ZESZYTY PROBLEMOWE
POSTEPOW NAUK ROLNICZYCH
Zeszyt 20

CHROMATOGRAFICZNA METODA ILOSCIOWEGO
OZNACZANIA ALKALOIDOW LUBINOWYCH

1. REIFER, J. PRZEZDZIECKA i D. KLECZKOWSKA

Jaminet (1), Wiewiorowski i Bratek (8) oraz Schwarze i Hackbarth (7)
zastosowali metode chromatografii bibutowej do wykrywania alkaloidow
lubinowych. Do rozdzialu czterech glownych alkaloidéw wystepujacych
w lubinach gorzkich, a mianowicie lupaniny, hydroksylupaniny, sparteiny
i lupininy, wymienieni autorzy stosowali dwa wzglednie trzy uklady
rozwijajace, poniewaz w kazdym ukladzie dwa alkaloidy posiadaly bardzo
zblizone Rry.

Niniejsza praca miala na celu przebadanie wplywu oczyszczania wy-
ciggéw alkaloidow w zastosowaniu do ich ilosciowego oznaczania metodg
chromatograficzng oraz opracowanie takiej fazy rozwijajgcej, ktora umo-
zliwialaby rozdzial wszystkich czterech alkaloidéw i ich oddzielne ozna-
czenie po eluacji z bibuly.

Czes¢ dosSwiadczalna

Do chromatograficznego rozdzialu alkaloidow stosowano technike
krazkowa uzywajgc bibuly Whatman 3. Wycinano krgzki o Srednicy
15 cm, jezyk dlug. 5 cm i szer. 3 mm. Roztwory wodne wzglednie chloro-
formowe alkaloidéw nanoszono na obwodzie kola o Srednicy 2,5 cm na
wycinkach o diug. od 0,5 cm i wiecej w zalezncsci od zawartosci alka-
loidow w probie. Roztwory alkaloidow nakraplano odmierzajac pipetami
Carlsberg’a i suszono na zimno za pomocg suszarki fryzjerskiej.

Stosowano faze rozwijajacg o skladzie: n-butanol nasycony kwasem
solnym-toluen (4:1). Fazg przygotowano w nastepujacy sposéb: 100 ml
n-butanolu wytrzasano w rozdzielaczu z 300 ml rozcienczonego kwasu
solnego (HCl o d. 1,19 rozcienczony woda w stos. 1:3). Po oddzieleniu
fazy wodnej (A) od fazy alkoholowej te ostatnig wytrzgsano z 25 ml
toluenu. Gérng faze butanol-toluen (B) sgczono przez saczek z bibuty.
Poniewaz faza ta jest trwala, nie wymaga ona regeneracji.
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Rozwijanie chromatogramow w tym ukladzie rozpuszczalnikéow prze-
prowadzono w eksykatorze o $rednicy 21 cm. W eksykatorze umieszczano
szalke Petriego o srednicy 10 cm, zawierajacg ok. 15 ml kwasu solnego
nasyconego butanolem (A). Na $rodku szalki ustawiano naczynko wagowe
(wysokos¢ 4 cm, Srednica 25 mm), do ktérego wlewano ok. 5 ml fazy (B).
Otwor naczynka zwezano za pomocg nie wystajgce] ponad.brzegi na-
czynka obrgczki z korka z otworem o srednicy 10 mm. Odleglo§é¢ miedzy
bibulg a powierzchnig fazy wyrosita do 3,5 cm. Eksykatory uszczelniano
plasteling.

Chroniatogramy rozwijano ok. 24 godzin. Nastepnie usuwano pozo-
stalosci rozpuszczalnikow przez odparowanie za pomocg suszarki fry-
zjerskiej. Suche chromatogramy spryskiwano odczynnikiem Dragendorffa
w modyfikacji Muniera i wspolpracownikéow (3, 4, 5).

Plamy poszczegélnych alkaloidow wycinano, cigto na poprzeczne
skrawki, alkalizowano 0,4 N roztworem wodorotlenku sodowego (od
0,4 ml — 1,0 ml do catkowitego zwilzenia pocietych skrawkoéw) i ekstra-
howano w rozdzielaczu o poj. 25 ml chloroformem 4 razy po 5 ml. Za-
warto$é alkaloidu w wyciggu chloroformowym oznaczano kolorymetryczng

Tabela 1
Oznaczanie alkaloidéw po rozdziale chromatograficznym
o  Wg alkaloidéw -
HL S L Li
° nakro-| wy- ;?z; nakro-| wy- ;?Z; nakro-| wy- :;?:; nakro-| wy- rl;(is:a
plono | kryto w Y plono | kryto _— plono | kryto . %%. plono | kryto _—
1 11,0 | 10,6 | —3,6 6,7 | 6,6 |—1,5 | 10,0 9,8 [—2,0 6,4 6,4 0,0
2 22,0 | 22,0 | 0,0 | 15,4 1 134 | 0,0 | 20,0 | 20,0 00| 12,8 | 13,0 |+1,6
3 110 | 11,0 | 0,0 | 20,1 | 20,0 —0,5 | 10,0 98 |—2,0 | 256 | 25,0 |—2,3
4 55,0 | 55,5 | +0,9 6,7 | 66 [ —15 | 50,0 | 49,0 |—2,0 6,4 6,2 [—3,1
5 64,8 | 62,0 | —4,2 6,7 6,6 —1,5 — — — — — —_
6 5,4 50 —7,4 | 536 | 51,2 | —4,5 — — — — — —
7 — — — 6,7 68 |+1,5| 60,0 | 61,5 |+25 — — —
8 — -— — 938 | 96,0 [+2,3| 10,0 92 |—8,0 — — —
9 = - - = — — | 600 ;61,0 |+16| 61 | 56 |—82
10 — e — — — 10,0 | 10,2 |+2,0 | 854 | 79,0 |—T7,5

W przypadku bardzo niskich wzglednie bardzo wysokich stezen alkaloidéw eks-
trahowano je z bibuly do odpowiednio mniejszej lub wiekszej iloSci chloroformu.
HL — hydroksylupanina

S — sparteina
L — lupanina
Ui — lupinina

* Wata opatrunkowa stosowana w tej metodzie do sgczenia wyciagéw chloroformo-
wych powinna byé przed uzyciem odtluszczona eterem.
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metodg Reifera i Niziolka (6) *. Oznaczenia wg. tej metody nalezy prze-
prowadza¢ w pomieszczeniach absolutnie wolnych od par lotnych kwa-
sow i zasad.

Wymicniong faze rozwijajgcg przebadano na mieszaninie roztworéow
czystych alkaloidéow. Jak wynika z tabeli 1. oznaczenia kazdego z czte-
rech alkaloidow po eluacji z chromatograméw sg zgodne z wynikami
bezposrednich oznaczen kolorymetrycznyck na czystych roztworach.
W tabeli rodano $rednie warto$:i z 2—4 réwnoleglych oznaczen.

Odleglosci miedzy poszczegélnymi alkaloidami na chromatogramie sg
dostatecznie duze, tak ze rozdzielaja nawet wéweczas, gdy znajdujg sie
one w stosunku 1:10. Plama lupininy po spryskaniu odczynnikiem Dra-
gendorffa jest malo intensywna, dobrze widoczna jest dopiero po wWysu-
szeniu,

Na rys. 1 przedstawiony jest uklad poszczegolnych alkaloidéw na
chromatogramie. Ustalono Li; czyli stosunek przesuniecia poszczegdlnych
alkaloidéw w odniesieniu do lupininy i tak dla hydroksylupaniny, spar-
teiny i lupaniny wynosi on 0,57, 0,71 i 0,86.

Rys. 1. Rozmieszczenie poszczegdlnych alkaloidow na chro-
matogramie: 1 — hydroksylupanina, 2 — sparteina, 3 — lu-
panina, 4 — lupinina

Dla spfé—wdzenia przydatnoéci opracowanej metody chromatograficzne]
do oznaczania alkaloidéw w materiale roSlinnym przeanalizowano ng—
siona i zielone czeéci lubinu waskolistnego, bialego 1 zOltego. Ekstrakcje
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Tabela 2
Wyniki oznaczen alkaloidéw w oczyszezonych wyciggach tubinowych (6)

’ % alkaloidow
Nazwa o Bé 2
L. p. Material alkaloidu wg metody Rei- wg oplsanei ov:r;:%ca
fera 1 Niziolka metody
1 ’ Lubin waskolistny na- HL | 0,667 0,536
f siona L 0,816 0,812
;’ Pywo 0,115*
Suma 1,483 1,463 1,4
2 f.ubin waskolistny Pwi 0,030%
k.elki HL 0,855 0,467
| L | 1,127 1,230 |
| Py, l Slady
| Pws | 0,144*
Suma 1,982 1,871 | 56
3 Lubin bialy nasiona Pg, l | Slady* |
Pg- | 0,113* |
HL 0,640 | 0,161 |
| L 1,641 1641
| Pp3 | Slady* |
Suma 2,281 1,915 11,6
4 ﬁ Lubin bialy kielki Pp;
| Ppgs 0,310
| ' HL 0,377
| . L 3,143 . 2,600
| Py 0517
Suma 3,520 3,427 2,6
5 ' Lubin Z6ity nasiona Py 0,106**
| S 0,199 0,109
? Li 0,610 0,457
Suma 0,809 0,758 6,3
6 Eubin z6lty kielki Pz, 0,026**
| S 0,511 0,512
| Li 0,822 0,609
| Pgoys 0,145**
Suma 1,333 1,292 3,0

Wszystkie warto$ci odnoszg sie do suchej masy.
fIL — hydroksylupanina P; P, — itd. plamy innych zasad na chromatogramie
S — sparteina * _ obliczone jako hydroksylupanina
L — lupanina Li — lupinina ** _ obliczone jako lupinina
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alkaloidéw z roslin przeprowadzono metodg Reifera i Niziolka (6). Na
chromatogramach stwierdzono okok znanych alkaloidow obecnos¢ dodat-
kowych plam. Plamy te w miare wzrastajgcych wartosci Ryp; nazwano
Py, P, itd.

W tabeli 2 zestawiono wyniki oznaczen zawartosci alkaloidow w na-
sionach i kietkach lubinow gorzkich. Porownano wyniki oznaczen w wy-
ciggach z chromatogramow z wynikami bezposrednich oznaczen metodg
Reifera i Niziotka.

Wszystkie metody oznaczania alkaloidéow w materiale roslinnym
obejmujg zasadniczo ekstrakcje alkaloidow, oczyszczanie otrzymanego
wyciggu i iloSciowe oznaczenie. Dlatego m. in. przy opracowywaniu
opisanej metody szczegélng uwage zwroécono na to, w jakim stopniu
nalezy oczyszczaé wyciggi tubinowe dla uzyskania poprawnych wynikow
w oparciu o iloéciowy rozdzial alkaloidéow na chromatogramie. Prze-
badano nieoczyszczone chloroformowe wyciggi roslinne oraz oczyszczone
jedno- i dwukrotnie. Do oczyszczania materialéw wprowadzono dwie
nieznaczne modyfikacje, a mianowicie chloroform oddestylowano pod
zmniejszonym ci$nieniem oraz zaniechano oczyszczania chlorowodorkow

alkaloidow eterem naftowym. Wyniki przedstawiono w tabeli 3.

Jak widaé z tabeli 3, uzyskano we wszystkich przypadkach wyniki
zgodne w granicach bledu metody. W oparciu o te spostrzezenia nano-
szono na chromatogramy bezposrednio pierwsze wyciggi chloroformowe.
Wyciggi przygotowywano w nastepujacy sposdb: w zaleznosci od zawar-
tosci alkaloidéw w badanej probie rozcierano od 0,5—2 g materiatu lubi-
nowego z stezonym roztworem amoniaku w mozdzierzu porcelanowym
o §rednicy 6 cm przez S0 min. Nastepnie codawano porcjami odpowiednig
ilod¢ ziemi okrzemkowej (ok. 1 g) i ucierano do otrzymania sypkiego
i optycznie suchego proszku. Proszek ten przenoszono do suchego cylindra
o 1oj. 50 ml z cobrze doszlifowanym korkiem. Mozdzierz wycierano malg
iloécig ziemi okrzemkowej, ktérg przenoszono do cylindra. Nastepnie do
cylindra dodawano 30 ml chloroformu, przemywajac porcjami mozdzierz
i lejek, po czym wytrzgsano na wytrzasarce przez 30 min. Zawartcse
cylindra sgczono na nuczy G3, przemywano trzykrotnie chloroformem
i uzupelniano co 50 ml. Wyciag chloroformowy nakraplano na bibule
w ilosci 50—400 ul. W przypacku oznaczania alkaloidow w Swiezym
materiale zageszczano odpowiednio wyciag chloroformowy pod zmniej-
szonym ci$nieniem przed nakropleniem na bibute.

W tabeli 4 zestawiono wyniki analiz uzyskane metodg chromatogra-
ficzng dla materialu $wiezego i suszonego w temp. 105°.

14 — Zeszyty problemowe nr 20
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Wyniki oznaczen alkaloidéw w zaleznosci

BEubin waskolistny

Materiat
Nasiona w % s. m. Kietki w % s. m.
Alkaloidy w przebadanych
wyciggach HL L Pyw2 | Pw; | HL L |[Pwa+s
. _ 0,450 | 0,660 | 0,135

Pierwszy wyciag chloroformowy 0.450 | 0.705 0 0,090 | 9487 1 L1TS 0,185
Przesaczony pierwszy kwasny 0,435 | 0,663 '0,135 — 10,473 | 1,197 {0,138
wycigg wodny 0,440 | 0,650 | 0,135

. . 0,444 {0,640 | 0,128 | —
Drugi wyciag chloroformowy 0.424 | 0.668 0,484 | 1,159 10,139

_ , , 0,445 | 0,660 [0,132 | — |0,467 |1,230 | 0,144
Drugi kwasny wycigg wodny lo 442 | 0699 |0.134 ’

Srednie warto$ci rownoleglych nawazek materiatu
HL — hydroksylupanina
L. — lupanina

S — sparteina
Li -- lupinina
P — plamy innych zasad na chromatogramie

Dyskusja

Znane dotychczas metody chromatografii bibutowej alkaloidéw tubino-
wych wymagajg uzycia dwoch wzglednie trzech uktadow rozpuszczalni-
kow dla przeprowadzenia rozdziatu hydroksylupaniny, sparteiny, lupaniny
i lupininy.

Opisana faza rozwijajagca n-butanol nasycony kwasem solnym —
toluen (4:1) w ustalonych warunkach doswiadczalnych umozliwia roz-
dzial wymienionych alkaloidéw i oddzielne ich oznaczenie. Ponadto me-
toda chromatograficzna pozwala na wykrywanie i oznaczenie innych
zasad wystepujgcych w tubinach gorzkich. Na obecnost dcdatkowych
zasad o charakterze alkaloidowym w wyciggach lubinowych zwrocili
uwage Wiewiérowski i Bratek (8, 9), Van der Kuy (2) oraz Schwarze
i Hackbarth (7).

Na chromatogramach z nasion i kietkéw lubinu wgskolistnego rozwi-
janych w podanym przez nas ukladzie wykryto plame odpowiadajgca
angustifolinie wzglednie lupininie. Poniewaz obie te zasady umiejsca-
wiajag sic w opisanym ukladzie bez rozdziatu, plama Py, moze byé¢
zarébwno jednym jak drugim alkaloidem. Jednak z analizy chromato-
graficzne] w fazie opisanej przez Wiewiorowskiego i Bratek wynika, ze
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Tabela3
od oczyszczenia mater'alu tubinowego
bubin bialy Eubin zolty
Nasiona w % s. m. Kietki w % s. m. Nasiona w % s. m. Kietki w % s. m.

|
' Ppisz| U |Pgie2| HL | L | Ppy | Py | 8 | Li [Py, S | Li

Pzgot+

0,350 | 1,610 10,065 |0,104 |1,840 |0,120 | 0,100 | 0,150 | 0,425 0,06&0,462'0,638}‘0,145
| 1,610 |
1,600

0,353 1,606 — (0,108 (1,850 | 0,121 | 0,099 (0,151 | 0,422 | — — | — —

1,488

0350 | 1,515 | — |0,112 1,908 |0,119 | 0,098 [0,150 0,399 | —  — | — | —
1,509

0,351 | 1,597 |0,066 | 0,108 | 1,948 | 0,110 | 0,106 | 0,154 | 0,410 0,026 0,492 0,609 0,145
1,578

plama Py; odpowiada angustifolinie. Ponadto w kietkach stwierdzono
dwie nieznane zasady: jedng w ilosciach sladowych lezgcg ponizej hydro-
ksylupaniny, drugg o Ry; = 1,28.

W lubinie bialym w nasionach i kielkach wykryto oprécz lupaniny
i hydroksylupaniny trzy dodatkowe zasady o Rp; 1,27,044 i jedng nie-
wyrazng smuge ponizej hydroksylupaniny. W odréznieniu od danych
cytowanych w pi$miennictwie (2,8) nie stwierdzono obecnosci sparteiay.

W nasionach lubinu zéltego zaobserwowano wystepowanie obok spar-
teiny i lupininy zasady o Ry; 0,52, w kielkach za$ jeszcze dwéch zasad
o Ry; 1,44 i 1,66. Nie wykryto lupaniny ani hydroksylupaniny (2).

Jak wynika z tabeli 1, w przypadku mieszaniny roztworéw czystych
alkaloidéw uzyskano wyniki powtarzalne i obcigzone nieduzym bledem
nawet woéwczas, gdy polozone najblizej siebie alkaloidy znajdowaly sig
w stosunku stezen 1:10.

Wartcéci na sume alkaloidow uzyskane metoda opisang sg zgodne
z wynikami oznaczeh metoda Reifera i Niziotka w granicach bledu me-
tody. Wykazano, ze wyniki otrzymane metods Reifera i Niziotka sg
zazwyczaj nieco wyzsze, a roznice dochodzg do 11,6% (tab. 2). Nasiona
i zielone czesci przebadanych tubinéw zawieraja poza znanymi alkaloida-
mi jeszcze inne zasady reagujgce zaréwno z odczynnikiem Dragendorffa
jak oranzem metylowym. W metodzie Reifera i Niziolka zasady wyste-
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Tabela4
Vi\_Nynikiiiznacger’l alkaloidéw w $wiezym i suszonym materiale lubinowym

! l % alkoloidcw w suchej masie
N. Nazwa
ks B Materiad alkaloidu \ w Kkietkach w kietkach
i | Swiezych suszonyeh
1 Y.ubin | HL i 0,507* 0,487*
waskolistny L 0,156 1,175
Pyois ] 0,137* 0,139*
Suma , 1,800 1,801
l ( ' - -
2 1 Lubin biaty 1 Ppito | | |
| - |
| 1 HL l 0,311 | 0,310
' 1 L ! 3,050 2,760
| | Pp, | 0,330 | 0,517
l | )
Suma | 3,691 | 3,587
| B |
3 l YF.ubin 76ity ! P,, 0,086 0,065**
{ l S 0,450 ‘ 0,462
| ’ Li 0,600 ! 0,638
o = . 0,143 { 0,145**
Suma 1,279 ’ 1,310
. — hydroksylupanina P — plamy innych zasad na chromatogramie
S — sparteina * — obliczone jako hydroksylupanina
L — lupanina ** — obliczone jako lupinina

Li — lupinina

pujace w lubinie biaiym i waskolistnym oznaczone sg razem z hydroksy-
lupaning, w tubinie za$ zéltym razem z lupining.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie alkaloidéw w surowych wy-
ciggach chloroformowych zaréwno z materialu $wiezego, jak i suszonego.
Metoda ta jest szybka, pomija bowiem klogpotliwe i pracochlonne
oczyszczanie materialu roslinnego.
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XPOMATOTPA®UYIECKNUN METO/[ KOJMYECTBEHHOI'O
OIIPELEJIEHUA JIOIINMHOBBIX AJKAJONIOB

U. Peiigep, H. [Mpxesnseuka, 1. Kueuxkoscka

ConepxaHwue

PazpaboTran HOBBIA pa3BUBAIOLIM Pa3)C CO CIENYIOIMM COCTaBOM: aJl-
KOT'0JIb N-OyTMJIOBBIM HACBILEHHBIV COJISHOM KMCJIOTOY — TOJIYSH B OTHO-
meHny 4 : 1, KoTopblil AejaeT BO3MO2XHBIM OTYETJMBBI pa3fesa 4 riaaBHBIX
aJKaJIOU0B, BLICTYIMAIINX B JIONMHAX. OTOT (pa3uc UCCIeL0BaHO B Onpe-
IeJIeHHBIX yCJOBMAX 000M04HOI OyMaskHOV XpomaTorpaduy M yCTaHO-
BJIEHO CJIEAVIOIYIO ITOCJIEICTBEHHOCTh DPa3MeIeHMUs aJIKaJOMJ0B: IMIAPO-
KCUJIYIIAHUH, CIIAPTeNH, JIYIIaHMH 1 JynuHuH. ToYHoe paszeJseHne Ha3BaH-
HBIX aJIKAJIOMAOB HABJSETCSI BO3MOXKHLIM JaKe TOorja, Korja Jiexaluye
Osske Bcero cebA aJKaJIOMALl HAXOAATCA B KOJMYECTBEHHOM OTHOILIECHUM
1:10. VI3 xpomaTorpaMMOB IIPOSBJIEHHBIX pPEaKTUBOM Hparennopdpda
OBLIM BBIPe3aHbl MATHA OTAEJBHBIX aJIKaJOMIO0B. DT BBIPE3KM CMaYMBaJIN
I[EJIOYBIO M 9KCTParupoBay XJopodopMoM. B x10podopMOBOI BBITAKKE
6BHLIO ONpeneIeHo ColePKaHMe aJlKaJonaoB Metonom Peitdepa u Hnzénxka.
Pe3yJsbTaThbl ONpeAesIeHmiI Kazk/oro U3 4 ajkajonnoB C Pa3BUTHIX U NPO-
SIBJIGHHBIX XPOMATOTPaMMOB, COTJIAILIAIOTCA C pPe3yJbTaTaMU HEeNocpen-
CTBEHHBIX KOJOPMMETPMYECKMX ONpeJesIeHM) Ha HMCTBIX pPacTBOpax.

OnMcauHbli MeTOJ SBJSAETCS IIPUTOAHBIM IJs OIpeNeJIeHMA aJKaJo-
UOOB y CMHEro, 06esoro y KENTOro JIONMHOB B MyKe M 3eJIEHOM Macce.
ViccsilemoBaHO HEOYMIIIEHHBIE XJIOPOOPMOBBIE PacCTUTEJIbHbIE 3KCTPAKTEL,
a TakKKe OuMILeHHBIe OAHO- M JBYXKPaTHO M IIOJyJE€HO BO BCeX CJIy-
Yyasgx pe3yJbTaThbl CXOXHbIe B Ipefesax OLIMOKM MeToZa. B03MO3KHOCTB
onpenesIcHMA AJIKAJOUAO0B B HEOUMIICHHBIX XJ0POCPOPMOBBIX BBITAXKKAX,
paspermraeT 136erHyTh XJOIOTINBYIO U TPeOyIOIIyI0 MHOTO paboTel OYNCTKY
PacTUTEJILHOTO MaTepuaJia.

Ha pa3BuTBIX XpOMaTorpaMMax C IIOMOIIBIO BbIIIE OMMCAHHOTO dba-
3JIca yCTAHOBJIEHO, KpoMe TOro A00aBOYHBbIE NATHA C PEARTUBOM HOpareH-
mopdda. XpoMaTorpaMMbl M3 SKCTPAKTOB CEMAH CMHETO JIOMMHA [A0T
HoGaBOYHO ITIOJIOCY, KOTOpas JIEXKUT BBIIIE JyINaHMHA, U3 CEMAH GeJoro
JIOMMHA IT0JIOCY, KOTOpas JIeXKMT HYXKe TMAPOKCIIIYNaHNHA, M3 CEMAH
SKETITOro JIFONMMHA — cJjiabo BUAMMYIO IIOJIOCY HUXKE CrapTenHa. XpomaTo-
IpaMMBI SKCTPAKTOB M3 HAJ3€MHBIX 4acTell IMPOPOCTKOB JIIONIMHA ODHapy-
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FKUBAIOT, PAZIOM C M3BECTHBIMU aJIKaJIOMAAMM, IIPUCYTCTBME 3 H0OABOYHBIX
moJiocok. OnHaKo, HM B KOEM CJIydae KOJIMYECTBO STUX HEeM3BECTHBIX LIeJ0-
yelt He npeBbinaeT 10% cyMMBI aJIKaJIONMIOB.

CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR QUANTITATIVE
DETERMINATION OF LUPIN ALKALOIDS

I. Reifer, G. PrzeZdziecka, D. Kleczkowska

Summary

A new developing phase, consisting of n-butyl alcohol saturated with
toluene-hydrochloric acid in proportions of 4:1, has been worked out,
it makes the separation of the 4 main lupin alkaloids possible. This
phase was tested under standard conditions using filter-paper disc
chromatography and the following sequence of the alkaloids was esta-
blished: hydroxylupanine, sparteine, lupanine, lupinine. An accurate se-
paration of the alkaloids is possible even when adjacent alkaloids are in
a proportion of 1:10. Spots corresponding to individual alkaloids were
cut out from chrcmatograms which had been developed with Dragen-
dor{{’s reagent. They were moistened with caustic scda and chloroform
extracted. The alkaloid content in the chloroform extracts was deter-
mined by the Reifer and Niziolek method. Results of determinations for
each of the 4 alkaloids from developed chromatograms are in agreement
with results obtained from direct colorimetric determinations done on
pure solutions.

The method is suitable for alkaloid determinations in narrow-leaved,
white and yellow lupins, in ground dry material and in green mass (dry
or fresh). Investigations were carried out on impure plant chloroform
extracts and on extracts purified once and twice, and in all cases the
results fell within the limits of error for this method.

The possibility of determining alkaloids on raw chloroform extracts
allows one to avoid the laborious, time-consuming purifications of plant
material.

Using Dragendorff’s reagent, additional spots were found on chroma-
tograms developed with the phase described. In chromatograms of
extracts from narrow-leaved lupin seeds an additional spot occurs lying
above lupanine, whereas in the extracts of white lupin seeds there is an
additional spot below hydroxylupanine and in yellow lupin seed extracts
an additional spot is visible below sparteine. On chromatograms of
extracts of the serial portions of lupin seedlings 3 additional spots were
found besides those of the known alkaloids. In no case however, does
the gantily of these unknown systems exceed 10% of the alkaloid total.



