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Mit 3 Textabbildungen. 

W~hrend seiner Hamburger Tit igkeit  studierte Karl  Reuter die Ein- 
wirkung der Kglte auf die Struktur tieriseher Organe. An Hand experi- 
menteller Untersuehungen konnte er fest, stellen, dag der zeitliehe Ab- 
lauf des Gefrierens ffir die Erhaltung der natiirliehen Struktur der 
Organelemente yon aussehlaggebender Bedeutung ist. Sehnelles Ge- 
frieren iindert die Organstruktur nicht wesentlieh. Es ist dies eine Tat- 
saehe, die uns aus der mikroskopischen Gefriertechnik gelgufig ist. Bei 
langsamem Einfrieren zeigen sieh an den Organen jedoeh erhebliehe 
Vergnderungen ihrer Gewebsstruktur. 

,,Bei Gefrieren friseher protoplasmatiseher, tieriseher, vermutlieh 
aueh pflanzlieher Gewebe", so sagt Karl  Reuter, ,,spielen sieh bei gleieh- 
m/igiger Abkiihlung die physikaliseh-ehemisehen, in festem Abhfingig- 
keitsverhgltnis zur Gefriergesehwindigkeit stehenden Dissoziations- 
vorg~inge (Ionenwanderungen und kolloidale Trennungserseheinungen) 
yon vornherein isoliert im Im~ern einer jeden K6rperzelle ab und liefern 
gegebenenfalls den Dimensionen der letzteren angepaBte, feine geweb- 
liehe Strukturver~inderungen. Der Zellorganismus, als somit noeh aktiv 
morphologiseh bestimmender Faktor, kann bei zunehmender Verlang- 
samung des Abkiihlungsprozesses und bei Gegenwart iiberwiegender 
Fliissigkeitsmengen unter Sprengung der Zellgrenzen so vollst~indig aus- 
gesehaltet und beiseite gedr~ngt werden, dag er morphologiseh nut  noeh 
die Rolle eines passiven FremdkSrpers innerh~lb der zusammenhgngend 
abgesehiedenen Gewebsfliissigkeit spielt., die darauf als Ganzes den Kry- 
stallisationsgesetzen unterliegt. Die Grenze der Gefrierverlangsamung, 
bis zu weleher die K6rperzelle das histologisehe Bild beherrscht, ist bei 
versehiedenen Geweben naturgemfil~ versehieden, aber beeinflugt dutch 
den jeweiligen Wassergehalt, die ZellgrSSe und die Dehnbarkeit der 
Zellmembran." 

1 Herrn Prof. Dr. Karl Re~ter zum 2. III. 1933, seinem 60. Geburtstage, geo 
widmet. 
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Diese Untersuchungsergebnisse bildeten die Grundlage fiir ein Ver- 
fahren zur Ausmittlung extrahierbarer Giftstoffe. Das Verfahren be- 
ruht auf der MSgliehkeit, dutch langsames Einfrieren krystMloid und 
kolloid gel6ste Stoffe geniigend weitgehend voneinander zu trennen. 

Die Vorggnge, die sieh bei langsamem Einfrieren innerhalb der Zellen 
und Gewebe abspielen, folgen rein physikalisehen Gesetzen. Physi- 
kaliseh betraehtet, enth~lt die Zelle neben krystalloid gelSsten Salzen 
Eiweigstoffe in kolloidaler L/~sung. 

Die Gefriervorggnge an SalzlSsungen sind hinlgnglieh genau studiert. 
geines Wasser gefriert bei 0 ~ Der Gefrierpunkt yon SalzlSsungen 
liegt bekanntlieh tiefer. Je konzentrierter die L6sung, je tiefer liegt 
diejenige Temperatur, bei der sieh aus der L6sung Eiskrystalle ab- 
zuseheiden beginnen. Bei einer lproz. KoehsalzlSsung liegt dieser 
Punkt beispielsweise bei --0,58 ~ Wird weiter unterkiihlt, scheidet sieh 
aus der LSsung reines, salzfreies Wasser in Eisform ab. Die SalzlSsung 
wird entspreehend konzentrierter. Ihr Gefrierpunkt sinkt weiter herab, 
bis sehliel31ich eine gesgttigte Salzl6sung resultiert. Bei weiterer Unter- 
kiihlung frieren aus der L6sung nunmehr Eis und Salz in konstantem 
Verh~ltnis als einheitlieher K6rper aus. Dieser Gefrierpunkt der ge- 
s~ttigten L6sung, bei dem sieh die Eiskurve und Ss 
schneiden, wird als kryohydratischer Punkt bezeiehnet. Er liegt bei 
Koehsalzl6sung beispielsweise bei --21,2 ~ 

Innerhalb einer Zelle hat man bei langsamem Gefrieren die gleiehen 
Ver~nderungen zu erwarten. Es seheidet sich zungehst innerhalb der 
Zelle reines Wasser in krystallinischer Form ab. Erst bei tieferen Tern- 
peraturen gefrieren Eis und Salze als einheitlieher KSrper. Beim AuL 
tauen aus diesem Zustande gehen die Salze wiederum in L6sung. Die 
erlittene Zustandsgnderung ist reversibel. W~sserige L6sungen yon 
Alkaloiden und synthetisehen Giftstoffen verhalten sieh beim Ein- 
frieren wie krystalloid gel6ste Salze. Bei langsamem Einfrieren sam'meln 
sieh diese Stoffe im Zentrum des Eisk6rpers an. Nach dem Auftauen 
gehen sie wiederum unver~indert und restlos in L6sung. 

Im Gegensatz zu den krystalloiden zeigen kolloide LSsungen beim 
Einfrieren ein sehr untersehiedliehes Verhalten. Viele Kolloide erleiden 
hierbei eine irreversible Zustandsgnderung, so dab sie naeh dem Auf- 
tauen nicht mehr als KolloidlSsungen fortbestehen, sondern sieh als 
lose Gallerte, feines Pulver oder in Form yon Plgttehen ausscheiden 
(Zsigmondy). Platin- und Goldsole fallen beispielsweise beim Gefrieren 
aus. Ebenso werden Arsentrisulfid und Eisenhydroxyd aus ihren 
L6sungen gef~llt. Einige Farbstoffe zeigen naeh Abkiihlung eine Farb- 
absehw~chung. Eine ]0proz. Tanninl6sung geht erst nach geringer 
Temperaturerh6hung der aufgetauten F1/issigkeit wieder in LSsung. 
Eine mit Lugol blaugefgrbte LSsung yon Weizenst~irke reiehert sieh 
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beim langsamen Gefrieren in der Mitre an (Abb. 1). Nach dem Auftauen 
bleibt die Stgrkel6sung, wie wit bei unseren Versuehen sahen, dauernd 
floekig. Durch Filtrieren l/igt sieh eine v611ig wasserklare, stgrkefreie 
L6sung gewinnen. Erst dureh erneutes Aufkoehen wird die einmal aus- 
gefrorene, floekige StgrkelSsung wieder in eine homogene, blaue L6sung 
verwandelt. Ahnlieh verh/ilt sieh eine Gelatinel6sung. Die ersten Nengen 
Fliissigkeit enthalten niehts von dem gel6sten Stoff. Naeh v611igem Anf- 
tauen ist die Substanz noeh ausgesloroehen inhomogen, aus einer klum- 
pigen Gallerte bestehend. Diese Erseheinung geM. bei Zimmertempe- 
ratur, selbst innerhalb 48 Stunden, fast gar nieht zuriiek. Eine wg.sserige 
tIgmoglobinl6sung zeigt naeh dem Auftanen keine deutliche Vergnde- 
rung. Aueh eine dialysierte wgsserige L6sung yon Blutserum sahen wit 
naeh dem Auftauen nieht, merklieh veriLndert. N'an kann im allgemeinen 
sagen, dab ein Kolloid beim Gefrieren um so bestgndiger ist, je stabiler 

es sieh sonst aueh gegeniiber Einfliissen yon Elek- 
trolyten oder gegeniiber Wasserentziehung beim 
Eintroeknen verhglt (Zsigmondy). 

Die yon K. Reuter zuerst beschriebenen Ver- 
~nderungen der 0rgane dureh Anwendung yon 
Kglte und die dadureh bedingte reichliehe Aus- 
seheidung yon krystatlisiertem reinem Wasser inner- 
hMb der Zellen und Zellelemente sowie das durch- 
aus verscbiedenartige Verhalten yon Krystalloiden 
und Kolloiden beim Einfrieren ]egten den Gedanken 

Abb. I. 
nahe, dureh langsames Einfrieren eine Trenmmg 

yon Krystalloiden und XoIloiden in zelligen Organelementen vorzu- 
nehmen. Auf Grund dieser l~'berlegungen schien die Anwendung eines 
entspreehenden Gefrierverfahrens fiir die Ausmittlung yon krystalloiden 
Giftstoffen, die bisher vorziiglieh dureh Extrakt ion gewonnen werden, 
aussiehtsreieh. Eine naeh den Angaben yon Prof. lrleuter in dem Leiehen- 
keller unseres Institutes eingeriehtete Gefrieranlage erm6gliehte es, 
unsere Versuche und Analysen unabhgngig yon der Jahreszeit vorzu- 
nehmen. 

Die Strukturveriinderungen, die sieh an tierisehen und menschliehen 
Organen bei iangsamem Gefrieren zeigen, sind sehr auffallend. K. Reuter 
ver6ffentlieht hieriiber eine l%eihe sehr ansehaulieher Bilder und sehe- 
matisehe Darstellungen. Bei geniigend tangsamem Einfrieren k6nnen 
die zeltigen Bestandteile eines Organs derartig beiseite gedrgngt werden 
und zur/iektreten, dab sie, wie K. Reuter sagL ,,morphologiseh nut 
noeh die l%olle eines passiven Fremdk6rpers innerhalb der zusammen- 
hg.ngend abgesehiedenen Gewebsftfissigkeit spielen". 

Nach dem Anftauen stellt sieh die normMe Organstruktur nieht 
sobald wieder ein. Abb. 2 zeigt eine mensehliehe Leber, die 2 Stunden 
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nach vollst~Lndigem Auftauen in lOproz. Formalinl6sung geh~irtet und 
naeh Einbet~en in Paraffin mikroskoioiseh verarbeitet wurde. Die Leber- 
zellbalken erseheinen deutlieh auseinandergeriiekt und zusammen- 
gepregt. Es ist erkl~rlieh, dab die in den 3/fasehen abgesehiedene Ge- 

Abb. 2. 

Abb. 3. 

websfltissigkeit aus ihrer Umgebung leicht die durch das Gefrieren 16s- 
]ich gebliebenen krystalloiden Stoffe in sich aufnehmen wird. Abb. 3 
zeigt ein gleiches Bild yon einem menschlichen Herzen, das 24 Stunden 
nach vollst~tndigem Auftauen in 10proz. FormalinlSsung gehartet und 
in Paraffin eingebettet wurde. Auch hier ist das Vorhandensein gr6gerer 
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Hohlr5ume, die ehedem durch Eismassen ausgefiillt waren, deutlich. 
Die Organe waren 24 Stnnden einer Temperatur yon - -  10 bis - -  15 ~ 
ausgesetzt. 

Welche kolloide Eiweil~stoffe der zelligen Organelemente nunmehr 
im einzelnen dutch das Gefrierverfahren in einen irreversiblen Fgllungs- 
zustand fiberffihrt werden, haben wir nicht ngher untersucht. Wir sind 
auch der Frage nicht welter nachgegangen, ob die eingetretene Zu- 
standsgnderung in der Tat  eine dauernde ist. Mal3gebend fiir uns war 
die Frage, ob die dutch das Einfrieren crzielte Trennung zwischen 
krystalloid und kolloid gel6sten Substanzen eine genfigend weitgehende 
ist, dab sie ffir die Ausmittlung krystalloider Giftstoffe nutzbar gemacht 
werden k6nnte. 

LgGt man langsam gefrorene Organe in einer Schale auftauen, so 
sammelt sich naeh dem Auftauen die ehedem gefrorene Gewebsflfissig- 
keit mehr oder minder reichlich in der Schale an. Die Organe haben 
nach dem Anftauen ihre natiirliche Festigkeit vertoren. Sie erscheinen 
schlaff und welk. Reichlicher wird die Fl(issigkeitsansammhmg, wenn 
man die gefrorenen Organe in Stficke zerlegt. 

Bei nnseren Versuchen sind wit in der Weise verfahren, dal~ wit die 
zu untersuchenden Organe 24--48 Stunden oder noch lgnger einer 
Aul~entemperatur yon - -10  bis - -15  ~ aussetzten. Die Organe wurden 
zerstfickelt und nach vollstgnd~gem Auftauen in ein angefeuchtetes 
Koliertuch geschlagen. Sie wurden in einer Art Fruchtpresse grfind- 
lieh ausgepreBt. Es lgB~ sieh auf diese Weise selbst aus den driisigen 
Bauchorganen wie Leber, Nieren, Milz leicht die H~lfte des urspriing- 
lichen Gewichtes an Pre!3saft gewinnen. Die so ausgeprel3ten Organe 
werden mit Wasser grfindlich nachgespfllt. Der gewonnene PreGsaft 
stellt eine stark blutig gefgrbte Ftfissigkeit dar. Er enthglt neben den 
in L6sung gegangenen Krystal!oiden noch reichlich EiweiGstoffe. 

Zur Entfernung der Eiweil~stoffe haben wir uns eines Verfahrens be- 
dient, das gegeniiber dem bisher iibliehen Stass-Ottoschen 1%einigungs- 
verfahren den grol~en Vorzug eines schnelleren und ebenso zuverlSssigen 
Arbeitens bietet. Der Preftsaft wird mit einigen Tropfen verdiinnter Salz- 
s5ure schwacb gngesguert und unter st5ndigem Umri~hren in einem ge- 
nfigend grol~en Beeherglase zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten 
wird die LSsung yon den koagulierten Eiweigstoffen dureh Filtrieren be- 
freit. Der Filterrfickstand wird mit Wasser nachgespiilt und griindlich 
abgeprel~t. Das Filtrat  besteht mmmehr aus einer klaren, gelblichen 
Fliissigkeit. Zur vollstgndigen Entfernung der Eiweil~stoffe wird das 
Ffltrat mi~ 2--3 L6ffel Infusorienerde vermengt und in einem zerleg- 
baren Vakuumdestillierapparat zur vollstSndigen Trockne gebracht. 
Der trockene Rfickstand wird rein zerrieben und mit Alkohol, der fiber 
Chlorealcium grflndlich entwgssert ist, extrahiert. Die Bildung von 
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klumpigem koaguliertem Eiweig l~l~t sieh auf diese Weise verhindern. 
Die weitere Verarbeitung weieht yon der bisher iibliehen Nethode 
nieht wesentlieh ab. Die alkoholisehe L6sung wird filtriert, der Alkohol 
verdampft,  der Rest mit Wasser aufgenommen, die wgsserige L6sung 
auf dem Wasserbade Igngere Zeit erhitzt und zur Entfernung der Fett- 
stoffe in der Kglte dutch ein angefeuehtetes Filter filtriert. Die Iso- 
lierung und Trennung der einzelnen Giftstoffe erfolgt naeh dem iibliehen 
Aussehiittelungsverfahren aus saurer, alkaliseher und ammoniakaliseher 
w~isseriger L6sung. 

Gr613ere Verluste an Substanz sind bei der Art dieses Vorgehens nieht 
zu erwarten. Wit versetzten den Pregsaft gefrorener Organe mit einer 
bestimmten Menge verschiedener Gifte. Bei den forensiseh wichtigsten 
Barbiturs~urederivaten erhielten wit eine nahezu quantitative Ausbeute. 
Der Verlust lag nieht fiber 5 %. Ahnlieh gute Ausbeute erhielten wit bei 
Alkaloiden. Wir un~ernahmen entspreehende Versuehe mit Stryehnin, 
Atropin, Chinin und ~orphium. 

Die Verwendbarkeit dieses Ausmittlungsverfahrens fiir die forensisehe 
Praxis/ iberprfif ten wit an geeigneten F/~llen unseres Sektionsmaterials, 
an entspreehenden geriehtliehen Auftr~gen zugesandter Asservate und 
an Hand des Tierversuehs. Gleiehe Organmengen wurden naeh dem 
Stass-Ottoschen l~einigungsverfahren und dem besehriebenen Gefrier- 
verfahren untersueht. 

In einem Fall yon VeronMvergiftung einer weibliehen Selbst- 
m6rderin, die unter den Erseheinungen sehwerer Benommenheit naeh 
12 Stunden verstorben war, isolierten wir aus 500 g Leber naeh dem 
Stass-Ottosehen Verfahren 0,07 g, naeh dem Gefrierverfahren aus den 
gleiehen Organmengen 0,11 g Veronal. In einem ~hnlieh liegenden 
Fall von Veronalvergiftung erhielten wir aus 400 g Leber bei dem bis- 
her iibliehen Extraktionsverfahren 0,09 g, und bei dem Gefrierverfahren 
etwa gleiehe Mengen an Substanz. In einem Fall fraglieher Luminal- 
vergiftung erhielten wit ~ihnlieh gleiehliegende Werte. 

Alkaloidvergiftungen hatten wir in letzter Zeit nut  wenige zu ver- 
arbeiten Gelegenheit. In dem einen Falls isolierten wit aus 500 g 
Leichenorganen bei dem Stass-Ottosehen Verfahren 0,07 g Morphium. 
Im Gefrierverfahren erhielten wir 0,10 g. Es gelang uns mit Hilfe des 
Gefrierverfahrens aus den Leiehenteilen eines 7 Woehen alten Kindes, 
das zwei Teeaufgiisse unreifer, getroekneter Mohnkapseln erhMten hatte, 
etwa 10 mg einer Substanz zu isolieren, die sowohl naeh ihrem ehemi- 
sehen Ms aueh biologisehen VerhMten als Morphium zu identffizieren 
w a r . .  

Wit iiberpriiften im weiteren die Brauchbarkeit des Verfahrens 
dutch einen geeigneten Tierversueh. Ein 17 kg sehwerer Hund wurde 
dutch intrathorakMe Injektion yon 0,1 g Stryehnin vergiftet. Das Tier 



266 O. Sehmidt: Ausmit~lung extrahierbarer Giftstoffe dureh Gefrierverf~hren. 

verstarb naeh etwa 5 Minuten. Leber, Nieren, Milz und Herzblut  wurden 
untersucht. Das Stass-Gttosche Verfahren erg~b einen Chloroform- 
Alkoholverdunstungsriickstand, der noch sehr reich]ich dutch Schmieren 
verunreinigt war. Die noehmals ausgesehiittelte, nunmehr ~nalysen- 
fertige Substanz wog 7 mg. Dureh das Gefrierverfahren dagegen ge- 
lang es, aus den gleiehen Organmengen 13 mg Substanz zu isolieren, 
die bei der ersten Aussehiittelung wesentlieh reiner in Form seh6n aus- 
gebildeter Krystalle analysenfertig vorlag. 

Wit haben uns in letzter Zeit fiir den Naehweis extrahierbarer Gift- 
stoffe fast. aussehlieglieh des Gefrierverfahrens bedient und eine grSBere 
Zahl yon entspreehenden Analysen durehgeftihrt. Naeh unseren Er- 
fahrungen ist dureh langsames Einfrieren yon 0rganen eine geniigend 
weitgehende Trennung zwisehen krystalloid und kolloid gel6sten Stoffe~l 
zu erzielen. Die synthetisehen G~ltstoffe und Pflanzengifte verhalten 
sieh wie krystalloid gel6ste Substanzen. Sie gehen naeh dem Auftauen 
wiederum voltst~ndig in L6sung. Zur Ausmittlung krystalliniseher 
extrahierbarer Giftstoffe ist das Verfahren durehaus geeignet und bietet 
sogar gegeniiber dent bisher iibliehen Extrakt ionsverfahren gewisse 
Vorteile. 

Die Art des besehriebenen Vorgehens unter Anwendung yon In- 
fusorienerde umgeht das zeitraubende Arbeiten dureh mehrfaehes Extra-  
hieren und erneutes Abdestillieren mit  Alkohol in steigender Konzen- 
trat iom Sie erm6glieht es, innerhalb weniger S~unden die l~einigung 
bis zur Aussehiittehmg vorzunehmen. Bei dem Aussehiitteln selbst 
haben wir lgstige Emulsionen nie beobaehte~, obgleieh wit Unter- 
suehungen selbst an hoehfaulen Organen vornahmen. Die gewonnenen 
l~iiekstgnde sind naeh unseren Erfahrungen wesentlieh weniger yon 
lgstigen Sehmieren durehsetzt als bei dem Stass-Ottosehen Verfahren. 
Die isolierte Substanz krystallisiert meist in einem derartigen Reinheits- 
grade aus, dab sie sich ohne weiteres fiir die qualitative und quanti tat ive 
Analyse eignet. 
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