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Neue Ausmittelungs- und Identifizierungsverfahren 
fiir organische Gifte. 

I I .  Mitteilung. 

Alkaloide. 

Von 
H.-J .  GOLDBACIt und R. 0PFER-ScHAuIvL 

Mit 4 Textabbildungen. 

In  der I. Mitteilung wurde ein schnell arbeitendes Mikroverfahren 
zum toxikologischen Nachweis yon Barbitalen und Analgetiea be- 
schrieben 1. Wir haben jetzt aueh versucht, das zum toxikologischen 
Naehweis der Alkaloide recht umst~ndliche Verfahren nach STAs-OTTo 
durch eine sehneller und einfaeher arbeitende Methode zu ersetzen. Vor 
]/~ngerer Zeit wurde yon FLORENCE 2, 3 ein Ausmittelungsverfahren an- 
gegeben, das zur F/illung der EiweiSstoffe Trichloressigs/~ure verwendet. 
Dieses Verfahren wurde ffir den qualitativen Giftnaehweis von uns 
vereinfacht. ~be r  die Menge der in Arbeit zu nehmenden Organteile 
lassen sich keine bindenden Angaben machen. Fr~o~E~cn geht yon 300 g 
Untersuchungsmaterial aus. Bei Alkaloiden, die erst in groBen Dosen 
zu Vergiftungen ffihren (z. B. Coffein, Theobromin) und solchen, ftir die 
empfindliche Mikromethoden zur Verffigung stehen, kamen wir mit  
wesentlieh kleineren Mengen aus. 

Arbeitsvorschri/t. 

Die Leiehenteile werden in einer Porzellanseha]e mit  Quarzsand rein 
zerrieben und nach und nach 2/a der Menge an Untersuehungsmaterial 
20%ige Triehloressigs/iurel5sung zugefiigt. Man knetet  mit  dem Pistill 
gut dureh, bis alles Eiwei$ gef/~llt ist und die Masse eine graue FKrbung 
angenommen hat. Dann hi~lt man sie 15 rain bei 350 auf dem Wasserbad. 
Hierauf  wird filtriert und das klare Fil trat  in iiblieher Weise ausge- 
sehfittelt. 

I. Beim Alkalisieren mit  Natronlauge und Ausschiitteln mit  Ather 
gehen die meisten Alkaloide in den Ather fiber. 

I I .  Nachfolgendes Ausschfitteln mit  Chloroform erfal~t: Coffein, 
~arkot in ,  Stryehnin, Theobromin, Theophyllin. 

I I I .  Morphin und Apomorphin lassen sich der w~f3rigen Fliissigkeit 
naeh sehwachem Ans/iuern m i t  Salzs~ure und nachfolgendem Alkali- 
sieren mit  Ammoniakfliissigkeit mit  einer Mischung aus 85 Teilen Chloro- 
form und 15 Teilen Isopropylalkohol entziehen. 
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Die AlkaloidlSsung wird mit entw/~ssertem Natniumsulfat getrocknet. 
Nine Reinigung kann bei Bedarf  in fiblieher Weise erfolgen, indem 

man naeh Abdestillieren des L6sungsmittels den Riieks~and kalt mit 
salzs/~urehat~igem Wasser durehriihrt. Man filtriert ungel6st bteibende 
Verunreinigungen ab, maeht, das Fil trat  alkaliseh, nimmt die Alkaloide 
wieder im organisehen L6sungsmittel auf und trocknet mit en~w/~ssertem 
Natriumsulfa~. 

Wo dies nut  ang/~ngig ist, versuehen wit dureh Mikrosublimation 
das sehmelzpunktreine Alkaloid zu erhalten. Win benutzen dabei das 
Yon R. OPFER-Sc~AtCM 4 angegebene Sublimierger/i~ in Verbindung mit 
dem in unserer I. Mitteilung beschriebenen und abgebildeten Mikro- 
sehmelzpunktbestimmungsapparat. Wie R. OPF~R-SoHAVM '~ vor kurzem 
mitteilte, ]/~l~t sich eine ganze geihe yon Alkal0iden, bei denen in der 
Handbuehliteratur meist den Naehweis dutch Vakuumsublimation vor- 
gesehlagen wind, so in einfachster Weise in reinem Zustand gewinnen. 
Durch die mikroskopische Beobaehtung des Sublimationsvorganges 
werden gleichzeitig wertvolle Anhaltspunkte ffir die Identifizierung 
gewonnen (s. Abb. 1 und 2, S. 438 und Spalte 2 der Tabelle 1). 

Die Alkaloidl6sung wird nach vorherigem Einengen auf  ] - -2  cm3 
mittels einer Glaseapillare vorsieh~ig in den Schliff eines Hohlschliff- 
objekttr~gers getropft, der fiber einem Kupferring yon 10 mm H6he, 
12 mm 5miSerere und 6 mm innerem Durchmesser auf dem ent~sprechend 
erw/~rmten Heiztisch des lV[ikro-Schmelzpunktbestimmungsapparalbes 
liegt. Es wird so ein ,,Krieehen" des L6sungsmittels fiber den Rand des 
Sehliffes vermieden. ])ann legt man ein Deekglas fiber den Hohlseh]iff, 
bringt den Objekttrfiger auf den Heiztiseh und sublimiert wie frfiher 
beschrieben. Beim Auftre~en der ersten Sublimate am Deckglas liest 
man die Temperatur ab. (Diese ist in Spalte 1 der Tabelle angegeben.) 

Zur Erzielung seh6ner Sublimate wh'd bei gleichbleibender Tem- 
peratureinstellung einige Zeit langsam weiter sublimiert, wobei man 
mSglichst fief unter dem Sehmelzpunkt der sublimierten Substanz bleibt. 
Einige Alkaloide, z. B. das Koffein, sublimieren immer sofort in deu~- 
lichen Krystallen. Bei anderen erseheinen oft zun/~chs~ nun Tr6pfchen 
am Deckglas. Es wind deshalb beim Auftreten des ersten feinen Be- 
sch]ags das ])eckglas abgehoben, zur Anregung der Krvstallisation mit 
einer Lanzettnadel gekratzt, dann wieder aufgelegt und weitersublimiert. 

Die eigentliehe Charakterisierung muB dureh die physikalischen 1VIe- 
thoden der Sehmelzpunkt-Mikrobestimmung und der Bestimmung der 
eutektischen Temperatur mit einer Testsubstanz vorgenommen werden. 

Die Mikroschmelzpunkte der Alkaloide sind in Spalte 3 der Tabelle 
angefiihrt, sie sind zum Tell (z. ]3. Dicodid, Eukodal) noch nicht in den 
Tabellen yon KOFLE~ 6 enthalten. ]3esonders zu achten is~ auf das Auf- 
treten instabiler polymorpher Formen. Diese wandeln sieh meist vor 
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Erreiehen ihres Schmelzpunktes wieder in die stabilen Modifikationen 
um. Einzelne bei der Sublimation entstandene instabile Formen sJnd 
jedoc~h so haltbar, dab sieh ihre Sehmelztemperatur beobaehten l~Bt 
(z. B. Dicodid). Die Sehmelzpunkte soleher instabilen Modifika~ionen 
sind in der Tabelle in Klammern beigefiigt. 

Aueh bei den sehr geringen Mengen zu analysierender Substanz, wie 
sic manehmal bei toxikologisehen Untersuehungen anfallen, erh~lt man 
dureh die Mikrosublimationsmethode so viel Reinsubstanz, da6 sieh eine 
Mikro-Misehsehmelzpunktbestimmung zur Sieherung der Analyse durch- 
ffihren l~6t. Steht die Alkaloidbase nieht zur Verffigung, so gewinnt 
man sie aus einer kleinen Menge AlkMoidsalz, indem man diesem ein 
TrSpfchen Lauge zuffigt und aus dem Hohlsehliffobjekttr~ger sublimiert. 
Als Rezipient wird dabei Bin Objekttr~ger benutzt. Man braucht dann 
ffir die Mischschmelzpunktbestimmung nur das Deckglas mit den aus 
dem Untersuehungsmaterial erhaltenen Krystallen fiber diesen Objekt- 
tr~ger zu legen und dutch Hin- und Hersehieben des Deekglases unter 
Andriicken Kontakt  zwisehen der zu analysierenden Substanz und der 
Vergleichsprobe herzustellen. 

Zur weiteren Charakterisierung der Mikrosublimate l~Bt sieh die 
Bestimmung der eutektisehen Temperatur mit einer Testsubst~nz heran- 
ziehen. )Ian bringt einige Kryst~llehen Dieyandiamid (F = 210--212 o C) 
auf einen Objekttr~ger, legt darfiber das Deekglas mit dem Nikro- 
sublimat, vermisch~ unter Andrficken dutch Hin- und Hersehieben und 
bestimmt den Schmelzbeginn des Gemisches. Die eutektisehen Tern- 
peraturen sind mindestens ebenso gut reproduzierbar wie die Schmelz- 
punkte, sie sind in Spa.l~e r der Tabelle angegeben. 

Bei hoehsehmelzenden Alkaloiden, die sehon wei~ unter ihrem 
Sehmelzpunk~ stark flfiehtig sind (z. B. Coffein, Theophyllin, Theobromin, 
Eukodal), kommt es vor, da6 das Mikrosublimat sieh bei der Sehmelz- 
punktbestimmung vor Erreiehen der Sehmelztemperatur verflfiehtigt. 
In diesen F~llen, sowie bei Alkaloiden, die unter Zersetzung sehmelzen, 
nimmt man die Iden~ifizierung der ~ikrosublimate, wie dies sehon frfiher 
yon R. O~R-Sc~AV~I v vorgeschlagen wurde, nur dureh die Bestimmung 
der eutektisehen Temperatur mi~ einer Testsubstanz vor und ffihrt diese 
zur Sicherung der Kennzeiehnung als Misehprobe ~, s dutch. Man gibt 
auf den Objekttr~ger einige Kryst~llehen der Testsubstanz und der 
vermuteten Substanz. Dann legt man das Deckglas mit dem zu analy- 
sierenden Sublima~ darfiber, schJeb~ es zur Vermischung einige Male 
leich~ bin und her und erhitzt unter dem Heizmikroskop. Bei Identit~t 
yon nachzuweisender und der zur Testsubs~anz gemisehten Substanz 
beginn~ das Gemiseh bei der in Spalte 4 der Tabelle 1 verzeichneten 
bin~ren eutektischen Temperatur zu sehmelzen. Befindet sich aber ein 
anderes Alkaloid am Deckglas als die zur Testsubstanz gemisehte Base, 

Zei~schr. f. ger icht l .  ) Ied iz in .  ]~d. 40. 30a 
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TabelIe 1. 

Snbstanz 

Coffein . . . .  

Dicodid . . . .  

Eukodal . . . 
Theophyllin . . 

Theobromin . . 
Narkotin . . . .  

Sublima- 
tions- 

beginn 

oC 

80 

95 

115 
130 

135 
140 

Aussehen der Sublimate ~Iikro 17 

oC 

Nadeln, Prismen und K5r- 
ner, spiiter stral3enpflaster- 

artiges Aussehen 
TrSpfchen, Nadeln, 198--199 

Prismen, KSrner (II 170) 
Nadeln, Prismen 218--219 

verschieden geformte 274 
Bli~ttchen 

KSrner, Nadeln i __ 
KSrner, 7Nadeln I 174 

236 

Eutektische 
Temperatur 
im Gemisch 
mit Dicyan- 

diamid 
"C 

173 

179 
(II 160) 

189 
182 

197 
167 

so gibt sich dies, da jetzt  ein terni~res Gemisch vorliegt, durch einen 
tieferen Schmelzbeginn zu erkennen. Steht  die Alkaloidbase als Ver- 
gleichsprobe nicht  zur Verfiigung, so wird sie, wie oben bei der Misch- 
schmelzpunktbes t immung beschrieben, durch Sublimation an einen 
Objekttr~ger erhalten. 

Das Morphin konnten  wir durch Mikrosublimation aus Leichenteilen 
bisher nicht  in krystal l inem Zustand erhalten und  dutch die Mikro- 
methoden  kennzeichnen. Die fiblichen Farbreakt ionen fielen bei den 
nach dem Trichloressigs~ureverfahren erhaltenen Auszfigen jedoch ein- 
wandfrei  aus. Dasselbe gilt ffir ~ thy lmorph in  und Papaverin.  

Einige leicht fliichtige Alkaloide wie Arecolin, Nicotin, Spartein, 
Pervi t in  und Benzedrin lassen sicb dureh ein yon  R. OPF~-Sc~AUM 9 
angegebenes Mikrodestil lationsverfahren nachweisen. Die LSsung des 
Alkaloids in Ather  wird eingeengt und mittels einer Capillare auf  einen 
Objekttr/iger getropft ,  der fiber dem Meta]h'ing auf  dem 30--40  o warmen 
Heiztisch des Mikroschmelzpnnktapparates  liegt. Noch bevor der letzte 
Ather t ropfen  ganz verduns te t  ist, n immt  man  den Objekt trager  ab, 
umgibt  sofort den Abdampfrf ickstand mit  einem Glasring yon  etwa 
5 m m  HShe und legt fiber diesen einen Objekttr/iger mit  dem nach unten 
h/~ngenden Reagenstropfen.  (Als Reagens dient Styphnins/s (2,4,6- 
Trinitroresorcin), yon  dem in einem fiachen WassertrSpfchen yon  h6ch- 
stens 5 m m  Durchmesser  mit  einem dfinnen Glasstab so viel verrieben 
wird, daI~ einige ungel6ste Kryst/i l lchen verbleiben.) l~ach Abkfihlen des 
t teiztisches auf  Raumtempera tu r  bringt  man das Pri~parat auf  den 
Mikroschmelzpunktapparat .  Es li~f~t sich so die Bildung der S typhnat -  
krystalle im Reagenstropfen mikroskopisch verfolgen, wobei im Bedarfs- 
falle etwas erwiirmt werden kann. Wenn  sich genfigend Styphnat -  
krystalle gebildet haben,  n immt  man den Objekttr/iger ab und verreibt  
die Krystal le  bzw. k ra tz t  mit  einem zu einer feinen Spitze ausgezogenen 
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Glass tab  im Reagens t ropfen .  Dann  schiebt  man  den K r y s t a l l b r e i  mi t  
e inem e twa 5 m m  bre i ten  und einige Zen t ime te r  langen Streifen ge- 
h i i r te ten  F i l t r i e rpap ie r s  zur Mitre  des Objekttr/~gers zusammen,  wobei  
man  die f ibers tehende Flf iss igkei t  absaug t  und  den  vol lgesogenen Teil 
des Streifens jeweils absehneide t .  

Die  K r y s t a l l e  werden  nnn au f  dem 80--1000 warmen  Heiz t i seh  kurz  
ge t roekne t  und  mi t  der  L a n z e t t n a d e l  zusammengekra t z t .  Dann  legt  
man  ein Deekglas  auf, ve rmiseh t  un te r  le ieh tem Aufdr i ieken  durch  Hin-  
und  Herseh ieben  des Deekglases  und  b e s t i m m t  die eu tek t i sehe  Tem- 
pe ra tu r ,  das  is t  den Sehmelzbeginn  des Gemisehes aus n ieh t  umge- 
wande l t em t{eagens und geb i lde tem Alkalo ids t .yphnat .  

Dieser  Naehweis  l~Bt sieh noch dureh  eine Misehprobe mi t  e inem 
im H/ inge t ropfen  aus dem Vergle iehsalkaloid  gewonnenen  S typhna t -  
S typhnins~uregemisch  siehern. Coniin g ib t  im Styphnins/~ureh/~nge- 
t ropfen  keine Krys t a l l b i l dung .  Tabel le  2 zeigt  die kennzeiehnenden 
D a t e n  ftir die S t y p h n a t e  einer t~eihe un te r sueh te r  Substanzen.  

Substanz 

Arecolin . . . . . . .  

Coniin . . . . . . .  
Nicotin . . . . . . .  

Spartein . . . . . .  
fl-Phenylisopropyl- 

methylamin (Pervi- 
tin) . . . . . . . .  

fl- Phenylisopropylamin 
(Benzedrin) . . . .  

Tabelle 2. 

Eutektisehe 
Temperatur :Er- 

des Gemisches fassungs- 
Styphnat- grenze 

Styphninsanre in y 
in  ~  

121 

128 5 

l l l  10 

108 30 

121 25 

Bemerknngen 

Krystallisier~ schleeht, t taupt- 
masse TrSpfchen. Kratzen 
im Reagenstropfen ffihrt zur 
Krystallbildung 

Keine Ffillung 
Zun/ichst amorph bzw. tr6pf- 

ehenf6rmig. Nach kurzer Zeit 
aus gelblichen Nadeln beste- 
hende strahlige Bfischel. Ei- 
nige Minuten fiber dem Un- 
tersuchungsmaterial belassen 

F/~llung amorph 

Zun/~chst gelbe TrSpfchen, dann 
Bl~ttchen, SpieBe, Stengel. 
Bei schw/~cheren Konzentra- 
tionen oft nur Tr6pfchen, die 
abet naeh Kratzen krystalli- 
sieren 

Gelbe Stengel und Nadeln. 

Die  B r a u e h b a r k e i t  dieser  Methoden  pr i i f ten  wir in Tierversuehen an  
Meersehweinehen naeh.  Es gelang uns, aus den Organen die Stoffe auf  
oben besehr iebene Weise  zu isol ieren und  du tch  die Mikromethoden  
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einwandfrei zu kennzeichnen. Die Kennzeichnung wird bei einiger 
lJbung aul3erordentlieh erleichtert durch die mikroskopische Beobaeh- 
tung des Sublimationsvorganges. Die naehtblgenden Abbildungen ste]len 
Mikrosublimate dar, wie wir sie bei unseren Versuehen beobaehten 
konnten. Die beiden ersten Bilder zeigen den Sublimationsvorgang 
beim Coffein. Abb. 1 zeigt bei etwa 100 ~ zur Beobaehtung kommende 

3_bb. 1. Coffeilz be i  ~ 1000. A b b .  2. Cof fe in  be i  ~ 200 o. 

A b b ,  3. T h e o p h y l l i n  v o r  E r r e i c h u n g  
des S c t t m e l z p t m k t e s ,  

A b b .  4. T h e o b r o m i n  v o r  E r r e i o h a n g  
des S c h m e l z p u n k t e s .  

Nadeln, die bei etwa 2000 ein pflasterartiges Aussehen gewonnen haben 
(Abb. 2). Die Abb. 3 und 4 sind Aufnahmen des Theophyllins bzw. 
Theobromins kurz vor Erreiehung des Schmelzpunktes. 

Zusammen/assun.q. 
Alka]oide lassen sich aus toxiko]ogischem Untersuchungsmateri~l 

schneller und einfacher a,]s nach dem Verf~hren yon STAs-OT~o durch 
Fit]lung der Eiweil3stoffe mit Trichloressigsiiure und naehfolgendem Aus- 
schfitte]n mit organisehen LSsungsmitteln iso]ieren. Die sichere Identi- 
fizierung der Alkaloide erfolgt mittels Mikrosublimation und Schmelz- 
lounktbestimmung. Einige leicht flfichtige Alkaloide wie Nicotin usw. 
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werden durch ein yon R. OsF~u-SCHAUM angegebenes Mikrodestillations- 
verfahren nachgewiesen. In vielen F~llen k5nnen so die nicht ein- 
deutigen Farbreaktionen ersetzt werden. Tierexperimente]le Unter- 
suchungen zeigten die praktische Brauchbarkeit der Methodik. 
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