +12 +0,9
1315 +11 -+0,8
8 1335 -+31 +2,4 1324 —+20 +1,6
1312 + 8 -+0,6
9 1280 —24 —1,8 1285 —19 —1,5
1290 —14 —1,1
10 1300 — 4 —0,3 1307 + 3 -+0,2
1315 +11 +0,8

1 = Integratorwert; M = Mittelwert aus 20 Bestimmungen; MD = Mittelwert
der Doppelbestimmung; R =relativer Fehler der Einzelbestimmung; RD =rela-
tiver Fehler der Doppelbestimmung.

Tabelle 3. Fehlergrenzen bei verschiedenen Alkoholgehalten

BAK- Einzelbestimmung Doppelbestimmung

Bereich Hochst-  Tiefst- Standard- | Héchst- Tiefst- Standard-
wert wert fehler wert wert fehler

0,4% 0 +4.2% —3% +1,9% +2,9% —23% +1,5%

0,8% 00 +34% —26% +18% +16% —18% +1,3%

1,649 +36% —39% +2,0% +1,6% —36% +41,6%

2,4% 40 +1,7% —24% +1,0% +14% —1,6% +0,85%

3.2%5 +4,1% —51% 41,6% +3,2% —23% +1,6%
max.4% max.5% rund 2% max,. 3% max.4% rund 1,5%

Der hochste gemessene Wert liegt 1,6%

oberhalb, der tiefste

Wert 1,8% unterhalb des Mittelwertes aus den zehn Doppelbestim-

mungen.
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Analog wurden auch die Fehlergrenzen bei anderen Blutalkohol-
konzentrationen bestimmt. In Tabelle 3 sind die entsprechenden An-
gaben ersichtlich.

C3. Eichung. Durch die Analyse mehrerer Blutproben bekannten
Alkoholgehaltes (bestimmt nach Nicloux modif. und mit der ADH-

Methode) wurde die Eichkurve er-

0 ~  mittelt. Sie ist in Abb.3 dargestells.

b Es handelt sich dabei um eine

5 / den Nullpunkt schneidende Gerade.

4 /I Verdnderungen der Apparateemp-

I ' findlichkeit — durch Variation des

A / Gasflusses — verursachen eine mehr

+ 7 ) oder weniger starke Neigung der

”b/ e Eichgerade. Die Erfahrung zeigte,

e daB diese Erscheinung — eine Folge

Abb. 3. Eichgerade mit gingezeifzhne- der Trennséulenalterung —_ Jleicht

ten Stregberelchen (.mammale Einzel- durch die Analyse ciner genau ein-
abweichungen bei zehn Doppel- .

bestimmungen) gestellten wilrigen Athanollosung

ermittelt und in Rechnung gestellt
werden kann. Wir verwenden dazu in der Regel eine geeichte Losung
mit 0,89/, Alkohol, die vorgéngig jeder Analyseserie mitbestimmt wird
(vgl. B. 4.).
IIL. Diskussion

1. Wie aus den Tests betreffend die Trennméglichkeiten (C 1) er-
sichtlich ist, 148t sich der Athylalkohol sehr selektiv erfassen. Simtliche
anderen Alkohole sind praktisch vollstindig abtrennbar, ebenso die
bekanntesten organischen Losemittel. Einzig Benzol und in geringerem
MaBe Methyl-athyl-keton 148t sich nicht voll abtrennen. Dazu ist aller-
dings zu bemerken, dal3 diese Substanzen bereits im Konzentrations-
bereich von nur 0,19/, teilweise hochtoxisch wirken oder sich zumindest
klinisch deutlich manifestieren. Die Selektivitat der Methode ist folglich
weitgehend gewéahrleistet.

2. Die ermittelten Fehlergrenzen (C2) sind als klein zu werten.
Grofite Fehler ,,nach oben® von weniger als 2% im kritischen MeB-
bereiche — bei einer Blutalkohol-Konzentration von 0,89/, — diirfen
als vertretbar bezeichnet werden, da ohnehin die physiologischen
Schwankungen eine wesentlich groBere Unsicherheit in die Beurteilung
des Einzelfalles bringen.

3. Zur Ausschaltung von vielen MeBfehlern und nicht zuletzt auch
von subjektiven Einflissen wurde die Methode so angelegt, daBl pro
Bestimmung nur eine einzige Messung durch die untersuchende Person
vorgenommen werden mufl, namlich die Dosierung von 8pl Blut.
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Die Prizision dieser Messung ist durch die Fehlergrenzen (C2) hin-
reichend belegt.

Alle anderen Manipulationen, wie Einbringen interner Standards,
Extraktionen, Destillationen oder Betdtigen von Kolonnenschaltventilen
fallen weg und das Resultat wird durch das Chromatogramm dokumen-
tiert. Es wird damit eine groBere Sicherheit erzielt.

4. Die Analysedauer fiir die Doppelbestimmung in einer Blutprobe
ist mit einer Viertelstunde tragbar, bringt sie doch eine wesentliche
Verkiirzung gegeniiber einer Destillation, einer Diffusionsmethode oder
einer fermentativen Bestimmung.

AbschlieBend 1484 sich feststellen, dafl die eingangs an eine forensische
Blutalkoholbestimmung gestellten Forderungen durch die beschriebene
Methode weitgehend erfiillt werden.

Zusammenfassung

Ein Verfahren zur direkten gaschromatographischen Bestimmung
von Blutalkoholkonzentrationen wurde beschrieben. Die einfache Ar-
beitsweise — eine einzige Dosierung — erlaubt eine Doppelbestimmung
innerhalb einer Viertelstunde mit einem Standardfehler von hochstens
+2% (bei 0,8%/, Alkoholgehalt). Sdmtliche anderen Alkohole sowie die
gebrauchlichsten organischen Lésemittel und/oder physiologischen Sub-
stanzen werden vom Athylalkohol abgetrennt.
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