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In einer f{ritheren Mitteilung wurde auf die geringe
Brauchbarkeit der bisher {iiblichen mikrochemischen Saponin-
reaktionen hingewiesen und zum exakten Nachweis von Sa-
ponin in der Pflanze die Methode der Blutgelatine beschrieben
(Fischer [1]). Die damals angegebene Methode wurde nun
in zweifacher Richtung wesentlich ausgebaut. Einerseits wurde
der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration anf die Hiamo-
lyse genau beriicksichtigt, anderseits die Entgiftbarkeit der
Saponine durch Cholesterin mit herangezogen. Durch diese
beiden Faktoren wird eine vollkommene Eindeutigkeit des
Nachweises gewihrleistet.

I. Metheodik.

Die Herstellung der Gelatine erfolgt in der Weise, wie
sie schon gelegentlich einer Mitteilung {iber den Nachweis von
Solanin in der Kartoffel beschrieben wurde (Fischer und
Thiele [2]). Gute Gelatine, am besten Marke ,,Gold*”, 16st
man zu 6—9% in einer m/30 Phosphatpufferlosung, die 0-7%
Kochsalz enthilt, unter Erwirmen auf. Man gibt sodann bei
einer Temperatur von 35° C pro 100 g Fliissigkeit ca. 2 ¢ frisches
Hiithnereiwei hinzu (oder die entsprechende Menge albumen
ovi siccum, gelost in Wasser), kocht zirka eine halbe Stunde und
filtriert heil durch Watte.

Wird kein Wert auf eine vollkommen klare Gelatine ge-
legt, so wird nicht mit Fiwei8 versetzt, sondern nach dem
Sterilisieren der Gelatineldsung die noch heiff mit Watte wver-
schlossenen Eprouvetten scharf zentrifugiert, so daB sich die
beim Kochen und Sterilisieren ausgeschiedenen Fiocken am
Boden ansammeln. Der iibrige Teil der Fliissigkeit ist dann
meistens klar. Beim Verbrauch der Gelatine wird dann nur
der jeweils oberste Teil der Eprouvette erwidrmt und die fliis-
sige (elatine abgegossen, so dafi der unten sitzende Nieder-
schlag nicht in der Flissigkeit verteilt wird. Die letzten 2 em?
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Gelatine sind dann meist unbrauchbar. Diese Art der Zu-
bereitung hat den Vorteil, daBl die Gelatine, weil sie weniger
erhitzt wurde, rascher erstarrt als die mit Eiweill geklirte.
Es bereitet aber das Auffiillen der durch langes Aufheben
eingetrockneten Gelatine mit Wasser (siehe weiter unten)
Schwierigkeiten, da der Bodensatz wieder in der Fliissigkeit
verteilt wird. Daher eignet sich diese Art der Bereitung mehr
fiir Gelatine, die bald verwendet wird, withrend sich fiir Gela-
tine, die linger aufbewahrt wird, die Klirung mit Eiweill als
giinstiger erweist. Das Eintrocknen der Gelatine, bedingt durch
Verdunstung des Wassers, kann durch Aufheben in feuchter
Kammer verhindert werden.

Zur Herstellung der Pufferlosungen verwendet man ent-
weder primires Kaliumphosphat und sekundires Natrium-
phosphat (S6rensen) oder Mischungen von Phosphorsiure,
primédrem, sekunddrem und tertidrem Natriumphosphat
(Jariseh [3]). Durch entsprechende Mischung dieser Lo-
sungen lassen sich alle gewiinschten Wasserstoffionenkonzen-
trationen herstellen. Es hat sich hiebei als notwendig erwiesen,
vier verschiedene Wasserstoffionenkonzentrationen zu ver-
wenden, u. zw. eine saure, eine fast neutrale und zwei im
alkalischen Bereich. Bei der Wahl der beiden Extreme ist
darauf zu achten, dafl dieselben den Punkten der Laugen-
bzw. der Sdurehdmolyse sich nicht zu stark nihern. Die von
mir hergestellten Gelatinen besaflen eine py = 6-1, 74, 84 und
10-0. Meist wird pg =74 verwendet. Der Grund der Verwen-
dung von vier Puffern wird spater erwihnt. Bekanntlich re-
agiert jede Gelatine etwas sauer und vermehrt daher, in
Losung gebracht, die Aziditit der Pufferlosung. Es empfiehlt
sich daher, die Pufferlésungen von vornherein alkalischer her-
zustellen, als sie zum Schlufl sein miissen. Es wird dann die
mit Biweill gekldrte Gelatinelésung durch Zugabe von S#ure
oder Lauge genau auf die gewiinschte Wasserstoffionenkon-
zentration eingestellt und z. B. mit dem Folienkolorimeter
nach Wulff kontrolliert. Bei Serienversuchen ist es ange-
zeigt, die so eingestellte Gelatine in Eprouvetten zu fiillen,
mit Watte zu verschlieBen und durch Sterilisation im stromen-
den Wasserdampf (etwa 20 Minuten) haltbar zu machen. Dureh
unnétig langes FErhitzen wird die Erstarrungsfihigkeit der
Gelatine vermindert. Ein durch zu langes Aufheben der steri-
lisierten Eprouvetten bedingtes Eintrocknen der Gelatine ist
belanglos, man muBl eben mit destilliertemm Wasser (nicht mit
Puffer!) auf das urspriingliche Volumen auffiillen. Beziiglich
der Gelatinekonzentration wire noch zu erwihnen, da es vor-
teilhaft ist, im Sommer eine etwas hohere {ca. 9%), im Winter
eine etwas niedere (ca. 6%) Konzentration zu verwenden, um
jeweils die gleiche Konsistenz zu erreichen. Es hat sich auch
gezeigt, daB es meist vorteilhaft ist, fiir den Puffer pg =100
mehr Gelatine zu verwenden, da diese Gelatineldsung meist
schwerer erstarrt, u. zw. 11% baw. 8%.
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Zum Versuch werden 3—4 cm® Gelatine bei 35° verfliissigt,
2—4 Tropfen defibriniertes Rinderblut zugesetzt, vermischt
und die Eprouvette in kaltes Wasser gestellt. Man kann auch
gewaschene Blutkorperchen verwenden (etwas gréfere Emp-
findlichkeit) oder andere Blutarten, um eventuell ein Blut zu
finden, das gegeniiber dem betreffenden Saponin besonders
empfindlich ist.

Die Haltbarkeit des Blutes kann, was fiir die Praxis von
Wichtigkeit ist, dadurch erhéht werden, daB man dasselbe in
sterilisierten Gefidflen auffingt und aufhebt und die nétige
Blutmenge mit einer sterilen Pipette entnimmt; das Blut
bleibt dann zirka eine Woche auch ohne Fisschrank verwend-
bar. Das sterile Arbeiten ist entbehrlich, wenn man das Blut
mit einem Konservierungsmittel, wie Coffein natr. benz. (3%)
{(Herin g [4]), versetzt.

Von der zu untersuchenden Pflanze oder Droge wird ein
Schnitt oder Battstiick auf einen Objekttriger gelegt und je
nach GroBe mit 1—2 Tropfen halb erstarrter Blutgelatine be-
deckt, ein Deckglas aufgesetzt, so daB die Blutgelatine den
Schnitt moglichst gleichmidBig umgibt. Sodann wird der
Objekttrager sofort auf eine Kiihlplatte gebracht, um die
Gelatine schneller zum Frstarren zu bringen. Die Kiihiplatte
besteht aus einer von Leitungswasser durchflossenen, flachen
Blechtrommel.

Man kann auch auf ein Deckglas einen Tropfen fliissige
Gelatine bringen, das Deckglas umkehren und es mit dem
héingenden Tropfen derart auf den auf dem Objekttriger be-
findlichen Schnitt legen, daB8 derselbe ganz von der Gelatine
umgeben ist. Entsprechend der Dicke des Schnittes mulB
natiirlich eine groéflere oder kleinere Menge Gelatine aufge-
bracht werden, wenn der Schnitt, was unbedingt erforderlich
ist, von allen Seiten mit Gelatine umgeben sein soll. Um nun
die Erstarrung zu beschieunigen, wird der Objekttriger sofort
auf die Kiihlplatte gebracht; oder man nimmt besser die ganze
Manipulation auf der Kiihlplatte vor.

Bei Anwesenheit von Saponin entsteht sofort oder nach
einigen Minuten, manchmal erst nach Stunden, um das in
der Blutgelatine befindliche Objekt ein durchsichtiger Hof,
eine blutkodrperchenfreie Zone, hervorgebracht durch das aus
den Zellen herausgeldoste und in die Gelatine diffundierende
Saponin, welches auf seinem Wege alle erreichbaren in der
Gelatine eingeschlossenen Blutkérperchen auflost. Diesen hi-
molytischen Hof kann man mit freiem Auge und mit der
Lupe beobachten, in manchen Fillen muB das Mikroskop ver-
wendet werden. Beziiglich der zur Untersuchung verfertigten
Schnitte mul noch folgendes beriicksichtigt werden:

Die Schnitte miissen in erster Linie iiberall moglichst
gleich dick sein und miissen zwecks Lokalisationsbestimmung
so gefiihrt sein, daB die zu untersuchenden Gewebeteile direkt
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mit der Blutgelatine in Beriihrung kommen. Z. B. wird ein
Waurzel- oder Stengelquerschnitt halbiert, um so etwaige Unter-
schiede zwischen Rinde und Holz zu erkennen. Manchmal ist
es notig, einzelne Gewebe herauszupriparieren, wobei vor-
sichtig gearbeitet werden mufl, um nicht saponinhaltigen Zell-
saft mit saponinfreiem Gewebe in Berithrung zu bringen und
so Saponin an unrichtiger Stelle anzuzeigen. Besonders gilt
dies beim Schneiden frischer Pflanzen. Bei Lokalisations-
bestimmungen saponinreicher Drogen ist es vorteilhaft, den
Schnitt mit bereits erstarrter Gelatine in Berithrung zu
bringen. Man klebt auf ein Deckglas ein erbsengrofies Stiick
Gelatine, bringt es auf den am Objekttriger befindlichen
Schnitt und bewirkt durch leichten Druck auf das Deckglas,
daf die Gelatine den Schnitt liickenlos umgibt, und kiihlt
sofort. Bei hohem Saponingehalt wire es ndmlich moglich,
dafl durch die noch etwas fliissige Gelatine Saponin ver-
schleppt wird. Eine Verzogerung der Himolysewirkung kann
anch durch Erhohung der Gelatinekonzentration und des Blut-
zusatzes bewirkt werden.

Drogen oder getrocknete Pflanzen (Herbarexemplare)
werden fiir gewdhnlich trocken geschnitten. Wenn nétig, darf
man sie vorher auch kurze Zeit (1—2 Stunden) in Wasser auf-
weichen, aber immer in ganzen Stiicken, um ein Auslaugen
des Saponins zu verhindern. Danach entfernt man das iiber-
schiissige Wasser mit Filterpapier (Hypotoniehdmolyse) oder
wissert von vornherein in physiologischer Kochsalzlosung.

Gemeinsam mit Johannes Thiele:

. Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration.

Wie schon oben erwidhnt, wurden bei der Herstellung der
Gelatine vier verschiedene Puffer verwendet. Will man nim-
lich eine Pflanze auf Anwesenheit von Saponin untersuchen,
so ist es durchaus nicht gleichgiiltig, bei welcher Wasserstoft-
ionenkonzentration und mit welchem Puffer man arbeitet. Mit
einer (telatine pg =61 wird man z B. das Solanin in der
Kartoffel nicht nachweisen konnen (Fischer und Thiele
[2]). Hingegen kann man bei pg =10-0 nach kurzer Zeit Hi-
molyse feststellen. Es ergibt sich daher die Regel, jede Pflanze
gleichzeitig mit allen vier Puffern zu untersuchen, um so das
Wirkungsoptimum des betreffenden Saponins festzustellen.

In dem am stirksten wirkenden Puffer kann dann die
weitere Untersuchung durchgefithrt werden, wobei allerdings
zu beachten ist, dafl fiir Lokalisationsbestimmungen meist eine
schwache Himolysewirkung am giinstigsten ist.

‘ Es iibt also die Wasserstoffionenkonzentration eine starke
Wirkung auf die Saponinhimolyse aus. Dariiber haben
L. Kofler und Z. Lazar [5] berichtet. Sie stellen von den
Saponinen zwei Typen auf:
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Typus I mit schwicherer Hiamolysewirkung zwischen
P =74 und pg = 84 und beiderseitigem Anstieg der Wirkung
nach der sauren und alkalischen Seite.

Typus II mit sehr geringer Himolysewirkung bei
pg = 10-0 unmittelbar vor beginnender Laugenhidmolyse und
sehr rasechem Anustieg nach der sauren Seite. Die meisten be-
kannten Saponine lassen sich nach diesen Typen einteilen. Das
Solanin jedoch, das von vielen zu den Saponinen gezdhlt wird,
verhilt sich gerade entgegengesetzt wie Typus Il: geringe
Himolyse bei pg = 6-1, dullerst starke bei pg=10-0. Man kann
also fiir das Solanin einen dritten Typus annehmen (Fischer
und Thiele [4]). Bei Bestimmung des Typus wird mit reinen
Substanzen gearbeitet und die Himolyse in vitro angesetzt.

Mit Hilfe der Blutgelatine ‘kann aber der Typus des
Saponins erschlossen werden ohne Darstellung des Saponins
und unter Verwendung geringster Pflanzenmengen. Man legt
hiebei vier Schnitte der zu untersuchenden Pflanze zu gleicher
Zeit in die vier verschiedenen Puffer. Die Schnitte miissen
natiirlich alle gleich dick sein und von gleichem Pflanzen-
gewebe stammen. Man beobachtet dann die Zeit, die verstreicht,
bis sich ein gerade sichtbarer Hof zeigt. Aus dem Vergleich der
erhaltenen Zeiten kann auf die Stidrke der Himolysewirkung in
den einzelnen Puffern uud auf den Saponingehalt geschlossen
werden.

Unter Beriicksichtigung der Loslichkeitsverhiltnisse der
Saponine zeigt sich nun eine weitgehende Ubereinstimmung
zwischen dem Himolyseversuch in vitro und dem Versuch in
Blutgelatine. Es ist also hiemit die Moglichkeit gegeben, die
Eigenschaften eines Saponins vorherzusagen nur aus einem
kleinen Stiickchen Pflanze. Um aber zu beweisen, daBl die Vor-
hersage auch wirklich stimmt, wurden einige Saponinpflanzen,
aus denen bereits das Saponin rein gewonnen wurde, in der
Blutgelatine unter Anwendung aller vier Puffer untersucht
und das Ergebnis mit dem Verlauf der Himolyse in vitro
verglichen.

Radix Saponariae zeigt bei pg = 7-4 und 8-4 schwache, bei
pg = 10-0 und besonders bei 6-1 stéirkere Himolyse. Dieses
Verhalten entspricht genau dem Typus I, welchen das Sapo-
naria-Saponin auch wirklich aufweist.

Enthilt die Droge aber viel Saponin, so kann beim Typus I
der Fall eintreten, daB die Intensitdt der Hémolyse in allen
drei Puffern gleich ist. Bs wird dadurch die Unterscheidungs-
moglichkeit vom Typus II nicht gehindert, weil dieser Typus
aunch beim Vorhandensein von viel Saponin einen deutlichen
Unterschied zwischen saurer und alkalischer Reaktion (pg =61
und pg = 10-0) erkennen laBt.

Bei den Spinatbldttern ist ein jihes Absinken der Hamo-
lysewirkung von pg = 6-1—81 bemerkbar. Im Puffer pg =100
ist fiberhaupt keine Hiamolyse sichtbar. Das Saponin entspricht
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daher dem Typus II, ebenso wie das aus den Spinatblittern
rein dargestellte Saponin. Gleich verhilt sich Radix Senegae
und das Senegin.

Die beiden obengenannten Saponine stellen neutrale, d. h.
in saurem und alkalischem Medium leicht lsliche Saponine
dar. Es spielt daher die Loslichkeit des Saponins bei der Be-
urteilung der Hiamolyseintensitit keine Rolle. Die folgenden
Saponine stellen saure dar, die also nur in alkalischem Medium
loslich sind. Es wird daher die WirkungsiduBerung in der Blut-
gelatine stark beeinfluf3t.

Das Blatt von Primula veris zeigt ein langsames An-
steigen der Himolysewirkung von saurer zu alkalischer Re-
aktion. Dies ist nicht zu verwechseln mit dem spidter zu er-
wihnenden Solanin, das ein sprunghaftes Wachsen der Hiamo-
lyse bei sinkender Wasserstoffionenkonzentration erkennen
JaBt. In vitro dagegen folgt das Saponin, die Primulasiure,
dem Typus L. Das von der Regel abweichende Verhalten in der
Blutgelatine 1aBt sich folgendermaBen erkliren: In saurem
Medium ist die Loslichkeit sehr gering. Es wird daher trotz
hohem himolytischem Index in der Blutgelatine nur ein kleiner
Ausschlag erzielt. Im alkalischen Bereich hingegen addieren
sich die gute Ldslichkeit und Stirke der Himolysewirkung,
so daB der Effekt in der Gelatine merklich erhéht erscheint.

Beim Blatt von Hedera helix beobachtet man in der Blut-
gelatine ein ausgesprochenes Maximum in der Nihe von pg =
7-4—8-4, ein rasches Abfallen gegen 6-1 und ein langsames Ab-
fallen der Himolysewirkung gegen 10-0. Der himolytische In-
dex in vitro hingegen fillt von py =6-1 (1:1,500.000) steil ab
gegen py = 10-0 (1 : 20.000), entspricht also genau dem Typus IL.
Das merkwiirdige Verhalten des Saponins im Schnitt hingt
mit der Schwerloslichkeit desselben zusammen. Beim Ansetzen
der Hiamolyse in vitro wurde das Hederin in einigen Tropfen
Alkohol gelost und dann erst die wiisserige Fliissigkeit zuge-
geben. Dadurch wurde das Hederin in Ldsung gehalten. Im
Puffer pg =6-1 kann sich der sehr hohe Index in vitro wegen
der Unloslichkeit des Saponins in saurer Fliissigkeit nicht ent-
sprechend auswirken. Die Hdmolyse ist daher sehr gering. Die
Reaktion von py =74 reicht schon aus, um das Saponin aus
der Zelle zu lésen, und es wird in der Blutgelatine eine sehr
starke H&amolyse erzielt, obwohl der Index in vitro nur noch
270.000 betrigt. Das langsame Absinken der Himolyse-Inten-
sitdt nach pg =10-0 ist leicht erklirlich, da trotz der leichten
Léslichkeit des Saponins der himolytische Index sehlieBlich
nur mehr noch 1:20.000 betrigt. Die Loslichkeit des Saponins
der Hedera in Alkalien ist bedingt durch die Bildung eines 16s-
lichen Salzes.

Dasselbe Verhalten wie das Hederin zeigen auch noch
andere Saponine, z. B. das Saponin der Futterriibe und das
Sapindus-Saponin.

Monatshefte fiir Chemie, Band 56 19
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Wie vorstehende Ausfithrungen zeigen, ist es also még-
lich, mit Hilfe der Blutgelatine den Typus sowohl von sauren
als auch von neutralen Saponinen einwandfrei zu bestimmen.

Es eriibrigt sich nur noch, auf das Solanin hinzuweisen,
das nunter den Saponinen eine Sonderstellung einnimmt.
Solaninhaltige Pflanzenteile lassen nimlich in der Blut-
gelatine ein starkes und unvermitteltes Ansteigen der Himo-
lysewirkung von saurer zu alkalischer Reaktion erkennen
(R. Fischer und J. Thiele [2]). Dasselbe Verhalten zeigt
die Himolyseprobe in vitro (R. Fischer [6]). Der hdamo-
lytische Index, der bei pyx = 56 ungeféhr 100 betrégt, erreicht
bei pg = 10-0 einen Wert von zirka 266.000. Man kann daher
bei Untersuchung solaninhaltiger Pflanzen meist nur bei pg =
10-0 und 84 deutliche Himolyse beobachten, in den beiden
anderen Puffern sinkt die Himolysewirkung unter die Er-
fassungsgrenze. Nur grofle Solaninmengen, wie sie z. B. in den
KartoffelschéBlingen vorkommen, vermégen auch in pyg =74
und 6-1 eine Wirkung zu duBern, wobei im Puffer 10-0 Himo-
lyse sofort erscheint und der Hof enorm groB wird. Es 148t
sich also das Solanin mit Leichtigkeit von den eigentlichen
Saponinen unterscheiden, wenn bei der Untersuchung alle
vier Puffer verwendet werden.

Erginzend sei noch kurz auf das Verhalten der Saponine
in der Pflanzenzelle hingewiesen. Die Hamolysewirkung eines
in Blutgelatine befindlichen Gewebestiickes wird ndmlich nicht
durch das Saponin der gesamten Zellen dieses Stiickes hervor-
gerufen, sondern nur von den am Rand gelegenen erdffneten
Zellen. Wie durch Wisserungsversuche festgestellt wurde, dia-
lysiert das Saponin nur schwer durch die intakte Zellwand
(Fischer [1]).

II1. Entgiftung durch Cholesterin.

Im vorhergehenden Abschnitte wurde bei der-Auswertung
des Ergebnisses immer von der beobachteten Himolyse auf die
Anwesenheit des Saponins geschlossen. Es gibt aber im Pflanzen-
reich einzelne Stoffe, die keine Saponine sind, aber dennoch
rote Blutkorperchen aufzulosen vermégen, z. B. die Agarizin-
siure, manche Amine aus einzelnen Pilzen, #therische Ole
u.a.m. Die Hiamolysewirkung der genannten Stoffe ist aller-
dings im Verhiltnis zu der der Saponine séhr gering. Obwohl
das Vorkommen dieser Stoffe genugsam bekannt ist, besteht
doch die Moglichkeit einer Verwechslung mit den Saponinen.
Es wurde zwar manchenorts diese Schwierigkeit allzu stark
hervorgehoben und die Méglichkeit des Schlusses Himolyse-
Saponin von vornherein negiert. Wie es sich aber aus den fol-
genden Untersuchungen ergeben hat, ist bei Beachtung ge-
wisser VorsichtsmaBregeln dieser SchluBl vollkommen gerecht-
fertigt.
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Um daher den Nachweis des Saponins ganz eindeutig zu
gestalten, benutzte ich die bekannte Tatsache, daf die Hémo-
lysewirkung von Saponinen durch Behandlung mit Cholesterin
wieder aufgehoben wird. Es bildet sich ein hidmolytisech un-
wirksames Saponin-Cholesterid. Da aber das Saponin durch
die Bildung dieser Verbindung nicht verloren geht, sondern als
unloslicher Komplex bestehen bleibt, ist die Moglichkeit ge-
geben, diese Verbindung durch geeignete Behandlung zu spren-
gen und das Saponin wieder auf die Blutkorperchen einwirken
zu lassen. Dadurch wurde bewiesen, dafl das Verschwinden der
Hiamolyse nach Cholesterinbehandlung nicht auf einem Her-
auslésen des Saponins beruhte, sondern auf einer Bindung
desselben. Das Wichtigste dabei ist aber, daB die Fahigkeit der
Cholesterinbildung eben eine typische Eigenschaft der Sa-
ponine darstellt.

Auf Grund dieser beleuchteten HEigenschaften der Sapo-
nine wurde ein Verfahren ausgearbeitet, das einen vollkommen
eindeutigen Nachweis des Saponins in der Pflanze, d. h. in
wenigen Schnitten gewihrleistet. Der Arbeitsgang ist hiebei
folgender:

Schnitte durch pflanzliche Objekte werden in einer Losung
von Cholesterin in Ather, Alkohol-oder in einer Mischung dieser
gekocht, danach mit Ather gewaschen, dieser durch leichtes
Erwirmen verjagt und in Blutgelatine eingelegt. Durch diese
Behandlung wiirde vorhandenes Saponin in der Pflanzenzelle
in hdamolytisch unwirksames Saponincholesterid umgewandelt
werden. Der Schnitt diirfte also in der Gelatine nicht mehr
wirken, wenn die vorher beobachtete Himolyse wirklich von
Saponin herrithrte, denn dieses miilite dureh Cholesterin ent-
giftet worden sein. Gegen diese Art der Beweisfithrung kénnte
nur noch geltend gemacht werden, daB das Lésungsmittel des
Cholesterins den himolytisch wirkenden Stoff aus dem Schnitt
herausgeldst und so eine Entgiftung vorgetiuscht hitte. Man
kann aber die Eindeutigkeit des Nachweises noch erhdhen,
indem man das Vorhandensein des Saponins als Saponinchole-
sterid in der Pflanzenzelle beweist. Es 1iBt sich nimlich durech
Behandeln des Schnittes mit Xylol in der Hitze das in der
Zelle gebildete Cholesterid spalten. Das wieder frei werdende
Cholesterin 16st sich im Xylol und das Saponin bleibt in der
Zelle zuriick. Der hernach in Blutgelatine eingelegte Schnitt
mul} daher, falls es sich um Saponin handelt, wieder Himolyse
zeigen. Durch diesen Arbeitsgang wurde also bewiesen, daB in
der untersuchten Pflanze eine himolytisch wirksame, durch
Cholesterin entgiftbare Substanz vorhanden war, deren Chole-
st_erid mit Xylol spaltbar ist. Da nach den bisherigen Kennt-
nissen unter den Pflanzenstoffen nur Saponine solche Eigen-
schaften besitzen, ist die Eindeutigkeit des Nachweises eine
vollkommene.

Besteht endlich Verdacht auf einen atherloslichen, hdamo
19*



290 R. Fischer

lytisch wirkenden Stoff in der Pflanze, wird der Schnitt be-
reits vor der Cholesterinbehandlung mit Ather extrahiert.
Diese Moéglichkeit ist z. B. bei den #dtherische Ole enthaltenden
Pflanzen gegeben. Es wurden zwar schon einige solche in Blut-
gelatine gepriift, ohne dafl aber eine Himolyse beobachtet
werden konnte.

Um nun eine genaue Vorschrift fiir die Entgiftung eines
saponinhaltigen Pflanzenschnittes zu geben, wurde eine grofere
Anzahl von Versuchen mit verschiedenen Liésungsmitteln an-
gestellt, welche zur Auflésung des Cholesterins dienten.

Als bestes Losungsmittel erwies sich eine Mischung wvon
gleichen Teilen Ather und absolutem Alkohol, die fiir die
meisten Fille als ausreichend gefunden wurde. Zum Versuch
wird diese Mischung mit Cholesterin in der Hitze gesittigt
und darin einige Schnitte der zu untersuchenden Pflanze ge-
kocht. Die Kochdauer betragt etwa '/, bis ¥/, Stunden, je nach
der GroBe des vorher beobachteten himolytischen Hofes; die
zum Entgiften verwendete Fliissigkeitsmenge darf keinesfalls
zu groBl gewihlt werden, da sonst merkliche Mengen Saponin
gelost werden konnten. TFiir ca. 10—15 mittelgroBe Schnitte
geniigen 3 cm® Fliissigkeit, die am besten in eine KEprouvette
mit aufgesetztem kleinem Kiihler gebracht wird. Die zu ent-
giftenden Schnitte miissen jedenfalls von der Flissigkeit be-
deckt sein. Nach dieser Arbeitsvorschrift wurden unter anderen
folgende Pflanzen entgiftet:

Primula obconiea, Silene inflata, Silene nutans, Sarsaparilla
(Honduras und Veracruz), Convallaria maialis, Senega-
wurzel, Soldanella alpina, Verbascum phlomoides, Digitalis pur-
purea, Digitalis lanata, Solanum tuberosum, Solanum nigrum,
Sambucus nigra.

Es hat sich jedoch gezeigt, daB bei Pflanzen mit sehr
hohem Saponingehalt die Kochdauer auf etwa zwei Stunden
ausgedehnt werden muB, um eine Entgiftung zu erzielen. Um
in diesem Falle Zeit zu sparen, ist es angezeigt, als Losungs-
mittel fiir das Cholesterin 90% Alkohol zu verwenden, wobei
zur Entgiftung eine Kochdauer von nur 40-—75 Minuten nétig
ist. Bei dieser Art der Behandlung geht natiirlich ein Teil
des Saponins im Alkohol in Lésung und kann dadurch beim
nachfolgenden Kochen mit Xylol nicht mehr regeneriert
werden. Es bleibt aber trotzdem noch geniigend Saponin tibrig,
das gebunden wird und nach der Xylolbehandlung wieder
Himolyse hervorruft. Auf diese Weise wurden folgende Pflan-
zen entgiftet: Hedera helix, Saponaria officinalis, Primula offiei-
nalis-Wurzel, Aesculus hippocastanum, Sapindus-Niisse. DaB bei
den genannten Pflanzen die Entgiftung mit Schwierigkeiten
verbunden ist, 1i8t sich zum; Teil auch dadurch erkliren, daB
die enthaltenen Saponine selbst in vitro mit Cholesterin keine
Tillung geben. DaB sie aber doch Verbindungen eingehen, die
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allerdings stark dissoziiert und teilweise schon durch Ather
sprengbar sind, ist einerseits durch die Entgiftbarkeit in Pflan-
zenschnitten, anderseits durch das Verhalten beim kapillar-
analytischen Nachweis bewiesen (sieche Kofler, Fischer,
Newesely [7]). Bei dieser Methode basiert némlich der
Nachweis auf der Bildung einer Verbindung des Saponins mit
dem Cholesterin. Die Bindung der einzelnen Saponine an
Sterine in vitro und im Kapillarstreifen wurde eingehend von
Kofler und Raum [8] untersucht.

Die Feststellung, daB die genannten Saponine sich im
Schnitt entgiften lassen (wenn auch mit Verlusten), steht
scheinbar im Widerspruch mit der Tatsache, daB3 diese in vitro
mit Cholesterin nicht fallen. Es wird vermutlich durch Be-
handeln des im Schnitt vorhandenen Saponins mit gesi t-
tigter Cholesterinlosung (Alkohol oder Atheralkohol) die
Dissoziation des Saponincholesterides in den genannten Lo-
sungsmitteln zuriickgedringt und doch gewisse Mengen Chol-
esterid gebildet, das nach seiner Spaltung die Anwesenheit
von Saponin erkennen laft.

Bei Pflanzen mit sehr geringem Saponingehalt hat es
sich als zweckmiiBig erwiesen, statt Atheralkohol Ather allein
als Losungsmittel fiir das Cholesterin zu verwenden. So z. B.
Semen Myristicae, Herba Absinthii, Herba Violae, Herba
Thymi, Cortex Guajaci, Folia Theae, schwach wirksame Digi-
talis und Sarsaparilla-Drogen. Die Xochdauer betrigt ca.
30 Minuten. Die Verwendung von Ather garantiert die Unlos-
lichkeit des Saponins und wire an sich das beste Losungsmittel
fiir Cholesterin. Es ist jedoch bei etwas hoherem Saponin-
gehalt eine derart lange Kochdauer notig, so daBi es zweck-
mafig erscheint, Ather-Cholesterin nur fiir ganz schwache
Saponinpflanzen zu verwenden. Auch Azeton kann als Lsungs-
mittel dienen, nur mufl man beachten, daB manche Saponine
darin 16slich sind, z. B. das Hederin und das Saponin auns
Soldanella alpina.

Aufler mit Cholesterin geben aber viele Saponine auch
mit anderen Alkoholen wie Oktylalkohol und Anethol sowie
mit Phenol Fédllungen bzw. Verbindungen. Es wurde daher
Anethol zu 25% in Alkohol gelost und darin die Schnitte ge-
kocht. Weitere Versuche in dieser Richtung ergaben die Un-
brauchbarkeit des Anethols zur exakten Entgiftung, wiewohl
eine gewisse Bindungsfdhigkeit mit Saponinen festgestellt
werden konnte.

Die nach der angegebenen Vorschrift behandelten Schuitte
werden mit einer Federfahne aus der Cholesterinlosung geholt,
ganz k urz in Ather gewaschen und nach Vertreiben desselben
in Blutgelatine gelegt. Einer Federfahne bedient man sich, um
das durch das Kochen briichig gewordene Objekt intakt unter
die Blutgelatine zu bringen. Es hat sich nimlich besonders
bei saponinreichen Pflanzen gezeigt, daB ein bereits entgifteter
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Schnitt, von dem durch unvorsichtiges Anfassen mit der Pin-
zette ein Stiickchen abgerissen war, nur eben an der Bruch-
stelle Hamolyse gab. Als Erkliarung dieser Erscheinung kann
folgendes angegeben werden: Durch das Behandeln mit Chol-
esterin wurde nicht das ganze im Sechnitt vorhandene Saponin
quantitativ in das Cholesterid umgewandelt. Vermutlich bildet
sich iiber die in der Zelle vorhandenen Saponinklumpen nur
ein feiner Uberzug von Cholesterid, in seinem Innern hin-
gegen findet sich noch unverdndertes Saponin. In der Blut-
gelatine wirkt ein derartiger Saponinklumpen mit einem
Uberzug aus Cholesterid natiirlich nicht. Wird aber durch
unvorsichtige Behandlung des Schnittes eine Bruchstelle er-
zeugt, somit neue Zellen angerissen und Saponinschollen zer-
rieben, zerreift der Cholesteridiiberzug und ungebundenes
Saponin liegt zuftage und kann in der Blutgelatine wirken.
Es ist deshalb eine vorsichtige Behandlung des Schnittes mit
der Federfahne geboten. Durch Kochen mit 90% Alkohol-
Cholesterin ist zwar meist eine durchgreifende Entgiftung
moglich, es geht aber mit dem Alkohol Saponin in Ldsung.
Es bleibt daher diese Art der Entgiftung, wie wir oben ge-
sehen haben, nur fiir' die Pflanzen, welche sehr viel Saponin
enthalten, librig.

Beziiglich des Waschens der Schnitte!in Ather (nach der
Cholesterinbehandlung) ‘muf noch erwdhnt werden, daB es
nicht zweckmiBig ist, die Schnitte lange in Ather liegen zu
lassen. Es gibt niamlich Saponincholesteride, die durch lingere
Behandlung mit Ather schon in der Kiilte teilweise gespalten
werden. Fs wiirden also die zu lange in Ather gelegenen
Schnitte trotz Cholesterinbehandlung wieder Hémolyse zeigen
und so zu Irrtitmern AnlaBl geben; da eben ein Teil des Sa-
ponins freigemacht ist. Der Zweck der Atherbehandlung ist
lediglich die Befreiung des Schnittes wvom iiberschiissigen
Cholesterin.

Nachdem man sich also iiberzeugt hat, daB der in Blut-
gelatine gebrachte Schnitt himolytisch unwirksam ist (wobei
man ihn vorsichtshalber etwas linger liegen 1dBt, als vorher
zur Erkennung der Himolyse gerade ndétig war), wird an
parallel behandelten Schnitten die Sprengung des Cholesterids
versucht. Die Schnitte werden 1—2 Stunden mit Xylol gekocht,
wobei die verwendete Fliissigkeitsmenge moglichst klein ge-
halten wird. Am besten benutzt man eine Eprouvetie mit
einem ca. 30 cm langen Steigrohr und fiillt so viel Xylol ein,
daB die Objekte gerade davon bedeckt sind. Die Flissigkeit
braucht nicht lebhaft zu kochen, es geniigt, wenn fortwihrend
kleine Blischen apfsteigen. Nach beendigter Spaltung miissen
die Schnitte mit Ather gewaschen werden, damit kein Xylol,
das eventuell hdmolytisch -wirken konnte, darin zuriickbleibt,
dann der Ather vertrieben und dieselben mit Blutgelatine

behandelt werden.
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Ein positiver Ausfall ist fiir Saponin. beweisend. Man
kann aber Ofters beobachten, da8 die Hiamolyse erst spiter
eintritt als vorher beim unbehandelten Sehnitt (also] vor der
Cholesterin-Xylolbehandlung). Es ist daher gerade hier néotig,
die Beobachtungsdauner auf lingere Zeit auszudehnen; hiezu
empfiehlt sich die Verwendung der schon oben erwihnten
Kiihlplatte in Verbindung mit einer feuchten Kammer. Es
wird einfach eine Glasglocke mit eingefettetem Rand auf die
Kithlplatte gebracht, auf der sich die Objekttriger samt einer
Schale Wasser befinden. Diese Vorrichtung hat sich auch bei
der Untersuchung von Pflanzen mit sehr geringem Saponin-
gehalt gut bewidhrt, da auf diese Weise ein Eintrocknen der
Gelatine und das damit verbundene Verderhen der Blutkorper-
chen vermieden wird.

DaB nach der Xylolspaltung die Schnitte in der Blut-
gelatine ldnger beobachtet werden miissen, hat darin seinen
Grund, daB die Himolyse oft verspitet aufzutreten beginnt,
der Hof jedoch schlieBlich nahezu die gleiche GroBe zeigt wie
vorher. Durch die. vorausgegangene Behandlung wird dem
Schnitt ndmlich jede Feuchtigkeit entzogen, besonders dann,
wenn vorher mit frischen Schnitten gearbeitet wurde. Es
scheint also der Feuchtigkeitsgehalt des Objektes von groBem
Einflufl auf die Schnelligkeit des Himolysebeginnes zu sein.
Durech Vergleich getrockneter und frischer Schnitte wurde
dann auch wirklich festgestellt, daB frische Schnitte meist
rascher Hiamolyse hervorriefen als trockene.

Es ist auch klar, daB das im Zellsaft geloste Saponin
viel rascher in die Gelatine hineindiffundieren kann; die
trockenen Saponinklumpen miissen erst in der Gelatine ge-
16st werden. Waren jedoch die trockenen Objekte eine gewisse
Zeit in der Gelatine gelegen, hatte sich der himolytische Hof
meist zu derselben Grofle entwickelt wie vorher beim frischen
Schnitt. Bei gleicher vorhandener Saponinmenge muf die
GroBe des schlieBlich erreichten Hofes gleich sein. Die Zeit,
die seine Ausbildung erfordert, variiert also bei frischen iund
trockenen Objekten. Auf diese Tatsache werde ich noch spiter
bei Besprechung der Serienuntersuchung zuriickkommen. Hier
bei der Untersuchung xylolbehandelter Schnitte muf3 fiir die
geringere Hamolysewirkung auch ein gewisser Verlust von
Saponin, der oft nicht zu vermeiden ist, verantwortlich ge-
macht werden. Die Saponine sind zwar in/ Ather, Atheralkohol
und in Xylol praktisch unldslich. Die Menge des in einem
Schnitt vorhandenen Saponins ist aber im Verhiltnis zur
Fliissigkeit eine derart geringe, dafB selbst eine spurenweise
Loslichkeit sich merklich auswirken kann. Es sei daher an
dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen;, daB man mit
moglichst geringen Fliissigkeitsmengen arbeiten mu8.

Dal} die hier gegebene Vorschrift bei der Untersuchung
von Pflanzen auf Saponin wirklich nétig ist, am zu einem
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sicheren Resultat zu kommen und sich vor Verwechslungen
mit anderen himolytisch wirkenden Inhaltsstoffen zu schiitzen,
zeigen folgende Beispiele:

Eine Anzahl von eBbaren und Giftpilzen wurden irn Blut-
gelatine untersucht und einige davon als himolytisch wirk-
sam befunden. Dieselben lieBen sich zwar mit Cholesterin ent-
giften, die Xylolsprengung hingegen ergab ein negatives Re-
sultat. Die Himolysewirkung war verschwunden. Es handelt
sich also in diesem Falle nicht um Saponin, sondern vielleicht
um andere himolytisch wirkende Stoffe.

Ein zweites Beispiel liefert Léirchenschwamm, der die
hamolytisch wirkende Agarizinsdure enthidlt. Die Himolyse
AuBert sich infolge der Léslichkeit der Agarizinsiure in Al-
kalien nur im alkalischen Puffer. Die Entgiftung konnte nach
der hier angegebenen Vorschrift nicht durchgefiihrt werden.
Selbst nach dreistiindigem Kochen mit 90% Alkoholcholesterin
war immer noch Himolyse sichtbar, daher keine Entgiftung
eingetreten. Wie oben angegeben, sind aber bei den Saponinen
im hochsten Falle dafiir zwei Stunden nétig. Erst durch sechs-
bis achtstiindiges Kochen mit 90% Alkoholcholesterin konnte
bei Agaricum ein Verschwinden der Himolyse beobachtet
werden, die nach Behandeln mit Xylol zu einem geringen
Teile wiederkehrte.

IV. Anwendung der beschriebenen Methode.

Ist man vor die Aufgabe gestellt, eine ganze Pflanzen-
familie zu untersuchen, so mufl man, um die zu verschiedenen
Zeiten ausgefithrten Untersuchungen miteinander vergleichen
zu konnen, die beobachtete Himolyse von zwei Gesichtspunkten
aus werten:

Erstens stellt man die Zeit fest, die vom Xinlegen des
Schnittes in Blutgelatine bis zum Xrscheinen der ersten Hi-
molysespuren verstreicht. Diese Zeit ist in der folgenden
Tabelle angegeben.

Zweitens wertet man die GroBe des hiamolytischen Hofes
eine bestimmte Zeit nach dem ersten Auftreten der Himolyse
und bezeichnet je nach seiner GréBe die Hamolyse als sehr
schwach, mittelstark, stark, sehr stark. Als Zeitintervall wurde
bei stark wirkenden Drogen '/, bis */, Stunde, bei schwach
wirkenden 1—2 Stunden angenommen. Beim Vergleich wvon
Schnitten, die von verschiedenen Pflanzen stammen, ist aller-
dings der SchluB von; der Stirke der Himolysewirkung auf
die Menge des Saponins nur dann berechtigt, wenn es sich
um Saponine von gleicher Himolysewirkung handelt. Un-
erldBlich ist diese Art der Betrachtung, wenn man . frische
und trockene Pflanzen oder zu verschiedenen Zeiten angestellte
Untersuchungen miteinander vergleichen will. Nach diesen
Gesichtspunkten wurde eine Anzahl von Xaryophyllazeen
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untersucht. Bei den behandelten Pflanzen handelt es sich zum
GroBteil um alte Herbarexemplare, von welchen oft nur
kleinste Bruchstiicke erhiltlich waren, die anderen selbstge-
sammelten hatten ein Alter von zirka einem Jahr*. Bei der
Auswahl der Pflanzen wurde besonders darauf Gewicht ge-
legt, eine moglichst grofie Anzahl von Gattungen zu behandeln,
um dadurch einen Uberblick iiber die ganze Familie zu
gewinnen.

Gemeinsam mit Hubert Schropp.

Zeichenerkldarung in der Tabelle:

Die Himolyseintensitit in dem betreffenden Pflanzenteil
ist in der entsprechenden Rubrik mit horizontalen Strichen
unter der die Wasserstoffionenkonzentration der Gelatine be-
zeichnenden Zahl angedeutet:

4 Striche sehr starke Hamolyse,

3 ’ starke ’

2 ” mittelstarke .

1 Strieh schwache "

kein Strich sehr schwache Himolyse.

Eine Null bezeichnet keine Hidmolyse in allen vier Puffern.

Aus folgenden Tabellen (S. 296-—303) ist ersichtlich, dafB
die Saponine weit verbreitete Inhaltsstoffe in der Familie der.
Karyophyllazeen darstellen, wie die herausgegriffenen Gat-
tungen zeigen. Die bei einigen Pflanzen durchgefiithrten
Cholesterinversuche bestitigen die Eindeutigkeit des Saponin-
nachweises. Beziiglich der Typen wire zu bemerken, daB
beide in den Karyophyllazeen vorkommen. Der Typus I scheint
vorzuherrschen.

Handelt es sich aber darum, alle Pflanzen einer einzigen
Gattung zu untersuchen, von der einige Vertreter schon in
der Weise, wie oben gezeigt, behandelt wurden, so ist es nicht
nétig, ganz genau das Auftreten der Himolyse zahlenmiBig
zu erfassen wie vorher. Es geniigt vielmehr, nur mit einem
Puffer zu arbeiten und die H#molyseintensitit ungefihr zu
schiitzen, was nach einiger Ubung leicht gelingt. Diese Arbeits-
weise wird auch dann beobachtet, wenn man sich nur ver-
gewissern will, ob iiberhaupt Saponin in der Pflanze vor-
handen ist.

Wie in den Tabellen auf S. 304—313 bewiesen wird, ver-
halten sich beziiglich des Vorhandenseins oder des Fehlens
von Saponin die Arten einer Gattung in den meisten Fillen
gleich.

t Das Herbarmaterial stammt aus dem Naturhistorischen Museum in Wien.
Es sei auch an dieser Steile Herrn Hofrat Keissler fiir sein grofes Entgegen-
kommen bestens gedankt.
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Karyophyllazeen Wurzel Stamm Blatt
Acanthophyllum squarrosum 0 61 74 84 10
Boiss. 0 0 0
61 74 81 10061 74 84 10-
Achyronychia Parryi Hemsl. s eI
5 Minuten 5 Minuten
0 61 74 &4 100
Allochrusa versicolor Boiss. = == =
35 Minuten
61 74 84 100 174 84 100‘
Alsine aizoides Boiss. === = == = == ==
25 Minuten 25 Minuten

<
—
e
®
e
—
<

Alsine peploides (L.) SLi=
Wahicaberg

30" 4h 4h 30
174 &4 10061 74 84 100/6:1 74 84 100
Arenaria serpyllifolia L. | = =% =55 = = == == = = =
2 Minuten 2 Minuter 2 Minuten
0 61 74 84 10:0
Buffonia brachyphylla Boiss.
12k 0 0 12b
Colobanthus subulatus 0
Hock f.
0 0
Cometes abyssinice R. Br.
Cucubalus baccifer L.
61 74 84 100161 74 84 10:0/6'1 74 84 100
Dianthus barbato-chinensis L. | = = = =~ — — =/ == == =/
10 Minuten 10 Minuten 3 Stunden
Dicheranthus plocamoides 0 0
Weeb.
0 0

Drymaria cordata Willd,
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| Blite
Frucht Same
I Kelch Korolle StaubgefiBe
61 74 84 100061 74 84 100 0 61 74 84 100
|40' 4h1zh 0 (35 407 40 40° PR
lo1 74 84 200
_——5~iimuten
0
61 74 84 100
H5 ‘Imute:—%
|62 T4 84 100 61 T4 84 100
5 Minuten 1 Stunde :
0 0 0 ‘
|
0 | 61 74 84 100
20 Minuten |
Jo1 7484 100 0 iTied 10
10 Minuten 5 Minuten |
617484 100
:5zht_ﬁ§en_ﬁ—j
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Karyophyllazeen Wurzel Stamm Blatt
Droni . L o 61 74 84 100
spinosa L.
rypis spinosa 100 0 0 168
61 74 84 10061 74 84 100/6:1 74 84 100
Gypsophila elegans Bieb., |= = = == ~——~ T T |/ = = ==
8 Minuten 3 Stunden 1 Stunde
Heliosperma chromodonium
R ohrb.=3%lene chromodonta
Herniaria cinerea D C.
61 74 84 100
Loeflingia hispanica L. ====
5 Minuten
Lyallic Kerguelensis Ho ok. 0 0
Lychnis coronaria (L) Desr.
Moehringia muscosa L.
61 7-4 84 10-0(6'1 7-4 84 10-0/6'1 74 84 100
Moehringia trinervia Clairv. | = = ===~ =~ =— :: === T
5 Minuten 5 Minuten 5 Minuten
61 74 84 10061 74 84 100
 Pterocoptis pyrenaica Berger = E == == =
10 Minuten 10 Minuten
Pteranthus echinatus Dest. 0 0
Pycnophyllum Lechlerianum _6._1. 7484 EQ
Rohrb. 3 Stunden
Queria hispanica L1l 0
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Bliite ;
Frucht : Same
Kelch Korolle Staubgefiife
0 0 k
017484 100061 74 84 10061 1454 100 B
S Vimten |16 S |10 S
61 74 84 1004
%_“25-)[;1_‘;1;0311
174 84 109
gz):;ﬁn-ien
o1 74 84 100
10 Minaten
|
61 74 8 4 100

15 30 30’ 1h
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!
Karyophyllazeen Wurzel Stamm Biatt :
61 74 84 10061 74 84 10061 74 84 100
Sagina nodosa (L.) Bartl. [/= = = =~ — — — = = = ::{
15 Minuten 20 Minuten 20 Minuten ,
Sagina procumbens L. 1
Presl i
_ ] o
- - !
Sagina subulata (Sw.) !
L Wurzelholz j )
Saponaria officinalis L. (_’?{ _g izf i__gﬂ 74 84 100 !
"5 Minuten | 15 Minuten f
|
Schidea Koealae Wawra 0 0
61 74 84 100 I
Scleranthus annuus L. |7 == == == 0 0 |
2 Stunden ;
!
Silene densiflora Urv. 0 !
Stlene coeli-rosa (L.) &. Br. = .
= Viscaria cardinalis |
|
Spergularia arvensts 6: Z_: ?__.__% gﬁ__f z__lt _8:4_ _1;(1_96__1, 2 2 100
Cambess. 10 Minuten 8 Minuten 5 Minuten :
Spergularia azorica Lebel. I
d
61 74 84 100
Sphaerocoma AucheriBoiss. e
10 Minuten
i
Stipulicida setacea Michzx. 0 0 0 ‘
61 74 &4 10061 74 84 100
Telephium Imperati L. = ==
30 40" 45" 0 130’ 40 45 0
!
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Bliite

Frucht

Kelch

Korolle

Staubgefille

Same

617484 100

6174 84 100

20 Minuten

>
—

30 1

-3
.
@
N

|
|
i_

[ =

0.

—_
Kot

finuten

far}

1

i

1
J

5 Minu

-1

N
[0’s]

4

il
il
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e

100
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e
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Karyophyllazeen Wurzel Stamm Blatt
. 61 74 84 10061 74 84 100/61 74 84 10:0
Tunica saxifrage (L) Scop. == = = ==~ = = =~ —
10 Minuten 10 Minuten 20 Minuten
0

Uebellinia abyssinica

Hochst.

Vaccaria grandiflora Jaub.

§__ 1 748410061 74 84 10:0/6:1 74 84 10°0
und Spach. - —

Lo
(‘

Minuten 20 Minuten 30 Minuten

Velezia rigida L.

Gemeinsam mit Herta Newesely:

Die Hiamolyseintensitit wird mit XKreuzen bezeichnet,

u. zw. 5 Kreuze sehr stark, 4 stark, 3 mittelstark, 2 schwach
und 1 Kreuz sehr schwach. Keine! Himolyse wird mit einer
Null bezeichnet.

Aus der nachstehenden Ubersicht (8. 304—313) 148t sich

folgendes deutlich erkennen:

1

o

Die untersuchten Gattungen der Karyophyllazeen zeigten
in ihren Arten entweder durchgehend das Vorhandensein
von Saponin oder dessen Abwesenheit.

Eine Ausnahme bilden lediglich Dianthus ecallizonus,
Dianthus petraeus, Arenaria tetraquetra und wenige Alsine-
Arten, die frei von Saponin zu sein scheinen. Diese Un-
stimmigkeit mag vielleicht darauf zuriickzufiihren sein,
daB von den als saponinfrei gefundenen Pflanzen nicht
alle Teile zur Verfiigung standen und untersucht wurden,
denn gerade im nicht untersuchten Teil konnte Saponin
vorhanden sein.

. Beziiglich der Verteilung des Saponins in den einzelnen

Pflanzenteilen verhalten sich die untersuchten Pflanzen-
teile verschieden. Bei einigen Pflanzen konnte in allen
untersuchten Teilen Saponin nachgewiesen werden, bei
anderen hingegen nur in einzelnen Teilen. Im letzteren
TFalle gewinnt man den Eindruek, da die Samen hiufiger
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Bliite ‘1
Frucht Same
Kelch Korolle Staubgefifie
6174 54 100(6:1 74 84 10061 74 84100 6174 84 100
:l‘Oz;Iiite—r-x—— :10&1;1;;1— 15 Miouten :;—L—T—ﬁrﬁen:
0 0 |617484100
5 Minuten
61 74 84 100 61 74 8:4 100 6174 84 100f
30 Minuten 20 Minuten 3 Minuten
0 6174 84 100
:55 inuten

und mehr Saponin enthalten als die {ibrigen Pflanzenteile.
Auf die Samen folgen die Bliiten.

3. Es ist auffallend, daB im Samen sich hauptsichlich der
Keimling durch Himolysewirkung auszeichnet. Wenn
sich im Nidhrgewebe aber dennoch Saponin nachweisen
14B8t, so gewShnlich nur in geringerer Menge als im Keim-
ling. Die Samenschale war mit Ausnahme von Cucubalus
baccifer und Saponaria multiflora alba frei von Saponin.

Untersuchung einiger Solanazeen.

Im AnschluB daran sei noch iiber einige Solanazeen be-
richtet. Diese waren zum Teil schon vorher als saponinhaltig
bezeichnet worden (Domin guez und Mitarbeiter). Da aber
aus den Angaben der ‘Autoren nicht ersichtlich ist, in welcher
Weise sie das Saponin feststellen, so muB man annehmen, daB
hiezu die Himolyse in vitro Anwendung fand. Dabei wiirde
natiirlich Solanin, dessen Anwesenheit bei Solanazeen hiufig
ist, sich von den eigentlichen Saponinen nicht unterscheiden
lassen. Durch die Untersuchung in Blutgelatine tund mit Be-
riicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration 148t sich
diese Frage mit ziemlicher Sicherheit beantworten. Es wurden
drei Gelatinen von pg=—6-1, 84 und 10-0 verwendet.

Pflanzenteile, die Himolyse gaben, wurden als positiv,
solche, die keine Himolyse zeigten, als negativ bezeichnet. Die
Zahlen geben die verwendeten pm an. Aufstellung S. 331—333.
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Wurzel Stamm
Karyophyllazeen

Holz |Rinde| Mark | Holz {Rinde} Mark

Arenaria caespitosa Phil.

- graminifolia Arduin 0 0 0
» grandifiora Coss. et
Wilk. 0 oo
» lanceolata All. TP PR | P
» pungens Clem,
- purpurea Pers. PriT T
" tetraquetra L. 0 0 0
Alsine corymbulosa Boiss. 0 0 0
” asciculata Wahlen-
faseieule re ol oo lo |+ 10
» globulosa C. A. Mey. 0 0 0
» Juniperina Wahlen-
’ berg 0 0 0
» laricifolia Crantz 0 0 0

» lniflora Vis.

pinifolia Fenzl

» procumbens Fenzl 0 0 0 0 0 0

» r0strata Fenzl 0 0 0 0 0 0

» verna Wahlenberg 0 0 0 0 0 0

Buffonia tenuifolia L. 0 0 0 0 0 0

Cerastium alpinum (L.) 0 Y 0
” Biebersteinit De.

Boissiert Gren.
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E;gﬁ'_ - Blite .Frucht Same Anmerkung
Kelch| Ko | fratt, | Setuoct reif [unreif| schale| Gan. |Keiml.
0 0 |FiF
0 0 | Tft
0 O |t | ¥+ | O
O [ FHFF [FPPHTH T
0 0 |7t
aasRaandSaand I iauna
0 0 0 0 0
T
0 0 0 | 0 |t
0
T 0 0 0
0 0 0
10 0| 0} o0
0
0 0 0 0
0 0 0 0 : . ASame
0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0
0 0 0

20*
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Wurzel Stamm
Karyophyllazeen Blatt
Holz [Rinde| Mark | Holz {Rinde Mark

}
Cerastium caespitosum Triana 0 ‘ 0 0 0 0 0 ]!7 0

” glomeratum Thuill 0 0 0 0 0 0 0
" glutinosum obscurum 0 0 0 0 0 0 0
” ovatum Schur. 0 0 ] 0
- pennsylvanicum

Hornem.
" semidecandrum L. 0 0 0 0
n tomentosum L.

Cucubalus baccifer L.

Dianthus alpestris Stern-
berg

—k

—~f
e
—ate

arenarius L.

.
—is
—h

e
<
Y

N
)
—p
o

<

atrococcineus

" banatlicus Heuil.

e
~F
—fa
e
<
=l
—fe

” barbatus L.

e
~F
=
=
e bl
ot
—~t
<)
~l
—~f
~l

chinensis L. TTIT

callizonus Schott 0 0 0 0 0 0

-
<
<

Carthusianorum L. T 0 0

» Caryophyllus L.

” graniticus Jord.

» hybridus Schmidt

KEnapiti Aschers 0 0 0 0

neglectus Loisel.
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Blatt- Bliite Frucht Same
epid. Ko~ Staub-| . ; Nihr- Anmerkung
Kelch| ro)e | Fruik. | gopspe| reif junreifl schale) goy. | Keiml.
0ol 0] o] o0 o0 o
R
S0 b0 oo - : ‘
”«f 0 000 oo o
o | 01 0,0
— i | i i
0 0 lo o 0 0o
i 01010
} j TP T
i 0 | v | W
TiT | 0 ! 0 | '“—;l;
___.,__! 0 r 0 TTTT;
PO T A O | FFF |77
O 0 FFH R R | P 0 | 0 | ¥
i 0 1 0 |5t
0 oo lo
R R R R B B B A P
0 | 0 97 -
0 | 0 i
0 | § |¥vii ]
0 | 0 |4 |4 0 oo fwe |
I P
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Wurzel Stamm )
Karyophyllazeen Blatt
Holz |Rinde| Mark | Holz {Rinde! Mark
Dianthus pelviformis Heuff.
" petraeus Waldst, 0 0 0 0
l » plumarius L. T | T THT T T
I ” Sternbergéi Sibth. 0 0 0 0
” suavis Willd.
” suchaulis Vill 0 0 0 0 |
" stlvestris Wulf. 0 0 0 +
Gypsophila cerastoides D on. T TR T ’TT'i‘ﬁ‘%
" muralis L. |
” paniculata L.
| » repens L.
. scorzonerifolia Ser. | TYiT (HHiHt i1
» Steveniz 0 IH
» {ranssylvanica
Spreng.
e et s | T 11| |0 [ 0 | 0 | 0
Lychnis calcedonica L. 5 1T FHEF | FivE | 77T | 7TET
»  Coronaria Desr. 0 | ¥
»  Flos cueuli L. TP | Pt THFT [ FEET | diiy | T
»  Flos Jovis Desr. 0 0 0 0
I .  fulgens Fisch. A R R e
[ ,, grandiflora Jacq. L i
|
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Wurzel Stamm
Karyophyllazeen. Blatt
Holz |Rinde| Mark | Holz |Rinde| Mark
Malachium agquaticum Fries ‘h
= Stellaria aqualica
Melandrium album (OLi11) | 0 | _O_j
o plmom (Welg) i Ly AR
Paronychia serpyllifolia D C. YEOLTTTE T | FET
i
Saponaria bellidifolia Sm. f
- multiflora alba O e |—“
., ocymoides L. B | P | T e
Silene acaulis L.
» Armeria L. T ETTT Tl OTEY { FTTTT
» Asterias grandifolia \ ]
Griseb. 1 L
-  Bergeri f
. dichotoma Ehrh. 0 T | Tt TTiT
» Fortunei Vis. ]
. inflata Sm. PR R
. maritima With. H | | T Pt
,  nutans L. 0 |ttt # | ]
. Orientalis Mill.
» pendula L.
»  pseudo-Atocion Guss. 0 71T ¥ ¥ 0 ¥t
»  Reichenbachii Vis. 0 0 0 1] 0 0
» reticulata Fenzl. 0 [F71t 0 0 0
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Bliite Frucht Same
Ela;fit‘ : Anmerkung
D% Relch| X0 | pan. g;’;ﬂ’; reif |unreif| sehale *;i‘,?f_' Keiml.
o010
01 00 || o0 |
|
t
O TR | T i
4L ! ‘ Hﬁutige Neben-
H—Y_ I blatter O
| 0 | 0 |+
, .
ven | as |
TTE | FET L
FEE T TR R O | g [ Geiftel
Same .
Fe [HE] TP 0 | o pai ) N G e
0 0 |
0 | 0
0 |4 | [4HiE] 0 i) 0 | 0 [+ Gl pre ]
1
(UNE VR v
0 | FF | FFF | T v it
it 0 0 |
FOUE | T 0
0 0 it
0 1 0 |97t
£ 1| |0 P 0| 0 | g | s der Ko-
ol oo o] o 01 0 |+t
s .. | Nagel d -
0 | O | it [+ 0 0 | o || Ve S
| !
l .
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Wurzel Stamm
Karyophyllazeen Blatt
Holz |Rinde| Mark | Holz |Rinde| Mark
Silene rupestris L. Tt | 77t 0 T T
»  Saponaria Cav.= glauca it o P

» Schafta Gmel.

» ltatarica Pers.

» Zawadskii Herbich 0 0 0 +
Stellaria medea Cyrill. 0 0 0 0 0 0
» uliginosa Murr, 0 0 0 0

Viscaria alpine (L) Don,

» candida

» coerulea

” Dunetty

» elegans picta

vulgaris Rohl e

(= Lychnis Viscaria L.) Tt | T

—p
—i
—k
—~j
~
-
—f=

Solanazeen,
1. dcnistus arborescens Schlecht.
Positiv: Same: stark, wenig ansteigend von pu == 6-1 nach
PEH= 10'0.
2. Acnistus cauliflorus Sehott.

Negativ: Blatt.
Stengel.
Bliite.
Fruchtknoten.

3. Capsicum microcarpum Cav.

Positiv: Same: sehr stark. _
Blatt: mittelstark. In allen Puffern gleich.
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Blatt- Bliite Frucht Same Anmericung I
ePd g elch e | Pt | Se2ed] Teif funteif| Schale| ‘gon | Keiml.
taam I s IR s R a I 0010 Griffel $++
FEH | FEE [ $9PF ) AT T 0 | 0 | fft| Griffel {ff
0 | 0 |fiTT 1
0 0 | TiTT
0 0 0 ] Tt 0 0 7Ty
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0] 0 | §F
0 | ¥ | 177
0 | +#r 1 0
(AN A o
0 | ff | fif
1 T FH Same i

Negativ: Stengel.
Perikarp.

4. Cestrum Parqui LHevit.

Positiv: Blatt und Blumenblitter: stark.
Stengel: sehr schwach. ‘
Perikarp: schwach. In allen Puffern gleich.

Negativ: Same.

5. Cestrum pseudoquinoa Mar t.

Positiv: Blatt sehr stark. Etwas ansteigend von zgx=6-1 bis
PH = 10-0.

Negativ: Stengel.
Bliite.
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Positiv:

Negativ:

Positiv:

Positiv:

Positiv:

Negativ:

Positiv:
Negativ:

Positiv:

Negativ:

Negativ:

Negativ:

R. Fischer

6. Cestrum Sendtnerianum Mart.

Blatt: sechwach. Etwas ansteigend von pg= 61 nach
PH = 10'0.

Bliite.

7. Cestrum sessiliflorum Schott.

Blatt: sehr stark. In allen drei Puffern gleich.
Bliite: sehr stark. In allen drei Puffern gleich.

8. Solanum augustifolivzx 1Lia m.

Blatt und Stengel: sehr stark. Im py — 6-1 ansteigend
nach py=10-0.

9. Solanum bonariense L.
Blatt: sechwach, ansteigend von pg==61 nach
pH g 100.
Stengel.
Same.

10. Solanum Capsicastrum Link.

Mesokarp: schwache Hémolyse in pg = 6-1.
Blatt.

Exokarp.

Samenschale.

Endosperm.

11. Solanum chenopodium F. Muell.
Perikarp: sehr schwach, etwas ansteigend nach
pH: 100.

Same.
Blatt.
Stengel.

12. Solanum giganteum J acaq.

Blatt.
Stengel.
Perikarp.
Same.

13. Solanum grandiflorum Des 1.

Blatt.
Stengel.
Knospe.
Same,
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Gleichzeitig wurden alle hdmolytisch wirkenden Solana-
zeen mit Selen-Schwefelsiure gepriift. Bei keiner einzigen
Pflanze konnte ein positives Resultat erzielt werden.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist es also nicht wahr-
scheinlich, daf die untersuchten Solanazeen Solanin enthalten.
Es ist zwar die Moglichkeif vorhanden, dafl in diesen Pflanzen
neben Saponin auch Solanin vorkommt. Das Saponin miiite
aber dann einen Typus II haben, der imstande ist, die Himo-
lysewirkung von saurem Medium ungefihr auf das gleiche
Niveau zu bringen, wie das Solanin im alkalischen. Viel wahr-
scheinlicher aber ist die Deutung, daB es sich hier nur um ein
Saponin vom Typus I handelt, insbesondere wenn man den
negativen Ausfall der Farbreaktion auf Solanin beriicksichtigt.

Zusammenfassung.

Die bereits in einer friiheren Arbeit zum Nachweise von
Saponin in der Pflanze angegebene Methode der Blutgelatine
wird weiter ausgebaut.

Im ersten Abschnitt wird ausfiihrlich die Bereitung der
Blutgelatine beschrieben. Es werden Gelatinen mit vier ver-
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen hergestellt, u. zw.
pa= 61, 7-4, 84, 10-0. Ferner werden die zu befolgenden Vor-
sichtsmaBregeln bei der Herstellung von Schnitten durch
Pflanzenteile zwecks Lokalisationsbestimmung und das Ein-
legen derselben in die Blutgelatine! angegeben.

Im zweiten Abschnitt wird der EinfluB der pm auf die
Himolyse beriicksichtigt. Durch Verwendung von vier ver-
schieden gepufiferten Gelatinen ist es moglich, den Typus der
Saponine zu erschlieBen, wenn man die Himolyseintensitit in
den vier Puffern vergleicht. An Hand einiger Beispiele wird
der Beweis erbracht, daB8 die Unterscheidung von Typus I
und II sowohl bei einem sauren als auch bei einem neutralen
Saponin moglich ist. Ebenso 148t sich das Solanin auf diese
Weise von den eigentlichen Saponinen unterscheiden.

Zur sicheren Identifizierung wird die Entgiftbarkeit der
Saponine durch Cholesterin benutzt. Durch Kochen eines
Schnittes in Cholesterinlosung verschwindet die Himolysewir-
kung; das Saponin wurde durch das Cholesterin in der Zelle
gebunden und dadurch entgiftet. Mit siedendem Xylol 148t
sich aber die Saponin-Cholesterinverbindung, die ja in der
Zelle noch vorhanden ist, spalten, dadurch wird das Saponin
wieder frei und kann, in Blutgelatine gebracht, wieder Hamo-
lyse hervorrufen. Da aber die Entgiftbarkeit durch Chole-
sterin und die Spaltbarkeit des Cholesterids eine typische
Eigenschaft der Saponine ist, erscheint dadurch die Unter-
scheldung von anderen himolytisch wirkenden Stoffen mog-
lich, wie an Hand zweier Beispiele bewiesen werden konnte.
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Im vierten Abschnitt wird die Methode praktisch ange-
wendet. Vorerst wird die genaue Ablesung und die Auswertung
der Hiamolyse erldutert und in dieser Weise eine Anzahl von
Karyophyllazeen (37 verschiedene Gattungen) untersueht, um
einen Uberblick iiber die Familie zu gewinnen. Es wird hie-
bei festgestellt, daB der GroBteil der untersuchten Gattungen
saponinhaltig ist und daB das Saponin meist dem Typus I
entspricht. Da es aber nicht immer notwendig ist, die Ablesung
so ausfiihriich durchzufiihren, wurden in vereinfachter Weise
weitere Karyophyllazeen untersucht, wobei von jeder Gattung
moglichst viele Arten behandelt wurden. Aus der, Aufstellung
kann geschlossen werden, daf sich die Arten einer Gattung
jeweils gleich verhalten. In den Samen findet sich das Sa-
ponin hauptsidchlich im Keimling.

Einige untersuchte Solanazeen lieBen nur die Anwesen-
heit von Saponin erkennen. Solanin konnte keines nachgewiesen
werden.
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