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Neue Ausmittelungs- und Identifizierungsverfahren
fiir organische Gifte.

II. Mitteilung.
Alkaloide.
Von
H.-J. GorpBAacH und R. OPFER-ScHAUM.
Mit 4 Textabbildungen.

In der I. Mitteilung wurde ein schnell arbeitendes Mikroverfahren
zum toxikologischen Nachweis von Barbitalen und Analgetica be-
schrieben'. Wir haben jetzt auch versucht, das zum toxikologischen
Nachweis der Alkaloide recht umsténdliche Verfahren nach Stas-Otrro
durch eine schneller und einfacher arbeitende Methode zu ersetzen. Vor
lingerer Zeit wurde von FLORENCE? ? ein Ausmittelungsverfahren an-
gegeben, das zur Fillung der Eiweilistoffe Trichloressigsdure verwendet.
Dieses Verfahren wurde fiir den qualitativen Giftnachweis von uns
vereinfacht. Uber die Menge der in Arbeit zu nehmenden Organteile
lassen sich keine bindenden Angaben machen. FLORENCE geht von 300 g
Untersuchungsmaterial aus. Bei Alkaloiden, die erst in groflen Dosen
zu Vergiftungen fiihren (z. B. Coffein, Theobromin) und solchen, fiir die
empfindliche Mikromethoden zur Verfiigung stehen, kamen wir mit
wesentlich kleineren Mengen aus.

Arbeitsvorschrift.

Die Leichenteile werden in einer Porzellanschale mit Quarzsand fein
zerrieben und nach und nach %/; der Menge an Untersuchungsmaterial
20%ige Trichloressigsiiurelésung zugefiigt. Man knetet mit dem Pistill
gut durch, bis alles Eiwei} gefillt ist und die Masse eine graue Fiarbung
angenommen hat. Dann hilt man sie 15 min bei 35° auf dem Wasserbad.
Hierauf wird filtriert und das klare Filtrat in iiblicher Weise ausge-
schiittelt.

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

IT. Nachfolgendes Ausschiitteln mit Chloroform erfaB8t: Coffein,
Narkotin, Strychnin, Theobromin, Theophyllin.

III. Morphin und Apomorphin lassen sich der wéfirigen Fliissigkeit
nach schwachem Ansiuern mit Salzsiure und nachfolgendem Alkali-
sieren mit Ammoniakfliissigkeit mit einer Mischung aus 85 Teilen Chloro-
form und 15 Teilen Isopropylalkohol entziehen.
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Die Alkaloidlésung wird mit entwéssertem Natriumsulfat getrocknet.

Eine Reinigung kann bei Bedarf in iiblicher Weise erfolgen, indem
man nach Abdestillieren des Losungsmittels den Riickstand kalt mit
salzsdurehaltigem Wasser durchrithrt. Man filtriert ungelost bleibende
Verunreinigungen ab, macht das Filtrat alkalisch, nimmt die Alkaloide
wieder im organischen Ldsungsmittel auf und trocknet mit entwissertem
Natriumsulfat.

Wo dies nur angiingig ist, versuchen wir durch Mikrosublimation
das schmelzpunktreine Alkaloid zu erhalten. Wir benutzen dabei das
von R. OPFER-ScHAUM* angegebene Sublimiergerdt in Verbindung mit
dem in unserer I. Mitteilung beschriebenen und abgebildeten Mikro-
schmelzpunktbestimmungsapparat. Wie R. OPFER-ScHAUM® vor kurzem
mitteilte, 148t sich eine ganze Reihe von Alkaloiden, bei denen in der
Handbuchliteratur meist der Nachweis durch Vakuumsublimation vor-
geschlagen wird, so in einfachster Weise in reinem Zustand gewinnen.
Durch die mikroskopische Beobachtung des Sublimationsvorganges
werden gleichzeitig wertvolle Anhaltspunkte fiir die Identifizierung
gewonnen (s. Abb. 1 und 2, 8.438 und Spalte 2 der Tabelle 1).

Die Alkaloidlésung wird nach vorherigem Einengen auf 1—2 cm?
mittels einer Glascapillare vorsichtig in den Schliff eines Hohlschliff-
objekttrigers getropft, der iiber einem Kupferring von 10 mm Héhe,
12 mm &duBlerem und 6 mm innerem Durchmesser auf dem entsprechend
erwirmten Heiztisch des Mikro-Schmelzpunktbestimmungsapparates
liegt. Es wird so ein ,,Kriechen des Losungsmittels iiber den Rand des
Schliffes vermieden. Dann legt man ein Deckglas iiber den Hohlschliff,
bringt den Objekttriger auf den Heiztisch und sublimiert wie frither
beschrieben. Beim Auftreten der ersten Sublimate am Deckglas liest
man die Temperatur ab. (Diese ist in Spalte 1 der Tabelle angegeben.)

Zur Erzielung schéner Sublimate wird bei gleichbleibender Tem-
peratureinstellung einige Zeit langsam weiter sublimiert, wobei man
méglichst tief unter dem Schmelzpunkt der sublimierten Substanz bleibt.
Einige Alkaloide, z. B. das Koffein, sublimieren immer sofort in deut-
lichen Krystallen. Bei anderen erscheinen oft zunichst nur Trépfchen
am Deckglas. Es wird deshalb beim Auftreten des ersten feinen Be-
schlags das Deckglas abgehoben, zur Anregung der Krystallisation mit
einer Lanzettnadel gekratzt, dann wieder aufgelegt und weitersublimiert.

Die eigentliche Charakterisierung mufl durch die physikalischen Me-
thoden der Schmelzpunkt-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 Teil (z. B. Dicodid, Eukodal) noch nicht in den
Tabellen von KoFLER® enthalten. Besonders zu achten ist auf das Auf-
treten instabiler polymorpher Formen. Diese wandeln sich meist vor
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Erreichen ihres Schmelzpunktes wieder in die stabilen Modifikationen
um. Kinzelne bei der Sublimation entstandene instabile Formen sind
jedoch so haltbar, daf sich ihre Schmelztemperatur heobachten 4Bt
(z. B. Dicodid). Die Schmelzpunkte solcher instabilen Modifikationen
sind in der Tabelle in Klammern beigefiigt.

Auch bei den sehr geringen Mengen zu analysierender Substanz, wie
sie manchmal bei toxikologischen Untersuchungen anfallen, erhélt man
durch die Mikrosublimationsmethode so viel Reinsubstanz, da@ sich eine
Mikro-Mischschmelzpunktbestimmung zur Sicherung der Analyse durch-
fithren 1a6t. Steht die Alkaloidbase nicht zur Verfiigung, so gewinnt
man gie aus einer kleinen Menge Alkaloidsalz, indem man diesem ein
Tropfchen Lauge zufiigt und aus dem Hohlschliffobjekttriger sublimiert.
Als Rezipient wird dabei ein Objekttriager benutzt. Man braucht dann
fir die Mischschmelzpunktbestimmung nur das Deckglas mit den aus
dem Untersuchungsmaterial erhaltenen Krystallen tiber diesen Objekt-
triager zu legen und durch Hin- und Herschieben des Deckglases unter
Andriicken Kontakt zwischen der zu analysierenden Substanz und der
Vergleichsprobe herzustellen.

Zur weiteren Charakterisierung der Mikrosublimate 148t sich die
Bestimmung der eutektischen Temperatur mit einer Testsubstanz heran-
ziehen. Man bringt einige Krystéillchen Dicyandiamid (= 210—212°0C)
auf einen Objekttriger, legt dariiber das Deckglas mit dem Mikro-
sublimat, vermischt unter Andriicken durch Hin- und Herschieben und
bestimmt den Schmelzbeginn des Gemisches. Die eutektischen Tem-
peraturen sind mindestens ebenso gut reproduzierbar wie die Schmelz-
punkte, sie sind in Spalte 4 der Tabelle angegeben.

Bei hochschmelzenden Alkaloiden, die schon weit unter ihrem
Schmelzpunkt stark fliichtig sind (z. B. Coffein, Theophyllin, Theobromin,
Eukodal), kommt es vor, dafl das Mikrosublimat sich bei der Schmelz-
punktbestimmung vor Erreichen der Schmelztemperatur verfliichtigt.
In diesen Fillen, sowie bei Alkaloiden, die unter Zersetzung schmelzen,
nimmt man die Identifizierung der Mikrosublimate, wie dies schon frither
von R. OprFER-ScrAUM? vorgeschlagen wurde, nur durch die Bestimmung
der eutektischen Temperatur mit einer Testsubstanz vor und fithrt diese
zur Sicherung der Kennzeichnung als Mischprobe 8 durch. Man gibt
auf den Objekttriger einige Krystidllchen der Testsubstanz und der
vermuteten Substanz. Dann legt man das Deckglas mit dem zu analy-
sierenden Sublimat dariiber, schiebt es zur Vermischung einige Male
leicht hin und her und erhitzt unter dem Heizmikroskop. Bei Identitét
von nachzuweisender und der zur Testsubstanz gemischten Substanz
beginnt das Gemisch bei der in Spalte 4 der Tabelle 1 verzeichneten
bindren eutektischen Temperatur zu schmelzen. Befindet sich aber ein
anderes Alkaloid am Deckglas als die zur Testsubstanz gemischte Base,

Zeitschr. f. gerichtl. Medizin. Bd. 40. 30a



436 H.-J. GorpBacH und R. OPFER-SCHAUM:

Tabelle 1.
! Eutektische
Sublima- | i Temperatur
Substanz paone | Aussehen der Sublimate | Mikro F o Comniseh
diamid
DC 00 ﬂC
Coffein . . . . 80 Nadeln, Prismen und Kor- 236 173
! ner, spater straenpflaster-
! artiges Aussehen
Dicodid. . . . | 95 Tropichen, Nadeln, 198199 179
Prismen, Korner (11 170) (IL 160)
Eukodal . . . 115 Nadeln, Prismen 218—219 189
Theophyllin . . 130 verschieden geformte 274 182
Blattchen . ,
Theobromin . . 135 Korner, Nadeln ' — 197
Narkotin . . . | 140 Korner, Nadeln \ 174 167

so gibt sich dies, da jetzt ein terndres Gemisch vorliegt, durch einen
tieferen Schmelzbeginn zu erkennen. Steht die Alkaloidbase als Ver-
gleichsprobe nicht zur Verfligung, so wird sie, wie oben bei der Misch-
schmelzpunktbestimmung beschrieben, durch Sublimation an einen
Objekttriager erhalten.

Das Morphin konnten wir durch Mikrosublimation aus Leichenteilen
bisher nicht in krystallinem Zustand erhalten und durch die Mikro-
methoden kennzeichnen. Die iiblichen Farbreaktionen fielen bei den
nach dem Trichloressigsdureverfahren erhaltenen Ausziigen jedoch ein-
wandfrei aus. Dasselbe gilt fiir Athylmorphin und Papaverin.

Einige leicht fliichtige Alkaloide wie Arecolin, Nicotin, Spartein,
Pervitin und Benzedrin lassen sich durch ein von R. OprER-ScHAUM?®
angegebenes Mikrodestillationsverfahren nachweisen. Die Losung des
Alkaloids in Ather wird eingeengt und mittels einer Capillare auf einen
Objekttriger getropft, der iiber dem Metallring auf dem 30—40° warmen
Heiztisch des Mikroschmelzpunktapparates liegt. Noch bevor der letzte
Athertropfen ganz verdunstet ist, nimmt man den Objekttriger ab,
umgibt sofort den Abdampfriickstand mit einem Glasring von etwa
5 mm Hohe und legt iber diesen einen Objekttriger mit dem nach unten
hiéngenden Reagenstropfen. (Als Reagens dient Styphninséure (2,4,6-
Trinitroresorein), von dem in einem flachen Wassertrépfchen von héch-
stens 5 mm Durchmesser mit einem diinnen Glasstab so viel verrieben
wird, daB einige ungeldste Krystéllchen verbleiben.) Nach Abkiihlen des
Heiztisches auf Raumtemperatur bringt man das Priéparat auf den
Mikroschmelzpunktapparat. Es 18t sich so die Bildung der Styphnat-
krystalle im Reagenstropfen mikroskopisch verfolgen, wobei im Bedarfs-
falle etwas erwirmt werden kann. Wenn sich geniigend Styphnat-
krystalle gebildet haben, nimmt man den Objekttriger ab und verreibt
die Krystalle bzw. kratzt mit einem zu einer feinen Spitze ausgezogenen
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Glasstab im Reagenstropfen. Dann schiebt man den Krystallbrei mit
einem etwa 5 mm breiten und einige Zentimeter langen Streifen ge-
hirteten Filtrierpapiers zur Mitte des Objekttrigers zusammen, wobei
man die {iberstehende Fliissigkeit absaugt und den vollgesogenen Teil
des Streifens jeweils abschneidet.

Die Krystalle werden nun auf dem 80—100° warmen Heiztisch kurz
getrocknet und mit der Lanzettnadel zusammengekratzt. Dann legt
man ein Deckglas auf, vermischt unter leichtem Aufdriicken durch Hin-
und Herschieben des Deckglases und bestimmt die eutektische Tem-
peratur, das ist den Schmelzbeginn des Gemisches aus nicht umge-
wandeltem Reagens und gebildetem Alkaloidstyphnat.

Dieser Nachweis 146t sich noch durch eine Mischprobe mit einem
im Hingetropfen aus dem Vergleichsalkaloid gewonnenen Styphnat-
Styphninsiuregemisch sichern. Coniin gibt im Styphninsiurehinge-
tropfen keine Krystallbildung. Tabelle 2 zeigt die kennzeichnenden
Daten fiir die Styphnate einer Reihe untersuchter Substanzen.

Tabelle 2.
Eutektische
Temper.atur KEr-
Substanz degg;’ﬁ%i‘?es fisri‘;ll;%s' Bemerkungen
Styphninsiure biny‘
in °C
Arecolin. . . . . .. 121 — Krystallisiert schlecht, Haupt-
masse Tropfchen. Kratzen
im Reagenstropfen fihrt zur
Krystallbildung
Coniin . . . . . . . — — Keine Fallung
Nicotin . . . . . . . 128 5 Zunachst amorph bzw. tropf-
chenférmig. Nach kurzer Zeit
aus gelblichen Nadeln beste-
hende strahlige Biischel. Ei-
nige Minuten tiber dem Un-
tersuchungsmaterial belassen
Spartein . . . . . . 111 10 Fallung amorph
B-Phenylisopropyl-
methylamin  (Pervi-
tin). . ... ... 108 30 Zunachst gelbe Tropfchen, dann
Blattchen, Spiefle, Stengel.
Bei schwicheren Konzentra-
tionen oft nhur Trépfchen, die
aber nach Kratzen krystalli-
sieren
B-Phenylisopropylamin
(Benzedrin) . . . . 121 25 Gelbe Stengel und Nadeln.

Die Brauchbarkeit dieser Methoden priiften wir in Tierversuchen an
Meerschweinchen nach. Es gelang uns, aus den Organen die Stoffe auf
oben beschriebene Weise zu isolieren und durch die Mikromethoden
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einwandfrei zu kennzeichnen. Die Kennzeichnung wird bei einiger
Ubung auBerordentlich erleichtert durch die mikroskopische Beobach-
tung des Sublimationsvorganges. Die nachfolgenden Abbildungen stellen
Mikrosublimate dar, wie wir sie bel unseren Versuchen beobachten
konnten. Die beiden ersten Bilder zeigen den Sublimationsvorgang
beim Coffein. Abb. 1 zeigt bei etwa 100° zur Beobachtung kommende
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Abb. 3. Theophyllin vor Erreichung Abb. 4. Theobromin vor Erreichung
des Schmelzpunktes., des Schmelzpunktes.

Nadeln, die bei etwa 200° ein pflasterartiges Aussehen gewonnen haben
(Abb. 2). Die Abb.3 und 4 sind Aufnahmen des Theophylling bzw.
Theobromins kurz vor Erreichung des Schmelzpunktes.

Zusammenjassung.

Alkaloide lassen sich aus toxikologischem Untersuchungsmaterial
schneller und einfacher als nach dem Verfahren von STas-O1T0 durch
Fillung der Eiweilstoffe mit Trichloressigsdure und nachfolgendem Aus-
schiitteln mit organischen Losungsmitteln isolieren. Die sichere Identi-
fizierung der Alkaloide erfolgt mittels Mikrosublimation und Schmelz-
punktbestimmung. Einige leicht fliichtige Alkaloide wie Nicotin usw.
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werden durch ein von R. OPFER-ScrHAUM angegebenes Mikrodestillations-
verfahren nachgewiesen. In vielen Fillen konnen so die nicht ein-
deutigen Farbreaktionen ersetzt werden. Tierexperimentelle Unter-
suchungen zeigten die praktische Brauchbarkeit der Methodik.
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