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Neue Ausmittelungs- und Identifizierungsverfahren
fiir organische Gifte.

IIT. Mitteilung.
Fliichtige und mit Wasserdampf fliichtige Gifte.
Von
H.-J. GorpBacH und R. OPFER-SCHAUM.

Nachdem in den beiden ersten Mitteilungen’2? iiber Mikroverfahren
zum Nachweis von Barbitalen, Analgetica, Sedativa und Alkaloiden
berichtet wurde, beschreiben wir im folgenden Mikromethoden zum
Nachweis fliichtiger und mit Wasserdampf fliichtiger Gifte, die sich
sowohl im Tierexperiment als auch in der Praxis bewihrten.

Die Destillation und eventuell notwendige Fraktionierung des De-
stillates sowie die Wasserdampfdestillation des angesiuerten Unter-
suchungsmaterials kann unter Verwendung der iiblichen Apparaturen
erfolgen. Fiir die Wasserdampidestillation von kleineren Mengen Organ-
teilen benutzten wir mit Vorteil eine von ScEWANER® modifizierte
Apparatur nach Pozzi-Escorrt, die leicht von jedem Glasbliser herzu-
stellen ist. Durch auswechselbare Bechereinsitze ermoglicht sie bei
Reihenuntersuchungen eine rasche und rationelle Arbeitsweise.

Methylalkohol 146t sich wesentlich sicherer als durch die {iblichen,
oft nicht leicht zu beurteilenden Farbreaktionen durch ein von R. OPFER-
Scravm* vereinfachtes Verfahren der Darstellung und Kennzeichnung
des p-Brombenzoesdureesters nach AUTENRIETH® nachweisen. Diese
Methodik hat sich bei uns (GorpBacH und OPFER-ScHAUM®) ganz be-
sonders in der tdglichen Laboratoriumspraxis bewdhrt.

Man destilliert den angesduerten Organbrei in iiblicher Weise. Bei
geringem Gehalt des Untersuchungsmaterials an Methylalkohol wird
dieser noch durch fraktionierte Destillation angereichert.

Darstellung des p-Brombenzoesduremethylesters: 10—40 cm?® De-
stillat werden in einer Glasstopselflasche mit 10—15 cm3 10 %iger Natron-
lauge im Wasserbad auf 40—50° C erwirmt, je nach dem vermuteten
Methylalkoholgehalt mit 1—5 g fein zerriebenem p-Brombenzoylchlorid
(Fa. Schuchardt, Minchen) versetzt — es ist etwa das Dreifache der
Theorie erforderlich — und bis zum Erkalten geschiittelt. Die Reaktion
mul} iiberpriift und stets alkalisch gehalten werden. Ist p-Brombenzoe-
sduremethylester entstanden, so tritt ein anisartiger Geruch auf.
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Der Ester wird mit Ather ausgeschiittelt. Die idtherische Losung
wéscht man griindlich mit Wasser (anhaftendes Alkali fiihrt sonst bei
der Aufbewahrung des Hsters zur teilweisen Verseifung), trocknet mit
Natriumsulfat und dunstet im Vakuumexsiccator ein.

Die Reindarstellung des Esters erfolgt schneller als durch Um-
kristallisieren mittels der Absaugmethode von L. KorrLEr und R. WaN-
NENMACHER’,

Man legt auf einen Objekttrager ein quadratisches Blattchen gehéartetes Filtrier-
papier (Schleicher & Schiill Nr. 575) und breitet darauf in diinner Schicht den
Verdunstungsriickstand der Atherlosung aus. Diesen Objekttrager bringt man auf
den Heiztisch des Apparates zur Schmelzpunkt-Mikrobestimmung von R. OpFER-
ScrAaUMS, legt quer dariiber einen zweiten Objekttriger und heizt langsam an.
Mit einer unten umgebogenen Pinzette driickt man dabei den oberen Objekttriger
fest gegen den unteren. Die im Zuge des Erwirmens schmelzenden eutektischen
Gemische aus Verunreinigungen und zu reinigender Substanz werden vom Filtrier-
papier aufgesaugt, die ungeschmolzenen Anteile bleiben am oberen Objekttriger
haften. Durch mehrmaliges Wechseln des Filtrierpapiers und Erhitzen bis etwa
78° C erhalt man in wenigen Minuten den reinen Ester.

Dieser wird durch eine Schmelzpunkt-Mikrobestimmung gekenn-
zeichnet. Mikro-Schmelzpunkt = 78-—80° C. Ab 50° C treten am Deck-
glas Sublimate in Form von Nadeln, teils an den Enden zugespitzten
Prismen und Tropfchen auf.

Eine weitere Charakterisierung des p-Brombenzoesduremethylesters
kann durch Bestimmung der eutektischen Temperatur mit einer Test-
substanz nach L. und A. KorLEr? erfolgen. Der Ester beginnt im
Gerisch mit Azobenzol bei 46° C zu schmelzen. Schliefilich kann man
noch eine mikroskopische Mischschmelzpunktbestimmung mit dem aus
reinem Methanol dargestellten Hster vornehmen.

Dieses Verfahren hat sich auch zum Nachweis des Methylalkohols
neben Athylalkohol sehr gut bewihrt. Der Nachweis von Methylalkohol
in hoherprozentigem Athylalkohol, z. B. in Trinkbranntweinen und
Likéren, erfolgt, indem man das bei der Bestimmung des Alkohol-
gehaltes anfallende Destillat, das eventuell vorher noch einmal frak-
tioniert wird, mit Wasser auf 10—40 em3 verdiinnt und, wie oben be-
schrieben, den Ester darstellt.

Zum Nachweis flichtiger Aldehyde und Kefone verwenden wir das
von R. OprER-ScHAUM® beziiglich der sichereren Identifizierung der
erhaltenen Derivate verbesserte ,,Mikrobecherverfahren‘ von C. GRIEBEL
und F. Wrissto1L,

Die Reagenslosung wird dabei als ,,Héngetropfen‘ an einem Objekt-
trager itber das in einem ,Mikrobecher befindliche Untersuchungs-
material gebracht. Die nachzuweisenden Aldehyde und Ketone sollen
nach GrIEBEL und WEIss an Kristallform und Farbe der mit mehreren
Reagenzien (Semicarbazid, o-, m-, p-Nitrophenylhydrazin, m- und p-
Nitrobenzhydrazid) gebildeten Verbindungen erkannt werden.
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R. FiscHER!? bestimmte die Mikro-Schmelzpunkte der Reaktions-
produkte. Da, wie F1scHER an Mikrophotographien von Derivaten des
p-Nitrophenylhydrazins zeigt, die mit verschiedenen Aldehyden bzw.
Ketonen erhaltenen Kristalle oft weitgehende Ahnlichkeiten besitzen,
erscheint diese Sicherung des Nachweises durch eine physikalische Kon-
stante unbedingt notwendig. FIscHER reinigt die gebildeten Kristalle
vor der Schmelzpunkt-Mikrobestimmung durch Waschen mit Wasser
zwischen Objekttriger und Deckglas. Man gelangt auf einfachste Weise
zu einem wirklich schmelzpunktreinen Derivat, wenn man sich zur Ent-
fernung des anhaftenden Reagens der von L. KoFLEr und R. WANNEN-
MACHER? angegebenen Methode zum ,,Trennen und Reinigen organischer
Substanzen durch Absaugen der eutektischen Schmelze bedient. Die
Schmelztemperaturen der so gereinigten p-Nitrophenylhydrazone einiger
analytisch wichtiger Aldehyde und Ketone lagen in den meisten Fillen
einige Grade hoher als die von FiscmeEr und anderen Autoren ange-
gebenen. Zur weiteren Sicherung des Nachweises bestimmt man die
eutektische Temperatur, das ist den Schmelzbeginn einer Mischung des
gebildeten Hydrazons mit einer Testsubstanz.

Avrbeitsvorschrift.

Das Untersuchungsmaterial kommt in einen ,,Mikrobecher, das ist
ein Glasbecherchen von etwa 10—25 mm Hoéhe und 10—15 mm Weite
mit plangeschliffenem Rand. Uber den Becher legt man einen Objekt-
triger (Hélfte des tiblichen Formats) mit dem Reagenstropfen (p-Nitro-
phenylhydrazin, gesdttigt in 15%iger Essigsdure; jeweils frisch herzu-

" stellen und zu filtrieren). Dann bringt man den Becher auf den Mikro-
Schmelzpunktbestimmungsapparat von R. OpFER-ScHAUM und beob-
achtet die Hydrazonbildung im Héngetropfen. Bei schweren fliichtigen
Aldehyden (z.B. Formaldehyd) wird zur Beschleunigung der Kristall-
bildung schwach angeheizt.

Sobald sich geniigend Hydrazonkristalle gebildet haben, nimmt man
den Objekttriger ab und legt ihn tiber einen zweiten Objekttrdger, auf
dem sich ein Blittchen gehidrtetes Filtrierpapier (Schleicher & Schiill
Nr. 575) von etwa 1818 mm GroBe befindet. Die itberschiissige Re-
agensldsung wird vom Filtrierpapier aufgesaugt. Durch festes Andriicken
des oberen Objekttrigers mit einer unten umgebogenen Flachpinzette
erreicht man, dafl die Hauptmasse der Hydrazonkristalle an diesem
haften bleibt. Man hebt ihn ab und legt ihn iber einen Objekttriger
mit einem frischen Filtrierpapierblittchen auf den Heiztisch des Schmelz-
punktbestimmungsapparates. Dann wird erwidrmt, wobei man den
oberen Objekttriger immer wieder fest gegen das Filtrierpapier driickt.
Bs wird das mit dem Ansteigen der Temperatur schmelzende eutek-
tische Gemisch von Hydrazon und Reagensresten vom Filtrierpapier
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aufgenommen und so das Hydrazon schlieBlich in véllig reinem Zustand
erhalten. Kin nochmaliger Wechsel des Filtrierpapierbléttchens ist meist
nicht notwendig; es gentigt, die Lage des oberen Objekttrigers mit den
Kristallen im Laufe des Erhitzens einige Male zu veriindern. Einige
Grade unterhalb der zu erwartenden Schmelztemperatur wird der
Objekitriger mit den Kristallen abgenommen.

Einige Kristdllchen kratzt man mit der Lanzettnadel ab und bringt
sie auf einen Objekttriger mit einigen K6rnchen Phenacetin. Man legt
ein Deckglas auf, vermischt durch Hin- und Herschieben desselben und
bestimmt die eutektische Temperatur, das ist den Schmelzbeginn der
Mischung.

Mit dem Rest der Kristalle nimmt man eine Schmelzpunkt-Mikro-
bestimmung und eventuell noch eine Mischschmelzpunktbestimmung vor.

Tabelle 1.

‘ Butektische Tem-
peratur des Schmelzpunkt

p—N)trophenyl

Aldehyd bzw. Keton hydrazons im p-2 \Iltrophenyl-
Gemisch mit hydrazon
Phenacetin
| Premem |
[
Acetaldehyd . . . . . . .. 98 ‘ 129
Aceton. . . . . . . . . .. 110 149
Acrolein . . . . . . . ... 117 | 160
Formaldehyd . . . . . . .. f 116 r 184
Benzoldehyd . . . . . . .. | 120 | 195

Feste organische Gifte, die aus saurer Losung mit Wasserdampf fliichtig
sind, lassen sich in einfacher Weise durch Schmelzpunkt-Mikrobestim-
mung und Bestimmung der eutektischen Temperatur mit einer Test-
substanz nach KorLer sicher kennzeichnen. Das Destillat wird mit
Ather (peroxyd- und vinylfrei) ausgeschiittelt. Den Atherauszug trocknet
man mit entwissertem Natriumsulfat und engt ihn auf 1-—2 em?® ein.
Der eingeengte Atherextrakt wird mittels einer Glascapillare vorsichtig
auf einen ,,Hohlschliffobjekttriger* getropft, der iiber einem Kupfer-
ring von 10 mm Hohe, 12 mm dulierem und 6 mm innerem Durchmesser
auf dem Mikro-Schmelzpunktapparat von R. OpFEr-ScuHAUM liegt, der
auf etwa 50° angeheizt ist. Man erhilt so ohne ,,Kriechen des Athers
tber den Rand des Hohlschliffes die nachzuweisende Substanz in der
Mitte desselben. Zur Mikrosublimation legt man iiber den Hohlschliff
ein Deckglas und erwiirmt die Apparatur weiter. Das Erhitzen wird so
geregelt, dafl die Temperatur im Bereich von 100° um 4° je Minute steigt.

* Dieser ist zur bequemeren Handhabung auf 40—50 mm Linge und seitlich
bis nahe an den Hohlschliff abgeschnitten. Der Schliff ist ~0,7 mm tief.
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Nach dem Auftreten der ersten Sublimate liest man die Temperatur ab.
Die Temperatur des Sublimationsbeginns, wie wir sie in Spalte 1 der
Tabelle 2 angegeben haben, stellt jedoch keine physikalische Konstante
wie der Schmelzpunkt dar. Sie ist von verschiedenen Faktoren wie
Sublimationsabstand, Korngrofle des Sublimationsgutes, Geschwindig-
keit des Temperaturanstieges usw. abhingig.

Tabelle 2.
; Eutektische
‘ Subli- Mikro- :
' _ A T Schmelz- Temperatur im
Substanz nﬁzgfﬁs der g?lslflig?ate Surrﬁftz Glghmégg}éeﬁgj
| °C °C
Avertin (Tribrom- | \ ’
athvlalkohol ‘ 40 [Verschleden geformte | 78— 79 50
‘ Blattchen |
p-Naphthol . 60 | verschieden geformte | 121—122 | 69
i Blattchen, teils zu i
‘ Aggregaten vereint
Jodoform . . . . 70 Korner und sechs- | 124—125 116
eckige Blattchen |
Salicylsdure . . . | 65 | Nadeln und Prismen ; 158—160 91

Wenn wir die Temperatur des Sublimationsbeginns in der Tabelle
trotzdem angefithrt haben, so deshalb, weil sie bei Benutzung der hier
angegebenen Sublimationsordnung als ein erster Anhaltspunkt zar
Kennzeichnung der Sublimate dienen kann. Zur Anregung der Kri-
stallisation kann man mit einer Lanzettnadel die zuerst am Deckglas
auftretenden Trépfchen bekratzen. In Spalte 3 der Tabelle 2 haben wir
das Aussehen der sich jeweils bildenden Kristalle beschrieben. Die
sichere Kennzeichnung der Sublimate erfolgt durch Schmelzpunkt-
Mikrobestimmung, Mischschmelzpunktbestimmung und Bestimmung der
eutektischen Temperatur mit einer Testsubstanz. Die Technik dieser
Bestimmung ist in unseren beiden ersten Mitteilungenl? ausfiihrlich
beschrieben.

Zusammenfassung.

Im Tierexperiment und in der Praxis bewihrte Mikromethoden zum
Nachweis fliichtiger und mit Wasserdampf fliichtiger Gifte werden kurz
beschrieben. Ganz besonders wird der Vorteil der Darstellung des p-
Brombenzoesiureesters fir den Nachweis des Methylalkohols hervor-
gehoben. Fir den toxikologischen Nachweis fliichtiger Aldehyde und
Ketone bewihrte sich ein Mikroverfahren zur schnellen Reindarstellung
der p-Nitrophenylhydrazone. Feste organische Gifte, die aus saurer
Lésung mit Wasserdampf fliichtig sind, werden durch eine Schmelz-
punkt-Mikrobestimmung und Bestimmung der eutektischen Temperatur
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mit einer Testsubstanz nach KorLER gekennzeichnet. Die Bestimmung
physikalischer Konstanten ist moéglichst den oft weniger sicheren Farb-
reaktionen in der Giftanalyse vorzuziehen.
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