T + K (2005) 72 (2): 85

Aus dem Arbeitskreis Alkoholkonsum und Nachtrunk der GTFCh

Bestandsaufnahme der Begleitstoffanalyse und Ergelsse erster
Ringversuche

K. Schulz® J. Teske’, T. Gilg©, R. Aderjan®und M. Herbold ® unter Mitarbeit der Mitglieder des
Arbeitskreises

3Institut fir Rechtsmedizin der Technische Univatdiresden®Institut fir Rechtsmedizin der Medizinische
Hochschule Hannover Institut fiir Rechtsmedizin der Ludwig-Maximiliansitersitat Mincherf Institut fir
Rechts- und Verkehrsmedizin der Universitat Heielg JARVECON GmbH Walldorf

Zusammenfassung

Im Rahmen der Begleitstoffanalyse kommen untersiticlee Probenvorbereitungen und auch unterschiegllic
Durchfhrungen der Headspace-Analyse und der Chogrephie zum Einsatz. Zuséatzlich wird biologisches
Material untersucht, das zum Teil schwierig zu Heafmbn ist. Dennoch konnte anhand der Ergebnisse der
Ringversuche gezeigt werden, dass Begleitstoffékalguch mit unterschiedlichen Durchflihrungen eine
zuverlassige Methode zu Bestimmung der relevantedyten darstellt.

Abstract

In congener analysis different sample preparatahriiques and varying methods of headspace analydis
chromatography are used. Biological material, Whis rather difficult to handle, is used. Neveréss,
congener analysis is a very reliable techniquetli@ investigation of relevant analytes also witffedent
methods, which could be shown by results of preficy tests.

1. Einleitung

Die Begleitstoffanalyse gehort seit langem zum Standaedieepe der rechtsmedizinischen
Institute [1]. Die Durchfihrung dieser Analysen unterscheidet sich atworlzu Labor zum
Teil sehr deutlich.

Der Arbeitskreis Alkoholkonsum und Nachtrunk der GTFCh hat in den vergamgamei
Jahren insgesamt fuinf Ringversuche von insgesamt 16 teilnehmendernenstiisgewertet,
um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen. Weiterhidemumit dem Ziel der
Erfassung des derzeitigen Status der BegleitstoffandigsBetails hinterfragt und im Sinne
einer Bestandsaufnahme aufgelistet. Diese Einzelheiten deengeten Analysenmethoden
wurden den bisherigen Ringversuchsergebnissen gegeniibergestellt.

Zu einem spateren Zeitpunkt sollen Empfehlungen zur Durchfihrung diasaysAn
veroffentlicht und die unterschiedlichen Aufarbeitungen gegebenenfalls exhgegiverden.

2. Material und Methoden

2.1 Material

Die polizeilich erhobenen Blutproben werden in allen Labors zunachsifagiett und der
Uberstand wird der Blutalkoholanalyse zugefiihrt. Die Proben werdehliafi®nd bei 4 °C
im Kuhlschrank gelagert; in Einzelfallen wird das Serum getremge&oren. Oft erst
Wochen bis Monate spater wird die Durchfiihrung einer Blutbegledsialffse staatsanwalt-
schaftlich angeordnet. Zu diesem Zeitpunkt entspricht der Uberdearmbntrifugierten Blut-
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probe — abhangig von der Zeitdauer und den Umstanden der Lagerung —nSenumer-
schiedlich starkem Hamolysegrad. Werden zwischenzeitlich noclereditntersuchungen
der Blutprobe durchgefuhrt (BTM, Medikamente), ist moglicherweigenogh ,Restblut*
oder Blutkuchen fur eine Begleitstoffanalyse vorhanden. Die unted$ichiebeschaffene
Matrix stellt ein Problem fir die Begleitstoffanalyse dar.

Die Menge des verwendeten Probenmaterials fur eine Einzelbastgnathwankt bei den
befragten Instituten zwischen minimal 100 pl und maximal 1000 pl.

2.2 Methoden

Die Blutbegleitstoffanalytik wird grundsatzlich mittels Hepase-Gaschromatographie (HS-
GC) durchgefihrt. Standardgemafd wird als Detektor der Flammeaiimmsdetektor (FID)
verwendet. Bedingt durch den relativ hohen Dampfdruck der zu bestimmendgteAnder
eleganten Abtrennung der Analyten von der schwerfliichtigen Matidxder guteempfind-
lichkeit der Gaschromatographie mit FID-Detektion wird die HS-&<Methode der Wahl
durchgefuhrt. In Tabelle 1 sind die wichtigsten MethodenparametelLa®re 1 — 16
dargestellt.

Tabelle 1: Methodenparameter vs. Ringversuchsergsiins = Serum, b = Blut, w = wassrig,
K = Kapillarsaule, G = gepacktai8d- = keine Aussage mdoglich.

Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
HS-GC/FID X X X X X X X X X X X X X X X X
HS-Hochdruck X X X X

HS-Kryo X X X

Probe s b b/s S S s S b b/s b/s b/s b b/s s S
Probenmenge [pl] 200250 1000 1000 100400 250 200 1000 1000 1000 2001000 500 500 100
Aussalzen X X X X X X X X X X X X X

Glucuronid- X X X X X
spaltung

Ultrafiltration X X X X X
Eiweil3fallung X X
Kalibration S w w s W wisw/s w b w w w s/b w s wis

Kalibrations- X X X X X X X X X X X X
punkte= 3

Kalibrations- X X X X
punkte < 3

ISTD-tert-Butanol X X X X X X X X X X
ISTD-2-Pentanol X X X X X X

Miniaturisierte X X X X
Meth.

Trennsaulen K K K G K K K K K K G K K GIK K GIK
Isotherme Messung X
Teilnahme an RV 5 1 5 2 5 5 4 5 0 3 5 5 4 4 5 2

nicht zertifizierte 2 0 4 3 2 0 1 5 - 1 8 7 5 5 0 1
Analyten
insgesamt

Die Headspace-Gaschromatographie wird dabei als ,normalatidgpace-GC (11 Institute),
als Hochdruck-Headspace-GC (2 Institute), als Headspace-G&ryoitokussierung (1 In-
stitut) und als Kombination aus Hochdruck-Headspace-GC mit Kryofokusgi€2 Institute)
durchgefuhrt. Die Probenvorbereitung reicht von ,ohne" (1 Institut) tloereine Art der
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Probenvorbereitung (6 Institute; hier nur Aussalzen) bis hin zu driehgkitigen Probenvor-
bereitungen. Von 13 der 16 Institute wird die Probe ausgesalzt, funfit@dtihren eine Glu-
curonidspaltung durch, funf eine Ultrafiltration, zwei eine Eiweildfil Sieben Institute
wahlen eine Kombination aus zwei Arten der Probenvorbereitung (funf davon
Kombination mit Aussalzen) und ein Institut betreibt eine dreistufigabenvorbereitung
(Glucuronidspaltung, Ultrafiltration und Aussalzen).

Nach der Art der Probenvorbereitung richtet sich die Wahl debiasbren (wassrig, Serum,
Vollblut), da die Matrixeffekte in Kalibrationslésung und zu untersudbefProbe identisch
sein sollten. Deshalb wird von den Instituten, die als ProbenvorberaiuadJltrafiltration
oder Eiweil3fallung wahlen, eine wassrige Kalibration durchgefibie tbrigen Institute
verwenden in der Regel fir Kalibrator und Probe die gleiche ¥aits innerer Standard
werden tert-Butanol bzw. 2-Pentanol eingesetzt, wobei tert-Butanol dsopleéufig wie 2-
Pentanol verwendet wird; eine Kombination von beiden inneren Standardgowimivei der
16 Institute gewahlt. Die zugesetzte Menge an innerem Standafrqve betrdgt 100 bis
1000 ng absolut.

Die Erstellung der Kalibrationskurve erfolgt von den meisten utstit mit mindestens drei
Kalibrationspunkten pro Substanz. Die Auswertung der Chromatogranfoigt eutoma-
tisch; beim Einsatz der tGberwiegend verwendeten Perkin Elmdysgemiechnik mittels Tur-
bochrom- oder Total Chrom-Software.

Ublicherweise werden — bedingt durch die Geometrie des Head&psmsamplers - 22 ml
Headspace-Vials verwendet. Zwei der 16 Institute verwenden dieWah und Weller
entwickelte Mikro-Headspace-Methode [2, 3] mit 0,8 ml Vials. Zweitere Institute haben
ihre Headspace-Methode ebenfalls miniaturisiert, indem sie 2iaid Wenutzen. Aul3erdem
finden einmal 5 ml Vials und zweimal 10 ml Vials Verwendung. Deiaturisierte
Arbeitsweise wird gemeinsam mit einer automatischen Head§mdeendosierung
eingesetzt. Die Septen der Vials sind teflonbeschichtet und weldiehegmalien mit und
ohne Vorbehandlung (ausheizen, auskochen) verwendet.

Als chromatographische Trennsaulen werden von 14 der 16 Institutdaiksgilen verwen-

det (meist mittelpolare bis polare Saulen unterschiedlichertéflersund Geometrie); zwei
Institute verwenden gepackte Saulen; zwei weitere Institute verwendatzlch zu Kapillar-

saulen auch gepackte Saulen. Zusatzlich wird mit Paralleldetejdarbeitet; dabei wird das
injizierte Dampfraumvolumen gleichzeitig auf zwei verschiedenen S&ateengt.

Lediglich ein Institut untersucht die Begleitstoffe isothemmsonsten werden individuell
erstellte Temperaturprogramme verwendet. Allen gemeinsaaine niedrige Starttempera-
tur mit geringer Heizrate zur Fokussierung und ausreichendereAnfing der leichtfllichti-
gen Begleitstoffe.

Die Konzentrationsbestimmung der Begleitstoffe erfolgt bei nahalen Instituten fir
Methanol, Aceton, 1-Propanol, 2-Butanol , 2-Butanon, Isobutanol, 1-Butanol, 3-Methyl
butanol und 2-Methyl-1-butanol sowie zuséatzlich von einigen Instituten fétafktehyd und
Isopropanol. Die Begutachtung beschrankt sich in der Regel auf dleitBmffe Methanol,
1-Propanol, 2-Butanol, Isobutanol sowie 3-Methyl-1-butanol, gegebenenfallsivrathyl-1-
butanol als Summenwert, (ansonsten entsprechend den KorrelationsforroelrBaorate)
sowie insbesondere 1-Butanol als Faulnismarker.

Im Rahmen der Begleitstoffanalyse wird die Ethanolbestimmungepdrater Methode meist
wiederholt, um z. B. Lagerungsveranderungen und Verdunstungsverluste festzustelle

Im Rahmen einer Messsequenz werden Leerwerte und Kontrollprobenstmirneé Ebenso
erfolgt — sofern erforderlich - eine Begleitstoffbestimmunglém 1:10 bis 1:100 (ggf. bis
1:500) verdunnten Getréankeproben.
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3. Messwerte — Ergebnisse der Ringversuche

Die Ringversuchsergebnisse sind Tabelle 1 zu entnehmen. Dabei wigderzdhl der Teil-
nahmen der bisher durchgefiihrten flinf Ringversuche sowie die nitifizieeten Analyten
des jeweiligen Labors Uber die Anzahl der teilgenommenen Ringrersaufsummiert. Etha-
nol wurde in dieser Auswertung nicht bertcksichtigt, da es ohnehin separat desirchm

Die statistische Auswertung der Ringversuche wurde unter ngiglsaftlicher Leitung von
Prof. Dr. R. Aderjan durch die Firma Arvecon organisiert und dufthge[4, 5, 6]. Als
Bewertungsgrundlage flr die erfolgreiche Teilnahme am Ringekrs/urde der ausreil3er-
freie Mittelwert der Teilnehmer und die zweifache Standardathweiy SRv (SDHomwitz)
angewandt. Der z-score wurde nach folgender Formel berechnet und alNask&bmma-
stellen gerundet.

Ergebnis des RV - Teilnehmers-Sollwert

Z-score =

S

Das Zertifikat wurde fur den jeweiligen Analyten bei einem z-sgore < | 2,00 | erteilt. Fur
die Institute, bei denen in den Ringversuchen insgesamt mindesté#snalyten nicht zerti-
fiziert wurden, soll in der Diskussion nach eventuellen Fehlerquellen gesudanwer

4. Diskussion

Die Diskussion der ermittelten Ergebnisse muss zurtickhaltend erfalgdlr statistisch ge-
sicherte Aussagen insgesamt zu wenig Daten (16 Labore, 5 Ringhe mit jeweils 7 Ana-
lyten) zur Verfligung stehen. Sie soll deshalb allgemein erfalgd unterstiitzend die vorlie-
gende Bestandsaufnahme mit verwenden.

In Tabelle 2 sind die nicht zertifizierten Analyten insgelsarmaufgeschlisselt auf die einzel-
nen Analyten - aller an der Bestandsaufnahme mitgewirkten Labore dardistlegefihrten
funf Ringversuche aufgelistet.

Tabelle 2: Summe der z-score und Gesamtteilnahmen

Analyt Summe z-score =|2| oy
Methanol 7 60
1-Propanol 5 60
2-Butanon 4 60
2-Butanol 0 60
Isobutanol 3 60
1-Butanol 5 60
Methylbutanole 6 60

Aus Tabelle 2 ist zu entnehmen, dass fur die Analyten Methanogpbiiwl, 1-Butanol und
die Methylbutanole jeweils finfmal und mehr kein Zertifikat ériwurde. Die Fehler traten
gleichmaliig verteilt auf die Ringversuche auf (ohne Tabell&entalls konnten systemati-
sche Fehler der einzelnen Labore flr einen oder mehrere Anaigtenfestgestellt werden
(ohne Tabelle). Fur die Qualitdt der Ergebnisse scheint unmiebl sein, ob die
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Headspace-Technik ohne weiteres Zubehor oder mit Hochdruckdosierung unokikisgod-
rung durchgefihrt wird.

Die Probenvorbereitung dagegen — insbesondere der Aussalzeffekt — mtode@n Bedeu-
tung. Wird kein Aussalzen durchgefihrt, sollte zumindest eine andegr®déeder Empfind-
lichkeitssteigerung durchgefiihrt werden (z.B. Kryofokussierung &tlesatz von deutlich
groBerer Menge an Probenmaterial und/oder kleinerem DampfraudasiPhasenverhéaltnis
glnstiger zu gestalten).

Die Verwendung unterschiedlicher Matrices fur Kalibrator und PruddeEinfluss auf die
Analysenergebnisse, kommt aber bei Verwendung von Ringversuchssegemilger (in
Einzelfallen durchgefihrter) wassriger Kalibration nicht derarn Tragen, dass einzelne
Analyten systematisch nicht zertifiziert wirden.

Regelmalige Kalibration und Kontrollmessungen zur internen Qualitdtskerdowie die
Teilnahme von Ringversuchen zur externen Qualitatskontrolle sind ebertdgywiie Absi-
cherung der Messergebnisse durch Mehrfachbestimmung.

Die Qualitéat der Trennsaule (Polaritat und derzeitige Bebaftadit der Saule) ist erwar-
tungsgemal das wichtigste Kriterium zur erfolgreichen Chromegtbgr der Begleitstoffe.

Die Einzelsubstanzen mussen ausreichend voneinander getrennt weardeahife 2- und 3-
Methylbutanol, die als Summe erfasst werden), was durch diéemensttelpolaren und pola-
ren Saulen ermoglicht wird. Die Qualitat der Saule bzw. desr@dmogramms konnte durch
die Bestandsaufnahme leider nicht erfasst werden. PeaktailirsdrirBinierungen und

schlechte Trennleistungen wirden die Qualitat der Begleitatdffse erheblich beeintrachti-
gen.

Die Geometrie der Trennséule ist zumindest im niedrigeren Kinaz®nsbereich von ent-
scheidender Bedeutung. Kapillarsaulen haben eine hohere Trennleisgepackte Saulen
und erzielen durch ein gunstigeres Signal/Rausch-Verhaltnis folgledrigere Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen.
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