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BAND VIII 19%7 HEFT 3/4

Ein einfacher Saponin-Nachweis.
Von E. MULLER-HOSSLY.

(Mitteilung aus dem Kantonalen Laboratorium Schaffhausen,
Vorstand : Prof. Meister).

Bei der Untersuchung einer Limonade, die wegen der Bildung von
schwachem aber bleibendem Schaume eines geringen Saponinzusatzes ver-
déchtig war, versagte das rein chemische Verfahren von Brunner,!) zum
Nachweis desselben vollstiindig. Beim Studium der Literatur erscheint dies
auch wohl begreiflich; denn bei allen Arbeiten, die sich mit diesem Nach-
weis beschiftigen, betrug die Menge des zugesetzten und dann wieder auf-
gefundenen Saponins 200 und mehr mg per L. Mit solchen Mengen wird
man aber in der Praxis nicht oft zu rechnen haben, denn die Schaumkraft
des Saponins ist eine so grosse, dass sich schon wenige mg im L. deutlich
bemerkbar machen, und der Fabrikant es gar nicht notig hat, derartig
grosse Mengen zuzusefzen, um seiner Limonade die gewiinschten Eigen-
schaften zu verlethen. Zudem wird der Nachweis nach Brunner, wie schon
Sormani ®) bemerkt hat, durch die Anwesenheit von Farbstoffen auf das
empfindlichste gestort. Diese Farbstoffe lassen sich mit Tierkohle, Bleiessig
oder #hnlichen Mitteln vom Saponin nicht trennen und koénnen die Farben-
reaktion geradezu verunmoglichen.

Zuverlissiger und auch empfindlicher scheint das Verfahren von Rosen-
8 I

thaler ®) zu sein. Die Saponine werden dabei durch Hydrolyse in Sapogenine
iibergefiihrt, diese lassen sich leichter ausziehen, und die Farbstoffe bleiben

TESULN. 65, 8 1197,
*) Ebendaselbst, 23, S. 561.
%) Ebendaselbst, 25, S. 154.
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dabei fast ganz in der wéissrigen Losung zuriick. Rosenthaler hat auf
diese Weise noch 100 mg im L. nachgewiesen; die Auffindung von sehr
geringen Mengen diirfte aber auch hier auf grosse Schwierigkeiten stossen.

Neben den rein chemischen Verfahren sind deshalb auch die hédmoly-
tischen Higenschaften der Saponine von verschiedenen Seiten zu deren Nach-
weis herangezogen worden. Riihle!) verwendet dabei die nach Brunmer er-
haltenen Riickstinde. Die Farbstoffe storen die Reaktion nicht, und die Em-
pfindlichkeit diirfte nichts zu wiinschen iibrig lassen ; aber das Verfahren bleibt
sehr umstindlich und zeitraubend. Rusconi %) dagegen verzichtet auf die Isolie-
rung der Saponine, er verwendet die Fliissigkeiten direkt, und durch Anwen-
dung aller Vorsichtsmassregeln gelingt es ihm, im Selterswasser noch 25, im
Bier noch 100 mg per L. nachzuweisen. Die hiimolytische Wirkung derartiger
Verdiinnungen ist aber ausserordentlich gering und es ist stundenlange
Einwirkung im Thermostaten notwendig, um dieselbe sichtbar zu machen.

Auch mir schien die Hamolyse das einfachste und sicherste Mittel zum
Nachweis der Saponine zu sein, aber nicht in den nach Brunner oder eventuell
nach Rosenthaler isolierten Riickstédnden, sondern in einer auf ausserordentlich
einfachem Wege zu erhaltenden konzentrierteren Losung.

Die Eigenschaft von manchen schaumbildenden Korpern, an die Ober-
fliche zu gehen, sich im Schaume anzureichern, soll zwar schon frither an
Seifenblasen beobachtet worden sein?), sie scheint aber keine grosse Be-
achtung gefunden zu haben und in der Literatur diirfte kaum etwas dar-
iiber zu finden sein. :

Beim Arbeiten mit Saponinlosungen glaubte ich nun die Beobachtung
zu machen, dass das Saponin diese Higenschaft in ganz besonderem Masse
besitzt und begann systematische Untersuchungen dariiber anzustellen. Die
Versuche wurden in folgender Weise durchgefiihrt:

Je 500 ¢m?® Saponinlosung wurden in einen 1000 cm? Cylinder gebracht,
der Cylinder wurde in einen grossen Trichter gestellt und durch ein bis
fast an den Boden desselben reichendes Glasrohr ein Luftstrom eingeblasen.
Der dabei gebildete Schaum fiillt zuniichst den Cylinder, schiumt {iber,
sammelt sich im Trichter, zerfliesst allmihlich und tropft in das darunter
stehende Messgefiiss ab.

Es sollte nun zuniichst festgestellt werden, in welchem Masse dabel
eine Anreicherung stattfindet, wie sich die Konzentration des iibergehenden
Schaumes bei fortschreitendem Abschiiumen und bei verschiedenen Konzen-
trationen #ndert. und ob das Ueberschiumen idhnlich einer fraktionierten
Destillation durchgefiihrt werden kann. Natiirlich lassen sich bei dieser
Versuchsanordnung die einzelnen Fraktionen nicht scharf trennen, da schon
im Trichter eine teilweise Mischung derselben eintritt; aber immerhin war

% 2. U. N. G. 23, 5. 566.
") Ebendaselbst, 25, S. 154.
% Persénliche Mitteilung von Physiker P. Habicht.
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zu erwarten, dass auf diese Art ein ungefihres Bild vom Verlauf des Pro-
zesses zu erhalten sei. In der folgenden Tabelle finden sich die erhaltenen
Resultate zusammengestellt.

Versuch Nr. | 2 3 4 5 6 7
Gehalt der urspr. Losg. mg p. L. 900 450 225 90 45 9 90
Gehalt der 1. Fraktion » » » — 804 490 264 760 370 990
» » 2. » » » » 1224 680 500 296 — — —
» o3 » N —_ 760 510 388 — e
» S b » I — 804 576 — e aui =7
» » 5_‘ » $ .3 = 776 784° — o = 20
» i » » » » 1066 744 — — - - —
» DI » » »  » ok 680 o S e pal 9]
» » 8. » S — 640 — - - - —
» > 9, » SR 909 2768 A — e S
Total sind iibergegangen em®. . 435 270 165 80 26 13 30
Der Riickstand betrug em?® . . 656 230 335 420 475 987 470

Gehalt des Riickstandes mg p. L. 184 116 72 20 g8 — —

Das verwendete Saponin enthielt 109, Feuchtigkeit. Die Zahlen der
Tabelle beziehen sich auf Trockensubstanz. Die Gehalte der einzelnen Frak-
tionen wurden festgestellt durch Eindampfen eines bestimmten Anteils der-
selben. Der erhaltene Riickstand wurde getrocknet und gewogen. Die Ver-
suche 1—5 sind ungefiihr unter denselben Bedingungen durchgefiihrt worden.
Bei Versuch 6 wurden 1000 em? Fliissigkeit angewendet, da von nur 500 ¢cm?
nichts mehr iiberzutreiben war. Beil solchen Verdiinnungen wird das Ab-
schiiumen zweckmiissig durch Abheben des Schaumes mit einem Glasstab unter-
stiitzt. Bei Versuch 7 wurde mit viel schwiicherem Luftstrom abgeschiumt.

Aus den Zahlen der Tabelle ergibt sich nun, dass der iibergehende
Schaum von Anfang bis zu Ende ungefihr dieselbe Konzentration besitzt,
und dass die eigentliche Anreicherung unabhiingig ist von der Konzentration
der urspriinglichen Losung. Bei Versuch 1 und 2 sind die hdheren Kon-
zentrationen des Abgeschiumten lediglich bedingt durch den hiheren Gehalt
der mechanisch mitgerissenen Fliissigkeit, der sich namentlich bei den ersten
Fraktionen von Versuch 1 stark bemerkbar macht. Bei Versuch 3 und 4
beobachten wir ein allmihliches Ansteigen der Konzentrationen. KEs riithrt
das davon her, dass sich im Trichter im Verlaufe der Operation immer
mehr gut abgetropfter, von mechanisch mitgerissener Fliissigkeit befreiter
Schaum ansammelt, der beim Zerfliessen eine entsprechend konzentriertere
Losung gibt. Bei diesen Versuchen tritt demgegeniiber der Gehalt der mecha-
nisch mitgerissenen Fliissigkeit zuriick. Dass der gut abgetropfte Schaum
tatsiichlich eine viel hohere Konzentration aufweist, bestitigten einige Ver-
suche, bei denen Gehalte von 1000 und mehr mg p. L. gefunden wurden,
unabhiingig von der Konzentration der urspriinglichen Lisung. Auf diese
Erscheinung ist auch der verhéltnismissig hohe Gehalt des Uebergegangenen
von Versuch 5 zuriickzufiihren.
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Dass es durch Abschiumen gelingt, alles Saponin aus der Lisung aus-
zutreiben, zeigt die Untersuchung des aus der zuriickgebliebenen Fliissig-
keit durch Abdampfen erhaltenen Riickstandes. Derselbe hat keine Schaum-
kraft mehr, er himolysiert auch nicht und besteht demmnach aus Verun-
reinigungen des verwendeten Saponins.

Wenn man bei den Versuchen 1—6 die Menge des Abschéumbaren
mit den Saponingehalten der urspriinglichen Flissigkeiten vergleicht, so
zeigh sich, dass die Werte ungefithr proportional sind. Man kann also aus
der Menge des Uebergegangenen schon einen Schluss ziehen auf den Sa-
poningehalt der Liosung. Wie der Versuch 7 zeigt, sind die Zahlen aber
ausserordentlich von den Versuchshedingungen abhéngig. Je schwiicher der
Luftstrom, desto weniger Fliissigkeit wird natiirlich mechanisch mitgerissen,
um so konzentrierter ist der iibergegangene Schaum. Immerhin wire es
wohl denkbar, bei Anwendung einer konstanten Apparatur das Saponin auf
diese Weise mit geniigender Genaunigkeit zu bestimmen.

Fiir den Saponinnachweis wertvoll erscheint nun die ausserordentlich
starke Anreicherung, die namentlich bei sehr kleinen Gehalten durch Ab-
schiumen zu erreichen ist. Selbst aus den verdiinntesten Losungen erhilt
man damit Gehalte von iiber 300 mg per L., und bei diesen Konzentrationen
ist der Nachweis durch H&molyse mit Leichtigkeit zu erbringen, wie die
nachstehenden Versuche beweisen. Die Himolyse wurde dabei stets wie
folgt ausgetiihrt :

1 em?® der zu untersuchenden Fliissigkeit wurde in einem kleinen Re-
agensglischen mit 1 cm?® Blutlosung I (1 cm?® defibriniertes Blut -+ 99 cm?
physiologische Kochsalzlosung) gemischt und die Zeit bis zur vollstéindigen
Klirung der Mischung gemessen. (Am besten verwendet man die kleinen
Reagensglischen, wie sie zum serologischen Nachweis von Pferdefleisch
dienen und hingt sie zur Beobachtung in das zugehorige Reagensglasgestell).

Ueber die Empfindlichkeit der Reaktion bei dieser einfachen Ausfithrung
gibt ung die folgende Tabelle Aufschluss.

Gehalt an Saponin Zur Kldarung gebraucht
1 50 mg per L. mehr als 2 Stunden
2 s e 70 Minuten
3. 20U > iy 3 11 »
4 300 » > > 41 »
a. 400 » » » 3 »
6. 500 » » » 2 »

Die verschiedenen Verdiinnungen wurden mit physiologischer Koch-
salzlosung hergestellt. Die Angaben iiber den Soponingehalt beziehen sich
hier wie auch bei allen spiiteren Versuchen auf das wasserhaltige Produkt.

Gehalte von iiber 100 mg per L. zeigen demnach eine starke, in kurzer
Zeit erkennbare Himolyse. Nun ist allerdings die himolytische Wirkung
von Saponinen verschiedener Herkunft eine sehr ungleiche. Bei sehr schwach
wirkenden Préparaten wird man durch langsames Abschiumen einen mog-



lichst konzentrierten Schaum erzeugen; man wird die empfindlichere Blut-
losung II (S. 118) anwenden und vielleicht auch die Beobachtungszeiten
verlingern miissen. Derartige Priiparate, wie sie z. B. in den Guajacrinden-
Saponinen vorliegen!), waren zur Zeit leider nicht erhiltlich, so dass das
Verfahren nicht auf dieselben angewendet werden konnte.

Finfluss des Zuckergehaltes der Limonaden.

Alle Losungen, mit denen hidmolytische Versuche angestellt werden,
sollten eigentlich vorher auf den gleichen osmotischen Druck wie das Blut
gebracht werden, da namentlich Losungen mit zu kleinen Drucken selbst
hdamolytisch wirken konnen. Der folgende Versuch zeigt aber, dass der
Zuckergehalt innerhalb weiter Grenzen schwanken kann. Erst wenn er unter :
ein gewisses Minimum herabsinkt, tritt Hdmolyse ein.

Zuckergehalt Zur Hamolyse gebraucht

10 g per L. 3y Minuten

B0 2. 5 ix g

D DALY 30 »

30> 3». » nach 3 Stunden unverindert
ARt Sty » 3 » »
1005 i » S » »

Da der Gehalt normaler Limonaden etwa 90 g per L. betrigt, so ist
eine hiamolytische Wirkung von ihnen nicht zu befiirchten. Es fragt sich
nur, ob ein allzu hoher Zuckergehalt die H&molyse nicht zu stark ver-
zogert. Die folgenden Versuche mit Saponinlésungen von verschiedenem
Zuckergehalt geben dariitber Aufschluss.

Zuckergehalt Saponingehalt Zur Hamolyse gebraucht
20 g per L. 500 mg per L. 1  Minute
30 » 5. » BOO. % 9 3 21/3 Minuten
40 »  » » LIRS IR SIS 2%a »
80 » » » 900 » » » 2 »
120.» » » ESeo 111 TSl s 212 »
1603 % » ol T s 2 »
2005 i i3 ol e ety 2 »

Innerhalb weiter Grenzen iibt demnach der Zuckergehalt keinen Kin-
fluss aus auf den Gang der Himolyse.

Linfluss des Cholesteingehaltes des Blutserums.

Bekanntlich kann man die Blutlésung empfindlicher machen, wenn man
die Blutkorperchen durch Zentrifugieren vom Serum abtrennt und damit das
fiir Saponin antihdmolytisch wirkende Cholesterin entfernt, (100 em?® Blut-
losung I werden zentrifugiert; die klare Lisung wird von den Blutkor-
perchen abgegossen und durch physiologische Kochsalzlosung ersetzt). Ueber
die Empfindlichkeit dieser beiden Blutlosungen gegen Limonaden mit ver-
schiedenen Saponingehalten gibt uns folgende Tabelle Aufschluss.

Y-Rithle, Z. U, N.'G. 9%, 8:'192.




il Ll

Saponingehalt Zur Hamolyse gebraucht mit

der Limonade Blutlosung | Blutlosung Il
50 mg per L. nach 3 Stunden unveriindert 2'/z Stunden
100 » » » 140 Minuten 37 Minuten
LS st sty 30 » N »
200 ¥ s ¥ 16 » 51 »
AT RS TR 9 » 5 »
300 » » » 7 » 31q »
400y 4 » 2 g »

Der Unterschied ist ein ziemlich betriichtlicher, und da die Empfind-
lichkeit der Blutlosung II nur gegen Saponine eine erhohte ist, nicht aber
gegen andere hdmolytisch wirkende Faktoren, so ist es prinzipiell richtiger,
die Blutlosung II zu verwenden. Der Saponinnachweis ist mir indessen auch
mit Blutlosung I immer gegliickt, so dass man sich die Entfernung des
Cholesterins in den meisten Féllen wird ersparen konnen.

Versuche mit Limonaden.

Zur Priiffung des Verfahrens wurden nun eine Reihe von Limonaden
mit wechselnden Saponinmengen versetzt. Dieselben wurden zunéchst neu-
tralisiert und dann wurden je 500 em? davon nach der angegebenen Methode
abgeschidumt. Sowohl die urspriinglichen Limonaden als auch die Riick-
stinde und die iibergetriebenen Fliissigkeiten wurden darauthin mit Blut-
losung I hiémolytisch gepriift. Die Resultate finden sich in der folgenden
Tabelle zusammengestellt.

Sohuiie: Menge des Zur Hamolyse gebraucht

Nr. Ueber- - 3, Ueberge-

gehalt gegangenen Limonade Riickstand {iiohatios

1 336 mgperL. - 270 cm? 5 Min,  Nach 2 8t unverindert 22 Min.
2 17 s s oy 130 » g5 » 11/2 »
S 108 a0y 119 » L7005 » 5Ys
4 24 » » » 15 » Nach 2 8t, unverindert » 413 »
5 Ddis iy 8 » » » e
6 o= s 12 -» » » 2
% O 3% 23 .» » » gy
8 5% TS e 20 » » » 20 >

Bei den Proben 7 und 8 wurde von 1000 cm® ausgegangen und das
Ueberschiumen wurde durch Abschopfen des Schaumes unterstiitzt. Selbst
5 mg per L. lassen sich auf diese Weise noch scharf nachweisen. Die iiber-
getriebene Fliissigkeit dieser Probe ist allerdings schon ziemlich verdiinnt,
man kann aber selbstverstindlich mit dem Uebergegangenen das Abschiumen
in entsprechend kleineren Gefissen wiederholen, wenn das erstemal zuviel
Flissigkeit mechanisch mitgerissen wurde.

Dadurch dass man die Riickstéinde selber ebenfalls priift, ist man vor
einer Téuschung durch andere héimolytisch wirkende Faktoren sicher. Tritt
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auch im Riickstand Himolyse ein, so haben wir dieselbe in andern Ursachen
zu suchen (zu kleiner osmotischer Druck, Anwesenheit von andern hiamolytisch
wirkenden Stoffen). Tritt aber im Riickstand keine Hémolyse ein, wihrend
das Uebertriebene hidmolysiert, so ist Saponin mit Sicherheit nachgewiesen.
Natiirlich kann man auch hier zur weitereu Bekriiftigung die Entgiftung
mit Cholesterin vornehmen.

Versuche mit Bier.
Nachdem sich das Verfahren bei Limonaden als brauchbar und &usserst
empfindlich erwiesen hatte, war es naheliegend, dasselbe auch auf den Sa-
poninnachweis im Bier auszadehnen. '

Zunichst wurde durch Versuche festgestellt, dass durch das neutralisierte
Bier eine himolytische Wirkung nicht zu beobachten ist. Der Kxtrakt-
oehalt desselben kann innerhalb weiter Grenzen nach oben und unten
schwanken, ohne dass die Hiimolyse beeintriichtigt wird. Auch der Alkohol
des Bieres stort nicht; selbst bedeutend hohere Gehalte wirken noch nicht
himolytisch. Auch beim Bier ist somit als einzige Vorbereitung die Neu-
tralisation erforderlich. Es geniigh aber nicht, das Bier gegen Lakmuspapier
eben neutral zu machen; da die Blutlosungen gegen Siuren empfindlicher
sind als gegen Basen, setzt man Natronlauge zu bis zur deutlichen Blau-
firbung. Die Fliissigkeit soll aber Phenolphtalein nicht réten.

Nun hat aber das Bier selber die Bigenschaft, sehr stark zu schiumen.
Auch beim saponinfreien Bier kann man durch Einblasen von Luft grosse
Mengen Schaum iibertreiben, so dass es fraglich erschien, ob die Methode
trotzdem auch hier anwendbar sei. Der Versuch zeigte indessen, dass durch
die natiirlichen Schaumstoffe des Bieres die Anreicherung des Saponins
nicht verhindert wird. Man findet dasselbe vielmehr in der ersten Fraktion
stets in ebenso hoher Konzentration wie bei den Limonaden und kann es
dementsprechend auch nachweisen. Ueber die Menge des verwendeten Sa-
ponins dagegen gibt uns hier das Abschiumen natiiclich keine Anhalts-
punkte. Die Himolytische Wirkung des Saponins im Bier ist zwar an sich
etwas weniger gross als in der Limonade, aber das Verfahren lisst trotz-
dem an Empfindlichkeit nichts zu wiinschen iibrig. Die folgende Tabelle,
in der einige Versuche enthalten sind, zeigt uns dies. Es wurde stets die
Blutlosung I verwendet und bei allen Versuchen von 500 em?® ausgegangen.

Zur Hamolyse gebraucht

Saponingehalt im Bier im Riickstand im Uebergetriebenen
400 mg per L. 5 Minuten i 5o
FO0=y0n oy 11 » — —
250 » » > 17 » = SEN
200 » » LR nach 5 Stunden wnveriindert ~ 2'/2 Minuten
16055 9% nach 5 Stunden fast klar » Zaes »

60 vy nach 5 Stunden hedentend heller » 2 »
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Zur Hamolyse gebraucht

Saponingehalt im Bier im Riickstand  im Uebergetriebenen
20 mg per L. match 5 Stunden wuveriindert — nach 5 Stunden unverindet 5 Minuten
O e e SR » » 4.0 »

R 3 g e » H » » 2 Stunden

i S R %5, » » mach 5 Stunden unveriindert

Auch hier sind 5 mg per L. noch deutlich nachzuweisen, und damit
ist die untere Grenze der Empfindlichkeit offenbar noch nicht einmal erreicht.

Dass auch andere Schaumkorper in dhnlicher Weise wie das Saponin
sich anreichern lassen, ergaben einige Versuche mit Siissholzextrakt. Viel-
leicht kann dieses Prinzip noch auf andern Gebieten Anwendung finden,
etwa zur Gehaltshestimmung von Préparaten oder zur Reinigung derselben,
event. auch in der Technik, um derartige Schaumstoffe aus verdiinnten
Mutterlaugen oder Abwissern wieder zu gewinnen.

Zum Schlusse sei das Verfahren noch zusammenfassend wiedergegeben :
1. Fiir Limonaden.,

500 em?® (bei Proben mit sehr schwacher Schaumbildung 1000 c¢m?®)
werden neutralisiert (Phenolphtalein) in einen 1000 em?® Cylinder gebracht
und durch Einblasen von Luft moglichst langsam abgeschiumt. 1 em? des
Uebergetriebenen mischt man mit 1 em? Blutlosung (1 em?® defibriniertes
Blut + 99 em?® physiologische Kochsalzlosung) und priift auf himolytische
Wirksamkeit. Zur Kontrolle priift man in gleicher Weise je 1 c¢m?® des
Riickstandes und der urspriinglichen Limonade. Der Riickstand darf keine

Hamolyse mehr zeigen. Die Priifung der Limonade gibt uns einen Anhalts-
punkt iiber die vorhandene Menge.

II. Fir Bier.

Man verwendet stets 500 cm? die man bis zur deutlichen Blaufirbung
von Lakmuspapier neutralisiert. Zur Priifung des Uebergetriebenen ver-
wendet man nur die ersten 5 c¢cm® Im iibrigen verfihrt man wie bei I
angegeben.
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