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Der Nachweis von Calciumlignosulfonat im Blut
und in den Organprelsiften ertrinkter Ratten
als Zeichen vitalen Ertrinkens
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The Detection of Calciumlignosulfonate in Blood and Press-fluids
of Organs from Drowned Rats as Evidence of Death from Drowning

Summary. The detection of diatoms in the organs of the systemic circulation can no longer
be considered evidence of drowning.

Calciumlignosulfonate (CLS), a waste product of the paper industry and a known pollutant
of many waters, was found in the blood and tissue fluids of drowned rats. The detection of
CLS is simple and relatively specific. Control animals failed to show the presence of reacting
and/or similarly reacting substances. Because of the high concentration of CLS in many rivers,
it is proposed that the presence of CLS be considered an important criterion for drowning.

Key-Words: Calciumlignosulfonat, Nachweis im Blut, in OrganpreBsiften — CLS-Nach-
weis — Tod durch Ertrinken — Vitale Reaktionen.

Zusammenfassung. Da der Diatomeennachweis in den Organen des groBen Kreislaufes
als sicheres Zeichen vitalen Ertrinkens nicht mehr verwertet werden kann, wurde das aus
Sulfitablaugen der Zellstoffindustrie stammende Calciumlignosulfonat (CLS) im Blut und in
den OrganpreBsiften ertrinkter Ratten nachgewiesen. Die Methoden sind einfach durchzu-
fihren und relativ spezifisch. Kontrollserien enthielten keine reaktionsauslésenden Sub-
stanzen. Da CLS in vielen Fliissen in hoher Konzentration auftritt, wird der CLS-Nachweis
als wichtiges Ertrinkungszeichen empfohlen.

Nachdem in eigenen Untersuchungen (Lehmann, 1969) zahlreiche Diatomeen
in den Organen des groBen Kreislaufes und im Knochenmark Nichtertrunkener
gefunden und damit die Ergebnisse der Voruntersucher (Spitz, 1963 ; Rommeney
et al., 1966; Reh, 1968) bestitigt werden konnten, bemiihten wir uns, neue
Methoden des Ertrinkungsnachweises zu suchen.

Die Verschmutzung der Fliisse durch héusliche und industrielle Abwésser
nimmt stdndig zu. Die Elbe in unserem Einzugsgebiet gehort zu den am stérksten
verschmutzten Gewdssern. Nahezu der gesamte Elbgrund ist lebensfeindlich.
Ausgehend von der Tatsache, dall beim Ertrinkungsvorgang mit der Ertrinkungs-
flissigkeit geloste Abwasserbestandteile in den Korper gelangen, suchten wir
nach geeigneten Substanzen und Moglichkeiten ihres Nachweises. Die Ver-
schmutzung des Elbwassers erfolgt hauptsdchlich durch Abwisser der Zellstoff-
industrie. Im Zellstoffwerk Pirna-Heidenau erfolgt der Holzaufschlufl im Bisulfit-
verfahren, wobei das Lignin als Calciumsalz der Ligninsulfonsédure in Losung
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geht. Taglich werden etwa 1500 m® entspritete und enthefte Sulfitablauge mit
einem QGehalt von rund 150t Caleiumlignosulfonat in die Klbe geleitet. Die
Einleitung erfolgt linksseitig und ruft einen sprunghaften Anstieg des Per-
manganatverbrauches an diesem Ufer hervor. Wie Querschnittsuntersuchungen
ergaben, erfolgt bis Dresden keine vollstdndige Vermischung mit dem Elbwasser
(Miiller, 1951). Wegen des groBeren spezifischen Gewichtes der Ablauge treten
vor allem bei langsam stromenden Fliissen mit niedriger Wasserfithrung zunéchst
Unterschichtungen auf, die durch eine deutliche Braunfirbung gekennzeichnet
sind. Erst spiter erfolgt eine allméhliche Vermischung mit dem FluBiwasser.
Durch unvollstindige Verhefung und Verspritung der Sulfitablauge gelangen
auBerdem Kohlenhydrate in das Wasser, die rasch abgebaut werden und zu einem
ippigen Wachstum der sog. Abwasserpilze (vor allem Sphaerotilus natans) fithren.
Entspritete und verhefte Sulfitablauge ist praktisch eine reine 7—9 %ige wésserige
Lésung von Calciumlignosulfonat (CLS). CLS ist nahezu biologisch inaktiv und
146t sich noch in stérkster Verdinnung mit einfachen Methoden nachweisen
(Huhn, 1961; Beuthin, 1969).

Methodik
1. OLS-Nachweis mit T'rypaflavin nach Noll (1937 )

Herstellung der Reagenslosung aus 0,25 g Trypaflavin, 90 ml Aqua dest. und
10 ml 25%iger Salzsiure. Man gibt 3 ml dieser Losung in ein Reagensglas
tropft so lange Untersuchungsflisssigkeit zu, bis mit bloBem Auge eine Triibung
wahrzunehmen ist. Die verbrauchte Menge enthilt nach Noll rund 63 yg CLS,
das noch bei einer Verdiinnung von 1:48000 durch eine schwache Fillung nach-
weisbar ist. Bei stirkerer Verdinnung (iber 3 ml verbrauchte Untersuchungs-
fliissigkeit) legt man besser eine 0,5 %ige Reagenslosung vor. Die Methode ist zur
halbquantitativen CLS-Bestimmung geeignet.

2. OLS-Nachweis mit dem Tyrosin- Reagens nach Berk und Schroeder,
modifiziert nach Kleinert und Wincor (1952)

Herstellung der Tyrosin-Reagenslosung: 100 g Natriumwolframat, 20 g Phos-
phormolybdénséure und 50 ml 85 %ige Phosphorsdure werden in 750 ml destillier-
tem Wasser gelost, 2 Std unter Rickflul gekocht und nach dem Erkalten auf
1 Liter aufgefiillt. 50 ml der {filtrierten Probe, der vorher etwa 50 mg Calgon
{(Natriummetaphosphat) als Enthirter zugesetzt wurden, vermischt man mit
2 ml Tyrosin-Reagens. Nach 5 min fiigt man 10 ml gesittigte Natriumcarbonat-
16sung zu. Der sich bildende blaue Farbkomplex wird nach 30 min colorimetriert.
Als Vergleich dient eine Lésung von 5g Tannin in 1 Liter Aqua dest. Die
Empfindlichkeit betrigt fiir Buchensulfitablaugen 1:80000, fir Fichtensulfit-
ablaugen 1:50000. Stérend wirken Schwefelwasserstoff und Harn in hoheren
Konzentrationen. Die normalerweise im FluBwasser vorkommenden Spuren
wasserdampffliichtiger Phenole und Kohlehydrate stéren die Reaktion nicht. Die
Methode ist zur quantitativen CLS-Bestimmung geeignet.

Da CLS kein Handelsprodukt ist und eine geeignete Testlosung mit bekannter
CLS-Konzentration zur Aufstellung von Eichkurven nicht zur Verfiigung stand,
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wurde die Tyrosin-Methode nur zur qualitativen Kontrolle der mit Trypaflavin-
losung gewonnenen halbquantitativen Ergebnisse benutzt.

Mit den beschriebenen Methoden wurden Wasserproben von 7 Entnahme-
stellen fluBabwiérts rechts- und linkselbisch qualitativ bzw. halbquantitativ auf
ihren CLS-Gehalt untersucht. Die Nachweismethoden wurden weiter geprift,
indem menschliches Serum mit Elbwasser 10:1 gemischt gegen eine reine Serum-
probe gemessen wurde. Dazu mulite das Serum durch Fallen mit 20%iger
Trichloressigsdure und nachfolgendem Filtrieren enteiweilt werden. Danach
wurden 50 Albino-Ratten in der bei Laubegast linkes Ufer entnommenen Elb-
wasserprobe (CLS-Konzentration ca. 110 mg/l) prolongiert ertrankt. Das FEr-
tranken erfolgte in der Weise, dafl die Tiere in kleinen Drahtkifigen jeweils
45 sec unter und 15 sec iiber Wasser, nach 5 min stindig unter Wasser gehalten
wurden. Vor und nach dem Ertrinken wurde das Gewicht der Ratten nach der
von Porcher (1950) angegebenen Methode ermittelt. Um Verunreinigungen mit
vom Fell abtropfendem Wasser zu vermeiden, wurden die Ratten vor der Ent-
nahme von Herzblut und Organen mit scharfem Brausestrahl und destilliertem
Wasser abgespiilt. Das gewonnene Blut wurde zentrifugiert, das tiberstehende
Serum mit 20 %iger Trichloressigsdure versetzt und filtriert. Um ausreichendes
Untersuchungsmaterial zu erhalten, wurde das von jeweils 5 Ratten gewonnene
Serum zu einer Probe zusammengefaBBt. In gleicher Weise wurde mit Ratten
verfahren, die mit CO getétet wurden und als Kontrollserien dienten. Weiterhin
wurden zur Priifung der moglichen postmortalen Flissigkeitsdiffusion 50 mit CO
getotete Ratten in ein Glasgefdll von 60 cm Tiefe gelegt, das mit dicht unterhalb
der Ablaugeneinmiindungsstelle entnommenem Elbwasser (CLS-Konzentration ca.
300 mg/l) gefiillt wurde. Bis zum 10. Tag wurden téglich 5 Ratten aus der Wasser-
probe genommen. Aus herzfernen Organen (Leber, Milz und Nieren) hergestellte
OrganpreBsifte wurden auf ihren CLS-Gehalt untersucht.

Ergebnisse

Die Abbildung zeigt die linkselbisch ermittelten CLS-Konzentrationen. Die
rechtselbischen Werte lagen auf der gesamten Probestrecke zwischen 10,5 und
12,1 mg/l. Das oberhalb der Sulfitablaugeneinmiindungsstelle im Elbwasser bei
Pirna gefundene CLS stammt aus Sulfitablaugen tschechischer Zellstoffwerke.

Der sprunghafte Konzentrationsabfall bei Dresden-Cotta ist durch die Ein-
mindung eines kleinen Flii3chens, der WeiBeritz, bedingt. Zur Zeit der Proben-
entnahmen fithrte die Elbe Niedrigwasser, so daf relativ hohe CLS-Konzentra-
tionen auftraten.

In Serum-Elbwassergemischen (10:1) konnte CLS ebenfalls eindeutig nach-
gewiesen werden, wahrend im normalen Serum keine reaktionsauslésenden
Substanzen zu finden waren.

Im Serum der in Laubegaster Elbwasser (CLS-Konzentration ca. 110 mg/l)
ertrankten Ratten lagen die CLS-Werte zwischen 12,6 und 17,56 mg/l. Die ins-
gesamt aufgenommene Fliissigkeitsmenge lag zwischen 6,3 und 8,4 ml pro Tier
(Tabelle).

Die zur Kontrolle getesteten Seren mit CO getoteter Ratten enthielten keine
reaktionsauslésenden Substanzen.
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Abb. 1. CLS-Konzentration im Elbwasser (linkselbisch) Pirna-Cotta

Tabelle. Die Zahlenwerte sind das arithmetische Mittel fir jeweils 5 zu einer Gruppe gehdrenden
Ratten. Es wurde eine 0,5 %ige Trypaflovinlésung vorgelegt

Gruppe  Zeit bis  Gewicht Gewicht Auf- Verbrauch  Errechnete
zum vor dem nach dem genommene an Serum CLS-Konz.
Exitus Ertrinken  Ertrinken  Ertrankungs- (ml) (mg/l)
(min) () (g) flissigkeit
(ml)
1 7,0 164,1 1704 6,3 2,5 12,6
2 8,0 146,0 154,4 8,4 1,8 17,5
3 9,6 168,6 176,8 8,2 1,9 16,6
4 6,6 156,3 163,56 7,2 2,0 15,8
5 7,6 143,4 150,1 6,7 2,3 13,7
6 9,0 166,8 174,0 7,2 2,1 15,0
7 9,1 170,4 177,8 7.4 2,0 15,8
8 74 152,6 158,7 6,1 2,3 13,7
9 7,2 1584 165,0 6,6 2,2 14,3
10 7.4 156,6 163,4 6,8 2,1 15,0

In den Organprefisiften mittels CO getoteter und in Elbwasser hochster
CLS-Konzentration gelegter Ratten konnte erst ab 10. Tag CLS in Spuren
nachgewiesen werden, wobei Autolyse und Faulnis weit fortgeschritten und Ver-
unreinigungen trotz groBter Vorsicht nicht zu vermeiden waren.

Diskussion
In den vorliegenden Untersuchungen konnte in allen Elbwasserproben
Calciumlignosulfonat qualitativ und halbqguantitativ nachgewiesen werden. Die
ermittelten Werte lagen hoher als die anderer Untersucher (Huhn, 1961), was
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auf die niedrige Wasserfilhrung der Elbe zur Zeit der Probenentnahmen zurtick-
zufithren ist. Der Pegelstand der Elbe ist in den Sommermonaten stets niedrig,
so daf3 in der Zeit, in welcher die meisten Ertrinkungsfille auftreten, immer hohe
CLS-Konzentrationen zu erwarten sind. Genaue Angaben tber die jahreszeit-
lichen Schwankungen der CLS-Konzentrationen konnten von der FluBwasser-
direktion Obere Elbe-Mulde nicht erhalten werden, da die CLS-Bestimmung im
Elbwasser nicht routinemaflig durchgefiithrt wird. Bemerkenswert sind die erheb-
lichen Differenzen zwischen den links- und rechtselbischen Werten, die mit der
linkselbischen Sulfitablaugeneinleitung und zoégernden Vermischung mit dem
FluBwasser zu erkldren sind. Die im Serum in Laubegaster Elbwasser (CLS-
Konzentration ca. 110 mg/l) ertrénkter Ratten gemessenen CLS-Konzentrationen
lagen zwischen 12,6 und 17,5 mg/l, das sind 11,4—15,8% der urspriinglichen
FluBwasserkonzentration. Bereits Lochte und Danziger (1915) unternahmen
Ertrinkungsversuche mit Hunden und Kaninchen in Arsenik- und Jodkaliam-
lésungen sowie Lochte (1924) im Ca-haltigen Wasser der Reinsquelle. Anhand der
im Herzblut und in den Organen gemessenen Konzentrationen der chemischen
Substanzen zogen sie Riickschliisse auf die Verteilung der Ertrinkungsfliissigkeit.
Die hochsten Werte bis fast 50% der Ausgangskonzentration fanden sich dabei
im Blut aus dem linken Herzen. Auch das postmortale Eindringen von Fliissigkeit
in das Herzblut von Hunden, die 13 Tage in Wasser aus der Reinsquelle lagen,
wurde beobachtet. Bedeutsam sind auch die Ergebnisse von Tcard (1933), der
beim Krtrinken im Meerwasser quantitativ Mg und spektroskopisch Sr, Ba, Br
und Fl im Blut des rechten Herzens bestimmte. Alle diese Untersuchungen sind
jedoch recht aufwendig und unsicher, ebenso wie die von Inouye und Uchimura
(1936), die beim Ertrinken im Meerwasser eine Zunahme der Salzkonzentration
im Blut feststellten und diese auf die Resorption des Salzes zuriickfiihrten.

Die in den vorliegenden Versuchen angewandten Nachweismethoden sind fiir
CLS nicht absolut spezifisch. Stérend kénnen u.a. Phenole, Schwefelwasserstoff
und Harnstoff wirken. Obwohl in den untersuchten Kontrollseren keine reaktions-
auslésenden Substanzen nachweisbar waren, wird es notig sein, spezifischere und
quantitativ aussagekriftigere CLS-Nachweisverfahren anzuwenden. Mit Hilfe
solcher Methoden kénnten evtl. auch topographische Aussagen iiber den Ertrin-
kungsort insoweit getroffen werden, ob der Ertrinkungsort ober- oder unterhalb
der Ablaugeneinmiindungsstelle lag. Auch mufy die Moglichkeit des postmortalen
Eindringens von CLS beriicksichtigt werden, obwohl in den tierexperimentellen
Untersuchungen mit CO-getéteten und in Elbwasser mit hochster CLS-Konzen-
tration gelegten Ratten CLS erst ab 10. Tag in Spuren nachgewiesen werden
konnte. Sulfitablaugen sind in fast allen groBeren Flissen vorhanden, so daf der
CLS-Nachweis im Blut und in den OrganpreBsiften vermutlich Ertrunkener als
wichtiges Indiz vitalen Ertrinkens gewertet werden kénnte.
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