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VORWORT

Unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. H. Fliick

wurde die vorliegende Arbeit in der Pharmakognostischen Abteilung
des Pharmazeutischen Instituts der ETH ausgefiithrt. Es liegt mir viel
daran, meinem hochverehrten Lehrer fiir sein unermiidliches Interesse
und die wertvollen Ratschlige wihrend der Durchfithrung der Arbeit
meinen herzlichsten Dank auszusprechen

_ Die mir fiir die Untersuchungen in zuverkommender Weise zur Verfii-
gung gestellten Substanzen und Drogen verdanke ich folgenden For-
schern und Firmen bestens:

Doz. Dr. A.Baerheim-Svendsen, Pharmazeutisches Institut der Uni-
versitit Oslo, fiir die Reincumarinderivate;

Dr. K.B.Lenkey, Siegfried AG, Zofingen, fiir das Drogenmuster von
Pimpinella saxifraga var. nigra;

Eidg. Pharmakopéelaboratorium (Vorsteher: Dr. L.Anker), Bern, fiar
Saponin-Standard Ph. Helv, V;

F.Hoffmann-La Roche & Co. AG, Basel, fiir Digitonin.

Herr PD Dr. W.Simon, Organisch-Chemisches Laboratorium der ETH
ermoglichte mir in freundlicher Weise die gaschromatographischen
Trennungen, und Herr Dr. H.P.Jaspersen, Leiter der Wissenschaftli-
chen Zentralstelle des Schweizerischen Apotheker-Vereins, Ziirich,
stellte mir das Beckmann-DB-Spektrophotometer fiir die Aufnahme
der Absorptionsspektren zur Verfiigung. Dafiir spreche ich ebenfalls
meinen besten Dank aus. ~ Fiir die Beratung bei der statistischen
Kontrolle der Himolyseresultate bin ich Herrn Prof. Dr.A. Linder und
fiir die Beratung bei den Hiamolyseversuchen Herrn Prof. Dr. H. Heusser
sehr dankbar.



1. Einleitung und Problemstellung

Die Wirkstoffe von Radix Pimpinellae sind bis heute nur wenig unter-
sucht worden. In norwegischem Material hat Baerheim-Svendsen 5
zuletzt fiinf Cumarine nachgewiesen und isoliert. Weder das friiher
schon vermutete Saponinvorkommen, noch das bereits in verschiedenen
Farben gewonnene dtherische Ol sind aber in letzter Zeit niher unter-
sucht worden.

Radix Pimpinellae wird Jahr fiir Jahr in erheblichen Mengen gehandelt
und dabei auch sehr hiufig verfilscht. Es schien daher angebracht,
einige Punkte des Saponin- urid itherisch Ol-Gehaltes sowohl in quali-
tativer wie auch in quantitativer Sicht zu bearbeiten. Von besonderem
Interesse war die Priifung auch im Hinblick auf die Ubernahme der
Droge in die Series medicaminum der Pharmacopoea Helvetica Ed. VI.

Zur quantitativen Erfassung von Saponinen in Drogen und Priiparaten
wurde die Bestimmung der hdmolytischen Wirksamkeit im Vergleich
mit dem Saponin-Standard Ph. Helv. V ins Supplementum II der Ph.
Helv. V eingefiihrt. Diese Methode beruht auf einer visuellen Festle-
gung der 100%,:- oder Totalhimolyse. Eine solche Ablesung kann bis-
weilen recht schwierig und ungenau sein. Da es. auch nicht iiblich ist,
biologische Wertbestimmungen auf einen Extremwert der Wirkung zu
beziehen, wurde die quantitative Saponmhesnmmung in Anlehnung
an eine Methode von Finhol:29 neu bearbeitet und formuliert. Gleich-
zeitig wurde auch versucht, die Haltbarkeit des zu verwendenden
Rinderblutes durch zweckmaBige, gerinnungshemmende Zusitze zu ver-
lingern.

Die experimentellen Arbeiten am itherischen Ol erstreckten sich vor-
erst auf die Festlegung optimaler Bedingungen zur méglichst quantita-
tiven Isolierung und damit auch zur volumetrischen Gehaltsbestim-
mung. Mit der Diinnschichtchromatographie, die sich nun zur Auf-
trennung lipophiler Gemische als besonders einfach und schnell erwiesen
hat, wurde anschliefend versucht, in die Zusammensetzung der gewon-
nenen Ole Einblick zu erhalten. Besondere Aufmerksamkeit wurde dem
eventuellen Vorkommen der bekannten Cumarine im Wasserdampf-
destillat geschenkt. Blaugefirbte Ole wurden zudem auf Azulenderivate
untersucht. Neben den auf Kieselgel-G-Platten erzielten Trennungen
wurden vergleichsweise auch noch solche mit einem Gaschromato-
graphen durchgefiihrt.



2. Stammpflanzen von Radix Pimpinellae

2.1. Systematik und Nomenklatur in der Gattung Pimpinella L.

Nach dem System von Engler 2* gehort die Gattung Pimpinella L. zur
Familie der Umbelliferae, Unterfamilie Apioideae-Ammineae-Carinae.
Diese auflerordentlich vielgestaltige Gattung ist unter den Umbelli-
feren wohl die am wenigsten einheitliche. Viele Arten unterscheiden
sich durch ihre Wuchsform, Lebensdauer, Ausbildung der Blattspreiten
und hauptsichlich auch durch die Form der Friichte. Die mehrstriemi-
gen Talchen der Frucht sind das einzige gemeinsame Merkmal.

Wegen der zahlireichen, nach allen Richtungen hin vorhandenen, ver-
wandtschaftlichen Beziehungen stieflen die Versuche zur systematischen
Bearbeitung der Gattung stets auf groBe Schwierigkeiten, Abgrenzung
und Bewertung der einzelnen.Arten wurden denn auch mehrmals abge-
andert, was vor allem die Nomenklatur verwirrend beeinfluB3te.

De Candolle 2 hat in seinem «Prodromus systematis naturalis regni
vegetabilis» die Gattung Pimpinella L. in drei Sektionen unterteilt:

I. Tragoselinum
II. Tragium
IIX. Anisum

Tabelle 1 zeigt die Aufteilung der drei Sektionen in die zugehorigen
Species _und Subspecies.

Tabelle 1 -

Die Gattung Pimpinella L. nach pE CANDOLLE

I. Tragoselinum TourNEFORT, MOENCH
(=Pimpinella SPRENGEL, ScHULT, HOPFMANN)

1. P. rotundifolic BIEBERSTEIN

2. P. magna L.
var. rubens DG = P. rubra Horre
var. orientalis GouaAN = P. media HoFFMANN
var. rosea STEVEN = P. dissecta BIEBERSTEIN
var. dissecta DC = P. pratensis THUILLIER

P. laciniata THORE
P. peregrina LE JEUNE

10
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. P. saxifraga L., HAYNE, ScEKUBR, HOFFMANN
= Tragoselinum minus LAMARCK,
~ Tragoselinum saxifragum MOENCH,
P. crispa HorNscRUCH
P. nigra WILLDENOW
P. hircina MOENCH,
P. genevensis VILLARS

var. nigra DC =
var. hircina DC =
. P. lutea DESFONTAINES

. P. aurea DC

. P. ramosissima DC

. P. anisoides BRIGNOLI

-1 O\ UL

II. Tragium SPRENGEL, ScHULT, HOFFMANN

. P. depressa DC
. P. nodosa A’URrv.
. P. Tragium VILLARS

var. glauca DC

var. laciniata DC
11. P. peregrina L.

var. minor VIVIANI

12. P. bubonoides BROTERO
13.. P. villosa ScHOUSB.
14. P. Cumbrae Link
15. P. pseudo-tragium DC
16. P. aromatica BIEBERSTEIN
17. P. diversifolia DC
18. P. Leschenaultii DC
19. P. Javana DC

SO

II1. Anisum ADANSON

20. P. Anisum L.
21. P. Cretica POIRET
22. P. dichotoma L.

Spiter hat Drude 23, der im Werk von Engler-Prantl die Systematik
der Umbelliferen hauptsichlich auf die Anatomie der Friichte aufbaute,
die Gattung Pimpinella L. viel umfassender dargestellt (siche Tabelle 2).

11



Tabelle 2

Die Gattung Pimpinella L. nach ENGLER und PRANTL

Untergatt. I

Untergatt. 11

Untergatt. II1

Sect. 1

Sect. 2

Sect. 3 ‘

Pancicia BENTHAM UND HOOKER
P. serbica BNTH. U. HoOOK.

Reutera BENTHAM UND HOOKER
Von 12 mediterran-orientalen Arten sind angegeben:

P. papillaris Bnra. u. Hook.
P. aurea DC

P. tragioides BNTH. U. HOOK.
P. flabellifolia BNTH. U. HoOK.

Eu-Pimpinella DARDAR
Von etwa 75 sicher bekannten Arten werden erwihnt:

Tragoselinum DC

P. magna L.

P. saxifraga L.

P. anisoides BRIGNOLI

P. rotundifolia BIEBERSTEIN
P. peucedanifolia F1scHER
P. anthriscoides BoissiEr

P. rhodantha Bo1ssIER

P. oreophila HoOKER

- P. gymnosciadium HIERN.

Tragium DC

P. Tragium VILLARS

P. villosa ScHOUSB.

P, peregrina L.

P. caffra HArv.

P. Welwitschii ENGLER
P. Rivae ENGLER

P. huillensis WELWITSCH
P. diversifolia DC

Petrosciadium BeEnTHAM UND HOOKER
P. caespitosa BNTH. U. HOOK.

Auch Engler 2 hat den Versuch aufgegeben, fiir alle Arten der sehr diffe-
renzierten Gattung durchgreifende Unterscheidungsmerkmale zu finden.
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Seine mit einigen Bedenken aufgestellte Eintetlung unterscheidet drei
Sektionen. Die Einfithrung von Untergattungen schien ihm wegen der
mannigfaltigen verwandschaftlichen Beziehungen der einzelnen Arten
untereinander nicht gerechtfertigt. )
Sein System ordnet die Gattung Pimpinella L. nach folgenden Prin-
" zipien:
Sect.I  Reutera (Boiss.) BNTH.

Konsequent werden alle gelbblithenden Arten zusammenge-

faBt, obschon die Friichte teilweise kahl oder behaart sind. -

Dies geschah vor allem zur Entlastung der ohnehin geringen
Einheitlichkeit in den iibrigen Sektionen.
Es werden 15 Species beschrieben.

Sect. II  Tragium (Sprene.) DC _
Die 65 aufgefithrten Arten zeichnen sich durch Friichte mit
verschiedenartig gestalteten epidermalen Gebilden wie Haare,
Knotchen oder Schiippchen aus. Dazu gehoren zum Beispiel:
P. anisum L. '

P. cretica Po1rRET
P. peregrina L.
P. aromatica BIEBERSTEIN

Sect. III Tragoselinum (M1LLER) DC
' Hier werden 60 weifl}- oder vereinzelt auch rotblihende Arten

mit glatten und kahlen Friichten zusammengefafit.

Als Beispiele fiihre ich auf:

P. maior (L.) Hupson

P. saxifraga L. . ,
Es ist klar, da} diese Einteilung nur annihernd befriedigend ist, doch
kann damit unter Beriicksichtigung aller Schwierigkeiten den prakti-
schen Bediirfnissen des Systematikers entsprochen werden.
Neuere botanische Systeme, wie jene von Wettstein 195 oder Hutchin-
son %%, sind nur bis zur Gattung durchgearbeitet und erwihnen nur
einzelne Species als Beispiel. Unsere Species sind in diesen Systemen
nicht aufgefithrt. Als einzigen Vertreter der Gattung Pimpinella L.
geben beide Autoren Pimpinella anisum L. an. :

22.  Vorkommen und Verbreitung der wichtigsten Pimpinella-Arten

Die meisten Arten der Gattung Pimpinella L. kommen im Mittelmeer-
gebiet von Europa, Asien und Afrika, wenige im iibrigen Europa,

13



eine im westlichen Nordamerika und einige in Siidamerika vor. Die
nach Hegi 4! in Mitteleuropa hauptséchlich auftretenden Arten sind
. in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3

In Mitteleuropa verbreitete Arten der Gattung
Pimpinella L. nach Hec1
P. anisum L.
" P. cretica POIRET
P. peregrina L.
P. maior (L.) HuDson
var. vulgaris (Morirz) THELLUNG
var. rubra (HopPE UND ScHLEICHER) F10R1 UND PAOLETTI
var. orientalis (GoUAN) F1orI UND PAOLETTI
var. dissecta (SPRENGEL) F10RI UND PAOLETTI
P. saxifraga L.
subsp. I eu-saxifraga THELLUNG
var. minor SPRENGEL
var. ovata SPRENGEL
var. intercedens THELLUNG
var. dissecta (RETZIUS) SPRENGEL
subsp. IT alpestris (SPRENGEL) VOLLMANN
subsp. III nigra (MiLLER) GAUDIN

Pimpinella anisum L.

= Anis (in der Schweiz Anis); franz.: anis; ital.: anacio, anice; engl.:
anise,

stammt vermutlich aus dem Orient. Heute wird aber der Anis fast im

ganzen Mittelmeergebiet wild gefunden und angebaut.

Pimpinella cretica PoIRET

= kretische Bibernelle, .

ist im ostlichen Mittelmeergebiet, das heiit in Griechenland, auf den
griechischen Inseln, auf Kreta, in Kleinasien, Syrien und Arabien hei-
misch und wichst dort auf trockenen Hiigeln und an kurzrasigen
Abhingen.

Pimpinella peregrina L.

= fremde Bibernelle; ital.: tragoselino lappolino,

ist in Siideuropa verbreitet von Siidfrankreich bis Griechenland, in der
Tiirkei und auf Kreta, in Kleinasien, Syrien, Agypten und Abessinien.

14



Die Friichte von P. cretica PoireT und P. peregrina L. konnen nach
Engler 24 in gleicher Weise wie der echte Anis als Gewiirz verwendet
werden. '

Pimpinella maior (L.) Hunson

= grofle Bibernelle; franz.: grande pimprenelle, grand boucage, pimpi-
nelle blanche; ital.: tragoselino maggiore; engl.: great burnet saxi-
frage, ' '

wiichst nicht selten in Wiesen, an feuchten Stellen, entlang von Hecken

und Waldriindern, vereinzelt in lichten Wildern und auf Felsen, von

der Ebene bis in die Alpen. Als Bestandteil der Frisch- und Fettwiesen,

so der Fromental-, Straullgras-, Honiggras- und Goldhaferwiese wird

lepmella mator (L.) Hubpson als gute Futterpﬂanze geschitzt. Sie

fehlt in Trockenwiesen.

In Europa ist die Art allgemein sehr verbreitet. Sie fehlt im hohen
Norden, in Portugal und Griechenland. Exemplare wurden auch im
Kaukasus und vereinzelt in Nordamerika (Pennsylvanien) gefunden.
In Deutschland, Osterreich und in der Schweiz wiichst sie auf allen
Bodentypen ziemlich hiufig, so in den Bayerischen Alpen bis 1900 m,
im Tirol bis 2200 m, im Neuenburger Jura bis 1500 m, im Kanton Glarus
bis 1850 m und in den Kantonen Waadt, Wallis und Graubiinden bis
2000 m.

Die rotblithende var.rubra (HoppE uUND ScHLEICHER) FIor1 UND
PaorETTI ist hauptséichlich im Gebirge weit verbreitet. Auf Weiden
wiichst diese Varietit in den Alpen, Voralpen, in hsheren Lagen des
schweizerischen Juras, in den Vogesen und im Schwarzwald.

Die Rotfirbung der Bliiten kann bei dieser Art nicht unter dem Einfluf3
der intensiven Gebirgsstrahlung entstehen. Eine entsprechende, indi-
viduelle Disposition mull vorhanden sein, finden sich doch neben gers-
teten auch rein weiB blithende Fornien in allen Ubergiingen. Exemplare
mit dunkelrosa gefirbten Kronblittern wurden zudem auch schon in
der Ebene beobachtet, wobei aber auch der Wuchs in geringem Mafle
von der alpinen Form abwich. Die Tatsache, dafy auf 1300 m im Wallis
ausgegrabene Pflanzen im eigenen Garten auf 600 m auch im zweiten
und dritten Jahr wiederum rot bliihten, ist in diesem Zusammenhang
_ sicher recht interessant.

Pimpinella saxifraga L. .
= kleine Bibernelle, Steinbibernelle, Bockspeterlein, weifle deutsche
Theriakwurz; franz.: petit boucage, petit persil de bouc, pied de
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bouc, petite pimprenelle, sax1frage blanche; 1tal tragoselino
becchino; engl.: burnet samfrage, »
ist im Gegensatz zu Pimpinella maior (L.) Hupnson eher auf trockenen
und mageren Wiesen, sonnigen Weiden, an steinigen Abhéingen, Schutt-
halden, trockenen Straflen- und Buschrindern anzutreffen. Pimpinella
saxifraga L. gilt auch als gute F utterpﬂanze, fehlt aber in gediingten
Wiesen.

In mehreren Varietéten ist die Art fast in ganz Europa allgemein ver-
breitet. Sie fehlt in Portugal, Siidspanien, auf Sardinien und Sizilien,
in Griechenland, in der Tiirkei und in NordruBland. Verschiedene
Exemplare wurden im Kaukasus, in Kleinasien, Armenien und Turkestan
‘gefunden. Ferner wurde sie in Nordamerika und vereinzelt auch auf
Neuseeland eingeschleppt.

In diesen Gebieten wiichst sie bis in die subalpine Stufe, in der Schweiz
zum Beispiel im Neuenburger Jura und im Tessin bis 1500 m, am Siid-
hang der Churfirsten bis 1600 m, im Wallis bis 2000 m, in Graubiinden
(Miinstertal) bis 2400 m und in den Bayerischen Alpen bis 2240 m.

Die Subspecies nigra (MILLER) GAUDIN tritt vorzugsweise in kontinen-
talen Gebieten Europas auf. Nicht selten wurde sie in den nord- und
mitteldeutschen Ebenen, in Nieder- und Obersterreich, bei Salzburg,
in der Steiermark und im Siidtirol gefunden. In der Schweiz ist sie
charakteristisch fiir die Féhrenbezirke im Wallis und im Engadin bis’
1800 m; ob Zermatt wurde sie im Gebiisch von Juniperus sabina L.
beobachtet. Weiter kommt sie im Aostatal, im Siidtessin und am
Comersee vor. Bei Trient im Tirol soll auch eine rosablithende Form
aufgefunden worden sein.

2.3. Morphologie von Pimpinella maior (L.) HuDSON

Pimpinella maior ist eine ausdauernde, meist véllig kahle, selten flaumig
behaarte Pflanze. Das hellbraune, mehrkopfige und quergeringelte,
kurze Rhizom liuft in eine sich verjiingende Pfahlwurzel mit wenigen,
kriftigen Wurzeldsten aus.

Der etwa 40 bis 100 cm hohe, aufrechte und réhrig hohle Stengel ist
scharfkantig gefurcht und meistens nur im oberen Teil verzweigt. Die
unteren Laubblitter sind einfach gefiedert und gestielt. Die eiférmigen
oder linglichen Abschnitte werden bis 7 cm lang, sind spitz oder zuge-
spitzt, am Grunde keil- oder leicht herzfsrmig, ungleich spitz gesigt
oder auch zerschlitzt und haben schiefdreieckige Zihne. Die mittleren
und oberen Stengelblitter, auf den Scheiden sitzend, nehmen allmihlich
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an Grofle ab; ihre schmileren Abschnitte sind zudem tiefer eingeschnit-
ten. Die obersten Stengelblatter sind sehr klein, dreischnittig oder ganz
zuriickgebildet.

Die mittelgrolen Dolden bestehen meist aus 9 bis 15 Strahlen; Hiille
und Hiillchen fehlen fast immer. Je nach Varietiit sind die Kronblatter
weil}, rosa bis intensiv rot gefirbt.

Der systematische Wert der in groBer Zahl beschriebenen Verinderun-
gen ist vielfach fraglich. Besonders die schlitzblitterigen Formen erschei-
nen trotz ihrer starken Abweichung vom normalen Wuchs eher nur
vereinzelt und zufillig.

2.4. Morphologie von Pimpinella saxifraga L.

Auch Pimpinella saxifraga ist eine ausdauernde Pflanze. Thr Wuchs
erscheint gegeniiber Pimpinella maior gesamthaft kleiner und zierlicher.
Hiufig ist sie mebr oder weniger dicht flaumhaarig, selten ganz kahl.
Das kurze, fein quergerillte und mehrkipfige Rhizom geht in eine ein-
fache, bisweilen verzweigte Pfahlwurzel iiber. Ihre Farbe kann von
schmutziggelb iiber braun bis schwarz (bei subsp. nigra) variieren.
Der Stengel kann 15 bis 60 cm hoch werden, ist voll, rund, nur zart-
gerillt, in der Regel verzweigt und hat hauptsichlich unten gut ausge-
bildete Laubblitter. Letztere sind fiederschnittig mit oft noch weiter
geteilten Abschnitten. Die Grundblitter und unteren Stengelblitter
sind Janggestielt, haben &fters ungeteilte Abschnitte mit rundlich
eiformigen Umrissen und sind stumpf, gekerbt, gezihnt bis eingeschnit-
ten oder gelappt, selten zerschlitzt. Die mittleren Stengelblitter sitzen
auf den Scheiden; ihre Abschnitte werden schmiiler, tief eingeschnitten
bis ein-, zwei- oder dreifach fiederschnittig. Die obersten Stengelblitter
haben nur noch sehr kleine fiederschnittige Spreiten mit lanzettlichen
bis linealischen Abschnitten oder sind bis auf die hiutigen Scheiden
verkiimmert.
Die Dolden sind klein und haben zwischen 6 und 15 kahle Strahlen;
Hiille und Hiillchen fehlen. Die Kronblatter kénnen weifs oder gelblich-
weil}, seltener rosa bis purpur gefiirbt sein.
Der Zerteilungsgrad der Blattspreiten dndert bei Pimpinella saxifraga
in viel gréBerem MaBe als bei Pimpinella maior. Da zudem alle in den -
Bestimmungsschliisseln angegebenen Merkmale ziemlich stark schwan-
ken und somit nur graduelle, nicht aber prinzipielle Unterschiede er-
geben, ist die Abgrenzung zwischen diesen beiden Arten bisweilen sehr
. schwierig.
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2.5. Aunatomie von Pimpinella maior (L.) HUDSON und Pimpinella
saxifraga L.

Sowohl die Wurzeln, Rhizome, Stengel, Blitter und Fruchte dieser
beiden Pimpinellaarten sind schon mehrmals Gegenstand von verglei-
chend anatomischen Arbeiten gewesen. Wir werden daher anschlielend
die uns bekannten grioBeren Arbeiten nur kurz zusammenstellen.

Nach der Einzeldarstellung von 28 pharmazeutisch verwendeten Umbel-
liferenwurzeln und -rhizomen hat Liermann 5° einen auf anatomischen
- Merkmalen beruhenden Bestimmungsschliissel aufgestellt. Bei Pimpi-
nella maior und Pimpinella saxifraga wurden gemeinsame und unter-
schiedliche Merkmale klar beschrieben. Dies geschah vor allem auch
im Hinblick auf das Erkennen von Verfilschungen mit Wurzeln von
Heracleum sphondylium L. :

Michlin %6 befaflte sich in seiner Arbeit iiber Pimpinella maior und
Pimpinella saxifraga vorerst mit den anatomischen Verinderungen
wiihrend des Wurzelwachstums, um dann die Wurzeln, Stengel und
Blitter der beiden Species auch im voll entwickelten Stadium zu beschrei-
ben.

Durch Mazeration mit geeigneten Oxydationsmitteln nach der Methode
von Schulze hat Scholze 3% Gewebselemente mit Cellulosemembranen
aus Wurzeln, Rinden und Hélzern isoliert. Er versuchte so, in Abwei-
chung von der gebriuchlichen Querschnittanatomie, der Analyse unver-
letzte Zellen zuginglich zu machen. Bei Radix Pimpinellae wurden auf
diese Weise Fasern aus der Rinde und dem Holzkérper, sowie Spiral-
und Netzleistengefale freigelegt.

Die urspriingliche Absicht von Nestel 72, nur die als Verwechslung mit
Herba Conii (von Conium maculatum L.) auftretenden Umbelliferen-
blitter zu differenzieren, fiihrte zur anatomischen Beschreibung von
Stengel, Blattstiel und Blatt einer gréfleren Zahl von Umbelliferen-
species, inbegriffen Pimpinella maior und Pimpinella saxifraga.

Eingehender hat Meyer ¢¢ die Blattanatomie all derjenigen Umbelli-
feren untersucht, die in Pharmazie und Volksmedizin verwendet werden
oder als deren Verfilschung bekannt sind. Wo es sich notwendig erwies,
wurden die Angaben von Nestel 72 ergiinzt oder berichtigt. Ein Bestim-
mungsschliissel umfaflt neben allen besprochenen Arten auch Pimpinella
maior und Pimpinella saxifraga.

Die Friichte der vielen Umbelliferenarten mit pharmazeutischer Bedeu-
tung in ein anatomisches System zu ordnen, hat Styger 96 unternommen.
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In seine Auswahl wurden Pimpinella maior und Pimpinella soxifraga
ebenfalls einbezogen.

Normung von Radix Pimpinellae in Arzneibiichern

2.6.
Weder Theophrast (4. Jabrh.v.Chr.), noch Dioskorides (79 n. Chr.)

diirften unsere offizinellen Pimpinellaarten gekannt haben 64

In ihrer Heilmittellehre hat die Abtissin Hildegard von Bingen (1098
bis 1179) eine «Bibenella» aufgefithrt. Vermutlich handelt es sich dabei
aber um den Meerrettich 4. Weitere Aufzeichnungen iiber «Pibinella»
finden sich im 9. Jahrhundert in den Wiirzburger «Glossae Theotiscae»
und dann im 13. Jahrhundert bei Simon Januensis, wie auch in einem
deutschen Arzneibuch aus Tegernsee 4.

Tabelle 4

Radix Pimpinellae in den schweizerischen Pharmakopden

Ph. | Jahr- | Stammpflanzen | - Gehalt und Gestaltung des Artikels
Helv. | gang Herstellung und weitere Préparate
der Tinktur
I 1865 | — 16,69, —
Mazeration
in Spiritus Extr. Pimpinellae
dilutus
II | 1872 | P. saxifraga L. | 209, «Sit odoris saporisque fortis,.
P. magna L. Mazeration peculiarig»
in Spiritus
dilutus
Suppl.| 1876 | — — Extr. Pimpinellae
III | 1893 | P. saxifrage L. | 209, Nur makroskopische Beschreib.;
Perkolation H, sphondylium L. ist zu ent-
mit Spiritus fernen
dilutus Extr, Pimpinellae
IV | 1907 | P. saxifraga L. | 209, knappe Beschreibung der Wurzel-
P. magna L. Perkolation anatomie
mit Spiritus
dilutus
v 1936 | P. saxifraga L. | 209, makro- und mikroskopische Dif-
P. maior (L.) Perkolation ferenzierung gegeniiber magli-
Hups, mit Spiritus chen Verfilschungen; maximal
dilutus 89, Asche

19



Otto Brunfels ¥ hat 1530 in seinem mit Abbildungen geschmiickten
" Krauterbuch den Namen Pimpinella nur erwihnt. Im groflen Pflanzen-
werk von Leonhard Fuchs 3¢ wurden Pimpinella maior und minor 1542
dann erstmals abgebildet. Kurz darauf enthielt das Dispensatorium
des Cordus, welches 1547 vom Niirnberger Stadtrat den Apothekern
vorgeschrieben wurde, als erste amtliche Pharmakopde nérdlich der
Alpen Pimpinella germanice und saxifraga 8.

Die Aufnahme von Radix Pimpinellae in die schweizerischen Pharma-
kopten in der Reihenfolge ihres Erscheinens ist aus Tabelle 4 ersicht-
lich. In der n#chsten Tabelle sind die auslindischen Pharmakopéen
zusammengestellt, die einen Artikel iiber Radix, Tinctura oder Extrac-
tum Pimpinellae enthalten. Die Stammpflanzen sind iiberall gleich;
in der dénischen und norwegischen Pharmakopée wird Pimpinella saxi-
Jfraga L. nur stirker hervorgehoben, da Pimpinella maior (L.) HubsoN

Tabelle 5
Radix Pimpinellae in auslindischen Pharmakopoen
Phar- | Jahr- | Stammpflanzen Gehalt und Gestaltung des Artikels
mako-| gang Herstellung und weitere Priiparate
poe der Tinktur
DAB 6| 1926 | P. saxifraga L. | 209, Mikroskopische Pulveranalyse
P, magna L. Mazeration mit Untersuchung des Mikro-
in Spiritus sublimats
dilutus
Ergb.| 1941 | — — Extr. Pimpinellae
DAB 6
Ph. | 1939 | P. saxifraga L. | — Morphologie und Pulvermikro-
Nor- P. magna L. skopie
ve-
gicaV
Ph. | 1948 | P. saxifraga L. | 209, Pulvermikroskopie mit Untersu-
Dan. P. maior (L.) Mazeration chung des Mikrosublimats.
IX Hubs, Linctus pimpinellae opiatus:
, — Tinct. opii benzoica 30,0
— Tinct. pimpinellae 20,0
- Sir. sacchari 50,0
&= | 1954 | P. saxifraga L. | 20% Mindestgehalt an fitherischem O1
E 8 P. maior (L.) Perkolation 0,05 Vol. 9%, bestimmt durch
- Hubs, Wasserdampfdestillation mit
m e Glyzerinzusatz
= .S
Q_‘ w

]
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im Norden seltener vorkommt. Als Droge gilt iiberall das getrocknete
Rhizom mit den Wurzeln.

Die iibrigen neuzeitlichen Pharmakopsen von Schweden (1946), Frank-
reich (1949), Ungarn (1954), GroBbritannien (1958), Osterreich (1960),
den Vereinigten Staaten von Amerika (1960) und die Pharmakopoea
Internationalis (1955) haben Radix Pimpinellae nicht aufgefiihrt.

2.7, Verfiilschungen von Radix Pimpinellae

Da Radix Pimpinellae nicht wie andere Umbelliferenwurzeln aus Kul-
turen, sondern fast ausschlieflich von wildwachsenden Pflanzen stammt,
sind im Drogenhandel Verwechslungen oder Verfalschungen haufig
anzutreffen.

Vor Linné war die heutige Sanguisorba minor ScoporLi (Rosaceae-
Rosoideae) wegen der mit Pimpinella saxifraga L. sehr dhnlichen Blatt-
form noch unter dem Namen Pimpinella italica minor oder Pimpinella
sanguisorba, deutsch Pimpernell, bekannt. Diese Verwechslung der
Botaniker tritt in den landessprachlichen Bezeichnungen immer noch
auf, gibt aber kaum Anlafy zu Drogenverwechslungen.

Heute sind als Beimischungen oder Verwechslungen bei der Droge
Radix Pimpinellae viel eher Wurzeln zu erwarten, die ein #hnliches
morphologisch-anatomisches Aussehen haben, eventuell hiaufiger vor-
kommen und dadurch billiger eingesammelt werden kénnen. Threr
Anatomie wegen kimen eigentlich fiir Drogenpulver fast alle Umbelli-
ferenwurzeln in Frage. Die unterschiedliche Hiufigkeit ihres Vorkom-
mens setzt aber doch gewisse Grenzen. Die Species, deren Wurzeln immer
wieder als Pimpinella-Verfilschungen gefunden und in der Literatur
beschrieben wurden, sind in Tabelle 6 zusammengestellt.

Tabelle 6
In Radix Pimpinellae gefundene Verfilschungen

NR. DES LITERATURZITATES

Heracleum sphondylium L. 1, 10, 44, 49, 50, 59, 66, 73, 84,
87

Pastinaca sativa L. 1, 49, 66, 87

Peucedanum oreoselinum (L.) MOENCH 1, 66, 87

Daucus carota L. 66

Angelica archangelica L. : 66

Levisticum officinale Koca 66

Carum carvi L. 1

Sanguisorba minor Scop. 1
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Am hiufigsten ist die Verwechslung mit Wurzeln von Heracleum sphon-
dylium L. anzutreffen. Diese sind noch immer unter der alten Bezeich-
nung Radix Pimpinellae spuriae oder Radix Pimpinellae albae ® bekannt
und werden mit diesem Namen auch heute noch von Drogenfirmen
verkauft. Wenn dunkles Pulver von Radix Pimpinellae saxifraga bis-
weilen mit Roggenmehl aufgehellt wird 87, so mufl dafiir auch die
Bezeichnung Radix Pimpinellae albae verantwortlich sein.

Alle Teile der Bibernellwurzel sind an ihrem anfangs aromatisch-
wiirzigen, dann scharf und brennend werdenden Geschmack zu erken-
nen, wihrend die Heracleumwurzeln wohl auch wiirzig, daneben aber
deutlich bitter schmecken. Eher siifilich und nicht mehr wiirzig schmek-
ken die Wurzeln von Pastinaca sativa L.

Sinnenpriifung, Morphologie, Lupenbild und Anatomie von Radix
Pimpinellae und Radix Heraclei hat Liermann %° klar auseinander-
gehalten. Seine Gegeniiberstellung wurde in den Kommentar zum
DAB 6! und von Berger * iibernommen. In die anatomische Arbeit
von Michlin % sind zudem noch Pastinaca- und Peucedanum-Wurzeln
einbezogen worden.

" Bei pulverisierter Pimpinelladroge ist eine genaue mlkroskoplsche Rein-
heitspriifung unméglich. Zur eindeutigen Erkennung wurde daher neu-
lich nach charakteristischen chemischen Inhaltsstoffen gesucht. Die
Mikrosublimate von Radix Pimpinellae und Radix Heraclei zeigten
aber bei papierchromatographischer Auftrennung gleiche Zusammen-
setzung 84 In beiden wurden die Furocumarine Pimpinellin, Isopimpi-
nellin, Isobergapten und Sphondin nachgewiesen. Auch die Petrolither-
ausziige unterschieden sich bei diinnschichtchromatographischen Unter-
suchungen nur quantitativ 4 In Radix Pimpinellae war zum Beispiel
Pimpinellin im Vergleich zu Radix Heraclei erst nach 20facher Anrei-
cherung im langwelligen UV-Licht zu erkennen. Da die beiden Metho-
den auf diese Art noch kein charakteristisches Merkmal fiir Radix
Pimpinellae ergaben, sind sie zur Reinheitspriifung noch nicht brauchbar.

Die gefundenen Verfilschungen sind bisher stets aus pharmakognosti-
scher Sicht beurteilt worden. Ob sie die therapeutische Wirkung aber
in jedem Fall beeintrichtigen, kann erst nach genauer Kenntnis der
chemischen Zusammensetzung ihrer Wirkstoffe entschieden werden.
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3. Chemismus der Umbelliferen

Auf Grund bisheriger Untersuchungen ist bekannt, daB die Umbelli-
ferenspecies als sekundiire chemische Inhaltsstoffe hauptsiichlich

#therische Ole
Gummiharze
Saponine

Cumarine und
vereinzelte Alkaloide

enthalten. Nach einigen allgemeinen Bemerkungen zu den einzelnen
Stoffklassen geben wir denn anschlieBend eine kurze Ubersicht iiber
die fiir die Familie der Umbelliferen charakteristischen, chemischen
Typen.

3.1. Atherische Ole
3.1.1. Definition des Begriffes

Der Begriff itherische Ole umfaft eine auBerordentlich heterogene
Stoffklasse, deren Abgrenzung und Definition je nach chemischer,. rein
praktisch-technischer, pflanzenphysiologischer oder therapeutischer Be-
urteilung anders ausfillt. Chemisch handelt es sich stets um Gemische
von Terpenen und Terpenderivaten, die Kohlenwasserstoffe, alipha-
tische und aromatische Alkohole, Aldehyde, Ketone, Phenole, Ester
und vereinzelte Schwefelverbindungen umfassen.-

Im Laufe der pflanzlichen Entwicklung werden Atherische Ole durch
den Stoffwechsel in ein- oder mehrzelligen, inneren Sekretorganen oder
auch in exogenen Sekretzellen {z. B. Driisenhaare) gebildet und gespei-
chert. Bei derselben Pflanze kann die Zusammensetzung von Organ zu
Organ (Wurzel, Blatt, Frucht) und mit dem Wachstumsstadium vari-
ieren. Untersuchungen an Friichten von Carum carvi L. und anderen
Umbelliferen haben gezeigt, da§ das 01 des Fruchtknotens einen héheren
Kohlenwasserstoffgehalt (Carven, Limonen, Caryophyllen) und weniger
oxydierte Verbindungen aufweist, als dasjenige der reifen Frucht. Hier
wurden geringe Kohlenwasserstoffmengen, dafiir aber viel mehr sauer-
stoffhaltige Anteile (bis zu 60% Carvon) nachgewiesen ©L.

Die verschiedenartigen Komponenten der iitherischen Ole sind auf
dullere Einfliisse sehr empfindlich. Neben ihrer starken Fliichtigkeit bei
relativ niedriger Temperatur oxydieren sie verhiltnismiBig leicht oder
polymerisieren zu harzartigen Produkten. Wihrend der Drogentrock-
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nung und Lagerung wie auch als Folge der Erwiirmung bei Gewinnung
durch Wasserdampfdestillation ergeben sich daher bei dtherischen Olen
Anderungen in ihrer Zusammensetzung, die heute noch nicht durch-
wegs geklirt sind.

Eine allgememgultlge und einheitliche Deﬁmtlon fiir simtliche ithe-
rischen Ole zu finden, ist nicht denkbar. Fiir pharmazeutische Belange
kann immerhin die Formulierung von Schirm 8 geeignet sein, die
sich auf gemeinsame physikalisch-chemische Eigenschaften und den
pflanzlichen Ursprung stiitzt:

«Atherische Ole sind fliichtige, .6lartige, durch charakteristischen Ge-
ruch ausgezeichnete, meist in besonderen Behiltern als Stoffwechsel-
endprodukte abgeschiedene Inhaltsstoffe von Pflanzen oder Pflanzen-
teilen, die durch Destillation mit Wasserdiimpfen, durch Ausziehen
oder Auspressen gewonnen werden kénnen.»

Atherische Ole sind gewif} sekundiire, also als Nebenprodukte des pflanz-
- lichen Stoffwechsels entstandene Stoffe. Ob sie aber in jedem Fall be-
reits als Stoffwechselprodukt betrachtet werden diirfen, méchten wir
offen lassen.

.3.1.2, Atherische Ole der Umbelliferen

In den Wurzeln, Rhizomen und Friichten der Umbelliferen wird das
iitherische Ol in schizogenen Sekretbehiiltern, d.h. in Interzellular-
rdumen, gebildet. Bei den sehr uneinheitlichen (")lgemischen konnen
ihren eigentlichen Hauptkomponenten entsprechend zwei Grundtypen
unterschieden werden:

1. Terpen-Typ

2. Phenylpropan-Typ
Nach diesem Prinzip werden die bekannten Umbelliferenéle in Tabelle
7 und Tabelle 8 zusammengestellt.

r\ : CHy~ CH,~CHy
£
X X

Isopren Terpen Phenylpropan
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Tabelle 7

Charakteristische Terpenderivate als Hauptkomponenten -
im dtherischen Ol von: ~

p-Cymol a-Phellandren

CyoHyy . CioHye

allgemein verbreitet Rad. Angelicae
H

0l

d-Limonen d-Linalool
CioHye CyoHys0
Fruct. Apii graveolentis Fruct. Coriandri
Fruet. Carvi q § . (60-709%)
d-a-Terpineol CHO Cuminaldehyd
C,H,,0 CyoH;30
Rad. Levistici Fruct. Cumini

OH

d-Carvon ‘ _0
CyoH,,0

Fruct. Anethi (40-609,)
Fruct. Carvi (50-609%,)

#
Tabelle 8

Charakteristische Phervylpropanderivate als
Hauptkomponenten im dtherischen Ol von:

éml’;h"(l) CH=CH-CHs Fruct. Anisi (80-90 %)
1012 CHa=0 . Fruct. Foeniculi
3 (50-60%)

Methylchavicol ‘ CHy—CH=CH
CyoH,,0 @ 2 Fruct. Anisi
CH3~0 Fruct. Anthrisei cerefolii

25



Myristicin CH3-0 CHy—~CH=CH,
Cy,H;,0,

?— Fruct. Petroselini
[¢]
Apiol CH3-0 CHy=CH=CH,
CyoH1,04 0 :
: | 0-CHj Fruct. Petroselini
0
3.2. Gummiharze

3.2.1.  Definition des Begriffes

Harze sind pflanzliche Exkretgemische, die sich von #therischen Olen
durch ihre festere, amorph-spréode Konsistenz unterscheiden, bei hoherer
Temperatur schmelzen und praktisch nicht wasserdampffliichtig sind.
Als eigentliche Harzstoffe sind Harzsiuren und Harzalkohole, deren
farblose Ester und unverseifbare Polymerisationsprodukte (Resene)
bekannt. Die Harzbehilter der Pflanzen enthalten diese Stoffe ver-
mischt mit Schleimen und #therischen Olen. Bei Gummiharzen iiber-
wiegt der gummiartige Schleim, wihrend in Balsamen der Anteil an
itherischem Ol relativ grofler ist. In gewissen Balsamen kann der
Schleim auch fehlen.

Im pflanzlichen Organismus werden Harze in schizogenen Exkretbe-
hiltern angereichert. Diese Raume konnen durch Auflssen benach-
barter Zellen oder Gewebe eventuell lysigen erweitert werden. Wie
Ménikes 7 an Umbelliferen sicherstellte, werden Harzgemische in den
die Exkretkanile umgebenden, plasmareichen Epithelzellen als mikro-
skopisch sichtbare Trépfchen gebildet und durch die diinnen Zellwiinde
ausgeschieden.

3.2.2. Gummiharze der Umbelliferen

Die bekanntesten Gummiharze der Umbelliferen sind Asa foetida, Gal-
banum, Sagapenum und Ammoniacum.

Das Harz von Asa foetida besteht mehr als zur Hilfte aus einem Ester
der Ferulasiure mit einem Harzalkohol. Triger des unangenehmen
Geruchs sind organische Schwefelverbindungen im #therischen Ol, wo
man zum Beispiel bis zu 45 %, Propenyl-isobutyl-disulfid fand 100,

In Asa foetida und Galbanum wurde eine Verbindung nachgewiesen, bei
deren Spaltung ein Harzalkohol und Umbelliferon entstanden °°,

26



Fiir Ammoniacum ist der Harzalkohol Ammoresinol charakteristisch,
ein g-Pyronderivat, welches mit verschiedenen organischen S#uren
verestert vorkommt und die Kombination eines Phenylpropan- und
Terpenkérpers darstellt 3. ‘

Tabelle 9
Charakteristische Verbindungen in Gummiharzen von Umbelliferen

CHy—-CH,
CH-S-S~CH=CH~CH,
CHy
Propenyl-isobutyl-disulfid
7H14S,

CH=CH-COOH Z " N
HO HO” X"\ 00
0°CH3 ’
Ferulasiure Umbelliferon
C1oH 005 C,H,O0,

OH JCH
CH,~|CH=C~CH,~ “CH=

CH CH
HOT NN N 3 2 3
A Ammoresinol
CZ4H3004
3.3. Saponine

3.3.1.  Physikalische, chemische und physiologische Eigenschaften

Pflanzliche Glykoside, die starke Oberflichenaktivitit besitzen, beim
Schiitteln mit Wasser lange haltbaren Schaum erzeugen, noch in groBer
Verdiinnung himolytisch wirksam sind und mit Cholesterin gefillt
werden kénnen, nennt man Saponine oder Saponoside.

Als zusitzlich entscheidende Reaktion nach der Aufhebung der Himo-
lyse mit iiberschiissigem Cholesterin wird das erneute Auftreten der
Hémolyse nach Spaltung der gewaschenen, wasserunléslichen Saponin-
Cholesterin-Additionsverbindung durch Kochen mit Xylol gewertet.
Saponine lésen sich allgemein gut in heiBem, verdiinntem Aethanol.
Mit zunehmender Aethanolkonzentration nimmt die Léslichkeit ab.
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Beim Erkalten fallen die Saponine wieder aus. In absolutem Aethanol
sind die meisten unlslich. Methanol ist eher noch ein besseres Losungs-
mittel. Praktisch unléslich sind Saponine in lipophilen Lsungsmitteln
wie Aceton, Ather, Chloroform, Benzol und Petroliither.

Waisserige Saponinlésungen sind kolloidal und dialysieren nur sehr
schwer. Durch Dialyse oder Elektrodialyse lassen sie sich daher gut von~
mineralischen und organischen Verunreinigungen trennen.

Das Schaumbildungsvermégen der Saponine ist eine Folge ihrer starken
Oberflichenaktivitit. Es wurde festgestellt, dal Saponine sich im
Schaum anreichern, wobei die Konzentration der Lésung abnimmt.
Andere oberflichenaktive Stoffe vermégen die Schaumbildung zu beein-
flussen. Eine stirker wirksame Substanz kann das Saponin aus dem
Schaum verdringen; nicht schiumende, oberflichenaktive Stoffe (z. B.
Aethanol) stéren die Schaumbildung oder 16sen den Schaum auf.

Wegen ihrer starken Oberflichenaktivitit erhShen Saponine die Per-
meabilitit von Filtern und Zellmembranen fiir andere Stoffe. Bei
pflanzlichen und tierischen Zellen hilft ferner die Beziehung der Sapo-
nine zu den Lipoiden mit. Auch die menschliche Haut wird fiir Wirk-
stoffe durchlissiger. So hat Milbrads ¢7 beispielsweise bei Anwendung
einer Sprozentigen Anisthesinsalbe mit 39, Saponinzusatz dieselbe
lokale Unempfindlichkeit festgestellt wie mit einer reinen 10prozentigen
Anisthesinsalbe.

Der Mechanismus der Saponinhimolyse wird spéter besprochen werden.

3.3.2. Chemische Zusammensetzung der Saponine

Die Konstitutionsaufklirung der Saponine ist mit erheblichen Schwie-
rigkeiten verbunden, da sich bisher nur wenige in reinem, kristallinem
Zustand isolieren lieflen. Unter anderem gelang dies bei Oleanolsaure,
Primulasiure, Aescin und g-Hederin. Beim Isolieren und vor allem
dann beim Reinigen fand man weiter, daBB einzelne Saponine in ver-
schiedene Komponenten zerlegt werden kénnen. So besteht Digitalis-
saponin beispielsweise aus Digitonin, Gitonin und Tigonin.

Die hydrolytische Spaltung der Saponine geht stufenweise vor sich. .
Vor dem véllig zuckerfreien Sapogenin entstehen voritbergehend zucker-
arme «Prosapogenine». Die einzelnen Saponine hydrolysieren verschie-
den leicht. Wihrend teilweise schon organische Sduren geniigen, sind
doch mehrheitlich Mineralsiuren und héhere Temperaturen notwendig.
Als Zucker wurden Hexosen (Glucose, seltener Fructose und Galaktose),

.
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Pentosen (Arabinose, Xylose und Rhamnose) und die beiden Kohle-
hydratsiuren Glukuronsiure und Galakturonsiure identifiziert.

Die Sapogenine enthalten auf Grund elementaranalytischer Untersu-
chungen nur Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff. Heute unter-
scheidet man zwei strukturell deutlich verschiedene Saponin-, beziehungs-
weise Sapogeningruppen:

3.3.2.1. Triterpensapogenine

besitzen pro Molekiil meist 30 C-Atome und 46 bis 52 H-Atome. Theo-
retisch konnten alle nach der Isoprenregel in 6 hemiterpenoide C H,-
Anteile aufgespalten werden. Allgemein haben die Molekiile fiinf Sechser-
ringe, die mit Methyl-, Hydroxyl- und Carboxylgruppen substituiert
sind. Einer der Ringe kann auch ein Fiinfring sein. Unter diesen bis-
weilen als «saure Saponine» bezeichneten sind auch neutral reagierende
bekannt: z. B. Aescin.

_ Beispiele von Triterpensapogeninen sind:

' Oleanolsiure Cj,H,0,

Hederagenin  C3,H,0,

Gypsogenin  C3H,O,

Aescigenin C30H 505

Asiatsiure C30H 05

Quillaiasiure CgoH,0;

3.3.2.2. Steroidsapogenine

haben Molekiile mit 27 C-Atomen, deren Konstitution dem iiblichen
Cyclopentano-perhydrophenanthren-Geriist der Steroide entspricht.
Gegeniiber dem Terpentyp unterscheiden sie sich grundsitzlich durch
das Fehlen der zwei Methylgruppen am C, und einer Methylgruppe am
Ci4- Steroidsaponine werden auch als «neutrale Saponine» bezeichnet.
Bekannte Steroidsapogenine sind: -
’ Digitogenin  C,H,,O04
Gitogenin C,,;H,,0,

Tigogenin CyH,,0,
Sarsapogenin C,,H,,0,
Diosgenin C;.H,.0,

3.3.3. Umbelliferensaponine

Die mit zu den hiufigsten Pflanzenstoffen gehtrenden Saponine kommen
auch bei den Umbelliferen nicht selten vor.
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Kofler %¢ hat 1927 die Gattungen Eryngium, Sanicula und Pimpinella
als saponinhaltig aufgefiihrt. Neuere Arbeiten haben das Vorkommen
von Tnterpensapomnen bestitigt und weitere Saponinspecies beschrie-
ben. :

Hydrocotyle vulgaris L.
Dessen Kraut enthilt nach Mink®® sehr viel Saponin. Der himo-
lytische Index wurde mit 1811 angegeben, wihrend er vergleichs-
weise von Senegawurzel mit 1925 bestimmt wurde.

Centella asiatica (L.) UrBAN (= Hydrocotyle asiatica L.)

wurde viel untersucht. Von verschiedenen Saponinen ist das Asia-
ticosid, beziehungsweise die Asiatsiure als Genin, am besten be-
kannt 13,

Eryngium incognitum
enthilt nach Serova °° Oleanolsiure. Friither hatte bereits Luft 80

in fiinf Eryngiumarten Saponin nachgewiesen.

Sanicula europaea L.
wurde seit der Arbeit von Luft ¢® nicht mehr untersucht.

Bupleurum falcatum L.
Bupleurum sachalinense Fr. Scam.

Beide ergaben nach Haginive und Harada 38 in Konzentrationen
von 1:1500 bis 3000 Totalhdmolyse, Saponin-Standard «Merck»
noch bei 1:300 000.

Diakonova 2! hat in zwei Bupleurum-Arten ebenfalls Saponin nach-
gewiesen.

. Tabelle 10

Konstitution einiger Sapogenine

COOH Oleanolsiure

HO

30



COOH Asiatsiure

HO '
HO
HO/CHZ
COOH " Gypsogenin
:
HO :
OHC
Digitogenin
HO 00
HO

3.4. Cumarine
34.1. Definition des Begriffes

Cumarine sind Derivate des a-Pyrons, die frei oder als Glykosid gebun-
den in allen Pflanzenteilen vorkommen. Oft treten verschiedene Cuma-
rine nebeneinander auf. Da sie besonders hiaufig inWurzeln vorkommen,
wird vermutet, daf} sie auch in den Wurzeln gebildet werden 55,

Alle natiirlichen Cumarine sind mindestens am C, substituiert. Nach
Spdth °! lassen sie sich in fiinf Gruppen aufteilen, deren Grundtypen
‘in Tabelle 12 aufgezeichnet sind.

1. Cumarin und seine einfachen Derivate.
2. Oxy- und Methoxycumarine mit deren Glykosiden oder Estern.

3. Cumarine, die im Benzol- oder a-Pyronring alkyliert oder alkyleniert
sind.

4. Furocumarine, das heiit Cumarine, die als dritten Ring einen even-
tuell substituierten Furanring enthalten.

5. Cumarine mit einem 2,2-Dimethyl-1,2-chromenring.
Verschiedene Cumarine besitzen einen angenehmen aromatischen
Geruch, der offensichtlich mit der Laktonstruktur und der Doppelbin-
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dung in 3,4-Stellung zusammenhingt. Jedenfalls verschwindet der
Geruch beim Offnen des Laktonrings und beim Hydrieren der Doppel-
bindung.

Im UV zeigen Cumarinderivate eine relativ starke Absorption, was im
Falle von Aesculin und Umbelliferon durch Verarbeitung in Sonnen-
schutzmittel schon praktisch ausgewertet wurde. Von analytischem
Interesse ist ferner die Fluoreszenz im langwelligen UV.

Cumarin und seine Derivate wurden im Pflanzenreich bisher aus iiber
150 Species, die 34 verschiedenen Familien angehoren, isoliert. Beson-
ders viele cumarinhaltige Arten wurden bei den Compositen, Umbelli-
feren, Rutaceen, Leguminosen und Gramineen gefunden, wihrend
Familien wie Liliaceen, Primulaceen und Coniferen auf. Vertreter dieser
vielseitigen Stoffgruppe vermutlich noch gar nicht untersucht worden
sind 79,

3.4.2. Cumarine der Umbelliferen

Reines Cumarin, der Grundkorper aller Cumarine, wurde bei den Umbel-
liferen erst in Radix Levistici nachgewiesen.

Die meisten isolierten Umbelliferencumarine sind substituierte Furo-
cumarine vom Typ des Psoralens oder Angelicins. Wir werden sie spiter
als Inhaltsstoffe von Radix Pimpinellae im Kapitel 4.3. beschreiben.

Weit verbreitet ist ferner Umbelliferon, das wie Ammoresinol bereits als
Harzkorper erwihnt wurde (Tabelle 9).

Tabelle 11

Grundtypen von Cumarinen

‘ N 7 ‘ = T XY
S ° D
0”0 X 0o~ O 0 Z 0”0
a~Pyron - Benzo-a-Pyron Psoralen
(= Cumarin) (6,7-Furocumarin)
A CHg=0 —S
X, S0
0 0 (CHy)y=CH” N g7 NF o7 S0
N
Angelicin oder Isopsoralen Peucedanin

(7,8-Furocumarin)
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3.5. - Alkaloide

Die als stickstoffhaltige Pflanzenbasen definierten Alkaloide kommen
vor allem als Salze von Pflanzensiuren und vereinzelt in glykosidischer
Bindung vor. Sie treten in Pflanzen fast immer gruppenweise auf, wobei
Haupt- und Nebenalkaloide differenziert werden kénnen.

Als alkaloidhaltige Umbellifere kann hauptséchlich Conium maculatum L.
erwihnt werden. Besonders alkaloidreich sind dessen unreife Friichte
(bis zu 1,6 %, der Trockensubstanz), wihrend in Blittern bis 0,2 %, und
in Wurzeln nur 0,05 9%, gefunden wurden ¢3. Aufler dem Hauptalkaloid
d- und 1-Coniin C;H,,N konnten noch weitere a-substituierte Piperidin-
derivate isoliert werden (Tabelle 12):

N-Methyl-d-coniin CoH, N

N-Methyl-l-coniin C,H,;,N

Conhydrin C.H,,ON
Pseudoconhydrin  C H,,ON
y-Conicein CH,;N
Tabelle 12
Conium-Alkaloide
Q Coniin
N~ "CHy~ CHy~CHy = 2-Propyl-piperidin
H
O Conhydrin
N~ CHOH-CH,-CH3 = 2-(a-Hydroxypropyl)-piperidin
H

HO
Pseudo-Conhydrin

CH,=CH,=CHj = 2-Propyl-5-hydroxy-piperidin

y-Conicein *
7 ~CHy-CHy~CH3 = 2-Propyl-Al-piperidein

0 3

* Nach neueren Syntheseversuchen soll y-Conicein eher ein A als ein 42-Piperidein-
derivat sein (Boit H.G., Ergebnisse der Alkaloidchemie bis 1960, Akademie, Berlin,
1961, S. 128).
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Weitere Umbelliferenalkaloide wurden isoliert aus:
Daucus carota L. 75

Pyrrolidin C,H,N
Daucin C, H, N,
Hydrocotyle asiatica L. 3 _
: Hydrocotylin C,,H,,0,N
Prangos pabularia LINDL. 10°
Prangosin C,sH, ;0N

Ferner wurden Alkaloide in Blittern von Bupleurum-Arten nachge-
wiesen, aber nicht isoliert 21,

4. - Ergebnisse friiherer Untersuchungen iiber den Chemismus
von Radix Pimpinellae

4.1. Saponin

Die erste und einzige uns bekannte Arbeit iiber Saponin in Radix Pim-
pinellae wurde 1920 von Vestlin 9° versffentlicht. Er extrahierte getrock-
netes, mit Ather entfettetes Wurzelpulver von Pimpinella saxifraga L.
mit Aethanol und erhielt im Extrakt mit Ather eine Fillung. Die
wisserige Losung dieses Niederschlages reagierte sauer, gab einen
wihrend 17 Stunden bleibenden, «bienenwabeartigen» Schaum, bil-
dete mit Terpentinél eine Emulsion und verursachte Hiamolyse.

Quantitative Extraktionen ergaben in zwei Versuchen Rohsaponin-
mengen von 2,859% und 2,399%,. Nach Reinigung mit der Magnesia-
methode blieben, auf die Wurzelmenge berechnet, 1,107 %, beziehungs-
" weise 0,739, Reinsaponin. Auf Grund der gemessenen Gefrierpunkts-
erniedrigung wurden Molekulargewichte von 620 und 644 berechnet.
Elementaranalysen ergaben fiir

C = 44,32 und 44,109,
H = 673und 6,839
0 = 49,46 und 49,079,

was zur Bruttoformel C,3H ;40,4 4+ 2H,0 fiithrte. Diese entsprach der
von Fliickiger 3% fiir Saponine aufgestellten, allgemeinen Reihenformel
CoHn-100 16 :

Nachdem wir heute die Schwierigkeiten kennen, die beim Reinigen der
Rohsaponine von den anhaftenden Begleitsubstanzen auftreten, ist es

I
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fraglich, ob Molekulargewicht und Bruttoformel den tatsichlichen
Verhaltnissen entsprechen. Die fiir isolierte Saponine bekannten Brutto-
formeln zeigen zudem, dafl auch die Reihenformel von Fliickiger iiber-
holt ist.

Obwohl Baerheim-Svendsen 7 Radix Pimpinellae von gleicher Herkunft
(Helsingfors, Finnland) und mit den gleichen Methoden wie Vestlin
untersucht hat, ist es ihm neulich nicht gelungen, ein Saponin nachzu-
weisen.

4.2, Ktheriéches i)

Die iltesten Angaben iiber das atherische Ol von Radix Pimpinellae
stammen von Bley 2. Durch Wasserdampfdestillation erhielt er 1826
aus der weiBen Bibernellwurzel 0,025 9%, goldgelbes, durchdringend und
unangenehm riechendes Ol von widerlich bitterem und- kratzendem
Geschmack. Von der schwarzen Bibernellwurzel erhielt er 0,389, hell-
blaues, weniger penetrant riechendes Ol, das sich in verschlossenen
Gefiflen an der Sonne griin firbte. '

Spiter wurde die Dichte bei 15° mit 0,959 und der Siedebeginn des
atherischen Oles bei 240° angegeben 11,

Weitere Untersuchungen wurden erst kiirzlich von Iwanow, Iwanowa
und Russinow 48 verdffentlicht. Sie destillierten aus Wurzeln von Pim-
pinella saxifraga L. ein O1 mit der Dichte 0,972 (bei 20°), der Sdurezahl 0
und der Esterzahl 127,8.

In zwei Bestimmungen von Briickner 14 enthielt geschnittene Radix
Pimpinellae 0,014 und 0,0969, itherisches Ol, wobei der Feuchtig-
keitsgehalt der beiden Drogen 8,6 und 10,2 9, betrug.

Wiist 1°¢ und Fehlmann 25 haben in ihren Arbeiten den Gehalt an dtheri-
schem Ol von Radix Pimpinellae mit der am hiesigen Institut modifi-
zierten oxydimetrischen Bestimmungsmethode 34 untersucht. -Da bei
diesem Verfahren séimtliche wasserdampffliichtigen Bestandteile mit-
bestimmt werden, sind die Resultate durchwegs hoher als bei volu-
metrischen Untersuchungen, wo teilweise wasserlgsliche Anteile nicht
erfaBBt werden. ‘ '

Auf verschiedenen Bodentypen gewachsene Muster von Radix Pimpi-
nellae maior ergaben bei Wiist 108 folgende Olmengen:

Biindnerschiefer 0,354 %, Humus 0,4179%,
Flysch 0,356 %, Gneis 0,420 %,
Verrucano 0,396 %, Lebm 0,463 %,
Sand 0,408 9, Kreide 0,466 %,
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Im Laufe seiner Untersuchungen iiber die Trocknung von Umbelli-
ferenwurzeln verfolgten Fehlmann und Fliick 2% 252 den Einflufl von Zeit,
Temperatur und Fermenten auf den Gehalt an dtherischem Ol in Radix
Pimpinellae. Er fand nach verschiedenen Trocknungszeiten bei Zimmer-
temperatur:

frisch 1,389 ath. O1
1 Tag 1,65 %, dth. 01
2 Tage 1,809, #th. O1
5 Tage 1,239, ath. 01
7 Tage 1,349 ath. O1

12 Tage 1,359, ath. O1

Einfluf} der Trocknungstemperatur: _
frisch 3,279, ath. 01
30° wihrend 51% h 2,199, ath. Ol
50° wihrend 17% h 1,46 9, ath. Ol
75°wihrend 4 h 1,539 ith. Ol
100° wiahrend 4 h 1,509, ith. Ol

Einflul der Fermentwirkung nach Trocknung beziehungsweise Nach-
trocknung bei Zimmertemperatur:
ohne Vorbehandlung 2,02 9, ath. Ol
fermentiert 1,66 9, ath. O1
1 min stabilisiert 1,829, ath. Ol
3 min stabilisiert 1,06 %, ath. Ol
10 min stabilisiert 1,759, ath. Ol

An unserem Institut sind vor kurzer Zeit weitere quantitative Bestim-
mungen an Pimpinellamustern durchgefiihrt worden #3. Jede Destilla-
tion erfolgte dabei mit 100 g pulverisierter Droge und 750 ml Wasser
in der im Suppl. III zur Ph. Helv. V beschriebenen Apparatur. Die
Ergebnisse, die nicht zuletzt auch wegen der verschiedenen Destilla-
tionszeiten stark variieren, haben wir in Tabelle 13 zusammengefafit.

Von den Komponenten des idtherischen Oles ist bis jetzt noch keine
identifiziert worden.

4.3. Cumarine

Bereits 1873 ist es Buchheim ¢ gelungen, aus Bibernellwurzeln Pimpi-
nellin zu isolieren. Heut 2 hat aullerdem gelbe Kristalle mit einem
Schmelzpunkt von 148° gefunden, bei denen es sich ziemlich sicher um
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Tabelle 13

Gehalt an itherischem Ol einiger Handelsmuster von Radix Pimpinellae 43

Drogenmuster Farbe des De Gehalt in Vol. %
ith. Oles | stilla-
tions- | 1. Best. 2. Best. Mittel-
zeit wert
inh
1. Rad. Pimpinellae blau 4 0,061 0,065 0,063
Ph. Helv. V pulv,
2. Rad. Pimpinellae albae gelb 6 0,067 0,075 0,071
pulvis grossus }
3. Rad. Pimpinellae albae pulv. gelb 13 0,050 0,054 0,052
4. Rad. Pimpinellae saxifraga olivgriin 8 0,175 0,187 0,181
Ph. Helv. V pulv. ' .
5. Rad. Pimpinellae saxifraga blau 12 0,649 — —
Ph. Helv. V pulv, 13 0,685 — —
6. Rad. Pimpinellae saxifraga griin 6 0,130 — —
Ph. Helv. V pulv. - 12 0,231 - — —

Isopimpinellin handelte, das spiter von Wessely und Kallab 19! isoliert
und in seiner Konstitution aufgeklirt wurde. Wessely und Nadler 12
fanden dann aufler Pimpinellin und Isopimpinellin noch Isobergapten.
Zimmermann 11° bezeichnete eine weitere, von ihm isolierte Substanz
von der Zusammensetzung C,;H 0, und dem Schmelzpunkt von 192°
als Saxifragin. Dieselbe Substanz wurde nun inzwischen unter dem
Namen Sphondin einmal aus Heracleumwurzeln °2 und auch aus Wur-
zeln von Pimpinella saxifraga L. 1% isoliert.

Neben Sphondin glaubten Wessely und Neugebauer 1°% noch Sphondylin
nachweisen zu konnen. Wessely und Kotlan 1°* identifizierten aber
diesen Stoff durch papierchromatographische Trennung als ein Gemisch
von Sphondin mit Bergapten.

Baerheim-Svendsen 5 befallte sich in einer groflen Arbeit erneut mit den
Cumarinen in Radix Pimpinellae. Nachdem frither immer nur Wurzeln
von Pimpinella saxifraga L. untersucht worden sind, hat dieser Autor
in seine Versuche nun auch Pimpinella maior (L.) HuDsoN einbezogen.
In beiden Pimpinellaarten wurden Pimpinellin, Isopimpinellin, Iso-
bergapten, Sphondin und Umbelliferon papierchromatographisch nach-
gewiesen, nachdem die Stoffe einzeln und in reiner Form isoliert werden
konnten. Der in einer vorhergehenden Publikation ¢ als Bergapten
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Tabelle 14

Cumaringehalt von Radix Pimpinellae nach Baerheim-Svendsen 5

Pim- Isopim- | Isober- |Sphondin
pinellin | pinellin | gapten
Pimpinella maior (L.) HUDS,
aus Norwegen 0,12% | 0,059% { 0,019 [ 0,029
aus Mitteleuropa 0,349, 0,129, 0,049, 0,049,
Pimpinella saxifraga L.
aus Norwegen 6,109 1| 0,05% | 0,019 | 0,019
aus Mitteleuropa 0,249% 0,109, 0,039, 0,049

bezeichnete Stoff wurde auf Grund des Mischschmelzpunktes mit reinem
Sphondin nun eindeutig als Sphondin identifiziert.

Durch visuellen Vergleich der Fleckengréfle von abgestuften Cumarin-
mengen aus Radix Pimpinellae mit solchen von Reincumarinen wurden
auf Papierchromatogrammen orientierende Gehaltsbestimmungen durch-
gefithrt. Die einzelnen Cumaringehalte sind aus Tabelle 14 ersichtlich,
wihrend wir Konstitution, Aussehen und Schmelzpunkt der vier Furo-
cumarine in Tabelle 15 zusammengestellt haben.

Tabelle 15

Furocumarine aus Radix Pimpinellae 5

Pimpinellin
CHONZ NN CuHLO,
N ” . farblose Nadeln
070 Smp. 117-119°

Isobergapten
I ). c.BoO,
farblose Nadeln
Smp. 218-222¢
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Isopimpinellin
Cy5H;,05
gelbe Nadeln

CH3-0~ N Sphdndm i

_ ll C,,H,0,

Y, <0 farhlose Nadeln
™ Smp. 188-190°




4.4. Organische Siduren

Uber die organischen Siuren der Bibernellwurzel berichteten erstmals '
Jermstad und Saxholm 5°. Sie erhielten aus einer Handelsware 0,29,
Tiglinséiure, nahmen aber an, daBl es sich bei ihrem Untersuchungs-
material um eine Verfilschung handelte. Der fiir Bibernell charakteri-
stische Geruch war nicht festzustellen.

Mit Hilfe von Ionenaustauschern hat Baerheim-Svendsen 5 aus wisseri-
gen Wurzelausziigen der beiden Pimpinellaspecies ein Siuregemisch
abgetrennt, worin er papierchromatographisch folgende Komponenten
identifizierte: '

Aconitsiure Fumarsiure
Apfelséiure Kaffeesiiure
Chinasiure Malonsiure
Chlorogenséure Zitronensiure

4.5. Zucker

Aus Wurzeln von Pimpinelle maior (L.) Hubpson und Pimpinella saxi-
Jraga L. isolierte Baerheim-Svendsen 3 je ein Zuckergemisch, das papier-
chromatographisch analysiert wurde. Beide Ausziige hatten die gleiche
Zusammensetzung. Es wurden Fructose, Glucose, Saccharose und ein
unbekannter Zucker gefunden, der sich durch Hydrolyse in Fructose,
Galaktose und Glucose spalten lief3.

Nach neueren Mitteilungen handelt es sich bei dem zuletzt genannten,
unbekannten Zucker um ein Trisaccharid, das in frischem Pflanzen-
material mehrerer Umbelliferen nachgewiesen werden konnte ¢, Die
Konstitutionsermittlung 1°¢ dieser als Umbelliferose bezeichneten Ver-
bindung ergab: 2"-a-D-galactopyranosyl-2-a-D-glucopyranosyl-g-D-fruc-
tofuranose.

5. Therapeutische Wirkung und Verwendung von Radix Pimpinellae

Schon J.Th.Tabernaemontanus wuBte 1588 in seinem «New Kreuter-
buch» von der «Natur, Krafft und Wiirckung» der Bibernell viel zu
berichten 57,

Wihrend der Pest- und Cholerazeit kam dann der geheinisvollen Wurzel
eine bedeutende Rolle zu. Uberall in deutschsprachigen Gebieten finden
wir Sagen, die erzihlen, wie die Heilkraft der Bibernell von Zwergen,
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Vogeln und unsichtbaren Stimmen den leidenden Menschen in gereimten
Rezepten verkiindet wurde ¢4, Als Beispiele erwiihnen wir:

«Braucht Bibernell und Terpentill (= Tormentilla),
So wird der Tod bald stehen still!»
(Aus Rogasen in Posen)
«Esset Pimpernell’,
So sterbet ihr nicht &ll!»
(Aus Wiirttemberg)
«Esset Knoblauch und Biebernelle,
Dann sterbet ibr nit so schnelle!»
‘ (Aus Werdenberg, St. Gallen)
«EfBt Enzian und Pimpinell,
Steht auf, sterbt nicht so schnell.»
(Aus Oberplan im Béhmerwald)
«Pimpinelle und bats (gebihtes) Brot
Oder ihr seid morgen alle tot!»
(Aus Ernen im Wallis)

Heute wird Radix Pimpinellae wegen seiner sekretionsanregenden Wir-
kung vorwiegend als Expectorans bei Husten und Heiserkeit, ferner
bei Schleimhautreizungen durch Bronchitis, Pharyngitis, Laryngitis und
Angina verwendet. In Form von Aufgiissen oder als Tinktur gilt Biber- -
nell zudem als Diureticum und Stomachicum.

Das Ergebnis unserer kiirzlichen Umfrage bei vier mitteleuropﬁischen
Drogenfirmen mag in diesem Zusammenhang ebenfalls interessieren,
ergab sich doch fiir Radix Pimpinellae ein momentaner Gesamtjahres-
bedarf von 2000 bis 2500 kg, wihrend vergleichsweise in letzter Zeit
jahrlich ungefihr 8000 kg Radix Althaeae mund. conc. benttigt wurden.

Aufler den expectorierenden und resorptionsférdernden Eigenschaften
war bisher von Saponinen und saponinhaltigen Priparaten vor allém
die Wirkung als Zellgift bekannt; in vivo und in vitro vermdgen sie zu
himolysieren. Enteral werden Saponine nur schwach oder iiberhaupt
.- nicht resorbiert. Neue Versuche mit Aescin haben nun gezeigt, dafl
hohe intravendse Dosen an Kaninchen, Ratten und Miusen durch
starke Himolyse zu Gewebsschiden an Nieren, Leber und Myocard und
damit zum Tode fithren, Die tégliche intravenése Verabreichung von
einem Fiinftel der DL;, vermochte dagegen wihrend eines Monates
dds klinische Bild von Kaninchen nicht zu beeintriichtigen. Beim Men-
schen war sogar eine Minute nach intravendser Injektion von 2 mg
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Aescin auch mit einer empfindlichen Methode keine Hamolyse mehr zu
erfassen 98,

Auf Grund dieser Untersuchungen kénnen also geringe Saponinmengen
. trotz ihrer himolytischen Wirkung in der Blutbahn transportiert wer-
den, was fiir saponinhaltige Priparate neue therapeutische Moglich-
keiten aufzeigt. '

6. Wertbestimmung von Saponinen

Zur Beurteilung des Saponingehaltes von Drogen, Drogenpriparaten
und isolierten Reinstoffen finden wir in der Literatur Methoden, die nur
annihernd quantitativ ausgewertet werden konnen. Sie beruhen ent-
weder auf den speziellen physikalisch-chemischen oder biologischen
Eigenschaften der Saponine, sind aber fiir die einzelnen Verbindungen
nicht spezifisch. In jedem Fall mufy die dem Gehalt proportionale Wir-
kung mit dem Effekt einer Standardsubstanz verglichen werden.

6.1. Physikalisch-chemische Methoden
6.1.1.  Messungen der Oberflichenspannung

Saponinldsungen sind -allgemein sehr oberflichenaktiv, das heiflt, sie
haben im Vergleich zu reinem Wasser eine geringere Oberflichenspan-
nung. Letztere nimmt mit zunehmender Saponinkonzentration ab und
ist ferner von Temperatur und pH der Losung abhingig. Direkte Mes-
sungen konnen mit Hilfe des Stalagmometers nach Traube durchgefiihrt
werden 31, i

Awe und Hiufermann ? arbeiteten mit dem Stagonometer, wihrend
Reitstotter und Schipke 7® sich der Sugdenschen Zweikapillarmethode
bedienten. o

Vergleichende Messungen mit Stalagmometer, Tensiometer und dem
himolytischen Index hat Sandberg 8! vorgenommen und dabei keine
direkte Beziehung zwischen Oberflichenaktivitit und Himolysewirkung
gefunden. Gemessene Oberflichenspannungswerte lassen somit keine
Aussagen iiber das himolytische Verhalten eines Saponins zu.

6.1.2. Bestimmung der Schaumzahl

Mit Schaumzahl oder Schaumindex wird der reziproke Wert derjenigen
Saponinkonzentration bezeichnet, welche unter normierten Bedingun-
gen einen bleibenden Schaum von bestimmter Héhe ergibt 5.
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Finholt, Damslora und Hamre 3° beschrieben kiirzlich ein einfaches
Vorgehen zur Messung des Schaumbildungsvermégens von Saponin-
Issungen. Zwischen mittlerem Schaumvolumen und dem Logarithmus
der Konzentration verschiedener Saponine fanden sie in gewissen Berei-
chen lineare Beziehungen.

6.1.3. Schaumringprobe

Bei den Vorarbeiten zur Ph. Helv. V' erwies sich die Schaumhshe als
schwer reproduzierbar. An ihrer Stelle wurde vom damaligen Bearbeiter
der Drogen eine Schaumringprobe eingefiihrt 32. Dabei muB eine be-
stimmte Konzentration eines wisserigen Auszuges nach einer Stunde
noch einen Schaumring aufweisen.

6.1.4. Schauminhibitionsverfahren

Jermstad und Waaler 51 verfeinerten die von Wasicky entwickelte
Schaumzahlmethode in dem Sinne, daf} sie diejenige Tropfenzahl eines
organischen Losungsmittels bestimmten, die einer Saponinlésung zur
Unterdriickung des Schaumbildungsvermagens zugesetzt werden muf}.

6.1.5.  Photometrische Bestimmung

Eine auf Adsorption von Farbstoffen an Saponine beruhende Methode
veroffentlichten Schultz und Barthold ®°, bevor Neuwald und Kling-
miiller 7* papierchromatographisch gereinigtes Primulasaponin eluiert
und photoinetrisch bestimmt haben.

6.2. Biologische Methoden
6.2.1. Himolyse

Die auf Himolyse beruhenden Nachweisverfahren fiir Saponine sind
am meisten verbreitet, da sie auch am besten untersucht sind. Auf
Papier- und Diinnschichtchromatogrammen, histochemisch und in
vitro kann die Hamolyse sowohl quahtatlv als auch halbquantitativ
ausgewertet werden.

Die Bestimmung der himolytischen Wirksamkeit, wie sie in die Ph.
Helv. V Suppl. IT aufgenommen wurde, beruht auf folgendem Prinzip:
In einem Vorversuch muf} der Konzentrationsbereich abgeklirt werden,
~ damit anschlieBend eine Verdiinnungsreihe der Priiflssung mit Erythro-
cytensuspension versetzt werden kann. Nach 24 Stunden lesen wir die
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Konzentration ab, bei welcher eben noch Totalhimolyse sichtbar ist.
Eine mit Saponin-Standard Ph. Helv. V gleichzeitig angesetzte Ver-
diinnungsreihe gibt uns die notigen Bezugswerte, und durch Vergleich
der beiden totalhiimolysierenden Konzentrationen schliefen wir auf
den Saponingehalt der Priiflssung. Ein wesentlicher Faktor der Bestim-
mung ist die Isotonie der Erythrocytensuspension, der wiisserigen
Stammlésung des Untersuchungsmaterials und der Saponin-Standard-
losung.

Die himolytische Wirksamkeit von 1 c¢g Saponin-Standard Ph. Helv. V
wurde als 1 Ph. Helv.-Einheit definiert, und Gehaltsangaben werden
auf 1 g saponinhaltige Droge, Reinsaponin oder Priparat umgerechnet.
In Ph. Helv.-Einheiten angegebene Werte sagen somit aus, wievielmal
himolytisch aktiver 1,0 g gegeniiber 0,01 g Saponin-Standard Ph.
Helv. V ist.

Unter hdmolytischem Index wird in der Literatur allgemein der rezi-
proke Wert der kleinsten Saponinkonzentration, die unter festgelegten
Bedingungen eben noch vollstindige Himolyse bewirkt, verstanden.
Awe und Héufermann ® schlugen zur Bestimmung des Grenzwertes
an Stelle der Totalhiimolyse die Initialhdmolyse vor. Dabei erfaiten sie
jene Konzentration, bei der eben Hamoglobin aus den am Reagensglas-
boden liegenden Erythrocyten auszutreten beginnt. Die Verfasser
begriindeten ihren Vorschlag damit, da8 der Ubergang von undurch-
sichtiger Deckfarbe zu klarem, lackfarbigem Rot in den meist triiben
' Saponinlésungen nur schwierig festzustellen sei, wihrend ein roter
Diffusionshof auch in getriibten Medien leicht erkannt werden kiénne.

Biologische Wertbestimmungen basieren aber iiblicherweise iiberhaupt
nicht auf extremen Wirkungswerten (Maxima oder Minima). Im steil-
sten Bereich von Dosis-Wirkungs-Kurven wihlt man mittlere Wirkungs-
werte und erzielt damit fiir Gehaltsherechnungen eine gréfere Genauig-
keit. Nach diesem Prmz1p hat Finholt 2° im Anschlu} an friihere Arbei-
ten anderer Autoren eine Bestimmungsmethode fiir Saponine ausge-
arbeitet, die wir im Laufe unserer Untersuchungen noch eingehender
besprechen werden.

6.2.2. Tubifex-Methode

Scheidegger 8 wertete die Wirkung eines saponinhaltigen Drogenaus-’
zuges auf Tubifex-Wiirmer derart aus, daB er die Dosis bestimmte, die
509, der Wiirmer vergiftete (== DL;,).
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6. 2 3. Rhoeo-Methode

In Gegenwart von Sapomnen tritt aus Epidermiszellen von Rhoeo
discolor HANCE (Commelinaceae-Tradescantieae) Anthocyan aus. Diese
Eigenschaft hat Karma 5® aufgegriffen und Rhoeoschnitte wiihrend
einer bestimmten Zeit in Saponinlésungen aufbewahrt. Aus beschidig-
ten Zellen stromte Anthocyan aus, und das Gewebe wurde farblos.

6.2.4.  Xenopus-Verfahren

Saponine wirken auf alle Kiemenatmer toxisch. Da der afrikanische
Krallenfrosch (= Xenopus laevis DAUDIN) in biologisch-medizinischen
Versuchen héufig verwendet wird, haben ihn Karma und von Schantz 54
auch fiir relative Saponinbestimmungen beniitzt. Als Xenopusindex
definierten sie die grofite Wassermenge in Gramm, mit der 1 g der zu

~ untersuchenden Substanz verdiinnt werden kann, damit 2 bis 4 Wochen

alte Larven in der Losung innerhalb einer Stunde absterben.

6.3. Hiimolysemechanismus
6.3.1. Erythrocytenstruktur

Elektronenoptische Untersuchungen an Erythrocyten fiihrten Jung 52
zur Differenzierung von drei Schichten. Unter der dufleren. Membran
(= Epilemma) soll eine eher diinne Plasmaschicht (= Plasmolemma)
liegen, die vor allem Fermentsysteme zur Steuerung des Farbstoff- und
Ionenstoffwechsels enthilt. Das Himoglobin (= Hb) sieht er im Zentrum
so dicht gelagert, dafl dort fiir ein Stiitzgewebe kein Raum mehr vor-
handen sei. ,

Ungefiahr 259, des ganzen Erythrocytenvolumens nimmt das Hb ein.
Neben 709, Wasser verbleiben fiir alle iibrigen Bausteine noch 5 9,.
Fiir ein Stromatingeriist bleibt nach Aufteilung der Proteine auf die
Hiille nur noch ein sehr kleiner Anteil {ibrig. Heute wissen wir aber,
dafl schon Konzentrationen von weniger als 0,59, zur Bildung eines
zarten Stromatinnetzes geniigen 92,

Schmitt, Bear und Ponder 8¢ stellten fest, dal die Proteine in der Ery-
throcytenmembran tangential angeordnet sind, wihrend dazwischen
die Lipoide Kephalin, Lezithin, Sphyngomyelin und Cholesterin mit
ihren Achsen radiir verlaufen. Die gesamte Oberfliche ist von einem
kohlehydratarmen Albumin umgeben, der antisphérischen Substanz,
die von intakten Erythrocyten leicht abgewaschen werden kann.
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6.3.2.  Himolysetypen

Die einzelnen Membrankomponenten lassen vermuten, daf Hamolysine
primiir nicht immer an denselben Kérpern angreifen. Wenn im einen
Fall zunichst Cholesterin reagiert, so konnen in anderen Fillen sicher
vorweg die Proteinbestandteile beeintrichtigt werden.

Durch Messungen der Lichtdurchlissigkeit an Erythrocytensuspensionen
erhielt Wilbrand:t '°? Resistenzkurven, bei denén er Quellungsvor-
ginge von reinem Hb-Austritt aus Erythrocyten unterscheiden konnte.

So war es ihm méglich, drei Hamolysearten zu unterscheiden.

1. Rein osmotische Himolyse
Die Erythrocyten verhalten sich, wie wenn sie reine Elektrolytlosun-
gen enthalten wiirden.

2. Kollotd-osmotische Himolyse

- Die reine Osmose wird durch die Anwesenheit kolloider Substanzen
beeintrichtigt. Damit wird die osmotische Schwelhmg nicht maximal;
Hb tritt bereits vorher aus.

3. Nichtosmotische Himolyse
Hb wird ohne Quellung der Erythrocyten auf rein physikalisch-
chemischem Weg durch die Membran herausgelost.

Ferner konnte Wilbrands 1°7 bestitigen, daBl zu Beginn jeder osmoti-
schen Hamolyse die normalerweise kationenundurchlissige Erythrocy-
tenwand kationendurchlissig wird. Anschliefend kommt es zu einer
Fliissigkeitsanreicherung im Innern der Erythrocyten und dann zur
eigentlichen Hamolyse. — Dean, Noonan, Haege und Fenn 1° stellten
allerdings mit radioaktivem Kalium fest, dal auch unter normalen
Bedingungen Kalium durch die Erythrocytenwand ausgetauscht wird.
Heute vertritt Wilbrandt 1°7 die Auffassung, daB in vivo weder rein
osmotische noch véllig nichtosmotische Himolysen denkbar sind. Das
Stromatinnetz im Erythrocyteninnern wirkt stets als Kolloid. Zudem -
ist sehr unwahrscheinlich, da88 die Erythrocytenmembran fiir das gro8e
Hb-Molekiil durchlissig wird, ohne vorher schon kleinere Kationen und
Wasser durchzulassen. Alle biologischen und experimentellen Himo-
lysen sind daher fast ausnahmslos kolloid-osmotische Prozesse.

Nach Ponder ' und Wilbrandt 197 verwandelt sich in der prolytischen
Phase ein normaler, bikonkaver Erythrocyt iiber die Stechapfelform
zum kugeligen Sphérocyten. Die ganze Umwandlung erfolgt zuniichst
ohne Volumeninderung; die Zelle quillt noch nicht, und der Proze8
ist im Prinzip noch reversibel. Beim Ubergang in die Stechapfelform
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entstehen charakteristische Falten, wobei die Membran sich allmihlich
verdickt. Wirkt das Lysin weiter auf den Sphirocyten ein, so beginnt
er zu quellen. Die Membran li8t vorerst Kalium aus der Zelle austreten.
Dafiir nimmt der Erythrocyt Natrium und Wasser auf. Hat der Ery-
throcyt das kritische Volumen erreicht, so beginnt erst die eigentliche
Himolyse oder Chromatolyse im engeren Sinne. Hémoglobin tritt aus
den Erythrocyten aus, wihrend das Zellgeriist noch erhalten bleibt.
Kurz nach der Chromatolyse werden meist auch noch die Zellgeriiste
durch Stromatolyse aufgelést.

Die Frage, ob der Hamolyseproze} dem Alles-oder-Nichts-Gesetz folgt,
war lange offen. Ponder "? und Wilbrandt 1° konnten dann auf verschie-
dene Art beweisen, dafl dies nicht zutrifft. Ein gewisser, relativ kleiner
Hb-Anteil bleibt mit dem Stroma so eng verbunden, daf} er-nicht abge-
geben wird. Weiter konnte abgekliirt werden, daf} eine partielle Hiimo-
lyse gesamthaft nicht auf einem gleichmiiligen Hb-Riickstand in allen
Erythrocyten beruht. Wihrend einzelne Erythrocyten himolysieren,
sind andere mit groBerer Resistenz gegeniiber dem Lysin noch als
Sphirocyten oder sogar in bikonkaver Form vorhanden.

Da uns heute bekannt ist, dall die verschiedenen Himolyseformen
eigentlich nur durch den Grad der Erythrocytenquellung zu unter-
scheiden sind, werden die Hémolysine meist nach ihrer Herkunft ein-
geteilt. Als Himolysine kénnen sowohl anorganische Stoffe, organische
Stoffe biologischer und nicht biologischer Herkunft und physikalische
Faktoren wirken 62,

6.3.3.  Saponinhdmolyse

Ponder 77 und Wilbrandt 1°7 konnten zeigen, dafi die Saponinhimolyse
von andern himolytischen Prozessen grundsitzlich nicht zu unter-
scheiden ist. Auch hier handelt es sich um einen kolloid-osmotischen
Vorgang, in dessen Verlauf die bikonkaven Erythrocyten sphirische
Form annehmen, bevor sie quellen und Hb austreten lassen. Wihrend
mit Saponinen die Stechapfelform relativ langsam entsteht, kommt es
dann rasch zur Bildung der Sphirocyten und zur Hiamolyse.

Es ist durchaus wahrscheinlich, daBl Saponine primiir an den Cholesterin-
molekiilen der Membran angreifen. Cholesterin gilt ja vor allem im
Plasma als allgemeiner Schutzstoff vor einer eventuellen Himolyse, da
es Saponine und andere Lysine zu binden vermag.

Fiir Saponinbestimmungen vermittelst Himolyse sollten unbedingt nur
gewaschene Erythrocyten verwendet werden. Unerwiinschte Hemm-
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wirkungen durch Plasmaeiweifl und -cholesterin, wie auch der ver-
zégernde Effekt der antisphirischen Substanz, werden damit vermie-
den 77,

7. Wertbestimmung iitherischer Ole

Auf die Wertbestimmung itherischer Ole méchten wir an dieser Stelle
nicht niher eintreten. Die einschligige Literatur ist bereits so umfas-
send, daB wir uns mit dem Hinweis auf die Ubersichtsartikel von Fliick,
Hegnauer und Hoffmann 33, Schirm 85 und Moritz ™! begniigen.

Die gebriuchlichsten Methoden sind durchwegs Konventionsmethoden.
Im Prinzip handelt es sich immer um eine Wasser- oder Wasserdampf-
destillation, an die sich eine volumetrische, gravimetrische oder mal-
analytische Bestimmung des isolierten Oles anschlieBt. Die vielfaltigen
Einzelverfahren sind eigentlich nur durch fortwihrende Verbesserung
der Destillationsapparaturen entstanden.

Unsere quantitativen Bestimmungsversuche haben wir mit der im
Suppl. III der Ph. Helv. V normierten Apparatur durchgefiihrt.

8. Untersuchungsmaterial

Um die schwierige Identifizierung von Handelsdrogen, auf die wir
bereits frither hingewiesen haben, zu umgehen, wurden die Drogen nach
Méglichkeit selbst gesammelt. Aus Tabelle 16 ist die genaue Herkunft
der von uns untersuchten Muster ersichtlich.

Auf der Suche nach gut zuginglichen Standorten mit geniigend gleich-
artigem Pflanzenmaterial stellten wir fest, dal Pimpinella saxifraga L.
in den Gebieten der nérdlichen Voralpen und des schweizerischen Mittel-
landes verhiltnismifBig seltener vorkommt. So muBiten wir uns vor
allem fiir die Destillationsversuche zur Bestimmung des itherischen
Oles eine groBere Menge einheitliche Handelsware beschaffen. Die
Muster E und J wurden als Ganzdroge gekauft, wihrend G bereits als
Pulver geliefert wurde.

Die selbst gegrabenen Wurzeln wurden von den oberirdischen Stengel-
und Blattanteilen befreit, in kaltem Wasser gewaschen und iiber Nacht
an der Luft getrocknet. Ohne die einzelnen Wurzelstiicke zu zerklei-
nern, wurden sie dann in Biichsen mit grobgekérntem Blaugel, welches
zuvor in Sickchen aus Verbandgaze abgefiillt worden war, schichtweise
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Tabelle 16

Untersuchte Drogenmuster

Droge Muster Ernte Herkunft Héhe ii. M.
Pimpinella maior (L.) HUDS, A 26.5.1959 Laden VS 1300 m
B 9.7.1959 Faulensee BE 600 m
C 10./17.7.1959; Faulensee BE 600 m
D 10.10.1959 Pura TI 380 m
Pimpinella saxifraga L. E Dez. 1959 * Siidtirol 400 m
F Aug. 1962 * | Sidtirol 400 m
G 28.8.1961 Greich VS 1200 m
— var, nigra H 29.8.1962 St. Luc VS8 1600 m
Rad. Pimpinellae Ph, Helv. V J Okt. 1959* | Jugoslawien —

* Einkaufsdatum

wihrend anderthalb bis zwei Tagen bei Zimmertemperatur soweit
getrocknet, bis sie hart waren und sich glatt brechen liefen. Ein Kilo
gewaschene, lufttrockene Radix Pimpinellae maior (= 200 Stiick) wog
beispielsweise nach der Trocknung mit Blaugel noch 325 g; ungefihr
zwei Drittel des Gesamtgewichtes war also Wasser.

Fehlmann 25 schlug als optimale Trocknungstemperatur fiir Umbelli-
ferenwurzeln 40° vor. Seine Gehaltsdifferenzen fiir stherisches Ol gegen-
iiber der Trocknung bei 30° sind aber so gering, daf} sie im Fehlbereich
der oxydimetrischen Bestimmungsmethode liegen. Die hohere Tempera-
tur vermochte denn vor allem die Trocknungszeit zu verkiirzen.

Zur Zeit unserer Drogenernten war der genaue Verarbeitungstermin
noch unbekannt. Da wir aber mit einer lingeren Lagerung rechneten,
behandelten wir die Wurzeln moglichst schonend, wozu uns die rasche
Trocknung mit Blaugel ohne geringste Erwirmung giinstig schien. Das
Wurzelmaterial wurde dann in einem Behilter mit Blaugel unzerklei-
nert aufbewahrt, womit wir Atherisch-Ol-Verluste durch vorzeitiges
Offnen von Pflanzenorganen moglichst vermeiden wollten.

Erst kurz vor ihrer Verarbeitung wurden die verschiedenen Proben in
einer Kreuzschlagmiihle mit Siebeinsatz von 1 mm Lochdurchmesser
auf den Feinheitsgrzid von Sieb IV der Ph. Helv. V zerkleinert.
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9, . Saponin

9.1. Saponinnachweis in Radix Pimpinellée
9.1.1. Blutgelatinemethode 3! .

Legt man Schnitte von Pflanzenteilen auf einem Objekttriger in einen
Tropfen Blutgelatine (pH meist 7,4), so entsteht am Rande von saponin-
haltigen Geweben ein himolytischer Hof. Saponine diffundieren in die
Gelatine und bewirken dort eine lokale Hamolyse, wodurch das triibe
Priaparat durchsichtig wird. Da aufler den Saponinen noch andere
Stoffe, wie zum Beispiel dtherische Ole, himolytisch wirken, wird der
Nachweis erst eindeutig, wenn nach Blockierung des Saponins mit
Cholesterin keine Himolyse mehr eintritt. Zu diesem Zweck werden
einige Pflanzenschnitte in einer gesiittigten Losung von Chelesterin in
Ather oder Aceton wihrend einer Stunde am Riickfluf gekocht. Das
Saponincholesterid kann durch Kochen mit Xylol withrend zwei Stun-
den erneut gespalten werden. Nach gutem Waschen mit Ather und
sorgfiltigem Trocknen sollen die Schnitte in Blutgelatine wiederum
Himolyse auslosen.

9.1.2.  Herstellung der Blutgelatine

Um im voraus eine Siure- oder Laugenhiimolyse auszuschlieBen, wird
meist gepufferte Gelatine vom pH 7,4 verwendet.

Wir lésten 6%, Gelatine in isotonischem Phosphatpuffer, kochten kurz
auf und filtrierten heil durch Baumwollgaze in vorsterilisierte Reagens-
gliser. Letztere wurden mit einem nichtentfetteten Wattepfropf ver-
schlossen nochmals im stromenden Wasserdampf sterilisiert. Vor
Gebrauch wurden in einem Reagensglas etwa 5 ml durch Erwirmen
auf ungefiahr 40° verflitssigt und mit 4 bis 6 Tropfen Rinderblut ver-
mischt.

9.1.3. Versuche mit Radix Pimpinellae

Zum Saponinnachweis in Radix Pimpinellae beniitzten wir frische,
nicht getrocknete Wurzeln.

Frische Querschnitte von Pimpinella maior (L.) Hubson zeigten in
Blutgelatine nach fiinf Stunden nur ganz kleine himolysierte Zonen
im Bereich der Rinde. Mit Ather gewaschene Schnitte ergaben auch
nur schwache Hiamolysehofe.

4 ' ' 49



" Frische, mit gesittigter Cholesterinlésung behandelte Schnitte Iésten
wihrend der gleichen Zeitspanne keine Himolyse mehr aus.

Dagegen gaben mit Cholesterin behandelte und durch Kochen mit
Xylol wieder aufgeschlossene Schnitte schon nach drei Stunden erneut
deutliche Hamolysezonen. '

Versuche mit Querschnitten von Pimpinella saxifraga L. ergaben weit-
gehend diesélben Resultate. Bei Uberpriifung der einzelnen Priparate
nach weiteren 15 Stunden waren die Hamolysehofe nicht gréBer.

9.2 Saponinbestimmungsmethode nach Finholt

Fiir Standardlésungen und Saponinlésungen mit unbekanntem Gehalt
werden Reaktionskurven (= Dosis-Wirkungs-Kurven) aufgestellt, die
die Beziehung der Saponinkonzentration zum Himolysegrad angeben.
Der Gehalt der unbekannten Losung wird durch Vergleich der beiden
Konzentrationen, welche denselben Hamolysegrad ergeben, berechnet.
Dies ist meist die 50prozentige Hamolyse im steilsten Kurvenstiick.

Praktisch besteht die Methode aus drei Teilen:

—~ Hamolyseprozefl
— Messung des Himolysegrades
— Aufstellen der Hiimolysekurve

9.2.1. Himolyseprozef3 27

Das zu bestimmende Saponin wird in einer isotonischen Pufferlésung
vom pH 7,4 aufgelost.

Nachdem in orientierenden Vorversuchen der Konzentrationsbereich
ab geklairt worden ist, werden zunehmende Mengen Standard- beziehungs-
weise Priiflosung in Zentrifugengliser gegeben und mit isotonischem
Puffer auf 3,0 ml ergiinzt. Die Gliser werden verschlossen, deren Inhalt
gemischt und in ein Wasserbad gestellt, dessen Temperatur mit einem
Thermostaten auf 25° (£ 0,1°) gehalten wird.

Gleichzeitig werden nun die Proben mit je 1,0 ml Erythrocytensuspen-
sion versetzt und dreimal sorgfiltig auf den Kopf gestellt. Die Héimo-
lysezeit betrigt vom Moment des Mischens an eine Stunde.

Kurzes, kriftiges Schiitteln zu Beginn der Himolyse hat eine betricht-
liche Verminderung des Himolysegrades zur Folge, da sich Saponin
aus der Losung im Schaum anreichert. Wird am Ende des Himolyse-
prozesses geschiittelt, so erhoht sich der Hiamolysegrad betrichtlich,
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weil die Erythrocyten mit fortschreitender Himolyse auf mechanische
Einwirkungen empfindlicher werden.

Kurz vor Ablauf der Hémolysezeit wird nochmals sorgfiltig gemischt,
worauf wihrend 3 Minuten bei 3000 Umdr./min zentrifugiert wird.

9.2.2.  Messung des Himolysegrades 2°

Die Bestimmung des Himolysegrades, die auf der Messung der freige-
wordenen Hb-Menge beruht, wurde frither durch direkte kolorimetrische
oder photometrische Messung der zentrifugierten Proben ausgefiihrt 3°
47, 76, Dije Untersuchungen von Finholt haben nun gezeigt, da} damit
keine zuverlissigen Werte zu erhalten sind.

Vom Beginn der Himolyse bis zur Extlnktlonsmessung bleibt die
Farbe von Oxy-Hb nicht stabil. Beim Maximum von 545 my betrug
die Extinktionsabnahme einer wiithrend 5 Stunden bei 20° aufbewahrten,
totalhiimolysierten Probe beispielsweise 13 %, bei 30° sogar 22 %,.

- Ferner ist die prozentuale Extinktionsabnahme fiir schwichere Oxy-
Hb-Lésungen grﬁBer als fiir totalhimolysierte Proben. Direkte Extink-
tionsmessungen in zentrifugierten Proben ergeben daher fiir den Himo-
lysegrad zu niedrige Werte.

Spektrophotometnsche Untersuchungen zelgten, -daf} die Extinktions-
abnahme auf einer Oxydation von freigesetztem Oxy-Hb in Met-Hb
beruht. In Abbildung 1 sind Absorptionsspektren von Oxy-Hb und
Met-Hb in gleicher molarer Konzentration aufgezeichnet.

Als beste Methode zur Messung von freigesetztem Oxy-Hb und wihrend
der Hamolyse gebildetem Met-Hb erwies sich die Bestimmung in Form
" von Cyanmet-Hb. Durch Zusatz einer Mischung von Cyanid und Ferri-
cyanid zu den zentrifugierten Proben werden sowobl Oxy-Hb wie auch
Met-Hb quantitativ in Cyanmet-Hb iibergefiihrt. Das Absorptionsspek-
trum von Cyanmet-Hb ist in Abbildung 1 ebenfalls eingezeichnet. Bei
der Wellenléinge 545 my ist iibrigens die Extinktion von Cyanmet-Hb
nicht nur auBlerordentlich stabil, sondern sie verhilt sich auch direkt
proportional zur Konzentration.

Finholt formulierte die Bestimmung des Himolysegrades folgender-
mafen: _

Aus den zentrifugierten Proben wird soviel klare Fliissigkeit abpipet-
tiert, als 0,5 bis 1,0 ml einer 3prozentigen Erythrocytensuspension ent-
sprechen. Diese Losung wird mit 0,1 ml Cyanid-Ferricyanid-Reagens
gemischt und nach 10 Minuten deren Extinktion bei einer Wellenlange
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Abbildung 1
Absorptionsspektren von Oxy-Hb, Met-Hb und Cyanmet-Hb nach Ténz ®7

von 545 my gemessen. Der Himolysegrad H einer Probe mit Extink-

tion E ist dann:

g 100 o
EIOO

E,q = Extinktion einer totalhédmolysierten Probe

9.2.3.  Aufstellen der Himolysekurve 28

Finholt fiihrte seine Versuche mit Saponinum purum «Merck» durch.
Wurde auf der Ordinate der Himolysegrad in Prozent und auf der
Abszisse die Menge Saponinlésung in ml oder die Saponinmenge in ug
aufgezeichnet, so entstanden symmetrisch sigmoide Himolysekurven.
Wie bei andern biologischen Wertbestimmungen werden diese Kurven
eventuell erst dann symmetrisch, wenn auf der Abszisse an Stelle der
Dosis der Logarithmus derselben aufgetragen wird.

An Hand dieser Hamolysekurven, die in ihrem steilsten Bereich durch
Probittransformation des Hdmolysegrades in eine Gerade umgewandelt
werden konnten, untersuchte Finholt verschiedene, den Hamolyseablauf
beeinflussende Faktoren.
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Himolysezeiten von 1 bis 4 Stunden ergaben parallele, geradlinige Kur-
ven. Die fiir eine 50prozentige Himolyse notwendige Saponinmenge -
nimmt aber mit Verlingerung der Himolysezeit ab.

Bei Temperaturen- von 10 bis 40° verlaufen die Kurven geradlinig und
parallel. Je hoher die Reaktionstemperatur ist, desto kleiner wird die
fiir 50prozentige Hamolyse in einer bestimmten Zeit notwendige Sapo-
ninkonzentration.

Auch die Erythrocytenkonzentration kann von 1 bis 59, verindert wer-
den, ohne dafl die Hémolysekurven ihre geradlinige Form verlieren.
Mit zunehmender Erythrocytenkonzentration steigt auch die fiir
50prozentige Himolyse notwendige Saponinmenge; letztere nimmt aber
nicht proportional zur Erythrocytenkonzentration zu.

9.2.4. Reagenzien nach Finholt 27

Erythrocyten-Suspension
7,5 ml steriles, defibriniertes Pferdeblut wird vier- bis fiinfmal mit je
50 ml isotonischer Pufferlosung gewaschen und abzentrifugiert. Die

gewaschenen Erythrocyten werden mit isotonischer Pufferlosung auf
250 ml erganzt.

Isotonischer Phosphatpuffer vom pH 7,4
prim. Natriumphosphat (= NaH,PO, 2H,0) 1,484
sek. Natriumphosphat (= Na,HPO,4-2H,0) 9,881

Natriumchlorid 5,0
dest. Wasser , ad 1000 ml
Cyanid-Ferricyanid- Reagens
Kaliumcyanid ‘ 0,2
Kaliumferricyanid : 1,0

- dest. Wasser ad 100 ml
9.3. Ansarbeitung einer neuen Bestimmungsmethode fiir Saponine

In Anlebnung an das im vorhergehenden Kapitel besprochene Prinzip
der Saponinbestimmung nach Finholt versuchten wir, eine neue Methode
auszuarbeiten. Nach Mboglichkeit wollten wir Bestehendes aus der
Bestimmung der himolytischen Wirksamkeit der Ph. Helv. V iiber-
nehmen und zudem die Formulierung von Finholt in einzelnen Punkten
vereinfachen. Eine Vereinfachung erstrebten wir speziell fiir die mathe-
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matische Auswertung der Himolysekurven (siehe Kapitel 9.7.), wih-
rend wir fiir unsere Versuche den Saponin-Standard Ph. Helv. V. als
Vergleichssubstanz iitbernahmen.

Die bei 5° C auf acht Tage beschriinkte Haltbarkelt des Rinderblut-
Citrat-Gemisches nach Ph. Helv. V schien uns indessen fiir die Durch-
fithrung groflerer Versuchsserien recht kurz. Durch zweckmiBige
Zusitze versuchten wir, die Haltbarkeit zu verlingern und uns damit
die Arbeit zu erleichtern. o

Im Verlaufe dieses Kapitels beschreiben wir unsere Untersuchungen
iiber einige den Hiimolyseverlauf beeinflussende Faktoren.

9.3.1. Rinderblut

Nach wie vor erachten wir Rinderblut als die in einem Schlachthof am
einfachsten zu beschaffende Blutart. _

In 235 Einzelbestimmungen hat Kupferschmied 58 Erythrocytenzahl
und Hb-Gehalt gesunder Rinder unter Beriicksichtigung verschiedener
Altersklassen untersucht. Die bei Geburt hohen Erythrocytenzahlen
nehmen in zwei Jahren bis zur Norm erwachsener Tiere ab; der Hb-
Gehalt erreicht dagegen erst mit drei Jahren Mittelwerte von erwachse-
nen Rindern. Aus diesem Grunde bemiihten wir uns regelmiflig, fiir
unsere Versuche Blut von etwa 2- bis 3jahrigen Rindern zu erhalten.

Aufler den Angaben von Butz 17 fanden wir keine Hinweise auf die
osmotischen Verhiltnisse im Rinderblut. Er fand als Gefrierpunkts-
erniedrigung gegeniiber reinem Wasser bei vier defibrinierten Blutpro-
ben:

AT = —0,60°

—0,57°

— 0,58°

—0,56°

Mittelwert von A T = — 0,58°

Da die Erythrocyten beim Defibrinieren mechanisch geschiidigt werden,
beschafften wir uns frische Blutproben ohne irgendwelche Zusitze.
Innert einer halben Stunde konnten wir die festen Bestandteile der
Proben abzentrifugieren und anschlieffend die in Tabelle 17 festgehal-
tenen Werte von pH und Gefrierpunktserniedrigung des Serums mes-
sen, Letztere sind jeweils das Mittel von drei Bestimmungen.

Die Gefrierpunktserniedrigung von Serum und defibriniertem Rinder-
blut sind demnach im Rahmen der natiirlichen Abweichungen gleich.
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Tabelle 17
pH und AT von Rinderserum

Alter des Rin-|- rpH A TeC

des in Jahren
11, 7,75 —0,58
7 1,79 —0,55
114 7,74 —0,58
8 7,58 —0,58
8 7,55 —0,56
2 7,58 —0,56

Mittelwerte 7,66 —0,57

9.3.2. Isotonischer Phosphatpuffer -

Kaliumsalze sollen nach Mond ¢ die Permeabilitit von Erythrocyten
erhohen. Obschon Ruyssen und Mitarbeiter 8 diesen Einflul wider-
legten, haben wir, um sicher zu sein, nur Phosphatpuffer ohne Kalium-
ionen gepriift.

Untenstehende, als isotonisch angegebene Phosphatpuffer haben wir
mit frisch’ destilliertem und ausgekochtem Wasser bereitet. Ihre Eig-
nung zur Verwendung in Himolyseversuchen mit Rinderblut beurteil-
ten wir auf Grund von pH, Gefrierpunktserniedrigung und Pufferkapa-
zitit.

InTabelle 18 sind die gemessenen pH- und 4 T-Werte zusammengestellt.
AT ist jeweils das Mittel von sechs Bestimmungen. Abbildung 2 zeigt
die Titrationskurven zur Beurteilung der Pufferkapazitit. Puffer 1, 2
und 3 verhalten sich in bezug auf ihre Pufferwirkung ziemlich gleich.
Einzig Puffer 4 nach Finholt hat eine erheblich geringere Pufferkapa-
zitit. Der im Suppl. IIT der Ph. Helv. V fiir pH 7,3 angegebene, isoto-
nische Phosphatpuffer gab uns héchstens ein pH von 7,2. Auf Grund
dieser Resultate entschlossen wir uns, den bereits fiir hiamolytische
Bestimmungen im Suppl. II vorhandenen Phosphatpuffer beizubehalten.
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Tabelle 18

pH und AT von isotonischen Phosphatpuffern

Nr. Puffer nach pH AT°C
1 Ph. Helv. V Suppl. II 7,30 —0,58
2 Ph. Helv. V Suppl. ITI 7,20 —0,58
3 Goyan und Coutsouris 7,30 —0,56
4 Finholt ............. 7,40 —0,61
— Rinderserum (aus Ta-

belle 17) ............ 7,66 —0,57

40ml

01 n-HCL

30 20 10

+-—— | ——

Abbildung 2
Titrationskurven zur Bestimmung der Pufferkapazitiit von vier isotonischen

Phosphatpuffern, gemessen an je 50 ml

Die Nummern entsprechen denjenigen in Tabelle 18

Zusammensetzung der untersuchten Puffer:

1. Phosphatpuffer nach Ph. Helv. V Suppl. 11
Zur Vereinfachung der Herstellung verwendeten wir nicht wasser-

freies sekundires Natriumphosphat, sondern dasjenige mit 2 Molekiilen

Kristallwasser nach Sérensen. ' :
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prim. Natriumphosphat (= NaH,PO,+42H,0) 4,40
sek. Natriumphosphat (= Na,HPO,+2H,0) 20,00
dest. Wasser ad 1000 ml}

2. Isotonischer Phosphatpuffer vom pH 7,3
berechnet nach Ph. Helv. V Suppl. ITI

NaH,PO,+2H,0 5,1
Na,HPO, sice. o 14,8
dest. Wasser ad 1000 ml

3. Isotonischer Phosphatpuffer vom pH 7,3
berechnet nach Goyan und Coutsouris 37

NaH,PO,+2H,0 3,9
Na,HPO,+2H,0 17,8 )
dest. Wasser ad 1000 ml

4. Isotonischer Phosphatpuffer nuch Finholt

Dessen Zusammensetzung wurde bereits im Abschnitt 9.2.4. ange-
geben.

9.3.3.  Gerinnungshemmende Zusitze fiir Blut zu himolytischen Be-
stimmungen

Uber die Eignung der bekannten Anticoagulantien im Hinblick auf
Hamolyseversuche stellt Maier 2 folgendes fest:

Nach dem Defibrinieren wird im Plasma bereits wegen der mechani-
schen Schiadigung der Erythrocyten Hiamolyse beobachtet. ‘
Fluoride fithren zur Schrumpfung der Erythrocyten und verindern
damit die Grundbedingungen der Versuche.

Ammoniumoxalat wirkt selbst als Lysin, und Naitriumcitrat verzogert
die Hamolyse. Geringste Beeinflussungen sind mit Heparin und Natrium-
oxalat zu beobachten. Die Hamolysewerte von Natriumoxalat liegen
bei osmotischer und mechanischer Resistenzbestimmung der Erythro-
cyten nur wenig unter jenen von Heparin. Mit. Natriumoxalat wird
auch der Blut-pH nur unwesentlich verindert. Zur Gerinnungshemmung
wird fiir 500 ml Blut 0,67 g Natriumoxalat angegeben.

Fiir unsere Zwecke entschlossen wir uns zur Verwendung von Natrium-
oxalat. Da der Gerinnungsvorgang im Blut bekanntlich durch Bindung
der vorhandenen Calciumionen verhindert werden kann, versuchten
wir, vorweg die minimal notwendige Oxalatmenge fiir 500 ml Blut zu
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berechnen. Uber den Calciumgehalt von Rinderblut fanden wir keine
Angaben. So nahmen wir als Berechnungsgrundlage den Maximalwert
von 12 mg %, beim Menschen.

Der Reaktionsablauf der Calciumbindung ist:
Ca** 4 C,0,Na, —> (CO0),Ca 4 2 Na*

Jedes einzelne Calciumion benétigt demnach ein Molekiill Natrium-
oxalat. Fiir 12 mg Calcium also:
Catt : Na-oxalat = 12:X
oder 40,08 : 134,01 = 12:X
’ x : = 40,2 mg

Zur Bindung von 12 mg 9%, Cal¢ium sind somit 40,2 mg Natriumoxalat
erforderlich oder aber 201 mg fiir 500 ml Blut.

Ein weiterer Schritt war das Auffinden einer mit Rinderserum isoosmo-
tischen Konzentration von Natriumoxalat. Auf diese Frage fanden wir
in der Literatur auch keinen Hinweis. Wir bestimmten daher die
Gefrierpunktserniedrigung verschiedener Konzentrationen in Wasser
und fanden fiir 1,6 g Natriumoxalat in 100 ml Wasser ein AT von
—0,58°.

Die isoosmotische Menge von 0,8 g Natriumoxalat in 50 ml Wasser ist
wenig mehr als bei Maier 2 zur Gerinnungshemmung fiir 500 ml Blut
angegeben wird und entspricht nach unseren Berechnungen einem

4fachen Uberschufl.

9.3.4. Entwicklung einer neuen gerinnungshemmenden Lésung mit
konservierenden Eigenschaften

Heute weil man, daB} die Erythrocyten im Blut iiber einen intensiven
Stoffwechsel verfiigen und die dazu benotigte Energie groBtenteils
durch anaercben Abbau von Blutzucker gewinnen. Die Lebensfihig-
keit der Erythrocyten kann daher in vitro durch Aufrechterhaltung
ihrer Stoffwechselvorgiinge verlingert werden. Einerseits wird dies
durch Zusatz optimaler Glucosemengen erreicht, andererseits kann der
Reaktionsablauf durch Abkiihlung verlangsamt werden. Die Solutio
anticoagulans Ph. Helv. V Suppl. II, wie sie vom Blutspendedienst zur
Bereitung von Vollblutkonserven Verwendung findet, enthilt daher fiir
- 500 ml Blutkonserve 2,5 g Glucose. Nach zweiwéchiger Lagerung bei
4° C sollen im Empfangerkreislauf etwa 859, nach drei Wochen noch
etwa 709, der konservierten Erythrocyten iiberleben 49, '
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Die Glucosekonzentration von 2,55 g in 50 m] Wasser gab uns bei Uber-
prifung eine Gefrierpunktserniedrigung von —90,58° C.

AuBler der vorhin erwihnten Glucose enthilt die Solutio anticoagulans
zur Gerinnungshemmung Natriumcitrat, das mit der vorhandenen Citro-
nensiure eine Pufferwirkung ergibt. Nach demselben Prinzip (Anticoagu-
lans, Glucose, Puffer), aber mit der im Abschnitt 9.3.3. in bezug auf
Natriumcitrat begriindeten Abinderung, stellten wir uns folgende ge-
rinnungshemmende Oxalat-Glucose-Phosphat-Lésung (=O0GP-Lésung)
zusammen:

Natriumoxalat 1,60 g

Glucose 2,55 g

dest. Wasser 150 ml

Phosphatpuffer 50 ml

(Nr. 1 aus Abschnitt 9.3.2.)

Diese OGP-Losung stellen wir in Tabelle 19 der nach Ph. Helv. V
Suppl. II fiir Rinderblut verwendeten 3,65prozentigen Citratlésung und
der Solutio anticoagulans in bezug auf pH und Gefrierpunktserniedri-
gung gegeniiber. Dabei fallen besonders die stark abweichenden pH-
Werte von Citratlssung und Solutio anticoagulans auf. Letztere ergab
auch eine relativ groie Gefrierpunktsdepression.

Tabelle 19
Gerinnungshemmende Lisungen
pH | 4Tec
"6 OGP-Losung ........ceocununn. 7,3 —0,58
7 Citratlssung Ph. Helv. V ....... 8,3 .—0,58
8 Sol. anticoagulans Ph. Helv. V ..| 50 —0,62

In Abbildung 3 sehen wir, daB3 die Puﬁ'erkapamtat von 50 ml Phosphat-
puffer nach Zugabe von 150 ml isotonischer Natriumoxalat-Glucose-
Lésung praktisch unveréndert blieb und im alkahschen Bereich sogar
eher verbessert wurde.

Die Titrationskurven zur Bestimmung der Pufferkapazitit der: fiir je
500 ml Blutkonserve erforderlichen, gerinnungshemmenden Ldsungen
(Abbildung 4) sind auflerordentlich verschieden. DaB die Citratlssung
(Kurve 7) iiberhaupt keine Pufferwirkung hat, ist deutlich. Dagegen
ist die Solutio anticoagulans (Kurve 8) wohl ein guter Puffer, doch -
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4oml 30 20 10 — - 10 20ml

0.4n-HCL 0.4n-NaOH
Abbildung 3

Titrationskurven zur Bestimmung der Pufferkapazitiit von:

50 ml isotonischem Phosphatpuffer (= Kurve 1)
200 ml OGP-Lésung (= Kurve 5)

befriedigt uns der tiefe pH-Wert von 5,0 nicht. Gegeniiber den sehr
extremen Eigenschaften dieser beiden Lésungen, scheint die von uns
vorgeschlagene OGP-Losung eine giinstige Mittelstellung einzunehmen. -
Wéhrend der Sterilisation von 20 Minuten bei 120° im Autoklaven
farbte sich die OGP-Lésung braun. Der pH verschob sich von 7,3 auf
6,9 und die Gefrierpunktserniedrigung blieb bei —0,58°.

Nach Behandlung wihrend 30 Minuten im strémenden Wasserdampf
war die OGP-Losung dagegen noch farblos, und sowohl pH wie auch
Gefrierpunktserniedrigung blieben unverindert.

9.3.5. Oxalat-Glucose-Phosphat-Blut

Um dem Rinderblut die nétigen Oxalat- und Glucosemengen in isoosmo-
tischer Konzentration beizugeben, mufiten wir den Blutgehalt unseres
Oxalat-Glucose-Phosphat-Blutes (= OGP-Blut) gegeniiber der Pharma-
kopsemethode und der Formulierung von Finholt herabsetzen. Diesen
Umstand konnten wir aber bei der Bereltung der Erythrocytensuspen-
sion (= E-Suspension) wiederum ausgleichen (Tabelle 20).
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4oml 30 20 ' 10 -— ] —. 10 20ml
01n-HCL ’ 0.1n-NaOH

Abbildung 4
Titrationskurven zur Bestimmung der Pufferkapazitit der fiir je 500 ml Blutkonserve
erforderlichen, gerinnungshemmenden Losungen

100 m! OGP-Lésung (= Kurve 6)
50 ml Citratlésung (= Kurve 7)
100 ml Solutio anticoagulans (= Kurve 8)

Wir beschafften uns regelmiflig 500 ml OGP-Blut, dessen Zusammen-
setzung aus Tabelle 21 hervorgeht. Fiir Natriumoxalat wurde der
vierfache UberschuB8 der berechneten Minimalmenge beibehalten. Um
die Blutkonzentration aber nicht unter 80 %, herabzusetzen, das heifit
nicht mehr als 100 ml OGP-Lésung fiir 500 ml OGP-Blut zu verwenden,
konnten wir nur halb soviel Glucose wie bei der Solutio anticoagulans
aufnehmen. Die Himolyseresultate wurden dadurch aber nicht nach-
teilig beeinfluB3t. :

Die Haltbarkeit des OGP-Blutes versuchten wir an Hand der bei
Hiamolyseversuchen mit Saponin-Standard erhaltenen Extinktionswerte
zu beurteilen. Wihrend zwei Wochen verfolgten wir die himolytischen
Eigenschaften von zwei verschiedenen Blutproben mit der im Abschnitt
9.4. formulierten Methode und erhielten dabei die in den Tabellen 22
und 23 aufgefiihrten Werte. Auch am 13. Hamolysetag erhielten wir in
beiden Serien noch klare Himolysekurven. Die Schwankungen der
Resultate beruhen nach unserer Ansicht einzig im uneinheitlichen
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Tabelle 20

Himolysemethode Gerinnungs- Blutgehalt der
hemmung | Blytkonserve E-Suspension
Ph. H. V Suppl. IT | Citrat 909, 1,89,
Finholt........... Defibrinieren| 1009, 3,09,
Unser Vorschlag .. | Oxalat 809, 3,29,
Tabelle 21
Zusammensetzung von 500 ml OGP-Blut
isoosmotische
Konzentration
Natriumoxalat 08 g 1,6%
Glucose 1,275 g 5,19,
dest. Wasser 75 ml —
Phosphatpuffer 25 ml —
400 ml —

Rinderblut

Hb-Gehalt der notwendigerweise an jedem Himolysetag frisch berei-
teten E-Suspensionen. Dies wird speziell dadurch erhirtet, dafl einzelne
Saponinmengen auch am 8., 9. oder 13. Himolysetag gleiche oder sogar
geringere Hamolysewerte wie am ersten Tag aufweisen. Im Laufe der
Lagerung wiire doch eigentlich eine Abnahme der Erythrocytenresistenz
und damit eine Zunahme der Extinktionswerte zu erwarten gewesen.

9.3.6. Erythrocyten-Suspension

Im Rahmen natiirlicher Abweichungen unterliegt die Erythrocyten-
zahl pro Volumeneinheit, die Erythrocytengrofie, wie auch der Hb-
Gehalt pro Erythrocyt und damit auch der Hb-Gehalt des ganzen
Blutes von Tier zu Tier gewissen Schwankungen. Wohl wire es moglich,
vor jedem Himolyseversuch durch Bestimmung des Hb-Gehaltes im
Blut eine E-Suspension von bestimmter Hb-Konzentration zu bereiten.
Der dahingehende Arbeitsaufwand wire aber so groB3, dafl besser eine
Verdiinnungsreihe von Saponin-Standard als Vergleichssubstanz in die
Bestimmungsserien einbezogen wird.
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Tabelle 22

Extinktionswerte bei 545 mu fiir Saponin-Standard Ph. Helo. V
in Abhingigkeit vom Alter des OGP-Blutes '

1. Versuchsserie

Alter Saponin-Standard in ug
in Tagen 40 50 60 80 100 120
0,18 031 041 056 0,61 0,68
1 0,18 032 043 060 059 0,71

0,17 032 042 0,52 0,64
Mittelwert| 0,18 0,32 042 0,56 0,61 0,69

-] 010 023 037 058 0,65 0,76
6 0,10 0,23 038 0,55 .0,67 0,68
0,10 023 034 058 0,68

Mittelwert| 0,00 0,23 0,37 0,57 0,67 0,72

0,20 035 046 065 075 0,72
9 0,20 037 048 0,62 0,73 0,76
0,18 034 049 0,64 0,72

Mittelwert| 0,19 035 048 064 073 0,74

0,16 0,29 042 0,53 066 0,69
13 016 0,34 043 0554 064 0,73
016 032 041 057 0,71

Mittelwert| 0,16 0,32 042 - 0,55 0,67 0,71

Finholt hat zur Bereitung der E-Suspensionen Blutkonzentrationen
von 1 bis 59, gepriift. Auch wir untersuchten die Formverinderung der
Hiamolysekurve bei Verwendung verschiedener OGP-Blutmengen zur
Herstellung von 100 ml E-Suspension (Abbildung 5). In Tabelle 24
stehen die Blutgehalte der gepriiften E-Suspensionen aufgezeichnet.
DaB nur gewaschene Erythrocyten verwendet werden sollen, haben wir
schon im Abschnitt 6.3.3. erwihnt und begriindet. '
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Tabelle 23

Extinktionswerte bei 545 myu fiir Saponin-Standard Ph. Helv. V
in Abhingigkeit vom Alter des OGP- Blutes

2. Versuchsserie

Alter Saponin-Standard in ug
in Tagen 40 50 60 80 100 120
0,20 030 034 050 0,63 0,64
1 0,19 027 030 048 0,67 0,69

0,19 026 040 047 0,60
Mittelwert| 0,19 028 0,35 048 0,63 0,66

0,12 023 027 036 0,551 - 0,51
6 0,13 023 028 036 0,54 0,64
0,13 0,19 029 041 0,50

Mittelwert| 0,13 022 0,28 038 0,52 0,58

0,21 027 0,33 048 0,62 0,63
8 0,20 0,29 032 049 0,56 0,61
-0,19 0,25 -0,33 047 0,56

Mittelwert| 0,20 0,27 0,33 0,48 . 0,58 0,62

020 026 029 027 0,51 0,57
13 0,20 026 029 041 049 0,59
0,20 o021 028 036 049

Mittelwert| 0,20 024 0,29 038 0,50 0,58

Tabelle 24

Blutkonzeniration verschiedener E-Suspensionen

Blutmenge in 100 ml| Blutgehalt

5 ml OGP-Blut | 4,09,
4ml OGP-Blut | 3,29,
3ml OGP-Blut | 249
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Abbildung 5

Himolysekurven von Sapomn-Standard mit drei verschiedenen OGP-BIutmengen
" fiir 100 ml E-Suspension

Mit zunehmender E-Konzentratlon nimmt die fiir annihernd 50pro-
zentige Hamolyse notwendige Saponinmenge zu. Dies entspricht etwa
den Konzentrationen von 55, 60 und 68 ug Saponin-Standard. Die
Steigung der diesen Kurvenpunkten zugehorigen Tangenten nimmt
ebenfalls mit der Erythrocytenkonzentration zu. Der Unterschied zwi-
schen eben meBbarer und annihernd maximaler Himolyse wird bei
Herabsetzung der Erythrocytenkonzentration kleiner, da aus einer
relativ geringeren Erythrocytenzahl entsprechend auch weniger Hb frei-
gesetzt werden kann.

Eine zweite Versuchsserie gab sinngemif3 die glexchen Ergebnisse, so
dal wir die diesbeziiglichen Resultate von Finholt (Abschnitt 9.2.3.)

bestiitigen konnen. In unseren weiteren Versuchen arbeiteten wir stets
mit der Konzentration von 4 ml OGP-Blut fiir 100 ml E-Suspension.

9.3.7.  Cyanid-Ferricyanid-Reagens

Von den einzelnen Himolyseproben benotigten wir zur Extinktions-
messung in den vorhandenen Cuvetten mindestens 5 ml Me8lssung.

5 65



Tabelle 25

E 545 my von 100 pg Saponin-Standard
mit verschiedenen Mengen CF-Reagens

CF-Reagens Extinktion
bei 545 mu
ml Mittelwert
0,75
0,1 0,76 0,75
0,73
0,70
0,2 0,71 0,72
0,75
0,69
0,3 0,72 0,71
0,73
0,69
0,4 0,71 0,7_1
0,72

Da Finholt nicht soviel brauchte und wir auch mit andern Erythro-
cytenkonzentrationen arbeiteten, wollten wir uns vergewissern, daf}
die umgerechnete Menge von 0,2 ml CF-Reagens zur quantitativen
Erfassung des gebildeten Oxy- und Met-Hb geniige.

Zu diesem Zweck himolysierten wir eine Anzahl Proben einer bestimm-
ten E-Suspension mit gleichen Saponinmengen und versetzten sie mit
zunehmenden CF-Reagens-Mengen (Tabelle 25). Leider ergab die
beniitzte Saponindosis keine maximale Hémolyse. Trotzdem ist deut-
lich, dal bereits die halbe von uns spiter verwendete Reagensmenge
keine niedrigeren Extinktionswerte ergab.

In diesem Zusammenhang mdochten wir es nicht unterlassen, auf die
Toxizitit des CF-Reagens hinzuweisen. Fiir den Menschen wird als
toxische Dosis 50 mg HCN oder 200 mg Kaliumcyanid angegeben 22.
Diese Dosis entspricht der gesamten Kaliumcyanidmenge in 100 ml
Reagens. Bei Zugabe von 0,2 ml Reagens enthalten die einzelnen
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Himolyseproben noch 0,4 mg. Dadurch sollte der Analytiker bei sau-
berem Arbeiten nicht speziell gefahrdet werden.

9.4. Formulierung der neuen Bestimmungsmethode fiir Saponine
9.4.1. Himolyseprozef3

Zunehmende Mengen Standard- oder Priiflssung werden in Zentrifugen-
gldsern mit isotonischem Phosphatpuffer vom pH 7,3 auf 6,0 ml ergiinzt.
Je nach Fassungsvermdgen der vorhandenen Zentrifuge werden nun
gleichzeitig mehrere dieser Proben (beispielsweise 8 oder 16) mit 2,0 ml
E-Suspension versetzt und, mit Aluminiumfolie verschlossen, zweimal
auf den Kopf gestellt. Die Himolysezeit betriigt vom Moment des
Mischens an 1 Stunde. Wihrend dieser Zeit stehen die Proben in einem
Wasserbad, dessen Temperatur mit einem Thermostaten auf 25° (4 0,1°)
gehalten wird. Nach Beendigung des Hidmolyseversuches werden die
Proben wihrend 5 Minuten bei ungefiihr 3000 Umdr./min zentrifugiert.
Die Himolysezeit wird berechnet, bis die Proben wiihrend etwa einer
Minute zentrifugiert worden sind. Praktisch haben wir die Proben stets
nach 55 Minuten dem Wasserbad entnommen und in die Zentrifuge
verbracht.

9.4.2.  Messung des Himolysegrades

5,0 ml der klaren Lésung werden sofort abpipettiert, in Reagensglisern
mit 0,2 ml CF-Reagens versetzt und, mit Aluminiumfolie verschlossen,
gemischt. Friihestens nach 10 Minuten wird die Extinktion der Proben
in einem Spektrophotometer bei der Wellenlinge 545 my in einer
10 mm-Cuvette gegen eine gleichbehandelte Blindprobe ohne Saponin
gemessen. ‘

Die Extinktion von Cyanmet-Hb ist so stabil, dafl die Messungen zu
einem beliebigen Zeitpunkt vorgenommen werden kénnen. In den gréfe-
ren Versuchsserien haben wir die Proben erst am nachsten Tag gemessen.

9.4.3.  Aufstellen der Himolysekurve

Zur Konstruktion der Himolysekurve wird aunf der Ordinate die
gemessene Extinktion E aufgetragen. Je nach Art der Bestimmung
kommt auf die Abszisse der Logarithmus der Saponinmenge oder der
Logarithmus vom Volumen der Saponinlsung mit unbekanntem Gehalt,
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9.4.4.  Verwendete Reagenzien

-Isotonischer Phosphatpuffer vom pH 7,3
prim. Natriumphosphat 4,40 ¢
- sek. Natriumphosphat nach Sérensen 20,06 g
dest., frisch ausgekochtes Wasser = ad 1000 ml

OGP-Lésung
Natriumoxalat , 1,60 g
Glucose 2,55¢g
dest. Wasser 150 ml
isotonischer Phosphatpuffer 50 ml
OGP-Blut

In einer siliconisierten 500 ml Weithalsflasche mit Glasstopfen werden
100 ml OGP-Losung wihrend 30 Minuten im stromenden Wasserdampf
erhitzt. Nach dem Erkalten wird Blut von einem frisch geschlachteten
etwa 2- bis 3jiahrigen Rind bis zur Marke von 500 ml aufgefiillt und gut
gemischt (bel etwa 4° C zwei Wochen haltbar).

E-Suspension

4,0 ml OGP-Blut (Pipette mit isotonischem Phosphatpuffer griindlich
nachspiilen!) werden dreimal durch Aufschwemmen in etwa 50 ml
isotonischem Phosphatpuffer gewaschen und jeweils wihrend 5 Minuten
bei ungefihr 3000 Umdr./min zentrifugiert. Das gewaschene Erythro-
cytensediment wird mit isotonischem Phosphatpuffer vom pH 7,3 in
einem MeBkolben auf 100 ml verdiinnt (téglich frisch zu bereiten).

Saponin-Standardlosung Ph. Helv. V Suppl. I1

Saponin-Standard Ph. Helv. V 0,01 ¢
Isotonischer Phosphatpuffer = ad 100 ml
(téglich frisch zu bereiten) :

CF-Reagens
Kaliumcyanid 0,2g
Kaliumferricyanid 1,0g
dest. Wasser ad 100 ml

(monatlich frisch zu bereiten)

68



9.5. Himeolysekurven von Saponin-Standard Ph. Helv. V und Digitonin

Finholt 29 hat mit seiner Methode nur Saponine vom Triterpentyp unter-
sucht und dabei nicht iiberall symmetrisch sigmoide Hémolysekurven
erhalten.

Vergleichshalber untersuchten wir denn nach unserer im Abschnitt 9.4.
_beschriebenen Methode erstmals Digitonin als Beispiel eines Steroid-
saponins. Die erhaltenen Extinktionen haben wir denjenigen von
Saponin-Standard gegeniibergestellt (Abbildung 6). Beide Hamolyse-
serien wurden am gleichen Tag, unter gleichen Bedingungen und vor
allem auch mit derselben E-Suspension behandelt. Digitonin beniitzten
wir in frischer Losung von 50 ug/ml oder 0,01 g/200 ml isotonischem
Phosphatpuffer. ‘

Beide Himolysekurven haben sigmoide Form; die Digitoninkurve ver-
lauft in ihrem mittleren Bereich deutlich steiler. Wihrend beim Digi-
tonin schon 17 ug eine Extinktion von 0,4 ergeben, sind vom Saponin-
Standard 85 ug fiir die gleiche Hamolysewirkung erforderlich. Die
hiimolytische Wirksamkeit von Digitonin ist somit fiinfmal griéfer.

E
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§ o ./
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5 10 15 20 30 40 60 80 100 %0 180 pg
_ Abbildung 6

Himolysekurven von Digitonin und Saponin-Standard Ph. Helv. V

9.6. Versuche zur quantit@tiven Saponinextraktion aus Radix Pimpi-
nellae

Nachdem wir in Radix Pimpinellae das Vorkommen von Saponin nach-
weisen konnten (Abschnitt 9.1.3.), mufiten wir uns in einem weiteren
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Himolysekurven nach Extraktion von Radix Pimpinellae maior (Muster B)
mit verschiedenen Losungsmitteln

Schritt um die quantitative Extraktion des Saponins oder des Saponin-
gemisches bemiihen. Dabei ging es vor allem um die Wahl eines geeig-
neten Losungsmittels. Auf ihre Eignung priiften wir:

Aethanol 959,
Aethanol 709,
Aethanol 409,
Wasser, bzw. Phosphatpuffer vom pH 7,3

Je 4,0 g Radix Pimpinellae maior und saxifraga extrahierten wir nach
der im Abschnitt 9.7.2. angegebenen Methode einzeln mit je 100 ml der
oben erwihnten Lésungsmittel und erhielten Stammlésungen mit
einem Gehalt von 3,0 g Droge in 100 ml isotonischem Phosphatpuffer.
Die gemessenen Extinktionswerte haben wir in Form von Hamolyse-
kurven in Abbildung 7 und 8 dargestellt, wobei alle eingezeichneten
Kurvenpunkte Mittelwerte von 5 Einzelproben sind. Wegen der grofien
Probenzahl war es uns nicht méglich, in denselben Versuch auch noch
Saponin-Standard einzubeziehen. Zudem wurden die rechts und links
in beiden Abbildungen vorhandenen Reaktionskurven jeweils an andern
Tagen mit einer neuen E-Suspension erhalten, so daB die Kurven der
4 Koordinatensysteme miteinander nicht absolut in Beziehung gebracht
werden konnen. Trotzdem ist Aethanol40 9, eindeutig als bestes Losungs-
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Himolysekurven nach Extraktion von Radix Pimpinellae saxifraga (Muster E) mit
verschiedenen Losungsmitteln

mittel zu erkennen; Stammlésungsmengen, die bei den andern Extrak-
tionsmitteln noch kaum meBbare Hiamolysewerte ergaben, bewirkten
bei Extraktion mit Aethanol 40 9, bereits maximale Extinktionen.

9.7. Quantitative Saponinbestimmung von Radix Pimpinellae an Hand
von Himolysekurven

9.7.1. Zur mathematischen Auswertung der Hamolysekurven

Wir haben erwihnt, daB3 Finholt die gemessenen Extinktionswerte zur
quantitativen Auswertung in prozentuale Himolysegrade umrechnet
und die hamolytische Wirksamkeit von Losungen unbekannten Gehaltes
mit derjenigen eines Standardsaponins in Anlehnung an die DL, bei
50prozentiger Himolyse vergleicht (Abschnitt 9.2.2.). Nun ist es bei
der Bestimmung der DL, sicher einfach, fiir jede Dosis die iiberle-
benden und die toten Tiere zu zihlen. Im Falle der Himolyse ist aber,
worauf wir auch schon hinwiesen, weder die am Versuch beteiligte
Erythrocytenzahl noch der totale Hb-Gehalt der Proben bekannt.
Zudem wird von den einzelnen Erythrocyten gar nie das gesamte
Hiamoglobin freigegeben. Die Extinktionswerte nihern sich mit zuneh-
mender Saponindosis asymptotisch einem nur annihernd maximalen
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Hiimolysegrad. Die Probittransformation, die eben auf einem 100% .
Wert beruht, erachten wir daher nicht als gesichert.

Wir untersuchten den Fragekomplex unter Mithilfe von Herrn Prof.
Linder statistisch und konnten mit einer Streuungszerlegung beweisen,
daB die Himolysekurven in ihren steilsten Abschnitten als Gerade
betrachtet werden diirfen. Als weitere Schwierigkeit im quantitativen
Erfassen von Stammlésung und Saponin-Standard erwies sich aber die
Tatsache, daBl diese beiden Geraden nicht parallel verlaufen. Unschwer
ist in den folgenden Himolysekurven der Steigungsunterschied im
steilsten Kurvenbereich zu erkennen. Er kann eigentlich nur als Folge
eines unterschiedlichen Reaktionsmechanismus erklirt werden, womit
die Frage aufgeworfen wird, ob nicht fiir jedes Saponin ein eigener
Standard erforderlich sei.

Eine Zusammenstellung der mit unserer E-Suspension in den quanti-
tativen Versuchen erhaltenen, anniihernd maximalen Extinktionen hat
ergeben, daB diese fiir Stammlssungen aus Radix Pimpinellae zwischen
0,8 und 0,9 fiir Saponin-Standard dagegen im Bereich von 0,7 bis 0,8
liegen. Als Mittelwert wire die Extinktion 0,8 zu betrachten, was uns
veranlafite, die quantitative Kurvenauswertung konventionsmiBig bei
der Extinktion 0,4 vorzunehmen. Ob im steilen Kurvenbereich die
Dosis der mittleren Himolysewirkung bei der Extinktion 0,4 anstatt
bei 0,45 oder 0,35 abgelesen wird, beeinflut das Ergebnis nicht iiber-
miBig.

9.7.2. Extraktion von Radix Pimpinellae

4,0 g Wurzelpulver (Sieb IV) werden mit 100 ml Aethanol 409, in
einem 250 ml Rundkolben am RiickfluB wihrend 30 Minuten unter
gelegentlichem Umschwenken auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wird durch wenig Watte filtriert.

Ein aliquoter Teil des Filtrates wird anschlieBend in einer Porzellan-
schale bei 80° im Trockenschrank iiber Nacht zur Trockne eingedampft,
der Riickstand mit isotonischem Phosphatpuffer vom pH 7,3 aufge-
nommen und im MeBkolben auf 100 ml verdiinnt. Eventuell ungelsste
Anteile konnen durch kriftiges Schiitteln gelost werden.

Diese etwas triibe Losung dient als Stammlésung fiir den Hamolyse-
versuch, Vor dem Dosieren der Hamolyseproben ist sie gut zu mischen
und nicht allzu lange in einer Meflbiirette zu belassen.
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9.7.3. Einflu} der Konzentration der Stammlésung auf den
Himolysegrad

Im Hinblick auf die bei der quantitativen Saponinbestimmung in
Mustern von Radix Pimpinellae zu erwartenden Gehaltsunterschiede
klirten wir auch den Einflul der Stammlésungskonzentration auf die
Form der Himolysekurve und damit auf die Bestimmung iiberhaupt ab.

Radix Pimpinellae saxifraga (Muster E) extrahierten wir nach Abschnitt
9.7.2. und bereiteten Stammlésungen, die 1,0 g und 2,0 g Droge in
100 ml enthielten. Der Hiamolyseversuch ergab die Kurven in Abbil-
dung 9, wo die Kurven der beiden Stammlésungen I und II parallel
verlaufen. Zur Beurteilung des Konzentrationseinflusses verglichen wir
Dosis und Wirkung bei der vorgeschlagenen Extinktion 0,4 und weiter
noch bei 0,47 (= MeBpunkt in Kurve II).

Fiir den Himolysegrad von Extinktion 0,4 sind nach Ablesen aus den
Kurven 1,95 ml Stammlésung IT (Gehalt=2g9%,) oder 3,75 ml Stamm-
Issung I (Gehalt = 1 g9%,) erforderlich. Zum Erzielen der gleichen Wir-
kung wiirde man von der halb so starken Stammlésung I die doppelte
Menge (= 3,9 ml) als notwendig erwarten. Diese Erwartung erwies
sich als richtig, weichen doch die 3,75 ml des Versuchs nur um 3,89,
vom Sollwert ab. — Der Extinktion 0,47 entsprechen 2 ml Stammlésung IT
oder 3,85 ml Stammlésung I, was von 4 ml um 3,79, abweicht. Bei
beiden Extinktionswerten verhalten sich die Stammlésungsvolumina
umgekehrt proportional zur Konzentration.

Ein zweiter Versuch mit Radix Pimpinellae (Muster J, Abbildung 10)
gab eine groBere Abweichung. Fiir die Hamolysewirkung bei Extinktion
0,4 war 0,73 ml Stammlésung IT und 1,70 ml Stammlésung I nétig,
was fiir die halbe Konzentration 16 %, mehr als das doppelte Volumen
ausmacht.

9.7.4.  Beispiel einer quantitativén Bestimmung von Radix Pimpi-
nellae (Muster B)

Wie aus den Ergebnissen dieses Abschnittes (Tabellen 28.1. und 28.2.)
hervorgeht, ist es vorteilhaft, mindestens zwei Stammlésungen herzu-
stellen und zu priifen. Eventuelle Extraktionsfehler werden dadurch
ausgeglichen. Gestiitzt auf diesen Befund sind wir wie folgt vorgegangen:
An die Extraktion von je 4,0 g Wurzelpulver nach Abschnitt 9.7.2. und
die Bereitung von zwei Stammlésungen zu je 3,0 g%, schlief3t sich ein
orientierender Vorversuch zum Abtasten der Stammlosungsmenge, die
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den steilsten Kurventeil ergibt. Dazu hiimolysieren wir folgende sechs
Mischungen gleich wie im Hauptversuch:

Tabelle 26
Konzentrationen des Vorversuchs
Nr. Stamm- Phosphat- visuelle
lésung puffer Beurteilung

1 0,5 ml 5,5ml | farblos
2 1 5 farblos
3 2 4 gelblich
4 3 3 rotlich
5 4 2 rot
6 5 1 rot

Die visuelle Beurteilung der Proben ergab nach Abzentrifugieren der
suspendierten Erythrocyten in unserem Beispiel die in Tabelle 26 ange-
gebenen Farben, worauf wir uns im Hauptversuch auf den Bereich von
2,5 bis 4 ml Stammlésung beschrinkten.

Der eigentliche Hauptversuch wird nun nach der im Abschnitt 9.4. for-
mulierten Methode durchgefithrt. Im zu besprechenden Beispiel beniitz-
ten wir folgende Losungen in den Verdiinnungen der Tabelle 27.1.
und 27.2.: )

—~ Saponin-Standardlésung 100 pg/ml

— Stammlésung I und IT entsprechend je 3,0 g Droge in 100 ml
—~ OGP-Blut, sechs Tage alt

— E-Suspension (frisch bereitet) 8 m1/200 ml
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Tabelle 27.1.

Verdiinnungsreihe
fiir Saponin-Standard

Tabelle 27.2.

Verdiinnungsreihe
fiir die Stammlésungen

I und II von Radix

Pimpinellae maior -

(Muster B)

Nr. Saponin-Standard Paffer Nr. |Stammlgsung| Puffer

ug ml Lésung ml ml " ml
0| — — 6,0 — — —
1 30 0,3 5.7 1 2,5 3,5
2 2
3 40 04 5,6 3
4 4 2,75 3,25
5 5
6 50 0,5 5,5 6
7 7 3,0 3,0
8 8
9 60 0,6 5,4 9
10 10 3,25 2,75
11 11
12 80 0,8 5,2 12
13 13 3.5 25
14 14
15 100 1,0 5,0 15
16 16 3,75 2,25
17 17
18 120 1,2 4.8 18
19 19 4,0 2,0
20 140 1.4 4,6 20
21 21
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Tabelle 28.1.

Extinktionswerte fiir Saponin-Standard

e 30 40 50 60 80 100 120 140

0,06 o0 023 037 058 065 076 0,77
006 o010 023 0,38 055 067 068 0,73
0,10 0,23 0,34 0,58 0,68

Mittel .0,06 010 023 037 057 0,67. 072 0,75

Tabelle 28.2.

Extinktion der Proben mit Stammlésung
von Radix Pimpinellae maior ( Muster B)

ml 2,5 2,75 3,0 3,25 3.5 3,75 4,0

I 0,14 0,16 0,35 0,41 0,52 0,66 0,89
0,13 0,16 ‘0,33 0,39 0,52 0,68
0,14 0,16 0,29 0,36 0,50 0,65

Mittel 0,14 0,16 0,32 0,39 0,51 0,66 0,89

I 0,18 0,22 0,27 0,45 0,73 0,75 0,86
0,17 0,22 0,24 0,40 0,67 0,84 0,89
0,16 0,19 0,24 0,39 0,65 0,84 0,86

Mittel 017 021 025 041 068 081 0,87
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Abbildung 11

- Radix Pimpinellae maior (Muster B)
Hémolysekurven zur. quantitativen Saponinbestimmung

Gehaltsberechnung

Aus der Himolysekurve (oder eventuell auch aus der Tabelle der
Extinktionswerte) wird jenes Volumen Stammlésung und jene Saponin-
Standard-Dosis abgelesen, die eine Extinktion von 0,4 ergeben. Daraus
a6t sich nach untenstehenden Formeln die himolytische Wirksamkeit
von 1,0 g Droge in ug Saponin-Standard oder in Einheiten berechnen.

x -+ 100

*Z

Hamolytische Wirksamkeit von 1,0 g Droge = J77

oder x * 100 = X Einheiten
v+ z 10000 y *z 100

x = Menge Saponin-Standard in ug, die eine Extinktion von 0,4 ergibt.

y = Volumen Stammlésung in ml, das eine Extinktion von 0,4 ergibt.
z = Gehalt der Stammlésung in g%,

1 Einheit en'tspricht der Wirksamkeit von 0,01 g Saponin-Standard
(= 10* ug Saponin-Standard).
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In unserem Beispiel (Abbildung 11) ergaben 3,25ml von beiden Stamm-
lésungen MeBpunkte im Bereich der Extinktion 0,4. Fiir die gleiche
Wirkung waren 62 ug Saponin-Standard notwendig. Daraus berechnen
wir die himolytische Wirksamkeit von 1,0 g Radix' Pimpinellae maior

(Muster B):
62 - 100 -
—_— = 636,0 ug Saponin-Standard
3.05 - 3 ng pg Sap
oder -—ﬁ—— = 0,064 Einheiten
3,25 - 3- 100

Da wir die Bestimmungen im steilsten Teil der Himolysekurven vor-
nehmen und die Pharmacopoea Helvetica ihre Werte aus der Total-
hiamolyse errechnet, sind unsere Resultate nicht unmittelbar mit den
nach Ph. Helv. V Suppl. II erhaltenen Werten vergleichbar.

9.7.5. Gehaltsbestimmung verschiedener Muster von Radix Pimpi-
nellae ' ’

Wie das im vorhergehenden Abschnitt beschriebene Musterbeispiel
haben wir riun vergleichsweise weitere Muster von Radix Pimpinellae -
untersucht. Die aus den Himolysekurven der Abbildungen 9 bis 16
bei Extinktion 0,4 abgelesenen Werte von x und y, wie auch die jewei-
ligen Konzentrationen z der Stammlésungen wurden in Tabelle 29 mit
den daraus errechneten Gehaltswerten zusammengestellt. Mit Aus-
nahme des letzten Musters J erhielten wir von den beiden Stammlésun-
gen durchwegs gut ithereinstimmende Werte.

Das Mittel der in zwei Parallelbestimmungen erhaltenen himolytischen
Wirksamkeit haben wir anschlieBend in Tabelle 30 der Herkunft und
dem Erntedatum gegeniibergestellt. Auffallend tief liegen in dieser
Beziehung die Werte der beiden im Mai und Juli geernteten Pimpinella
maior-Muster A und B. Die Wurzeln aus Jugoslawien, deren Ernte-
monat nicht eruiert werden konnte, ergaben einen maximalen Gehalt.
Pimpinella saxifraga var. nigra (Muster H, Abbildung 16) fillt dagegen
nicht aus dem Rahmen der andern Pimpinella saxifraga-Muster.
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Tabelle 29
Gehaltsbestimmung verschiedener Muster von Radix Pimpinellae
Muster Abb, | Stamm- x v z Gehalt in Einheiten
lésung
ug ml g% Mittel

A 12 1 54 1,8 3 0,100

11 1,9 0,095 0,10
B 11 I/11 62 3,25 3 0,064 0,06
D 13 I 58 0,83 3 0,233

II 0,82 0,236 0,34
E 9 1 58 375 1 0155

11 1,95 2 0,149 0,15
F 14 I 66 1,30 2 0,254

I 1,28 0,258 0,26
G 15 I 18 1,30 2 0,300

II 1,40 0,278 0,29
H 16 I 82 3,50 1 0,234

11 3,40 0,241 0,24
J 10 I 70 1,70 . 1 0,412

II 0,73 2 0,480 0,45
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Tabelle 30

Hamolytische Wirksamkeit verschiedener Muster
von Radix Pimpinellae

Drogenmuster Herkunft . Ernte hiimolytische
» ) Wirksamkeit
A Pimpinella maior Laden VS 26.5.1959 0,10 Einheiten **
B Faulensee BE | 9.7.1959 0,06 Einheiten
D . Pura TT 16.10.1959 0,34 Einheiten
E Pimpinella saxifraga Siidtirol Dez. 1959 * 0,15 Einheiten
F Siidtirol Aug. 1962 * 0,26 Einheiten
G Greich VS 28.8.1961 0,29 Einheiten
H — var. nigra St. Luc VS 29.8.1962 0,24 Einheiten
J Rad. Pimpinellae Jugoslawien Okt. 1959 * 0,45 Einheiten

* Einkaufsdaten
** Siehe Bemerkung am Schlufl von Abschnitt 9.7.4.

10. Atherisches 01
10.1. Gehaltsbestimmung von Radix Pimpinellae mit der volumetrischen

Methode nach Ph. Helv..V Suppl. IIT

Die Bestimmungsmethode nach Ph. Helv. V Suppl. IIT ist generell nur
in bezug auf die zu verwendende Apparatur normiert. Zur Erzielung
genauer Gehaltsangaben sind die optimalen Versuchsbedingungen fiir
jede Droge individuell abzukliren. Dies betrifft vor allem die zur Destil-
lation notwendige Drogenmenge, deren Zerkleinerungsgrad, die minimal
notwendige Destillationszeit und eventuelle Zusiitze zum Destillations-
wasser.

Nach den Angaben der Literatur (Abschnitt 4.2.) war bei Radix Pimpi-
nellae nur ein geringer Gehalt an idtherischem Ol zu erwarten. Pro
Bestimmung destillierten wir daher 100,0 g Drogenpulver, womit wir _
die Resultate direkt in Vol. %, (d. h. in ml pro 100,0 g Droge) ablesen
konnten. Die untersuchten Pulvermuster entsprachen alle dem Fein-
heitsgrad von Sieb IV (Maschenweite etwa 0,47 mm). Da die lianglichen
Sekretgéinge von Radix Pimpinellae dabei sicher getffnet werden, sahen
wir von Versuchen iiber den Einflu des Zerkleinerungsgrades auf den
Ktherisch-Ol-Gehalt ab. : :
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10.1.1.  Ermittlung der optfmalen Destillationszeit

Die Dichte des itherischen Oles von: Radix Pimpinellae mufl ganz
wenig kleiner als 1,0 sein, sank oder ri} doch die Olséule in der Vorlage
wihrend einiger Vorversuche zur Destillation teilweise ab. Wir fithrten
daher eine erste Versuchsserie unter jeweiliger Zugabe von 0,2 ml
Xylol in die Vorlage durch. Einerseits storte uns aber das Xylol bei den
weiteren quahtatlven Untersuchungen des itherischen Oles und anderer-
seits stellten wir erhebliche Xylolverluste im Verlauf der Destillation
fest. In zwei Blinddestillationen ohne Droge, nur mit destilliertem
Wasser und 0,2 ml Xylol in der Vorlage konnten wir nach 8 Stunden
Destillation nur noch 0,17 beziechungsweise 0,15 ml Xylol ablesen.

Auch Horiba 45 stellte bereits fest, daB 100,0 g Wasser bei 20° 0,018 g
Xylol l6sen. Aus diesem Grunde-sind denn wohl die Gehalte nach
8- und l4stiindiger Destillation mit Xylol durchschnittlich tiefer oder
gleich, keineswegs aber hoher ausgefallen, obschon mit Xylol auch
noch vereinzelt wasserlésliche Olanteile erfaBt werden. Nur zu Beginn
der Destillation wird das Destillationsprodukt von Xylol schneller
aufgefangen (Tabelle 31).

Zur Vermeidung des wihrend der Destillation durch Léslichkeit in
Wasser eintretenden Xylolverlustes konnte eventuell die Verwendung
von xylolgesittigtem Destillationswasser vorgeschlagen werden. Die
groBe Temperatur- und Volumendifferenz zwischen Destillations- und
Kohobationswasser ergibt diesbeziiglich aber so schwer erfaBbare Ver-
hiltnisse, dal der jeweilige Xylolverlust einfacher und zuverlissiger
in Blindversuchen ohne Droge bestimmt wird.

Versuche zur Gewinnung von xylolfreiem #therischem Ol verliefen
dann doch erfolgreich. Bei sorgfaltigem Destillieren klirte sich das zu -
Beginn triibe Kohobationswasser nach etwa 3 Stunden. Wihrend dieser
Zeit bildete sich eine geniigend groBie Olmenge zum Auffangen der am
Anfang absinkenden, wasserunléslichen Destillatanteile.

~ Unsere Versuchsanordnung war folgende:

— Heizquelle: elektrische Heizkalotte « Salvis» 700 Watt, auf Stufe 1
— Rundkolben von 2 Liter Inhalt mit Glasrohrabschnitten

— Drogenpulver 100,0 g

— dest. Wasser 1000 ml
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Tabelle 31
Atherisch-Ol-Gehalt in Abhingigkeit der Destillationszeit

Destillation mit Xylol Destillation ochne Xylol
Destillations- - -
zeit P. maior P, saxifraga P. maior P. saxifraga
Muster C Muster F Muster C Muster F
h mlY, mlY%, mlY, mlY,
4 0,07 0,09 0,06 - 0,070
0,06 0,08 : 0,055 0,070
6 0,10 0,09 - 0,100 0,100
0,09 0,10 0,080 —
8 - 0,11 - 0,12 0,120 0,120
0,11 0,12 0,130 0,110
0,125 0,135
0,115 0,125
0,120 0,120
14 0,17 0,14 0,190 0,215
0,19 0,18 0,175 0,140

10.1.2. Gehaltsbestimmung verschiedener Muster von Radix Pimpi-
nellae

Mit der im vorigen Abschnitt beschriebenen Versuchsanordnung destil-
lierten wir nun vergleichsweise einige Drogenmuster wihrend 8 Stunden
ohne Xylol in der Vorlage. Wohl erhielten wir in dieser Zeit keine
erschopfende Ausbeute; fiir vergleichende Betrachtungen geniigen aber
diese Angaben. Die gemessenen Gehalte und die Farben der Destillate
sind in Tabelle 32 aufgefiihrt.

Besonders hohe Werte erhielten wir bei Pimpinella saxifraga var. nigra
und dem Muster J aus Jugoslawien.

10.1.3. Einflul der Zugabe von Natriumchlorid zum Destillations-
wasser ’ '

Wird dem Destillationswasser Natriumchlorid zugesetzt, so steigt der
Siedepunkt, und die Loslichkeit irgendwelcher Olanteile im Wasser
nimmt ab. Dadurch kann die Destillationsausbeute vergrofiert werden.
Eine gesittigte wisserige Losung von Natriumchlorid st bei 25°
35,0 g in 100 ml. ’
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Tabelle 32

Gehalt und Brechungsindex von therischen Olen
verschiedener Muster von Radix Pimpinellae

Drogenmuster Farbe des Oles Olgehalt Brechungsindex
ml% . p3o°
P. maior A olivgriin — * —
’ C olivgriin 0,122 ** 1,4927 ***
P. saxifraga E olivgriin 0,125 1,5008
F dunkelgriin 0,122 ** 1,5038 ***
— var. nigra H tiefblau 0,570 1,5435
Rad. Pimpinellae J tiefblau 0,410 1,5064

* Wegen starker Schaumbildung iibergekocht.
** Mittelwert von 8stiindiger Destillation aus Tabelle 31.
*** Mittelwert von 8stiindiger Destillation aus Tabelle 34.

Nach Abschluf der iibrigen Destillationen erhielten wir in vier Versu-
chen mit 259, Natriumchlorid im Destillationswasser nach 8stiindiger
Destillation durchwegs eine Verdoppelung der Ausbeute (Tabelle 33).
Eine quantitative Gewinnung des #therischen Oles miifite demnach
unbedingt auf diese Art vorgenommen werden.

Tabelle 33

Olausbeute beim Destillieren mit Zusatz von Natriumchlorid

P.maior | P.saxifraga
Muster C Muster F

100,0  Droge

250,0 NaCl 0,28 ml 0,23 ml
1000 ml Wasser
50,0 Droge
125,0 NaCl 0,14 ml 0,12 ml

500 ml Wasser

10.1.4. Diskussion iiber den Olgehalt der verschiedenen Drogenmuster
und deren Stammpflanzen

Die untersuchten Drogenmuster von Pimpinella maior und Pimpinella
saxifraga (ohne var. nigra) haben sehr dhnliche Gehalte an &dtherischem
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Ol In bezug auf den Olgehalt kénnen daher fiir Radix Pimpinellae ohne
. weiteres Pimpinella maior (L.) Hupson und Pimpinella saxifraga L.
«typica» als Stammpflanzen zugelassen werden. Der Gehalt der Wurzeln
von Pimpinella saxifraga var. nigra ist dagegen fast fiinfmal héher.
Die Zulassung dieser Varietit ergibt eine punkto-Olgehalt viel wirk-
samere Pimpinelladroge, was noch von keinem Arzneibuch beriick-
sichtigt worden ist. Uns scheint daher angebracht, Radix Pimpinellae
nigra als besonderen Drogentyp zu betrachten.

10.2. Bestimmung physikélischer Konstanten

10.2.1. " Dichte

Die geringen Ausbeuten gestatteten uns keine Dichtebestimmungen.

10.2.2. Brechdngéindex

Bei allen destillierten Olen haben wir mit einem Abbé Refraktometer
den Brechungsindex gemessen. Die Ole eérgaben nach 4- bis 8stiindiger
Destillation innerhalb des gleichen Versuchsmusters weitgehend iiber-
einstimmende Werte. Nach einer Destillationszeit von 14 Stunden sind
die Werte aber sowohl beim Ol von Pimpinella maior (L.) Hupnson wie
auch bei jenem von Pimpinella saxifraga L. hoher, und sie nchmen bei
Destillation mit Natriumchlorid noch mehr zu (Tabelle 34). Daraus
kann auf eine unterschiedliche Zusammensetzung der einzelnen Destil-
late geschlossen werden.

Markant héher als bei den andern Drogenmustern ist der Brechungs-

index des dtherischen Oles von Pimpinella saxifraga var. nigra (Ta-
belle 32).

10.2.3.  Optische Drehung

Wegen der starken Eigenfarbe der gewonnenen itherischen Ole gestal-
tete sich die Bestimmung der optischen Drehung recht schwierig. Mit
einem 100 mm Polarimeterrohr (1,6 mm innerer Durchmesser und
0,2 ml Fassungsvermégen) konnten wir die beiden Halbschattenfelder
erst bei Sprozentigen Olverdiinnungen in Aethanol erkennen. Héhere
Konzentrationen vermochte das Licht der Natriumlampe nicht mehr
zu durchdringen. ' '
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Tabelle 34 .

Brechungsindex nach verschiedenen Destillationszeiten

Destillations-| P.maior | P.saxifraga
zeit Muster C Muster F
h npg° D pgp°
4 1,4924 1,5026
6 . | 14925 1,5027
1,4918 —
8 1,4926 1,5026
1,4921 1,5050
1,4933 —
14 1,4962 1,5087
| 1,4962 1,5034
8 1,5177 1,5186
(mit NaCl)| 1,5089 1,5180

Fiir 5-Vol.-prozentige Losungen haben wir als Mittel aus je zehn Able-
sungen folgende optische Drehungen gemessen:

P. maior (Muster C) = +0,37°

P. saxifraga (Muster F) = —0,58°
Wenn angenommen wird, daB die Drehung mit der Verdiinnung linear
abnimmt, so betrigt die optische Drehung fiir das #therische Ol von
P. maior ca. -+7° und fiir jenes von P. saxifraga ca. —11°. Das tief-
blaue Ol von Pimpinella saxifraga var. nigra konnte auch in noch
groflerer Verdiinnung nicht gemessen werden.
Da es sich bei dtherischen Olen nicht um chemisch einheitliche Stoffe
handelt, wird die optische Drehung nicht in eine spezifische Drehung
umgerechnet.

10.2.4. Absorption im sichtbaren Wellenbereich

In einer Verdffentlichung von Sawicki, Stanley und Elbert 82 fanden wir,
daB Azulen in #thanolischer Losung von 5. 10-3-molarer Konzentra-
tion zwischen 500 und 650 mu stark absorbiert. Ebenfalls in diesem
Bereich liegt das Emissionsmaximum von Natriumlicht (= 589,3 mu).
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Abbildung 17
Absorptionsspektren #therischer Ole von Radix Pimpinellae in Aethanol
1. P. maior (Muster C) 0,59%
2. P. saxifraga (Muster F) 0,5%

3. P. saxifraga var. nigra (Muster H) 0,29,

‘

Da wir wegen der intensiven Blaufirbung des Oles von Pimpinella
saxifraga var. nigra die Anwesenheit von Azulenderivaten vermuteten,
nahmen wir orientierungshalber von drei verschiedenen Olen Absorp-
tionsspektren auf (Abbildung 17). Die starke Absorptlon des Olmusters
Nr. 3 von 500 bis 650 myu, mit dem Maximum im Bereich der Natrium-.
linie, unterscheidet sich deutlich von den zwei iibrigen Olproben. Wenn
wir damit noch kein Vorhandensein von Azulen beweisen kénnen, so
wissen wir doch mindestens, warum die optische Drehung dieser Probe
nicht gemessen werden konnte.

10.3. Versuche zur analytischen Auftrennung

Mit der Identifizierung einzelner Bestandteile des iitherischen Oles konn-
ten wir uns im Rahmen dieser Arbeit nicht befassen. Wir beschriinkten
uns auf die analytische Trennung der erhaltenen Destillate, um diese
unter sich vergleichend zu beurteilen.
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10.3.1. Diinnschichtchromatographische Trennung

Zur Auftrennung lipophiler Gemische hat sich Kieselgel-G als Triiger-
schicht gut bewiihrt. Trotz Verlingerung der Laufstrecke von 10 auf
15 cm gelang uns aber keine saubere Gesamtauftrennung mit einem
einzigen Laufmittel oder Laufmittelgemisch. Fiir die Charakterisierung
unserer Olproben erwiesen sich am geeignetsten:
1. Hexan
. I1. Benzol :
II1. Benzol mit 59, Aethylacetat

Die atherischen Ole trugen wir in #thanolischer Lésung auf 0,3 mm
dicke Kieselgel-G-Schichten auf, stellten die Platten in laufmittelge-
sittigte Wannen und liefen die Laufmittel 15 cm hoclisteigen.

Nach Bespriihen der trockenen Platten mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-
Reagens erhielten wir beim Erwirmen wihrend einiger Minuten auf
etwa 60° im langwelligen UV-Licht farbig fluoreszierende Flecken,
deren Verteilung in Abbildung 18 angegeben ist. Die Buchstaben bezeich-
nen die dtherischen Ole folgender Wurzelmuster:

P. maior Muster C
P. saxifraga Muster F
P, saxifraga var. nigra Muster H
Rad. Pimpinellae Muster J

Die auf Platte I mit Hexan getrennten Flecken haben sich auf den
Platten IT (Benzol) und IIT (Benzol mit 59, Aethylacetat) in den
schraffierten Flecken vereinigt. Welche Flecken von Platte IT und III
einander entsprechen, ist dagegen unsicher, da deren Farbfolge nicht
ibereinstimmt. Die am Startpunkt sitzenden Flecken von Platte II
sind auf Platte III noch ein kurzes Stiick gelaufen.

Die auf Platte I mit einem Kreuz bezeichneten Flecken der blauen Ole
H und J firbten sich nach Besprithen mit EP-Reagens griin, nachdem
sie vorher als blaue Flecken sichtbar gewandert waren. Zur Kontrolle
mitlaufendes Guajazulen lief gleich weit wie der griine Fleck mit klei-
nerem Rf-Wert, fiarbte sich aber blau. In Ermangelung der nétigen Ver-
gleichsazulene konnten wir diese Beobachtung nicht weiter verfolgen.

Anisaldehyd-Schwefelsdure- Reagens %4

0,5 ml Anisaldehyd werden in einer Mischung von 10 ml Eisessig und
85 ml Methanol gelést und mit 5 ml konzentrierter Schwefelsdure ver-
mischt.
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EP-Reagens °*

0,25 g p-Dimethylaminobenzaldehyd (farblose Kristalle) werden in
einer Mischung von 50,0 g Eisessig und 5,0 g o-Phosphorsiure 859,
sowie 20 ml Wasser geldst.

10.3.2. Vorkommen von Cumarinderivaten im #therischen Ol

Da aus Radix Pimpinellae schon mehrere Cumarinderivate isoliert
worden sind (Abschnitt 4.3.), wollten wir abkliren, ob diese bei der
Wasserdampfdestillation des #therischen Oles mit ins Destillat iiber-
gehen. ‘

Eine Mischung von sechs Reincumarinderivaten (Bergapten, Isober-
gapten, Pimpinellin, Isopimpinellin, Sphondin, Umbelliferon) lie§ sich
auf Kieselgel-G durch Benzol mit 209, Aethylacetat sauber in ihre
Komponenten zerlegen. Deren Flecken ergaben im langwelligen UV-
Licht intensive und charakteristische Fluoreszenzfarben (Abbildung 19).
Bei keinem der isolierten Ole konnten anschlieBend entsprechend
fluoreszierende Flecken auf dem Chromatogramm entdeckt werden. Die
vorliegenden Cumarinderivate gehen demnach bei der Wasserdampf-
destillation der Wurzeln nicht ins Destillat.

10.3.3.  Gaschromatographische Trennung

Bei richtiger Wahl der fiir die jeweilige Aufgabe geeigneten Kolonne
ist die Gaschromatographie heute allen andern Trennverfahren an
Wirksamkeit iiberlegen. Es war fiir uns daher interessant, die auf den
Kieselgel-G-Platten erhaltenen Hinweise iiber die Zusammensetzung
des #therischen Oles mit dieser Methode vergleichend zu iiberpriifen.
Da wir auch hier keine Reinsubstanzen zur Verfiigung hatten, konnten
wir nicht an die Identifizierung einzelner Peaks denken. Auf eine
genauere Bezeichnung und quantitative Auswertung der Peaks haben
wir aus dem gleichen Grunde verzichtet.

Die in Abbildung 20 aufgezeichneten Gaschromatogramme erhielten wir
alle am selben Tag unter folgenden Versuchsbedingungen:

Gaschromatograph Aerograph 4-90-pP*
Maximale Geriteempfindlichkeit 1
Filamentspannung A 180 mAmp

* Wilkens Instrument and Research Inc., Walnut Creek, California.
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 Kolonnentemperatur 190°

Detektortemperatur 220°
Injektortemperatur 220°
Trigergas: Helium 60 ml/min

Kolonne: Polyaethylenglycolsuccinat 3 m

- Beim Betrachten der vier Gaschromatogramme sind die zwei ersten
der iitherischen Ole von Pimpinella maior und saxifraga (Muster C und F)
in bezug auf die Retentionszeit der vorhandenen Peaks eindeutig als
iibereinstimmend zu erkennen. Einzig die Peakhthe variiert, was auf
einen unterschiedlichen Gehalt der entsprechenden Komponente schlie-
Ben liBt. Verglichen mit den ungefihr 20 Peaks waren auf den Diinn-
schichtplatten fiir diese beiden Muster auch zwischen 15 und 20 ver-
schiedene Flecken zu differenzieren.

Die Trennung des itherischen Oles von Pimpinella saxifraga var. nigra
(Muster H) ergab demgegeniiber bereits mit der halben Menge ein ganz
anderes Chromatogramm. Der nach 4 Minuten erzeugte Peak erforderte
beispielsweise eine 8fache Reduktion der Geriteempfindlichkeit. Wei-
tere markante Peaks erschienen mit Retentionszeiten von 1215 und
50 Minuten. Gesamthaft sind jedoch héchstens 16 Komponenten zu
erkennen. Auch diese Anzahl entspricht dem mittels Diinnschichtchro-
matographie erhaltenen Resultat.

Das Handelsmuster J ist auf Grund der Zusammensetzung des daraus
gewonnenen blauen Oles eine Mischung der oben untersuchten Pimpinella-
arten. Wenn sie teilweise auch nur mit geringerer Intensitit auftreten,
so sind doch alle in den ersten drei Chromatogrammen enthaltenen Peaks
zu erkennen. ‘

10.3.4. Diskussion iiber die Zusammensetzung des itherischen Oles
der verschiedenen Stammpflanzen

Sowohl die diinnschichtchromatographische als auch die gaschromato-
graphische Auftrennung der aus verschiedenen Species beziehungs-
weise Varietiten der Gattung Pimpinella L. durch Wasserdampfdestil-
lation gewonnenen itherischen Ole hat gezeigt, da die Ole von Pimpi-
nella maior (L.) Hupson und Pimpinella saxifraga L. «typica» einander
qualitativ und quantitativ weitgehend entsprechen. '

Das itherische Ol von Pimpinella saxifraga var. nigra ist dagegen quali-
tativ und quantitativ von den Olen der beiden andern Stammpflanzen
wesentlich verschieden. Dieser Befund wird auch durch die Werte des

94



P. maior (Muster C)

- P. saxifraga (Muster F)

I i

Hindlen 50 0 o 20 10 :
P. saxifraga var. nigra o .
(Muster H) - i
[ Mesen 30 0 0 0 10 :‘
Radix Pimpinellae :
(Muster J) :

. ‘ L

[ ke w0 w ] B O =

Abbildung 20
Gaschromatographische Trennung #therischer Ole von Radix Pimpinellae

P. maior Muster C 5,0 ul olivgriines (1
P. saxifraga Muster F 5,0 ul dunkelgriines O1
P. saxifraga var. nigra Muster H 2,5 pil tiefblaues 01
Rad. Pimpinellae MusterJ 5,0 ul tiefblaues 01
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Brechungsindex (Tabelle 32) und die Absorptionsspektren im sichtbaren
Wellenbereich (Abbildung 17) eindeutig bestitigt. Wie bereits in der
Diskussion iiber den unterschiedlichen ()lgehalt erwihnt, ist es auf
Grund der durch analytische Auftrennung gewonnenen Hinweise iiber
die Zusammensetzung der dtherischen Ole gerechtfertigt, Radix Pimpi-
.. nellae nigra als selbstéindigen Drogentypus gesondert zu betrachten.

11. Zusammenfassung

1. Im Hinblick auf die in verschiedenen Arzneibiichern fiir die Droge
Radix Pimpinellae zugelassenen Species wurden Systematik und
Nomenklatur der Gattung Pimpinella L. besprochen. Die morpho-
logischen Merkmale zur Differenzierung von Pimpinella maior (L.)
HupsoN und Pimpinella saxifraga L. wurden angegeben und aus
der Literatur frithere Arbeiten iiber die Anatomie der beiden Species
sowie deren hiufigste Verfialschungen zusammengestellt.

2. Ein Uberblick iiber den Chemismus charakteristischer Inhaltsstoffe
der Umbelliferen umfaBt vor allem #therische Ole (Terpen- und
Phenylpropantypen), vereinzelte Gummiharze, einige Triterpensapo-
nine und verschiedene Cumarinderivate.

3. Friihere Autoren haben aus Radix Pimpinellae ein Saponin extrahiert
und #therisches Ol in verschiedenen Farben abdestilliert. Aulerdem
sind finf Cumarinderivate isoliert und mehrere organische Siuren,
wie auch Zucker, nachgewiesen worden.

4. Die therapeutische Wirkung und Verwendung von Radix Pimpi-
nellae wurde vorerst in historischer Sicht beleuchtet. Heute gilt
die Droge hauptsichlich als Expectorans und Diureticum.

5. Die bisher zur Wertbestimmung von Saponinen vorgeschlagenen

- physikalisch-chemischen und biologischen Methoden wurden unter
besonderer Beriicksichtigung der Hémolyse zusammengefat. Dabei
wurde auch der Hiamolysemechanismus, soweit er heute abgeklirt
ist, in seinen einzelnen Phasen erliutert.

6. Mit der Blutgelatinemethode (Hemmung mit Cholesterin und Spal-
tung mit Xylol) konnte in Radix Pimpinellae maior und saxifraga
das Vorkommen eines Saponins oder Saponingemisches bestitigt
werden.
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7.

10.

11.

12.

In der von uns ausgearbeiteten Methode zur Wertbestimmung von
Saponinen und Saponinprﬁparaten Wurden zune}lmende Mengen
von Standard- und Priiflssung mit einer Erythrocytensuspension
bei 25° withrend einer Stunde himolysiert. Nach Uberfiihrung des
freigesetzten Hb in Cyanmet-Hb mittels Cyanid-Ferricyanid wird
der Himolysegrad durch Messen der Extinktion bei 545 myu be-
stimmt. Die Werte werden in Dosis-Wirkungs-Kurven dargestellt,
aus denen die Wirksamkeit der Priiflssung durch Vergleich mit dex-
jenigen der Standardlésung bestimmt wird.

Zur Auswertung werden die eine Extinktion von 0,4 bewirkenden
Mengen verwendet. Diese Punkte liegen im steilsten Kurvenab-
schnitt und entsprechen einem etwa 50prozentigen Himolysegrad.

. Zur Aufbewahrung des fiir Hamolyseversuche zu verwendenden

Rinderblutes haben wir nach dem Prinzip Oxalat-Glucose-Phos-
phatpuffer eine neue, gerinnungshemmende Lésung mit konser-
vierenden Eigenschaften (= OGP-Lésung) entwickelt. Nach zwei
Wochen erhielten wir mit aus OGP-Blut frisch bereiteter Erythro-
cytensuspension noch gut brauchbare Hamolysekurven. Erythro-
cytensuspensionen sind nur aus gewaschenen Erythrocyten zu
bereiten, und nach Moghchkelt ist Blut von 2- bis 3jihrigen Rindern
zu verwenden.

. Sowohl Saponin-Standard Ph. Helv. V (= Triterpensaponin) als

auch Digitonin (= Steroidsaponin) ergeben sigmoide Himolyse-
kurven. Die hiimolytische Wirksamkeit von Digitonin ist fiinfmal
stiirker als jene des Saponin-Standards.

Als bestes Losungsmittel zur quantitativen Saponinextraktion aus
Radix Pimpinellae erwies sich 40prozentiges Aethanol.

Die verschiedenen Pimpinellaarten unterscheiden sich in ihrem
Saponingehalt nicht wesentlich. Bezogen auf 1,0 g der untersuchten
Drogenmuster von Pimpinella maior und saxifraga variiert die
hamolytische Wirksamkeit zwischen 0,06 und 0,45 Einheiten, wobei
die meisten Werte im Bereich von 0,15 bis 0,34 Einheiten liegen.
Eine Einheit entspricht der hamolytlschen Wirksamkeit von 0,01 g
Saponin-Standard Ph. Helv. V.

Zur Bestlmmung des Gehaltes an itherischem Ol nach Ph. Helv. V
Suppl. IIT wurde wihrend 8 Stunden destilliert. So fanden wir fiir
Radix Pimpinellae maior und saxifraga «typica» 0,12 bis 0,13 ml19,
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13.

14.

15.
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olivgriines Ol. Wurzeln von Pimpinella saxifraga var. nigra und ein
jugoslawisches Muster ergaben ein tiefblaues Ol in 4- bis 5facher
Ausbeute. _

Bei gleicher Destillationszeit wird die Ausbeute 'an Ol durch Zugabe
von 259, Natriumchlorid zum Destillationswasser verdoppelt.

Diinnschicht- und gaschromatographisch konnten die aus verschie-
denen Species beziehungsweise Varietiiten der Gattung Pimpinella L.
gewonnenen itherischen Ole analytisch aufgetrennt werden. Dabei
erwiesen sich die Ole von Radix Pimpinellae maior und saxifraga
«typica» qualitativ und quantitativ weitgehend identisch. Diinn-
schichtchromatographisch wurden bis 20 Flecken und gaschromato-
graphisch etwa 20 Peaks erhalten.

Das atherische Ol von Pimpinella saxifraga var. nigra ist dagegen
von den andern Olen qualitativ und quantitativ wesentlich ver-
schieden. Mit beiden Trennverfahren waren gesamthaft héchstens
16 Komponenten zu erkennen. Die unterschiedliche Zusammenset-
zung wird ferner durch die gemessenen Brechungsindices und die
Absorptionsspektren im sichtbaren Wellenbereich eindeutig bestii-
tigt. Es ist demnach angebracht, Radix Pimpinellae nigra als selb-
stindigen Drogentypus zu betrachten.

Das tiefblaue itherische Ol aus Wurzeln von Pimpinella saxifraga
var. nigra ergab auf Kieselgel-G-Platten zwei Flecken, die bei den
andern Olmustern fehlten. Sie firbten sich mit EP-Reagens griin,
und einer der Flecken hatte den gleichen Rf-Wert wie Guajazulen.
Letzterer firbte sich aber mit EP-Reagens blau.

Auf Kieselgel-G-Platten konnten wir eine Mischung von sechs
Reincumarinderivaten (Bergapten, Isobergapten, Pimpinellin, Iso--
pimpinellin, Sphondin, Umbelliferon) sauber trennen. Bei keinem
aus Radix Pimpinellae isolierten #therischen Ol konnten anschlie-
Bend auf dem Chromatogramm entsprechende, im langwelligen
UV-Licht fluoreszierende Flecken gefunden werden. Die vorlie-
genden Cumarinderivate gehen somit bei der Wasserdampfdestilla-
tion der Droge nicht ins Destillat.
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