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Die qualitative Alkaloidzusammensetzung der Lupine im Lichte
chromatographischer Untersuchungen

M. WIEWIOROWSKI und M. D. BRATEK

DIE VORAUSSETZUNGEN DER ARBEIT

Eine ausfiihrliche Zusammenfassung der bisherigen Errungenschaften
auf dem Gebiete der Chemie und Physiologie der Lupinenalkaloide fin-
den wir in den Arbeiten von T. A. Henry (1950), F. Galinovsky
(1952) und N. J. Leonard (1953).

In Folge der bisherigen Arbeiten wurden aus verschiedenen wilden
und anbaufidhigen Lupinenarten ca. 17 Alkaloide isoliert und ihre Eigen-
schaften beschrieben. Die Konstitution einiger Alkaloide wurde fest-
gestellt und durch Synthese bewiesen. In den anbaufiéhigen und in Polen
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Abb. 1. I — Lupinin, II — Spartein, III — Lupanin, IV — Hydroxylupanin.

angebauten Lupinenarten wurden bisher 4 Alkaloide festgestellt. In der
gelben Lupine wurde Lupinin (I) und Spartein (II) und in der weissen
und schmalblittrigen — Lupanin (III) und Hydroxylupanin (IV) nach-
gewiesen.

Die erste Voraussetzung unserer Arbeit war eine Untersuchung, ob in
den genannten Lupinenarten ausschliesslich nur die 4 Alkaloide anwe-
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send sind — und weiter, ob wihrend der von S. Barbacki (1952) ge-
leiteten Ziichtungsarbeiten, die eine Herabsetzung des Alkaloidgehaltes
in den Lupinen zum Ziele haben, — sich nur die Menge der 4 Alkaloide
indert, oder ob sich etwa auch die qualitative Alkaloidzusammensetzung
dandert.

Wir nahmen uns vor, die gesetzte Aufgabe mit Hilfe der chromato-
graphischen Analyse zu losen. Die chromatographische Methode wihlten
wir deshalb, weil uns keine Arbeit bekannt ist, die die chromatographi-
sche Analyse der Lupinenalkaloide betrifft, — und auch deshalb, weil
uns die bisherigen Bestimmungsmethoden und Trennungsverfahren der
Lupinenalkaloide zu wenig genau und zu brutal (Destillation bei verrin-
gertem Druck und einer Temperatur von 180° bis 240°C) vorkamen.

DIE ANWENDUNG DER PAPIERCHROMATOGRAPHIE ZUR QUALITATIVEN
ANALYSE DER LUPINEN-ALKALOIDE

Anfangs fiilhrten wir unsere Versuche in Anlehnung an die Arbeiten
von R. Munier, M. Macheboeuf (1949, 1952) und Mitarbeitern
aus, die in den Jahren 1949 bis 1952 veroffentlicht wurden und die Pa-
pierchromatographie der Alkaloide und anderer biologischer Basen be-
handeln. Unsere ersten Versuche waren grossen Schwierigkeiten aus-
gesetzt, die hauptséchlich darauf beruhten, dass wir nicht tiber reine
Priparate der in der Lupine vorkommenden Alkaloide verfiigten. Wir
waren lediglich im Besitz des leicht zugénglichen Sparteinsulfais und
mit Hilfe dieses Salzes, und besonders mit Hilfe von Rohextrakten der
aus der schmalblittrigen Lupine abgesonderten Alkaloide — arbeiteten
wir an der Auswahl der Technik, der Losungsmittelgemische und Ent-
wicklungsreagentien.

A. DIE CHROMATOGRAPHISCHE TECHNIK

Aus der Vielzahl der chromatographischen Arbeitsmethoden wandten
wir das fiir unsere Zwecke am besten geeignete Verfahren an. Als sol-
ches zeigte sich die Ringtechnik nach Rutter (1948), — modifiziert von
A. Seifer und O. Oreskes (1953) sowie von M. Wiewioro w-
ski (unveroff.). Am hiufigsten wenden wir Rundfilter (& 11 cm) an,
die eine parallel zur Papierfaserrichtung ausgeschnittene ,Zunge*
(4 X 40 mm) besitzen. Auf diese Chromatogramme bringen wir eine L&-
sung auf den Mittelpunkt, oder, wenn nach der Technik von K. V. Giri
und N. A. N. Rao (1952) gearbeitet wird, maximal 7 Losungen. Wei-
tere Einzelheiten iiber die angewandte chromatographische Technik be-
schreiben wir im experimentellen Teil dieser Arbeit.
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B. DIE ZUM ENTWICKELN ANGEWANDTEN LOSUNGSMITTELGEMISCHE

Verhéaltnismissig leicht konnten wir die Zusammensetzung der Lo-
sungsmittelgemische feststellen, die eine deutliche Trennung des Lupa-
nins, Sparteins und Hydroxylupanins erlaubten. Das erste von uns an-
gewandte Losungsmittelgemisch war die von R. Munier und Mit-
arbeitern (1949—52) angegebene Mischung: n-Butanol — Essigsdure mit
Wasser gesiittigt. Diese Mischung war jedoch ungeignet weil ihre Zu-
sammensetzung wegen Esterbildung dauernd Aenderungen unterlag, die
auf die Trennwirkung grundsédtzlichen Einfluss hatten. Unter Bertiick-
sichtigung dieser Tatsache, als viel brauchbarer zeigte sich die ebenfalls
von R. Munier und Mitarbeitern (1949—1952) vorgeschlagene Mi-
schung in der statt Essigsidure Salzsdure zur Anwendung kam. Diese Mi-
schung, obwohl viel haltbarer als die vorher erwdhnte, besass jedoch
ebenfalls Unzuldnglichkeiten -— wobei die Entmischung (phénoméne de
démixion) wihrend des Entwicklungsprozesses als besonders stérend be-
merkt wurde. Eine mit 0,5 m-Kaliumchlorid ausgefiihrte Impregnation
des Filtrierpapiers bewirkte zwar eine bedeutende Einschrinkung der
Entmischung — konnte jedoch diese nicht véllig beseitigen. Als besonders
geeignetes Losungsmittel fanden wir n-Butanol mit Wasser geséttigt, des-
sen Vorteile man in folgenden Punkten zusammenfassen kann:

1. Der Verbrauch an Losungsmittel ist minimal — er betrdgt nur
soviel, wie fiir das Entwickeln eines Chromatogramms benétigt wird. Der
Ueberschuss an Lésungsmittel, der nach dem Entwickeln eines Chromato-
gramms zurickbleibt, kann nach wiederholtem Ausschiitteln mit Wasser
unmittelbar weiter angewendet werden.

2. Die Zusammensetzung des Losungsmittels ist relativ konstant
(sie hdngt lediglich von der Temperatur und nicht von einer fortschrei-
tenden Esterbildung ab).

3. Das Filtrierpapier muss nicht mit Kaliumchlorid impregniert wer-
den, da eine Aufteilung des Losungsmittels nicht stattfindet.

4. Die Trennung der Alkaloide ist sehr deutlich — es muss jedoch
zwel oder dreimal entwickelt werden.

Auf Grund dieser Vorteile wandten wir in unserer Arbeit hauptsich-
lich wassergesittigten n-Butanol an.

Das in letzter Zeit von H. Thies und F. W. Reuther (1954)
beschriebene Losungsmittelgemisch, welches zur Trennung des Papave-
rins und Narkotins dient, besitzt fiir unsere Zwecke keine besonderen
Eigenschaften. Riesige Schwierigkeiten hatten wir bei der Auswahl eines
geeigneten Losungsmittelgemisches zur Trennung des Lupanins vom Lu-
pinin zu iberwinden. Es ist eine seltsame und besonderer Beriicksichti-
gung werte Erscheinung, dass die vierringigen Lupinenalkaloide von sehr
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dhnlicher Konstitution: ,,.Lupanin, Spartein und Hydroxylupanin* (siehe
Abb. 1) — ohne weiteres chromatographisch getrennt werden konnen —
wiithrend sich das zweiringige Lupinin nur unter Anwendung besonderer
Losungsmittelgemische (uns sind nur 2 bekannt) vom vierringigen Lu-
panin chromatographisch trennen ldsst.
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Abb. 2. Lisungsmittelsystem: wasser-
gesiittizter n-Butanol (zweimal ent-
wickelt); Entwicklungsreagens. Reagens
mit Phosphormolybdinsédure nach P. H.
List B. Spartein-hydrochlorid, C. Hy-
droxylupanin-hydrochlorid, D. Lupa-
nin-hydrochlorid, E. Lupinin-hydro-
chlorid, A und F. Mischung von Hy-
drochloriden aller oben genannten vier
Basen.

Abb. 3. Losungsmittelsystem: 4-m-Am-
moniumsulfatlosung mit Aethanol (15 :1
v : v) (einmal entwickelt), Entwicklungs-
reagens: Modifiziertes D r a g e n-
dor ff- Reagens, B. Spartein-hy-
drochlorid, C. Hydroxylupanin-hydro-
chlorid, B. Lupanin-hydrochlorid, E.
Lupinin-hydrochlorid, A und F. Mi-
schung aller vier oben genannten Ba-
sen.

Eines dieser Losungsmittelgemische besteht aus: Essigsdureidthylester,
tert.-Butanol und Wasser. Die Mischung erlaubt eine Trennung aller vier
genannten Alkaloide — sie ist jedoch schwer regenerierbar und weist nur
kleine Unterschiede in den erhaltenen Rf-Werten auf. Die letztere Erschei-
nung war der Grund dafiir, dass die Mischung nur beschrinkt Anwen-
dung fand. Lediglich in Losungen von ausgeglichener Alkaloidzusam-
mensetzung konnten befriedigende Ergebnisse gefunden werden. Pflan-
zenextrakte weisen jedoch fast nie eine solche Alkaloidzusammense-
tzung auf.

Das zweite uns bekannte Losungsmittel, das die Trennung des Lu-
pinins vom Lupanin ermdglicht, ist eine 4 m-Ammoniumsulfatlosung.
Dieses Losungsmittel trennt deutlich Lupinin vom Lupanin — versagt’
jedoch bei der Trennung des Lupinins vom Spartein und ebenfalls bei
der Trennung des Lupanins vom Hydroxylupanin.
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A. Resplondy (1955), der dieses Losungsmittel zur Trennung be-
stimmter Alkaloide und Aminosiduren benutzte, stellte fest, dass konsti-
tutionsiihnliche Substanzen auf Chromatogrammen dhnliche — oder gar
gleiche Platze einnehmen, und zog daraus den Schluss, dass Ammonium-
sulfatlosung eine grosse Bedeutung bei der Ermittlung der Konstitution
unbekannter Verbindungen haben kénnte. Unsere Feststellung, dass Lu-
pinin und Spartein — also Verbindungen verschiedener Konstitution —
auf Chromatogrammen die gleiche Stelle einnehmen, widerspricht der
empirischen Hypothese von R. Resplondy (1955). Es sei denn, dass
das Vorkommen des Lupinins in zweimolekularer Verbindung annehm-
bar wire, was schon O. Achmatowicz und W. Rodewald
(1955) im Falle von Annotoxin bemerkten. Das merkwiirdige Verhalten
des Lupinins auf Chromatogrammen ist Gegenstand besonderer Unter-
suchungen, iiber die wir an anderer Stelle berichten wollen. Das zuletzt
erwihnte Losungsmittel ist — obwohl es keine deutliche Trennung gibt —
fiir unseren Zweck sehr wertvoll (Abb. 3). Nach seiner Anwendung und
zusitzlicher Anwendung von wassergesittigtem n-Butanol hatten wir
nidmlich die Méglichkeit, mit Hilfe zweier verschiedener Chromatogram-
me, alle vier uns interessierenden Alkaloide zu trennen (Abb. 2 u. 3).

C. TRENNUNG DER FREIEN ALKALOID-BASEN UND IHRER SALZE

Eine Reihe von Einfiihrungsversuchen waren, unter anderem, der
Form, in welcher die Alkaloide auf das Filtrierpapier zu bringen waren,
gewidmet. Es handelte sich hier hauptsichlich darum, ob freie Alkaloid-
basen oder ihre Salze zur Anwendung kommen sollten. Es konnte fest-
gestellt werden, dass man bei Anwendung der Hydrochloride des Lu-
panins, Hydroxylupanins und Lupinins etwas markantere Ringe erhdlt —
im Grunde genommen war es jedoch gleich, ob freie Alkaloidbasen
oder ihre Salze aufgetragen wurden. Anders verhilt sich jedoch das
Spartein, welches, in Abhingigkeit von der Form (freie Base — Salz) und
dem pH-Wert der Entwicklungsmischung, verschiedene Rf-Werte auf-
weist und sich unter Umstinden sogar in zwei Ringe aufteilen kann
(Abb. 4).

Ein solches Verhalten des Sparteins stimmt mit den Ansichten von
R. Munier und Mitarb. (1940—1952) sowie A. P. Burma (1954) tber-
ein, die ein solches Phiinomen bei einigen Alkaloiden feststellen konnten.
Dieses Verhalten ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass die gleiche
Substanz drei verschiedene Stellen des Chromatogramms einnehmen
kann — als freie Base, als dissoziiertes Salz und als undissoziiertes Salz.
Die erwihnte Anormalitit findet nicht statt, wenn wir das Spartein in
Form ihres Hydrochlorids auf das Filterpapier bringen und neutrale oder
saure Lésungsmittel zum Entwickeln anwenden. Zufillig stellten wir je-
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doch fest, dass sogar bei der zuletzt erwidhnten Arbeitsweise einige Sto-
rungen auftreten kéonnen, die in Form zwei verschiedener Ringe in Er-
scheinung treten. Dieses Verhalten wurde von uns immer dann bemerkt,
wenn die Luft des Arbeitsraumes zufillig Ddmpfe einer fliichtigen Base —
wie Ammoniak oder sogar der sehr schwachen Base, Pyridin — enthielt.
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Abb. 4. Auf beide *Rundfilter wurden die gleichen Lé&sungen gebracht, nimlich:
A. Lupanin-(Base); B. Lupanin-hydrochlorid; C. Hydroxylupanin- und Lupanin-Base;
E. Spartein-hydrochlorid; F. Spartein-acetat; G. Spartein-(Base); D. Mischung von
Hydrochloriden aller oben genannten Basen.
Das Chromatogramm 1035a wurden zweimal mit wassergesiittigtem n-Butancl ent-
wickelt und die Alkaloide mit dem Phosphormolybdinsiure — Reagens nach
P. H. List sichtbar gemacht. Das Chromatogramm 1035b wurde einmal mit
4-m-Ammoniumsulfatlosung — Aethanol (15:1 v:v) entwickelt und die Alkaloide
mit Dragendorff-Reagens sichtbar gemacht

Je nach der Konzentration der alkalischen Dimpfe der Luft, erfihrt ein
grosserer oder kleinerer Teil des Sparteinhydrochlorids eine Umsetzung
in freie Base, welche nach Entwickeln des Chromatogramms an einer an-
deren Stelle als das urspriingliche Hydrochlorid erscheint. Um derartige
Stérungen zu beseitigen, tragen wir auf den Punkt auf den wir die Losung
des Alkaloidhydrochlorids brachten noch zusitzlich eine ,Oese* 0,5
n-Salzsdure auf.

D. DIE ENTWICKLUNGSREAGENTIEN

Fiir qualitative Zwecke eignet sich am besten das von R. Munier

und Mitarb. (1949, 1951, 1952) modifizierte Dragendorf{-Reagens.
Von ungefir gleicher Empfindlichkeit sind das Reagens mit Thaliumace-

tat (R. Munier u. Mitarb. 1949, 1951, 1952) und das Reagens mit
Phosphor-Molybdénsdure (P. H. List 1954). Die erwdhnten Reagentien
weisen grosse Empfindlichkeit gegeniiber Lupinenalkaloiden auf, so konn-
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te z. B. ein Fleck @ 2 mm, der 0,001 ng. Spartein enthielt, geférbt werden.
Eine grosse Unzuldnglichkeit aller genannten Reagentien ist jedoch der
Empfindlichkeitsunterschied in Bezug auf verschiedene Alkaloide.

Zusitzlich stellten wir fest, dass mit Dragendorff-Reagens
getrinktes Filtrierpapier als gut haltbares Indicatorpapier fiir wissrige
Alkaloidlésungen Anwendung finden kann. Dieses Indicatorpapier nann-
ten wir Dragendorff-Papier. Ein Tropfen wdissriger Alkaloid-
losung, auf das Dragendorff-Papier gebracht, bildet einen run-
den Fleck oder Ring, der rosa bis rot gefarbt ist.

DIE AUSWAHL DES VERFAHRENS ZUR EXTRAKTION DER ALKALOIDE AUS
PFLANZENMATERIAL

Nach Bearbeitung eines entsprechenden chromatographischen Ver-
fahrens begannen wir mit der Analyse der Lupinensamen. In unserer
Arbeit beschéftigen wir uns ausschliesslich mit Lupinensamen und
besonders mit Samen der schmalblédttrigen und weissen Lupine. Vor
Beginn der eigentlichen Analyse der Lupinenalkaloide musste ein Ex-
traktionsverfahren ausgewihlt werden.

Die Literatur beschreibt zwei Typen von Extraktionsverfahren der
Lupinenalkaloide, die Alkoholextraktion (neutrale oder saure) und die
alkalische Chloroformextraktion (oder Chloroform-Aetherextraktion).
Anfangs arbeiteten wir nach der Alkoholextraktion von P. Bellet
(1950) und F. Galinovsky (1951). Die aus gleichem Pflanzenmaterial
erhaltenen Rohextrakte wiesen auf Chromatogrammen ausser Lupanin
und Hydroxylupanin noch 3 bis 4 Substanzen auf, die ebenfalls mit dem
Dragendorff-Reagens reagierten. Die Chromatogramme mit der
von F. Galinovsky beschriebenen Methode erhaltenen Rohextrak-
te unterschieden sich jedoch deutlich von denen mit Extrakten mach
P. Bellet. Eine genaue Untersuchung der beiden Extraktionsverfahren
zeigte, dass in den einzelnen Arbeitsabschnitten gewisse Verluste von
verschiedener Quantitdt und Qualitdt an Alkaloidsubstanz vorkommen.
Daraufhin beschlossen wir, die von Z. Wierzchowski und L. Obu-
chowska (1952) zur quantitativen Analyse der Lupinenalkaloide vor-
geschlagene alkalische Extraktion zu versuchen. Einfiihrende Untersu-
chungen der Methode bewiesen, dass das Verfahren der Autoren, ndm-
lich die gemahlenen Lupinensamen nach Alkalisierung mit einem wasser-
bindenden Mittel zu trocknen (Alabastergips), richtig sind.

Genauere Untersuchungen zeigten jedoch, dass ein einmaliges Aus-
schiitteln des vorbereiteten Materials mit Aether-Chloroformmischung —
so, wie es die Autoren vorschlagen — nicht zu einer quantitativen Alka-
loidextraktion fithrt. Das Verfahren von Z. Wierzcho wskiu Mitarb.
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(1852) wurde von uns mit der Abidnderung nach E. Graf (1952)
erginzt — das alkalisierte, und mit Gips getrocknete Lupinenmehl
wurde in Chromatographiershrchen gebracht (@ 1,5; h 25 cm) und die
Alkaloide mit Chloroform ausgewaschen. Im Laufe weiterer Arbeiten
ersetzten wir den von Z. Wierzchowski vorgeschlagenen Alaba-

1017 1018

Abb. 5. Beide Chromatogramme wurden zweimal mit wassergesattigtem n-Butanol
entwickelt und die Substanzen mit Dragendorff- Reagens gefidrbt. Auf beide
Chromatogramme wurde in Position A und G eine Vergleichslosung aufgetragen.
die aus Hydrochloriden des Hydroxylupanins (H), Lupanins (L), und des ,,Alkaloids”
ng (6) bestand. Auf die librigbleibenden Pldtze wurden Alkaloidextrakte aus schmal-
blittriger (blau,-bitter) Lupine aufgetragen. Proben von 1 g gemahlener Lupinen-
samen wurden mit gesidttigter Natriumcarbonatlosung alkalisiert und mit verschie-
denen Mengen trockenem Natriumecarbonat getrocknet. Fiir Probe B wurde ein 2
Natriumcarbonat zum Trocknen angewendet, fiir Probe C — 1,5 g, fiir Probe D —
2 g, fiir Probe E — 25 g und fiir Probe F 3 g. Die so vorbereiteten Proben wurden
erst griindlich mit Chloroform (— Chromatogramm 1017), und dann mit 10% Metha-
nol in Chloroform (Chromatogramm 1018) extrahiert

ster-Gips durch wasserfreies Natriumsulfat. Wir nahmen an, dass unsere
Arbeitsweise fehlerfrei ist, und zu einer fast restlosen Extraktion der
Alkaloide aus den Lupinensamen fiihrt.

Die in der Zwischenzeit vertffentlichte Arbeit von J. Reiffer
und M. Mozejko (1954) veranlasste uns, sich nochmals mit dem Ex-
traktionsverfahren zu befassen. Die genannten Autoren widmen in ihrer
Arbeit iiber die qualitative Alkaloidbestimmung in der Lupine der Alka-
loidextraktion sehr viel Aufmerksamkeit. Nach unseren Untersuchungen
fiihrt dasvon I. Reifer und M. Mozejko angegebene Extraktions-
verfahren nicht zu einer quantitativen Alkaloidisolierung. Néhere dies-
beziigliche Bemerkungen bringen wir in einer Arbeit, die der quantita-
tiven Analyse der Lupinenalkaloide gewidmet sein soll. Die Autoren
unterstreichen jedoch mit Recht die Schwierigkeiten, die bei der Extrak-
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tion der Lupinenalkaloide auftreten und durch vortreffliche Lossbarkeit
der Alkaloide in Wasser (ausser Spartein) sowie in organischen Ldsungs-
mitteln bedingt sind. Wahrend weiterer Extraktion und Reinigung der
Lupinenalkaloide bemerkten wir, dass die fiir die Trocknung des Lupi-
nenmehlmacerats angewandten Trockenmittel einen grossen Teil der
Alkaloide festhalten und somit ihre vollige Extraktion mit Chloroform
oder Aether-Chloroformmischung unméglich machten. Dieses betrifft
sowohl den Gips, wie das wasserfreie Natriumecarbonat und ebenfalls das
von uns (1956) angewandte Natriumsulfat.

Das mit Natriumcarbonatlésung (oder Natriumlauge) alkalisierte Lu-
pinenmehl enthélt nach Trocknung mit einem der 3 oben genannten Tro-
ckenmittel und Extraktion mit Chloroform weiterhin noch grosse Mengen
Alkaloide — ja sogar noch dann, wenn wir eine zehnfache Menge des
vorgeschriebenen Chloroforms anwandten. Dieses bezieht sich ebenso auf
Extraktion durch Ausschiitteln, sowie auf Auswaschen der Alkaloide aus
der Chromatographiesiule. Eine nach ausfiihrlicher Chloroformextrak-
tion folgende Extraktion mit Methanol oder mit Methanol-Chloroform-
mischung ergibt weitere Alkaloidfraktionen, die eine &hnliche qualita-
tive Alkaloidzusammensetzung wie die Chloroformfraktionen aufweisen.
Eine schitzungsweise Bewertung der Chromatogramme berechtigt uns
zu der Annahme, dass je mehr Natriumcarbonat zum Trocknen des Lu-
pinenmehls angewendet wird, um so weniger Alkaloide eluiert werden.
Das Chromatogramm auf Abb. 5 zeigt uns diesen Zusammenhang.

Da der Methanol-Chloroformextrakt (erhalten nach ausfiihrlicher
Extraktion mit reinem Chloroform) ausser Alkaloiden auch eine Menge
Lipide enthélt, die in Methanol 18slich sind, nahmen wir anfangs an, dass
diese eine vollige Extraktion der Alkaloide unmdglich machen.indem sie
die Alkaloide okkludieren und somit das Chloroform nicht hinzulassen.
Um diese Hypothese zu iliberpriifen fiihrten wir mit der bitteren, weis-
sen, schmalblittrigen und mit der gelben Lupine folgende Versuche aus:

Die gemahlenen Lupinensamen wurden teilweise mit wasserfreiem
Aceton durch mehrmaliges Ausschiitteln entfettet, mit Natriumcarbonat-
l6sung alkalisiert und mit wasserfreiem Natriumcarbonat getrocknet.
Nachher wurden sie in Erlenmeyer-Kolben gebracht und nacheinander
mit folgenden Losungsmitteln ausfiihrlich extrahiert: 1) Petroldther,
2) Cyclohexan, 3) Chloroform, 4) 10 Methanollésung in Chloroform. Die
Chromatogramme auf Abb. 6 stellen die Alkaloidzusammensetzung der
einzelnen Fraktionen dar, wobei die Alkaloide, die bei der Entfettung in
Losung gegangen sind, ebenfalls angefiihrt wurden.

Aus diesen Chromatogrammen ist ersichtlich, dass die Hypothese, die
ein Zuriickhalten der Alkaloide durch anwesende Lipide annimmt, falsch
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ist. Unter vielen, von uns untersuchten Trockenmitteln, besass Kieselgur
die besten Eigenschaften. Nach Trocknen mit Kieselgur konnten wir
nimlich die Gesamtmenge an Alkaloiden mit reinem Chloroform ex-
trahieren. Bei Anwendung von Kieselgur zur Extraktion der schmal-
blittrigen Lupine stellten wir fest, dass auch eine fast quantitative Tren-
nung des Lupanins und des ,,Alkaloids* n, vom Hydroxylupanin und dem
.,Alkaloid“ nys moglich ist. Dieses Verhalten beobachteten wir, wenn wir
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Abb. 6. Die Chromatogramme wurden
zweimal mit wassergesittigtem n-Bu-
- b / tanol entwickelt und die Substanzen
/ mit Dragendorff-Reagens ge-
farbt. Das Chromatogramm Nr 927-a
betrifft die schmalbléattrige, das Chro-
matogramm Nr. 927-b betrifft die weis-
se und das Chromatogramm Nr. 927-¢
betrifft die gelbe Lupine.
In Position B und F wurden Vergleichs-
16sungen aufgetragen, die aus den Hy-
drochloriden des Hydroxylupanins (H),
des Lupanins (L) und des ,,Alkaloids®
ng (6) bestehen.
In Position A wurde angesiduerte, aus
dem Acetonextrakt erhaltene Losung,
aufgetragen — in Position C — Petrol-
Atherextrakt, in Position D — Cyclo-
hexanextrakt, in Position E — Chloro-
i c formextrakt und in Position G — Ex-
927¢ B trakt mit 10% Methanol in Chloro-
form.

das alkalisierte und mit Kieselgur getrocknete Lupinenmehl in Chro-
matographiershrchen brachten und die Alkaloide mit Petroldther (Sie-
dep. 35° bis 60°C) und nachher mit Chloroform ausfiihrlich extrahierten.
Der Petroldtherextrakt enthielt Lupanin und das ,,Alkaloid* n,, wihrend
der Chloroformextrakt Hydroxylupanin und das ,,Alkaloid“ n, aufwies.



Alkaloidzusammensetzung der Lupine 139

Die Chromatogramme auf Abb. 7 stellen die fraktionierte Auswaschung
der Alkaloide aus Lupinenmehl dar.

Aehnliche Eigenschaften wie Kieselgur besitzt auch Calciumsilicat.
Wéihrend dem Suchen nach einem geeigneten Trockenmittel bemerkten
wir, dass die Fuller-Erde stark adsorbierende Eigenschaften in Bezug auf
die Lupinenalkaloide besitzt. Eine langdauernde Extraktion des alkalisier-
ten und mit Fuller-Erde getrockneten Lupinenmehls fiihrte zu keiner
bemerkenswerteren Isolierung der Alkaloide. Im Laufe der Untersu-
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Abb. 7. Die Chromatogramme wurden dreimal mit wassergesattigtem n-Butanol ent-

wickelt und mit dem Phosphormosédure- Reagens nach P. H. List entwickelt.

Chromatogramm Nr. 1046 betrifft die schmalbléttrige, und das Chromatogramm
Nr. 1047 die weisse Lupine.

In Position D wurde die Vergleichslésung, die aus Hydrochloriden des Hydroxylu-

panins (H), Lupanins (L) und des , Alkaloids® ng (6) besteht, aufgetragen; in Position

A unverarbeiteter Chloroformextrakt (Gesamtalkaloide), in Position B — Petrol-

dtherextrakt (Fraktion I), in Position C der nach dem Petroldther folgende Chlo-
roformextrakt (Fraktion II)

chungen tiber die Extraktionsverfahren der Lupinenalkaloide beschaftig-
ten wir uns ebenfalls mit dem Vergleich verschiedener zur Alkalisierung
der Lupinenmehle dienenden Reagentien. Wir untersuchten Natrium-
lauge verschiedener Konzentration, gesittigte Natriumcarbonatlosung
und Ammoniaklosung. Das beste Alkalisierungsmittel ist Ammoniaklo-
sung — bei ihrer Anwendung erhielten wir Chromatogramme, die scha-
(zungsweise die grosste Alkaloidmenge aufwiesen. Das Aufnehmen, der
nach Abdestillieren des Chloroforms zuriickbleibenden Alkaloide in an-
gesduertes Wasser, ist ebenfalls am einfachsten und die auf diese Weise
erhaltenen Extrakte sind von grosser Reinheit.

Das schlechteste Alkalisierungsmittel war Natriumlauge und eine
Mittelstellung nahm Natriumcarbonatlésung ein. Die genannten Beobach-



140 M. Wiewidrowski u. M. D, Bratek

tungen sind unserer Ansicht nach folgendermassen zu erkldren: Natrium-
lauge und Natriumcarbonatlésung bewirken nicht nur eine Befreiung
der Alkaloidbasen, sondern hydrolisieren auch teilweise die anwesenden
Lipide und Eiweissstoffe. Deshalb ist auch der nach dem Abdestillieren
des Chloroforms und Ansduern zurlickbleibende Extrakt meistens ge-
triibt, schwerfiltrierbar und nach weiterem Einengen brédunlich geférbt,
wobei man noch gelegentlich eine Niederschlagsbildung beobachten kann.
Eine solche Losung bildet auf dem Startpunkt des Chromatogrammes
einen dunklen Fleck, und die Trennung der Alkaloide ist nicht scharf.
Das Alkalisieren des Lupinenmehles mit Ammoniaklésung beseitigt gros-
stenteils die genannten Stérungen.

DIE QUALITATIVE ALKALOIDZUSAMMENSETZUNG DER WEISSEN,
SCHMALBLATTRIGEN UND GELBEN LUPINE — FESTGESTELLT MIT HILFE
DER PAPIERCHROMATOGRAPHIE

Die qualitative Analyse zeigte, dass in der Lupine ausser Lupanin
und Hydroxylupanin noch andere alkalisch reagierende Substanzen an-
wesend sind, die mit den Alkaloidreagentien positiv reagieren. Das auf
Abb. 8 dargestellte Chromatogramm zeigt die Alkaloidzusammensetzung
von bitteren Biotypen der drei angefiihrten Lupinenarten.

Die bisher unbekannten ,,Alkaloide’ nannten wir, nach Berlcksich-
tigung ihrer Verteilung auf dem Chromatogramm, nach steigernden R;
Werten: n,, n,, n,, ni. und ng (bei Anwendung von wassergesittigtem
n-Butanol). Hydroxylupanin liegt auf dem Chromatogramm zwischen n;
und ny, wihrend Lupanin den Platz zwischen ni; und n, einnimmt. An
Hand des abgebildeten Chromatogramms ist ersichtlich, dass jede der drei
angefiihrten Lupinenarten eine bestimmte Alkaloidzusammensetzung
besitzt.

Die weisse Lupine enthédlt hauptsdchlich Lupanin, neben dem noch
das ,,Alkaloid“ n;, Hydroxylupanin und das ,Alkaloid” n i anzutreffen
ist. Die schmalbliittrige Lupine weist hauptsichlich Lupanin und Hydro-
xylupanin auf. In verhidltnismissig grossen Mengen sind auch noch die
,Alkaloide* ns und n, anwesend, wiahrend die ,,Alkaloide* n, und n, nur
in sehr geringen Mengen auftreten. Die mehrjihrige Lupine weist eine
dnliche Alkaloidzusammensetzung auf wie die schmalblédttrige — enthélt
jedoch noch zusitzlich ein Alkaloid, das chromatographisch mit dem Spar-
tein libereinstimmdt.

Das beschriebene Chromatogramm (Abb. 8) wurde mit Hilfe nicht
verarbeiteter Alkaloidextrakte der drei angefiihrten Lupinenarten her-
gestellt. Wenn die Alkaloide aus der weissen Lupine zuerst mit Petrolidther
und nachher mit Chloroform extrahiert werden, kann man in dem Chlo-
roformextrakt zusédtzlich noch das ,,Alkaloid** n, und Spuren der ,Alka-
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loide' n, und n, finden. Die qualitative Alkaloidzusammensetzung ist also
fiir alle drei Lupinenarten sehr dhnlich. Es bestehen jedoch Unterschiede
im mengenmaissigen Verhéltnis der einzelnen Alkaloide, so dass man ohne
weiteres an Hand des Chromatogrammes feststellen kann, welche Lupi-
nenart vorliegt. Abb. 9 zeigt ein Chromatogramm, das aus Samen der bit-

teren, gelben Lupine hergestellt wurde.

1044 a

Abb. 8. Das Chromatogramm wurde
dreimal mit wassergesittigtem n-Bu-
tanol entwickelt und mit Phosphor-
molybdiansdure-Reagens gefirbt., A —
unverarbeiteter Alkaloidextrakt aus der

schmalbldttrigen, B — unverarbe’teter
Alkaloidextrakt aus der mehrjdhrigen,
€ — unverarbeiteter Alkaloidextrakt

aus der weissen Lupine; D — aus Hy-
drochloriden des Hydroxylupanins (H),
des Lupanins (L), des Lupinins (Li) und
des ,.Alkaloids* ng (6) bestehende Ver-
gleichslosung
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Abb. 9. Das Chromatogramm wurde
zweimal mit wassergesidttigtem n-Bu-
tanol entwickelt und mit Phosphor-
molybdédnsdure-Reagens nach P. H.
List gefarbt. A und E — aus Hydro-
chloriden des Sparteins (S) und Lupi-
nins (Li) bestehende Vergleichslosung;
B und D — unverarbeiteter Alkaloid-
exfrakt aus der gelben Lupine; C —
aus Hydrochloriden des Hydroxylupa-
nins (H), Lupanins (L), Lupinins (Li)
und des ,,Alkaloids*“ ng (6) bestehende
Vergleichslosung

Wir sehen daraus, dass die Alkaloidzusammensetzung der gelben Lu-
pine viel weniger kompliziert ist als die der bisher besprochenen Lupi-
nenarten. Es liegt hier hauptsdchlich Lupinin und Spartein vor, wahrend
die Ringe der ,,Alkaloide n, und n, nur schwach gefiarbt sind.

Die auf Abb. 8 und 9 dargestellten Chromatogramme wurden mit
wassergesdttigtem n-Butanol entwickelt — sie konnten also die Anwesen-
heit des Lupinins neben Lupanin nicht aufweisen. Aus diesem Grunde
stellten wir zusitzlich noch zwei Chromatogramme her und entwickelten
sie mit 4-m-Ammoniumsulfatlésung (sie trennt Lupinin von Lupanin).

Nach Betrachtung des auf Abb. 10 dargestellten Chromatogramms
konnten wir feststellen, dass in der schmalbldttrigen und mehrjdhnigen
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Lupine in kleinen Mengen auch Lupinin vorkommt, und in der gelben
Lupine Spuren von Lupanin beziehungsweise Hydroxylupanin anzutref-
fen sind. Unsere bisherige Erkenntnis auf dem Gebiete der qualitativen
Alkaloidzusammensetzung der genannten Lupinenarten stellten wir in
Form einer Tabelle dar, die ebenfalls die Ri-Werte fiir die einzelnen Al-
kaloide enthilt.

Tabelle 1
Die qualitative Alkaloidzusammensetzung der weissen, schmalbléttrigen. mehrjihri-
gen und gelben Lupine

Ri — Werte fiir das .

i o TE
Losungsmittelsystem: * Lupinenart

i;‘;ﬂe .des | wassergesit- 4 m{NH_.)tgo:_i_.- : o _'
L tigter n-Buta- | mit Aethanol schmal- rtlehr- weisse  gelbe
il | (15:1 v:v) bléittrige% jdhrige
- m | ungef. 015 | x| ® i
n, ' . 025 | - | xx XXX X | X
n . . 033 | ungef 062 XXX | XX | XXX (X
~ Spartein I Eﬂ,_;_g_h_.i S, 01 | XX | (X XXXXX
Hydroxylupan. | . 0,42 ' . 0,62 | XXXX XXX | XX (X}
___n.: “ .. -., 0,50 l , 6,62 ',_ I - XX |
Lupanin |, 055 | . 065  XXXX | XXXX | XXXX | (X)
" Lupinin .l ., 0% |, 0% | XX | (® |  |XXXXX
n, ; 065 | , 062 | XXXX | XXXX X

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Alkaloidzusammensetzung der
Lupine weit mehr kompliziert ist, als bisher angenommen wurde. Diese
Ansicht wird auch von Seiten anderer Autoren bestitigt, die dhnliche
Arbeiten ausfiihrten. Im Jahre 1954 erschien eine, die Alkaloidzusammen-
setzung von Lupinus termis betreffende Arbeit von E. H. W.J. Burden

~* In unserer Arbeit bedienten wir uns nicht der R;-Werte zur chromatographi-
schen Identifizierung der einzelnen Substanzen. Die von uns angewandte Technik
erlaubte ohne Schwierigkeiten eine unmittelbare Identifizierung der Substanzen.
Auch entwickelten wir die Chromatogramme in den meisten Fillen mehrmals.
wobei es schwer ist die Losungsmittelfront immer auf die gleiche Entfernung vom
Startpunkt einzustellen. Die fiir das Losungsmittelsystem: wassergesiittigter n-Bu-
tanol eingetragenen R;-Werte wurden nach dreimaligem Entwickeln festgestellt.

** Die Anzahl der X — Zeichen stellt annihernd den mengenmaissigen Anteil der
einzelnen Alkaloide dar. Ein X — Zeichen in Klammern bedeutet das Auftreten des
Alkaloids in Spurenmengen. Das gleiche Zeichen wurde auch dann gesetzt, wenn
das Vorkommen eines Alkaloids zweifelhaft war.
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und Mitarb. (1954). Die genannten Autoren konnten mit Hilfe mehr-
maliger, selektiver Extraktion und einer grossen Anzahl von Proben und
Alkaloidreagentien feststellen, dass die Alkaloidzusammensetzung von
Lupinus termis viel komplizierter ist, als dies von G. R. Clemo und
G. C. Leitch (1928) angenommen wurde. Die letzteren nahmen an,
dass Lupinus termis nur Lupanin enthdlt — E. H. W. J. Burden und
Mitarb. konnten jedoch sieben verschiedene Alkaloide isolieren. Trotz der
Verschiedenheit der Arbeitsmethoden, die E. H. W. J. Burden und
Mitarb. einerseits und wir anwandten und trotz der Verschiedenheit
des Versuchsmaterials konnten &hnliche Ergebnisse erhalten werden.

1037 0

Abb. 10. Das Chromatogramm Nr. 1045-a entspricht genau dem auf Abb. 8 abgebil-

deten Chromatogramm und das Chromatogramm Nr. 1037-b — dem auf Abb. 9 dar-

gestellten Chromatogramm. Beide Chromatogramme unterscheiden sich von den auf

Abb. 8 und 9 dargestellten dadurch, dass sie mit 4-m-Ammoniumsulfatlésung und

Aethanol (15:1 v :v) entwickelt wurden und die Alkaloide mit Dragendorff-
Reagens sichtbar gemacht wurden

Die genannten Autoren bemerkten, dass die Alkaloidzusammensetzung
komplizierter ist, und dass man bei der Isolierung der einzelnen Alkaloide
in Form reiner Kristalle auf grosse Schwierigkeiten stésst — was von
uns ebenfalls festgestellt wurde. Es besteht kein Zweifel darliber, dass
eine weitere Verwollkommnung der Analyse und Trennung der Lupinen-
alkaloide zur genaueren und besseren Kenntnis ihrer 'Zusammensetzung
fuhren wird.

In Amlehnung an ein einheitliches Extraktionsverfahren und eine
normalisierte chromatographische Arbeitsmethode begannen wir mit
S. Barbacki und seinen Mitarbeitern die qualitative Alkaloidzusam-
mensetzung in den Samen vieler Stdmme und Biotypen der weissen,
schmalblédttrigen und gelben Lupine zu untersuchen. Das Ziel dieser
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Untersuchungen, deren Ergebnisse sukzessiv in den ,,Roczniki Nauk Rol-
niczych* (Annalen der Landwirtschaftlichen Wissenschaften) veroffent-
licht werden, ist die Kldrung der Frage ob die Alkaloidzusammensetzung
im Rahmen der einzelnen Biotypen (ew. Stimme) konstant ist und die
Feststellung eventueller Zusammenhinge zwischen Alkaloidzusammen-
setzung und morphologischen Merkmalen der Lupine.

Parallel zu diesen Untersuchungen fiihrten wir eine qualitative chro-
matographische Analyse der Alkaloide in folgenden Pflanzenteilen aus:
in den Wurzeln, Bliiten und griinen Teilen der Lupine — in verschiede-
nen Zeitabschnitten ihrer Entwicklung und unter verschiedenen Ambau-
bedingungen. Ziel dieser langjdhrigen Untersuchungen ist der Versuch
die Biogenese der Lupinenalkaloide und ihre Funktion zu erfassen. Die
ersten Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in den ,Roczniki Nauk
Rolniczych* verdffentlicht werden. An dieser Stelle wollen wir nur mit-
teilen, dass wir in vielen jungen Pflanzen der weissen Lupine deutliche
Mengen an Spartein vorfanden, die im Laufe der Entwicklung abnehmen.
Diese Spartein-Abnahme erfolgt, wie es scheint, zu Gunsten des Hydro-
xylupanins und des ,,Alkaloids* n, deren Menge anstieg.

VERSUCHE ZUR ISOLIERUNG UND IDENTIFIZIERUNG NEUER LUPINEN-
ALKALOIDE

Nach uns bekannten Literaturangaben P. Bellet (1950), T. A. He n-
ry (1950) und P. H. List (1954) werden die 4 uns interessierenden Al-
kaloide ausschliesslich durch Destillation bei Unterdruck aus der Mi-
schung der Rohalkaloide isoliert und gereinigt. Nach unserer Meinung
ist diese Methode brutal — aus weisser Lupine erhdlt man auf diese
Weise nur Lupanin, aus Lupinus palmeri — nur Lupinin, aus Lupinus
polyphyllus erhilt man zwar Lupinin und Hydroxylupanin, aber die Alka-
loidverluste sind sehr gross, aus Lupinus barbiger erhidlt man nur Spar-
tein. Aus diesem Grunde beschlossen wir dieses Verfahren zu verwerfen.

Um zu ermitteln ob die ,,Alkaloide* n,, n,, n,, n . und ng nicht viel-
leicht oft in den Samen der Leguminosen vorkommende Verbindungen
wiren — fithrten wir mit Hilfe von Erbsensamen, die nach allgemeiner
Meinung keine Alkaloide enthalten, eine gleiche Extraktion und chro-
matographische Analyse durch, wie im Falle von Lupinensamen. Wenn
wir zur Analyse 2 g gemahlene Erbsensamen (also so viel wie wir ge-
wohnlich bei der Lupine anwenden) nahmen, so konnten wir auf den
Chromatogrammen keinen Alkaloidring feststellen. Erst bei Anwendung
von 10 g — Proben und Aufbringen der Alkaloide in zehnfach grosserer
Menge als gewohnlich — konnten wir auf dem Chromatogramm 2 Ringe
feststellen, von denen einer dem Lupanin und einer dem Spartein ent-
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sprach. Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass die von uns neube-
merkten ,,Alkaloide n, ... ns nicht hdufig in Leguminosen vorkommende
Verbindungen sind und dass die Erbse, die gewdhnlich als alkaloidfrei
angesehen wird, wahrscheinlich auch Alkaloide bildet — aber in ca. 50—
fach kleineren Mengen als siisse Lupinenarten.

Das Hauptobjekt unserer Identifizierungsuntersuchungen war und
ist weiterhin die schmalblittrige Lupine, weil sie die am meisten ,aus-
geglichene* Alkaloidzusammensetzung besitzt. Zur praparativen Trennung
der Rohalkaloide aus schmalblittriger Lupine wurden von uns 1. ver-
schiedene papierchromatographische Verfahren, 2. sdulenchromatogra-
phische Adsorptionsverfahren, 3. siulenchromatographische Verteilungs-
verfahren, 4. fraktionierte Kristallisation auf Filtrierpapier, sowie, 5. Filt-
rierpapierelektrophorese angewandt.

Eine ausfiihrliche Beschreibung aller erhaltenen Ergebnisse, sowie
der angewandten Trennmethoden verdffentlichen wir an anderer Stelle;
hier sollen nur einige von ihnen besprochen werden.

Wie wir schon mitteilten, 16st sich das ,,Alkaloid* n, dhnlich wie Lu-
panin in Petrolither, — das ,,Alkaloid” n, ist in Petroléther, dhnlich wie
Hydroxylupanin nicht léslich. Das ,,Alkaloid“ n, ist mit dem Lupanin,
in welches es unter nicht genau zu erfassenden Umsténden iibergeht, sehr
verwandt. Trotz mehrmaligem Wiederholen mit dem préparativen Papier-
chromatographieverfahren, gelang es uns bisher noch nicht, Lupaninfreies
,Alkaloid“ n, zu erhalten. Ebenfalls versagte die fraktionierte Fillung
der Alkaloide aus angesiuerter wissriger Losung mit Silizium-Wolfram-
siure oder dem Dragendorff-Reagens. Aus diesen Ergebnissen
schlossen wir, dass das sogennante ,,Alkaloid“ n, das Di-Hydrochlorid
des Lupanins sei, wihrend das Lupanin auf dem Chromatogramm dem
Mono-Hydrochlorid entspricht. Diese Annahme mussten wir aber ver-
werfen, weil wir nach Behandeln reiner Lupaninpriparate mit Aceton,
Methanol, Aethanol und konz. Salzsiure immer nur einen Ring auf dem
Chromatogramm erhielten, der dem Lupanin entsprach.

Die Hypothese, dass Lupanin bei bestimmter Konzentration mit den
zum Entwickeln der Chromatogramme angewandten Losungsmitteln mo-
lekulare Verbindungen bildet, erwies sich ebenfalls als falsch. Diese
Hypothese nahmen wir nach Bekanntnahme Arbeit von R. H. Hacke-
man und M. Lazarus (1955) iiber das Verhalten der Glutaminsédure
auf Chromatogrammen, an. Die Vermutung wurde jedoch gegenstandslos
weil das in viel grosserer Menge aufgetragene Lupanin auf Chromato-
grammen immer nur einen Ring niemals zweie bildete.

Als nichste Hypothese nahmen wir unter Einfluss der Arbeit von
M. Rink und K. Grabowski (1955) die folgende an. Die Autoren
zeigten unter anderem, dass das 17-Hydroxyspartein in Chloroform geldst,

Acta Societatis Botanlecorum Poloniae — 10
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ausserordentlich leicht in 17-Trichlor-Spartein iibergehen kann. Nach
Beriicksichtigung dieser Tatsache nahmen wir an, dass sich das ,Alka-
loid“ n, wihrend dem Abdestillieren des Chloroforms aus dem Chloro-
formextrakt bildet. Diese Hypothese musste jedoch verworfen werden.
als wir merkten, dass das ,,Alkaloid" n, auch in Petroldtherextrakten an-
wesend ist. Gegenwirtig nehmen wir an, dass das ,,Alkaloid” n; eine Ver-
bindung des Lupanins mit einer anderen, bisher moch nicht identifizierten
Verbindung ist. Diese Hypothese bedarf gegenwirtig genauerer Uberprii-
fung. Ebenfalls miissen die Bedingungen, unter welchen das ,,Alkaloid"
n, in Lupanin tibergeht, noch genau untersucht werden.

Die erbrachten Daten iiber das Verhalten und die Eigenschaften der
,Alkaloide* n, und n. sind noch nicht ausreichend, man darf jedoch
wohl annehmen, dass die genanten ,Alkaloide’ dem ,Alkaloid“ n
dhnlich sind.

Viel leichter ist die Identifizierung des ,,Alkaloids* n,. Dieses ,,Alka-
loid* besitzt eine grossere Bestédndigkeit und konnte deshalb mit Hilfe
der priparativen Papierchromatographie in Form reiner Kristalle, die
auch chromatographisch rein waren, erhalten werden. Die auf diese Weise
isolierte Alkaloidmenge (einige mg) reichte jedoch nicht aus um eine
genaue Identifizierung und Charakterisierung durchzufiihren, wies uns
jedoch den Weg das Alkaloid, frei von Begleitsubstanzen, zu erhalten.

Einfithrungsarbeiten tiber die Isolierung des ,Alkaloids* n lassen
annehmen, dass wir in diesem Falle weniger Schwierigkeiten wie im
Falle des ,,Alkaloids* n, haben werden.

EINFUHRENDE VERSUCHE IN VITRO ZUR BESTIMMUNG DER
HALTBARKEIT EINIGER LUPINENALKALOIDE SOWIE ZUR BESTIMMUNG
DER ZERFALL - UND UMSETZUNGSPRODUKTE

Wir untersuchten: Spartein, Lupanin, Lupinin, Hydroxylupanin und
das ,,Alkaloid“ n,. Wir untersuchten die Umformungs- und Zerfall-
moglichkeit der genannten Alkaloide in Form freier Basen sowie in Form
ihrer Hydrochloride. Die Arbeitsmethode war einfach. Auf Tupfelplatten
brachten wir je einen Tropfen 29 Losung der Basen oder ihrer Hydro-
chloride, trockneten bei Zimmertemperatur in einem mit Phosphor-
pentoxyd und Natriumhydroxyd angefiillten Exsikkator und wirkten auf
die Proben mit folgenden Reagentien ein: 1. konz. Salzsdure, 2. 3—20%o
Wasserstoffperoxyd, 3. konz. Salzsidure und Wasserstoffperoxyd, 4. dest.
Wasser, 5. Methanol, 6. Chloroform, 7. konz. Ammoniaklésung. Nach Aus-
trocknen der einzelnen Reagentien (bei Zimmertemperatur) gaben wir zu
jedem Fleck je einen Tropfen Wasser und trugen die so bereitete Losung
auf das Chromatogramm auf. Diese Manipulation wiederholten wir eini-
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ge Male. Lupanin und Hydroxylupanin wiesen gegeniiber den genannten
Reagentien eine vollige Widerstandsfidhigkeit auf. Das Spartein unterlag
jedoch sehr grossen Verinderungen, die in Form neuer Farbringe auf
dem Chromatogramm hervortraten. Besonders das mit Wasserstoffpero-
xyd behandelte Spartein erfuhr bedeutende Verinderungen. Das Spartein
setzte sich unter diesen Bedingungen in eine Verbindung um, die auf dem
Chromatogramm an der Stelle erscheint, an welcher gewdhnlich das
sAlkaloid* n:_ auftritt. Diese Verbindung ist ein Hauptabbauprodukt des
Sparteins — ebenfalls in Chloroform- und Aetherldsung. Ausser dieser
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Abb. 11. Auf beide Rundfilter wurde die gleiche Substanz aufgetragen. A und E —
Vergleichslésung, bestehend aus: Hydrochloriden des Hydroxylupanins (H), Lupanins
(L), und des ,Alkaloids“ ng (6); C — Spartein-hydrochlorid; B und D — Zersetzungs-
produkte der Spartein-(Base). Das Chromatogramm Nr. 1036-a wurde zweimal mit
wassergesittigtem n-Butanol und das Chromatogramm Nr. 1036-b mit 4-m-Ammo-
niumsulfatlésung und Aethanol (15:1 v :v) entwickelt. Das Chromatogramm 1036-a
wurde mit Phosphor-molybdinsiure-Reagens nach P, H, List — und das Chro-
matogramm 1036-b mit Dragendorff-Reagens, gefirbt

Verbindung entstehen aus dem Spartein noch andere Abkémmlinge, von
denen mengenmissig den grossten Anteil derjenige innehalt, der auf dem
Chromatogramm zwischen Lupanin und dem ,,Alkaloid" n, erscheint. Die
Abbildung 11 stellt das Spartein und seine Abbauprodukte dar.

Weitere Versuche zeigten, dass das Sparteinhydrochlorid fast vollig
gegen die einwirkenden Reagentien widerstandsfdhig ist.

In der Alkaloidchemie trifft es sich sehr oft, dass die Salze verschie-
dener synthetischer Basen genug Widerstandskraft besitzen, so, dass ihre
physikalischen Daten festgestellt werden kénnen, wihrend die entspre-
chenden freien Basen unmittelbar nach ihrem Entstehen einer Zersetzung
unterliegen. Obwohl das Spartein eine bekannte, durch Synthese bewie-
sene Konstitution besitzt, ist es jedoch weiterhin ein Alkaloid, welches
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die Chemiker sehr interessiert. Die rdumliche Anordnung der Wasser-
stoffatome bei Kohlenstoffatom 6 und 11 ist unsicher (Abb. 1). Die lang-
dauernden Arbeiten von L. Marion und N. J. Leonard (1951)
und besonders von F. Galinovsky und Mitarb. (1954—55) fiihren
zu dem Schluss, dass das Spartein aus frans- und cis-Norlupinan-Rin-
gen, die in Position 1,3 verbunden sind, aufgebaut ist. Die Anwesenheit,
der tiberhaupt nicht haltbaren Anordnung cis-Norlupinan in dem Spar-
teinmolekiil, beglnstigt die zu einer Verminderung des Energiezustandes
des Molekiils fithrenden Umsetzungsprozesse. In letzter Zeit gelang es
F. Galinovsky (1954—55) durch Einwirken mit Aluminiumchlorid
und darauffolgender Unterdruckdestillation das c-Isospartein in Form
von Kristallen zu erhalten. Es wird angenommen, dass diese Verbindung
aus zwei trans-Norlupinan-Anordnungen besteht. Im Lichte der ange-
fiihrten Arbeit von F. Galinovsky erschien es eigentiimlich, dass
bisher die Zerfallsprodukte der Sparteinbase und ihrer Lésungen noch
nicht genau untersucht wurden, obwohl dieser Zerfall ohne &ussere
Einwirkung oft beobachtet wurde. Wir nehmen an, dass systematische
chromatographische Untersuchungen viel zur Identifizierung der Zerfall-
produkte der Sparteinbase beitragen kénnten, was unserer Ansicht nach
von grosser Bedeutung fiir Untersuchungen tliber die Biogenese der Lu-
pinenalkaloide sein wiirde. Diesen Untersuchungen wird gegenwartig
grosse Aufmerksamkeit gewidmet.

Im Laufe der zuletzt beschriebenen Untersuchungen unterlag auch
Lupinin und das ,Alkaloid” ny bestimmten Umsetzungen. Die Lupinin-
base geht unter Einwirkung von Wasserstoffperoxyd in eine Verbindung
iiber, die ein wenig grissere Ri-Werte wie das ,,Alkaloid n, aufweist;
ebenfalls unter mehrmaligem Einwirken von Chloroform erfdhrt sie eine
Zersetzung.

In diesem Falle bildet sich eine Verbindung, die chromatographisch
dem Spartein #hnlich ist. Das ,,Alkaloid* ne zersetzt sich unter Einfluss
von konz. Salzsiure und ebenfalls unter Einwirkung von Wasserstoff-
peroxyd. In beiden Fillen erhielten wir auf Chromatogrammen einen
Ring mit grésserem Ry-Wert als den des ,,Alkaloids ns.

Die zuletzt angefiihrten Untersuchungen sehen wir nur als Einfih-
rungsarbeiten an. Sie erlaubten uns die Widerstandsfédhigkeit einiger
Lupinenalkaloide gegen verschiedene Reagentien bei Zimmertemperatur
niher kennenzulernen. Den Untersuchungskreis wollen wir in Zukunft
durch Einfiihrung verschiedener Temperaturen und Mischungen von
natiirlichen und synthetischen Alkaloiden weiter ausdehnen.
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EINIGE EINZELHEITEN UBER DAS MATERIAL UND DIE VERSUCHSTECHNIK
a. Das biologische Material und Reagentien

Die von uns untersuchten Lupinensamen stammten aus:

1. Schmalblittrige Lupine, — rosa, bitter — aus der Station fiir Sa-
menzucht Udycz, Station Podkowa Le$na bei Warszawa, Ernte 1951.

2. Schmalblittrige Lupine, — blau, bitter — aus der Station fiir Sa-
menzucht des IHAR in Minikéw, Ernte 1953.

3. Weisse Lupine, — bitter — aus der Station fiir Samenzucht des
IHAR in Przebendowo, Ernte 1953.
4. Gelbe Lupine, — bitter — aus der Station fiir Samenzucht des

IHAR in Minikéw, Ernte 1953.

5. Mehrjiahrige Lupine — aus dem Institut fiir Pflanzensamenkunde
der WSR in Poznan, Ernte 1952.

Die angewandten Reagentien waren chemisch rein, wobei alle Lo-
sungsmittel, ohne Riicksicht auf die Qualitdt, noch mindestens einmal
destilliert wurden. Die von uns angewandten Vergleichssubstanzen: Lu-
pinin, Lupanin, Hydroxylupanin und Spartein stammten ausschliesslich
von der Firma Merck Darmstadt.

B. DAS CHROMATOGRAPHISCHE VERFAHREN
1. Filtrierpapier und Rundfilter

Anfangs gebrauchten wir zur chromatographischen Analyse quanti-
tative Rundfilter von der Firma J. H. Munktell nr Ok und Ob, nach-
her fiihrten wir die Analyse ausschliesslich auf Filtrierpapier Whatman
nr. 1 aus. Aus einem Bogen Filtrierpapier schnitten wir zwanzig Stiick
Rundfilter @ 11 em aus. Vor Ausschneiden der Rundfilter vermerken wir
den Durchmesser parallel zur Fasserrichtung. Nachher zeichnen wir um
den Mittelpunkt einen Kreis @ 14 mm und schneiden dann mit einer Ra-
sierklinge parallel zur Faserrichtung eine ,,Zunge* (4 X 40 mm, oder
2X 40 mm) aus. Den Umfang des kleinen Kreises (@ 14 mm) teilen wir
in soviel gleiche Teile, wie viel Substanzen auf dem Chromatogramm ana-
lysiert werden sollen. Den Kreisabschnitt auf den die ,,Zunge* fillt, las-
sen wir aus. Wenn das Rundfilter vorher impregniert werden soll, wen-
den wir ein normalisiertes Verfahren an, indem wir es auf 10 min in die
Impregnationslosung legen. Nach dem Herausnehmen halten wir das
Rundfilter in senkrechter Lage 3 Min., bringen es dann auf reines Filtrier-
papier, wo es 10 Min. verbleibt, um es endlich auf eine Glasplatte zu legen.
Das Rundfilter trocknet auf der Glasplatte so lange, bis sein Feuchtig-
keitsgrad mit dem der Luft in Gleichgewicht kommt.
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2. Das Aufiragen der Lisung auf das Rimd‘filfcr

In den bisherigen Versuchen, die die qualitative Analyse zum Ziele
hatten, wandten wir zum Auftragen der Losung eine selbst hergestellte
,Oese* aus Platindraht an. Diese ,,Oese* besass meistens einen Durch-
messer von 0,6—1,0 mm, und ein Volumen von 0,4—1,0 ul (das Volumen
wurde gegeniiber Wasser bestimmt). Eine wissrige Losung — mit Hilfe
einer solchen ,Oese* auf Filtrierpapier gebracht — bildet einen runden
Fleck von @ 2—4 mm. Die zu untersuchende Alkaloidlésung engen wir
vor dem Aufbringen zu einer mdglichst hohen Konzentration ein, so, dass
eine ,,Oese* Losung geniigend viel Substanz enthilt. Nach dem Aufbrin-
gen der Losung, tragen wir auf den Startpunkt noch eine ,,Oese* 0,5-n-
Salzsdure auf.

3. Die zum Entwickeln angewandten Ldsungsmittelsysteme und ihre Vorbereitung

In unseren Arbeiten wenden wir hauptsidchlich das Losungsmittel-
system , wassergesittigter n-Butanol“ an, dessen Vorbereitung und Re-
generierung keine Schwierigkeiten bieten.

Das zweite von uns oft angewandte Losungsmittelsystem ist eine Mi-
schung von 4-m-Ammoniumsulfatlésung und Aethanol (15:1) (v:v).
Durch Ergidnzung des Losungsmittelsystems von A. Resplondy
(1955) mit Aethanol erzielt man ein besseres Aussehen des Chromato-
grammes. Das mit 4-m-Ammoniumsulfatlosung entwickelte Chromato-
gramm weist zwar eine deutliche Trennung des Lupinins vom Lupanin
auf, aber die Alkaloidringe stellen ein welliges Bild (Girlandenmuster)
dar, was eine Ermittlung der R;-Werte vo6llig unmdglich macht. Der von
uns angewandte Aethanolzusatz beseitigt nicht nur véllig das Auftreten
von Girlandenmustern, sondern erzeugt auch ein markanteres Erschei-
nen der Ringumrisse. Das Losungsmittelsystem stellen wir her, indem
wir zu einem kleinen Teil 4-m-Ammoniumsulfatlésung, unter dauerndem
Mischen, tropfenweise den Aethanol hinzugeben, bis die anfangs auftre-
tende Emulsionsbildung verschwindet. Anstatt der 4-m-Ammoniumsul-
fatlosung wenden wir oft gesdttigte Losungen dieser Verbindung an, die
je nach der Temperatur eine héhere oder niedrigere Konzentration als

4 Mol/l besitzen, was jedoch keine besondere Bedeutung hat.

4, Das Konditionieren *

Anfangs fiihrten wir das Konditionieren und Entwickeln des Chro-
matogramms in Exsikkatoren aus M. Wiewiérowski u. M. D.
Bratek (1956), sind jedoch nach den Vorschldgen vonJ. Seifers und

* Unter ,,Konditionieren* verstehen wir eine Sittigung des Rundfilters mit Ddmp-
fen das Losungsmittelsystems welches zum Entwickeln des Chromatogrammes dient.
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J. Oreskes (1953) zum Entwickeln in Kristallisierschalen (© 10 cm,
h = 4 cm) ubergegangen, die wir mit Deckschalen von Petrischalen
abschliessen. In die Kristallisierschalen bringen wir kleinere (@ 4 cm,
h = 3 cm) die mit dem Ldsungsmittelsystem gefiillt sind — wobei wir
darauf achten, dass der Abstand zwischen Fliissigkeitsoberfliche und
Rundfilter immer gleich ist. In den meisten Féllen betrug der Abstand
zwischen Losungsmittel und Rundfilter 14 mm. Die Chromatogramme
werden vor dem Entwickeln immer in Petrischalen konditioniert
(@ 10 cm). Die Unterschale wurde mit 10 ml Losungsmittelsystem be-
schickt und das Rundfilter mit augebrachted Substanz aufgelegt, wobei
die ,,Zunge‘ etwas nach oben abgebogen wurde. Nachher wurde die
Deckschale aufgesetzt und das Rundfilter, welches einen grésseren Durch-
messer als die Schale hat, eingedriickt und zusidtzlich beschwert:

Nach 1 Stunde wird die Deckschale mitsamt Rundfilter abgehoben,
die ,,Zunge* mit einer Pinzette in senkrechie Lage gebracht, worauf das
Rundfilter mit Deckschale auf die Kristallisierschale gesetzt werden,
um je nach Art des Losungsmittelgemisches, einmalig oder mehrmalig
zu entwickeln. Wenn mit wassergesittigtem n-Butanol als Loésungs-
mittelsystem gearbeitet wird, entwickeln wir zweimal. Vor wiederholtem
Entwickeln des Chromatogramms wird nochmals ,,konditioniert”. Kondi-
tionieren und Entwickeln fiilhren wir in einem mdglichst kiihlen Raum
durch, in dem die Temperaturschwankungen moglichst gering sind.

5. Die Entwicklungsreagenzien und das Sichtbarmachen der auf dem Chromato-
gramm verteilten Substanzen

Die Alkaloidflecke auf dem entwickelten Chromatogramm machen
wir meistens mit dem von R. Munier und Mitarb. modifizierten
Dragendorff — Reagens sichtbar.

Die Vorbereitung des Reagens:

Die Grundlosung erhélt man durch Vereinigung der Lésungen A und
B. die aus folgenden Bestandteilen bestehen:

Losung. A: 850 mg Wismut-III-nitrat, bas. (,,Bismutum subnitricum®),
40 ml dest. Wasser,
10 ml Eisessig,
Losung B: 8 g Kaliumjodid,
20 ml dest. Wasser.

Die Grundlosung, in Braunglasflaschen aufbewahrt, ist ebenso wie das
verdiinnte Reagens monatelang haltbar. Zum Farben der Chromatogram-
me muss die Grundlésung mit Eisessig und dest. Wasser verdiinnt
werden (meistens mischt man die erwdhnten drei Teile des Reagens in
folgendem Verhéltnis: 10 :20:100. v:v:v).
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Das Chromatogramm wird, nach Trocknen an der Luft, in das Reagens
getaucht und nach 15 Min. herausgenommen und auf reines Filtrierpapier
gebracht, wo es wiederum an der Luft trocknet. Eine Unzulanglichkeit
desDragendorff-Reagens ist die teilweise Abscheidung der farbigen
Alkaloidverbindungen aus dem Chromatogramm, was sich in einer leich-
ten Triibung des Reagens bemerkbar macht. Eine solche Stérung tritt
jedoch nur bei grosser Alkaloidkonzentration auf. Das von uns ange-
wandte 15 Min. dauernde Baden des Chromatogramms in der Reagens-
16sung bewirkt eine Gleichgewichtsverschiebung des anfangs labilen Sy-
stems: farbiger Alkaloidkomplex — Reagenslosung, zu Gunsten des auf
dem Filtrierpapier haftenden Alkaloidkomplexes. Auf diese Weise konnten
wir das stérende Ausscheiden der Alkaloide aus dem Chromatogramm und
das Auftreten verwischter Ringkonturen beseitigen. Falls auf dem Chro-
matogramm Lupinin anwesend sein sollte, darf man nicht zu lange baden,
da es mit dem Dragendorff -Reagens eine leicht 16sliche Verbin-
dung bildet, die vollig in Losung iibergehen kann.

Das von H. Thies und W. F. Reuther (1955) modifizierte
Dragendorff-Reagens weist den Lupinenalkaloiden gegeniiber kei-
ne besonderen Eigenschaften auf.

Viel besser ist das fiir quantitative Zwecke anwendbare Reagens mit
Phosphormolybdénsdure nach P. H. List (1954). Die Vorbereitung
sowie die Farbung der Chrematogramme verlduft wie folgt: 1 g Phosphor-
molybdénsdure 16st man in einer Mischung von konz. Salpetersdure —
Wasser (2 :98 v:v) auf. Das Chromatogramm wird durch die Losung ge-
zogen und dann 10 Min. in fliessendem Wasser gewaschen. Nachher trock-
net man auf reinem Filtrierpapier und zieht dann das Chromatogramm
duch eine Zinn—U)— chloridlésung (1 g Zinn—("— chlorid, 100 ml 3,8%0
Salzsdure), und trocknet wieder auf Filtrierpapier. Zu quantitativen Zwe-
cken muss die Zeit, wihrend der das Chromatogramm mit der Phosphor-
molybdénsdure und der Zinn—!P— chloridlésung in Beriithrung ist, un-
bedingt normalisiert werden, weil auch in diesem Falle ein Uebergehen
der farbigen Alkaloidkomplexe in die Reagenslosung stattfindet.

Das Dragendorff-Reagens und das Reagens mit Phosphormo-
lybdédnsdure besitzen dhnliche Empfindlichkeit gegeniiber den Lupinen-
alkaloiden. Das Thalliumacetat-Reagens nad R. Munier und Mitarb.
(1949—52) besitzt eine dhnliche Empfindlichkeit, es ist jedoch von uns
nur selten gebraucht worden, da es farbige Flecken von geringerem Kon-
trast gegen den Filtrierpapieruntergrund bildet. Die Farbungstechnik mit
diesem Reagens ist dhnlich wie die im Falle von Dragendorff-

Reagens.
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C. DIE ALKALOIDEXTRAKTION FUR DIE QUALITATIVE, CHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE

Zu 2 g gemahlener Lupinensamen geben wir in einem Morser 3 ml
konz. Ammoniaklésung und zerreiben, mit kleinen Pausen. Nachher ge-
ben wir unter stindigem Riihren 3 g Kieselgur oder Kalziumsilicat hinzu
(das Kalziumsilicat und Kieselgur miissen vor Gebrauch 3 h hei einer
Temperatur von 250°C getrocknet werden).

Die trocken aussehende Masse bringen wir in eine Rohre
(12 X 250 mm), in die vorher ein Watteknéuel geschoben wurde. Das
Anfiillen der Chromatographiesdule wird moglichst normalisiert aus-
gefiihrt so, dass die Ausflussgeschwindigkeit der Extrakte 10—15 ml/h
betridgt. Als Lésungsmittel zum Extrahieren der Alkaloide aus der Sdule
wenden wir frisch gereinigten Chloroform an. (Chloroform reinigen wir
nach der iiblichen Methode). Die Extraktion fiihren wir meistens auf diese
Weise aus, dass wir in die Sdule 10 ml Chloroform bringen, die Sdule oben
abschliessen und iiber Nacht stehen lassen. Am ndchsten Morgen fangen
wir mit der eigentlichen Extraktion an, indem wir durch die Séule 40 ml
Chloroform durchlaufen lassen. Den abtropfenden Alkaloidextrakt sam-
meln wir in einem Jenaer Acetylierungskolben (100 ml.). Den Chloroform-
extrakt destillieren wir ab, geben zu dem fast trockenen Riickstand
ungef. 0,5 ml Methanol und erhitzen einige Minuten auf dem Wasser-
dampfbad, um den Chloroform véllig auszutreiben. Nachher wird 1 ml
0,1 n-Salzsdure hinzugegeben, noch ein wenig erwirmt, und nach Ab-
kithlen durch Filtrierpapier in ein Reagensglas (12 X 40 mm) abfiltriert.
Der Acetylierungskolben wird zweimal mit Wasser ausgespiilt
(2 X 0,75 ml). Nach jedem Spiilen wird der Kolben leicht erhitzt, wieder
gekiithlt und das Splilwasser in das gleiche Reagensglas abfiltriert. Die
nach diesem Verfahren erhaltene Alkaloidlosung ist vo6llig klar und
beinahe farblos.

Die saure Losung dampfen wir in einem Vakuum-Exsikkator iiber
Phosphorpentoxyd und Natriumhydroxyd véllig ein und den erhalte-
nen Riickstand tragen wir, nach Aufnehmen in einem Tropfen Wasser,
mit der Platindrahtése auf das Rundfilter auf. Das so hergestellte Chro-
matogramm kann nun ,konditioniert“ und entwickelt werden.

ABSCHLUSS

Die angefiihrten Ergebnisse, welche die von uns in den letzten vier
Jahren ausgefiihrten Arbeiten iiber die qualitative Alkaloidzusammen-
setzung in Lupinensamen betreffen, erlaubten uns nicht das erstrebte
Ziel zu erreichen.

Die gleichzeitige Ausfliihrung vieler und oft sehr verschiedener Unter-
suchungen erschwerten es diese ausfiihrlich zu bearbeiten.
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Einzelne Teile noch nicht beendeter Arbeiten, sowie geplante Unter-
suchungen wurden von uns absichtlich angefithrt. Wir wollen némlich
dadurch andere Forscher anregen sich mit der Analyse und der Physio-
logie der Lupinenalkaloide zu befassen. Diese Meinung driicken wir des-
halb aus, weil wir befiirchten, dass wir allein mit den Schwierigkeiten,
deren Anzahl bestimmt grosser ist als wir besher annahmen, nicht fertig
werden.

An dieser Stelle wollen wir unseren herzlichen Dank aussprechen:
an Prof. Dr. J. Suszko fir die Aufstellung des Untersuchungsthemas
und fiir zahlreiche Anregungen, an Prof. Dr. S. Barbacki fiir die
wertvollen Anleitungen und fiir die Beschaffung des Untersuchungs-
materials, sowie Doc. Dr. B. Borkowski fiir die Uberlassung von
Lupanin-, Lupinin- und Cytisin-Prédparaten.

Die Arbeit wurde in den Jahren 1951—1955 im Institut fiir Allgemeine
Chemie der Oekonomischen Hochschule in Poznan, und im Institut fiir

Pflanzenzucht, der Polnischen Akademie der Wissenschaften, in Poznan,
ausgefiihrt.

ZUSAMMENFASSUNG

Als Ziel der vorliegenden Arbeit wurde eine genaue Bestimmung der
qualitativen Alkaloidzusammensetzung von Lupinensamen erstrebt und
mit Hilfe von papierchromatographischen Methoden zu erreichen ver-
sucht. Die angewandte chromatographische Technik, einige Lésungsmit-
telgemische und Entwicklungsreagentien wurden beschrieben. Beson-
dere Aufmerksamkeit wurde auf die unvorhergesehenen Schwierigkeiten
gelegt, die bei der chromatographischen Trennung des Lupinins vom Lu-
panin auffraten. Es wurde ebenfalls das merkwiirdige Verhalten des
Sparteins besprochen, das sich in manchen Fillen auf einem Chromato-
gramm an zwei verschiedenen Stellen ablagert. Mit Hilfe eigener chro-
matographischer Arbeitsmethoden wurden verschiedene iibliche Extrak-
tionsverfahren fiir Lupinensamenalkaloide untersucht und kritisch be-
wertet.. Unter Beriicksichtigung der Analysenergebnisse wurde ein neues
Extraktionsverfahren fiir die Gesamtalkaloide sowie ein Verfahren zur
fraktionierten Auswaschung einzelner Alkaloide aus Samen der weissen
und schmalbldttrigen Lupine beschrieben. Nach Anwendung einer ein-
heitlichen Extraktion und normalisierten chromatographischen Technik
konnte die qualitative Alkaloidzusammensetzung der weissen, schmal-
blittrigen, mehrjéhrigen und gelben Lupine bestimmt werden. Es wurde
festgestellt, dass die Alkaloidzusammensetzung der genannten Lupinen-
arten komplizierter ist, als bisher angenommen wurde.

In weisser, schmalblédttriger und mehrjidhriger Lupine wurden ausser
Lupanin und Hydroxylupanin noch fiinf weitere organische Basen fest-
gestellt, die mit den tiblichen Alkaloidreagentien positiv reagieren.

Die neuentdeckten Alkaloide wurden ,,n,“, ,n;“, ,n;", ,n#;“ und ,ng"
benannt. Ausserdem wurde die Anwesenheit des Sparteins in der mehr-
jahrigen und des Lupinins in der schmalbldttrigen Lupine nachgewiesen.
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Die Rj-Werte von neun Lupinenalkaloiden wurden fiir zwei Losungs-
mittelgemische (1. wassergesittigter n-Butanol, 2. 4m-Amoniumsulfat-
I6sung und Aethanol, 15:1 v : v) festgelegt. Wihrend der Identifikations-
proben der neuentdeckten ,,Alkaloide” wurden Schwierigkeiten fest-
gestelll, die bei der prédparativen Abscheidung des wenig bestindigen
..Alkaloids n;" auftraten. Ausserdem wurden einige Eigenschaften des
. Alkaloids ng“ beschrieben, das in Milligrammengen als chemisch und
chromatographich reine Substanz erhalten werden konnte. Im Zusam-
menhang mit der Unbestindigkeit des ,,Alkaloids n,* wurden Versuche
zur Bestimmung der Haltbarkeit und der Widerstandsfihigkeit gegen
Extraktionsmittel und Faktoren, die wihrend der chromatographischen
Analyse einwirken, flir die einzelnen Alkaloide unternommen, Einfiih-
rungsarbeiten auf diesem Gebiete zeigten, dass Alkaloidsalze weniger
abbau- und umsatzfdhig sind als die freien Alkaloidbasen. Besonders
abbau- und umsatzfdhig ist das Spartein, wobei festgestelit wurde, dass
sein Hauptabbauprodukt auf Chromatogrammen die gleiche Stelle ein-
nimmt wie das ,,Alkaloid n,”. Auch Lupinin und das ,,Alkaloid n,“
unterliegen deutlich nachweissbaren Umsetzungen; wihrend Lupanin
und Hydroxylupanin, sogar nach lidngerer Einwirkung von 3% H.O,,
keine deutlichen Anderungen aufweisen.
Weitere Untersuchungen sind im Gange.
(Eingegangen 17.5.1956)
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