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Gaschromatographisch-massenspek
trometrische Blutalkoholbestimmung 
mit Dampfraumanalyse und d6-Ethanol 
als internem Standard 

Zusammenfassung 

Die Pilotstudie belegt, dass die forensische Blutalko
holbestimmung durch Anwendung eines gaschro
mategraphisch und massenspektrametrischen Ver
fahrens mit Dampfraumanalyse routinemäßig mög
lich ist. 

Im Gegensatz zum GC- und ADH-Verfahren ist die 
massenspektrametrische Blutalkoholbestimmung 
beweissich er. 

Wir empfehlen die Aufnahme in die Richtlinien zur 
Bestimmung der Blutalkoholkonzentration für foren
sische Zwecke. 

Wir danken dem Bund gegen Alkohol und Drogen 
im Straßenverkehr e. V. (B.A.D.S.) für die Unter
stützung dieser Arbeit. 

Einleitung 

Zur Ergänzung der bestehenden Routineverfahren 
in der forensischen Blutalkoholanalytik wurde ein 
massenspektrametrisches Verfahren mit d6-Etha
nol als internem Standard entwickelt. Ziel war die 
Anwendung eines beweissicheren Bestimmungs
verfahrens, bei dem Ethanol über die Retentions
zeit und Substanzeigenschaften identifiziert wird. 

Material und Methoden 

ln einer Pilotstudie wurden 120 Blut- bzw. Serum
proben mit den routinemäßig angewandten ADH
und GC-FID-Verfahren [1] sowie einem neu ent
wickelten GC/MS-Verfahren jeweils zweifach be
stimmt. 

Die Ausführung der massenspektrametrischen 
Dampfraumanalyse erfolgte mit einem Ion-Trap 
GC/MS (Varian Saturn 2000, GC 3800). Hierzu wur
den die Proben für 20 Minuten auf 72 oc erwärmt 
und mit einem Autosampier (CTC Analytics COMBI
PAL) in den GC überführt. Nach chromategraphi
scher Trennung (Kapillare: RTX-VMS 30 m; 0,32 mm 
ID; 1,8 IJm df) bei 50 oc wurde die Summe von drei 

137 

Ionen im Massenspektrometer detektiert (Ethanol: 
m/z = 31, 45 und 47; d5-Ethanol: m/z = 33, 49 und 
52). Die Quantifizierung erfolgte über den Abgleich 
der Ionensumme der registrierten Fragmente mit 
einem im System hinterlegten Referenzspektrum. 

Die Validierung des GC/MS-Verfahrens erfolgte 
nach den Richtlinien der GTFCh [2, 3] mit der hier
für empfohlenen Auswertesoftware und entspricht 
der neuen Regelung zum § 24c StVG mit dem 
Grenzwert von 0,2 Promille. Prüfpunkte waren Spe
zifität, Lagerungsstabilität des deuterierten internen 
Standards, Varianzhomogenität, Linearität, analyti
sche Grenzwerte, Präzision und Richtigkeit [4-9]. 

Die Kalibrierung erfolgte mit wässrigen Standards 
der Fa. DiaSys, Holzheim (ehemals Fa. Merck). Die 
Kalibration wurde vor jeder Analysenserie neu 
durchgeführt (Leerwert, 0,1; 0,2; 0,5; 1 ,0; 2,0; 3,0 
und 4,0 g/1). Die Kalibrataren bei 0,2 und 0,1 g/1 
wurden durch Verdünnung aus 1 ,0 g/1 selbst herge
stellt. Zur Prüfung der Varianzenhomogenität und 
der Linearität wurden der Leerwert und die übrigen 
wässrigen Kalibrataren sechsfach bestimmt. 

Die Berechnung der analytischen Grenzwerte er
folgte nach DIN 32645 (Signifikanz = 99 %, Mes
sungen = 2, k = 3) [1 0]. 

Zur Ermittlung von systematischen und zufälligen 
Fehlern (Genauigkeit) wurden zwei Serumkontroll
proben an 8 Arbeitstagen jeweils doppelt bestimmt. 
Als Qualitätskontrollproben wurden zwei Serum
kontrollproben 0,81 g/1 und 1,15 g/1 (Fa. Medichem, 
Steinenbronn) eingesetzt. 

Die Spezifität wurde mit 11 Leerseren sowie 18 spe
ziell hierfür ausgewählte Substanzen untersucht 
(Tabelle 2). ln diesem Zusammenhang wurde auch 
der Einfluss hoher Methanolwerte auf die Blutalko
holbestimmung untersucht. Hierzu wurden je 20 IJI 
von 16 Serumkontrollproben (Fa. Medichem, Stei
nenbronn) mit vom Hersteller angegebenen Refe
renzwerten (0,81 g/1 und 1,15 g/1) mit 1 IJI Methanol 
entsprechend einer Extremkonzentration von 40 g/1 
versetzt (99,9 %, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und 
jeweils Einzelbestimmungen vorgenommen. 

Zur Prüfung der Lagerungsstabilität wurden d6-Et
hanol (99 %, Deutero GmbH, Kastellaun) mit bi
dest. Wasser auf 1 ,0 g/1 verdünnt. Die Lösung 
wurde vierfach untersucht und die Absolutwerte der 
Flächenintegrale registriert. Die verbliebenen Reste 
wurden in verschlossenen Glasgefäßen für 3 Mo
nate bei Raumtemperatur gelagert und danach er
neut untersucht. 
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Zum Verfahrensvergleich mit GC-FID und ADH 
wurden die Ergebnisse, jeweils Mittelwerte einer 
Doppelbestimmung, gegeneinander abgetragen 
und auf Übereinstimmung geprüft. 

Ergebnisse 

Spezifität 

Für die 16 getesteten Serumkontrollproben war 
eine relevante Störung durch Methanol auch bei 
Konzentrationen von 40 g/1 nicht feststellbar (Tabel
le 1 ). Störungen durch weitere, in Tabelle 2 aufge
führten Alkohole und Lösungsmittel wurden nicht 
registriert. 

Lagerungsstabilität 

Für die Flächenintegrale ergaben sich keine über 
der natürlichen Streubreite (Mittelwert ± 3 SO) lie
genden Werte. Eine relevante Ethanolneubildung 
wurde nicht beobachtet (Bild 1 ). 

Varianzhomogenität und Kalibrationsmodell 

Die Prüfung ergab, dass die Daten ausreißerfrei 
(Grubbs-Test, Signifikanz= 99 %) und die Varian
zen zwischen dem untersten (0, 1 g/1) und dem 

Serumkontrolle Serumkontrolle 
0,81 ± 0,05 g/1 * 1,15 ± 0,06 g/1 * 

MW ±SO g/1 MW ±SO g/1 

mit Methanol I ohne Methanol 
0,83 ± 0,01 0,83 ± 0,03 

mit Methanollohne Methanol 
1,10±0,03 1,13±0,02 

* Mittelwert und Standardabweichung der GC-Ethanolbestim-
mung mit diesen Kontrollseren betragen nach unserer ei-
gens für die forensische Ethanolbestimmung mit je zwei 
Messwerten von zwei Verfahren entwickelten Qualitätskon-
trollkarte 0,79 ± 0,01 g/1 bzw. 1,12 ± 0,02 g/1 

Tab. 1: Einfluss einer extrem hohen Methanolkonzentration 

Alkohole Lösungsmittel 
Dotierter Wert 5 g/1 Dotierter Wert 5 g/1 

1-Butanol Aceton 

2-Butanol Diethylether 

Isobutanol Ethylacetat 

2-Methyl-1-butanol Eisessig 

3-Methyl-1-butanol Ethylchlorid 

1-Propanol Dimethylsulfoxid 

1-Pentanol Ethylenglycolmonomethylether 

Ethylenglycol Ethylenglycoldiethylether 

Ethylenglycoldimethylether 

Tab. 2: Ausgeschlossene Störfaktoren der BAK-Bestimmung 
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Bild 1: Überprüfung der Lagerungsstabilität für d6-Ethanol (1 ,0 
g/1) 

höchsten Kalibrator (4,0 g/1) als homogen zu be
trachten sind (Cochran-Test, Signifikanz = 99 %). 
Die Anwendbarkeit des linearen Kalibrationsmo
dells wird mit dem Mandel-Test (Signifikanz = 
99 %) belegt. 

Analytische Grenzwerte 

Nach DIN 32645 errechnen sich für die Nachweis
grenze 0,05 g/1, für die Erfassungsgrenze 0,099 g/1 
und für die Bestimmungsgrenze 0,17 g/1. Hierbei ist 
zu berücksichtigen, dass diese Werte noch niedri
ger liegen, wenn nur, wie in der DIN-Norm 
eigentlich vorgesehen, Kalibrataren um die ana
lytischen Grenzwerte selbst berücksichtigt werden. 

Präzision und Richtigkeit (Genauigkeit) 

Die für die Qualitätskontrollproben nach den Richt
linien der GTFCh errechneten Ergebnisse werden 
in Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt. 

Vergleich mit ADH- und GC-FID-Verfahren 

Der Vergleich der Ergebnisse aus dem GC- und 
ADH-Verfahren ergab einen Korrelationskoeffizien
ten von 0,998, der nur unwesentlich von dem Ide
alwert 1 bzw. der Winkelhalbierenden abweicht 
(Bild 2). 

Der Vergleich des ADH-Verfahrens mit dem Ge
Verfahren mit massenspektrametrischer Detektion 
ergab einen Korrelationskoeffizienten von 0,996 
(Bild 3). 

Der Vergleich der beiden chromategraphischen 
Verfahren mit flammenionisations- oder massen
spektrometrischer Detektion ergab einen Korrela
tionskoeffizienten von 0,997 (Bild 4 ). 
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Kenndaten Wiederholpräzision Laborpräzision Richtigkeit 

MW, g/1 0,805 SD, g/1 

J 
0,016 SD, g/1 ~ m 

0,016 Bias, g/1 ! •••••••...... -0,005 

SD, g/1 0,015 RSD,% 1,96 RSD,% 1,96 Bias,% -0,65 

RSD,% 1,92 

Abkürzungen: MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, RSD = relative Standardabweichung 

Tab. 3: Validierungsparameter für die Qualitätskontrollprobe mit Sollwert = 0,81 g/1 

Kenndaten Wiederholpräzision Laborpräzision Richtigkeit 

MW,g/1 1,12 SD, g/1 ! ••••••••••.•••••.. 0,02 SD, g/1 

J 
0,02 Bias, g/1 

J 
-0,03 

SD, g/1 0,02 RSD,% 1,67 RSD,% 1,67 Bias,% -2,22 

RSD,% 1,48 

Abkürzungen: MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, RSD = relative Standardabweichung 

Tab. 4: Validierungsparameter für die Qualitätskontrollprobe mit Sollwert = 1,15 g/1 
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Bild 2: Korrelation des ADH- mit dem GC-FID-Verfahren 
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Bild 3: Korrelation des ADH- mit dem GC/MS-Verfahren 

Diskussion 

Die Anwendbarkeit der massenspektrametrischen 
Dampfraumanalyse auf die forensische Blutalko
holbestimmung wurde untersucht und belegt. 

Ein routinemäßiger Einsatz ist mit einer 1 0-Meter
Kapillarsäule, bei einer Analysenzeit unter 1 Minute 
möglich. Der hohe Probendurchsatz wird durch das 
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Bild 4: Korrelation des GC-FID- mit dem GC/MS-Verfahren 

gleichzeitige Erwärmen aller Proben erreicht. Ma
trixeffekte sind praktisch ausgeschlossen und wur
den nicht beobachtet. 

Die Analysendurchführung mit d6-Ethanol als inter
nem Standard ist sinnvoll, da dieser die mit Ethanol 
am besten vergleichbaren physikalisch-chemi
schen Eigenschaften besitzt. Dies wäre beispiels
weise bei Anwendung von tert-Butanol als internen 
Standard nicht gegeben. 

Besondere Anforderungen werden an die Proben
vorbereitung gestellt, insbesondere dann, wenn das 
üblicherweise bei Anwendung des GC-FID-Verfah
rens benötigte Probenvolumen von 200 IJI auf 20 IJI 
reduziert wird. Der kleinere Dampfraum und die ge
ringe Probenmenge stellen Anforderungen an die 
Präzision von Dosierung und Messdurchführung, die 
bereits mit der Drogenanalytik zu vergleichen sind. 

Die Validierung wurde nach den Richtlinien der 
GTFCh, die eigentlich für gaschromatographische 
und massenspektrametrische Verfahren vorgese
hen ist, durchgeführt. 
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Querstörungen waren im Rahmen der Spezifitäts
prüfung nicht festzustellen. Dies gilt auch für den 
deuterierten internen Standard, für den in einem 
Überwachungszeitraum von etwa 3 Monaten keine 
lagerungsbedingten Veränderungen, insbesondere 
keine Ethanolbildung, festzustellen war. Obwohl 
andere flüchtige Stoffe, z. B. Methanol, in toxischen 
Konzentrationen die Dampfdruckverhältnisse über 
der Probe maßgeblich verändern, war eine Beein
flussung der Dampfdruckverhältnisse zwischen 
Ethanol und d6-Ethanol nicht festzustellen. 

Die Datenanalyse belegte Varianzenhomogenität 
im Bereich von 0,1 bis 4,0 g/1 (Cochran-Test, Signi
fikanz= 99 %) und Linearität (Mandel-Test, Signifi
kanz= 99 %). Nach DIN 32645 errechnen sich eine 
Nachweisgrenze von ca. 0,05 g/1 und eine Bestim
mungsgrenze von ca. 0,17 g/1 entsprechend ca. 
0,04 und ca. 0,13 Promille Blutalkohol (Signifikanz 
= 99 %, k = 3). Hierbei ist zu berücksichtigen,. dass 
analytische Grenzwerte tagesaktuellen Schwan
kungen unterliegen und die Grenzwerte insgesamt 
eher überschätzt berechnet werden, wenn nicht, 
wie in der DIN-Norm eigentlich vorgesehen, die Ka
libratoren in einem engen Bereich um die zu erwar
tenden Grenzwerte gesetzt werden. Auf weiter
führende Experimente zur Verbesserung wurde 
verzichtet, da die Ergebnisse auch so praxistaug
lich und akzeptabel waren. 

Die Vergleichbarkeit der in Doppelbestimmung er
haltenen Ergebnisse wurde für alle drei Verfahren 
belegt. Hierzu wurden jeweils zwei Verfahren ge
geneinander aufgetragen. Die Abweichung zur 
Winkelhalbierenden ergab einen Bias von -1,7 % 
(gegen ADH) und +0,6 % (gegen GC-FID). Ver
gleichbar waren auch die nach Prüfung zweier 
Qualitätskontrollproben erhaltenen Ergebnisse für 
Präzision und Richtigkeit. 

Bei Anwendung der massenspektrametrischen De
tektion ist, wie im Bereich der forensischen Drogen
analytik, von einer ethanolspezifischen und beweis
sicheren Bestimmung auszugehen. Diese Voraus
setzungen gelten allerdings nicht für das GC-FID
und ADH-Verfahren, bei denen verfahrensspezifi
sche Querstörungen prinzipiell nicht auszuschlie
ßen sind. Störungen können sich beispielsweise für 
das ADH-Verfahren durch lagerungsbedingte Ver
änderungen des Probenmaterials und für das GC
FID-Verfahren durch Ethylchlorid ergeben. Derarti
ge Störungen können nur durch den Vergleich der 
Ergebnisse aus beiden Bestimmungsverfahren er
kannt werden. 

Die derzeit in den Richtlinien zur Bestimmung der 
Blutalkoholkonzentration für forensische Zwecke 
festgeschriebene Verfahrenskombination sollte 
überdacht werden, wenn das massenspektrametri
sche Verfahren aufgenommen wird, da dieses auch 
ohne Kombination mit einem anderen Verfahren 
beweisend ist. Denkbar wären beispielweise eine 
von zwei Personen getrennt durchgeführte Proben
vorbereitung, Messung und Auswertung. Anschlie
ßend könnten 4 Messwerte kombiniert und wie bis
her einzeln und als Mittelwert mitgeteilt werden. 
Diese Verfahrensweise wäre zudem betriebswirt
schaftlich sinnvoll, da die Aufrechterhaltung eines 
zweiten Bestimmungsverfahrens entfällt. 

Das gaschromategraphisch und massenspektro
metrische Dampfraumverfahren ist zur Umsetzung 
der neuen Regelung zum § 24c StVG mit einem 
Grenzwert von 0,1 Promille zuzüglich eines Sicher
heitszuschlages von 0,1 Promille geeignet. Für fo
rensische Fragestellungen wurde belegt, dass bei 
einer Bestimmung von 0,2 Promille auch der 
Grenzwert von 0,1 Promille sicher erreicht bzw. 
überschritten ist. Dies ergibt sich aus der nach DIN 
32645 im Bereich der Bestimmungsgrenze anzu
nehmenden Ergebnisunsicherheit von 33 %. Der 
Bias wurde hierbei zwar nicht berücksichtigt, ist 
aber im Hinblick auf die Ergebnisse der Validierung 
auch ohne praktische Relevanz. 
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