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In friiheren Arbeitenl) ist gezeigt, da6 in allen Tabak- 
sorten ein Uronsaurederivat weit verbreitet ist, und zwar in 
Form des Galakturonsaure liefernden Pektins. Aus ganz frisch 
gepfluckten Tabakblattern, wo man nicht mit einer Zerlegung 
dieses hochmolekularen Kohlenhydrats durch Pektin weit- 
abbauende Enzyme (Pektolasen) zu rechnen braucht, extrahierten 
wir mit Alkohol, der Pektinkorper niederschlagt, neue Substanzen. 
Eine Gruppe derselben gibt nach Hydrolyse Uronsaurereaktion, 
Als solche Uronsaurederivate kommen Glycoside im engeren 
Sinne und Saponine in Betracht. 

Zieht man frisch gepfiiickte und zerkleinerte Tabakblatter 
nach Aufkochung, durch die jede Fermentwirkung unterbunden 
wird, mit Alkohol $us, so gehen bisher unbekannte Verbindungen 
in Liisung. Dampft man diese Extrakte auf den 25. Teil ihres 
Volumens im F a u s  t-Heimschen Verdunstungskasten ein, so 
scheiden sich neben oligen und harzigen Bestandteilen, die auf 
der Flussigkeit schwimmen, an den GefaBwanden allmahlich 
Krystallkrusten ab. Diese enthalten ein Glycosid, dessen Vor- 
kommen in Tabak man einer wichtigen Arbeit des japanischen 
Forschers H a s e g a w a 3  bereits entnehmen kann. Der genannte 

l) C.Neuberg u. M.Kobe1, Biochem. Ztschr. 179, 459 (1926); 
C. N e u b e r g  u. B. Ottenste in ,  Biochem. Ztschr. 197, 491 (1928); 
Th. Andreadis ,  Biochem. Ztschr. 211, 378 (1929); C. Neuberg u. 
M. Scheuer ,  Biochem. Ztschr. 243, 461 (1931). 

%) H. H a s e g a w a ,  Chem. Zentralbl. 1932, I, 3510. 
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Autor mi&, diesem Korper eine besondere Bedeutung fur den 
Farbenumschlag bei, der bei der Vergiirung und zum Teil 
auch beim Trocknen der Tabakblatter eintritt und in der be- 
kannten Braun- oder Gelbbraunfarbung beruht. Er griindet 
seine Ansicht darauf, da6 sich dieses Glycosid, das er als 
Rutin betrachtet, mit Kobaltpentamminchloridlosung dunkel 
farbt, wobei Nuancen auftreten, die er mit den im Verarbei- 
tungsprozeB des Tabaks auftretenden Verfarbungen vergleicht. 
Nahere Angaben uber Darstellung und Identifizierung dieses 
Glycosids macht Hasegawa  nicht. Tatsachlich kann man 
Ru t in ,  das sich ubrigens auch in sehr vielen anderen Pflanzen 
vorfindet, aus den erwabnten Krystallen isolieren, die wir aus 
dem alkoholisch-wa6rigen Tabakextrakt erhielten. Wir konnten 
Z l 3  ihres Gewichtes an  reinem Rutin gewinnen, nachdem sie 
mit kaltem Wasser geschuttelt waren, i n  dem das Rutin un- 
loslich ist. Welche Substanzen das Rutin begleiten, la6t sich 
zur Zeit noch nicht sagen; zu ihrer Charakteristik kann nur 
angefiihrt werden, da6 sie Nicotin enthalten, durch Siure 
hydrolysierbar sind und dann Fehl ingsche Losung redu- 
zierende Flussigkeiten ergeben. In letxteren befinden sich 
Uronsauren und Zucker, die man auf Grund der Unloslichkeit 
des Bariumuronats in Alkohol trennen kann. Ob unter diesen 
Substanzen auch die von Y amafu j i  l) beschriebenen Glycoside 
Tabacinin und Tabacilin zugegen sind, steht dahin. 

Das Rutin ist ebenfalls in anderen Fraktionen vorhanden, 
die man aus dem Ruckstand des mit Alkohol extrahierten 
Tabaks isolieren kann, wenn man ihn erneut mit verdiinntem 
Alkohol auskocht. I n  diese Alkoholauszuge treten nun aber 
noch andere Substanzen iiber, deren nahere Charakterisierung 
uns gelungen ist. Es handelt sich um Korper aus der Gruppe 
der Saponine .  Der Saponincharakter wurde durch das 
typische Hamolysiervermogen fur verschiedenartige Blutkorper- 
chen festgestellt, auch konnte in vielen Fallen die charakte- 
ristische reversible Hemmung durch Cholesterin nachgewiesen 
werden. Da6 es sich um Saponine handelt, geht ferner daraus 
hervor, daB man aus dem Saponin-Cholesterin-Aggregat Saponin 
zuriickgewinnen kann. 
______ 

l) K. Yamafuji ,  Chem. Zentralbl. 19$2, 11, 3105. 
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Der hamolytische Wirkungsgrad der abgescbiedenen Sa- 
poninpraparate ist, so weit unsere Untersuchungen reichen, 
Schwankungen unterworfen, da  die Reinigung der Tabak- 
saponine Schwierigkeiten bereitet. ffber das Verhalten der 
Saponine verscbiedenen Reinheitgrades werden Angaben im 
experimentellen Teil gemacht. 

Hier sei nur auf die allgemeinere Bedeutung dieser Fest- 
stellung hingewiesen. Saponine kommen haufig im Pflanzen- 
reich vor, so daB ihr Auftreten im Tabak nicht verwunderlich 
erscheint. Es wird aber zu den Aufgaben der weiteren Forschung 
gehoren, festzustellen, ob die physiologisch wichtigen Saponine 
bei der sogenannten Tabakfermentation oder den ihr gleich zu 
setzenden Operationen erhalten bleiben oder zerstort werden. 

Das vorhin erwahnte, nicht nur in frischen Tabakrohsaften, 
sondern auch in den Saponinfraktionen unverandert anwesende 
Rutin wurde in vergorenem Tabak bisher von uns nicht nach- 
gewiesen. 

Opar in  l) hat darauf aufmerksam gemacht, daB Chlorogen- 
saure ein weit verbreiteter Pflanzenbestandteil ist und bei den 
Oxydationsvorgangen in Vegetabilien eine beachtliche Rolle 
spielta); Konig und D6rr3)  haben weiterhin mitgeteilt, daB 
diese Substanz auch im Tabak vorkommt. Es ist ihnen die 
Isolierung einer kleinen Menge gelungen, im ubrigen stiitzen 
sie ihre Angaben im wesentlichen auf eine fur Chlorogensaure 
als charakteristisch betrachtete Farbenreaktion. Diese tritt 
nun, wie wir gefunden haben, mit Rutin in ahnlicher Weise 
ein. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung von Saponin 
diente selbstgezogener frischer Zigarettentabak (Basma seris). 

J e  20 kg Anfang August 1934 frisch geerntete und zer- 
kleinerte Tabakblatter wurden mit 2'12 Liter Wasser '1, Stunde 
im Dampfbad gekocht und dann mit 45 Liter siedendem 
99-prozent. Alkohol iibergossen. Nach einigen Tagen wurde 
abgesaugt, mit 66-prozent. Alkohol nachgewaschen und die 
Tabakmasse an der Luft getrocknet. Die Menge des so er- 
haltenen Trockenpraparats machte 11-1 2 O/,, vom Frischgewicht 

Dariiber sol1 gelegentlich berichtet werden. - 

l) A. Oparin, Biochem. Ztschr. 124, 90 (1921). 
2, A. Oparin,  Biochem. Ztschr. 182, 155 (1927), 
3, P. K o n i g  u. W. Dorr,  Biochem. Ztschr. 263, 295 (1933). 
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der Blatter aus. Portionen von j e  80 g dieses Tabakpulvers 
wurden zur Entfernung der Hauptmenge des Chlorophylls und 
sonstiger atherlovlicher Substanzen etwa 1 Woche in Soxhlet- 
apparaten mit Ather extrahiert und d a m  im Exsiccator uber 
Paraffin, Chlorcalcium und Phosphorpentoxyd getrocknet. 
Die Quantitat der durch die hherextraktion herausgelosten 
Stoffe betrug 8,5-9,5 des verwendeten Tabak-trocken- 
materials. Das auf die angegebene Weise erst mit Alkohol 
und dann mit Ather behandelte Tabakpulver diente zur Iso- 
lierung des T a b  a k s  a p  o nin 8. 

Die Aufarbeitung erfolgte auf dreierlei Art: 
A 

J e  240 g mit Ather ausgezogenen Tabakpulvers wurden 
mit j e  6 Liter 70-prozent. Alkohol 2 Stunden unter Ruckfluf3 
gekocht. Sodann wurde abgesaugt, das alkoholische Filtrat 
uber Nacht im Eisschrank aufbewahrt und durch Zentrifugieren 
von einem geringen Niederschlag befreit. Das alkoholische 
Zentrifugat wurde darauf iin Faust-Heimschen Verdunstungs- 
kasten auf etwa 200 ccm eingeengt, durch Nachspulen der 
Schalen auf 240 ccm gebracht und durch EingieBen in 4,8 Liter 
99-prozent. Alkohol gefallt. Am nachsten Tage wurde der 
Niederschlag, der als Ji bezeichnet sei, abzentrifugiert, mit 
Alkohol gewaschen und im Exsiccator getrocknet. Das alko- 
holische Zentrifugat wurde mit dem Waschalkohol vereinigt 
und im Faust-Heimschen Verdunstungskasten auf 110 ccm 
gebracht. Durch EingieBen dieser infolge Anwesenheit von 
Chlorophyllresten etwas schmierigen Flussigkeit in 2,2 Liter 
99-prozent. Alkohol wurde eine 2. Fraktion - Ji - erhalten, 
die wiederum durch Zentrifugieren abgetrennt und mit Alkohol 
gewaschen wurde. 

Das alkoholische Zentrifugat von Jz wurde rnit 3 Liter 
absolutem Ather versetzt, wodurch eine flockige Fallung erzeugt 
wurde. Diese 3. Fraktion - J3 - wurde nach Stehen uber 
Nacht auf einer Schottschen Glasfilternutsche 25 6 4  ab- 
gesaugt, rnit Ather gewaschen und sofort im Exsiccator ge- 
trocknet. Da diese wie auch die weiteren durch Fallung mit 
Ather erhaltenen Niederschlage sehr hygroskopisch sind, mu8 
man streng darauf achten, daB die Substanz beim Absaugen 
stets mit Ather uberschichtet bleibt. 
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Das Filtrat von J3 wurde wiederum im F a u s t - H e i m -  
schen Verdampfungsapparat auf etwa 15 ccm eingeengt, mit 
450 ccm Alkohol aufgenommen und rnit 900 ccm .&,her ver- 
setzt. Dabei entstand eine schmierende, sich am Boden ab- 
setzende Fallung. Am nachsten Tag wurde die alkoholisch- 
Ltherische Losung abgegossen und der halbfeste Niederschlag 
mit absolutem lither verriihrt. Nach einigem Stehen im Eis- 
schrank war dann eine Abtrennung dieser Substanz - 5 4  - 
durch Absaugen durch eine S c ho  t t sche Glasfilternutsche 
moglich. Die abgegossene alkoholisch-atherische Losung wurde 
mit dem atherischen Filtrat von J 4  vereint, mit Ather auf 
5 Liter gebracht und mehrere Tage im Eisschrank aufbewahrt. 
Dabei setzte sich allmahlich am Boden ein fester Nieder- 
schlag - JK - ab, der sich nach AbgieBen der alkoholisch- 
atherischen Losung und Verreiben mit frischem Ather auf 
einer Glasfilternutsche gut absaugen lieB. Die Mutterlauge 
von J6 wurde erneut im Verdunstungskasten zur Trockne ge- 
bracht, in 40 ccm Alkohol gelost und mit 600 ccm Ather ver- 
setzt. Der anfangs sehr feine Niederschlag - Je - setzte 
sich bei a-tagigem Stehen im Eisschrank allmahlich in filtrier- 
barer Form ab. 

Die verschiedenen Fraktionen wurden in m/ 15-Phosphat- 
liisung von pH 7,2-7,3, die 0,9O/, NaCl enthielt, geliist und 
in 1- bzw. 2-prozent. Losung auf ihre hamolytischs Wirkung 
gegeniiber einer l-prozent. Suspension von gewaschenen Pferde- 
blutkorperchen in der gleichen Phosphat-NaC1-Losung gepriift. 
Der hamolytische Index wurde nach der Tabelle von Dafert’) 
berechnet. 

Die bei verschiedenen, in der beschriebenen Weise aus- 
gefuhrten Versuchen erhaltenen Ausbeuten an den Fraktionen J1 
bis Ji sowie die hamolytischen Indizes der einzelnen Pra- 
parate sind in der folgenden Tab. I zusammengestellt. Die 
Mengen der Jz-Fraktionen der Versuche 18 und 19 sind grol3er 
als bei den anderen Bnsatzen; das ist darauf zuriickzufuhren, 
da8 die Mutterlaugen der Ji-Anteile in diesen Fallen auf 
60 ccm eingeengt und dann rnit Wasser auf 110 ccm verdunnt 
wurden. Durch das starke Einengen sind Substanzen, ins- 

l) L. K o f l e r ,  Die Saponine, S. 153, Springer, 1927. 
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5,8 etwa 100 6,2 250 
‘4,5 ,, 100 4,5 etwa 100 

330 - - 

besondere R u t i n  (vgl. S. 35), ausgefallen, die sich dann nicht 
mehr losten und in diese Fraktionen mit eingingen. 

T a b e l l e  I 

0 8,6 0 8,9 
l,o 670 1,s etwa 100 2,0 etwa 100 
6,2 250 5,6 ,, 150 5,7 ,, 150 
4,7 etwa 100 5,2 200 5,l 200 
- - 1,4 < lo0  1,2 < l o 0  

I 0 8,5 I 

0,851 0 1111 0 10,9 0 

13 I 15 I 16 1 18 1 19 

Die Praparate Jd, J5 und Je waren immer auflerordentlich 
hygroskopisch, die J5-Fraktionen aus den Versuchen 15 und 16, 
J I T ~  und Jle5 sowie J I ~ ~  schmierten beim Abnehmen von den 
Nutschen derart, daB keine genaue Wagung moglich war. Uber 
ihre weitere Aufarbeit.ung vgl. S. 38. 

Urn zu starker hamolytisch wirksamen Saponinpriiparaten 
zu gelangen, wurden die Fraktionen JI- Js weiter zerlegt. 

17,2 g der vereinten, in 2-prozent. Losung hiimolytisch 
unwirksamen ersten Fraktionen der Versuche 13, 15 und 16, 
J13,16, ie1 , wurden mit 90 ccm Wasser verriihrt, iiber Nacht 
im Eisschrank aufbewahrt und dann von dem unloslichen 
Anteil abzentrifugiert, der 2-ma1 rnit wenig Wasser auf der 
Zentxifuge ausgewaschen wurde. Nach Trocknen im Exsiccator 
betrug diese Fraktion Ji3,15,16~~: 1,70 g. Zentrifugat und 
Waschwasser, zusammen 130 ccm, wurden in 2,6 Liter 99-prozent. 
Alkohol eingegossen. Die dadurch erhaltene Fallung Jis, 16, 161 

wog 13,42 g. Das Filtrat wurde im Faus t -Heimschen  Ver- 
dunstungskasten zum Sirup eingeengt, mit 5 ccm Wasser ver- 
riihrt und in 200 ccm 99-prozent. Alkohol eingegossen. Der 
Niederschlag Ji3,1ri, i e I e  wog 1,11 g und zeigte im Gegensatz 
zu den ersten beiden hamolytisch unwirksamen Fraktionen 
gegenuber Pferdeblutkorperchen den hamolytischen Index 1250. 

Durch Versetzen des Zentrifugats von J i3 ,15 ,  i e lc  mit dem 
doppelten Volumen lither wurde die Fraktion J13,16, 161 

(0,32 g) vom hamolytischen Index 330 erhalten. Nach Ein- 
engen des Filtrats dieser Fallung zum Sirup und Aufliisen 
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in 20 ccrn Alkohol ergab der Zusatz von 120 ccrn Ather noch 
0,17 g Ji3,iri, i e l a  vom bmolytischen Index 100. 

Die gleiche Fraktionierung von 17,2 g der ersten Frak- 
tionen der Versuche 18 und 19 lieferte 1,98 g J18,19,a, 

13,12 g Jis, iol  (beide hiimolytisch unwirksam), 0,62 g JIB,  isl 
vom hamolytischen Index 500 und noch 0,62 g h e ,  isld vom 
hamolytischen Index 1000. 

1,07 g der zweiten Fraktionen der Versuche 15 und 16 
wurden rnit 15 ccrn Wasser verriihrt, wobei sich der groBte 
Teil aufliiste. Unloslich A s ,  isaa = 0,07 g. Diese Fraktion 
war  hamolytisch unwirksam und bestand in der Hauptsache 
aus Rutin. 

Filtrat und Waschwasser (22 ccm) wurden in 450 ccm 
99-prozent. Alkohol eingegossen und ergaben die ebenfalls 
hamolytisch unwirksame Fallung Jls, = 0,57 g. Das Zentri- 
fugat wurde im Faust-Heimschen Verdunstungskasten zum 
Sirup gebracht, dieser rnit 4 ccrn Wasser + 2 ccrn Alkohol ver- 
riihrt und in 150 ccrn 99-prozent. Alkohol eingegossen. Es 
entstand die Fallung Jis, iegc = 0,18 g vom hiimolytischen 
Index 2000. Durch erneutes Einengen des Filtrats zur 
Trockne, Lbsen des Riickstandes in 1 ccrn Wasser und 50 ccrn 
Alkohol und Versetzen rnit 100 ccrn Ather wurde die Frak- 
tion Jis, l B g d  = 0,17 g vom hamolytischen Index 1000 erhalten. 

Die analoge Aufteilung von 3,7 g der zweiten Fraktionen 
der Versuche 18 und 19 ergab als wasserunloslichen Anteil 
h e ,  lgZa = 1,46 g, aus denen durch Umkrystallisieren aus 
Wasser 1,05 g reines Rutin erhalten wurden, und als weitere 
himolytisch unwirksame Fallung: Jie, log = 0,94 g, die Frrtk- 
tion he, isg, =I: 0,70 g vom h%molytischen Index 200 und 
0,37 g JIB, ig2 vom hamolytischen Index 200. 

Eine iihnliche Zerlegung der dritten Fraktionen von Ver- 
such 15 und 16 fuhrte nicht zu hilmolytisch starker wirksamen 
Praparaten. Bei Verruhren von 8,l g Jiti,ia3 rnit 40 ccrn 
Wasser blieben 0,04 g Jis, 1 6 ~ ~  ungelost. Die Fallung der rnit 
dem Waschwasser 57 ccrn betragenden Losung rnit 1150 cam 
Alkohol lieferte 4,71 g h5, 1 6 % ~  vom hiimolytischen Index 200. 
Zusatz der gleichen Menge Ather zum Filtrat ergab die nur 
ganz schwach hilmolytisch wirksame Fraktion dia, iss, = 1,82 g. 

Joornal f. prakt. Chemie [2] Bd. 14s. 3 
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Nach Einengen des Filtrats zum Sirup, Ldsen in 2 ccrn 
Wasser + 2 ccm Alkohol und EingieBen in 100 ccm 99-prozent. 
Alkohol wurden 0,07 g hamolytisch unwirksame Substanz J i s , 1 6 ~ ~  

erhalten. Versetzen des Zentrifugats mi t  dem doppelten Vo- 
lumen Ather fuhrte zu 0,88 g Jis,ittS, vom hamolytischen 
Index 200. Aus den Praparaten Ji6, und Jia, i63e  konnten 
jedoch durch Auskochen rnit 95-prozent. Alkohol starker wirk- 
same Fraktionen gewonnen werden. 

5,32 g dieser Substanzen wurden 1 Stunde rnit 125 ccm 
95-prozent. Alkohol ausgekocht. Vom unloslichen Riickstand 
wurde heiB abgesaugt; beim AbkUhlen und mehrstiindigen 
Stehen im Eisschrank schieden sich 0,64 g Jis, i ~ ~ ~ ,  vom hiimo- 
lytischen Index 1700 ab. Versetzen des Filtrats und Wasch- 
alkohols (insgesamt 180 ccm) rnit dem dreifachen Volumen Ather 
lieferte die schwach hamolytisch wirksame Fraktion J16, i63g, 

= 0,88 g. 
Der Ruckstand der ersten Extraktion wurde ein eweites 

Ma1 mit 125 ccm 95-prozent. Alkohol 1 Stunde ausgekocht. 
Wiederum wurde heiB abgesangt und die Losung abgekiihlt. 
Bei mehrstiindigem Stehen setzten sich 0,24 g As, 1 6 ~ ~  ab, die 
hamolytisch unwirksam waren. Fallung des mit dem Waschh 
alkohol vereinigten Filtrats (160 ccm) mit der dreifachen 
Menge Bther lieferte 0,35 g J15, ieSh, vom hamolytischen 
Index 570. 

Eine dritte Auskochung des in 95-prozent. Alkohol un- 
loslichen Ruckstandes rnit 90-prozent. Alkohol ergab sowohl 
beim Abkiihlen des Alkoholextraktes als auch beim Fdlen  der 
Alkohollosung mit Ather nur hamolytisch unwirksame Praparate. 

Durch einstundiges Auskochen von 11,3 g Jis,io, mit 
250 ccm 95-prozent. Alkohol, Absaugen in der Hitze und Ab- 
kiihlen des Extraktes wurden 1,68 g Jis, ieSU3 vom hamolyti- 
schen Index 800 erhalten. Versetzen des Filtrats mit dem 
dreifachen Volumen Ather lieferte die sehr schwach hamoly- 
tisch wirksame Fallung J i s ,  ig3=,  = 2,71 g. Nach Einengen des 
Filtrats zum Sirup, Losen des Ruckstandes in 1 ccm Wasser + 
25 ccm Alkohol wurden durch Zusatz von 75 ccm Ather noch 
0,34 g Jis, io9 ,  vom hamolytischen Index 150 abgeschieden. 

Durch w:itere Auskochungen des Ruckstandes der ersten 
h t r ak t ion  mit 95- und 90-prozent. Alkohol entstanden beim 
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Abkuhlen sowie bei Fallung der Lijsungen rnit &,her nur 
hamolytisch sehr schwach aktive, bzw. unwirksame Praparate. 

Die 4. Fraktionen von Versuch 15 und 16  (vgl. Tab. I) 
wurden in 150 ccm Wasser gelbst. Die Losung blieb iiber 
Nacht im Eisschrank stehen; dabei schied sich praktisch reines 
Rutin als Jis, i64a  (0,87 g) ab. Durch Einengen des Filtrats 
auf etwa 15 ccrn und Fallen mit 400 ccrn Alkohol entstand 
die hamolytisch unwirksame Fallung Jis, i 6 4 6  = 0,90 g. Zusatz 
des doppelten Volumens Ather zum Filtrat lieferte die Frak- 
tion J ~ K ,  isgc = 4,6 g vom hamolytischen Index etwa 100. Nach 
Einengen des Filtrats zum Sirup, LGsen in 2 ccm Wasser und 
200 ccm Alkohol und Zusatz von 600 ccrn Ather wurden 
1,6 g AS, mgd vorn hamolytischen Index 200 niedergeschlagen. 
Erneutes Einengen des Filtrats zum Sirup, Lasen des Riick- 
standes in 100 ccrn Alkohol und Fallen mit dem vierfachen 
Volumen Ather lieferte die Fraktion Ji5,  lale = 0,85 g vom 
hamolytischen Index 400. 

Die 4. Fraktionen der Versuche 18 und 19 wurden durch 
Auskochen mit Alkohol weiter aufgeteilt. 10,l g As, ig4 wurden 
mit 150 ccm 99-prozent. Alkohol Stunde gekocht ; die Losung 
wurde durch Absaiigen abgetrennt. Beim Abkuhlen schieden 
sich 0,82 g J i ~ , i g , ~ ,  ab, die keine hamolytische Wirkung 
zeigten. Das mit dem Waschalkohol vereinigte Filtrat (230 ccm) 
wurde mit 700 ccm &her versetzt. Dabei wurden 5,88 g JIS, ig4=,  

vom hamolytischen Index 400 niedergeschlagen. Das Filtrat 
wurde zum Sirup eingeengt, in 60 ccm 99-prozent. Alkohol 
geliist und mit 180 ccm Ather gefallt. Die dadurch entstehende 
Fraktion JIB, i g l a  = 0,75 g wirkte nicht hamolytisch. 

Durch Auffdlen des Filtrats rnit Ather auf 600 ccm ent- 
stand eine weitere Fdlung JIB, igAa, = 0,25 g vorn hamolytischen 
Index 330. 

Da der Rfickstand der Auskochung rnit 99-prozent. Alkohol 
noch starke Hamolyse bewirkte, wurde er noch einmal 1 Stunde 
mit 100 ccrn 9bprozent. Alkohol in der Siedehitze extrahiert, 
wobei sich praktisch alles loste. Beim Abkuhlen schieden 
sich 0,29 g Jis, isgb, ab, die hamolytisch aber unwirksam waren. 

Filtrat und Waschalkohol wurden vereinigt (195 ccm) und 
mit dem doppelten Volumen Ather gefallt. Es entstand der 

3* 
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ebenfalls nicht hiimolysierende Niederschlag As, i94b, = 1,04 g. 
Durch Einengen des Filtrats zum Sirup, Losen des Ruck- 
standes in 50 ccm Alkohol und Fallen mit 200 ccm Ather 
wurden 0,38 g Jis, vom hamolytischen lndex 500 gewonnen. 

Aus den 5. Fraktionen der Versuche 15 und 16 wurden 
durch Losen in etwa 30 ccm Wasser und 15-stundiges Stehen 
der wiiBrigen Losung im Eisschrank 0,7 7 g krystallisiertes Rutin 
erhalten. Einengen des Filtrats zum Sirup, Losen in 200 ccm 
Alkohol und Zugabe von 800 ccrn Ather fuhrten zu Fraktion 
J16,11+, = 0,95 g vom hiimolytischen Index 200. Durch noch- 
maliges Einengen des Filtrats zum Sirup, Losen in 100 ccm 
Alkohol und Fallen rnit 400 ccm Ather wurden noch 0,6 g 
sehr hygroskopische Fallung Jia, in6 vom hamolytischen Index 
etwa 100 erhalten. 

2,5 g der 5. Fraktionen von Versuch 18 und 19 - As, 1~~ - 
wurden in 30 ccrn Wasser gelost. Beim Stehen der Losung 
im Eisschrank schieden sich 0,30 g Rutin ab. Das waSrige 
Filtrat wurde zum Sirup eingeengt, in 100 ccm Alkohol gelost 
und mit 200 ccrn Ather gefallt. Der entstandene Niederschlag 
von 0,72 g Jie. 1~~~ zeigte keine hamolytische Wirkung. Auf- 
fullen des Filtrats rnit Ather auf 600 ccm lieferte 0,29 g 
Jis,ig6, vom hamolytischen Index 150, und Zufugen von 
weiteren 400 ccrn Ather zu der Mutterlauge fuhrte zu der 
Fraktion Jis,1oad = 0,30 g vom hhmolytischen Index 200. Das 
dann durch Einengen des Filtrats zum Sirup, Losen in 30ccm 
Alkohol und Fallen rnit 90 ccm i t h e r  erhaltene Praparat war 
hiimolytisch unwirksam. 

B 
In  anderen Versuchen wurde der mit Ather extrahierte 

Tabak, wie vorher vgl. 8. 32 angeneben ist, mit 70-prozent. 
Alkohol ausgekocht, der Auszug jedoch auf die Halfte des vor- 
her angegebenen Volumens eiugeengt. Der Extrakt von 320 g 
Tabak wurde also auf 160 ccm korizentriert und dann wieder 
durch EingieSen in das 20-fache Volumen Alkohol gefallt. So 
wurden in dem Versuch 9 aus 320 g Tahakpulver 21,9 g Pril- 
parat JQ, und in dem Verauch 10 aus 480 g Tabakpulver 27,5g 
Jio erhalten. Beim Aufnehmen von 40 g Jo und Jio mit 200 ccm 
kaltem Wasser blieben 2,4 g Js, 10, unioslich. EingieBen des 
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rnit dem Waschwasser vereinigten Filtrats (260 ccm) in 5,2 Liter 
Alkohol gaben die hamolytisch unwirksame Fraktion A, l o b  

= 28,14 g. Das Zentrifugat dieses Niederschlags wurde zum 
Sirup eingeengt, in 20 ccm Wasser gelost und in 400 ccm 
Alkohol eingegossen. Die dadurch erhaltene Fraktion Js, 10, 

= 4,9 g wies den hamolytischen Index 500 auf. Zusatz der 
3-fachen Menge h e r  zum Filtrat erzeugte den Niederschlag 
A, l o d  = 1,60 g vom hamolytischen Index 500. Durch Ein- 
engen des Filtrats von Js, lod zum Sirup, Losen in 50 ccm 
99-prozent. Alkohol und Versetzen rnit 150 ccm Ather wurden 
noch 0,88 g Js, 10, gleichfalls vom hamolytischen Index 500 
gefdlt. 

C 

In  dem im folgenden beschriebenen Versuch 20 wurde die 
Darstellung saponinhaltiger Praparate auf etwas andere Weise 
vorgenommen. 

100 g mit Ather extrahierten Tabaks wurden mit 1 Liter 
90-prozent. Alkohol 1 Stunde gekocht. Es wurde heib ab- 
gesaugt, die Liisung zum Sirup eingeengt, mit 6 ccm Wasser 
aufgenommen und mit 400 ccm Alkohol gefallt. Ausbeute: 
Aoa1 = 1,24 g hamolytisch unwirksamer Substanz. 

Filtrat und Waschalkohol wurden vereinigt (465 ccm) und 
rnit den doppelten Volumen Ather versetzt. Es entstand der 
schwach hamolytisch wirksame Niederschlag Jzoa, = 1,56 g, der 
Rutin enthielt. Eine 2-stiindige Auskochung des Riickstandes 
der 1. Fraktion, wieder mit 1 Liter 90-prozent. Alkohol, lieferte 
bei gleicher Behandlung des Filtrats die ebenfalls hamolytisch 
unwirksame Fallung JZoq von 0,59 g. Auf Zusatz der 3-fachen 
Menge Ather zu dem mit Waschalkohol vereinigten Filtrat 
fielen 0,50 g &obS vom hamolytischen Index 670 nieder. 

Eine 3. 2-stiindige Auskochung des Tabakriickstandes rnit 
1 Liter 80-prozent. Alkohol fiihrte bei analoger Behandlung 
des Filtrats zu dem Praparat &oC1 = 1 , l O  g, das ebenfalls 
hamolytisch unwirksam war. Zugabe der 3-fachen Menge Ather 
zn dem mit dem Waschalkohol vereinigten Filtrat von 450 ccm 
bewirkte die Fallung Jzo, = 0,50 g vom hamolytischen Index 1700. 
Eine 4. 2-stiindige Auskochung rnit 1 Liter 80-prozent. Alkohol, 



J15, 1% y1 1700 1 1700 3300 
51~1 l0sc 2000 2500 4000 
515, 1 0 g d  1000 1250 1700 
513, 15, 161c 1 1250 1 1260 I 1700 

l) G. Jahnson-Blohm,  Ztschr. physiol. Chem. 85, 59 (1913). 

1000 
1700 
1000 

< 1000 
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Konzentration des Filtrats zum Sirup, Aufnehmen in 6 ccm 
Wasser und Fallen mit 400 ccm Alkohol, lieferte die hamoly- 
tisch unwirksame Fraktion Jzodt = 0,60 g. Das durch i ther -  
fiillung des Filtrats erhaltene Praparat Jzoq = 0,16 g hatte den 
hamolytischen Index 1000. 

D 
Hamolyseve r suche  mi t  verschiedenen  B l u t s o r t e n  

Die Praparate Jib,  it^^^,, Jia, i6Ze, Jib, l o Z d  und Jis, ielc 
wurden zu 0,2-prozent. Losung in 0,9-prozent. Kochsalzlosung 
von zugleich m/l5-Phosphatgehalt (p, = 7,3) gelost. Diese 
Losungen wurden auf ihre hamolytische Wirkung gegeniiber 
1-prozent. Suspensionen der gewaschenen Blutkorperchen von 
Pferd, Rind, Schwein und Hammel gepriift. 

Die hamolytischen Indizes sind in der folgenden Tab. I1 
angegeben: 

T a b e l l e  I1 
Blutkarperchen von 

Hamo13’tischer 1 Pferd ~ I Rind 1 Schwein I Hammel Index von 
~~~~~ 

E 
Hemmung  d e r  Hamolyse  d u r c h  Cho les t e r in  

Zu den Hemmungsversuchen wurde eine 0,2-prozent. was- 
rige Suspension von Cholesterin ’) verwendet. Sie wurde her- 
gestellt, indem eine Losung von Cholesterin in Aceton zunachst 
in warmes Wasser gegossen und dann das Aceton auf dem 
Wasserbade vertrieben wurde. 

a) 3 ccm O,.P-prozent. Liisung des Praparates Ji~,i6~~, in 
einer 1,8-prozent. Kochsalzlosung von 2 m/l5-Phosphatgehalt 
(p, 7,3) wurden mit 3 ccm der 0,2-prozent. Cholesterinsuspension 
16 Stunden bei 37 O auf bewahrt. Sodann wurde zentrifugiert und 
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1 ccm dieser Lbsung zu 1 ccm l-prozent. Pferdeblutkirperchen- 
suspension in Phosphatkochsalzlosung gefiigt. Innerhalb 8 Stun- 
den trat keine Hamolyse ein. 

Zum Vergleich wurden 3 ccm derselben 0,Cprozent. Losung 
As, if33g1 rnit 3 ccrn Wasser ebenfalls 16 Stunden bei 37 O auf- 
bewahrt. Dann wurden die Hilmolyseversuche in gleicher Weise 
angestellt ; nach wenigen Minuten trat vollkommene Auflosung 
der Blutkorperchen ein. 

b) 15 ccm 1-prozent. Losung dert Priiparates J 1 3 , i ~ ,  i s lc  in 
einer 1,8-prozent. Kochaalzlosung mit 2 mll5-Phosphatgehalt 
(pH 7,3) wurden rnit 15 ccm 0,a-prozent. wBBriger Cholesterin- 
suspension 16 Stunden bei 37 O in Beriihrung gelassen. Sodann 
wurden 5 ccm zentrifugiert. Die erhaltene Losung bewirkte 
innerhalb 8 Stunden keine Hamolyse. 

Eine entsprechende nicht mit Cholesterin behandelte Ver- 
gleichsliisung wirkte stark h’amolytisch ; bereits durch Zusatz 
von 0,4 ccm dieser Losung zu 1 ccm BlutkSrperchensuspension 
wurde vollstindige Hamolyse erzielt. 

Durch Entfernung des Cholesterins wurde auch die Hamo- 
lysehemmung aufgehoben. 

20 ccm der Saponin-Cholesterinsuspension (a. oben) in der 
durch 16-stiindige Digestion bei 37O die Bindung der Eompo- 
nenten bewirkt war, wurden insgesamt 8 Stunden rnit 60 ccm 
Xylol am RiickfluBkiihler gekocht. Nach je  2Stunden wurde 
der grodte Teil der Xylolschicht abpipettiert und durch frisches 
Xylol ersetzt. Zum SchluB wurde im Scheidetrichter getrennt, 
die waBrige Schicht filtriert und mittele Durchleiten von Stick- 
stoff ein geringer Rest Xylol entfernt. Diese so von Chole- 
sterin befreite Losung wirkte nun wieder stark hamolytisch. 

Diese miihseligen Untersuchungen, bei deren Ausf iihrung 
wir uns der Hilfe des Fraulein C h a r l o t t e  Kiihl zu erfreuen 
hatten , betrachten wir als Vorarbeiten zur Gewinnung von 
mtiglichat reinem Tabakaaponin. 




