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Die chemisch-gerichtliche Erforschung des Phenolphthaleins
Von
G. Bors, Iriva loNescu und N, Toavm
Mit 1 Textabbildung
(Eingegangen am 13. August 1963)

Die Durchsicht der auf Phenolphthaleinvergiftungen beziiglichen
Fachliteratur, fithrt uns zur Erkenntnis, daB solche selten vorkommen,
indem insgesamt 6 Féalle* %:7.8:12 beschrieben und nur einige von PETRI
Ersrl? erwihnt wurden.

Die Opfer waren zumeist Kinder oder Jugendliche im Alter von
3—19 Jahren, welche die Phenolphthalein enthaltenden Abfihrmittel
entweder in Form von mineralischen Emulsionen oder als Tabletten zu
sich genommen haben. Einige der Opfer konnten gerettet werden.

Scuriep® weist darauf hin, dal der Gebrauch des Phenolphthaleins
gegen Fettleibigkeit hdmorrhagische Nierenentziindungen verursacht,
was auch ROSENSTEIN! bestétigt.

In keinem der verzeichneten Todesfille ist die erfolgte Durch-
fiibrung einer toxikclogischen Analyse nachweisbar gewesen.

Die tédliche Dosis schwankt zwischen weiten Grenzwerten. FLrig?
ist der Meinung, dal} die becbachteten Ungliicksfille den bei der Phenol-
phthaleinherstellung zurtckgebliebenen Unreinigkeiten zugeschrieben
werden konnten, denn er vermochte Phenolphthalein nicht wahr-
nehmen, als er Hunden 10—25 g und Hasen 2—8 g von dieser Substanz
iiber den Magen verabreichte. Dennoch weist Bartag? daraufhin, daB
sich ab 1903, seitdem Phenolphthalein in Gaben von 0,25 g als Abfiihr-
mittel verwendet wird, zahlreiche Vergiftungsfille ergeben haben.

Diesem Umstande ist es zuzuschreiben, daB in einigen Pharmakopéen
als Hochstgaben fiir einmalige Gebrauchsnahme 0,10—0,20 g und
innerhalb 24 Std 0,30—0,40 g Phenolphthalein angefiibrt sind.

Nach Zunz!® wird ein Teil des in den Dickdarm eingedrungenen
Phenolphthaleins von demselben aufgesaugt, der grofite Teil, der von
der Galle aufgenommenen Phenolphthaleinmenge gelangt so in den
Darm zuriick, kann von neuem seine Wirkung ausiiben und sich dort
anhéufen.

Diese Arbeit veranlassende Fall hat sich folgendermafBen zugetragen: Um

1h 30 wird die Kranke I. M. im Alter von 29 Jahren mit folgender Diagnose ein-
geliefert: ,,Blutvergiftung (Septicimie) post abortum mit himorrhagie-dhnlichem
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Vergiftungssyndrom, Anschwellung des Vorderarmes und der Hiifte als Begleit-
erscheinung.*

Weitere Wahrnehmungen: ,,Atemnot, Puls 100, Blutdruck 9/7, cyanotische
Flecke von der GroBe einer kleinen Miinze auf der rechten Hiifte. Schmerzloser,
beim Abfiiblen weicher Bauch. Die Pupillen reagieren nicht auf das Licht.*

Um 4h 30 wird folgendes vermerkt: ,,Die Kranke ist bei verallgemeinerten
Schmerzen von Unruhe erfafit, die Cyanose gewinnt an Ausbreitung, oberflidchliche
und tiefe Ekchymosen am rechten Vorderarm und an der linken Hiifte. Syndrom
vasoulidrer Briichigkeit, welches wahrscheinlich vom Einnehmen eines Giftstoffes
herriihrt. GemiaB des klinischen Beobachtungsblattes hat die Kranke von einem
Sanitdter verabreichte Tabletten eingenommen.

Bei einer Korperwirme von 36,8° tritt um 8h die Agonie ein, der Puls wird
unwahrnehmbar, es gibt keinen Augenreflex. Nachdem sich eine intensive Gelb-
sucht einstellte, stirbt die Kranke um 9h 30.

AnlaBlich der Leichenétfnung (Dr. N. MiroN) wurde folgendes fest-
gestellt: Die Kopfhaut gelblich, cyanotisches Gesicht, erweiterte Puypil-
len, die bulbése Bindehaut gelblich, die rechte Hifte und das rechte
Knie vergroflerten Volumens, mit cyanos-marmoriertem Aussehen und
schwankendem Gefiige.

Beim Schnitt des Gehirns wird eine kleine hdmorrhagische Kruste
auf gelblich-cyanosem Grund aufgedeckt. Die Leber erscheint gelblich-
braun bis schmutzig-rosa, eine Farbung, die auch im Schnitt bemerk-
bar ist.

Die Milz ist von einer schmutzig-gelblich-rosa Farbung. Die Nieren
sind ddematds, hdmorrhagischen Aussehens, von einer sehr dunklen,
fast schwarzen Farbe. Im Schnitt ist eine hémorrhagische Nierenent-
ziindung erkennbar. Die Harnblase enthilt ungefihr 40 ml blutigen
Harns. Im Magen, von einer schmutzig-gelblichen bis roten Farbe,
befindet sich eine ungefihr 100 ml betragende gelbliche Fliissigkeit, mit
zahlreichen Zotten. Dort sind auch pilzdhnliche Fragmente sichtbar.
Die Magenschleimhaut von schmutzig-gelblicher Farbe hat ein édema-
toses Aussehen, ohne andere charakteristische Verinderungen. Der
Zwolifingerdarm und das Jejunum fithren einen rosa-schmutzig-gelblich
gefirbten Inhalt. Die Gebarmutter weist ausgekratzte Schleimhiute
und kleine Mutterkuchenriickstande auf.

Bei der Untersuchung des auf sterilem Wege aus dem Herzen und aus
dem Hiftgeschwiir entnommenen Blutes, konnte keine krankheits-
erregende Flora nachgewiesen werden.

Das klinische und anatomisch-pathologische Bild 146t auf eine Ver-
giftung schlieBen, demzufolge wurden folgende Organe fiir die toxikologi-
sche Untersuchung verwahrt: Magen, Mageninhalt, Zwolffingerdarm
mit Inhalt, Nieren, Leber, Galle.

Die chemisch-toxikologische Untersuchung bezweckt in erster Reihe
die Auffindung organischer Giftstoffe.
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Zu diesem Zwecke wurde eine Mischung der entnommenen Organe
im AusmafBie von 500 g nach der klassischen Methode von Stas-OrTO-
OcIER der Auslaugung unterzogen.

Tn dem nach der Verdunstung des saueren Atherauszuges verbliebenen Riick-
stand, konnte nach Reinigung die Anwesenheit keiner der iiblichen Giftstoffe fest-
gestellt werden. Der Riickstand farbt sich aber unter Einwirkung einer Natrium-
carbonatlésung rot; das gleiche Ergebnis wird durch die Alkalisierung der Losung
,» R sauer wahrgenommen. Nach Ansiuerung verschwindet diese Farbung, die
aber nach nachfolgender Alkalisierung wieder auftritt.

Nachdem diese Reaktion gewissen sauer-basischen Indikatoren (Phenol-
phthalein) eigen ist, wurde der Riickstand des saueren Atherextraktes in einer
Losung von 2%igem Natriumcarbonat aufgelost. Nach dem Filtrieren wird die
Kapsel und das Filter mit der Natriumcarbonatlosung solange ausgewaschen, bis die
filtrierte Losung sich nicht mehr verfirbt. Die bei der Behandlung mit konzentrier-
ter Salzsdure angesammelten Losungen verfirben sich und ergeben einen Nieder-
schlag. Nach Ablauf einer Wartezeit wird durch eine Glas-Filterfritte G. 4 filtriert,
der Niederschlag mit destilliertem Wasser gewaschen und im Exsiccator getrocknet.
Aus der Extraktion von 500 g der entnommenen Organe ergab sich eine Substanz-
menge von 0,258 g. Durch Vornahme der Nachweisreaktion mit Hilfe des Schmelz-
punktes (240—243% und beim gemischten Schmelzpunkt (250—252°) bestétigt
sich das Vorhandensein von Phenolphthalein.

Aus dem Mageninhalt sind 5 Bruchstiicke abgesondert worden, von
denen bei der Leichen6ffnung angenommen wurde, daf sie Pilze sind ( ?).
Es hat sich aber ergeben, dall dieselben Phenolphthalein beinhalten und
es konnten hiervon nach der mit Aceton erfolgten Reinigung 0,72 g ab-
gesondert werden.

Die weiterhin vorgenommenen Untersuchungen, die die Feststellung
des Vorhandenseins anderer organischer Giftstoffe, aufier Phenol-
phthalein bezweckten, ermoglichten nicht den Nachweis anderer sich
verfliichtigender und mineralischer Giftstoffe.

Der Umstand, daB aus 500 g Organteilen eine betridchtliche Menge
von Phenolphthalein abgesondert werden konnte, veranlalite uns die
Verteilung des Giftstoffes auf die verschiedenen Organe zu untersuchen.

Zu diesem Zwecke wurden gewisse Mengen der in Rede stehenden Organe
getrennt, klein gehackt und der oben beschriebenen Extraktionsmethode unter-
worfen.

Nach erfolgter Filtrierung sind die ibriggebliebenen Organe mit Alkohol
behandelt worden. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die zusammen-
gefaliten alkoholischen Fliissigkeiten, wurden bis zur Eintrocknung auf dem Wasser-
bad verdunstet, wonach die Riickstdnde der wiederholten Auflésungen in Alkohol
filtriert wurden. Nachdem der noch unreine letzte Trockenriickstand erlangt.
werden konnte, wurde derselbe mit gereinigtem Meeressand und einer Mischung 1:1
von Natriumsulfat sicc.-Ammoniumsulfat verrieben. Das so erhaltene Pulver
wurde 2—3 Std lang mit Aceton in einem Soxhletapparat extrahiert. Darauthin.
wurde der Acetonextrakt mit Tierkohle entfirbt, filtriert, wobei das Filter mehr-
mals mit Aceton ausgewaschen wurde. Nach erfolgter Destillation des Acetons,
wurde der farblose Riickstand in einer Natriumecarbonatlosung n/10 aufgelost,
wobei eine intensiv rote Losung entsteht. Diese wurde in einem 500 ml-MeBkolben
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iibergeleitet. Hierbei tréigt man Sorge dafiir, daBl das Destillationsgefal mehrmals
mit einer Natriumearbonatlosung nf10 zur Auswaschung gelangt. Man erginzt die
Losung jeweils bis zum Strich.

In der durchgesehenen Fachliteratur haben wir keine Verfahren zur
Phenolphthaleinbestimmung aus biologischem Material vorgefunden,
deswegen waren wir bemiiBigt zu den angefiithrten Methoden zu greifen,
welche die Bestimmung des Giftstoffes an Hand pharmazeutischer

Formeln ermbglichten.

Utz bestimmt das Phenolphthalein gravimetrisch, indem er den nach Extrak-
tion mittels Aceton verbleibenden Riickstand der Tabletten abwiegt.

WiscaNEWSKEA'® lost zwecks Phenolphthaleinbestimmung eine Anzahl von
Pastillen (0,10 g) in 10 ml Athylalkohol auf, erginzt die Fliissigkeit mit einer
Pufferldsung bis zu 100 ml und liest den erhaltenen Wert am Colorimeter Dubosq ab.

WARREN u. Mitarb.1¢ alkalisieren stark die Phenolphthalein enthaltenden
mineralischen Emulsionen, nachdem sie Glycerin und andere Substanzen abson-
dern, die Jod zuriickhalten kénnen. Hernach fiigen sie einen UberschuB von titrierter
Jodlosung hinzu, wodurch sich Tetrajodphenolphthalein bildet, titrieren den
Jodiiberschull mit einer Natriumthiosulfatlosung.

STERESCU und PELLONI® bestimmten Phenolphthalein nebst Oxymethyl-
anthrachinon mit Hilfe der Elektrophorese auf dem Papier.

Tarpo und GEEORGHIU® dosieren das Phenolphthalein mit Hilfe einer 2 %igen
Natriumhydroxydlosung colorimetrisch, nachdem sie die alkoholische Phenol-
phthaleinlgsung - und die Oxymethylanthrachinonlésung durch die chromato-
graphische Aluminiumoxydsiule gefithrt haben, welche die anderen Substanzen
zuriickbehélt. Die erlangte Farbe verbleibt 10 min lang.

Zur mengenmiBigen Bestimmung des Phenolphthaleingehaltes hat das Mini-
sterium fiir chemische und Erdslindustrie eine innere Norm® ausgearbeitet, die bei
der Bestimmung des Phenolphthaleininhalts der Tabletten zur Anwendung gelangt.

Durch die Anwendung des Verfahrens von WISCHNEWSKA und nach
den im Rahmen der inneren Norm 1928—1956 ausgearbeiteten Ver-
fahren erbalten wir Kurven, welche bis auf 10 ug dem Gesetz von Lam-
BERT-BEER geniigen. Fiur Mengen, welche diese Ziffer tiberschreiten,

erhialt man keine Gerade.
Nachdem die dem Studium unterzogenen Verfahren als Puffer-

16sung Natriumcarbonat-Salzsdure bzw. Borat-Natriumhydroxyd ver-
wenden, dachten wir daran, dall man diese mittels einer Lésung von
Natriumecarbonat n/10 ersetzen kénnte.

Zur Erlangung einer geeichten Kurve wird in einem MefBkolben von 100 ml
0,06 g Phenolphthalein in 1 ml Athylalkohol (95%) aufgelést und bis zur Marke
mit einer Losung Natriumcarbonat n/10 erginzt. Demzufolge entspricht 1 ml
Loésung einem Gehalt von 0,6 mg Phenolphthalein (Losung A).

In eine Pipette werden 25 mi der A-Losung gesaugt und mit einer Natrium-
carbonatlosung n/10 in einem MeBkolben von 50 ml bis zur Marke aufgefiillt (in der
so erhaltenen Losung B entspricht 1 ml einem Gehalt von 0,3 mg Phenolphthalein).

Es werden nun in 4 Kolben mittels einer Pipette folgende Mengen eingebracht:
In den ersten Kolben 0,25 ml Losung B; in den zweiten Kolben 0,40 ml Losung B;
in den dritten Kolben 0,50 ml und in den vierten 1 ml der Losung B. Alle Kolben
werden bis zum Zeichen von 25 ml mit der Natriumcarbonatlésung n/10 erginzt.
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Hernach wird die Extinktion der Losung in Cuvetten von 10 ml mit Filter S 53 ab-
gelesen, wobel als Vergleichsprobe Natriumcarbonatlosung n/10 verwendet wird.
Durch die Gebrauchsnahme der obenbeschriebenen Technik erhalten wir Daten,
die zur Ausarbeitung einer geeichten Kurve bei der Extinktion des Phenolphthaleins
dienen. Diese bilden eine Gerade und geniigen dem Gesetz von LAMBERT-BEER.
Das Schaubild Nr. 1 gibt die erhaltenen Kurven bei der Anwendung des oben-
beschriebenen Verfahrens wieder.

Ebenso wie im Falle der {iberpriften Verfahren (WiscENEWSKA und
innere Norm (1928—1956) sind die unter Benutzung der mit n/10 Na-

triumcarbonatlésung erzielten KEr-
gebnisse nur unter den oben ange- N
fihrten Bedingungen giiltig, denn - /
die von uns gepflogenen Forschungen 2 /
ergaben, daf} im Falle von 12 ug/ml sorl 7
iiberschreitenden Mengen das Gesetz ’ AR
Lambert-Beer nicht mehr erfiillt ist. i /

Um die oben angefithrten Verfah- S; £1- 7
ren auch hinsichtlich der Erforschung %, 4| / L/
des Phenolphthaleingehaltes im bio- AN 7 Z
logischen Material iiberprifen zu /| — ’
konnen, haben wir Blutproben 2707 ]
von 100 ml bekannte Mengen von = A
Phenolphthalein hinzugefiigt. Diese B i
Blutproben waren von solchen L7 < ]
Leichen entnommen, die aus ande- 903 e ——
ren Grimden als durch Vergiftung wg/ml

mit dieser Substanz, starben. Abb. 1. EBichkurven fir die Phenolphtha-

Die Absonderung des Giftstoffes leinbestimmung. Natriumcarbonat-
. methode; ——-— ,Innere Norm* (1928—
wurde nach der oben beschriebenen o560 " \icchnewska-Methodo

Technik vorgenommen, die Bestim-

mung erfolgte durch die Anwendung der von uns gebrauchten Methode
{(Natriumearbonatldsung n/10), daneben nach dem Verfahren von Wiscr-
NEWSKA und innere Norm 1928--1956.

Die erzielten Ergebnisse werden in der Tabelle 1 angefiihrt.

Tabelle 1. Bestimmung des Phenolphthaleingehaltes in biologischem Material

Anzahl Phenolphthalein

Angewendete Methode der in mg Fehler

Proben hinzugefiigt; gefunden o
Losung von Natriumcarbonat n/10 . 1 21,12 20,0 — 5,3
2 18,70 18,0 — 3,7
Nach WISCHNEWSKA . . . . . . . . 1 21,12 12,0 —43,1
2 18,70 9,8 —47,5
,,Innere Norm‘ 1928—1956. . 1 21,12 4,9 —176,5
2 18,70 3,95 — 78,5




404 G. Bogs, IriNa IoxEscy und N. Ioantp:

Aus dieser Tafel ist es ersichtlich, daf fur die Bestimmung des
Phenolphthaleingehaltes im biologischen Material, bei Anwendung der
gleichen Technik fiir die Absonderung des Giftstoffes aus dem Blut, das
Verfahren mit einer n/10 Natriumearbonatlésung die besten Ergebnisse
zeigt. Die Verfahren nach WiscHNEWSKA und ,innere Norm' bleiben
nur fir die Erforschung des Phenolphthaleingehaltes bei pharmazeuti-
schen Zubereitungen giiltig.

Angesichts der mittels der Natriumecarbonatlosung n/10 erzielten
zufriedenstellenden Ergebnisse sind wir zur colorimetrischen Bestim-
mung des Phenolphthaleins, das aus den Organen des obigen Falles ab-

gesondert wurde, tiber-
Tabelle 2. Colorimeirische Bestimmunyg des Phenol-  gangen. Die hierbei er-

phthaleingehaltes in den einzelnen Organen langten Ergebnisse wer-
Phenolphthalein den in der Tabelle 2
Zéﬁcgﬁxtl?- tn mg angefiihrt.
Nr. Organe iverwendete im
OPES | setunden V;rlhf éi(;)nés Brorterungen
o .

2 = Fertigt man mnach
1 |Eingeweide . [ 120 | 280,2 233,5 Crarg und Luss Puffer-
2 |Blut . . .. 15 3,0 20,0 lésungen aus einer Mi-

3 | Leber-Galle . | 100 33,125 | 33,125 b Borsi
4 |Magen . . .| 100 28,05 28,05 schung von Borséure-
5 | Mageninhalt . 10 53,56 | 535,6 Kaliumchlorid-Natrium-

hydroxyd an, bei wel-
chen der pH-Wert zwischen 8 und 10 schwankt und verwendet immer
die gleiche Menge von Phenolphthalein (0,6 mg/ml), so erscheint der
Umschlag bei einem pu-Wert von 8,2.

Von diesem pg-Wert bis zum pgr=9,6 triben sich die Puffer-
l6sungen bei gleichbleibender Menge von Phenolphthalein (0,6 mg/ml).
Tis setzt sich ein Niederschlag ab, welcher bei Loésungen mit einem
pu-Wert von 9,8—10 nicht wahrnehmbar ist.

Der Niederschlag wird mit destilliertem Wasger solange gewaschen
bis das Waschwasser keine Spuren Chlorid, mit Silbernitrat nachge-
wiesen, aufweist. Die hernach getrocknete Niederschlagsmenge wird
mit einer Natriumcarbonatlosung n/10 zur Losung gebracht. Diese
Lésung wird intensiv rot, was den Beweis dafiir erbringt, daB der
Niederschlag aus Phenolphthalein besteht.

Hierdurch ist der Beweis dafiir erbracht, daB zum Nachweis des
Phenolphthaleingehaltes Pufferlosungen mit einem pH-Wert zwischen
8,2 und 9,6 nicht verwendet werden kénnen.

Aus den erstellten Berechnungen ist es ersichtlich, dafl die n/10 Na-
triumecarbonatlésung einen pH-Wert von 11,62 besitzt. Wenn in der-
selben 0,6 mg Phenolphthalein aufgelést wird, so ist die erhaltene Losung
von einwandfreier Klarheit.
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Der Umstand, daB Blutproben, welchen wir bekannte Phenol-
phthaleinmengen hinzugefiigt haben, bei Verwendung von Dosierungs-
verfahren, die von WiscaNEWSKA und im Rahmen der ,,inneren Norm®
ausgearbeitet wurden, keine zufriedenstellende Krgebnisse erzielt haben,
erklart sich durch die vorangegangenen Betrachtungen. Die erwidhnten
Verfahren ergeben geringere Werte, als bei der Verwendung der n/10
Natriumcarbonatlosung erzielt werden.

Es ist bekannt, da bei der Extraktion, falls klassische Verfahren
angewendet werden (STas-Or110-OGIER), mit dem Giftstoff zusammen
auch eine Reihe Verunreinigungen (Aminosduren) abgesondert werden,
die den pH-Wert der angefiihrten Pufferlosungen bei den Verfahren
Wischnewska und innere Norm unter 9,6 gelegentlich verringern. Dem-
gegeniiber verursachen die zugleich mit dem Phenolphthalein ausge-
zogenen Aminosduren, die Senkung des pH-Wertes von 11,62 auf 9,8
und verbleiben so innerhalb der Grenzwerte, bei welchen das Vorhanden-
sein von Phenolphthalein nachgewiesen werden kann.

Es ist bekannt, dal man bei uns im Lande zur Herbeifithrung einer
Fehlgeburt neben einigen anderen Préparaten auch Abfiihrmittel ver-
wendet.

Nachdem die Kranke I. M. im Zustande der Dysmenorrhoe war und
anlaBlich der toxikologischen Untersuchung auller Phenolphthalein kein
anderer Giftstoff mineralischen oder organischen Ursprunges, noch sich
verfliichtigende Giftstoffe nachgewiesen werden konnten und mit Rick-
sicht darauf, da der gerichtsérztliche Bericht auf eine Vergiftung durch
einen Giftstoff schlieBt, der eine hdmorrhagische Nierenentziindung
auslost, besteht kein Zweifel, da3 die Genannte Phenolphthalein ein-
genommen hat. Solche Félle wurden auch von GraAssoN? beobachtet.

Die in jedem Organ getrennt vorgefundenen Phenolphthaleinmengen
zusammenfassend, zu welchen noch 0,72 g aus den im Magen vorgefun-
denen Tablettenresten abgesonderter Giftstoff hinzukommt, ist es
ersichtlich, dafl das Opfer wenigstens 6 g Giftstoff geschluckt hat.

Schluffolgerungen

Aus dem Obigen geht hervor, daf3:

Vergiftungen mit Phenolphthalein duBerst selten vorkommen und in
der Fachliteratur weder Verfahren zur Absonderung des Giftstotfes aus
biologischem Material, noch zur Bestimmung desselben angegeben werden.

Durch die Anwendung der klassischen Extraktionsmethode (Stas-
Orro-O¢1ER) und der neuen Reinigungstechnik mit Aceton waren wir
imstande das Phenolphthalein aus den Organen abzusondern.

Nach Uberpriifung jener zwei Bestimmungsverfahren, die nach
pharmazeutischen Formeln zur Anwendung kamen, haben wir ein
neues Verfahren verwendet, das zufriedenstellende Ergebnisse zeitigbe.
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Durch die Auflosung des Phenolphthaleins in Natriumcarbonat-
I6sung n/10 konnten wir Daten erzielen, die zur Ausarbeitung der geeichten
Kurve dienten, dem Gesetz von. LAMBERT-BEER geniigten, die aber nur
bis zu Konzentrationen von 10 ug/ml giiltig sind.

Die grofiten Mengen von Phenolphthalein kénnen in sich verringeren-
der Reihenfolge, aufler im Mageninhalt, in den Eingeweiden, Leber-Galle
und Blut vorgefunden werden.

Das Vorhandensein einer gesteigerten Phenolphthaleinmenge in der
Leber und in der Galle bestétigt die Aussage von ZuNz, dafl die grofite
Giftstoffmenge in die Galle gelangt und von dort in den Kreislauf der
Gedérme, wo es sich unter Umstdnden anhéuft.
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